78

infectio

ACIN

ASOCIACION COLOMBIANA
DE INFECTOLOGIA

ARTICULO ORIGINAL

Alta frecuencia de bacilos Gram negativos de
importancia clinica resistentes a betalactamicos
en efluentes de aguas residuales hospitalarias

Sara Tellez-Carrasquilla’?, Erika A. Rodriguez'3, J. Natalia Jiménez'#

Resumen

Introduccion: La resistencia bacteriana es una problemética multifactorial, donde otros escenarios diferentes al hospitalario han cobrado gran importancia.
Objetivo: Determinar la presencia de bacilos Gram negativos resistentes a betalactamicos de importancia clinica en aguas residuales de un hospital de alta com-
plejidad de la ciudad de Medellin, Antioquia.

Materiales y métodos: Estudio descriptivo de corte transversal. Entre noviembre y diciembre de 2018 se realizaron dos muestreos en dos efluentes de agua resi-
dual de un hospital de alta complejidad. Las bacterias fueron aisladas empleando medios cromogénicos y posteriormente se realizé caracterizacion molecular de
betalactamasas empleando PCR. La identificacion bacteriana y la susceptibilidad se llevaron a cabo por métodos automatizados.

Resultados: Noventa aislados fueron obtenidos, de los cuales el 78,90% (n=71) portaban al menos un gen que codificaba para BLEE 6 penicilinasas; y el 78,90%
(n=71) al menos un gen para carbapenemasas. Citrobacter freundii fue la bacteria predominante (30% n=12), seguida de Klebsiella pneumoniae (25% n=10). En
todos los aislados seleccionados se encontré Multidrogorresistencia (MDR) (100% n=40).

Conclusion: La alta presencia de bacterias resistentes a betalactdmicos en aguas residuales hospitalarias evidencia la necesidad de implementar estrategias de
manejo de estos desechos, dado el riesgo potencial para la transmisién y diseminacion de bacterias resistentes.
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High frequency of clinically important Gram-negative bacilli resistant to beta-lactams in hospital wastewater effluents.

Abstract

Introduction: Bacterial resistance is a multifactorial phenomenon, where scenarios other than the hospital setting have gained significant importance.

Objective: To determine the presence of beta-lactam-resistant Gram-negative bacilli of clinical importance in wastewater from a highly complex hospital in Me-
dellin, Antioquia.

Materials and methods: A descriptive cross-sectional study was carried out. Two wastewater samples were taken from two effluents from a highly complex hospital
between November and December 2018. Bacteria were isolated from chromogenic agar, and subsequently, molecular PCR characterization of beta-lactamases of
clinical importance was performed. Bacterial identification and susceptibility were determinate by automatized method.

Results: Ninety isolates from hospital effluents were obtained, of which 78.90% (n=71) had at least one gene that encoded for ESBL or penicillinase; and 78.90%
(n=71) at least one gene coding for carbapenemases. Citrobacter freundii was the predominant bacteria in the evaluated isolates (30% n=12), followed by Klebsiella
pneumoniae (25% n=10). In the isolates selected for susceptibility determination, all (100% n=40) were found to have multidrug resistance (MDR).

Conclusion: The high presence of bacteria resistant to beta-lactams in wastewater from hospital, evidences the need to implement management strategies for
these wastes, given the potential risk for the transmission and spread of resistant bacteria.

Keywords: Bacterial resistance, Gram negative bacilli, hospital wastewater, betalactamases.

Introduccion

La resistencia bacteriana se ha convertido en un problema
grave de salud publica en todo el mundo, con serias impli-
caciones clinicas relacionadas con altas tasas de mortalidad,
morbilidad, estancias hospitalarias prolongadas y ademas
que trae consigo una carga econémica seria’.

Entre los antimicrobianos de mayor prescripcion a nivel intra-
hospitalario y comunitario se encuentran los Betalactamicos,
debido a su alta estabilidad y baja toxicidad. A este grupo
pertenecen antibioticos como las penicilinas, las cefalospori-
nas y los carbapenémicos. Sin embargo, durante las Ultimas
décadas un nimero importante de microorganismos, como
los bacilos Gram negativos han desarrollado diferentes me-
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canismos de resistencia a este grupo de antibidticos, los cua-
les pueden ser enzimaticos y no enzimaticos, siendo los més
frecuentes aquellos mediados por enzimas denominadas be-
talactamasas incluyendo las penicilinasas, betalactamasas de
espectro extendido (BLEE) y las carbapenemasas que degra-
dan todos los betalactdmicos incluyendo carbapenémicos?.

