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Resumen

El Hospital de Suba cuenta con un sistema de tratamiento para los efluentes y lodos
provenientes de los servicios médicos alli prestados; razén por la cual se realizé la
evaluacion de resistencia tomando 12 muestras puntuales de agua residual antes y
después del tratamiento; se aplicé el método de dilucion y el método de difusion de
Kirby—Bauer con el fin de encontrar tres microorganismos resistentes a la
Ceftriaxona (CEFT), Amikacina (AMIK) y Oxacilina (OXA); antibiéticos comunmente
usados en los centros hospitalarios para tratar infecciones como: la meningitis,
infecciones pulmonares, de piel, sangre, huesos, érganos reproductores y vias
urinarias.

De acuerdo a los resultados obtenidos el impacto que se da por la descarga de
aguas residuales hospitalarias a los medios receptores de las mismas, debido a la
dificil degradacion de este tipo de contaminantes; genera un problema ambiental y
de salud publica. La resistencia microbiana ha venido aumentando debido a la falta
de control y vigilancia a nivel global, generando condiciones adecuadas para la
propagacion de los genes de resistencia de un microrganismo a otro.

Palabras clave: Resistencia bacteriana, antibioticos, Amikacina, Ceftriaxona,
Oxacilina, halo de inhibicion, planta de tratamiento de agua residual PTAR.



Abstract

The Suba Hospital has a treatment system for effluents and sludges coming from
the medical services provided there; for this reason, the resistance evaluation was
performed taking 12 spot samples of residual water before and after treatment. The
dilution method and the Kirby-Bauer diffusion method were applied in order to find
three microorganisms resistant to Ceftriaxone (CEFT), Amikacin (AMIK) and
Oxacillin (OXA); Antibiotics commonly used in hospital settings to treat infections
such as: meningitis, lung, skin, blood, bone, reproductive and urinary tract infections.

According to the results obtained, the impact of hospital wastewater’s discharge to
the receiving means of the same, due to the difficult degradation of this type of
contaminants; generates an environmental and public health problem. Microbial
resistance has been increasing due to the lack of control and surveillance at the
global level, generating adequate conditions for the propagation of resistance genes
from one microorganism to another.

Keywords: Bacterial resistance, antibiotics, Amikacin, Ceftriaxone, Oxacillin,
inhibition halo, wastewater treatment plant WWTP.



TABLA DE CONTENIDO

Pag.
RESUIMIEBIN .ot 6
LiSta @ IMAGENES ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e aeeas 11
TSy = W0 LN ] = o= T SSPPPPPRTPIN 12
LiSta d@ tADIAS ... . 13
LiSTA 0B BCUACIONES ....eeiiiiieeiiiiitt ettt e e e e e e e e e e e e e eeeaee s 14
Listade abreviaturas y SIMBDOI0OS.......cooiiiiiiiii e 15
LiSTA 0B ANEXOS ..ttt e ettt ettt e e e e et e e e e ettt e e e e e e 16
1] A oo [V Yot o3 Y o BT P P PP PROPPPPPI 17
I O o 1= (Y70 = UURPPPPPRTPPN 19
1.1 ODBJetiVO GENETAL ... 19
1.2  ODbjetivos ESPECITICOS .....ccoiiiiiiice e 19
2. MAICO TEOFICO .ottt e et e e e e e et e e e e e e 20
2.1 ANECEUEBNIES ..ottt e e e et e e e e e e e e e e e 20
2.2 AntibIiOtiCOS Y 18 reSISIENCIA.........eiiiiiiiieee e 22
2.2.1  CtIBXOMNA ...t 22
2.2.2  AMIKACING . ..o 23
2.2.3  OXACHING. ..cce ittt 23
2.3 Resistencia DacCteriana ...........ccuvviviiiiiiiiiiiiiiiiiee e 24
231 NATUTAL. ... 24
2.3.2  AAQUITIAA ... oo e aaaaaaae 24
2.4 Mecanismos de tranSfereNCia..........couvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 25
2.5  MecaniSMOS d€ IESISIENCIA. .......ceevviiiiiiiiiiiiiiiiii ittt 25
T = - Tor (=] 4 - VS 27
26.1 Enterobacter Cloacae..............oooovviiiiiiiiiii 27
2.6.2 PaNTOBA SPP - eieerii ettt 27
2.6.3  Citrobacter freundii ........cooeeeeeeeeee e 28
2.6.4  Aeromonas hydrophila.............ooiii oo 29

2.6.5  Klebsiella pneumoniae. ........cooooeeieee e 29



2.6.6  ENterobacter gergoVIAE ........uuuuiiiiieeeiieeeicie e e e e e e e aaaee 30

2.7  Evaluacion del riesgo en resistencia microbiana.............ccceeeiieiiiiiiiiiiiiiiieeene 30
MAICO [EQAI ... e et 31
MAICO CONEEXTUAN ...ttt 32

O R U | o 1Tt Yo (o] o FO TP PP TP OPTPPRPPP 32

4.2  Sistema de tratamiento de agua residual en el Hospital de Suba. ...................... 33
42.1 ENIrada......ccoooiiiiiii 34
N O 1T W (=T | {0 o RSP T 34
4.2.3  TrampPa 0 grAS8 .......cceeiiiiiiiiiiiiiiie et 35
4.2.4  Tanque de homOgeNIZacCiON............cuuuiiiiie e 35
425 Tanque de ajuste de PH ..o 35
4.2.6  FIOCUIRUON ...ttt 35
4.2.7  SEAIMENTAGON ...t et e e e e e e s 36
4.2.8  FIltro 0@ @r€Na ......cccooviiiiiiiiiiii 36
4.2.9  Filtro de carbOn activado ..............ooveiiiiiiiiiiiiiiii e 36
4.2.10 Tanque espesador de lodos y prensa de 10d0oS ...........ccccevvvvviiiiiiiiiiiiiinnnnn, 36
4.2.11  BOMDA ..ttt 37
4.2.12  TaNQUE BYECTON. ... ieeeeiieeiiiiie e e ettt e e ettt e e e e e e aer e s e e e e e e eeneenans 37
g e N @0 ] o == o P 37
4.2.14 Tablero de CoNntrol...........coooviiiiiiii 37
Y11 oo Fo] oo | - LSRR 38

5.1 Revisién y analisis de la informacién secundaria existente........................... 38

5.2  Disefo experimental..........ccccuviiiiiiiiiiiiiiiiiiee 38

5.3 TOMA UE MUESIIAS. .. .uutieiiiieeeiieiitite et e e e et e e e e e s e e e e e e e st reeeaeaaaaan 41

5.4  Cadena de CUSIOQIA........ccuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee ettt 42

I o (=T o = = Tox o] o W [ o 4= T [0 LS PP 43

5.6  Preparacion del antibidtico para el medio ..........cooeeeiiiiiiiiiiiiiie e 44

5.7 DIlUCION SEIHATA ...ttt e e a e e e e 45

5.8  Siembra en l0S MediOS .........ccouviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 45

5.9 Aislamiento de la bacteria seleccionada............ccccccovvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 46

5.10 Suspension del INOCUIO...........cvvviiiiieeiiiieeeeeeeeeeeeee e 46

5.11 Meétodo de difusion de discos segun Kirby-Bauer ...........cccccceeviiiiiiiiiiiniieennnns 47



5.11.1 Preparacidn de 10S diSCOS......uuuiiiiiieiiiieiiiie e e et e e e e e aanees 47

5.11.2 Preparacion de medio CON 10S dISCOS ........ccceeeiiiiiiiiiiiiiiieeeeiiiiiiiieee e 49
5.12 Identificacion de 1as DACIENIAS ..........ceiiiiiiiiiiiiiiiie e 49
5.13 Implicaciones en el medio ambiente y enla salud. ...........cccccoeeiiiiiiiiiiiiien e, 49

[ aToF=Tod (o TR0 1ot - | PP 54

RESUITATOS ...ttt 55
7.1 NUMEIO 08 MUESIIAS ...cceviiiiiiiiiiiiiieieeee ettt ettt et e et e e e e e e e e eeeeeees 55
7.2 ANALISIS STAISTICO .....uvveiiiieiiiieit et 55

7.2.1 Andlisis estadistico de conteo de bacterias heterétrofas aerobias viales.... 55

7.2.2  Analisis estadistico del método de difusion.............cceevvviiiiiiiiiiiiiiie 60
7.3  Conteo de bacterias heterétrofas aerobias viales .............ccooccveiiiiiiiiiiiieneens 63
7.1.1 RECUENIO U8 TOLAIES ....ceiiieiiiiiie ettt 64
7.1.2 RECUENIO U IESISIENTES. ...t e ettt e e 65
7.4 MEtOdO de ifUSION .....evviiiiieeiiiiiee et a e e 69
7.5  Bacterias identifilCadas. ..........oooiurriiiiiiieiiiiiee e 75

7.6 Implicaciones en el medio ambiente y la salud por microorganismos resistentes a

[0S ANTIDIOLICOS. ..o e 76
7.7 Riesgo de prevalencia de bacterias resiStentes..........cccccvvvvvviiiiiiiiiiiiiiieiiieiiee 78
ANALISIS e reSUIATOS .....ciiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeeee et 80

(070 ] o Tod 1V 1] [0 ] 1 == TR 83

10. RECOMENAACIONES . .oiieieiiiiee ettt e e e e e e e e e e et aa e e e e e e eeeanatanaaaeeaeeeennnes 84

11, Bibliografia. e e e e e aaaaa 85



Lista de Imagenes

Imagen 1: Tipos de transferencia de reSiSteNCIAL. ............uvuurriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeees 25
Imagen 2: Inactivacion del antibiGtiCO. ...........ceiiiiiiiiiiicie e e 26
Imagen 3: Alteracion del Sitio DIANCO.............eeiiiiiiiii e 26
Imagen 4: Alteracion de la barrera de permeabilidad. ..o 26
Imagen 5: Ubicacion del Hospital de Suba Il Nivel Empresa Social del Estado. .............. 32
Imagen 6: Diagrama de flujo de la PTAR Hospital de Suba. Fuente: Las autoras............ 34
Imagen 7: Tangue homogenizacidn PTAR ... 35
Imagen 8: Tanque de ajuste de PH. ..o e 35
Imagen 9: Tanque floculador y Sedimentador. ..............uvuuuiieiiiiiiiiiiiiiiies 36
Imagen 10: Filtro de arena y carbdn activado. ............ccceeeiiiiiiiiiiiiiiinn e 36
Imagen 11: Caja de inspeccion y ducto de agua de salida de la PTAR..........cccccccvvvvnnnns 37
Imagen 12: Toma de muestras en el tanque de almacenamiento de agua residual y caja
de inspeccion de salida de [a PTAR. ... 41
Imagen 13: Etiqueta para cada una de las muestras de agua residual. ........................... 42
Imagen 14: Transporte de muestras de agua desde Hospital de Suba........................... 42
Imagen 15: Antibidtico antes y después de SU preparacion. ..........c..eeeeeeeeriiniveveeeeeeeennnnnns 44
Imagen 16: Dilucién seriada carga bacteriana. ...........c.eeeeviiiiiiiiiiiiiiieeeee e 45
Imagen 17: Siembra de las dilusiones en 10S MedioS...........cccovvviiiiiiii e, 45
Imagen 18: Siembra por agOtaMIENTO. ..........uuueeeeiriiiiiiiieiiiiieieeeeeeeeeeeerneeeeeereeeereeeeeeeeareeene 46
Imagen 19: Suspension del INOCUIO ...........ouuiiii i e 46
Imagen 20: Andlisis de Varianza para un modelo Poisson, reportado por el software R-

P T 0B O, e 57
Imagen 21: Andlisis de Varianza para un modelo Poisson, reportado por el software R-

P T OB O, e 58
Imagen 22: Prueba de Tukey para comparacion multiple entre antibiéticos, reportado por
€l SOftWAIE R-PIOJECL. ... 58
Imagen 23: Prueba de Tukey para comparacion multiple entre puntos de toma de

muestra, reportado por el software R-Project............iieeiiiiiiiiiiiiiiei e 59
Imagen 24: Andlisis de varianza para el modelo.............ooiiiiiiiiiiiiiiiie e 62
Imagen 25: Prueba de Tukey para comparacion maltiple entre antibiéticos, reportado por
€l SOftWAIE R-PIrOJECT .. ..o e e e e e e e s 63
Imagen 26: Prueba de Tukey para comparacion multiple entre concentraciones, reportado
POr €l SOftWAre R-PrOJECL. ..o e e et eeeeeeeeees 63

Imagen 27: Representacion esquematica de flujo de bacterias resistentes a antibiéticos en
diferentes ecosistemas Y SUS Areas 08 USO..........ccvvviiiiiiiiiiiieeeiieeieeeee e 78



Lista de gréficas

Gréfica 1: Interaccion entre antibidtico y punto de toma de muestra, reportado por el

SOfIWAIE R-PIOJECL. ... e e e e e e e e e e r e e e eaa s 39
Gréfica 2: Interaccidn entre punto de toma de muestra y antibiético, reportado por el
SOftWArE R-PIOJECL. ...ccoiiiiiiiiiiiieee e 39
Grafica 3: Interaccidn entre antibidtico y concentracion, reportado por el software R-

P T OB O, e 40
Grafica 4: Interaccidn entre antibidtico y concentracion, reportado por el software R-

[ (0T T= X S SSRPPPPR 40
Gréfica 5: Linea de tendencia de la relacién entre los tamafios de los halos de inhibicién
1T [TV I oo ] aToT=T o1 i = Tox o o 1RSSR 52
Gréfica 6: UFC/mI de las placas con antibiético comparadas con las placas sin antibiético
(tratamientos), reportado por el software R-Project............covvieeiiieiiiiiiiiiiii e, 56
Grafica 7: UFC/mI con respecto a los puntos de toma de muestra (factores), reportado por
€l SOftWAIE R-PIOJECL. ... 56
Grafica 8: Tamafio de los halos de inhibicién (cm) comparados entre antibi6ticos),
reportado por el SOftWare R-PrOJECT. ...........uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 60
Gréfica 9: Tamafo de los halos de inhibiciébn (cm) comparados entre concentraciones,
reportado por el Software R-ProjJECL. .........uuuiiiii i e e 61
Gréfica 10: Punto 6ptimo para transformacion mediante el célculo de méxima
verosimilitud, reportado por el software R-Project..........cccccoeiiiiiiiiiiiii e, 62
Gréfica 11: Concentracion en UFC/ml en el medio PCA sin antibidtico........................... 64
Gréfica 12: Concentracion en UFC/ml en el medio MacConkey sin antibiotico. ............... 65
Gréfica 13: Concentracion en UFC/ml en el medio PCA con Amikacina. ......................... 65
Gréfica 14: Concentracion en UFC/ml en el medio MacConkey con Amikacina............... 66
Gréfica 15: Concentracion en UFC/ml en el medio MSA con Amikacina.......................... 66
Gréfica 16: Concentracion en UFC/ml en el medio PCA con Ceftriaxona. ....................... 67
Gréfica 17: Concentracion en UFC/ml en el medio MacConkey con Ceftriaxona. ............ 67
Gréfica 18: Concentracion en UFC/ml en el medio PCA con Oxacilina. ................cceee..... 68
Gréfica 19: Concentracion en UFC/ml en el medio MacConkey con Oxacilina. ............... 68

Grafica 20: Concentracion en UFC/ml en el medio MSA con Oxacilina. .........ccoovvevvunnn.. 69



Lista de tablas

Tabla 1: Cantidad de gramos por medio de CUltiVO. ............cooevviiiiiiiiiiiiiiieeeee 43
Tabla 2: Coeficientes trasformados del modelo, reportado por el software R-Project. ..... 60
Tabla 3: Fechas de los muestreos realizados en la PTAR del Hospital de Suba. ............ 64
Tabla 4: Patrones estandar del halo de inhibicion. ............cccccvvvviii 70
Tabla 5: Orden de las bacterias encontradas............ccooouuviiiiiiie e 70
Tabla 6: Resultados método de difusién muestras con mayor concentracion de antibiético.
........................................................................................................................................ 71
Tabla 7: Caracterizacion de los halos de inhibicién en las muestras con mayor
concentracion de antibiOtiCO. .......cooeeeeeei e 72
Tabla 8: Resultados método de difusiébn muestras con menor concentracion de antibiético.
........................................................................................................................................ 74
Tabla 9: caracteristicas de los halos de inhibicion en las muestras con menor
concentracion de antibiOtiCO. ..........ooouuiiiiiiii e 74
Tabla 10: resultados método de difusidbn muestra de acuario. ...........cccceevvvvvvveeeeeeeenennnnn, 75
Tabla 11: Taxonomia de las bacterias identificadas...........cccceooeeiiiiiiiiiiin e, 76
Tabla 12: Clasificacion de algunas enfermedades causadas por las bacterias encontradas.
........................................................................................................................................ 77



Lista de ecuaciones

Ecuacion 5.1 NUMEr0 A€ MUESIIAS ......uuuuuuurriieuririiinieeneeennnnnnnnnnsnssnnennnnnennssnsnnnnnsssnnnsnnnnnnns 38
Ecuacion 5.2 cantidad de antibiotico en el medio ...............uuvviiiiiiiiiiiiiiiiii, 44
Ecuacion 5.3 disolucion final AMIK ...........uuuuiuuueiiiiiieiieeeieeeneneneeneeeeeeeeeenenrnrnnrnnnnnnne 48
Ecuacion 5.4 despeje de 1a X para AMIK .........oeiiiiiiiiiiee e 48
Ecuacion 5.5 dilucion final CEFT .........uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e eebeneenenneee 48
Ecuacion 5.6 despeje de 1a X para CEFT ........uiiiiiiiiiiiiiieee e 48
Ecuacion 5.7 diSOIUCION fINAI OXA .....uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieb bbb bbbeebebeeeeeannrnees 49
Ecuacion 5.8 despeje de [a X para OXA ......co oo e et e e e e aaaaees 49
Ecuacion 5.9 dosis individual diaria de microorganismos patdgenos a través de algin
010 To 11 Tox (o S URRUPPPPR 50
Ecuacioén 5.10 calculo del riesgo de prevalencia de bacterias resistentes a antibiéticos.. 50
Ecuacion 5. 11 CalCulo e MBQO ......cceiieeeiiiiee e e e e et e e e e e eaaeees 50
Ecuacion 5.12 célculo de bacterias vivas presentes y t es el tiempo de contacto entre el
desinfectante (cloro) y los microorganismos, medido en minutos. ............cccevvvevviviineeenn. 51

Ecuacion 5. 13 despeje de la ecuacién 5.12 (Calculo de bacterias vivas presentes y t es
el tiempo de contacto entre el desinfectante (cloro) y los microorganismos, medido en

IVUIUEOS) . ¢ 52
Ecuacion 5.14 Calculo del riesgo de prevalencia de bacterias resistentes a antibidticos
101> L 53

Ecuacion 7.1 Riesgo de prevalencia de bacterias resistentes con los valores maximos. . 79
Ecuacion 7.2 Riesgo de prevalencia de bacterias resistentes con el resultado del valor
4= V(13210 79



Lista de abreviaturas y simbolos

Abreviaturas y simbolos

Abreviatura/simbolo Término/unidad

AMIK Amikacina

CEFT Ceftriaxona

OXA Oxacilina

UFC Unidades formadoras de colonia
PTAR Planta de tratamiento de agua residual
CMI Concentracion minima inhibitoria

H Horas

UE Unidades experimentales

NC Nivel de confianza

E.S.E Empresa Social del Estado

ADN Acido desoxirribonucleico

PBP’s Proteinas fijadoras de penicilina
PCA Plate Count Agar

S Susceptible

I Intermedio

R Resistente

NCr No creci6

°C Grados Celsius

G Gramos

Mi Mililitros

Mg Miligramos

ug Microgramos

BLEE Betalactamasas de espectro extendido
IRA Infecciones Respiratorias Agudas
ITU Infecciones de Tracto Urinario
Rpbr Riesgo de prevalencia de bacterias

resistentes



Lista de anexos

Anexo 1: Procedimiento para la preparacion de medios de cultivo. ...........cccevvvvvvvvveenenn.. 91
Anexo 2 : Procedimiento para realizacion de siembras sucesivas por agotamiento y tincién
Lo =N ] = o S 94
Anexo 3: procedimiento para preparacion de solucion salina, turbidez 0,5 de MacFarland

Y SUSPENSION AEI INOCUID. ......ccciieiiiiiie e e e e e et ee e 97
Anexo 4: Procedimiento para la identificaron de las bacterias ...........ccccccvvvvvviiiiiininnnnn. 100



Introduccion

La resistencia a los antibidticos por parte de los microorganismos compromete la
prevencion y el tratamiento eficaz de infecciones causadas por bacterias, sin duda
alguna esta es una amenaza a la salud publica mundial ya que los mecanismos de
resistencia se extienden a nivel internacional y requieren de la adopcién de medidas
por parte de todos los sectores gubernamentales [1] [2].

