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RESUMEN

Las plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR) constituyen focos criticos
para la diseminacion de bacterias resistentes a antimicrobianos (RAM), como Escherichia
coli productora de betalactamasas de espectro extendido (BLEE), cuya presencia en los
efluentes representa un riesgo ambiental y sanitario significativo. El objetivo del presente
estudio fue evaluar la presencia de E. coli BLEE en la PTAR de la Universidad Técnica
del Norte. Se realizé un muestreo por triplicado recolectando 100 ml de agua residual en
cuatro puntos de la planta (entrada, tanque de oxidacion, filtro de ripio y salida) durante
septiembre y octubre de 2024. Las muestras se procesaron mediante filtracion por vacio
con filtros de celulosa de 0.45 um, seguido de diluciones seriadas hasta 1073. Los filtros
se cultivaron en agar TBX y TBX suplementado con cefotaxima (4 pg/ml). El perfil de
susceptibilidad a 16 antibidticos se evalué mediante el método Kirby-Bauer segin las
directrices del CLSI. La produccion de BLEE se confirm6 mediante pruebas de sinergia
de doble disco (DDST) con acido clavuléanico.

Se recuperaron 72 aislados de E. coli resistentes a cefotaxima. El 68% de los
aislados fueron positivos para BLEE mediante DDST. EI 100% de las cepas presentaron
multirresistencia, identificandose 33 patrones diferentes, siendo los mas prevalentes: C,
T, GC, F, S (15.28%), C, T, GC, S (12.50%) y Q, C, T, GC, F, S (9.72%). Se observo
mayor resistencia a sulfamidas (97.22%), cefalosporinas de tercera generacion (95.83%)
y tetraciclinas (93.75%), mientras que los carbapenémicos mostraron la mayor
efectividad con solo 2.78% de resistencia. Los resultados evidenciaron que los procesos
actuales de tratamiento en la PTAR-UTN no eliminan eficientemente las bacterias
resistentes, sugiriendo la necesidad urgente de implementar tratamientos terciarios y
protocolos de vigilancia continua. Estos hallazgos resaltan el papel critico de las PTAR
como reservorios de RAM y la urgencia de mejorar los procesos de tratamiento para
mitigar la diseminacion de resistencia antimicrobiana en el ambiente.

Palabras clave: E. coli, BLEE, multirresistencia, aguas residuales, betalactdmicos,

PTAR
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ABSTRACT

Wastewater treatment plants (WWTPs) constitute critical hotspots for the
dissemination of antimicrobial-resistant (AMR) bacteria, such as Escherichia coli
producing extended-spectrum beta-lactamases (ESBL), whose presence in effluents
represents a significant environmental and health risk. The aim of this study was to
evaluate the presence of ESBL-producing E. coli in the WWTP of Universidad Técnica
del Norte.

Triplicate sampling was conducted by collecting 100 ml of wastewater at four plant
points (input, oxidation tank, gravel filter, and output) during September and October
2024. Samples were processed by vacuum filtration using 0.45 um cellulose filters,
followed by serial dilutions up to 1072, Filters were cultured on TBX agar and TBX
supplemented with cefotaxime (4 pg/ml). E. coli species confirmation was performed
through Gram staining and biochemical tests (TSI, SIM, Simmons Citrate).
Susceptibility profiles to 16 antibiotics were evaluated using the Kirby-Bauer method
according to CLSI guidelines. ESBL production was confirmed through double-disk
synergy tests (DDST) with clavulanic acid.

A total of 72 cefotaxime-resistant E. coli isolates were recovered. Sixty-eight percent of
isolates were ESBL-positive by DDST. One hundred percent of strains exhibited
multidrug resistance, with 33 different patterns identified, the most prevalent being: C,
T,GC, F, S (15.28%), C, T, GC, S (12.50%), and Q, C, T, GC, F, S (9.72%). Higher
resistance was observed to sulfonamides (97.22%), third-generation cephalosporins
(95.83%), and tetracyclines (93.75%), while carbapenems showed the highest
effectiveness with only 2.78% resistance.

Results demonstrated that current treatment processes at UTN-WWTP do not efficiently
eliminate resistant bacteria, suggesting the urgent need to implement tertiary treatments
and continuous surveillance protocols. These findings highlight the critical role of
WWTPs as AMR reservoirs and the urgency to improve treatment processes to mitigate
antimicrobial resistance dissemination in the environment.

Keywords: E. coli, ESBL, multidrug resistance, wastewater, beta-lactams, WWTP
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CAPITULO I
1. INTRODUCCION
1.1 Planteamiento del problema

El agua es un recurso esencial para la vida, sin embargo, presenta alta
concentracion de contaminantes emergentes de origen industrial, agricola, hospitalario y
doméstico, lo cual desencadena problemas para la salud humana y el ambiente
(Choudhary et al., 2020). Segun la UNESCO (2024), 3500 millones de personas sufren
de falta de agua segura para el consumo humano y agricola. Para hacer frente a esta
problematica, las plantas de tratamiento de agua residual (PTAR), se plantean como una
alternativa sostenible para satisfacer la demanda de agua, dotando de agua para riego al
35% de la poblacion mundial (Adhikari & Halden, 2022). En Ecuador, el 70,1% de
Gobiernos Auténomos Descentralizados Municipales (GAD Municipales), han
implementado plantas de tratamiento para gestionar las aguas residuales de sus cantones
(INEC, 2020).