Tradicionalmente la resistencia bacteriana se ha asociado a en-
tornos hospitalarios, los cuales fueron considerados durante
muchos aflos como sus principales reservorios debido al alto
uso de antibidticos. Sin embargo, la resistencia bacteriana no
esta restringida a estos lugares. El uso inadecuado de antibié-
ticos en la comunidad y en otras actividades humanas, como
la ganaderia, la agricultura, la acuicultura, la medicina veteri-
naria, entre otras, ha mostrado que la resistencia bacteriana es
una problematica de caracter multifactorial donde reciente-
mente, el ambiente ha cobrado gran importancia®.

En particular, las aguas residuales hospitalarias se han con-
vertido en blanco de estudio al ser reservorios de antibio-
ticos, bacterias resistentes, y genes de resistencia, consi-
derados contaminantes emergentes y puntos calientes de
diseminacién de la resistencia hacia el ambiente*®. Varios
autores sugieren que la presencia de estos contaminantes
en los cuerpos de agua podria alterar la microbiota natural
presente en los ecosistemas acuéticos y favorecer procesos
de transferencia horizontal entre bacterias de importancia
clinica y ambiental®. A pesar de que la liberacion de aguas re-
siduales hospitalarias no tratadas podria representar un peli-
gro para el medio ambiente y la salud humana, existen pocos
estudios a nivel local dirigidos a evidenciar la problematica.

Teniendo en cuenta que Colombia, es uno de los paises en
Latinoamérica con mayores porcentajes de bacterias resisten-
tes a betalactamicos, en este trabajo se propuso determinar la
presencia de bacilos Gram negativos resistentes a betalacta-
micos de importancia clinica en aguas residuales de un hos-
pital de alta complejidad de la ciudad de Medellin, Antioquia.

Lo anterior con el fin de dar a conocer la necesidad de ge-
nerar alternativas para el control de la diseminacién de la
resistencia bacteriana en la ciudad.

Materiales y métodos

Tipo y lugar de estudio

Se realizé un estudio descriptivo de corte transversal en un
hospital de alta complejidad ubicado en la ciudad de Me-
dellin, con 754 camas. Se realizaron 2 muestreos durante
los meses de noviembre y diciembre del afio 2018, donde
se evalud el efluente de dos puntos del hospital: Punto 1:
correspondiente a efluentes provenientes de los servicios de
hospitalizacion general adultos y pediatria, medicina interna
y servicio de alimentacién. Punto 2: perteneciente a efluentes
de Urgencias, hospitalizacion quirdrgica, unidad de cuidados
intensivos (UCI) y unidad de cuidados especiales (UCE) de
adultos y pediatrica.

Recoleccion de la muestra

Se tomaron aproximadamente 500 mL de agua residual pro-
veniente de los dos puntos de muestreo en frascos de vidrio
estériles. Posterior a la recoleccion, las muestras fueron trans-
portadas al laboratorio a 4°C. El anélisis microbioldgico fue rea-
lizado dentro de las primeras 4 horas luego de la recoleccion.

Tamizaje de Bacilos Gram Negativos (BGN) resistentes a
los betalactamicos

A partir de las muestras obtenidas se tomé 1 mLy se realiza-
ron diluciones seriadas en agua peptonada al 1% hasta 107,
posteriormente, se tomaron 100 uL de las diluciones previa-
mente preparadas y se sembraron por triplicado en los aga-
res cromogénicos ChromID® ESBL y ChromID® Carba res-
pectivamente. Todas las muestras se incubaron a 37°C (+ 2)
durante 18 a 24 horas aproximadamente. El tamizaje de BGN
resistentes a betalactamicos se realizé siguiendo el protocolo
detallado por Aristizabal et al’; brevemente, del ChromID®
ESBL y ChromID® Carba se seleccionaron aleatoriamente
aproximadamente 5 colonias de cada morfotipo bacteriano
de acuerdo a lo establecido por la casa comercial: Escherichia
coli productora de una coloracién rosada, Proteae (Proteus
spp, Providencia spp, Morganella spp) coloracién marrén os-
curo a claro y microorganismos del grupo KESC (Klebsiella
spp, Enterobacter spp, Serratia spp y Citrobacter spp) colo-
racién verde/azul. Las colonias fueron aisladas en agar Mac-
Conkey y agar nutritivo. A partir del agar nutritivo, se realizd
la prueba de la oxidasa, empleando Bactident® Oxidasa para
diferenciar enterobacterias y no enterobacterias.