La adecuada utilizacion de los antibiéticos prolonga su tiempo de funcionamiento en
el mercado, antes de que aparezcan cepas resistentes; la principal causa de la
resistencia a los antibiéticos es el uso inapropiado de los mismos. Segun diferentes
estudios realizados por el Centro Europeo para la Prevencion y el Control de las
Enfermedades (ECDC) el uso inapropiado se produce fundamentalmente de tres
formas: primero por la prescripcion innecesaria de antibioticos para infecciones
virales contra las que no tienen ningun efecto; en segundo lugar por la prescripcion
demasiado frecuente de antibiéticos de amplio espectro y por ultimo el uso
inadecuado por parte del paciente, al no respetar la dosis o la duracién del
tratamiento, permitiendo que algunas bacterias sobrevivan y se vuelvan resistentes,
adicionalmente a nivel nacional se pueden adquirir esta clase de farmacos
facilmente sin formula médica, aumentado asi los niveles de resistencia [3].

Los hospitales son fuente principal de aparicion y propagacion de bacterias
resistentes a los antibioticos, siendo expulsadas a los cuerpos de agua a través de
las redes de alcantarillado, debido a que los sistemas de tratamiento de aguas
residuales no cuentan con un proceso 6ptimo para la eliminacion de estos farmacos,
facilitando asi la creacion de transferencia de genes de resistencia y su difusion
hacia el medio ambiente, una vez alli, persisten y desarrollan una problemaética,
especialmente en los cuerpos de agua superficial, a donde son descargados los
efluentes con trazas de estos medicamentos [4].

Los antibiéticos deben ser considerados como contaminantes importantes debido a
que al ser liberados al ambiente natural sin ningln tipo de control, afectan la
estructura y la dinamica de las poblaciones microbianas ambientales. Con la
incorporacion de genes de resistencia se pueden producir cambios relevantes en
los microorganismos receptores, debido a que los genes resistentes a estos
farmacos pueden persistir y propagarse incluso en ausencia de ellos.

La falta de investigacion y la poca disponibilidad de datos cuantitativos fiables
acerca de la resistencia microbiana, dejan ver la necesidad urgente para evaluar los



riesgos asociados a la liberacion de antibioticos al medio ambiente y las medidas
para reducir el impacto de contaminacion que generan, asi como sus genes de
resistencia en el ecosistema [5].

Este proyecto buscd evaluar la presencia de resistencia bacteriana en tres
microorganismos presentes en vertimientos de agua residual del Hospital de Suba
Il Nivel E.S.E en Bogota a tres antibioticos comunmente utilizados por esta entidad
de salud, efectuando un analisis en el laboratorio de microbiologia de la Universidad
Santo Tomas.

Se tomaron 12 muestras puntuales antes y después del tratamiento para un total de
24 muestras, durante un periodo de 6 meses y se aplicaron dos metodologias in
vitro estandarizadas por el National Commitee for Clinical Laboratory Standars
(NCCLS): el método de difusion de Kirby—Bauer para determinar la sensibilidad de
los agentes microbianos de acuerdo a su halo de inhibicion y el método de dilucion,
con el fin de encontrar tres microorganismos resistentes. Se aislaron un total de 8
microorganismos que fueron sometidos a tres antibioticos CEF, OXA y AMK.

Elimpacto que se da por la descarga de aguas residuales hospitalarias a los medios
receptores de las mismas, debido a la dificil degradacion de este tipo de
contaminantes; genera un problema ambiental y de salud publica. La resistencia
microbiana ha venido aumentando debido a la falta de control y vigilancia a nivel
global, generando condiciones adecuadas para la propagacion de los genes de
resistencia de un microrganismo a otro [6].

Por los grandes impactos que se generan a través de la resistencia bacteriana a los
antibioticos, esta investigacion busca contribuir a la necesidad de implementar
normatividad que regule y establezca, cuales deben ser los limites permisibles para
los vertimientos de antibiéticos, con el fin de disminuir y controlar la aparicién y el
incremento de resistencia por este tipo de contaminantes emergentes. Actualmente
a nivel nacional la resolucién 0631 de 2015 es la Unica que establece los parametros
y los valores limites permisibles en los vertimientos puntuales a cuerpos de aguas
superficiales y a los sistemas de alcantarillado publico para los diferentes sectores
productivos pero no se cuenta con los limites para farmacos por la tanto los
tratamientos de agua residual hospitalaria tampoco son vigilados [7].



1. Objetivos

1.1  Objetivo General

Evaluar la presencia de resistencia bacteriana a antibidticos de tres
microorganismos presentes en vertimientos de agua residual del Hospital de Suba
Il Nivel E.S.E en Bogota.

1.2  Objetivos Especificos

Determinar la presencia de tres microorganismos en vertimientos de agua residual
proveniente de los servicios hospitalarios mediante el aislamiento de estos,
implementando siembra por agotamiento y obteniendo un cultivo puro.

Identificar el perfil de resistencia de tres microorganismos en vertimientos de agua
residual frente a los antibiéticos de uso comun en el Hospital de Suba Il Nivel E.S.E.

Establecer las implicaciones en el medio ambiente y en la salud que se generan por
la presencia de tres microorganismos genéticamente resistente en vertimientos de
agua residual hospitalarios.



2. Marco tebdrico
2.1  Antecedentes

Desde 1945, Fleming previ6 los riesgos potenciales ligados a la utilizacion de los
antibioticos. Temia que su utilizacion a gran escala seleccionara bacterias
resistentes. En su laboratorio, observé que bacterias sensibles a la penicilina al
comienzo del experimento conseguian multiplicarse en presencia de
concentraciones crecientes del antibiético, de esta manera constaté que las
bacterias sensibles habian sido destruidas y las bacterias resistentes se habian
multiplicado sin limite [8].

Las bacterias patdgenas de la época pre-antibioticos eran raramente resistentes,
actualmente el 70% de las bacterias responsables de las infecciones nosocomiales?
son resistentes al menos a uno de los antibiéticos mas comunmente utilizados para
tratarlas. Las infecciones causadas por bacterias multiresistentes causan una
amplia morbilidad y mortalidad. En los afios 80, se demostrd que los Enterococos
podian adquirir una resistencia a antibiéticos como es el caso de los
aminoglucosidos (entre los que se encuentra la Vancomicina, uno de los mas
potentes). Mas tarde se detectaron resistencias a la ampicilina y la lista fue
creciendo [8] [9].

El consumo masivo de antibidticos en los ultimos 50 afios ha creado un ambiente
favorable a la seleccion de bacterias que soportan los efectos toxicos de los
antimicrobianos. Los cambios en la ecologia de las infecciones nosocomiales
observadas en los hospitales desde la introduccién de los agentes antimicrobianos,
han sido ampliamente documentados destacando entre los factores contribuyentes
al aumento de la resistencia a los antibioticos; la concentracion de la poblacion en
centros urbanos, el inadecuado control de las infecciones en los hospitales, la
tendencia a internar en hospitales a los pacientes seriamente enfermos y el uso
inadecuado de los antibidticos, entre otros [9].

En las ultimas dos décadas se han incrementado las investigaciones para explorar
las causas y las formas de controlar o prevenir la resistencia a los antibiéticos.
Estudios basados en disefios epidemioldgicos tradicionales, demostraron distintos
grados de asociacion entre la resistencia a un antibidtico particular y sus niveles de

1 Enfermedad contraida durante una estancia en un centro de salud. Una infeccién se considera
nosocomial si aparece al menos 48 horas después de entrar en las instalaciones de salud.



consumo. Benavides Lilia, Aldama Leonardo y Vazquez Javier identificaron que del
total de 669 aislamientos bacterianos, 86% fue resistente a alguna clase de
antibiético dicho resultado se da en el marco para la vigilancia de los niveles de uso
de antibioticos y perfiles de resistencia bacteriana en hospitales de tercer nivel de
la Ciudad de México [9].

Por su parte Martinez José Luis, establecio que la liberacion de altas
concentraciones de antibiéticos y genes de resistencia en los ecosistemas naturales
es un acontecimiento reciente en términos evolutivos. Sin embargo, ambos tipos de
contaminacion pueden afectar la estructura y la actividad de las poblaciones
microbianas ambientales. Los antibitticos en la actualidad son considerados como
contaminantes importantes, ya que ademas de ser utilizados para la terapia humana
se usan ampliamente para la cria de animales, lo que genera que también en las
granjas los residuos pueda contener bacterias con caracteristicas de resistencia,
gue contaminan directamente los ambientes naturales [10].

Los genes de resistencia a los antibiéticos en el medio acuéatico son preocupacion
mundial. Se han encontrado en microorganismos distribuidos en aguas residuales
hospitalarias, aguas residuales de produccion animal, plantas de tratamiento de
aguas residuales, agua subterranea, e incluso en agua potable. [11].

La APUA (Alianza Para el uso Prudente de Antimicrobianos) inicio el proyecto de
Reservorios de Resistencia a los Antibidticos (ROAR, por sus siglas en inglés) en
1997, con el fin de documentar la investigacion global y recopilar informacién
genotipica y fenotipica de bacterias comensales que sirven como reservorios
potenciales de determinantes de resistencia antibiotica para patégenos humanos.
Este acuerdo de cooperacion de varios afios con los Institutos Nacionales de Alergia
y Enfermedades Infecciosas, representa el primer esfuerzo sistemético para
compilar y divulgar informacion sobre reservorios de bacterias y para examinar el
fluo de genes de resistencia de comensales a patdgenos. La aparicion de
resistencia antibiética en comensales podria servir como marcador o factor de
prediccién de surgimiento en patégenos [12].

Las bacterias patdgenas han evolucionado hacia la resistencia, un aspecto
importante y frecuentemente olvidado difiere en que los antibidticos y sus genes de
resistencia evolucionaron en entornos no clinicos es decir en ecosistemas naturales
como consecuencia de la actividad humana. La contaminacion de los ecosistemas
naturales por antibiéticos y los genes de resistencia, podria traer consecuencias
para la evolucién de la microbidsfera, considerando que estos farmacos, producen



desafios locales en las comunidades microbianas ya que los genes de resistencia
presentes en la transferencia pueden propagarse en la naturaleza con
consecuencias para la salud humana y la evolucion de la microbiota, aunque se
ignoran en gran medida [13] [14].

2.2  Antibiéticos y la resistencia

Los antibidticos, son sustancias quimicas especificas derivadas o producidas por
los organismos vivos, que incluso en pequefias concentraciones, son capaces de
inhibir los procesos vitales de otros organismos. Los antibiéticos son medicamentos
potentes que combaten las infecciones bacterianas y constituyen el grupo de
farmacos que se prescribe con mas frecuencia. El uso de forma repetida e
inadecuada de estas sustancias, contribuye a aumentar la resistencia de las
bacterias, convirtiéndose en uno de los problemas de salud mas acuciantes en el
mundo [15] [16] [1].

2.2.1 Ceftriaxona

La Ceftriaxona es un antibiético de la clase cefalosporinas de tercera generacion,
por lo que tiene acciones de amplio espectro en contra de bacterias Gram negativas
y Gram positivas. Su mecanismo de accion como el de todos los antibidticos
betalactamicos es bactericida, inhibiendo la sintesis de la pared bacteriana al unirse
especificamente a las proteinas fijadoras de la penicilina (PBP’s), localizadas en
dicha pared. Una vez unido a las PBP’s estas pierden su capacidad funcional, con
lo que la bacteria pierde su capacidad para formar la pared, siendo el resultado final
la lisis de la bacteria [17].

Entre las cepas susceptibles se encuentran las Enterobacter, Citrobacter,
Morganella, Providencia, Moraxella (Branhamella) catarrhalis, y N. meningitidis. Es
particularmente intensa la actividad antimicrobiana de la Ceftriaxona frente a las
Enterobacteriaceae (E. coli, Klebsiella, Proteus, y Serratia) [18].

- Farmacocinética

Se administra parenteralmente debido a que no se absorbe por via digestiva.
Después de una dosis intramuscular, las maximas concentraciones séricas tienen
lugar entre 1y 4 horas. Aproximadamente el 35-65% del farmaco se elimina en la
orina, principalmente por filtracion glomerular. El resto, se elimina a traves de la bilis,
por via fecal. Una pequefia cantidad de la Ceftriaxona es metabolizada en los
intestinos ocasionando un metabolito inactivo antes de ser eliminada [18].



2.2.2 Amikacina

Es un antibidtico semisintético del grupo de los aminoglucésidos, derivado de la
Kanamicina, con accion bactericida. Estd indicada en el tratamiento de corta
duracion de las infecciones bacterianas, causadas por cepas sensibles; tales como:
septicemia; infecciones severas del tracto respiratorio; infecciones del sistema
nervioso central (meningitis); infecciones intra-abdominales; infecciones de la piel;
huesos; tejidos blandos; quemaduras; entre otras infecciones cuyo tratamiento no
sea posible con otros antibiéticos de menor toxicidad [19] [20]

Como todos los antibiéticos aminoglucésidos, la Kanamicina se une a la subunidad
S30 del ribosoma bacteriano, impidiendo la transcripcion del ADN bacteriano y por
tanto, la sintesis de proteinas en los microorganismos susceptibles.

La Amikacina se manifiesta activa "in vitro" frente a los siguientes microorganismos:

Gram-negativos: especies de Pseudomonas, Escherichia coli, especies de Proteus
(indol-positivos e indol-negativos), especies de Providencia, especies de Klebsiella-
Enterobacter Serrana, especies de Acinetobacter (Mima-Herellea) y Citrobacter
freundii.

Gram-positivos: especies de Staphylococcus productores y no productores de
penicilinasa, incluyendo cepas resistentes a la Meticilina. No obstante, la Amikacina
es poco activa frente a otros Gram-positivos: Streptococcus pyogenes, Enterococos
y Streptococcus pneumoniae (Diplococcus pneumoniae) [19].

- Farmacocinética

Se absorbe rapidamente tras la administracion intramuscular. Se excreta sin
cambios en la orina entre las 8 horas y las 24 horas siguientes a su administracion,
un 84% de la dosis administrada se excreta en la orina a las 9 horas y
aproximadamente el 94% dentro de las 24 horas.

Su vida media sérica corresponde a un poco mas de 2 horas, con un volumen de
distribucion total aparente de 24 litros (28% del peso corporal). La Amikacina se
excreta principalmente por filtracion glomerular. Pacientes con alteraciones de la
funcion renal o presion glomerular disminuida excretan el xenobidtico mucho mas
lentamente debido a la prolongacién de la semi-vida sérica [19].

2.2.3 Oxacilina



Es un antibidtico antibacteriano sistémico; penicilinasa-resistente perteneciente al
grupo de las penicilinas semisintéticas (subgrupo isoxazolil penicilina). Su
mecanismo de accion es similar al de resto de las penicilinas actuando sobre la
pared celular inhibiendo la biosintesis de los mucopéptidos de la pared celular. Su
espectro se limita a bacterias Gram positivas como por ejemplo: estafilococos,
Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae [21] [22].

- Farmacocinética

Se administra parenteralmente y luego de entrar en el torrente circulatorio se une a
las proteinas plasméticas en un 94% para difundirse ampliamente por todos los
tejidos, 6rganos y sistemas, exceptuando el sistema nervioso y el ojo. Es excretada
por la orina mediante la filtracion glomerular y secrecion tubular activa; y por la bilis
en gran cantidad. Su promedio de vida media es 1,5 horas [22].

2.3 Resistencia bacteriana

La resistencia a los antibidticos es la resistencia de un microorganismo a un
medicamento antimicrobiano al que originalmente era vulnerable. Los organismos
pueden resistir ataqgues de medicamentos de tal forma que los tratamientos
convencionales se vuelven ineficaces y las infecciones persisten, lo que incrementa
el riesgo de propagacion. La aparicion de cepas resistentes es un fenémeno natural
gue ocurre cuando los microorganismos se reproducen de forma errébnea o se
intercambian caracteristicas de resistencia. Las practicas inapropiadas de control
de las infecciones, las malas condiciones sanitarias y la manipulacién inadecuada
de antimicrobianos propician la propagacién de las resistencias [1].

2.3.1 Natural

Es una propiedad especifica de las bacterias y su aparicion es anterior al uso de los
antibioticos por parte de los humanos, en la resistencia natural todas las bacterias
de la misma especie son resistentes a algunas familias de antibi6ticos y eso les
permite tener ventajas competitivas con respecto a otras cepas [23].

2.3.2 Adquirida

La resistencia adquirida aparece por cambios puntuales en el ADN es decir
mediante mutaciones o por la adquisicion mediante la transmision de material
genético extra cromosomico procedente de otras bacterias. Constituye un problema
en la clinica, se detecta mediante pruebas de sensibilidad [23].



2.4 Mecanismos de transferencia

Existe tres tipos de transferencia: conjugacion, transformacion y traduccion. En la
conjugacion, se realiza un proceso de célula a célula a través del Pili de la superficie
celular por el cual se transfiere ADN (imagen 1, seccién A), mientras que en la
transformacion, realiza una absorcion e integracion de fragmentos desnudos de
ADN extracelular (seccién B).

Imagen 1: Tipos de transgerencia de resistencia.
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Por otra parte, como se observa en la seccion C de la imagen 1, en la transduccion,
los virus transfieren accidentalmente ADN bacteriologico de una célula
anteriormente infectada a otra célula receptora [24].

25 Mecanismos de resistencia

Desde el punto de vista molecular y bioquimico existen basicamente tres
mecanismos por medio de los cuales una bacteria puede hacerse resistente al
efecto del antibiotico a saber. La primera es la inactivacion del antibidtico, que se
realiza mediante la produccién de enzimas que lo hidrolizan, como se muestra en la
Imagen 2.



