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RESUMEN

Introduccion:

El vertimiento de aguas residuales hospitalarias conduce al establecimiento de
microorganismos de la biota humana en ecosistemas acuaticos. Lo anterior es riesgoso,
al existir la posibilidad de transferencia génica horizontal de genes de resistencia de
antibioticos de las bacterias a otras cepas bacterianas del ecosistema acuatico y del
ambiente en general; contribuyendo a la expansion de la resistencia bacteriana a
antibidticos y la inefectividad terapéutica de estos medicamentos.

Objetivo:

Demostrar el riesgo ambiental por vertimiento de aguas residuales de un hospital a un
rio urbano en Santa Clara, Cuba.

Materiales y Métodos:

Se aislaron bacterias del sedimento y suelo de la ribera del rio Bélico y se determiné su
resistencia a los antibidticos parenterales de uso intrahospitalario empleados entre 2015
y 2019. De ser esta positiva, se estimo el riesgo ambiental de estos medicamentos en
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aguas superficiales terrestres y se valord la resistencia de cepas intrahospitalarias.
Resultados y Discusion:

Todas las cepas bacterianas aisladas fueron resistentes al menos a uno de los
antibioticos parenterales de uso intrahospitalario empleados en el periodo objeto de
estudio. Todos los antibidticos resultaron ambientalmente riesgosos en aguas
superficiales terrestres. EXistié una elevada resistencia microbiana a antibioticos en las
cepas aisladas de pacientes hospitalizados.

Conclusiones:

El vertimiento de las aguas residuales sin tratar al rio Bélico, condujo al establecimiento
de cepas bacterianas que pueden tener un impacto negativo en el ambiente, incluyendo
la salud humana.

Palabras clave: bacterias; resistencia bacteriana a antibidticos, transferencia génica
horizontal.

ABSTRACT

Introduction:

The discharge of hospital wastewater leads to the establishment of microorganisms from
human biota in aquatic ecosystems. This is risky, as there is the possibility of horizontal
gene transfer of antibiotic resistance genes from bacteria to other bacterial strains in the
aquatic ecosystem and the environment in general, contributing to the expansion of
bacterial resistance to antibiotics and the therapeutic ineffectiveness of these medicines.
Objective:

To demonstrate the environmental risk due to discharge of wastewater from a hospital
into an urban river in Santa Clara, Cuba.

Materials and Methods:

Bacteria were isolated from sediment and soil from the banks of the Bélico river and
their resistance to parenteral antibiotics for intra-hospital use employed between 2015
and 2019 was determined. If positive, the environmental risk of these medicines in
terrestrial surface waters was estimated, and the resistance of in-hospital strains was
assessed.

Results and Discussion:

All isolated bacterial strains were resistant to at least one of the parenteral antibiotics for
intra-hospital use employed in the period under study. All antibiotics were
environmentally risky in terrestrial surface waters. There was a high antibiotic
resistance of the strains isolated from hospitalized patients.

Conclusions:

The discharge of untreated wastewater into the Bélico river led to the establishment of
bacterial strains which can have a negative impact on the environment, including human
health.

Keywords: bacteria; bacterial resistance to antibiotics; horizontal gene transfer.
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1. INTRODUCCION

Las enfermedades infecciosas siguen estando hoy, entre las causas mas importantes de
muerte en la humanidad (Alés, 2015). La introduccidén de los antibidticos en la practica
clinica supuso una de las intervenciones mas significativas para su control y aumento en
varios afos la esperanza de vida de la poblacion (Pagalilauan y Limaye, 2013).

Los antibidticos son los medicamentos mas recetados y consumidos en el mundo en los
ultimos afios (Cassini y col., 2019). No obstante, debido a un uso inadecuado de estos
farmacos, ha surgido la denominada resistencia microbiana a antibiéticos (RMA), con
consecuencias importantes para la salud publica mundial (Comision Europea, 2020).
Mediante la RMA un microorganismo previamente sensible se vuelve resistente, bien
por procesos de mutacion o por adquisicion de genes de resistencia (Garcia-
Lamberechts y col., 2017; Gonzélez-del Castillo y col., 2017).