Caracterizacion molecular de penicilinasas, BLEE y
carbapenemasas de importancia clinica

A los bacilos Gram negativos sospechosos de presentar re-
sistencia a betalactadmicos, seleccionados a partir del Chro-
mID® ESBL y ChromID® Carba, se les realizd una extraccion
de DNA utilizando el kit comercial "DNA Wizard Genomic
Purification kit” (Promega, Madison, WI, USA). La caracteriza-
cion molecular de penicilinasas, BLEE y carbapenemasas de
mayor importancia clinica fue llevada a cabo usando diferen-
tes protocolos de PCR multiplex. Para la deteccion de beta-
lactamasas tipo cefalosporinasas y penicilinasas se emplea-
ron los protocolos establecidos por Dallenne et alé, en este
sentido, se detectaron las betalactamasas tipo bla,,, bla,,,
bla_,, ,,del grupo 1, bla ., ,,del grupo 2, bla_,, ,,del grupo 9y
bla,, ,,del grupo 8/25 y para el caso de las carbapenemasas
se implementé el protocolo descrito por Poirel et al y Elling-
ton et al*' para detectar bla,,, bla,,, bla,,, bla,,,y bla

CTX-M

KpC" vim! NDM OXA-48"

Identificacion y perfil de susceptibilidad a los
antimicrobianos

De acuerdo a los resultados obtenidos en la caracterizacion
molecular, se seleccioné una muestra representativa (n=40)
de estos aislados para realizar la identificacién de especie y
determinar el perfil de susceptibilidad. De estas cepas selec-
cionadas el 50% (n=20) provenian del punto de muestreo
1y el 50% restante del punto de muestreo 2. La identifica-
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cion de especie de los aislados seleccionados se llevé a cabo
empleando el sistema automatizado Vitek-2 y la tarjeta GN,
para el perfil de susceptibilidad a los antibioticos se utiliz6 la
tarjeta AST GNO93. La interpretacién de las concentraciones
minimas inhibitorias (MIC) se hizo de acuerdo a lo estable-
cido en el M100 Performance Standards for Antimicrobial
Susceptibility Testing, Edicion 30th' y la M45-A2 Methods
for Antimicrobial Dilution and Disk Susceptibility Testing of
Infrequently Isolated or Fastidious Bacteria, 2da Edicion'™ am-
bos de CLSI (Institute of Clinical and Laboratory Standards)
y la interpretacion de la tigeciclina (TG) de acuerdo a EU-
CAST 2020". El perfil de resistencia de los BGN aislados se
realiz6 en aislamientos que tenian datos completos para los
antibioticos evaluados. Los aislados cuya interpretaciéon de
susceptibilidad fue intermedio, fueron considerados como
resistentes. La multidrogorresistencia fue definida como la
resistencia de un aislado a 3 o més categorias de antibioticos,
las categorias se establecieron de acuerdo a lo propuesto por
Magiorakos et al™.

Analisis de la informacién

Se realiz6 un andlisis univariado para la descripcion de las
betalactamasas detectadas, especies identificadas y del perfil
de resistencia a los betalactamicos y carbapenémicos; para
lo cual se emplearon frecuencias relativas y absolutas. La in-
formacion fue analizada empleando Microsoft Office Excel
(Microsoft Corporation).

Resultados

Caracterizacion molecular de genes que codifican para
penicilinasas, BLEE y carbapenemasas

Se caracterizaron molecularmente un total de 90 bacilos
Gram negativos sospechosos de resistencia a betalactamicos
(30 provenientes del punto de muestreo 1y 60 del punto de
muestreo 2). Con relacidn a las betalactamasas el 100% de
estos aislados presentaban al menos un gen que codificaba
para una de ellas, donde 71/90 aislados (78,9%) contaban
con BLEEs y/o penicilinasas (28 del punto de muestreo 1y
43 del punto de muestreo 2) y 71/90 aislados (78,9%) con
carbapenemasas (21 del punto de muestreo 1y 50 del punto
de muestreo 2). El detalle de la frecuencia de los tipos de
BLEEs y penicilinas presentes en los aislados por punto de
muestreo se describe en la tabla 1, asi mismo, y en la tabla 2
se detalla la frecuencia de carbapenemasas.

Ahora bien, es importante considerar que, aunque los ais-
lados caracterizados molecularmente fueron 90, el total de
betalactamasas halladas en el trabajo fue de 177, esto debi-
do a que un aislado podia presentar genes que codificaban
para diferentes betalactamasas. Al realizar el analisis de los
perfiles de betalactamasas se encontrd gran variedad siendo
el perfil mas frecuente blaTEM+blaKPC en un 26,7% (n=24)
(Figura 1). Es de resaltar que se encontraron 5 bacilos Gram
negativos que portaban simultaneamente 2 carbapenemasas
(blaKPC+blaVIM).
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Tabla 1. Frecuencia de penicilinasas y BLEE presentes en los aislados por
punto de muestreo.

Punto de Punto de
Perfiles enzimaticos muestreo 1 LD 2
(n=28) (n=43)
n (%) n (%)
TEM 7 (25) 20 (46,5)
SHV 3(10,7) 1(23)
CTX-M GRUPO 1 10 (35,7) 8 (18,6)
TEM+SHV 0 4(93)
TEM+CTX-M GRUPO 1 1(3,6) 493)
SHV+CTX-M GRUPO 1 0 (0) 5(11,6)
TEM+SHV+CTX-M GRUPO 1 6 (21,4) 1(23)
TEM+SHV+CTX-M GRUPO 9 1(3,6) 0

Nota: Punto 1: corresponden a efluentes provenientes de los servicios de
hospitalizacion general adultos y pediatrica, medicina interna y servicio de
alimentacion. Punto 2: incluye efluentes de hospitalizacion quirirgica, UCly
UCE de adultos y pediatria. Nota. En el segundo muestreo del punto 1 no hubo
crecimiento de bacterias probablemente por presencia de agentes inhibidores.