Imagen 2: Inactivacion del antibiotico.
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Otra forma es la alteracion del sitio blanco, es decir se modifican algunos sitios
especificos de la anatomia celular, como: pared celular, subunidades ribosomales
50s y 30S?, entre otros (Imagen 3).

Imagen 3: Alteracién del sitio blanco.
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Por dltimo, las barreras de permeabilidad; que consisten en una modificacion
energética que compromete el transportador aniénico del antibiético hacia el interior
de la célula (Imagen 4). La presencia de capa lipidica en la membrana actia como
un mecanismo de resistencia para medicamentos hidrofébicos [25].

Imagen 4: Alteracion de la barrera de permeabilidad.

2 Subunidad mayor y menor respectivamente de los ribosomas en donde se mide su coeficiente de
sedimentacion
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2.6 Bacterias

2.6.1 Enterobacter cloacae

La Enterobacter cloacae es un bacilo gramnegativo que vive en el tracto
gastrointestinal de los seres humanos como parte de una poblacion microbiana
normal, ayudando a realizar la digestiéon. El tratamiento de la infeccion por
Enterobacter cloacae es principalmente administrar antibidticos, pero ya que suele
desarrollar resistencias y el antibiético deja de hacer efecto para esa bacteria, es
recomendable que se realice una prueba al paciente, llamada antibiograma, para
saber a qué antibitticos es sensible [26].

Desde 1992, se ha observado un aumento de la incidencia de en la presencia de
enfermedades por esta bacteria en la unidad de cuidados intensivos neonatales,
segun la investigacion realizada por Fernandez, Ballesteros, Hervas, Villalon Y
Dominguez, en donde un estudio epidemiolégico de las cepas colonizadoras e
infectantes aisladas de neonatos, mostro que la Enterobacter cloacae fue la causa
mas frecuente de sepsis neonatal, representando el 19,2% de todas las infecciones
neonatales [27].

Las infecciones urinarias causadas por esta bacteria son en la vejiga y tracto, en
casos severos, la infeccién podria moverse a los rifiones. En cuanto a la via respiratoria
esta bacteria también puede atacar el sistema respiratorio, causando problemas
para respirar y neumonia. Por dltimo y la mas frecuente; artritis séptica, cuando la
Enterobacter cloacae ingresa a una articulacion, puede producir una forma de artritis
[28].

2.6.2 Pantoea spp

Es una bacteria Gram negativa descrita ocasionalmente como patdgeno en seres
humanos; se lo considera un germen oportunista. En cuanto a infecciones por via



cutanea e han publicado casos de infeccion localizada por pinchazos con espinas
de plantas o astillas, asi como casos de peritonitis en pacientes portadores de
dispositivos invasivos. En poblacién pediatrica se ha descrito un brote de sepsis por
Pantoea spp secundario a contaminacion de catéteres intravenosos en una sala de
observacion de urgencias, tambien causa infecciones respiratorias en pacientes VIH
positivo o con otras enfermedades inmunosupresoras [29] [30].

La nutricidbn parenteral contaminada es una fuente importante de infeccion en
neonatos. En un estudio realizado en Malasia en el afio 2004 para investigar un
brote causado por Pantoea spp en una unidad de cuidados intensivos neonatales,
se detectd infeccidn en ocho pacientes durante un periodo de tres dias tras la
administracion de nutricion parenteral. Siete de los ocho pacientes murieron debido
a la infeccién. Se realizaron extensos muestreos ambientales para el cultivo, en
donde todas las cepas de Pantoea spp tenian un patron similar de susceptibilidad a
los antibidticos y una reaccion bioquimica. Se pudo concluir que la nutricién
parenteral fue la fuente del brote y la contaminacién pudo haber ocurrido durante su
preparacion en la farmacia [31].

La Pantoea spp causa sepsis neonatal, un cuadro infrecuente pero que reviste
mucha gravedad, con una elevada mortalidad asociada. Corresponde hacer
hincapié en las medidas de prevencion: limitar los dias de uso de nutricion
parenteral y cuidar su esterilidad, la maxima asepsia en la manipulacion de accesos
intravenosos, y el uso criterioso de antibidticos [29].

2.6.3 Citrobacter freundii

El género Citrobacter es un grupo de bacilos gramnegativos aerobios que se
encuentran frecuentemente en el agua, suelo, comida y el tracto intestinal de
animales y humanos. Se sabe que estos microorganismos pueden producir
infecciones importantes, especialmente en huéspedes inmunocomprometidos,
también ha sido asociado con epidemias esporadicas de gastroenteritis [32].

El Citrobacter freudii causa en el periodo neonatal sepsis y meningitis con necrosis
cerebral extensa abscesos o quistes poroencefélia. Se ha demostrado como
causante de epidemias en salas cunas y ultimamente se han realizado varios
estudios a este respecto. El mecanismo por el cual se desarrolla la epidemia no esta
completamente claro aunque un factor importante ha sido el papel que juega la
contaminacion de las manos en el personal ya que pueden servir no solo como
vehiculo pasivo en la transmision nosocomial de bacterias Gram negativas sino
también pueden constituirse en reservarlos de estos organismos [33].



2.6.4 Aeromonas hydrophila

Son en su gran mayoria bacilos Gramnegativos fermentadores, este género esta
ampliamente distribuido en la naturaleza y lo encontramos especialmente en
ambientes acuaticos. Ha sido aislado de agua clorada, de agua contaminada y de
agua salada [34].

Este tipo de bacteria se asocia con infecciones en heridas, diarreas agudas,
septicemia, neumonia e infecciones en el tracto urinario, es un patégeno frecuente
para animales acuaticos de sangre fria y animales de agua dulce, Distribuido
mundialmente, especialmente cerca de fuentes de agua dulce, su incidencia en
enfermedades severas humanas se ha incrementado, y su diagnéstico puede
confundirse con coliformes. Este microorganismo se diagnostica poco,
probablemente a que los laboratorios no realizan sistematicamente pruebas de la
oxidase [35] [36].

2.6.5 Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae es un bacilo Gram negativo que habita en el intestino del
hombre como parte de su microbiota; sin embargo, Klebsiella pneumoniae tipo KPC
es un clon especial, productor de una enzima betalactamasa que hidroliza la
mayoria de los antibidticos betalactamicos. La bacteria Klebsiella pneumoniae,
aparecié por primera vez hace menos de diez afios en el mundo, Klebsiella
pneumoniae es uno de los principales agentes de infecciones intrahospitalarias,
tales como septicemia como infecciébn en la sangre, infecciones del aparato
respiratorio y vias urinarias. Su manejo clinico se complica cuando estan producidas
por cepas resistentes [37] [38].

En cuanto al aislamiento de K. pneumoniae se encuentra de forma natural en el
suelo, el agua y las verduras. Una parte beneficiosa con esta cepa bacteriana, es la
capacidad de fijar el nitrégeno atmosférico en una forma mas util para las plantas,
por lo tanto es una bacteria diazotréfica. En los seres humanos, puede ser aislada
del tracto, la piel, la faringe y el sistema gastrointestinal. Identificada como un
patdbgeno nosocomial comun. Las enfermedades causadas por Klebsiella, incluyen
la neumonia, infecciones del tracto urinario (ITU) por via digestiva, la espondilitis
anquilosante (artritis inflamatoria degenerativa) y septicemia (inflamacion del cuerpo
entero).

Klebsiella pneumoniae es el segundo patégeno mas virulento, al lado de E. coli, que
causa infeccion del tracto urinario. Normalmente afecta a las personas con el



sistema inmunolégico bajo, como a los pacientes hospitalizados, pacientes
diabéticos y personas con enfermedades pulmonares cronicas [37].

2.6.6 Enterobacter gergoviae

Las especies de Enterobacter estan emergiendo como un importante patégeno
nosocomial, dado que frecuentemente colonizan a los pacientes hospitalizados.
Enterobacter aerogenes y Enterobacter cloacae se aislan con cierta frecuencia en
pacientes hospitalizados, sin embargo Enterobacter gergoviae es un patbgeno muy
raro en los humanos, asi en un estudio reciente se aislé Unicamente en un 0,4% de
la totalidad de los aislamientos en un hospital de Espafia.

Las infecciones por ésta especie se han asociado frecuentemente a la existencia de
factores de riesgo, como son la inmunosupresion, la utilizacion previa de
antimicrobianos y las edades extremas de la vida. También se ha relacionado con
estancias prolongadas en el hospital, especialmente en las unidades de vigilancia
intensiva. Enterobacter gergoviae es un bacilo gramnegativo que causa infecciones
nosocomiales, urinarias, pulmonares, bacteriemia asociada a catéteres, también se
ha encontrado en contaminacion de perfusiones y/o preparados de comida para
lactantes y en infecciones de la herida quirurgica [39].

2.7  Evaluacion del riesgo en resistencia microbiana

Es importante mencionar que en la actualidad no existe un modelo que explique el
riesgo de la resistencia microbiana en agua residual de hospitales, aunque varios
autores e investigaciones si hacen referencia al riesgo existente en aguas residuales
y en si al riesgo de resistencia. Las evaluaciones de riesgos microbiolégicos
generalmente se centran en estimar los riesgos adversos para la salud humana
derivados de la exposiciobn a microbios patdégenos humanos. Las actividades
humanas conducen a la descarga continua de bacterias resistentes a los antibiéticos
y los genes al medio ambiente, que se acumulan y se extienden sobre diferentes
compartimentos ambientales. Las altas cargas de bacterias resistentes a los
antibioticos contaminantes descargadas continuamente al medio ambiente y el
hecho de que la resistencia contaminante comprende bacterias y genes que
coevolucionaron con animales y seres humanos, por lo tanto con mayores
posibilidades de colonizar humanos y animales [40] [41].

Algunas bacterias que constituyen el resistoma contaminante pueden tener la
capacidad de colonizar seres humanos, y éstos, denominados vectores, son los que
son fundamentales para evaluar los riesgos de transmision de resistencia a
antibiéticos desde el medio ambiente a los seres humanos [42].



3. Marco legal

En Colombia la resolucién 0631 del 2015 establece los pardmetros y los valores
limites permisibles en los vertimientos puntuales a cuerpos de agua y a los sistemas
de alcantarillado publico para los diferentes sectores industriales pero en la
actualidad no existe ningun tipo de legislacién que regule, establezca o controle los
limites permisibles de antibidticos en las descargas de vertimientos hospitalarios [7].

La falta de control frente al aumento de la resistencia bacteriana a los antibioticos,
fue declarada por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como un problema de
salud publica desde el afio 2008. A partir de esto, se han venido generando algunas
estrategias no solo a nivel mundial sino a nivel nacional como la generacion de guias
técnicas que ayuden a tener un mayor control sobre la manipulacion de
medicamentos como los antibidticos [43].

Si bien, la Resolucion 234 de mayo de 2005 reitera la prohibicién de la venta de
antibioticos sin formula médica y se elaboré un documento guia denominado “Uso
prudente de antibidticos en instituciones prestadoras de servicios de salud” que
aporta los lineamientos para la implementacién de programas de uso prudente de
antibiéticos en instituciones de salud de Bogot4, la legislacion colombiana no
controla ni sanciona de ninguna manera el vertimiento inadecuado de los mismos,
lo que produce que en la mayoria de casos se esté favoreciendo la proliferacién de
bacterias con genes de resistencia [44].

La Secretaria Distrital de Salud (SDS) de Bogota, ha venido implementando una
politica de prevencion, vigilancia epidemiologica y control de infecciones
intrahospitalarias, adoptada mediante la Resolucién 073 de 2008. Actualmente cada
institucion debe desarrollar un plan de monitoreo y vigilancia de la resistencia que
le permita extraer datos locales que colaboren con el control, asi mismo se vigilan
las dosis suministradas de siete antibiéticos a nivel local de los que cada institucion
de salud debe tener un reporte de unidades dispensadas mensualmente, es
importante mencionar que de los antibiéticos en estudio solo es controlado la
Ceftriaxona [45].



4. Marco contextual
4.1 Ubicacion
El proyecto se realiz6 en el Hospital de Suba Il Nivel E.S.E, una institucion
prestadora de servicios de salud que cuenta con diferentes servicios como

urgencias, consulta externa, hospitalizacion, cirugia, Odontologia y laboratorio
clinico.

Se encuentra ubicado en la Avenida Ciudad de Cali N° 1542-00 en la localidad de
Suba, noroccidente de Bogota como se ilustra en la imagen 5.

Imagen 5: Ubicacion del Hospital de Suba Il Nivel Empresa Social del Estado.
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4.2  Sistema de tratamiento de agua residual en el Hospital de Suba

El tratamiento de aguas residuales del Hospital de Suba se realiza para las
descargas provenientes de los servicios médicos alli prestados, la planta de
tratamiento se encuentra ubicada en el s6tano de las instalaciones y cuenta con un
area de 6 metros de ancho y 8 metros de largo, esta disefiada para tratar un caudal
de flujo continuo de 0,62 I/s (2,22m?h) a traves de un tratamiento fisicoquimico [47].
La PTAR cuenta con diferentes procesos para dar tratamiento a los vertimientos
generados en el hospital, estos se evidencia en el diagrama de flujo de la PTAR
(Imagen 6).



Imagen 6: Diagrama de flujo de la PTAR Hospital de Suba.
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4.2.1 Entrada
Es estructura es de acero inoxidable en donde se reciben las aguas residuales del
hospital por una tuberia de PVC de cuatro pulgadas, alli se realiza un mantenimiento
diario donde se retiran los residuos sélidos gruesos que se retienen en la canastilla,
para disposicion final como residuo peligroso [47].

4.2.2 Caja de aforo

Fabricada en fibra de vidrio en forma rectangular, de largo tiene 0.50m, ancho
0.25m, altura de 0.30m [47].



4.2.3 Trampa de grasa
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. El tiempo de
retencidon estimado en la trampa de grasas es de 5 minutos [47].

4.2.4 Tanque de homogenizacion
Cuenta con una valvula inferior para mantenimiento una vez por mes, que implica
evacuacion de lodos y disposicion final como RESPEL. El tiempo de retencion es
de 1 hora, se puede observar el tanque de homogenizacién de la PTAR en laimagen
7 [47].
Imagen 7: Tanque homogenizacion PTAR.

Fuente: [48].
4.2.5 Tanque de ajuste de pH
El tanque es cilindrico, el volumen es de 0,63m3 con un didmetro de 0,64m y una
altura total de 1,90m, como se evidencia en la imagen 8 [47].
Imagen 8: Tanque de ajuste de pH.

Fuenfe: [48].

4.2.6 Floculador
En esta estructura se forman los flocs en mezcla lenta proporcionada por el
accionamiento del agitador de paletas, para lograr durante este proceso se
adicionan: policloruro de aluminio como coagulante y el polimero cyquim A-130
como ayudante de la floculacién. El floculador y el sedimentador conforman una
sola, el volumen del floculador es de 0,49m?3y funciona con tiempo de mezcla de 13
minutos para facilitar la formacién adecuada de flocs [47].



4.2.7 Sedimentador
Es de alta tasa y de flujo ascendente, con una carga superficial de 80m3/m?2-dia.
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 0.068m?3 [47]. El tanque floculador y el sedimentador
se evidencian en la imagen 9.
Imagen 9: Tanque floculador y sedimentador.
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Fuente: [48].
4.2.8 Filtro de arena
El filtro es un tanque de acero al carbon de 0.60 m de diametro y 1 metro de altura,
con lecho de filtracion de 3,5 gpm/pies?. La tuberia de descargar esta ubicada en la
parte superior del filtro [47].

4.2.9 Filtro de carb6n activado
En esta estructura se remueven por absorcion los tenso-activos y otras sustancias
organicas disueltas como compuestos fendélicos y DQO, entre otros [47]. El filtro de
arena y carbén activado de la PTAR se ilustran en la imagen 10
Imagen 10: Filtro de arena y carbon activado.

Fuente: [48].
4.2.10 Tanque espesador de lodos y prensa de lodos
Se estima una produccién de lodos 0.11m3/h con una concentracion de sélidos del
5%. En este tanque se aplica una soda caustica y polimero Cyquim Superfloc A-130
para la estabilizacion y adecuacion de los lodos, la mezcla se produce con un



agitador de paletas para alcanzar un pH de 9 unidades. Una vez 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 neumético y control por
contrapresion a 30psi [47].

4.2.11 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 valvula de bola se suministra
el aire para su funcionamiento [47].

4.2.12 Tanque eyector
Este se encarga de almacenar y bombear el agua clarificada del espesador, filtro
prensa y el posible rebose del tanque de bombeo o filtros hacia el tanque de
homogenizacion [47].

4.2.13 Compresor
Este equipo suministra el aire para la mezcla en el tanque de homogenizacion, en
el tanque de pH, en el tanque de bombeo a filtros, neutralizacion y para el
acondicionamiento de la bomba neumética [47].

4.2.14 Tablero de control
El tablero de control se utiliza para el correcto funcionamiento de la planta y puede

ser operado automéatica o manualmente por el encargado [47].

Al final del tratamiento se encuentra la caja de inspeccién y ducto de agua de salida
de la PTAR, como se observa en la imagen 11.

Imagen 11: Caja de inspeccién y ducto de agua de salida de la PTAR.

Fuente: [48]



5. Metodologia
5.1 Revision y analisis de la informacion secundaria existente

En el desarrollo del estudio se tuvo como primera etapa la recopilacion de la
informacion preliminar constituida por técnicas, estudios y métodos realizados para
el andlisis de la resistencia bacteriana a través de diferentes bases de datos,
inicialmente se realiz6 una busqueda utilizando el algoritmo <Resistance of bacteria
to antibiotics, 2008-2016, review articles, Original research, international Journal of
Antimicrobial Agents, FEMS Microbiology Cartas, Diagnostic Microbiology and
Infectious Disease, Gen>;a partir de la lectura de los articulos mas relevantes
seleccionados se obtuvo informacion general y detallada.

5.2 Disefio experimental
Se aplico un muestreo sistematico y durante un periodo de 6 meses se tomaron
muestras puntuales teniendo en cuenta que para analisis bacteriol6gicos se

recomienda este tipo de muestreo [49].

La formula para calcular el tamafio de muestra cuando se desconoce el tamafio de
la poblacion se muestra en la ecuacion 5.1.

Z2pQ
82

(5.1)
Ecuacion 5.1 niUmero de muestras

En donde:

Z: Area bajo la curva

P: Probabilidad de éxito o proporcidén esperada

Q: Probabilidad de fracaso

¢ Error maximo admisible en términos de proporcion

Se aislaron un total de 8 microrganismos, las bacterias fueron sometidas a tres
antibioticos CEF, OXA y AMK; en cuatro discos (réplicas). Para el nimero de
réplicas Chavez, Mora y Arias, recomiendan que no deben tener mas de 5 discos
en cajas de Petri de 100 mm para evitar superposicion de los halos y por cantidad
de material [50].



De acuerdo al planteamiento del problema hubo 2 factores que influyeron sobre los
resultados de la investigacion, por un lado la toma de muestras antes y después de
la planta de tratamiento y por otro los tres tipos de antibidticos utilizados en el
hospital: Oxacilina, Ceftriaxona, Amikacina.