Sin embargo, la mayoria de las PTARs carecen de mecanismo que intervengan en
la propagacion bioldgica y quimica de contaminantes (Uluseker et al., 2021). Es asi que
las aguas residuales se convierten en reservorios para la resistencia a antimicrobianos
(RAM), debido a que en estas aguas se encuentran altas concentraciones de antibioticos
no metabolizados o parcialmente metabolizados, desechos de la terapia animal y humana
(Amador et al., 2015; Tellez-Carrasquilla et al., 2023). Estos residuos propician caldos
nutritivos para la proliferacion bacteriana, por su alto contenido de fuentes de carbono,
nitrégeno, fosforo y demés nutrientes necesarios (Grehs et al., 2021; Machado et al.,
2023). Por lo cual se ha encontrado presencia de bacterias resistentes a antibidticos (BRA)
y genes de resistencia a antibioticos (ARG) en los efluentes de las PTAR (Aslan et al.,

2018; Sun et al., 2016)
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La resistencia a antimicrobianos representa una de las mayores amenazas al
sistema de salud global del siglo XXI. Solo en 2019 se report6 1,27 millones de muertes
a nivel mundial asociadas directamente con este fenomeno (OMS, 2024). Esta
problematica tiene mayor impacto en paises de bajos recursos econémicos donde las tasas
de mortalidad se cuatriplican en comparacion con paises desarrollados (X. Li et al., 2022;
Ranjbar & Alam, 2023). Este fendmeno es el resultado de una compleja red de
interacciones entre la actividad antropogénica y factores ambientales, que aceleran el
proceso evolutivo y la proliferacion BRA (Fouz et al., 2020; Triggiano et al., 2020).

Ademas, las PTARS, por estar ubicadas en entornos urbanos, se han identificado
como puntos criticos para la propagacion de cepas patdgenas, como Escherichia coli,
Enterococcus spp., Klebsiella spp., Enterobacter spp. y Proteus spp. resistentes
principalmente a tetraciclinas, sulfonamidas, betalactamicos, quinolonas y macrolidos,
antibioticos usados para tratar infecciones humanas y no humanas (Paterson, 2006; Wang
et al., 2020). Estas cepas permanecen viables hasta 20 Km aguas abajo de los efluentes
de las PTARs, a su paso diseminan resistencia a otras especies (Barancheshme & Munir,
2018; Buriankova et al., 2021; J. Li et al., 2016).

En Ecuador, la resistencia antimicrobiana afecta gravemente al sistema
hospitalario. Se han identificado aislados resistentes en Unidades de Cuidados Intensivos
(UIC). Segun los datos del sistema informatico WHONET hasta 2017 E. coli se identifico
como el patdégeno con mayor prevalencia, superando el 50% de casos clinicos reportados
(INSPI, 2018). Este patogeno puede expresar genes blactx_m, blatgm, blasyy,
productores de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE), enzimas que inhiben la
efectividad de los antibidticos betalactamicos, al hidrolizar el anillo B-lactdmico, confiere
resistencia a penicilinas y cefalosporinas (Nguyen et al., 2021). También expresan genes

bla bla , que les confiere resistencia carbapenems. Por otro lado, en un paciente
KPC NDM
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con peritonitis se encontr6 una cepa de E. coli portadora del gen mcr-I que confiere
resistencia a la colistina, relacionado con contaminacion zoondtica de animales de granja
(INSPI, 2018; Tamayo Trujillo et al., 2022).

Estudios realizados en la provincia de Imbabura donde se aislaron cepas E. colli,
se reportd que en el Canal de riego de Cananvalle el 100% de aislados son resistentes a
cefotaxima (Armas & Vizcaino, 2023). Mientras que en otro estudio se aislo cepas de E,
coli de vegetales comercializados en 3 mercados diferentes de Ibarra, se reportd que el
58,33% de aislados son productores de BLEE (Plasencia, 2020)
1.2 Justificacion

El aumento desmesurado de bacterias resistentes a antimicrobianos y genes de
resistencia en el medio ambiente evidencia la necesidad de vigilar la presencia de BRA
en las aguas residuales que se recogen en las plantas de tratamiento y posteriormente se
usan para riego de campos (Wengenroth et al., 2021). Actualmente, existe una carencia
de estudios informativos que evallien y garanticen la eficacia de estas instalaciones en la
eliminacion de microorganismos patégenos durante los procesos depurativos.

En este contexto, resulta fundamental monitorear la presencia de bacterias, como
E. coli productoras de BLEE en la PTAR de la Universidad Técnica del Norte. Con la
finalidad de evaluar la efectividad de los procesos de tratamiento y generar informacion
sobre la calidad del agua tratada. La aplicacion de pruebas fenotipicas, como
antibiogramas, permite identificar patrones de resistencia, contribuyendo asi a una mejor
comprension de la diseminacion de BRA y ARG en el medio ambiente, ademds de crear
conciencia sobre el uso responsable de antibidticos (Armijos-Nieves et al., 2017;
Rodriguez-Molina et al., 2019; Shin et al., 2022).

Esta investigacion a su vez se alinea con importantes iniciativas globales y

nacionales, como el Plan de Accion Global contra la Resistencia a los Antimicrobianos
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(RAM) de la OMS, especificamente en su objetivo 3, que busca reducir la propagacion
de infecciones por patogenos resistentes mediante un adecuado saneamiento del agua, al
aportar informaciéon sobre BRA en la PTAR-UTN (OMS, 2016). A nivel nacional,
contribuye al Plan Ecuador Libre de RAM, que busca la vigilancia, control y prevencion
de RAM en matrices ambientales (MSP, 2024). En el marco de desarrollo sostenible,
respalda el Objetivo de Desarrollo Sostenible nimero 6.3. que busca proporcionar agua

segura y libre de contaminantes, identificando los residuos peligrosos.

19



1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo general.
Detectar cepas de Escherichia coli resistentes a betalactdmicos en la planta de
tratamiento de agua residual UTN.
1.3.2 Objetivos especificos
e Aislar cepas de Escherichia coli de la planta de tratamiento de agua residual UTN.
e [Evaluar el perfil de susceptibilidad a antibioticos betalactamicos de las cepas
aisladas mediante antibiogramas.
1.4 Pregunta de investigacion
(Existen cepas de E. coli resistentes a betalactamicos en la planta de tratamiento de

agua residual de la UTN?
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CAPITULO I
2. MARCO TEORICO

2.1 Antibidticos

Los antibioticos son agentes quimico-terapéuticos usados para tratar infecciones
bacterianas en humanos y animales desde la década de los 40 (Ventola, 2015). Pueden
tener accion bactericida o bacteriostatico (Calvo & Martinez-Martinez, 2009). Existen
diferentes clasificaciones para los antibidticos, sin embargo la mas comun es por el
mecanismo de accidn frente al patdogeno y su estructura quimica como se muestra en la
Tabla 1 (Uluseker et al., 2021).