Aunque el problema de la RMA se relaciona normalmente con el ambito hospitalario,
sus repercusiones escapan de las paredes del hospital (Moré y col., 2022).

El uso excesivo de los medicamentos antibacterianos ha aumentado su presencia en las
aguas residuales, asi como sus efectos genotoxicos, el desarrollo y proliferacion de
bacterias resistentes y la transferencia al medio ambiente de sus genes de resistencia
(Kumar y Pal, 2018). Lo anterior conduce a alteraciones al medio acuatico y riesgos
para la salud animal y humana.

El Hospital Clinico Docente Quirargico “Celestino Herndndez Robau” de la ciudad de
Santa Clara, se dedica a la atencidn hospitalaria, investigacion y docencia médica. Es un
hospital de alta complejidad, que brinda servicio a cuatro provincias del centro del pais:
Villa Clara, Cienfuegos, Sancti Spiritus y Ciego de Avila. Esta unidad de salud adolece
de una planta de tratamiento de aguas residuales (PTAR) y segln los responsables del
mantenimiento constructivo del hospital, aproximadamente el 10% del agua residual es
liberada al rio Bélico mediante una tuberia insertada afios atrés.

Este vertimiento se produce en un area ubicada a tres cuadras del hospital, cercana a la
calle Barcelona, perteneciente al Consejo Popular Condado Sur; zona en la que
coexisten problemas urbano-ambientales. El resto del agua residual pasa directamente a
la red de alcantarillado que la conduce hacia las lagunas de oxidacion del territorio.
Verter aguas residuales sin tratar en un ecosistema acuatico, puede conducir a la
introduccidén de bacterias resistentes a antibio6ticos al medio, las que de establecerse en
forma libre pueden ver favorecido su crecimiento y la formacion de biopeliculas (Saenz-
Arias y col., 2023). Este desarrollo se potenciaria, de llegar hasta el medio acuético,
niveles de residuos de antibidticos apreciables, debido a la seleccion positiva de poseer
estas bacterias genes de resistencia a estos farmacos.

En la presente investigacion se traz6 como objetivo demostrar el riesgo ambiental por
vertimiento de aguas residuales de un hospital a un rio urbano en Cuba.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Seleccidn de aislados bacterianos procedentes del ecosistema acuatico

Se fijaron tres puntos de muestreo en el suelo de la ribera del rio y tres en su sedimento.
En esta area el suelo es arcilloso y el sedimento arenoso. Los puntos de muestreo en el
sedimento se ubicaron dentro del rio, en direccion perpendicular a los del suelo. El
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punto 1 se situd a 0,5 m del correspondiente en la ribera; el punto 2 a 1,0 my el punto 3
a 0,25 m. El punto 1 de sedimento se encontraba a 30 cm de profundidad y el flujo de
agua se considero medio; el 2 estaba a 18 cm de profundidad con un flujo de agua lento;
el 3 a 23 cm de profundidad con un flujo de agua rapido. El flujo de agua se determiné
por apreciacion visual. La ubicacion de cada punto, profundidad y flujo del agua
estuvieron condicionadas por las caracteristicas del area y se tuvo en cuenta la cercania
al desagle de la tuberia presumiblemente proveniente del hospital con aguas residuales
y aspectos que los diferenciaran.

En cada punto de muestreo se tomaron tres muestras, para un total de 18. Las muestras
se trasladaron en bolsas de nylon hacia un local abierto y se dispusieron a la sombray a
temperatura ambiente para su secado durante 21 dias. Posteriormente, se aislaron
colonias bacterianas por el método de diluciones seriadas. Esto se realizo en el
laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la
Universidad Central “Marta Abreu” de Las Villas (UCLV).

Cada aislado se rotuld teniendo en cuenta el punto de muestreo (Pt) con valores entre
uno y tres, el tipo de muestra: sedimento (Se) o suelo (Su) y por altimo ndmeros
consecutivos para los aislados de cada punto.

Se conservaron aquellas colonias que presentaron diferencias en al menos uno de los
siguientes caracteres culturales: forma, elevacién, borde, consistencia, propiedades
oOpticas, color, superficie y tamafio.