Tabla 2. Frecuencia de carbapenemasas presentes en los aislados por punto
de muestreo.

Punto de muestreo 2

Punto de muestreo 1

Perfiles enzimaticos (GErA)) (n=43)
n (%) n (%)
KPC 21 (100) 44 (88)

VIM 0 1(2)
KPC+VIM 0 5(10)

Nota: Punto 1: corresponden a efluentes provenientes de los servicios de
hospitalizacion general adultos y pediatrica, medicina interna y servicio de
alimentacion. Punto 2: incluye efluentes de hospitalizacion quirargica, UCly UCE
de adultos y pediatria. *Nota. En el segundo muestreo del punto 1 no hubo
crecimiento de bacterias probablemente por presencia de agentes inhibidores.

Con respecto a las diferencias entre los puntos de muestreo,
se observo que en el punto 1 fue mas frecuente la presencia
de genes de las betalactamasas tipo blaCTX-M y blaSHV y en
el punto 2 fueron frecuentes las betalactamasas tipo blaTEM,
blaKPC y blaVIM (Tabla 1y Tabla 2). Asi mismo, en el punto
de muestreo 2 se observd mayor variabilidad de perfiles de
betalactamasas, presentandose 19 de los 22 perfiles hallados,
mientras que en el punto de muestreo 1 se hallaron sélo 9
perfiles (Figura 1).

Identificacion de especie y distribucion de

las betalactamasas tipo penicilinasas, BLEE y
carbapenemasas en los aislados identificados

De los 40 Bacilos Gram Negativos seleccionados para reali-
zar la identificacion y susceptibilidad a antibiéticos, el 80%
(n=32) correspondian a enterobacterias y el 20% restante a
no enterobacterias (n=8). Los géneros identificados fueron
Escherichia coli (n=7; 17,5%), Citrobacter freundii (n=12; 30%),
Klebsiella pneumoniae (n=10; 25%), Aeromonas hydrophila/
caviae (n=4; 10%), Acinetobacter baumannii complex (n=1;
2,5%), Enterobacter cloacae complex (n=1; 2,5%), Kluyvera in-
termedia (n=1; 2,5%), Raoultella planticola (n=1; 2,5%), Vibrio
cholerae (n=2; 5%) y Pseudomonas aeruginosa (n=1; 2,5%).
En general se encontré una mayor variedad de microorga-
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nismos en el punto de muestreo 2, donde se encontré mayor
cantidad de no enterobacterias (25%) en comparacion con el
punto de muestreo 1 (15%), asi mismo en el punto de mues-
treo 2 se detectaron otros microorganismos como Acineto-
bacter baumannii complex, Vibrio cholerae y Pseudomonas
aeruginosa (Figura 2).

Perfil de susceptibilidad a los antimicrobianos y multi-
drogorresistencia en los aislados identificados:

Respecto al andlisis de resistencia a antimicrobianos en las
enterobacterias se encontraron altos porcentajes de resisten-
cia a cefalosporinas, carbapenémicos y en menor frecuen-
cia a amikacina, tigeciclina y nitrofurantoina. Al comparar
el porcentaje de resistencia entre los puntos de muestreo,
se observd que las muestras del punto 1 mostraron mayor
porcentaje de resistencia para la mayoria de los antibidticos
evaluados, a excepcion de las fluoroquinolonas y trimetopri-
ma/sulfametoxazol, para los cuales fue mayor el porcentaje
de resistencia en el punto de muestreo 2. En el caso de las
no enterobacterias (Aeromonas hidrophila/caviae, Acineto-
bacter baumannii complex, Pseudomonas aeruginosa y Vibrio
cholerae) se encontraron altos porcentajes de resistencia a
cefalosporinas y bajos porcentajes de resistencia a amikaci-
na, tigeciclina y nitrofurantoina (Figura 3). Al comparar estos
porcentajes por punto de muestreo, observamos una resis-
tencia importante a carbapenémicos y cefalosporinas de 3 'y
4 generacion en los aislados del punto 1; no obstante, los ais-
lados del punto 2 presentaron resistencia a todos los antibio-
ticos evaluados, cabe anotar que el andlisis de resistencia a
antibioticos en las no enterobacterias no es concluyente esto
debido a la baja cantidad de aislados de este grupo (n=8), a
la diversidad de microorganismos que se agruparon en este
y a la presencia de resistencias intrinsecas en ellos.