Tabla 1.-

Mecanismos de accion frente al patogeno segun el grupo de antibiotico.

Mecanismo de accion Grupo de antibiotico

Inhibicion de la formacion de pared Betalactamicos, glucopéptidos,
bacteriana fosfomicinas y bacitracina
Inhibidores de la membrana Polimixinas, lipopéptidos e ionoforos
citoplasmatica

Inhibidores de la sintesis proteica Aminoglucoésidos, tetraciclinas,

macrolidos, cloranfenicol,

lincosamidas, oxazolidinonas,

estreptogramina

Inhibicion o alteracion de los dcidos Quinolonas, glicilciclinas, tetraciclinas.

nucleicos

Antimetabolitos Nitrofuranos, sulfamidas,
diaminopirimidinas

Inhibidores de betalactamasas Sulbactam, acido clavulanico y
tazobactam

Nota: Elaborado a partir de la informacion de “Mecanismos de accion de los antimicrobianos”
(Calvo & Martinez-Martinez, 2009) y “Antibiotic classification, mechanisms, and indications: A

review” (Haddad et al., 2024).
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2.1.1 Betalactamicos: tipos y usos

Presentan un anillo betalactamico (Figura 1), actGan sobre las enzimas
denominadas proteinas transportadoras de penicilina (PBP), impidiendo la formacion de
la pared celular lo cual provoca lisis celular (Davis, 2018). En la actualidad son el grupo
mas usado para hacer frente a bacterias patégenas, por su alta eficacia y baja toxicidad en
los humanos, representan el 65% de antibidticos prescritos por los sistemas de salud
(Bush & Bradford, 2016).
Figura 1.-

Anillo Betalactamico

C—C
L
o’

Nota: El grdfico muestra el anillo heterociclico de los betalactimicos, formado por 3

dtomos de carbono y 1 dtomo de nitrogeno.

Al unirse los radicales al anillo betalactamico, se originan diferentes subgrupos, entre los
principales se encuentran:

1. Penicilinas: derivadas del hongo Penicillium, efectivas principalmente contra
bacterias Gram positivas, también tienen actividad contra algunas Gram
negativas. Se utilizan comunmente para tratar infecciones respiratorias y de la
piel, otitis, entre otras (Marin & Gudio, 2003; Suarez & Gudiol, 2009). La Tabla

2 muestra la clasificacion de las penicilinas segun su actividad antibacteriana.
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Tabla 2.-

Clasificacion de las penicilinas segun su espectro de accion

Clase Subtipo Espectro de Accion Caracteristicas
Naturales Gram positivas y Gram  Sensibles a betalactamasas, Utiles en
negativas infecciones leves
Resistentes a Gram positivas Resistente a betalactamasas, no son
betalactamasas especialmente efectivas contra Gram negativas.

Staphylococcus aureus
resistente a
betalactamasas
Aminopenicilinas  Gram positivas y Gram  Mayor efectividad contra Gram

o semisintéticas negativas negativas; sensibles a betalactamasas.

Penicilinas

Nota: Elaborado con informacion de “Los betalactamicos en la préctica clinica” (Gémez

etal., 2015) y “Penicilinas” (Mendoza P., 2006).

2. Cefalosporinas: son antibioticos semisintéticos derivados del 4cido
cefalosporinico, con una estructura similar a la de las penicilinas. Como se
muestra en la Tabla 3, se clasifican en generaciones segun su espectro y resistencia
a betalactamasas, que les permite penetrar mejor en los tejidos (Gomez et al.,

2015; Suarez & Gudiol, 2009).
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Tabla 3.-

Clasificacion de las cefalosporinas segun su generacion y espectro de accion.

Clase Generacion

Espectro de Accion

Caracteristicas

la

221

321

4a

521

Cefalosporinas

Gram positivas y Gram negativas

Gram positivas y mayor efectividad en

Gram negativas

Gram positivas y muchas Gram

negativas

Pseudomonas aeruginosa 'y Gram

negativas resistentes

Gram positivas incluido MRSA y

algunas Gram negativas

Util en infecciones tisulares;
sensible a betalactamasas
Mayor resistencia a
betalactamasas; utiles profilaxis
e infecciones respiratorias.
Sensibles a betalactamasas
Mayor resistencia a
betalactamasas; utiles para tratar
meningitis y sepsis.

Mayor estabilidad frente a
betalactamasas; usadas en
infecciones nosocomiales.
Efectiva contra Staphylococcus
aureus resistente a meticilina;

uso en infecciones graves.

Nota: Elaborado con informacion de “Los betalactamicos en la practica clinica” (Gémez

et al., 2015) y “Descripcion general de los principales grupos de farmacos antimicrobianos.

Antibioticos” (Esparza, 2008).

3. Carbapenemes: son antibioticos de amplio espectro, muy resistentes a

betalactamasas. Se utilizan en infecciones graves o complicadas, como sepsis y

neumonia, son considerados tratamientos de ultima linea debido a su eficacia

contra patdogenos Gram positivos, Gram negativos y multirresistentes (Esparza,

2008; Suarez & Gudiol, 2009).

4. Monobactamicos: formados por un unico anillo, tienen espectro de actividad

contra bacterias Gram negativas. Son Ttiles en pacientes alérgicos a penicilinas y
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cefalosporinas, por presentar menor reactividad cruzada (Esparza, 2008; Marin &

Gudio, 2003).

5. Inhibidores de betalactamasas: no son antibidticos por si solos, actuan en
combinaciéon con los otros betalactdmicos (penicilinas y cefalosporinas) para

inhibir la accién de enzimas betalactamasas (Esparza, 2008; Gomez et al., 2015).

2.2 Resistencia antimicrobiana

La resistencia a antibidticos es un fenémeno evolutivo y adaptativo por el cual los
microorganismos desarrollan mecanismos de defensa para inhibir la accion de los
antibidticos, este proceso ocurre mediante la relacion antibidtico-bacteria (Coque et al.,
2023; Grehs et al., 2021).