Para el aislamiento de las cepas bacterianas y su conservacion se empled el medio de
cultivo agar nutriente.

Como criterio de seleccion diferencial también se tuvieron en cuenta aspectos
morfoldgicos y bioquimicos.

Una vez realizada la tincion de Gram y observadas las preparaciones en microscopio
Optico de campo claro, a los aislados Gram positivos que presumiblemente tenian
endosporas, se les realizd la tincion diferencial de estas estructuras de resistencia para
determinar su formay posicion.

A los aislados bacterianos Gram negativos se les aplicd una bateria de pruebas que
incluyd: fermentacion de glucosa y lactosa con produccion de acido y gas, hidrdlisis de
la urea, motilidad, produccion de indol, Voges-Proskauer, utilizacion de citrato como
Unica fuente de carbono, desaminacion de la fenilalanina, descarboxilacion de la lisina y
la ornitina, oxidacion-fermentacion y oxidasa. Estas pruebas se ejecutaron en el
Laboratorio de Microbiologia del Hospital Universitario Clinico Quirdrgico “Arnaldo
Milian Castro”, segun las metodologias propuestas en el Bergey’s Manual of
Determinative Bacteriology (Holt y col., 1994).

2.2 Determinacion de la resistencia microbiana de los aislados bacterianos del rio a
antibidticos parenterales de uso intrahospitalario

La determinacion de la RMA frente a los antibidticos de uso restringido empleados en
el hospital en el periodo comprendido entre 2015 y 2019, antes de la pandemia de
COVID-19, de las cepas bacterianas conservadas, se llevé a cabo mediante el método de
Kirby-Bauer. Para ello se siguieron criterios establecidos internacionalmente (CLSI,
2014). Se empled el diametro medio del halo de inhibicion de tres réplicas y las tablas
establecidas para definir las respuestas de resistente (R), susceptible (S) o de
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Susceptibilidad Intermedia (SI).

2.3 Prediccion de la concentracion ambiental de los antibidticos en aguas
superficiales terrestres

Se realiz6 un estudio de consumo de los antibidticos de uso restringido empleados en el
hospital en el periodo comprendido entre 2015 y 2019. Para ello se revisaron las actas
elaboradas por el comité de antibidticos, realizadas cada mes y ubicadas en la Farmacia
intrahospitalaria. Ademés, se consultaron las tarjetas de estiba en el almacén de
medicamentos de la propia institucion y los registros de entrada de antibioticos
parenterales a la institucion, procedentes de la Empresa Comercializadora y
Distribuidora de Medicamentos (ENCOMED) en Villa Clara.

Para el calculo del consumo se utilizo la metodologia ATC/DDD, desarrollada por el
grupo de investigaciéon de utilizacion de medicamentos, disponibles en el Centro de
Colaboracién de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) (WHOCC, 2020).

Los resultados del estudio de consumo se utilizaron para predecir la concentracion
ambiental de los antibioticos en aguas superficiales terrestres (PECw, siglas del término
en inglés Predicted Environmental Concentration in waters), utilizando una formula
resultante del andlisis de lo referido por Besse y col., (2008) y por Li y col., (2020).
Agregandose el factor 1/10. De modo que se empleo la formula:

CxEx(1-R)

PECw = [VxPxDx365

|x1/10 )

Donde:

C: Cantidad de farmaco consumido en un afio en miligramos.

E: Factor de excrecidn sin cambios en humanos. Se considera el maximo porcentaje con
valor igual a 1, para simular el peor de los escenarios.

R: Tasa de eliminacidon en plantas de tratamiento de agua residual. EI hospital objeto de
estudio no posee PTAR, los residuos farmacéuticos no son eliminados: se considera
un valor de 0% para este parametro.

V: Volumen de agua residual del hospital por dia por cada persona (I/dia/persona) igual
a 213 |. En este caso se considera el nimero de personas que consumieron cada
medicamento en el afio. Los datos fueron proporcionados por el Departamento de
Estadistica del hospital objeto de estudio.

P: Poblacion que consumi6 el farmaco en un afio.

D: Factor de dilucion. Se le aplica un valor de 10 por defecto, segln las guias de la
Agencia de Medicina Europea.