El analisis de los perfiles de resistencia encontrados mostro
que el 100% de los aislados (n=40) eran resistentes a mas de
un agente antimicrobiano, siendo Klebsiella pneumoniae el
microorganismo que presentd mayor resistencia a los anti-
biéticos donde el 70% (n=7) de estos aislados mostro resis-
tencia a todos los antibidticos evaluados. Se obtuvieron un
total de 20 perfiles de resistencia a las categorias de anti-

Total genera

0 20 40 60 80 100
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Figura 1. Distribucién de los perfiles de betalactamasas tipo penicilinasa,
BLEE y carbapenemasas en los puntos de muestreo evaluados en el hospital.

TOTAL GENERAL -

PUNTO DE MUESTREO2

Enterobacterias 80% (n=32)
No enterobacterias 20% (n=8)

Figura 2. Bacilos Gram negativos portadores de betalactamasas tipo
penicilinasa, BLEE y carbapenemasas en los puntos de muestreo evaluados
en el hospital. Nota: El nimero de aislados identificados en cada punto de
muestreo fue de n=20.

bioticos, los cuales se describen en la Figura 4. En esta figu-
ra, otros perfiles corresponden a aquellos perfiles que solo
estaban presentes en un aislado, asi mismo se observa que
los perfiles del punto de muestreo 2 fueron muy variados ya
que el 50% de los aislados se agruparon en la categoria de
otros perfiles, mientras que en el punto de muestreo 1 este
correspondid sélo al 15%.

En lo que respecta a la multidrogorresistencia (MDR), defi-
nida por Magiorakos et al. 2012 como la resistencia de un
aislado a tres o més categorias de antimicrobianos, se encon-
tré que el 100% (n=40) de los aislados fueron MDR, con la
siguiente distribucién: el 2,5% (n=1) resistente a cuatro cate-
gorias de antimicrobianos, 2,5% (n=1) a cinco categorias de
antimicrobianos, 5%(n=2) a seis categorias, 15%(n=6) a siete,
35% (n=14) a ocho, 12,5% (n=5) a nueve, 5% (n=2) a diezy
finalmente el 22,5% (n=9) fue resistente a las once categorias
de antimicrobianos evaluadas.

Discusion

En este trabajo se encontré una frecuencia importante de
bacterias resistentes a cefalosporinas y carbapenémicos,
100% multidrogorresistentes, en un efluente hospitalario,
principalmente provenientes de unidades de cuidado critico
como son hospitalizacion quirdrgica, UCI y UCE de un hospi-
tal de tercer nivel. Estos resultados evidencian la necesidad
de plantear estrategias de desinfeccion de efluentes prove-
nientes de unidades hospitalarias y particularmente aquellas
provenientes de unidades de cuidado critico en hospitales de
la region (Figura 5).

En Colombia, el Ministerio de Ambiente y Desarrollo Soste-
nible presentd en el 2015 la resolucion 0631 de vertimientos
puntuales a cuerpos de aguas superficiales y a los sistemas de
alcantarillado publico, que busca reducir y controlar las sus-
tancias contaminantes que llegan a los rios, embalses, lagunas,
cuerpos de agua naturales o artificiales de agua dulce, y al sis-
tema de alcantarillado publico, para de esta forma, aportar al
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Figura 3. Porcentaje de resistencia de bacilos Gram Negativos portadores de
betalactamasas tipo penicilinasa, BLEE y carbapenemasas en los puntos de
muestreo evaluados en el hospital. Se identificaron como no enterobacterias
Aeromonas hidrophila/caviae, Acinetobacter baumannii complex, Pseudomonas
aeruginosa y Vibrio cholerae. Abreviaciones: ampicilina (AMP), ampicilina
sulbactam (SAM), piperacilina tazobactam (TZP), cefazolina (CFZ), cefepime
(FEP), ceftazidime (CAZ), ceftriaxona (CRO), aztreonam (ATM), meropenem
(MEM), amikacina (AMK), gentamicina (GEN), ciprofloxacina (CIP), tigeciclina
(TGQ), nitrofurantoina (NIT) y trimetoprima/sulfametoxazol (TMP/SMX).

mejoramiento de la calidad del agua y trabajar en la recupera-
cién ambiental de las arterias fluviales del pais, sin embargo los
pardmetros evaluados en las aguas residuales hospitalarias no
involucran la presencia de contaminantes emergentes como
antibidticos, bacterias resistentes y genes de resistencia'®.