La resistencia puede presentarse de forma intrinseca cuando es una adaptacion
propia de la bacteria, o como resistencia adquirida cuando es por la integracion de genes
o mutaciones en el ADN (Grehs et al., 2021). Entre los mecanismos adquiridos se
encuentra la transferencia horizontal que permite el intercambio de material genético
entre especies, mediante tres procesos: conjugacion donde se transfiere material genético
mediante un puente citoplasmatico; transformacion, proceso en el que la bacteria toma
ADN del medio y lo incorpora en su genoma, y la transduccion, donde se trasfiere
material genético mediante una bacteriofago (Mathers et al., 2015).

2.2.1 Mecanismos de resistencia

Los diferentes mecanismos de resistencia ocurren debido a la presencia de genes
de resistencia (AGR), estas secuencias de ADN confieren a los organismos la capacidad
de resistir la accion de agentes antimicrobiano (Yauri Bucheli, 2021). Los AGR permiten
a las bacterias desarrollar resistencia a multiples firmacos, al aumentar la produccion de

enzimas que inactivan el antibiotico, alterar el sitio diana del farmaco, o disminuir la
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permeabilidad de la membrana celular (Alarcon & Omenaca, 2004; Sanchez Neira et al.,
2020).

Las bacterias pueden presentar cuatro mecanismos de resistencia: 1) eliminacion
del antibidtico mediante bombas de eflujo; 2) alteraciones de la permeabilidad)
modificacion del objetivo diana del antibidtico y 4) inhibicidon enzimatica, (Pazda et al.,
2019; Uluseker et al., 2021).

2.2.1.1 Mecanismos de resistencia a betalactamicos

Entre los principales mecanismos de resistencia para los antibidticos
betalactamicos se encuentra: Produccion de enzimas, modificacion del sitio diana (PBPs)
y alteracion de la permeabilidad y bombas de eflujo (Suarez & Gudiol, 2009).
2.2.1.1.1 Produccion de enzimas

La produccion de enzimas betalactamasas plasmidicas o cromosomicas, es el
principal mecanismo de resistencia a betalactamicos, limita las opciones de tratamiento
para infecciones bacterianas comunes (Martinez et al., 2020). Se encuentran en diversas
especies bacterianas, incluyendo Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae 'y
Pseudomonas aeruginosa (Gonzélez et al., 2021).

Las betalactamasas que se codifican por el gen AmpC, pueden ser cromosoémicas,
principalmente son inducidas al ser expuestas a cefalosporinas, son sensibles a
carbapenems y cefalosporinas de cuarta generacion (Suarez & Gudiol, 2009). Las
betalactamasas AmpC de origen plasmidico, son comunes en Enterobacterias, se
encuentran siempre activas debido a una hiperproduccion de enzimas AmpC, generan
resistencia a cefalosporinas de 1%-3* generacion (Astocondor-Salazar, 2018; Marin &
Gudio, 2003).

Las betalactamasas de espectro extendido (BLEE), pueden ser inhibidas por el

acido clavulanico, tazobactam y sulbactam (Daza Pérez, 1998). Hidrolizan penicilinas,
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cefalosporinas de 1%-3* generacion y monobactamicos (aztreonam), pero no hidrolizan
cefamicinas (cefoxitina), ni carbapenémicos (Astocondor-Salazar, 2018).

Las carbapenemasas, surgen de la mutacién repetida de BLEE, es capaz de
degradar los antibidticos carbapenémicos (Sawa et al., 2020). Estas enzimas confieren
resistencia a todos los betalactamicos.
2.2.1.1.2 Modificacion del sitio diana (PBPs)

Las bacterias generan mutaciones en los genes que codifican las PBP, lo que
impide que el antibiotico se fije en las enzimas y ejerza su actividad bactericida, afecta

principalmente a cocos Gram positivos (Marin & Gudio, 2003).

2.2.1.1.3 Alteracion de la permeabilidad y bombas de eflujo

Se sobreexpresan los mecanismos de expulsion, volviéndose mas efectivos para
evitar que los antibioticos puedan unirse a las PBP. También presentan mutaciones en las
porinas limitando el ingreso de betalactdmicos hidrofilicos al interior de la célula

(Dulanto Chiang & Dekker, 2024).

2.3 Resistencia bacteriana en ambientes acuaticos

Los cuerpos de agua son el habitat de diversos microorganismos nativos e
introducidos, sin embargo debido a la actividad antropogénica se han convertido en
albergues para contaminantes emergentes constituidos por residuos antibidticos, genes de
resistencia y bacterias resistentes (Jimenez Quiceno & Rodriguez, 2023).

El agua un recurso fundamental para la vida, se ha convertido en el principal
vector de diseminacion de resistencia, debido a que los contaminantes emergentes son
altamente solubles, lo que facilita que se propaguen al suelo y vegetacion, mediante aguas
residuales, fertilizantes a base de lodos, sedimentos, entre otros (Serwecinska, 2020).

La construccidon masiva de embalses a nivel global aumenta el tiempo de retencion

hidraulica, sobreexponiendo a los microorganismos a AGR, BRA y antibidticos no
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metabolizados (Chen et al., 2019). Entre el 50 y 90% de antibidticos se excretan mediante
la orina y heces, estos residuos someten a las bacterias a concentraciones subinhibitorias,
acelerando el proceso el proceso evolutivo, asi como la transferencia de genes de
resistencia entre especies (Bougnom et al., 2019; Serwecinska, 2020).

2.3.1 Aguas residuales como reservorio de bacterias resistentes

Las aguas residuales son los desechos de agua de actividades antropogénicas, ya
sea de origen industrial, domestico, agricola u hospitalario, siendo este tltimo el de mayor
riego, por la alta presencia de bacterias resistentes a antibioticos (Jimenez Quiceno &
Rodriguez, 2023). Se estima que el 80% de aguas de desecho se vierten al medio sin ser
tratadas (Bougnom et al., 2019).

La presencia de contaminantes emergentes en estas aguas, ejercen presion
selectiva sobre los microorganismos (Zhang et al., 2020). Estas aguas al estar dotadas de
nutrientes se convierten en reservorio para la proliferacion bacteriana, propician las
condiciones para la formacion de biopeliculas que les permiten adaptarse mejor al entorno

(Tiwari et al., 2022).