Dicho lo anterior, se realiz6 la implementacion de un disefio de dos factores, en este
tipo de disefios es frecuente evaluar si la interaccion de los factores influye sobre el
resultado, es decir si existe 0 no una combinacion optima de antibiotico y tratamiento
en la PTAR que minimice la cantidad de unidades formadoras de colonias [51].

Con relacion a lo anterior se realiza el grafico Two-way Interaction Plot (Grafica 1y
2), el cual traza la media de la respuesta para combinaciones bidireccionales de
factores, ilustrando asi posibles interacciones como se muestra a continuacion.

Grafica 1: Interaccidn entre antibiético y punto de toma de muestra, reportado por
el software R-Project.
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Grafica 2: Interaccidn entre punto de toma de muestra y antibiético, reportado por
el software R-Project.
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De acuerdo con los resultados observados en las graficas 1 y 2, se puede

determinar que no existen interacciones bidireccionales en los factores, por lo tanto
el modelo asociado al disefio no incluira dicha interaccion.

Para el disefio del método de difusion, se tuvieron en consideracion dos factores:
los antibioticos (Oxacilina, Ceftriaxona, Amikacina) y la concentracion; para este

altimo, se selecciona la mayor y la menor. Adicionalmente se tiene que las
mediciones se realizaron en 8 tipos de bacterias.

Segun lo anterior, el mejor disefio es un disefio por bloques con dos factores, donde
el factor de bloqueo es el tipo de bacteria y los factores que influyen sobre la variable
respuesta son el tipo de antibiético y la concentracion de los mismos [52].

En este contexto se realizaran los graficos de Two-way Interaction Plot (grafica 3y
4), para analizar si existen combinaciones bidireccionales de factores.

Grafica 3: Interaccidn entre antibibtico y concentracion, reportado por el software

R-Project.
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Grafica 4: Interaccidn entre antibiético y concentracion, reportado por el software

R-Project.
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Se evidencia que no hay interaccion entre las variables, por lo que en el modelo
no se tomo en cuenta dicha interaccion.

5.3 Toma de muestras

Para tomar muestra se tuvo en cuenta los elementos de proteccion personal tales
como guantes, bata, tapabocas, careta y botas como se muestra en la imagen12.

Las muestras se tomaron antes y después del tratamiento y fueron tomadas en dos
periodos; el primero comprendido entre los meses de septiembre, octubre y la
primera mitad del mes de noviembre del afio 2016 y el segundo periodo, entre la
segunda mitad del mes de enero y mediados de febrero del afio 2017. La
periodicidad de muestreo fue semanal, tomandose muestras directamente del ducto
de entrada, y en la caja de inspeccion a la salida de la planta de tratamiento
(Imagenl2), estas fueron tomadas en frascos estériles de polietileno, todas se
tomaron con las técnicas y condiciones asépticas para el muestreo:

1 Se utilizaron frascos de plastico con tapa estériles.

(1 Se curo el frasco por lo menos tres veces con el agua en estudio.

1 Latapa se tomé con la mano izquierda, se puso el frasco bajo el chorro con
la mano derecha, y se llené el frasco, he inmediatamente se sellé con la
cinta adhesiva protectora [53].

Imagen 12: Toma de muestras en el tanque de almacenamiento de agua residual
y caja de inspeccion de salida de la PTAR. ,

Fuente: Las autoras.



5.4 Cadena de custodia

Las muestras se etiquetaron (fecha, hora, lugar, punto de toma, responsable) como
se observa en la imagen 13 y para culminar con la primera parte del control de
muestras se acomodaron en la nevera cerciorandose que la tapa del frasco quedara
hacia arriba.

Imagen 13: Etiqueta para cada una de las muestras de agua residual.

Fuente: Las autoras.

Se transportaron en una nevera de poliestireno extendido con bolsas refrigerantes
para mantener temperatura constante (Imagen 14), mientras se transportaba al
Laboratorio de Microbiologia de la Universidad Santo Tomas sede principal, para
ser dejadas bajo refrigeracion.

Normalmente las muestras fueron procesadas aproximadamente dos horas
después, sin embargo en caso de no ser procesadas, se dejaban en la nevera con
una temperatura constante de 4°C, procurando un tiempo maximo de permanencia
en refrigeracién de 24 horas. Por tratarse de una muestra peligrosa se dejo con las
respectivas sefalizaciones de peligrosidad y su procedencia.

Imagen 14: Transporte de muestras de agua desde Hospital de Suba

Fuente: Las autoras.



5.5

Preparacion de medios

Se prepararon tres medios, cada uno con un fin diferente, el primero Plate Count
Agar (APC) que es recomendado como medio general para determinar poblaciones
microbianas, el segundo MacConkey el cual es un medio de cultivo selectivo,
utilizado en la investigacion de microorganismos coliformes en aguas, por ultimo se
utilizé Manitol Salado Agar, que es un medio de cultivo selectivo y diferencial,
utilizado para el aislamiento y diferenciacion de estafilococos. Cada muestra tuvo
tres diluciones, tres medios para cada dilucién y cada medio un antibi6tico [54].

La investigacion se realiz6 en tres fases:

Primera fase: en los cuatro primeros muestreos los medios no tenian ningun
antibiético y se utilizaron los medios PCA y MacConkey, para esta fase se
usaron 6 cajas por muestra para un total de 48 cajas. Los muestreos
realizados en esta etapa, fueron tomados como control en los analisis
estadisticos.

La segunda fase que consta de tres muestreos los medios PCA y MacConkey
se afiadio antibiotico con el fin de reducir las UFC en comparacion a la
anterior fase, en esta parte se utilizaron 18 cajas por muestra para un total
de 108 cajas [55].

En la tltima fase se decidié afiadir otro medio, el Manitol Salado Agar ya que
con los anteriores medios es complicado obtener estafilococos y este fue
selectivo, para esta fase que consta de cinco muestreos se utilizaron 54 cajas
por cada muestreo para un total de 270 cajas.

En general se hizo el mismo procedimiento de preparacion, teniendo en cuenta que
cada caja Petri debia contener 20 ml de medio, para su preparacion se tuvo en
consideracion las cantidades especificadas en tabla 1:

Tabla 1: Cantidad de gramos por medio de cultivo.

Medio Agua Cantidad de medio
MacConkey 1 Litro 50 gramos
PCA 1 Litro 23.5 gramos
MSA 1 Litro 111 gramos

Fuente: Las autoras.

A partir de la anterior tabla se hizo el procedimiento plasmado en el anexo 1.



5.6  Preparacion del antibidtico para el medio

La preparacion del antibiético se basé en un estudio realizado por Mora Sebastian
y Bolafios Diana (2015), donde se utilizaron Oxacilina (1 g), Ceftriaxona (1 g) y AMK
de 100mg / 2ml. La CEF y la OXA se disolvié en 3 ml de agua destilada obteniendo
una concentracion inicial de 333.333 pug/ml y AMK se disolvié en 1ml para una
concentracion inicial de 33.333 pg/ml, teniendo en cuenta los resultados que se
obtuvieron en dicha investigacion se llegé a la conclusion que la concentracion
minima inhibitoria de 33 pg/ml que usaron es muy baja ya que obtuvieron unos halos
de inhibicion muy pequefios a comparacion de otras investigaciones, por lo cual se
necesitd de mayor concentracion y se decidié tomar la dilucién inmediatamente
anterior o sea 333 pg/ml [56] [48].

Para saber cual es la cantidad de antibiético que se le debié agregar al medio se
hizo una regla de tres simple segun la ecuacion 5.2:

Xml *  333ug/ml = 33300 ug/mli =+ X
Cantidad de Cantidad de antibidtico en el
medio medio

(5.2)
Ecuacion 5.2 cantidad de antibidtico en el medio

Posteriormente se agreg6 el antibiotico segun la dosis indicada y por ultimo se
procedio a servir los medios a 60°C en las cajas Petri esterilizadas con anterioridad
cumpliendo con los protocolos de asepsia.

Los antibidticos antes y después de su preparacion se evidencian en la imagen 15

Imagen 15: Antibidtico antes y después de su preparacion.




5.7 Dilucién seriada

Debido a que la carga bacteriana de la muestra fue muy alta fue necesario hacer
diluciones seriadas con el fin de obtener la menor cantidad de bacterias y asi facilitar
Su posterior aislamiento, con anticipacion se hicieron una serie de pruebas para
comprobar la efectividad de las diluciones. Las diluciones que se utilizaron fueron:
directa 10°, 10! y 102 (Imagen 16). Para la dilucién seriada se utilizaron 2 tubos
cada uno de nueve mililitros de solucién salina al 0,85 %; al primer tubo se le agrego
un mililitro de agua residual, se agité y se tomo6 un mililitro que fue agregado al
segundo tubo. Estas diluciones se utilizaron en todas las fases de los medios para
tener confiabilidad en los datos obtenidos.

Imagen 16: Dilucion seriada carga bacteriana.

100 10" 102
Fuente: Las autoras.

5.8 Siembra en los medios

Al tener los medios listos y las disoluciones preparadas se hizo la siembra. En primer
lugar con la micropipeta en 0,1 ml se esparcio6 la dilucién con el asa de Drigalsky o
rastrillo bacteriolégico, en el medio (imagen 17). Finalmente se dejé en un periodo
de 48h de incubacién para los medios con antibiotico y 24h para los medios sin
antibiotico a 35°C. Transcurridas las 48h se procedi6 al conteo el cual solo se tuvo
en cuenta el tipo de colonia mas abundante para su aislamiento, dicha colonia se
escogid por abundancia segun las tres diluciones.

Imagen 17: Siembra de las dilusiones en los medios.
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Fuente: Las autoras.



5.9 Aislamiento de la bacteria seleccionada

Después de haber seleccionado la bacteria por sus cualidades de abundancia entre
las muestras se observd mediante un microscopio en una ldmina con tincion de
Gram buscando obtener un cultivo puro, mediante siembras sucesivas por
agotamiento (anexo 2).

La técnica utilizada para la siembra sucesiva por agotamiento se observa en la
imagen 18.
Imagen 18: Siembra por agotamiento.

Fuente: [57].

5.10 Suspension del inéculo
Una vez se tuvo la bacteria totalmente aislada se hizo la suspension de inoculo
siguiendo los pasos del anexo 3. El resultado obtenido a partir del procedimiento

se evidencia en la imagen 19.

Imagen 19: Suspension del indculo

Fuente: Las autoras.



5.11 Método de difusién de discos segun Kirby-Bauer

La prueba de difusion de discos segun Kirby-Bauer se us6 con el fin de determinar
la sensibilidad o resistencia de las bacterias a tratar en los tres antibigticos, como la
concentracion de los discos era conocida se midié6 el halo de inhibicion y
posteriormente se catalogo el tipo de resistencia que tenia la bacteria: resistente,
intermedia y susceptible; con datos ya estandarizados.

5.11.1 Preparacion de los discos

Esta etapa consta de dos fases, en la primera se tuvo en cuenta que cada disco de
6 mm absorbe en un promedio de 0.241 ml, este dato se sacO a partir del peso,
primero en un caja Petri se afiadid una cantidad de agua y dentro de esta se dejo
caer uno de los discos, se sacO y se observd cuanto disminuia el peso,
posteriormente con la densidad del agua se llegd a un valor estimado de la cantidad
de agua que absorbia cada disco, este procedimiento se realiz6 15 veces para tener
un nivel de confiabilidad alto en los datos.

Posteriormente con la informacién anterior, a 1 ml de solucién salina que
corresponde a lo que absorbe 41 discos, se le adiciono 1 gramo de antibiotico, asi
la concentracion de cada disco fue de 24 mg/disco, una concentracion 800 veces
mayor a la de los discos que se encuentran comercialmente y por lo tanto no se
pudo relacionar con las tablas que estan estandarizadas para este ensayo.

Por lo anterior, se realiz6 un cambio en la metodologia para cambiar la
concentracion, sin embargo como las tres primeras bacterias se realizaron con
concentraciones elevadas y para poder realizar un comparativo entre las mismas,
los otros ensayos se hicieron con las dos concentraciones.

En la segunda fase para realizar la preparacion de los discos se tuvo en cuenta que
para cada antibiético existe una concentracion especifica; AMK de 30 nug, CEF de
30 ug y OXA 1pug y adicionalmente la cantidad de agua que absorbia cada disco.

Teniendo en promedio lo que absorbe cada disco se dice que por cada uno de estos
hay una concentracion de 30 ug/0,24ml esto es igual que decir 125 ug/ml para la
Amikacina y la Ceftriaxona, y 1 ng/0,24ml para Oxacilina es decir 4,166 ug/ml con
respecto a lo anterior y teniendo en cuenta que el antibiético no esta totalmente puro
ya que contiene excipientes y coadyuvantes y por tal razén se buscé en bibliografia
la cantidad de antibiético puro contiene cada frasco, se hizo los siguientes calculos:



=  Amikacina

En cada frasco de Amikacina tiene una concentracion de 100 mg/2 ml lo que
corresponde a 50 mg/ml se hace una disolucién y se agregd 1 ml a un tubo con 9
ml para obtener una concentracion de 0,5 mg/ml que es igual a 500 ug/ml, con esta
operacion se obtuvo el valor de la cantidad de agua necesaria para disolver la
concentracion con el fin de obtener una concentracion final de 125 pug/ml, asi:

500 pug  125ug

. - (5.3)
Ecuacion 5.3 disolucién final AMIK
__500ug
" 125H8 5-4)
ml

Ecuacion 5.4 despeje de la X para AMIK

= Ceftriaxona

Cada frasco de Ceftriaxona contiene 1 g que se disuelve en 3 mililitros que
corresponden a 0,33 g/ml y de esta concentracion el 25% corresponde a antibidtico;
lo que quiere decir que hay 0,0833 g/ml, equivalentes a 83333,33 ug/ml a partir de
los cuales se hicieron 2 disoluciones para tener una concentracion de 833,33 ug/ml.

833,33 ug _ 125ug

(5.5)
X ml
Ecuacion 5.5 dilucioén final CEFT
_833,33pg
= —125£ (5.6)
ml

Ecuacion 5.6 despeje de la X para CEFT

=  QOxacilina

En cada frasco de Oxacilina hay 1 g el cual se disolvié en 3 ml que es igual a 0,33
g/ml para este antibiotico se hicieron cuatro diluciones, en el caso de la OXA todo
el gramo corresponde al antibiético y como en los discos de Oxacilina es 4,16 ug/ml
se hacen los mismos calculos pero cambiando la concentracion, asi:



33.33ug _ 4,1666ug

57
X ml (5.7)
Ecuaciéon 5.7 disolucién final OXA
833.33ug
= > 5.8
416668 (5.8)
ml

Ecuacion 5.8 despeje de la X para OXA

5.11.2 Preparacion de medio con los discos

El medio utilizado fue PCA, ya que no se encontraba disponible el medio de Muller-
Hinton que es el medio recomendado para realizar la prueba de Kirby-Bauer, sin
embargo en el PCA, la triptona y el extracto de levadura suministran las fuentes de
nitrégeno y de vitaminas suficientes para el crecimiento de una gran variedad de
microorganismos Yy la glucosa actiia como fuente de energia [58].

El procedimiento de preparacion se encuentra el anexo 1.8

5.12 Identificacion de las bacterias

Finalmente se identificaron las bacterias mediante sistemas miniaturizados API®,
métodos rapidos que permiten la identificacibn de microorganismos a través de la
realizacion de diferentes pruebas bioquimicas, su procedimiento se describe en el
anexo 4.

5.13 Implicaciones en el medio ambiente y en la salud.

Para establecer las implicaciones a la salud que conlleva la presencia de
microorganismos genéticamente resistentes en el medio ambiente, fue necesario
identificar qué efectos adversos causa cada una de las bacterias especificamente
por cada via (cutanea, digestiva y respiratoria) ya que no se sabe cudl es la cinética
de la bacteria, es decir, que puede ingresar por cualquier via. Para esto se realizé
una busqueda detallada mediante el manual de Bergey ademas de diferentes
fuentes bibliogréficas; clasificando las enfermedades que causan de acuerdo al CIE-
103.

Finalmente se determind el riesgo, generando una ecuacion basada en otra
planteada por la OMS y la Organizacion para la cooperacion econdémica y el

3 Acronimo de la clasificacion internacional de enfermedades



desarrollo (2003); la cual determina la dosis diaria individual de microorganismos
patégenos a través de algun producto en particular [59]:

Dose = C X % XX 107PR x| (5.9)

Ecuacion 5.9 dosis individual diaria de microorganismos patdégenos a través
de algun producto

Donde:

C: Concentracion de microorganismos patdogenos en materias primas.
R: Nivel de deteccion del método

I: Fraccién de patdgenos detectados

DR: Remocidn o eficiencia de inactivacion del proceso de tratamiento
V: Consumo diario del producto

Esta ecuacidbn se modific6 con factores que afecten la prevalencia del
microorganismo, con el fin de hallar el riesgo, ya que para este no hay una ecuacién
establecida:

Riesgo de prevalencia de bacterias resistentes = (C X % x I x p)PR (5.10)

Ecuacién 5.10 calculo del riesgo de prevalencia de bacterias resistentes a
antibidticos

Donde:

C: Conteo de UFC/ml resistentes en las placas.

R: Nivel de deteccion del método.

I: Fraccién de patégenos detectados.

DR: Remocidn o eficiencia de inactivacion de patdgenos en el proceso de la PTAR.
P: Pendiente de variacion en los halos de inhibicion dependiendo de la
concentracion de los antibioticos

El riesgo es una probabilidad que esta dada por la ecuacion [62]:

Riesgo = Probabilidad de amenaza X magnitud del dafio (5.11)

Ecuacion 5. 11 Calculo de riego

Para este caso la probabilidad de amenaza es equivalente a la fraccion de
patdgenos detectados y a la pendiente de relacion entre los tamafios de los halos



de inhibicidn segun su concentracion, ya que esta la fuente del dafio potencial en la
gue se pueden producir impactos a la salud y al medio ambiente. La amenaza es
determinada en funcion de la intensidad y la frecuencia que corresponde a las
UFC/ml resistentes (C), el nivel de deteccion del método y la eficiencia de
inactivacion de patdgenos en el proceso de la PTAR que esta dada por el tiempo.

Dicho lo anterior se procedi6 a determinar cada variable de la ecuacion 5.10. Para
hallar C se tom¢ el valor de las UFC/ml totales de cada placa con antibiético antes
del tratamiento correspondientes al medio de cultivo PCA.

Para hallar el nivel de deteccién (R) en el método de conteo de UFC/mI resistentes
por bacteria, se recurrio a la bibliografia, sin embargo no existe un nivel de deteccién
especifico para cada bacteria en estudio, por lo que se realizé un promedio en el
peor escenario entre las bacterias que se analizaron en estudio consultado,
teniendo en cuenta que utilizaron el mismo medio de cultivo (PCA) [60].

La fraccion de patdgenos detectados (I) tiene en cuenta la cantidad de patégenos
hallada con respecto a la cantidad de bacterias totales

Para hallar DR se baso en la ecuacion del numero total de bacteria después de la
desinfeccion [61] .

Nt == No(l + 0,23C X t)_3 (5.12)
Ecuaciéon 5.12 calculo de bacterias vivas presentes y t es el tiempo de contacto
entre el desinfectante (cloro) y los microorganismos, medido en minutos.