Los antibacterianos con valores de PECy > 0,01 pg/l se consideran riesgosos para el

ambiente desde el afio 2006, segun la Agencia Europea de Medicamentos (EMEA,

2006).

2.4 Evaluacion de la resistencia microbiana a antibiéticos intrahospitalarios

Se refirieron las bacterias aisladas con mayor frecuencia y la RMA segun antibiograma
realizado por el método de Kirby-Bauer (CLSI, 2014). Para la obtencion de los datos se
utilizaron los mapas microbioldgicos de las salas de Cirugia, Terapia Intensiva,
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Medicina y Oncologia del hospital, correspondientes a los afios 2015 al 2019, ubicados
en el Departamento de Microbiologia de la institucion de salud.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Seleccion de aislados bacterianos procedentes del ecosistema acuatico

Atendiendo a sus diferencias se seleccionaron 11 aislados bacterianos, los cuales
pudieran ser de especies diferentes 0 al menos, cepas con caracteristicas diferentes de
una especie.

Siete aislados fueron bacilos Gram positivos. De estos, Pt1-Su-3, Pt3-Su-7, Pt1-Se-9 y
Pt1-Se-10 presentaron endospora; elipsoidal central los dos primeros y subterminal los
dos segundos. Pt3-Se-15 fueron bacilos grandes a los que no se les observo endosporas,
Pt2-Se-12, tetracocos y Pt2-Su-5 bacilos finos muy pequefios sin endosporas. Los
aislados similares morfoldgicamente difirieron culturalmente. Pt1-Su-3 presento
consistencia cremosa y Pt3-Su-7 seca. Las colonias de Pt1-Se-9 fueron irregulares y las
de Pt1-Se-10 circulares.

El resto de los aislados resultaron ser bacilos Gram negativos de menor o mayor
longitud y grosor. Pt3-Se-1 y Pt3-Se-8 difirieron en nueve de las pruebas realizadas.
Teniendo igual resultado en todas Pt1-Su-2 y Pt1-Su-4. Sin embargo, la forma de sus
colonias y el borde de estas eran diferentes. La primera formaba colonias de elevacién
plana y borde ondulado y la segunda de elevacion convexa y borde entero.

3.2 Determinacion de la resistencia microbiana de los aislados bacterianos del rio a
antibioticos parenterales de uso intrahospitalario

En el periodo estudiado se consumieron los siguientes antibidticos: amikacina,
gentamicina, ceftriazona, cefazolina, cefotaxima, ceftazidima, cefepime, cefuroxima,
ciprofloxacina, metronidazol, meropenem, vancomicina, cotrimoxazol, amoxicilina +
sulbactan, levofloxacina, piperacilina + tasobactan, clindamicina y colistina.

Los siete aislados Gram positivos fueron resistentes a cefuroxima; seis a ceftazidima;
tres a ceftriazona, cefotaxima y cefepime; dos a cotrimoxazol y uno a ciprofloxacina. Se
observo por lo tanto, una prevalencia de la RMA a las cefalosporinas. Tres aislados
fueron resistentes a seis antibioticos.

Los cuatro aislados Gram negativos fueron resistentes solo a cefuroxima, por lo que se
identifico una mayor multiresistencia en los Gram positivos.

Diversos autores incluyen en sus estudios la identificacion de bacterias potencialmente
patbgenas presentes en ecosistemas acudticos, tanto Gram positivas como
Staphylococcus spp., Mycobacterium spp. y Enterococcus spp., como Gram negativas,
tales como: Klebsiella spp., Pseudomonas spp., Legionella spp., Vibrio spp., Salmonella
spp., Arcobacter sp., Aeromonas spp., Chrysomonas spp. y Campilobacter spp.. Para
algunas de estas se han determinado genes de virulencia y resistencia a antibioticos (Al-
Bahry y col., 2009; Devane y col., 2019; Fresia y col., 2019; Meena y col., 2020;
Gotkowska, 2021).
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3.3 Prediccion de la concentracion ambiental de los antibidticos en aguas
superficiales terrestres (PECw)

El célculo de la concentracién ambiental predicha de antibidticos en aguas superficiales
terrestres (PECw) arrojo los resultados que se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Concentracion ambiental predicha en aguas superficiales terrestres (PECw) de los
antibidticos de uso parenteral. Hospital Universitario Clinico Quirargico “Celestino Hernandez
Robau”. Santa Clara. 2015-2019. Fuente: Elaboracion propia.