2.3.1.1 Rol de las plantas de tratamiento de agua residuales en la diseminacion de
bacterias resistentes

Las plantas de tratamiento son instalaciones disefiadas para eliminar
contaminantes de aguas residuales mediante procesos quimicos, bioldgicos y fisicos (Xia
et al., 2018). Por lo general constan de un proceso de cuatro etapas, pretratamiento,
tratamiento primario, secundario y terciario, cada una con funciones especificas para
garantizar la adecuada remocion de contaminantes como se muestra en la Tabla 4
(Mendez & Sosa, 2019).

Tabla 4.-
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Etapas de tratamiento de las plantas de tratamiento

Caracteristicas

Etapa Procesos
Cribado y tamizado
S
5 - Desarenado
°
g - Desengrasado
<
E - Remocion de solidos flotantes
S
A
Clarificaciéon
o
- p— .7 *r
= - Coagulacion-floculacion
= . .,
i - Sedimentacion
A
8 - Flotacion
=
%}
°
=
<
N
[
o
[

- Lodos activados
- Filtros biolégicos
- Reactores anaerobicos
- Flotacion por aire disuelto (DAF)

- Sedimentacion secundaria

Tratamiento Secundario

Filtracion avanzada
- Adsorcion en carbon activo
- Intercambio i6nico
- Osmosis inversa
- Desinfeccion (UV, ozono, cloro)

- Remocion de nutrientes

Tratamiento Terciario

- Primera barrera de proteccion
- Remocion de materiales gruesos
- Procesos principalmente fisicos
- Protege equipos posteriores
- Operacion continua
- Eliminacién fisica de s6lidos
sedimentables
-Remocion de so6lidos suspendidos
(50-70%)
- Reduccion de DBOs (25-40%)
- Procesos fisicoquimicos
- Generacion de lodos primarios
- Procesos bioldgicos predominantes
- Reduccion de carga organica
soluble
- Remocion de DBOs y DQO (80-
95%)

- Actividad microbiana controlada
- Produccion de lodos secundarios
- Pulimiento final del efluente
- Remocion de contaminantes

especificos
- Calidad para reutilizar especializado
- Cumplimiento normativo estricto
- Tecnologias avanzadas

especializadas

Nota: Elaborado con informacion de “Propuestas de mejora para la planta de tratamiento

de aguas residuales (PTAR) de una empresa del sector cosmético” (Mendez & Sosa, 2019) y

“Design and implementation of a treatment system Wastewater” (Chavez, 2017).

Estas instalaciones son cruciales para la proteccion del medio ambiente y la salud

publica, sin embargo pueden ser un problema si no se gestionan de forma correcta
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(Martines & Villalobos, 2008). El efluente tratado puede contaminar cuerpos de agua
cercanos, suelos y otros ecosistemas (Alos, 2015), convirtiéndose en fuentes
significativas de descarga de antibioticos al medio ambiente, que actiian como agentes de
seleccion para proliferar bacterias resistentes a las comunidades aledafias (Cachopo,
2015).

Para mitigar la propagacion de BRA, resultado de las plantas depuradoras de agua,
el aplicar métodos terciarios de descontaminacion como la filtraciéon por membrana, con
arena o con carbon activado, permite obtener aguas mas seguras para la industria y
agricultura (Kalli et al., 2023).
2.3.1.1.2 Planta de tratamiento de la Universidad Técnica del Norte (PTAR-UTN)

La planta de tratamiento de la Universidad del Norte, implementada para
satisfacer la demanda de agua para riego en el Campus de Ingenieria Textil-Azaya, estd
disefiada como se muestra en la Figura 2, en donde se recolecta aguas residuales de origen
domestico de 85 familias de la Parroquia el Sagrario (Villarreal, 2015).

Figura 2.-

Estructura de la PTAR-UTN y sus operaciones unitarias

Nota: Se muestra el caudal medio de funcionamiento de la planta de tratamiento.

Apgua clarificada
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Elaborado a partir de “DISENO PARA LA IMPLEMENTACION DEL SISTEMA DE
TRATAMIENTO DE AGUAS RESIDUALES EN EL ESTADIO DE LA UNIVERSIDAD
TECNICA DEL NORTE, CANTON IBARRA PROVINCIA IMBABURA” (Villarreal, 2015).

30




La evaluacion de parametros fisicoquimicos del agua que se trata en la PTAR-
UTN, presentan una Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) de 192 mg/L y una Demanda
Biologica de Oxigeno (DBO) de 70 mg/L. Ademas, los niveles de nitratos son 5.20 mg/L,
fosforo total 3.2 mg/L, nitrégeno total 57 mg/L, y fosfatos 9.8 mg/L. En cuanto a
contaminacion microbiologica, la muestra presenta un alto porcentaje de E. coli con
300,000 células/ml y coliformes totales con 840,000 células/m (Pozo, 2020)

2.4 Escherichia coli

Es una bacteria Gram negativa, perteneciente a la familia Enterobacteriaceae, que
habita en el tracto gastrointestinal de animales y humanos. Tiene forma de bacilo, es
anaerobia facultativa con un metabolismo fermentador (Abramo et al., 2012; Vila et al.,
2016). E. coli se considera un organismo modelo para la ciencia por los diversos estudios
realizados a nivel quimico, bioldgico y ecologico (Aguillén et al., 2021).

E. coli puede desarrollar resistencia antimicrobiana, incluyendo multirresistencia,
a través de diversos mecanismos, siendo uno de los mas importantes la produccion de
Betalactamasas de espectro extendido (BLEE)(Aguilar Zapata, 2015). Si bien la mayoria
de las cepas de E. coli son comensales inofensivas, ciertos patotipos pueden causar
diversas infecciones como gastroenteritis, infecciones del tracto urinario, bacteriemia,
neumonia, meningitis neonatal, entre otras (Galindo-Méndez, 2020).