Donde

N.= UFC total, después de la PTAR

Ny= UFC inicial, antes de pasar por la PTAR
(= constante segun el método de desinfeccion

t=tiempo de tardaza del tratamiento en la PTAR

Posteriormente se despeja la ecuacion asi:

% =(1+0,23Cxt)"3 (5.13)

0



Ecuacion 5. 13 despeje de la ecuaciéon 5.12 (Calculo de bacterias vivas
presentes y t es el tiempo de contacto entre el desinfectante (cloro) y los
microorganismos, medido en minutos).

Asi entonces se pudo calcular la eficiencia de desinfeccion del cloro partir de la
cantidad de células eliminas.

Por otro lado se elimind el 10 de la ecuacion 5.9 porque si se dejaba no afectaba
de manera directa el porcentaje de eficiencia del tratamiento; adicionalmente se dejo
como exponente positivo el DR ya que la eficiencia afecta a la respuesta de riesgo
de manera directa y en el caso de la ecuacion 5.9 afecta de manera inversa.

En el caso de la ecuacion 5.9 es necesaria la variable de consumo porque son
términos de dosis, pero para la ecuacién 5.10 no fue necesario ya que se habla de
riesgo, por lo tanto se remplazé esta variable por la pendiente que corresponde a la
variacion de los halos de inhibicion segun la concentracion (Grafica 5), para asi
tener en cuenta la efectividad del antibiético cuando se hace un aumento de la
concentracion.

Gréafica 5: Linea de tendencia de la relacion entre los tamarios de los halos de
inhibicién segun su concentracion.
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Para obtener un Rpbr final con valores que se estén entre 0y 1, fue necesario dividir
la ecuacion por el valor maximo (Rpbr max), que se pudiera obtener con respecto a
la ecuacion 5.10, tomando el peor de los escenarios para cada una de las variables.

B (Cx%xlxp)DR

RpDY fing = (5.14)

Rpbr max

Ecuacion 5.14 Célculo del riesgo de prevalencia de bacterias resistentes a
antibiéticos final



6. Impacto social

El informe de la OMS del afio 2014 acerca de la vigilancia mundial de la resistencia
a los antimicrobianos, plasma la problematica que se esta generando frente a la
adquisicion de la resistencia, dejando de ser una posible preocupacion futura para
convertirse en un problema real. El mundo se dirige hacia una era en la que se
reduce la eficacia del tratamiento a algunas enfermedades, por lo que los pacientes
permanecen infectados por un periodo mas largo incrementando el riesgo de
propagacion de microorganismos resistentes y la mayor duracion de la enfermedad
y su tratamiento en hospitales, eleva los costos de atencion sanitaria [63].

Otra variacidbn importante se presenta en la composicién biolégica de los
ecosistemas, produciendo impactos sobre los mismos ademas de las graves
repercusiones para la salud publica mundial. Al encontrar cepas resistentes a los
antibioticos se esté evidenciando la generacidén de ecosistemas favorables para la
adquisicion de resistencia por parte de los microorganismos. Al no controlar la
cantidad de antibiéticos en los vertimientos, el problema ambiental sigue intacto ya
gue las cepas resistentes se siguen generando y la resistencia se puede trasferir a
microorganismos patdgenos y en dado el caso que se presente nuevamente una
infeccidn de este tipo, los antibidticos anteriormente utilizados ya no van a ser Utiles
porque se favorecié la resistencia [63].

Es importante que en Colombia se sigan realizando investigaciones, basadas en los
resultados obtenidos y teniendo en cuenta las repercusiones en la salud y en el
ecosistema a las que conlleva la adquisicion de resistencia por parte de los
microorganismos, por medio de este estudio se aporte a obtener argumentos
contundentes para la implementacion de normatividad que regule y controle el
tratamiento realizado a los vertimientos hospitalarios, contribuyendo a que se salven
vidas y a disminuir la propagacion de la resistencia bacteriana.

Ademas, implementar herramientas de apoyo metodolégico a posteriores
investigaciones como los protocolos realizados, fundamentales como guia basica y
contribuir a la implementacion de un Indicador de riesgo para la resistencia
antimicrobiana que permita cuantificar las afectaciones al medio ambiente y a la
salud.



7. Resultados

7.1 NUmero de muestras

La ecuacion para determinar el nimero de muestras cuando se desconoce el
tamafo de la poblacion se realiz6 mediante el siguiente procedimiento:

El area bajo la curva se determiné a partir de un nivel de confianza (NC) del 95% y
mediante las tablas de areas bajo la curva de probabilidad se estimé Z dando como
resultado 0.4750; la probabilidad de éxito y fracaso es del 50%, con un error maximo
admisible de 10%; todos los datos anteriores son estandar.

Al remplazar estos datos en la ecuacion se obtuvo un resultado de 96 muestras pero
por razones de logistica tales como el laboratorio, materiales y duracién del permiso
de acceso la planta del Hospital de Suba, no fue posible realizar esa cantidad de
muestreos, por tal razén se tomaron 12 muestras antes y después para un total de
24 muestras analizadas, teniendo en cuenta que Nufez Lidia; Tornello Carina;
Puentes Noel y Monetton Juan, tomaron un numero de muestras semejante en su
investigacion [55].

Adicionalmente se realizo la misma ecuacion pero ajustando los valores de éxito y
fracaso hasta que la ecuacion arrojara un numero de 12, para este valor el nivel de
confianza continua siendo 95%; la probabilidad de éxito y fracaso es del 90% y 10%
respectivamente; y con un error maximo admisible de 30%.

7.2  Andlisis estadistico

Para realizar el andlisis estadistico del conteo de bacterias heterétrofas aerobias
viales y del método de difusion, fue necesario basarse en la guia basica de modelos
lineales establecida por Rincén Luis, para asi realizar los ajustes y correr los
modelos necesarios para la investigacion [64] [65].

7.2.1 Andlisis estadistico de conteo de bacterias heterotrofas aerobias viales

- Boxplot para tratamientos y factores

Se realizaron 2 graficas de bloques o boxplot para comparar las UFC/ml entre
tratamientos (placas con antibiético comparadas con las placas sin antibidtico) y
factores (los puntos de toma de muestra) (graficas 6y 7).



Se evidencia la existencia de variabilidad entre los resultados obtenidos con
respecto a las muestras sin antibiético que para el andlisis estadistico se tomaron
como muestras control al no presentar factores que impidieran el crecimiento de las
bacterias, en los muestreos posteriores los medios utilizados contenian antibiético
con el fin de disminuir significativamente las UFC/ml. EI comportamiento del
antibiotico Oxacilina mostro que el numero de UFC/ml fue mayor en comparacion
con los otros antibioticos (Grafica 6).

Grafica 6: UFC/ml de las placas con antibiético comparadas con las placas sin
antibidtico (tratamientos), reportado por el software R-Project.
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En la grafica 7 se evidencia que hay mas dispersion en los resultados de las
muestras tomadas antes en relacion a las tomadas después de la planta de
tratamiento, lo que indica que los valores de UFC/ml son mayores en los primeros
muestreos donde no se utilizé antibittico.

El tratamiento fisico-quimico de la PTAR efectivamente elimina gran cantidad de
bacterias pero no en su totalidad, lo que significa que el tratamiento no es eficiente
para para este tipo de microorganismos.

Gréfica 7: UFC/mI con respecto a los puntos de toma de muestra (factores),
reportado por el software R-Project.
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- Andlisis de varianza del modelo
- Ajuste del modelo

Como la variable respuesta del disefio hace referencia a datos de conteo, se realizé
el ajuste de un modelo lineal generalizado Poisson, ya que es el que mejor capta el
comportamiento de este tipo de datos.

Se evaluaron las siguientes hipotesis:

Hipotesis Nula: g; = 0 vs Hipdtesis Alternativa: f; # 0 Hipotesis Nula: 7; =0 vs
Hipodtesis Alternativa: 7; # 0

Hipédtesis alternativa: existe un efecto tanto del tipo de antibiético, como del lugar de
la toma de la muestra sobre la cantidad de unidades formadoras de colonias.

Hipotesis nula: no hay un efecto del tipo de antibiético, como del lugar de toma de
muestra sobre la cantidad de unidades formadoras de colonia

Como se muestra en la imagen 20 se rechaz6 la Hipotesis Nula las variables son
estadisticamente significativas

Imagen 20: Analisis de Varianza para un modelo Poisson, reportado por el
software R-Project.

Analysis of Deviance Table (Type III tests)

Response: UFCASUFC

Pr(>Chisq)
ANTIBIOTICO < 2.2e-16 **x
TOMA ¢ 2,2e-1p *x*

Fuente: Las autoras.

- Resumen del modelo

Para el andlisis del modelo se debe tener en cuenta que como las variables que
influyen sobre la cantidad de unidades formadoras de colonias son categéricas, los
coeficientes del modelo estdn dados como la diferencia entre una categoria de
referencia en relacién con las demas categorias y las hipétesis que se evaluaron
son:

Hipotesis Nula: g; — ; = 0 con j # 1 vs Hipotesis Alternativa: g; — ; # 0
Hipotesis Nula: 7; — t; = 0 con i # 1 vs Hipotesis Alternativa: t; — t; # 0

Hipodtesis alternativa: hay diferencia entre los tratamientos y entre los factores

Hipodtesis Nula: no hay diferencia entre los tratamientos y entre los factores



De acuerdo a la imagen 21 se pudo concluir:

La diferencia entre el tratamiento control (Sin Antibiético) y el tratamiento 1
(Antibidtico Amikacina) es estadisticamente significativa se acepta hipotesis
alternativa.

La diferencia entre el tratamiento control (Sin Antibiético) y el tratamiento 2
(Antibidtico Ceftriaxona) es estadisticamente significativa se acepta hipétesis
alternativa.

La diferencia entre el tratamiento control (Sin Antibiético) y el tratamiento 3
(Antibidtico Oxacilina) es estadisticamente significativa se acepta hipoétesis
alternativa.

La diferencia entre el lugar de toma de las muestras: antes y después de la
PTAR es estadisticamente significativa se acepta hipétesis alternativa.

Imagen 21: Ajuste del modelo lineal generalizado para un modelo Poisson,
reportado por el software R-Project.

Coefficients:

Estimate Pr(>|zl])
(Intercept) 6.200778 <2e-16 ***
ANTIBIOTICO1 AMIK -2.878750 <2e-16 *==
ANTIBIOTICO2_CFT -1.931837 {2e-16 **%
ANTIBIOTICO3_OXA -8.326527 {2e-16 **=
TOMADESPUES -8.518806 {2e-16 **%

Fuente: Las autoras.

Andlisis comparativo con prueba de Tukey

- Andlisis de Comparaciéon Mdltiple entre tratamientos

Se realizd la prueba de Tukey para hacer una comparacién mdltiple entre
tratamientos (Imagen 22y 23).

Los resultados obtenidos en laimagen 23 de comparacion multiple entre los factores
y tratamientos, ratifican lo mostrado en la Imagen 22 y se concluye que existen
diferencias estadisticamente significativas entre los antibioticos se acepta hipoétesis
alternativa.

Imagen 22: Prueba de Tukey para comparacion multiple entre antibioticos,
reportado por el software R-Project.



Simultaneous Tests for General Linear Hypotheses

Multiple Comparisons of Means: Tukey Contrasts

Fit: glm(formula = UFC4$UFC ~ ANTIBIOTICO + TOMA, family = poisson(li

= log))
Linear Hypotheses:

Pr(>|z])
1_AMIK - @_Control == ® ¢2e-16 ***
2_CFT - 0.1 Control == @ <2e-16 ***
3 OXA - B Control == @ {2e-16 ***
2_CFT - 1_AMIK == @ <{2e-16 ***
3 0XA - 1 AMIK == @ <2e-16 ***
3 0XA - 2 CFT == 0 <2e-16 *¥*

Fuente: Las autoras.

- Anélisis de Comparacién Multiple entre Factores

Se realiz6 la prueba de Tukey para hacer una comparacion multiple entre factores
(Imagen 23), donde se evidencia que existen diferencias estadisticamente
significativas entre los resultados obtenidos antes y después de la PTAR se acepta
hipotesis alternativa.

Imagen 23: Prueba de Tukey para comparacion multiple entre puntos de toma de
muestra, reportado por el software R-Project.

Simultaneous Tests for General Linear Hypotheses

Multiple Comparisons of Means: Tukey Contrasts

Fit: glm(formula = UFC43UFC ~ ANTIBIOTICO + TOMA, family = poisson(li

= log))
Linear Hypotheses:

Pr(>|z|)
DESPUES - ANTES == ¢2e-16 =**

Fuente: Las autoras.

- Analisis de coeficientes del modelo.

El modelo Poisson esta construido por el algoritmo “$log (\y_i) =\mu + \tau_ix 1+
\beta_ix_ 2% utilizado en el software. La interpretacién de los coeficientes esta dada
por el exponencial de cada coeficiente del modelo original.

Con respecto a la tabla 2 se concluye:

- Coeficiente asociado al intercepto: Es el efecto medio, comiun a todas las
observaciones.

- Coeficiente asociado al antibiotico Amikacina: Indica que la cantidad media de
Unidades formadora de Colonias al aplicar este tratamiento es de 0.056 veces
el resultado promedio del tratamiento control.



- Coeficiente asociado al antibiético Ceftriaxona: Indica que la cantidad media de
Unidades formadora de Colonias al aplicar este tratamiento es de 0.145 veces
el resultado promedio del tratamiento control.

- Coeficiente asociado a la toma después de la planta de tratamiento de aguas
residuales (PTAR): Indica que la cantidad media de Unidades formadora de
Colonias después de que las aguas residuales pasan por la PTAR es de 0.595
veces el resultado promedio de las aguas antes de pasar por la PTAR.

Tabla 2: Coeficientes trasformados del modelo, reportado por el software R-
Project.
Coeficiente | Valor
Intercepto | 493.13
Amikacina | 0.056
Ceftriaxona | 0.144
Oxacilina | 0.721
Post PTAR | 0.595
Fuente: Las autoras

7.2.2 Andlisis estadistico del método de difusion

- Boxplot de tratamientos y Concentraciones.

Para comparar los tamafios en los halos de inhibicién entre tratamientos y entre los
factores, se realizaron graficas de bloques o boxplot (graficas 7 y 8). Debido a que
dos de los antibiéticos tienen un principio de accién diferente y a que los discos
tienen concentraciones diferentes no es apropiado comparar los tamafos de los
halos de inhibicién entre tratamientos, sin embargo, la grafica 8 permite identificar
el rango de variacion de los datos para cada tratamiento, el cual indica que en el
método de Kirby-Bauer para Amikacina y Ceftriaxona la tolerancia a una amplia
variacion en la respuesta microbiana es mayor (Grafica 8).

Grafica 8: Tamafio de los halos de inhibicion (cm) comparados entre antibioticos),

reportado por el software R-Project.
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En la gréfica 9 se observa que los halos de inhibicion para los discos con mayor
concentracion fueron més grandes respecto al didmetro de los halos en los discos
con concentracion estandar. Al aumentar la concentracién en los discos fue posible
registrar una mayor variacion en el diametro de los halos de inhibicion, lo cual puede
estar relacionado con los mecanismos de accion de los antibiéticos, de resistencia
de las bacterias y con la fisiologia de cada microorganismo.

Gréfica 9: Tamarfio de los halos de inhibicién (cm) comparados entre
concentraciones, reportado por el software R-Project.
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- Andlisis de varianza del modelo
- Ajuste del modelo

De acuerdo a la informacion que proporcionan los Boxplot, se pudo ver que hay una
gran diferencia entre el tamafio de los halos en relacion con la concentraciéon de los
antibiéticos. Para el desarrollo del experimento se ajusta un modelo con distribucion
normal cuya variable respuesta ha tenido una transformaciéon boxcox (grafica 10),
dicha transformacion se realiz6 para disminuir el apuntamiento de la distribucion y
garantizar normalidad en los residuales del modelo.



Grafica 10: Punto Optimo para transformacion mediante el calculo de maxima
verosimilitud, reportado por el software R-Project.
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En el anterior grafico se determiné que el valor 6ptimo de A es -1.232323, con el fin
de garantizar normalidad en los residulaes y poder correr el modelo correctamente.

Tabla de Andlisis de Varianza
Para el andlisis de la tabla Anova, se establecen las siguientes hipétesis:

Hipotesis Nula: g; = 0 vs Hipotesis Alternativa: f; # 0 Hipotesis Nula: 7; =0 vs
Hipotesis Alternativa: t; # 0

Hipotesis nula: que el tipo de bacteria, la concentracidon y el antibiético no afecta a
al diametro del halo de inhibicion.

Hipotesis alternativa: que el tipo de bacteria, la concentracion y el antibidtico afecta
a al diametro del halo de inhibicion.

En la imagen 24 se evidencia que tanto en los tratamientos como en el factor de
blogueo (tipo de bacteria) se rechaza la hipétesis nula y se concluye que las
variables son estadisticamente significativas.

En este andlisis es importante tener en cuenta que el nivel de confianza para los
antibioticos es del 90%.

Imagen 24: Andlisis de varianza para el modelo
Anova Table (Type III tests)

Pr (OF)

(Intercept) < 2.2e-16 ***
BACTERIA 1.209e-88 ***
CONCENTRACION < 2.2e-16 ***
ANTIBIOTIC 0.1825

Fuente: Las autoras.



Andlisis comparativo con prueba de Tukey
- Andlisis de Comparacion Mdltiple entre tratamientos

Se realizdé la prueba de Tukey para hacer una comparaciéon mdiltiple entre
tratamientos (Imagen 25 y 26)

En la imagen 25 se puede evidenciar que no existen diferencias estadisticamente
significativas entre los antibiéticos Oxacilina y Ceftriaxona, sin embargo el
antibidtico Amikacina tiene un efecto diferente a los otros dos esto se debe al
mecanismo de accion del antibidtico, ya que tanto la Oxacilina y la Ceftriaxona
actuan sobre la pared celular inhibiendo la biosintesis de los mucopéptidos de la
pared celular.

El efecto de los antibioticos sobre el tamano de los halos de inhibiciobn de las
bacterias estudiadas no difiere significativamente (Imagen 25).

Imagen 25: Prueba de Tukey para comparacioén multiple entre antibioticos,
reportado por el software R-Project

Groups, Treatments and means
3 oXa 1.674

pees

a cft 1.811
b ami @.8993

Fuente: Las autoras.

En cuanto a los efectos proporcionados por las concentraciones (Imagen 26), se
evidencia que la dosis de antibidtico si constituye un factor que disminuye la
resistencia de las bacterias

Imagen 26: Prueba de Tukey para comparacion multiple entre concentraciones,
reportado por el software R-Project.

Means with the same letter are not significantly different,

Groups, Treatments and means
a  lmepor  1.851
b 2mayor  0.4497

Fuente: Las autoras.

7.3 Conteo de bacterias heterétrofas aerobias viales



El conteo de las UFC/ml se realiz6 para cada uno de los muestreos, tomados en las

fechas que se muestran en la tabla 3.

Tabla 3: Fechas de los muestreos realizados en la PTAR del Hospital de Suba.