S PECw
Antibiotico 2015 | 2016 |2017 |2018 | 2019
Amikacina 500 mg (dmpula) 0,7 0,7 0,9 0,8 0,5
Gentamicina 80 mg (dmpula) 0,2 0,1 0,2 0,1 0,1
Ceftriazona 1 g (bulbo) 1,2 1,3 1,4 1,6 1,6
Cefazolina 1 g (bulbo) 7,4 6,8 8,3 2,3 4,1
Cefotaxima 1 g (bulbo) 1,9 3,7 2,3 2,0 1,1
Ceftazidima 1 g (bulbo) 1,7 1,7 1,9 1,9 15
Cefepime 1 g (bulbo) 1,8 1,9 2,0 1,9 1,2
Cefuroxima 750 mg (bulbo) 2,0 15 1,5 2,5 1,4
Ciprofloxacina 200 mg (bulbo) 0,6 0,5 0,6 0,4 0,3
Metronidazol 0,5% 100 ml (frasco) 1,3 1,1 1,2 1,1 0,6
Meropenem 1 g (bulbo) 2,3 2,1 2,1 2,2 2,0
Vancomicina 500 mg (bulbo) 2,1 1,7 1,5 1,2 1,2
Cotrlm'oxazol gsulfametoxa,zol 400mg + 16 14 15 14 13
trimetropina 80 mg) (ampula)
Amoxicilina 500 mg + sulbactan 250 mg 15 16 0.0 12 17
(bulbo)
Levofloxacina 500 mg (bulbo) 0,4 0,3 0,4 0,1 0,4
Piperacilina 1 g + tasobactan 250 mg 51 5.0 22 35 36
(bulbo)
Clindamicina 100 mg (ampula) 0,0 2,1 0,9 1,8 0,9
Colistina 100 mg (bulbo) 0,0 0,2 0,3 0,1 0,2

Resultados en pg/l.

Todos los antibidticos tuvieron riesgo ambiental para aguas superficiales terrestres
(PECW > 0,01 pg/l). En los afios en que el resultado fue nulo, no se consumieron dichos
antibioticos en el hospital, encontrandose disponibles.

Fatta-Kassinos y col., (2011) han informado concentraciones perjudiciales para los
organismos acudticos de las cefalosporinas en aguas superficiales y residuales.

Por otro lado, la sola presencia de residuos de estos medicamentos es potencialmente
nociva para el ambiente, con independencia de su efecto en la RMA. En la evaluacion
de la ecotoxicidad aguda en Artemia salina L. y Physa cubensis P., de antibidticos con
riesgo ambiental, los cuales resultaron potencialmente dafiinos para la biota de aguas
superficiales terrestres dados sus valores de PECw, se determin6 que ceftazidima se
clasifica como “Muy toxico” y cefepime y cefotaxima como “Moderadamente toxicos”
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para el primer organismo modelo. Mientras que cefepime y cefazolina se clasifican
como “Muy toxicos” para el segundo (Hernandez-Martinez y col., 2017).

En otro estudio de ecotoxicidad aguda en semillas de Lactuca sativa L., se determind
que el cotrimoxazol se clasifica como “Muy téxico”, mientras que cefepime, cefazolina
y vancomicina se clasifican como “Moderadamente toxicos” (Hernandez-Martinez y
col., 2016).

Aunque es valido aclarar que en ambos estudios se hall6 un efecto toxico a
concentraciones de los antibidticos en el orden de los g/l, mayores que las predichas en
la presente investigacion. No obstante, el efecto en pruebas ecotoxicoldgicas cronicas
no esta disponible y pudiera ser sorprendente.

Por lo tanto, se requiere de una planta de tratamiento de aguas residuales eficiente, para
la eliminacién de microorganismos procedentes del hospital. Ademas, una remodelacion
constructiva que elimine el vertimiento de parte de sus aguas residuales al rio urbano
cercano.