En el contexto de las plantas de tratamiento, E. coli representa un indicador clave
de contaminacion fecal y un reservorio importante de genes de resistencia antimicrobiana
que pueden transferirse a otras bacterias en el ambiente acuatico (Chacon Jiménez et al.,
2021). Aunque las PTAR logran eficiencias de remocion de hasta 95,4% para coliformes,

el porcentaje remanente en los efluentes considerando los grandes volumenes
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descargados diariamente, constituyen un riesgo sanitario y ambiental importante

(Martinez et al., 2020).
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CAPITULO I1I
3. METODOLOGIA
3.1 Descripcion del area de estudio
Se identifico la estructura y funcionamiento de la Planta de Tratamiento de Aguas
Residuales de la Universidad Técnica del Norte (PTAR-UTN), ubicada en el Campus
Planta Textil Azaya-UTN, en el Corredor Periférico Norte y Av. 13 de abril, como indica
la Figura 3.

Figura 3.-

Mapa de localizacion de puntos de muestreo en la PTAR-UTN.

| 022 00:N

22-mas reciente L 50m, cCamara:2.491m 0°22°46"N 78°07'17"W 2.229 m

Los analisis de las muestras de agua se realizaron en los laboratorios de Biotecnologia
Aplicada del Campus San Vicente de Paul de la Universidad Técnica del Norte [0°

20°49.3” N 78°06°49.2” W].
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3.2 Ejecucion del primer objetivo
3.2.1 Recoleccion de muestras

Tras identificar la estructura de la PTAR-UTN, se selecciond cuatro puntos de
muestreo basados en las etapas del proceso de tratamiento: el tanque de entrada (E),
piscina de oxigenacion (O), piscina de ripio (R) y piscina de almacenamiento de agua
tratada (S), como se muestra en la Figura 3.

Utilizando frascos estériles de 100 ml, se realizé un muestreo por triplicado a una
profundidad de 0.3 m, en los cuatro puntos de estudio (Aslan et al., 2018). Se traslado las
muestras en refrigeracion al Laboratorio de Biotecnologia Aplicada, para ser analizadas
(Bergeron et al., 2015). Se tomd una muestra mensual durante los meses de Septiembre y
Octubre, entre las 8 y 9 am, (Q. Lietal., 2019).

3.2.2 Procesamiento de muestras

Se dejo reposar las muestras por 0.5 h para sedimentar los solidos. Se realizd
diluciones seriadas hasta alcanzar diluciones de 10, con cada una de las 12 muestras
colectadas por mes. Se tomd 1ml de la muestra y se lo diluy6 en 9 ml de agua estéril.
(Aristizadbal-Hoyos et al., 2019).

Se realiz¢ filtracion al vacio utilizando el equipo Roker 300 ®, con ayuda de
filtros de membrana MS® de 0,45 um de diametro de poro (Aslan et al., 2018). Se agrego
20 ml de agua estéril y posteriormente se colocd los 10 ml de la dilucion previamente
homogenizados en el vortex (Abreu, 2020). Este proceso se realizd por duplicado,
utilizando las diluciones 10 y 1073, de todas las muestras.

Se tomo los filtros con pinzas estériles y se coloc6 en la superficie de las placas
de Petri con el Agar Cromogénico E. coli Tryptone Bile X-Glucuronide TM® (TBX) y

en placas de Petri con agar TBX suplementadas con 4 pg/ml de cefotaxima (CTX),
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evitando que quede espacios con aire. Se incubd un total de 48 placas mensuales en
posicion invertida por 24 h a 35 °C (Clark Appling et al., 2023).
3.2.3 Recuento de colonias y aislamiento de E. coli resistentes a cefotaxima

Se realizd un recuento a contra luz de las Unidades Formadoras de Colonias
(UFC) que crecieron de un color verde metalico en las placas con medio TBX y
TBX+CTX (Schwermer et al., 2018). Se obtuvo la proporcion de colonias de E. coli
resistentes a CTX, frente a colonias susceptibles a CTX, utilizando la Ecuacion 1 (Aslan

etal., 2018).

. E.coli resistentes a betalactamicos
Ovresistentes = - oli totales * 100 Ec. 1

De las placas de Petri con medio suplementado con CTX, donde se sembro las
diluciones 10> se tomd con un asa estéril 3 colonias al azar, y se sembr6 en nuevas placas
de TBX+ CTX, para obtener cultivos axénicos. Se dejo incubar por 24 horas a 35 °C
(Pasmionka et al., 2021).

3.2.4 Identificacion fenotipica de E. coli

3.2.4.1 Identificacion morfolégica por tincion de Gram

Se realizd una prueba de tincion de Gram, para identificar la morfologia bacteriana
siguiendo el protocolo estdndar, aplicando secuencialmente cristal violeta, Lugol,
alcohol-acetona y safranina, con lavados intermedios entre cada reactivo (Bernaitis et al.,
2024). Las muestras se observaron al microscopio optico con objetivos de 40x y 100x
utilizando aceite de inmersion, identificindose bacilos Gram negativos con morfologia
caracteristica de E. coli, tefiidas de color rosado-rojizo.

3.2.5 Identificacion de E. coli mediante pruebas bioquimicas

Las colonias aisladas identificadas con morfologia caracteristica de E. coli en la

tincion de Gram, fueron seleccionadas para su confirmacion mediante pruebas

bioquimicas de identificacion (Kazemian et al., 2016).
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3.2.5.1 Agar Triple Azucar Hierro (TSI)

La inoculacion del medio TSI se efectué mediante la técnica combinada de
puncioén profunda y estria superficial en pico de flauta, se incubd a 35°C por 24 horas.
Este medio diferencial permite evaluar la fermentacion de tres carbohidratos (glucosa,
lactosa y sacarosa), siendo los resultados caracteristicos de E. coli los indicados en la
Tabla 5 (Barros et al., 2023).

Tabla 5

Pardametros para identificacion E. coli mediante pruebas bioquimicas.

Prueba Pardametros Reaccion en E. coli
TSI Superficie/Profundidad A/A
GAS +
SH> -
SIM Movilidad +
Indol +
SH> -
Simmons citrato Crecimiento +
Color del medio Verde

Nota: Elaborado con la informacion de “Estrategias para la identificacion de E.

coli”’(Chinen & Malbran, 2021).