Numero de Fecha Antibiético en el medio
muestreo (MM/DD/AA) (Si/No)
1 09/21/2016 No
2 09/28/2016 No
3 10/05/2016 No
4 10/12/2016 No
5 10/18/2016 Si
6 10/26/2016 Si
7 11/02/2016 Si
8 11/09/2016 Si
9 01/20/2017 Si
10 01/24/2017 Si
11 01/31/2017 Si
12 02/06/2017 Si

Fuente: Las autoras.

7.1.1 Recuento de totales

En los meses de septiembre y octubre para los medios de cultivo PCA y MacConkey,
ambos sin antibidtico, se presenté un mayor crecimiento de UFC/ml antes y después
de la PTAR en comparacién a los siguientes muestreos. En la grafica 11 se
evidencia como el menor valor de UFC/ml es aproximadamente 500, presentadas
en el muestreo 2. Los puntos que salen de las graficas se consideran como
incontables.

Gréfica 11: Concentracion en UFC/ml en el medio PCA sin antibi6tico.

105000 105000
8 85000 [ 0
C 65000 [ 55000 &
O (0]
£ 45000 ©
< [
O 25000 5000 £
[N
S 5000 e

]
~15000 ! 2 3 4 ~45000

=@=— ANTES PTAR DESPUES PTAR

Fuente: Las autoras.



Para el medio MacConkey el comportamiento de las UFC/ml fue similar al medio
PCA, donde se encuentr6 mayor numero de UFC/ml en las muestras tomadas a la
entrada del tratamiento, teniendo como excepcion el muestreo 2 donde las mismas
aumentaron en la salida de la PTAR (Grafica 12).

Grafica 12: Concentracion en UFC/ml en el medio MacConkey sin antibiético.
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Fuente: Las autoras.

7.1.2 Recuento de resistentes.

Al preparar los medios de cultivo con los 3 antibiéticos se evidencio una disminucion
considerable en el numero de UFC/ml en comparacion a los que no se utilizaron.

Las UFC/ml incontables no se presentaron en ninguno de los medios de cultivo con
Amikacina, el comportamiento de las UFC/ml en el medio PCA se evidencia en la
gréfica 13 donde las mismas disminuyeron en la salida de la PTAR a excepcion de

algunos puntos.
Gréafica 13: Concentracion en UFC/ml en el medio PCA con Amikacina.
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Fuente: Las autoras.



El medio que mas UFC/ml presento fue el MacConkey donde su pico mas alto fue
de aproximadamente 5000 UFC/ml (Grafica 14).

Grafica 14: Concentracién en UFC/ml en el medio MacConkey con Amikacina.
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Fuente: Las autoras.
El medio de cultivo MSA con Amikacina fue el que presento menor crecimiento de

UFC/ml antes y despues de la PTAR, siendo nulo el numero de microorganismos a
la salida del tratamiento como se observa en la gréfica 15.

Gréafica 15: Concentracion en UFC/ml en el medio MSA con Amikacina.
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Fuente: Las autoras.

A diferencia de la Amikacina, el medio de cultivo con Ceftriaxona como antibiético
donde se presentd mayor crecimiento de UFC/ml fue en el PCA, donde el segundo
pico mas alto fue de 31900 UFC/ml (Gréfica 16). En los medios de cultivo con



Ceftriaxona solo se presenté un muestreo con UFC/ml incontables, sin embargo,
estas aumentaron en comparacion con la Amikacina.

Gréfica 16: Concentracion en UFC/ml en el medio PCA con Ceftriaxona.
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Fuente: Las autoras.
Para el medio de cultivo MacConkey disminuyeron las UFC/ml en comparacién al
PCA, al ser un medio selectivo. En la grafica 17 se observa el comportamiento de
las UFC/mI, antes y después de la PTAR.

Gréfica 17: Concentracién en UFC/ml en el medio MacConkey con Ceftriaxona.
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En el medio de cultivo MSA con ceftriaxona no se presentaron UFC/ml antes ni
despues de la PTAR.

La Oxacilina en comparacién a los anteriores antibiéticos presenté mayores UFC/ml;
siendo el medio de cultivo PCA el de mayor crecimiento con 3 muestreos
incontables, el siguiente pico mas alto fue aproximadamente de 1860000 UFC/mI

(Gréafica 19).

Gréfica 18: Concentracion en UFC/ml en el medio PCA con Oxacilina.
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Fuente: Las autoras.

En el medio de cultivo MacConkey se presentaron 4 puntos de UFC/ml incontables
y el siguiente pico més alto fue de aproximadamente 74000 UFC/ml. Al igual que
para la Ceftriaxona en este medio disminuyo la cantidad de UFC/ml en comparacion
al PCA al ser un medio selectivo (Gréfica 20).

Grafica 19: Concentracién en UFC/ml en el medio MacConkey con Oxacilina.
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Fuente: Las autoras.
Con Oxacilina el medio de cultivo MSA tuvo mayor crecimiento de UFC/ml en

comparacion a anteriores antimicrobianos con 93 UFC/ml (Gréfica 21).
Gréfica 20: Concentracion en UFC/ml en el medio MSA con Oxacilina.
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Fuente: Las autoras.

7.4 Método de difusion

El método de difusion en disco esta basado en la presencia o0 ausencia de una zona
de inhibicion de crecimiento, se mide en milimetros. La interpretacion de la prueba
se basa en la correlacion entre el diametro de la zona de inhibicion (mm) con la CIM
(ug/ml) para cada antimicrobiano. De acuerdo al diametro se categorizo la bacteria
(Tabla 4) [48].



Tabla 4: Patrones estandar del halo de inhibicion.

Diametro del halo de inhibicion (mm)

Antibidtico Resistente Intermedio Susceptible
AMK (30ug/ml) <14 14.01 — 16.99 >17
CEF (30ug/ml) <13 13.01- 20.99 >21
OXA (1pg/ml) <10 10.01- 12.99 >13

Fuente: [66].

Para poder relacionar los resultados del método de difusion, es importante tener en
cuenta el orden en que se encontraron las bacterias que fueron aisladas y
posteriormente identificadas mediante el uso de API (Tabla 5).

Tabla 5: Orden de las bacterias encontradas.

Bacterias
1| Enterobacter cloacae. | 5| Klebsiella pneumoniae.
2 Pantoea spp4. 6 | Enterobacter gergoviae.
3| Citrobacter freundii. | 7 | Enterobacter gergoviae.
4 | Aeromonas hydrophila. | 8 Citrobacter freundii.

Fuente: Las autoras

El didmetro del halo de inhibicibn en mm para cada uno de los discos en los tres

antibioticos, se evidencia en la tabla 6.




Tabla 6: Resultados método de difusion muestras con mayor concentracion de
antibiotico.

Diametro del halo de inhibicion (mm)

Bacterias
Antibidtico | Discos
1 2 3 4 5 6 7 8
Amikacina 1 30 | 288 | 29.1 | 17.3 | 195 | 221 27 26
2 32 | 324 | 249 | 143 | 145 | 21.1 | 25.9 16
3 25 | 22.7 | 22.7 | 17.2 13 17.2 | 26.2 27
4 26.6 | 355 | 242 | 18.2 11 18.2 | 25.1 14
Ceftriaxona 1 21.7 - 193 | 22.3 | 16.2 14 32 35
2 24.1 - 25.1 | 19.7 21 11 26.3 20
3 18 - 209 | 215 | 16.2 15 29.6 31
4 22.3 - 216 | 19.2 | 15.2 10 23.3 23
Oxacilina 1 25.2 - 194 | 16.3 | 18.2 11 27.3 27
2 21.6 - 271 | 19.8 | 15.2 12 26 22
3 31.1 - 26.8 | 17.1 16 9 25 10
4 25.2 - 21.1 | 19.3 | 159 | 121 24 12

Fuente: Las autoras.

Teniendo en cuenta los diametros obtenidos y los patrones estandar para la
clasificacion de los mismos, se nombré como “S” a los halos que son susceptibles,
“I” alos intermedios y por ultimo “R” a los que mostraron resistencia a los antibiéticos
(Tabla 7).




Tabla 7: Caracterizacion de los halos de inhibicion en las muestras con mayor
concentracion de antibiotico.

Halos de inhibicién

Bacterias

Antibiotico Discos 1 5 3 4 5 6 7 8
Amikacina 1 S S S S S S S S
2 S S S I I S S I

3 S S S S R S S S

4 S S S S R S S R

Caracterizacion | G S S R R S S R

Ceftriaxona 1 S - I S I I S S
2 S - S I S R S I

3 I - I S I I S S

4 S - S I I R S S
Caracterizacion R - R R R R S R

Oxacilina 1 S - S S S I S S
2 S - S S S I S S
3 S - S S S R S R

4 S - S S S I S I
Caracterizacion | g - S S S R S R

Fuente: Las autoras.

Para obtener la caracterizacion o el grado de susceptibilidad a los antibiéticos se
tuvo en cuenta que por lo menos uno de los halos fuese intermedio o resistente para
que la bacteria se considere resistente al antibidtico, ya que dentro de la misma
cepa hay bacterias que al ser resistentes puede hacer transferencia de genes de
resistencia de manera horizontal [40].




La mayoria de los halos de inhibicion con la concentracion 800 veces mayor
presentaron caracteristicas de susceptibilidad, sin embargo, aun en una
concentracion tan alta, en algunos casos mostraron ser intermedios o resistentes.

La bacteria 1 Enterobacter cloacae, se considera susceptible a la Amikacina
y a la Oxacilina y resistente a la Ceftriaxona.

En la bacteria 2 Pantoea spp, solo se pudo hacer analisis con Amikacina ya
que los otros antibiéticos fueron contaminados por hongos, la bacteria mostro
ser susceptible a este antibidtico.

La bacteria 3 Citrobacter Freudii, se considera susceptible a la Amikacina y la
Oxacilina y resistente a la Ceftriaxona.

La bacteria 4 Aeromonas hydrophila, con Amikacina y Ceftriaxona fue
resistente y solo presento susceptibilidad a la Oxacilina.

La bacteria 5 Klebsiella pneumoniae, solo fue susceptible a la Oxacilina, para
el caso de la Amikacina y la Ceftriaxona fue intermedia.

La bacteria 6 Enterobacter gergoviae, fue susceptible a la Amikacina,
resistente a la Ceftriaxona y a la Oxacilina.

La bacteria 7 fue nuevamente Enterobacter gergoviae esta vez la bacteria
presento susceptibilidad a los 3 antibidticos.

La bacteria 8 se identific6 como Citrobacter Freudii nuevamente y a diferencia
que en la primera ocasion mostro ser resistencia a todos los antibidticos.

En cuanto a los antibiéticos, el que presento menor efectividad en la concentracion
800 veces mayor fue la Ceftriaxona ya que se evidenciaron halos de inhibicién con
caracteristicas de intermedios en 2 bacterias la Aeromonas hydrophila y Klebsiella
pneumoniae y 1 resistente Enterobacter gergoviae. Por su parte la Amikacina
también fue intermedia para: Aeromonas hydrophila y Klebsiella pneumoniae y la
Oxacilina para la Enterobacter gergoviae.

En la tabla 8 se observa los resultados de susceptibilidad a los antibiéticos de los
halos de inhibicién con la concentracién estandar y corregida.



Tabla 8: Resultados método de difusidn muestras con menor concentracion de

antibidtico.
Diametro del halo de inhibicién (mm)
Bacterias
Antibiético | Discos

4 5 6 7 8
Amikacina 1 6 6 6 6 -
2 6 6 6 6 -
3 6 6 6 6 -
4 6 6 6 6 -
Ceftriaxona 1 6 6 6 6 6
2 6 6 6 6 6
3 6 6 6 6 8
4 6 6 6 6 10
Oxacilina 1 6 6 6 6 6
2 6 6 6 6 6
3 6 6 6 6 6
4 6 6 6 6 6

Fuente: Las autoras.

Al igual que se hizo con los halos con concentracion 800 veces mayor de
antibioticos, se caracteriz6 la susceptibilidad de las bacterias a los antibiéticos como
se muestra en la tabla 9, teniendo en cuenta el promedio para cada bacteria de los
halos de inhibicion.

Tabla 9: caracteristicas de los halos de inhibicidon en las muestras con menor
concentracion de antibidtico.

Halos de inhibicion
Bacterias
Antibidtico Discos
4 5 6 7 8
Amikacina Caracterizacion R R R R -
Ceftriaxona | Caracterizacion R R R R R
Oxacilina Caracterizacion R R R R R

Fuente: Las autoras



Con las concentraciones menores todas las bacterias fueron resistentes a los tres
antibioticos. Es importante mencionar que no se tuvo en cuenta esta concentracion
para las primeras 3 bacterias ya que no se contaba con los cultivos en el momento
de realizar la correccion a la concentracion estandar.

Para mayor confiabilidad del experimento se realizé el mismo procedimiento con
agua del acuario ubicado en el laboratorio de microbiologia de la Universidad Santo
Tomas, el cual lleva aproximadamente 5 afios confinado como humedal artificial,
por lo que se espera total ausencia de microorganismos patdégenos. Se hizo una
siembra por cada medio, cada antibidtico y también sin antibiético, en el caso de los
medios que se utilizd6 antibidtico no crecié ningun tipo de microorganismo, sin
embargo en los medios que no lo contenian se obtuvieron 6370 UFC/ml en
MacConkey y 5780 UFC/ml en el PCA.

Adicionalmente se realiz6 el aislamiento de una de las bacterias que creci6 en los
medios sin antibiético, obteniendo como resultado un crecimiento nulo de bacterias
tanto en la placa que contenia los discos con mayor concentracion como en las de
menor concentracion, los resultados de los halos de inhibiciébn se muestran en la
tabla 10.

Tabla 10: resultados método de difusibn muestra de acuario.

Diametro del halo de inhibicion (mm)
Antibidtico Disco | Diametro

21
23
19
22
NCr
NCr
NCr
NCr
24
29
25
4 22
Fuente: Las autoras.

Amikacina

Ceftriaxona

Oxacilina

WIN R AWM RN W N R

nununnunununununnunon

7.5 Bacterias identificadas



Como se menciond se tenia como objetivo encontrar tres microorganismos en el
vertimiento de agua residual del Hospital de Suba Il Nivel E.S.E en Bogota que
presentaran resistencia a la Ceftriaxona, Amikacina y Oxacilina; sin embargo
finalmente se pudieron aislar e identificar ocho bacterias de las cuales la Citrobacter
freundii y la Enterobacter gergoviae se encontraron dos veces.

Las bacterias encontradas y su taxonomia se evidencian en la tabla 11.

Tabla 11: Taxonomia de las bacterias identificadas.

ESPECIE GENERO FAMILIA ORDEN CLASE FILO | DOMINIO
Enterobacter | Enterobacter
cloacae

Pantoea spp4 | Enterobacter

.©
: I3
Citrobacter Citrobacter S o
ii ; : s} o @
freundii Enterobacteriaceae | Enterobacteriales 8 % 5
S S s
Enterobacter | Enterobacter = o 58
H o
gergoviae E s
©
- - O]
Klebsiella Klebsiella
pneumoniae
Aeromonas Aeromonas Aeromonadaceae Aeromonadales
hydrophila

Fuente: Las autoras.

7.6 Implicaciones en el medio ambiente y la salud por microorganismos
resistentes a los antibioticos
Las bacterias encontradas causan diferentes tipos de enfermedades, estas se
encuentran clasificada segun la CIE-10, mostrando que este tipo de
microorganismos se asocia en gran magnitud a enfermedades del aparato
genitourinario (Tabla 12).




Tabla 12: Clasificacion de algunas enfermedades causadas por las bacterias

encontradas.
BACTERIAS ENFERMEDADES CIE-10
Enterobacter | Infecciones urinarias Enfermedades del aparato NOO-N99
cloacae genitourinario
Neumonia Enfermedades del sistema JO0-J99
respiratorio
Infecciones en tejidos | Enfermedades del sistema MO00-M99
Pantoea blandos osteomuscular y del tejido
spp4. conectivo
Sepsis neonatal Ciertas afecciones originadas | PO0-P96
en el periodo perinatal
Infecciones urinarias Enfermedades del aparato NOO-N99
Citrobacter genitourinario
freundii. Meningitis Ciertas enfermedades A00-B99
infecciosas y parasitarias
Sepsis neonatal Ciertas afecciones originadas | PO0-P96
en el periodo perinatal
Infecciones urinarias Enfermedades del aparato NOO-N99
Aeromonas genitourinario
hydrophila. | Diarreas agudas Enfermedades del aparato K00-K93
digestivo
Septicemia Enfermedades de la sangre D50-D89
Neumonia Enfermedades del sistema JO0-J99
respiratorio
Infecciones del tracto Enfermedades del aparato NOO-N99
Klebsiella urinario genitourinario
pneumoniae. | Neumonia Enfermedades del sistema J00-J99
respiratorio
Infecciones de tejidos Enfermedades del sistema MO00-M99
blandos osteomuscular y del tejido
conectivo
Infecciones urinarias Enfermedades del aparato NOO-N99
Enterobacter genitourinario
gergoviae. Infecciones Enfermedades del sistema J00-J99
pulmonares respiratorio

Fuente: Las autoras

Por la relevancia de las enfermedades que producen las bacterias encontradas, es
importante tener en cuenta que al no controlar el vertimiento de este tipo de
microorganismos se esta contribuyendo a la alteracién del medio ambiente y a la
proliferacion de los mismos, mediante el aumento de la proporcion de resistencia
frente a microorganismos anteriormente susceptibles [67] [48].



Ademas, los antibidticos por ser considerados contaminantes y al ser vertidos en el
alcantarillado o las aguas superficiales podrian llegar hasta las aguas subterraneas
y acuiferos, utilizados para el consumo humano; no solo con trazas de los mismos
sino también con este tipo de microrganismos.

Las bacterias resistentes a los antibioticos se liberan en las aguas a través de la
orina, heces, estiércol y usan como ruta principal las aguas residuales de los
hospitales, efluentes municipales, de la industria ganadera, que constituyen
probablemente las mayores fuentes de bacterias y de genes de resistencia a
antibiéticos que se liberan en el medio ambiente (Imagen 27). El uso intensivo de
compuestos quimicos persistentes, aumenta la presién selectiva en bacterias,
facilitado la transferencia de la resistencia a antibioticos entre las comunidades de
bacterias en ambientes acuaticos que producen efectos adversos en peces,
invertebrados, tortugas, entre otros [68]

Imagen 27: Representacion esquematica de flujo de bacterias resistentes a
antibioticos en diferentes ecosistemas y sus areas de uso.
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Fuente: [68]

Dicho lo anterior el impacto que genera la resistencia de antibiéticos esta dado
principalmente al medio ambiente y el ser humano al hacer uso de los servicios
ecosistemicos aumenta la exposicion y el riesgo de adquirir estos genes, por
ejemplo mediante el consumo alimentos como legumbres regadas con agua
proveniente de ecosistemas acuaticos con microorganismos genéticamente
resistentes.

7.7 Riesgo de prevalencia de bacterias resistentes

Para remplazar los valores maximos hay que tener en cuenta lo siguiente:



e C se remplazara con valores de 300 UFC/caja en la dilucién 10-2 lo que
corresponde a 300000 UFC/ml cuando las UFC/ml son incontables.

e R seradel 87.71%ya que se tomara el peor escenario segun el estudio en el
gue se baso para determinar dicha variable.

e | esla cantidad de patdgenos que para valores maximos serian todas.