Los efluentes hospitalarios se han considerado como una de
las principales fuentes de diseminacion de bacterias resisten-
tes a antibioticos al ambiente ya que son lugares donde con-
fluyen bacterias sensibles y resistentes, asi como solventes,
desinfectantes y antibioticos, que al mezclarse pueden favo-
recer la seleccién, transferencia y procesos de diseminacion
de la resistencia antimicrobiana’®'”. Estudios a nivel local han
descrito el alto impacto de la resistencia antimicrobiana en
los hospitales de la ciudad de Medellin, mostrando alta en-
demicidad de mecanismos de resistencia de impacto clinico
y evidenciando un alto consumo de antibidticos tanto en el
hospital como en la comunidad'™. Esta situacion eviden-
ciaba la necesidad de evaluar otros escenarios diferentes al
hospitalario con el objetivo de comprender el problema de la
resistencia a nivel local.

Aunque de forma directa la mayoria de la poblacion humana

no entra en contacto con las aguas residuales, los resultados
de este trabajo son motivo de gran preocupacion ya que la
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mayoria de las aguas residuales de hospitales en los paises
en desarrollo no reciben tratamiento y, junto con el agua mu-
nicipal, pueden ir a rios o lagos donde luego pueden usarse
para otras actividades humanas®. Los altos niveles de resis-
tencia a antibioticos encontrado en los aislados bacterianos
de este estudio son un indicador del comportamiento de la
resistencia bacteriana en los hospitales de la ciudad. La resis-
tencia a multiples farmacos es por lo tanto un problema glo-
bal importante y sefiala la necesidad de que existan procesos
capaces de contrarrestar la carga bacteriana y la presencia de
antibioticos en las aguas residuales hospitalarias debido al
potencial dafio que pueden ocasionar. Asi mismo, estos ha-
llazgos ponen en manifiesto que, en una era en la que la evo-
lucion y diseminacion de la resistencia a los antimicrobianos
no estan acompafadas por el desarrollo de nuevos antimi-
crobianos, controlar la diseminacion de bacterias resistentes
a estos medicamentos es absolutamente necesario. En este
contexto, el tratamiento de aguas residuales hospitalarias,
las regulaciones sobre la propagacién de bacterias y/o genes
de resistencia podria contribuir a desacelerar la evolucion de
la resistencia a los antimicrobianos mas alla de los hospita-
les?'. Uno de los datos que cobra mayor interés dentro de
los hallazgos obtenidos es el alto porcentaje de aislados que
portaban al menos un gen que codificaba para una carbape-
nemasa (78,9% n=71) y que en su mayoria era la carbapene-
masa blaKPC (77% n=70); un valor muy cercano a la frecuen-
cia detectada de aislados que portaban al menos un gen que
codificara una BLEE o penicilinasa (78,9% n=71). En aguas
residuales y en el ambiente acuatico los genes de resistencia
que codifican para BLEEs o penicilinasas generalmente son
descritos en mayor frecuencia que los genes blaKPC’. Por lo
cual este hallazgo puede estar evidenciando una alta presion
de seleccion por antibidticos en el medio hospitalario y una
alta presencia de bacterias resistentes a carbapenémicos ya
sea colonizando o infectando los pacientes hospitalizados de
la ciudad cercano a las BLEEs y penicilinasas.

Total general

Lugar

Punto de Muestreo 2

BN\

Punto de Muestreo 1 |

o 20 40 60 80 100
Porcentaje (%)

@ Pen/inhib+C1G+C3G+C4G+Monobac+Carbap+Amg+Fg+Glicil+Nitro+ TMP/SMX
@Pen+Pen/inhib+C1G+C3G+C4G+Monobac+Fq

m Pen/inhib+C3G+C4G+Monobac+Carbap+Amg+Glicil+ TMP/SMX
Pen/inhib+C1G+C3G+C4G+Monobac+Carbap+Fq+TMP/SMX
Pen/inhib+C3G+C4G+Monobac+Carbap+Amg+Fq+TMP/SMX

m Pen/inhib+C1G+C3G+C4G+Monobac+Amg+Fqg+Glicil+Nitro+TMP/SMX

@ Pen/inhib+C3G+C4G+Monobac+Carbap+Amg+Fqg+Glicil+Nitro

Otros perfiles

Figura 4. Perfil de resistencia a las categorias de antibidticos evaluadas.
Pen (penicilinas), Pen/inhib (penicilinas+inhibidor de betalactamasas),
C1G (cefalosporinas de primera generacion), C3G (cefalosporinas de
tercera generacion), C4G (cefalosporinas de cuarta generacion), Monobac
(monobactamicos), Carbap (carbapenémicos), Amg (aminoglucésidos),
Fq (fluoroquinolonas), Glicil (glicilciclinas), Nitro (nitrofuranos), TMP/SMX
(trimetoprima-sulfametoxazol).
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Aislados 100% (n=40) multidrogorresistentes

Aguas residuales reflejo de
la epidemiologia local

Efluentes hospitalarios:
riesgo para la transmisién
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bacterias resistentes

Total general
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Porcentaje (%)
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45,5%

Necesidad de implementar
tratamientos de los
efluentes hospitalarios
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Figura 5. Grafica integradora de resultados obtenidos.