3.2.5.2 Medio Sulfhidrico indol movilidad SIM

Se realizd una inoculacion con puncion recta en el centro del tubo (dos tercios de
profundidad en el medio SIM) y se incubd a 35° C, por 24 horas (MacWilliams, 2009).
Transcurrido el periodo de incubacion, se afiadieron tres gotas del reactivo de Kovéacs al
cultivo, para evaluar la produccion de indol (formacién de un anillo rojizo ) y los demas

pardmetros bioquimicos detallados en la Tabla 4 (Bernaitis et al., 2024).
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3.2.5.3 Agar Simmons Citrato

Se inocul6 el medio mediante estria en zigzag sobre la superficie del pico de
flauta, incubandose a 35°C durante 24 horas, para evaluar la capacidad bacteriana de
utilizar el citrato como Unica fuente de carbono, los resultados esperados se detallan en la
Tabla 5 (Chinen & Malbran, 2021).
3.2.6 Conservacion de aislados

Los aislados confirmados como E. coli se conservaron tomando con un asa estéril
colonias aisladas de cada caja de los cultivos axénicos y se transfirio a 10 ml de Caldo de
Soja Tripticico (TSB). Se incubaron a 35°C durante 24 horas (Acuff et al., 2021). Se
formul6 viales de 1 ml con TSB y glicerol 30%, en una proporcién (1:1). Se almacen6 en
cajas de crioconservacion a -20°C (Pérez & Sosa, 2010).
3.3 Ejecucion del segundo objetivo

3.3.1 Pruebas de susceptibilidad antimicrobiana

3.3.1.1 Preparacion de medio y estandarizacion de Inéculos

Se prepard el medio Mueller Hinton (TM®) siguiendo las recomendaciones del
fabricante y se vertié en placas de Petri estériles (Bernaitis et al., 2024).

Las cepas confirmadas como E. coli mediante pruebas bioquimicas se cultivaron
en agar MacConkey suplementado con cefotaxima (4 pg/ml), a 35°C por 24 horas para
obtener colonias frescas. Posteriormente, se transfirieron de 3 a 5 colonias a tubos con
caldo TSB utilizando un asa bacterioldgica estéril. La suspension bacteriana se ajusto a
una turbidez equivalente al estandar 0.5 McFarland mediante densitometria (bioSan®)

(Mir et al., 2016).

3.3.1.3 Elaboracion del Antibiograma
Las placas de Mueller Hinton se inocularon con hisopos estériles empapados en

la suspension bacteriana de los tubos con TSB. La siembra se realizé en tres direcciones
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con rotaciones de 60° para asegurar una distribucion homogénea del in6culo, siguiendo
la metodologia de Kirby-Bauer (Choudhari et al., 2020).

Con la ayuda de pinzas estériles se colocaron los discos de antibidticos (16
antibioticos descritos en la Tabla 6), manteniendo una separacion de 2.5 cm entre discos
y un maximo de 6 discos por placa. Las placas se incubaron invertidas a 35°C durante 24
horas Los halos de inhibicién se midieron en milimetros con un calibrador digital (0-
150mm) (Haque et al., 2023).

Tabla 6

Criterio de interpretacion de la zona de inhibicion segun CLSI 2024

Zona de inhibicion

Punto de corte

Antibidtico Contenido S SDD 1 R

Ciprofloxacina (CIP) 30 ug >26 22-25 <21
Levofloxacina (LEV) 30 ug >21 17-20 <16
Cefepima (FEP) 30 ug >25 19-24 <I8
Cefotaxima (CTX) Sug >26 23-25 <22
Ceftazidima (CAZ) 15 ug >21 18-20 <17
Amoxicilina/dacido clavulanico (AMC) Sug >18 14-17 <I3
Piperacilina/tazobactam (TZP) 25 ug >25 21-24 <20
Cefoxitina (FOX) 30 ug >18 15-17 <I4
Ertapenem (ETP) 15 ug >22 19-21 =18
Tetraciclina (TE) 10 ug >15 12--14 <I1
Amikacina (AK) 30 ug >20 17-19 <I6
Gentamicina (CN) 30 ug >18 15-17 <I4
Tigeciclina (TGC) 10 ug >19 15-18 <4
Fosfomicina/trometamol (FOT) 300 ug >16 13-15 <I2
Nitrofurantoina (F) 200 ug >17 15-16 <I4
sulfametoxazol/trimetoprima (SXT) 30 ug >16 11-15 <10

Nota: La tabla muestra los intervalos para la clasificacion de la zona de inhibicion segin
el CLSI, clasificando en sensible (S), intermedio (I), susceptible dependiente de la dosis (SDD) y

resistente (R)
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3.3.1.4 Establecimiento del perfil de susceptibilidad segun la guia del Clinical
Laboratory Stardards Institute CLST

Para la interpretacion de los patrones de susceptibilidad se realizd una
comparacion de los diametros de los halos de inhibiciéon con los puntos de corte
establecidos por el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2024), clasificando
cada aislado como sensible (S), intermedio (I), susceptible dependiente de la dosis (SDD)
o resistente (R) para cada antimicrobiano detallado en la Tabla 6 (Adegoke et al., 2020)
3.3.2 Evaluacion de la produccion de BLEE mediante pruebas de sinergia de doble

disco (DDST)

Para la prueba DDST, se colocé un disco de Amoxicilina/acido clavulanico
(AMC,5 pg), un inhibidor de betalactamasas, cercano a dos discos de betalactamicos
indicadores, cefotaxima (CTX, 5 pg) y ceftazidima (CAZ, 15 pg), a una distancia de 15
mm (Ezeanya et al., 2017). Esta disposicion permite observar el efecto sinérgico
producido mediante una ampliacion del halo de inhibicion de CTX y CAZ, en la zona
adyacente al disco AMC, un indicador de producciéon de BLEE (Adegoke et al., 2020;
Ezeanya et al., 2017).