¢ DR se toma como valor de 1 que significa que lo que entro a la PTAR fue lo
mismo que salio.

e Para el caso de la pendiente es la que corresponde a Oxacilina porque se
basa en el peor escenario.

Con respecto a los anteriores valores se remplazan asi (Ecuacion 7.1):

1 1 1
Rpbr =1 X X 1 X (7.1)
0.8771 0,0147184
Ecuacion 7.15 Riesgo de prevalencia de bacterias resistentes con los valores

maximos.

(CX%XIXp)DR

210,56

prr final = (72)

Ecuaciéon 7.2 Riesgo de prevalencia de bacterias resistentes con el resultado
del valor méaximo.

Con respecto a lo anterior obtenemos la tabla 13

Tabla 13: Calculo de riesgo de prevalencia de bacterias resistentes

., Eficiencia
Proporcion
. Eficiencia |de ? L .
riesgo de Recuento , eliminacién |Pendiente
i K e patégenos UFC/ml
prevalencia de |resistentes L PTAR (halo_Vs_c . UFC/ml UFC/ml
) recuperacio |(total cepas . |PCA+Antibi |UFC/ml PCA )
bacterias en PCA . (UFC/ml oncentracio| . salida entrada
. n metodo resistentes/ . . otico
resistentes {UFC/ml) salida / nAntibiotic)
de recuento |cepas
. ) UFC/ml
atogenas
patog entrada)
riesgo final 210,56 1 0,8771 1 1| 0,0147184 300000 300000 30000 30000
RIESGO AMIK 0,000288823| 0,0044483 0,8771 0,2 0,0159102| 0,0169462| 821,52308| 184770,83| 13,076923| 821,92308
RIESGO CEF 0,016244283| 0,2365401 0,8771 0,2 0,1602602| 0,0185097| 43705,714| 184770,83| 7004,2857| 43705,714
RIEGO OXA 0,073061122 0,715535 0,8771 0,2 0,3277038| 0,0147184 132210( 184770,83| 43325,714 132210

Fuente: Las autoras.

Segun lo anterior se pudo observar que el antibiético con mas riesgo es la Oxacilina
al ser un antibiético que permite el crecimiento de mayor cantidad de UFC/mi;
concordando con el valor de la pendiente ya que esta infiere que la Oxacilina es el
antibiético que tiene menor efecto cuando se aumenta la concentracion y en este
caso para la preparacion de los medios con antibiéticos se dejaron con la misma
concentracion, a diferencia de los discos.




8. Andlisis de resultados

En el presente trabajo se intent6 evaluar la resistencia en los microorganismos mas
abundantes aislados, constituyendo un aporte al conocimiento de la diversidad de
microorganismos resistentes en este ambiente, a diferencia de estudios revisados
donde la finalidad era buscar un solo microorganismo en general E. coli.

Respecto al comportamiento los antibidticos; la Ceftriaxona, es el unico de los
antibiéticos en estudio que se controla a nivel distrital segun la guia del uso Prudente
de Antibidticos a nivel distrital, y conforme a los resultados y la comparacion con los
diametros estdndar de los halos de inhibicion presentd mayor porcentaje de
resistencia especificamente para la Enterobacter gergoviae e intermedio en
Klebsiella pneumoniae y Aeromonas hydrophila; una de las razones por la que
puede presentarse este comportamiento es por ser un antibiético de amplio espectro
lo que quiere decir que cubre una mayor cantidad de infecciones y por consiguiente
es frecuentemente utilizado y aplicado en los centros de atencién hospitalaria [69]
[70] [63] .

Las malas practicas frente al uso de los antibidticos los hacen menos eficientes y
aumenta la posibilidad de que se adquiera resistencia, haciendo necesario la
generacion de nuevos antibioticos. Por ejemplo la Ceftriaxona es utilizada para
infecciones causadas por Klebsiella pneumoniae, bacteria que mostré resistencia
intermedia en su clasificacion segun los halos de inhibicion [71].

La Oxacilina fue el antibiético para el cual se presenté mayor susceptibilidad, para
la caracterizacion de la susceptibilidad de cada una de las bacterias se conto con la
variacion existente en los niveles estandar para cada antibidtico, esto quiere decir
gue a pesar de que la Oxacilina presenté los halos mas pequefios no corresponde
a gue tenga mayor porcentaje de resistencia (Grafica 8).

Para los halos de inhibicion, en las dos concentracion de los discos con antibiético,
los resultados que se obtuvieron fueron bastante robustos como para hacer una
comparacion entre los antibidticos y las bacterias, debido a que si se hubiese
evaluado la resistencia Unicamente con la concentracion estandar todas las
bacterias aisladas serian poliresistentes y no se habria podido determinar cual de
estas es mas 0 menos susceptible a los antibioticos en estudio.

Algunas bacterias que producen betalactamasas de espectro extendido (BLEE)
como: Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii, Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter gergoviae y Aeromonas hydrophila pueden ser resistentes al



antibiotico por producir enzimas, lo cual es coherente con que 3 de las 5 bacterias
fueron resistentes a la Ceftriaxona.

Dicho lo anterior se determind que las bacterias resistentes a concentraciones
elevadas fueron: Aeromonas hydrophila y Klebsiella pneumoniae, estas no se
inhibieron adn en una concentracion mas alta, lo que quiere decir que el mecanismo
de resistencia o de inactivacion del antibidtico, a través de la produccion de enzimas,
no se vio afectado por la concentracion del antibiotico, por ejemplo estas tuvieron
nivel resistente e intermedio a la Amikacina y a la Ceftriaxona, se puede intuir que
el mecanismo de resistencia depende de la impermeabilidad al antibiético o
modificacién del sitio blanco. La Enterobacter gergoviae fue intermedio a la
Ceftriaxona y la Oxacilina, sin embargo la Oxacilina presento menor porcentaje de
resistencia.

Es importante mencionar que la Klebsiella pneumoniae es el patégeno mas virulento
después de la E.coli y su forma mas patdégena es por via aérea, sin embargo por
via acuatica es su forma de propagacion mas eficaz y por eso se debe tener en
consideracion dicha via, adicionalmente se desconoce la cinética de la bacteria, por
otro lado esta bacteria causa ITU aparte de las IRA, sin embargo las otras bacterias
a pesar de que son oportunistas son importantes ya que la transmision de genes de
resistencia a antibiéticos ocurre de manera horizontal, es decir entre organismos sin
necesidad de relacion de parentesco directo. La proliferacion en el medio ambiente
de microorganismos no necesariamente patogenos, con genes de resistencia
aumenta la abundancia y la prevalencia en el medio ambiente [40].

La Enterobacter gergoviae a pesar de ser aislada esporadicamente segun el
Servicio de Medicina Interna del Hospital Nuestra Sefiora del Prado, se logro
identificar dos veces mostrando comportamientos opuestos en sus halos de
inhibicion, esto se debe a que las cepas a las que se les realizo el metodo de difusion
fueron de diferentes cultivos puros [39].

Aungue el objetivo final de la mayoria de los estudios sobre la resistencia antibiética
ambiental se asocia con salud humana, este es probablemente el tipo de riesgo
menos explorado, debido en parte, a brechas importantes que obstaculizan las
evaluaciones de riesgo confiables, en particular, la inexistencia de bases de datos
que relacionen los datos de resistencia humanos y ambientales relacionados [40].

El impacto mas significativo radica en la descarga de aguas residuales hospitalarias
con alta carga bacteriana generando la aparicion y el incremento de resistencia
debido a que algunos microorganismos poseen genes y al estar en contacto con
aguellos que no, pueden propagarse. La presencia de bacterias no patdgenas



resistentes representa un riesgo para los seres humanos y el medio ambiente en
gue pueden actuar como reservorios de resistencia, contribuir al almacenamiento y
difusion de los genes de resistencia a los antibioticos [48] [55].

La diferencia entre el resultado obtenido entre riesgo y el metodo de Kirby-Baur es
debido a la concentracion en ambos casos ya que para los medios de cultivo se
utilizé la misma concentracion en todos los medicamentos y para los discos fueron
diferentes para cada antibiotico, cabe aclara que cada uno tiene un analisis diferente
ya que en el metodo de Kirby-Bauer se evalua el perfil de resistencia de cada
bacteria y en analisis de riesgo el efecto de prevalencia de cada antibiotico con
respecto a las UFC/ml totales.

Con respecto a los resultados de riesgo la Oxacilina se muestra como el antibiotico
donde se favorece la prevalencia de los microorganismos con un riesgo de 0,07; el
tratamiento realizado en la PTAR no es totalmente efectivo porque existe un nivel
riesgo y teniendo en cuenta que la mayoria de hospitales no cuenta con ningun
sistema de tratamiento este aumenta, ya que al no existir tratamientos de
eliminacion de este tipo de contaminantes emergentes, los efluentes estan
afectando directamente a los cuerpos de agua y por ende al ecosistema.

A pesar de la PTAR cuenta con un tratamiento de desinfeccidn con cloro este no es
del todo efectivo, debido a que no elimina las trazas de antibioticos, por tal razon es
necesario entrar a determinar el tipo de contaminantes emergentes presentes en
estos efluentes y su mecanismo de eliminacién, para que con la implementacion de
estas medidas se logre reducir al maximo los reservorios que favorezcan a los
microorganismos con caracteristicas de resistencia que son expulsados a los
cuerpos de agua y asi minimizar los impactos ambientales.



9. Conclusiones

Se logré determinar la presencia de ocho microorganismos resistentes mediante su
aislamiento en medios de cultivo (PCA, MSA y MacConkey) con antibiéticos a partir
del agua residual proveniente de los servicios hospitalarios del Hospital de Suba;
las especies identificadas fueron: Enterobacter cloacae, Pantoea spp, Aeromonas
hydrophila, Klebsiella pneumoniae, Citrobacter freudii y Enterobacter gergoviae;
estas dos ultimas encontradas dos veces.

Se identifico el perfil de resistencia de estos ocho microorganismos frente a los
antibioticos Ceftriaxona, Oxacilina y Amikacina; la Ceftriaxona fue el antibiético que
presento mayor nivel de resistencia seguido por la Amikacina, esto se debe a que
son medicamentos de amplio espectro; la Oxacilina fue la de mayor porcentaje de
susceptibilidad. La concentracion del antibidtico constituye un factor que disminuye
la resistencia de las bacterias, ya que al variar la concentracion de antibiotico en los
discos se detecto un gradiente en los halos de inhibicion, mostrando que cepas que
quedaban caracterizadas como resistentes a concentraciones estandar presentan
niveles de sensibilidad en mayores concentraciones de antibiotico.

El tratamiento efectuado en la PTAR no es lo suficientemente eficiente para la
eliminacion total de las trazas de antibioticos que favorecen la presencia de
microorganismos resistentes y al no existir una normatividad o entidad que vigile y
controle los vertimientos hospitalarios, estas entidades no invierten dinero ni ven la
necesidad de implementar otros procesos u optimizar los que ya estan para
disminuir esta problematica.

Los riesgos de transmision de la resistencia a los antibiéticos, deben ser manejados
bajo el principio de precaucion porque puede traer consecuencias negativas al
medio ambiente y a la salud.

Se realizaron cuatro protocolos para laboratorio con el fin de garantizar que los
datos desde el punto de vista de la técnica del método, se realicen de manera
correcta



10.Recomendaciones

Realizar un proceso de zonificacion a través de la utilizacién de tenso activos con el
fin de evitar la presencia de solidos suspendidos en la muestra que pueden influir
en la cantidad de unidades formadoras de colonia.

Se recomienda que la planta realice una medicion de la remocién en cada uno de
los procesos, con el fin de evaluar el funcionamiento y la eficiencia de los mismos,
asi como la implementacion de procesos que eliminen las trazas de antibioticos
presentes en los vertimientos hospitalarios.

Para latoma de muestra tener en cuenta el tiempo que tarda la planta de tratamiento
en realizar su proceso, para asi conocer la cantidad de remocion real por cada
muestra.

Con el fin de tener mayor confiabilidad en la comparacion entre los datos es
necesario que se realice para cada uno de los muestreos, un tratamiento control.

Se sugiere utilizar otro método de identificacion de los microrganismos como
espectrofotometria de masas que sea mas preciso y eficaz, con el fin de identificar
las bacterias antes y después de la PTAR para finalmente realizar el método de
difusion con la misma bacteria en cada punto de muestreo

Utilizar los discos con las concentraciones que se venden comercialmente y en el
medio de cultivo Miller-Hinton, para evitar errores en el método.

Debido a la ausencia de una normatividad y legislacibn colombiana, es
recomendable la generacion de medidas como la educacion a los operarios de las
plantas de tratamiento de aguas residuales acerca de la importancia de los
vertimientos con alta carga bacteriana y presencia de contaminantes emergentes
como los antibiéticos.

Se recomienda tener instalaciones adecuadas y equipos en el laboratorio de
microbiologia, ya que la falta de infraestructura e instrumentos limitan los resultados
de la investigacion.



11.Bibliografia

[1 Organizacion mundial de la salud OMS, «Resistencia a los antimicrobianos,» 2016.

]

[2 D. Hocquet, A. Muller y X. Bertrand, «What happens in hospitals does not stay in
] hospitals: antibiotic-resistant bacteria in hospital wastewater,» Journal of Hospital
Infection, vol. 93, pp. 395-402, 2016.

[3 GreenFacts, «Resistencia a los antibiéticos: causas, consecuencias y formas de
] contenerla,» 2014.

[4 J. Silva Sanchez, «Resistencia a antibiéticos,» Medigraphic, pp. 106-112, Abril 2005.
]

[5 J. L. Martinez, «Environmental Pollution by antibiotics and by antibiotic resistance
] determinants,» Environmental Pollution , vol. 157, pp. 2893-9902, 2009.

[6 M. Gil , A. Soto, J. Usmay O. Gutierrez, «Contaminantes emergentes en aguas,
] efectos y posibles tratamientos,» Produccion + limpia, vol. 7, pp. 52-73, 2012.

[7 Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible , «Resolucion 0631,» 2015.

]

[8 A. Embid, «Resistencia de las bacterias a los antibiéticos,» Revista de Medicinas
] Complementarias, pp. 46-54, 2009.

[9 L. Benavides, L. Aldama y J. Vazquez, «Vigilancia de los niveles de uso de antibi6ticos
] vy perfiles de resistencia bacteriana en hospitales de tercer nivel de la Ciudad de
México,» Salud Publica de México, vol. 47, n® 3, 2005.

[1 J. L. Martinez , «Environmental pollution by antibiotics and by antibiotics resistance
0] determinants,» Environmental pollution, vol. 157, pp. 2893-2902, 2009.

[1 X. Zhang, T. Zhang y H. Fang, «Antibiotic resistance genes in water environmental,»
1] Appl microbiol biotechnol, vol. 83, pp. 397-414, 2009.

[1 Alianza Para el uso Prudente de Antimicrobianos, «Nueva informacion acerca del
2] estudio de reservorios de resistencia (ROAR),» Medigraphic, vol. 29, n® 2, pp. 77-88,
20009.



[1 J. Martinez, «The role of natural environmental in the evolution of resistance traits in
3] pathogenic bacteria,» The royal society, vol. 276, pp. 2521-2530, 20009.

[1 G. Wrigth, «Antibiotic resistance in the environmental: a link to the clinic?,» Current
4] opinion in microbiology, vol. 13, pp. 589-594, 2009.

[1 Biblioteca Nacional de Medicina de los EE.UU., Antibioticos, American Sociey of
5] Health, 2016.

[1 A. Korolkovas y J. Burckhalter, «Compedio esencial de quimica farmaceutica,»
6] Reverté, Espafia, 2006.

[1 Biblioteca Nacional de Medicina de los EE.UU., Ceftriaxona, American Society of
7] Health-System Pharmacists, Inc., 2016.

[1 Centro colaborador de la Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y
8] Tecnologia Medica, ANMAT., Ceftriaxona, Argentina, 2010.

[1 Centro colaborador de la Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y
9] Tecnologia Medica, ANMAT., Amikacina, Argentina, 2004.

[2 Biblioteca Nacional de Medicina de los EE.UU., Amikacina, American Society of
0] Health-System Pharmacists, Inc, 2015.

[2 Biblioteca Nacional de Medicina de los EE.UU., Oxacilina, American Society of Health-
1] System Pharmacists, Inc, 2015.

[2 Centro colaborador de la Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y
2] Tecnologia Medica, ANMAT., Oxacilina, Argentina, 2008.

[2 L. Diaz, «Resistencia bacteriana,» Revista Cubana Medicina Militar, vol. 1, pp. 44-48,
3] 2003.

[2 v. Wintersdorff, J. Penders, v. Niekerk , N. Mills , S. Majumder, A. van, P. Savelkoul y
4] P. Wolffs , «Dissemination of Antimicrobial Resistance in Microbial Ecosystems
through Horizontal Gene Transfer,» U.S. National Library of Medicine, 2016.

[2 O. Sussmann, L. Mattos y A. Restrepo, «Resistencia bacteriana,» Universidad
5] Javeriana, Bogota , 2010.

[2 C. Alonso, Como tratar Enterobacter cloacae, 2016.
6]



[2 V. Fernandez, F. Ballesteros , J. Hervaz, P. Villalon, V. Benedi y S. Alberti, «Molecular

7] epidemiological typing of Enterobacter cloacae isolates from a neonatal intensive care
unit: three-year prospective study,» Journal of Hospital Infection, vol. 49, n°® 3, pp. 173-
182, 2001.

[2 P. X. Cassigara, «Sintomas de Enterobacter cloacae,» [En linea]. Available:
8] http://www.ehowenespanol.com/sintomas-enterobacter-cloacae-lista_102495/.

[2 A. Segado, A. Alonso, A. Garciay S. Lopez, «Pantoea agglomerans: ¢un nuevo
9] patégeno en la unidad de cuidados intensivos neonatales?,» SciELO, vol. 110, pp. 77-
79, 2012.

[3 Decuadro, Ruiz, Martino , Sala y Benech, «Neumonia en gato causada por
0] Enterobacter (Pantoea), reporte de un caso clinico,» smvu, pp. 26-31, 2015.

[3 H. Habsaha, M. Zeehaidaa, H. Rostenbergheb, R. Roraidab, W. Pauzib y |. Fatimahb,

1] «An outbreak of Pantoea spp. in a neonatal intensive care unit secondary to
contaminated parenteral nutrition,» Journal of Hospital Infection, vol. 61, n® 3, p. 213—
218, 2005.

[3 V. Meseguer , M. Carmona Martin, F. Polo y A. Fernandez , «Bacteriemia por
2] Citrobacter freundii: presentacion de dos casos.,» SciELO, vol. 19, n° 2, 2002.

[3 O. Gonzalez, F. Montes , A. Mayorga y M. Letelier , «Infeccion por Citrobacter freudii,»
3] Biblioteca Virtual de Salud en Honduras, vol. 9, n° 1, pp. 6-12, 1982.

[3 M. Herrera, A. Vargas, T. Moya, M. Campos y I. Yock, «Aislamientos de Aeromonas
4] hydrophila.,» Revista Médica del Hospital Nacional de Nifios, vol. 35, 2000.