De igual forma, en este trabajo se detectd la presencia de
bacilos Gram negativos portadores de otras carbapenemasas
de importancia clinica como blaVIM (n=6). Este mecanismo
de resistencia fue detectado en 5 aislados en combinacion
con el gen blaKPC. Este es un hallazgo que se asemeja a lo
reportado para el afio 2018 en los aislados bacterianos de
los pacientes hospitalizados de la ciudad y de Colombia,
donde las carbapenemasas blaKPC y blaVIM mostraban alta
frecuencia y donde cada vez es mas comun encontrar este
perfil de resistencia'?2%, Estos resultados contrastan con los
obtenidos en otros estudios en Europa donde los genes de
tipo blaNDM y blaOXA-48 se detectan en porcentajes supe-
riores en BGN aislados de efluentes de aguas residuales de
los hospitales?*?*. La diferencia en los hallazgos responde en-
tonces al comportamiento epidemioldgico local de la resis-
tencia bacteriana, razén por la cual es importante continuar
la vigilancia epidemioldgica en cada regién de este tipo de
efluentes y evaluar su impacto en el ambiente.

Por otro lado, para el caso de las penicilinasas y BLEE, se observo
el predominio de las betalactamasas tipo blaCTX-M grupo 1y
blaTEM en los dos efluentes evaluados. Las bacterias produc-
toras de enzimas betalactamasas tipo blaCTX-M son las mas
prevalentes en los entornos hospitalarios y en la comunidad™.
A nivel de aguas residuales hospitalarias también se ha descrito
dentro de las familias de BLEE dominantes® lo que sugiere que
blaCTX-M es una de las betalactamasas mas comunes en este
entorno probablemente por la mayor circulacion en comuni-
dad de microorganismos con este mecanismo de resistencia o
también por el uso de cefalosporinas en hospitalizacion. A nivel
local estos resultados tienen mucha similitud con lo reporta-
do por Aristizabal et al. (2019) en una planta de tratamiento
de aguas residuales en Antioquia, donde las betalactamasas
blaCTX-M grupo 1y blaTEM fueron las mas prevalentes’.

En cuanto a los hallazgos de microorganismos obtenidos se
resalta la presencia de bacterias de importancia clinica como
Citrobacter freundii, Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli.

Reportes del grupo GERMEN, durante el afio en el cual se
realiz6 el estudio (2018), encontraron que los microorganis-
mos que se aislaron con mayor frecuencia en los hospitales
de Antioquia fueron: Escherichia coli, el cual estuvo presente
en un 27% en unidades no UCI, mientras que en UCI en un
15% seguido de Klebsiella pneumoniae que se aislé en un
10% en unidades no UCl y 15% en UCI¥, resultados simila-
res han sido descritos en otras zonas del pais®. Estos hallaz-
gos demuestran que, la carga de las bacterias resistentes a
los antibidticos presentes en los efluentes de las aguas re-
siduales hospitalarias, como se esperaba, concuerda con la
prevalencia local de estos microorganismos en el hospital.
Ademas, confirma la liberacion de los residuos de los hos-
pitales portando desechos humanos y bacterias patdogenas
(resistentes y susceptibles) y la importancia de reducir estos
contaminantes a un minimo para evitar el intercambio de
material genético®.

Adicionalmente, en el trabajo también se detectaron bacte-
rias saprofitas ambientales y con potencial patogénico, como
Raoultella planticola, Aeromonas spp y Kluyvera spp, las cua-
les se han descrito como reservorios ambientales de genes
de resistencia dentro de ellos blaKPC. Estudios previos se-
flalan que estos microorganismos adquieren estos genes de
resistencia en las aguas residuales hospitalarias, posiblemen-
te por la presion selectiva ejercida por los antimicrobianos
presentes y actlan como reservorios ambientales de meca-
nismos de resistencia antimicrobiana, que podria compartir
con patoégenos de mayor relevancia clinica mediante transfe-
rencia horizontal de genes?'.

Este estudio también permitié resaltar las diferencias en-
contradas entre los puntos muestreados en el hospital; por
ejemplo, se observé una tendencia de un problema de resis-
tencia mayor en los aislamientos provenientes del punto de
muestreo 2 (hospitalizacién quirdrgica, UCI y UCE de adul-
tos y pediatria). Se observd que los aislados obtenidos de
este punto de muestreo presentaron una mayor diversidad
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de carbapenemasas y perfiles de betalactamasas. Asi mismo,
se encontré que los BGN en este efluente eran mas diversos
(incluian otros microorganismos como BGN no fermentado-
res), mostraban resistencia a todos los antibioticos evaluados
y presentaban gran variabilidad de perfiles de resistencia.
Como se menciond previamente, en hospitalizacién quirdr-
gica, UCl y UCE de adultos y pediatrica, se suele presentar
con mayor frecuencia infecciones por bacterias altamente re-
sistentes debido en parte a que en estos espacios hay un alto
uso de antibidticos y por lo tanto alta presion de seleccion?.
Asi mismo, los pacientes suelen complicarse ya sea por infec-
ciones por patéogenos endégenos oportunistas y/o de origen
hospitalario. Estos pacientes igualmente pueden colonizarse
por bacterias resistentes y en el hospital pueden ser fuentes
o reservorios de bacterias resistentes permitiendo una trans-
misién cruzada de paciente a paciente®.