3.4 Evaluacion de la resistencia microbiana a antibioticos intrahospitalarios

El 49,5 % de los aislados de Escherichia coli fueron resistentes a 11 de los antibioticos
objeto de estudio. Destaca la elevada resistencia, por encima del 60 % a cefazolina,
ceftriazona, y ciprofloxacina.

El 55,4 % de los aislados de Klebsiella spp. y el 19,4 % de Pseudomonas aeruginosa
fueron resistentes a nueve antibioticos. El porcentaje de resistencia de Klebsiella spp. a
piperacilina + tasobactan, cefazolina, gentamicina, amikacina, ceftriazona,
ciprofloxacina, ceftazidima, cefepime y meropenem fue elevado.

Otros autores refieren que el analisis de los fenotipos con resistencia a cefalosporinas de
tercera generacion, sugieren la presencia de [-lactamasas de espectro extendido
(BLEES) en E. coli (54 %) y Klebsiella spp. (64 %) en servicios de hospitalizacion
(Gémez-Hernandez y col., 2019).

El 48,2% de las muestras de Staphylococcus aureus mostré resistencia a siete
antibioticos, destacando la alta resistencia a las penicilinas, cefazolina, ceftriazona y
ciprofloxacina. Este resultado es similar al encontrado en otro hospital (Pachay-
Solorzano, 2018). Estos aislados fueron sensibles a cefepime y meropenem.

Los bacilos no fermentadores diferentes de Pseudomonas aeruginosa son
intrinsecamente resistentes a antibio6ticos, segln los resultados en una investigacion
realizada por Ramirez-Gonzélez y col., (2021), en la que estos fueron resistentes a
aztreonam (50 %), ampicilina (75 %), augmentin (amoxicillin + &cido clavulanico)
(77,8 %), ceftriazona (55,6 %), cefotaxima (60 %), cefepime (77,8 %) y meropenem (80
%). Mientras que Pseudomonas aeruginosa llego a ser resistente en el 100 % de los
antibiogramas de cefalexina, cefotaxima, imipenem, cefuroxima, oxacillin, tetraciclina 'y
cotrimoxazol.

En el presente estudio se obtuvo un resultado diferente. La resistencia mostrada no llegd
al 40 % en los antibiogramas de piperacilina + tasobactan, gentamicina, amikacina,
cotrimoxazol, ceftriazona, ciprofloxacina, ceftazidimay cefepime.

El 76,5 % de las muestras aisladas de Acinetobacter spp. mostraron resistencia a 12 de
los antibioticos y no fueron sensibles a ninguno de los antibidticos estudiados.

Este resultado es similar al realizado en otro hospital cubano donde al evaluarse la
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sensibilidad antimicrobiana, resultd que Acinetobacter spp. presentaron una alta RMA a
la mayoria de los antimicrobianos usados (penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos y
aminoglucosidos), (Ramirez-Gonzélez y col., 2021). En este estudio se constatd un
mayor porcentaje de resistencia a la ceftriazona de los aislados de Serratia (100 %) y
Enterobacter spp. (91,7 %).

Se precisa de un analisis de los especialistas de la entidad, debido a la elevada
resistencia antimicrobiana de aislados bacterianos intrahospitalarios. Esta seria una
posible estrategia conveniente, ademas, para disminuir el establecimiento de nuevas
cepas resistentes a antibidticos en el ambiente acuatico.

4. CONCLUSIONES

1. El vertimiento de parte de las aguas residuales del Hospital Clinico-Quirurgico
“Celestino Hernandez Robau” de la ciudad de Santa Clara a un rio urbano,
constituye un riesgo para el ambiente, incluido el hombre, debido al
establecimiento de bacterias resistentes a antibidticos parenterales de uso
intrahospitalario.

2. El uso de antibioticos parenterales en el periodo comprendido entre 2015 y 2019
en el hospital fue ambientalmente riesgoso.

3. En el periodo evaluado existié una elevada resistencia microbiana a antibi6ticos
de aislados bacterianos intrahospitalarios frente a los antibidticos estudiados.
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