[3 Facultad de quimica UNAM, Listado de bacterias, Mexico, 2011.
5]

[3 EcuRed, Aeromonas hydrophila, Cuba: Enciclopedia Cubana , 2007.
6]

[3 M. Pinto , M. Ulloa 'y C. Toro, La prevencion es clave frente a Klebsiella pneumoniae
7] productora de KPC, Chile: Facultad de medicina de la universidad de Chile, 2012.

[3 R. Breed, M. y N. Smith, BERGEY'S MANUAL OF DETERMINATIVE
8] BACTERIOLOGY, united states: COPYRIGHT, 1957.



[3 F. Marcos , M. Albo, F. Arbol, F. Casallo y A. Duran, «Infeccion de vias respiratorias
9] bajas por Enterobacter gergoviae,» Servicio de Medicina Interna del Hospital Nuestra
Sefiora del Prado, vol. 22, n° 11, 2005.

[4 C. Manaia, «Assessing the Risk of Antibiotic Resistance Transmission from the
0] Environment to Humans: Non-Direct Proportionality between Abundance and Risk,»
Trends in Microbiology, vol. 25, n® 3, pp. 173-181, 2017.

[4 G. Wright, «The antibiotic resistome: the nexus of chemical and genetic diversity,»
1] Department of Biochemistry and Biomedical Sciences, vol. 5, 2007.

[4 International Association for Food Protection, «Antimicrobial Resistance Risk
2] Assessment in Food Safety,» Journal of Food Protection, vol. 67, n° 9, p. 2063-2071 ,
2004.

[4 Ministerio de Salud y Proteccion Social, «Guia Tecnica “Buenas practicas para la
3] seguridad del paciente en la atencion en salud”,» Biblioteca virtual , Bogota , 2014.

[4 Instituto Nacional de Salud , «Vigilancia y analisis del riesgo en salud publica protocolo
4] de vigilancia en salud publica consumo de antibiotico en el ambito hospitalario,» 2015.

[4 Secretaria Distrital de Salud , «Politica de prevencién, vigilancia epidemiol6gica y
5] control de infecciones intrahospitalarias,» Bogota , 2008.

[4 Unidad Administrativa Especial de Catastro Distrital., Portal Mapas de Bogota, Febrero
6] 2011. [En linea]. Available: http://mapas.bogota.gov.co/portalmapas/.

[4 Ingeniar Ambiente , «Manual de operacion del sistema de tratamiento de aguas
7] residuales industriales, Hospital de Suba E.S.E.,» Manual PTAR, Bogota, 2014.

[4 S. Mora y D. Bolafios, «Evaluacién de la presencia de resistencia a Ceftriaxona,
8] Amikacina y Oxacilina en Escherichia coli en vertimientos de agua residual del
Hospital de Suba Il Nivel E.S.E en Bogotéa,» Bogota, 2015.

[4 L. Zambrano, Protocolo para toma de muestras de aguas residuales, Corporacion para
9] el Desarrollo Sostenible del Sur de la Amazonia, 2010.

[5 A. Chavez, J. Mora y S. Arias, «Proyecto piloto de prospeccién de bioactividad en
0] organismos marinos colombianos.,» lvemar, Santa Marta, 2005.

[5 D. Montgomery, Design and Analysis of Experiments, WILEY, 1991.
1]



[5 K. Hinkelmann y O. Kempthorne, Design and Analysis of Experiments, WILEY, 2008.
2]

[5 Servicio Nacional de Aprendizaje SENA , «Manual de procedimiento de toma de
3] muestra de agua,» Bolivar , 2011.

[5 E. Santambrosio, M. Ortega y P. Garibaldi, «Preparacion de medios de cultivo,»
4] Universidad Tecnologica Nacional, Caba. Argentina , 2009.

[5 L. Nufiez, C. Tornello, N. Puentes y J. Monetton, «Bacterias resistentes a antibioticos
5] en aguas grises como agentes de riesgo sanitario,» Revista Ambiente & Agua , vol. 7,
n° 1, pp. 235-243, 2012.

[5 E. Tzoc, M. Arias y C. Valiente, «Efecto de las aguas residuales hospitalarias sobre los
6] patrones de resistencia a antibiéticos de Escherichia coli y Aeromonas,» Biomed, vol.
15, pp. 165-172, 2004.

[5 E. Watson, «Técnicas para el estriado de una placa de agar,» 2010.
7]

[5 DIFGO FRANCISCO SORIA MELGUIZO, S.A, «Ficha tecnica plate count agar,»

8] septiembre 2009. [En linea]. Available: http://f-
soria.es/Inform_soria/Difco%20Fichas%20tecnicas/PLACAS%20DIFC0O%20Y%20CR
OMOGENICAS%20BD/FT%20PLATE%20COUNT%20AGAR.pdf.

[5 Wold health Organization and Organisation for Economic Co-operacion and
9] Development by, «Assessing Microbial Safety OF Drinking Water,» IWA, 2003.

[6 T. Wohisen , J. Bates , G. Vesey , w. A. Robinson y M. Katouli, «Evaluation of the
0] methods for enumerating coliform bacteria from water samples using precise reference
standards,» pp. 350-356, 2005.

[6 Forster Published by Thomas Telford Publishing, «Wastewater treatment and
1] technology,» Thomas Telford Ltd, pp. 194-202, 2003.

[6 Centro internacional para la investigacion del Fenomeno del Nifio, Aproximacién para
2] el célculo de riesgo.

[6 O. M. d.I. S. (OMS), «Primer informe mundial de la OMS sobre la resistencia a los
3] antibidticos,» 2014.

[6 L. F. Rincon Suarez, Curso basico de modelos lineales, Bogota: Universidad Santo
4] Tomas , 20009.



[6 P. McCULLAGH, «Generalized linear models,» p. 285, 1983.
5]

[6 J. Picazo , «Recomendaciones de la Sociedad Espafiola de Enfermedades,» 2005.
6]

[6 L. Ventola, «The Antibiotic Resistance Crisis,» US National Library of Medicine , vol.
7] 40, 2015.

[6 R. Acevedo Barrios, C. Severiche Sierra y J. Jaimes Morales, «Bacterias resistentes a
8] antibidticos en ecosistemas acuaticos,» Produccion + Limpia, vol. 10, n° 2, 2015.

[6 Secretaria Distrital de Salud de Bogotd,, «Uso prudente de antibidticos en instituciones
9] prestadoras de servicios de salud,» Linotipia Bolivar y Cia. S. en C., Bogota, 2008.

[7 D. Richards , R. Heel , R. Brogden y T. Speight , «Ceftriaxone. A review of its
0] antibacterial activity, pharmacological properties and therapeutic use,» US National
Library of Medicine National Institutes of Health, vol. 6, pp. 469-527., 1984.

[7 CINFASALUD, «Uso responsable de antibiéticos,» 2015.
1]

[7 M. Gil, A. Soto, J. Usma y O. Gutiérrez, «Contaminantes emergentes en agua, efectos
2] y posibles tratamientos,» Produccion + Limpia, vol. 7, n® 2, pp. 52-73, Diciembre 2012.

[7 Organizacion Mundial de la Salud, OMS., «Discurso de la Directora General de la
3] OMS ante las Naciones Unidas sobre la resistencia a los antimicrobianos,» New York,
2015.

[7 Secretaria Distrital de Salud, «Manual de Actualizacién en Resistencia Bacteriana 'y
4] Normas CLSI M100-s20,» Bogota D.C, 2010.

[7 D. Barcel6 y M. Lopez, «Contaminacion y calidad quimica del agua: el problema de los
5] contaminantes emergentes,» Barcelona, 2007.



UNIVERSIDAD SANTO ToMAS

PRIMER CLAUSTRO UNIVERSITARIO DE COLOMBIA FACULTAD DE INGENIERIA AM B I ENTAL

UNIVERSIDAD SANTO TOMAS

PRIMER CEALSTRO UNIVERSITARIO DE COLOMEBILY

PROTOCOLO DE LABORATORIO

Anexo 1: Procedimiento para la preparaciéon de
medios de cultivo.
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OBJETIVOS

Preparar los medios de cultivos necesarios para
llevar acabo el experimento en su totalidad.

MATERIALES

Materiales adquiridos

Muestra de agua
Aluminio

Alcohol

Baja lenguas
Papel vinipel

Antibidtico ( Ceftriaxona, Amikacina, Oxacilina)

Materiales proporcionados

Agua destilada

Medio de cultivo: PCA, MacConkey y MSA
Probeta

Erlenmeyer

Cajas Petri esterilizadas
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Equipos proporcionados

Estufa
Autoclave
Incubadora

Balanza analitica

PROCEDIMIENTO

1.

Determinar la cantidad de agua destilada segun
el numero de cajas Petri que se van a utilizar,
cada caja debe contener 20 ml.

Definir la cantidad de medio necesario por cada
litro de agua segun especificaciones de fabrica.
Realizar una regla de tres simple con respecto a
la cantidad de agua destilada requerida y la
cantidad medio de cultivo necesario por cada
litro de agua.

Medir la cantidad de agua en una probeta.
Pesar en una balanza analitica la cantidad de
medio que se determiné a partir de la regla de
tres.

En un matraz de Erlenmeyer introducir el agua y
el medio.

Agitar fuertemente el matraz de Erlenmeyer,
sellando la parte superior con aluminio.

FACULTAD DE INGENIERIA AMBIENTAL

8. Calentar la mezcla hasta lograr cristalizacion
evitando la ebullicion, para esto la mezcla debe
ser retirada de la parrilla y agitada sobre una
superficie no tan fria.

9. Después se debe esterilizar el medio, para esto
se deja en la autoclave durante 15 minutos a
121°C.

10.Dejar enfriar la mezcla, hasta que este a una
temperatura adecuada para poder servir, si el
medio necesita antibidtico este se debe afiadir a
una temperatura promedio de 60°C.

11.Limpiar el meson con alcohol y prender el
mechero.

12.Verter el medio en la caja Petri debajo de la
flama generada por el mechero hasta tener una
lamina aproximadamente de 3,5 mm que
corresponden a los 20 ml de medio.

13.Dejar enfriar a temperatura ambiente.

14.Si el medio no es utilizado inmediatamente se
debe envolver en papel vinipel y utilizar en un
periodo no mayor a 7 dias.

15.Después de realizar la siembre, se deja en
incubacion de 24 a 48 horas a una temperatura
de 35 a 37°C segun se requiera.

PRECAUCIONES GENERALES
e Siempre usar bata
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e Siempre usar guantes

e Siempre usar tapa bocas

e Siempre limpiar el sitio de estudio antes y
después de trabajar

e Después de terminar de usar las cajas Petri,
siempre lavarlas y dejarlas esterilizadas.

e Antes de usar cada equipo leer el manual de
uso y de ser necesario pedir asesoramiento
de la persona encargada.

e Después de usar cada equipo dejarlo limpio.
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Anexo 2 : Procedimiento para realizaciéon de
siembras sucesivas por agotamiento y tincion de
Gram
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OBJETIVO

Realizar las siembras sucesivas por agotamiento
necesarias para el experimento.

MATERIALES

Materiales adquiridos

Bacteria ya sembrada con anterioridad.

Marcadores indelebles

Materiales proporcionados

Cajas Petri esterilizadas

Medio de cultivo (PCA, MSAC MacConkey)
Asas de cabeza redonda

Laminas

Colorantes (Cristal Violeta, Lugol, Alcohol
acetona y Fucsina)

Agua destilada

Equipos proporcionados

Mechero

Incubadora
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PROCEDIMIENTO

SIEMBRAS SUCESIVAS POR AGOTAMIENTO

1.

Escoger la colonia mas aislada y retirar con el
asa anteriormente flameada.

De ser necesario dividir la placa de agar en
cuatro cuadrantes para mayor facilidad.
Suspender la bacteria en un extremo de la placa
de agar (el medio debe estar libre de antibidtico),
haciendo lineas de un extremo a otro (primer
cuadrante).

Incinerar el asa y dejar enfrian durante tres
minutos en un extremo del interior de la caja Petri
y realizar lineas desde el primer cuadrante y
extender hasta el extremo del cuadrante dos.
Incinerar el asa enfriar en el extremo durante tres
minutos, realizar lineas desde el cuadrante dos
y extenderlas hasta el extremo del cuadrante
tres.

Incinerar el asa enfriar en el extremo durante tres
minutos, realizar lineas desde el cuadrante tres
y extenderlas hasta el extremo del cuadrante
cuatro.

Incinerar el asa durante 2 minutos para eliminar
cualquier residuo de la bacteria.

Después de haber realizado la siempre por
agotamiento se deja en incubacion durante 24

FACULTAD DE INGENIERIA AMBIENTAL

horas a una temperatura de 35 a 37°C. Este
procedimiento se debe realizar una y otra vez
hasta cuando en la tincion de Gram se observe
la colonia totalmente pura.

TINCION DE GRAM

1. En una lamina poner una gota de agua

destilada.

2. Escoger la colonia mas aislada con un asa
de cabeza redonda y frotar en la gota de
agua destilada
Incinerar el asa
4. Dejar secar la gota de agua de ser

necesario ayudarse frotando con el debo el
opuesto de donde esta la gota en la lamina.
5. Después sellar la lamina, pasando la lamina
tres veces rdpidamente por la llama.
6. Realizar la tincién asi:
e Dejar dos gotas de azul violeta
durante 2 minutos.
e Lavar con agua destilada
e Dejar dos gotas de Lugol durante 2
minutos.
e Lavar con agua destilada
e Dejar dos gotas de Alcohol Acetona
durante 30 segundos.
e Lavar con agua destilada

w
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e Dejar dos gotas de Fucsina durante
15 segundos.
e Lavar con agua destilada

7. Dejar secar y ponerle una gota de aceite de
inmersion.

8. Observar en el microscopio en el lente de
100x enfocandolo segun el manual o las
indicaciones de la persona en cagada.

PRECAUCIONES GENERALES

e Siempre usar bata.

e Siempre usar guantes.

e Siempre usar tapa bocas.

e Siempre limpiar el sitio de trabajo antes y
después de trabajar.

e Después de terminar de usar las cajas Petriy
laminas, siempre lavarlas y dejarlas
esterilizadas.

e Antes de usar cada equipo leer el manual de
uso y de ser necesario pedir asesoramiento
de la persona encargada.

e Después de usar cada equipo dejarlo limpio
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Anexo 3: procedimiento para preparacion de
solucién salina, turbidez 0,5 de MacFarland y
suspension del inoculo.

2017
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OBJETIVO

Realizar las suspensiones necesarias para realizar en
trabajo en su totalidad.

MATERIALES
Materiales adquiridos
e Cultivo de la bacteria totalmente pura
e Bajalengua
e Aluminio
Materiales Proporcionados
e 2,45 gr de Cloruro de Bario
e 24,8 ml de acido
e 3tubos de ensayo
e Agua destilada
o Sal
e probeta
e Asas

e Erlenmeyer
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EQUIPOS

e Autoclave
PREPARACION
SOLUCION SALINA

1. Realizar una regla de tres a partir de la cantidad
d agua que se requiera, teniendo en cuenta dos
cosas; la primera es que por cada 100 ml de
agua se necesita 0,85 gr de sal y la segunda es
gue cada tubo de ensayo requiere 9 ml.

2. Medir cantidad de agua destilada con una
probeta e introducirla en un Erlenmeyer.

3. Con un baja lengua tomar la cantidad de sal que
se requiere, esta se debe ser medida en una
balanza analitica.

4. Después la cantidad de sal se deposita en un
Erlenmeyer.

5. Agitar fuertemente hasta lograr una aparente
homogeneidad.

6. Luego introducir 9 ml en cada tubo de ensayo y
esterilizar en la autoclave.
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TURBIDEZ DE MACFARLAND

e En un tubo de ensayo se mezclan 0.05 ml de
BaCl2 1% y 9.95 ml de H2SOs4 1% vy
posteriormente se tapa.

En un tubo de ensayo agregar 9 ml de agua destilada
Agregar aproximadamente 85 ml de
SUSPENSION DEL INNOCULO

1. con el asa flameada se retiran las colonias
aisladas (3-5 colonias) de la bacteria

2. suspender la bacteria en 9ml de solucién salina

al 0,85%

agitar hasta crear una suspension uniforme

4. repetir el mismo procedimiento hasta que se
pueda evidenciar suficiente turbidez

w

PRECAUCIONES GENERALES

e Siempre usar bata.

e Siempre usar guantes.

e Siempre usar tapa bocas.

e Siempre limpiar el sitio de trabajo antes y
después de trabajar.
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e Después de terminar de usar los tubos de
ensayo siempre lavarlos y dejarlos
esterilizadas.

e Antes de usar cada equipo leer el manual de
uso y de ser necesario pedir asesoramiento
de la persona encargada.

e Después de usar cada equipo dejarlo limpio.

e Leer la hoja de seguridad de cada reactivo
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Anexo 4: Procedimiento para laidentificaron de las
bacterias
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OBJETIVO

Realizar la identificacion de todas las bacterias
aisladas.

MATERIALES

Materiales adquiridos

Suspension del inoculo para cada una de las
bacterias a identificar.

Materiales Proporcionados

API
Aceite mineral
Agua destilada

Agua oxigenada

EQUIPOS

Micro pipeta
Puntas
Incubadora

Mechero
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PREPARACION

1.

Se utiliza una suspension bacteriana para
rehidratar cada uno de los microtubos contenidos
en la tira del API.

Se adiciona aceite mineral, agua destilada o agua
oxigenada segun las condiciones de incubacion
gue son especificadas en los instructivos para
cada microtubo segun el tipo de API.

Dejar en la incubadora por un periodo de 24 h.

La presencia de enzimas y/o de productos
metabdlicos generados durante el periodo de
incubacion reaccionan con los  sustratos
contenidos en los microtubos y desarrollan en los
mismos una coloraciébn que puede aparecer en
forma espontdnea o con el agregado de algun
reactivo para su revelado.

La interpretacion de los resultados se basa en la
observacion de las coloraciones desarrolladas,
ésta se lleva a cabo mediante la comparacion del
color obtenido en cada microtubo con el que
muestra la carta de colores. De acuerdo a esa
interpretacion se puede establecer un resultado
positivo (+) o negativo (-).

Después del periodo de incubacion y comparar,
con la carta de colores, los resultados obtenidos en
cada microtubo se colocan en la hoja de resultados
gue suministra el fabricante.
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7. Los datos asi obtenidos pueden transformarse en

un coédigo de 7 digitos denominado “perfil
numérico” que resulta de la suma de los valores
correspondientes a las pruebas positivas
asignados previamente en la planilla.

El cbédigo obtenido se corresponderd a un
determinado género o especie de acuerdo a la
informacion contenida en las bases de datos
suministradas por el fabricante y que pueden
encontrarse disponibles en forma impresa y/o
electronica.

PRECAUCIONES GENERALES

e Siempre usar bata.

e Siempre usar guantes.

e Siempre usar tapa bocas.

e Siempre limpiar el sitio de trabajo antes y
después de trabajar.

e Después de terminar de usar los tubos de
ensayo siempre lavarlos y dejarlos
esterilizadas.

e Antes de usar cada equipo leer el manual de
uso y de ser necesario pedir asesoramiento
de la persona encargada.

e Después de usar cada equipo dejarlo limpio.

e Leer la hoja de seguridad de cada reactivo