Por lo anteriormente mencionado, la cantidad de bacterias
resistentes detectadas en las UCls suele ser mayor que en
otras areas hospitalarias y su presencia es significativamente
importante debido a la severidad de los pacientes que alli se
encuentran. Entre los factores que promueven el auge y el
esparcimiento de infecciones bacterianas resistentes a anti-
bidticos se encuentran el uso inadecuado de antibiéticos de
amplio espectro, la presencia de instrumental médico inva-
sivo en un paciente con los mecanismos de defensas dismi-
nuidas, como es el paciente de la UCI, asi como la falta de
programas de vigilancia para detectar infecciones resistentes
a antibioticos®.

En cuanto a la multidrogorresistencia se obtuvo que el 100%
(n=40) de los aislados fueron MDR; los resultados obtenidos
en el estudio son similares a lo reportado en investigacio-
nes realizadas en aguas hospitalarias en Nigeria donde se en-
contr6 que la prevalencia de bacterias multidrogorresistentes
(MDR) fue del 100%32. Los aislados MDR tienen una seria im-
plicacién en el ambiente hospitalario ya que son microorga-
nismos que cuando producen infecciéon no responden a los
tratamientos antimicrobianos de eleccién y llevan a la falla te-
rapéutica produciendo asi aumento en los costos médicos, en
la morbilidad y mortalidad, asi como también implicaciones
econdmicas’. Por otro lado la presencia de estos microorga-
nismos en el ambiente es un tema de preocupacién, debido
a que se propicia la diseminacion de bacterias multidrogorre-
sistentes en el medio ambiente, ademéas pone de manifiesto
el éxito de la transmisién de mecanismos de resistencia, los
cuales pueden persistir durante largos periodos de tiempo en
el ambiente acuéatico®.

En general, el impacto de la diseminacion de la resistencia
bacteriana a partir del agua residual es un tema de gran
preocupacién. Se requiere determinar con mayor precisién
en qué medida fendmenos naturales, como la dilucién y la
degradacion en grandes fuentes hidricas, pueden ayudar a
mitigar la presencia y diseminacién de bacterias resistentes
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provenientes de aguas residuales tratadas o sin tratar®. Asi
mismo, falta mas informacion sobre la forma como las bacte-
rias resistentes presentes en las aguas contaminadas pueden
diseminarse, transmitirse, colonizar o infectar a animales o al
hombre. No obstante, existen reportes que sefialan estos pro-
cesos a partir de agua contaminada con bacterias resistentes,
principalmente en modelos como Escherichia coli resistente
a betalactamicos® y bacilos Gram negativos productores de
carbapenemasas como blaNDM-1 o blalMI-2%¢37 se requieren
estudios mas completos para confirmar su transmision.

Finalmente, hallazgos en este trabajo sefialan la importancia
de articular la vigilancia tradicional de la resistencia bacte-
riana, a partir de aislados provenientes de pacientes hospi-
talizados, con el andlisis de aguas residuales hospitalarias o
de la comunidad, abordandolo desde la llamada vigilancia
epidemioldgica basada en aguas residuales®. Este tipo de
enfoques epidemioldgicos son de gran utilidad para com-
prender la diseminacion de la resistencia a los antibidticos e
identificar areas potenciales de intervencion®. Futuros estu-
dios podrian llevarse a cabo en aguas residuales hospitalarias
de diversas regiones del pais, con el objetivo de evidenciar
cambios epidemioldgicos en la resistencia bacteriana, por
ejemplo, ante problemas de salud publica como la pandemia
por la COVID-19 que trajo consigo un aumento considerable
en el uso de antibidticos.

En conclusién, se determin6 una alta frecuencia de bacilos
Gram negativos productores de betalactamasas en muestras
de agua residual de un hospital de alta complejidad de la
ciudad de Medellin. Mediante la caracterizacién molecular se
evidencié que las aguas residuales son un reflejo de la situa-
cion epidemioldgica de la region, con predominio de carba-
penemasas tipo KPC y betalactamasas de espectro extendido
TEM y CTX-M 1.

En este contexto, surge la necesidad de una pronta interven-
cion para el tratamiento de los efluentes hospitalarios, dado
el riesgo de propagacién de bacterias y/o genes de resisten-
ciay las posibles consecuencias para la salud publica.
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