3.4 Analisis Estadistico

Los datos se registraron utilizando tablas con la siguiente informacién: punto de
muestreo, fecha de muestreo, conteo de colonias, identificacion del microorganismo, el
perfil de susceptibilidad antimicrobiana, la deteccion fenotipica de BLEE (positivo o
negativo). Los datos obtenidos de la investigacion fueron analizados mediante el
programa InfoStat/L considerando las variables de estudio: el punto de muestreo y UFC
para el primer objetivo. Para ello se realizé una prueba de Kruskal Walis, con un nivel de

confianza de 95% (o= 0.05) (Salvia et al., 2022).
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Para analizar los perfiles de susceptibilidad, se registraron los datos
codificando a los aislados, y la zona de inhibicion para cada antibiotico. Se realizé mapas
de calor, considerando si es sensible, susceptible dependiente de la dosis, intermedio o
resistente para cada uno de los antibioticos, para analizar los perfiles de multirresistencia.
Para analizar la resistencia para los 16 antibidtico por punto de muestreo se realizo tablas

de contingencia.
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Aislamiento y recuento de bacterias

Al realizar la prueba de Kruskal Wallis, se identificd diferencias significativas
entre los meses de estudio para el recuento de UFC (H: 20,83, p=0,0040, gl=17).
También, se determind que existen diferencias significativas entre los puntos de muestreo
para el recuento de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) para septiembre y octubre,
respectivamente (H: 10,17; p=0,0169; gl=3) y (H: 8,83; p=0,030; gl=3) (Anexo 1 y Anexo
2).

Al contrastar los resultados del recuento de aislados de E. coli totales y resistentes
a cefotaxima (CTX), en los cuatro puntos de la planta de tratamiento, se pudo identificar
que, para septiembre, se presentd el mayor recuento de E. coli totales, en la Entrada con
240 000 UFC/ml, mientras que, en la Salida, se report6 los recuentos mas bajos, con 138
000 UFC/ml. Se estim¢6 una reduccion de E. coli totales del 42,5%, como se muestra en
la Figura 4. Mientras que al analizar los aislados resistentes a CTX, se determind que,
nuevamente, el tanque de Entrada tenia mayor presencia de aislados resistentes, con
88000 UFC/ml, mientras que la piscina de Ripio presentd los recuentos mas bajos, con
34 000 UFC/ml. Se estim6 una eliminacion de E. coli resistentes al comparar la Entrada
y la Salida de 1. 4%. Sin embargo, se observé una reduccion del 61,36% de la Entrada a
la piscina de Ripio, mostrando este punto un aumento critico (155,88%), con respecto a
la Salida, como se observa en la Figura 4.

En octubre, se reportd la piscina de Oxigenacion como el punto con mayor
presencia de E. coli totales, con recuentos de 242 000 UFC/ml, y los recuentos mas bajos

se reportaron en la Salida con 141 000 UFC/ ml. Se estim¢6 una disminucion de E. coli
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Recuento de Unidades Formadoras de

totales del 39,6%, como se muestra en la Figura 4. Mientras que, al analizar los recuentos
de aislados resistentes a CTX, se identific6 como el punto con recuento mas alto la
Entrada con 117 000 UFC/ml, y el punto con los recuentos mas bajos la piscina de Ripio
con 23 000 UFC/ml. Se estim6 una disminucién del 26, 50% con respecto de la Entrada
a la Salida. Aunque, se evidencid, una reduccion del 80,34% de la Entrada a la piscina de
Ripio, nuevamente, este punto mostré un aumento critico (273,91%), con respecto a la
Salida, como se observa en la Figura 4.

Ademas, al aplicar la Ec.l el recuento de aislados totales frente a aislados
resistentes, indica que el 37,93% de las cepas de E. coli, reportadas en los 4 puntos de
muestreo, en los dos meses, son resistentes a antibidticos betalactamicos.

Figura 4.-

Recuento de Unidades formadoras de colonias (UFC/ml) en los 4 puntos de muestreo en

los meses septiembre y octubre
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Nota: Las barras de error representan el valor de la desviacion estandar (SD)
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Las plantas de tratamiento de aguas residuales pueden actuar como reservorios de
genes de resistencia a antibidticos y bacterias resistentes, facilitando su diseminacion en
el ambiente receptor (Mutuku et al., 2022). Las concentraciones bacterianas observadas
en este estudio resultan particularmente elevadas al compararlas con estudios previos,
realizados en China y Espafia, en aguas residuales municipales y urbanas, donde se
documentaron recuentos entre 10* y 10* UFC/ml (Rodriguez-Mozaz et al., 2015; Yao et
al., 2021). Por otro lado, los resultados de la PTAR-UTN, se asemejan a los valores
reportados en estudios de PTAR hospitalarias, realizados en Africa y Marruecos, donde
se reportaron recuentos de 1,02 x 10° — 5,1 x 10% UFC/ml respectivamente, donde existe
mayor resistencia cefalosporinas de tercera generacion (Adomako et al., 2021; Sayerh et
al., 2025). Ademas, estudios de anélisis metagenémicos globales, indican que las aguas
residuales urbanas, en paises en desarrollo, pueden presentar variaciones estacionales
aumentando de 2 a 5 veces la presencia genes de resistencia a betalactdmicos (Hendriksen
etal., 2019).

Seglin la normativa ecuatoriana, los criterios admisibles para el recuento de
coliformes totales son un maximo de 1000 NMP/100ml o UFC/100 ml, para hacer uso de
aguas tratadas para el riego de campos y recreacidon, (Acuerdo Ministerial 097-A)
(Ministerio del Ambiente, 2015). En esta investigacion se reportd un maximo recuento
de 242 000 UFC/ml de E. coli totales y 117 000 UFC/ml resistentes a betalactamicos,
superando el rango establecido como limite maximo permisible para el uso en riego.

Ademas, la eficiencia de remocidn bacteriana observada en el presente estudio
(42,5% en septiembre y 39,6% en octubre para E. coli totales) se sitlian en el limite
inferior del rango reportado para sistemas convencionales de lodos activados. Las PTAR

convencionales presentan rangos de remocion de 35% a 70% (Kalli et al., 2025; Lan et
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al., 2025). Lo que indica la importancia de implementar un tratamiento terciario, que
aumente la eficiencia de remocion entre 55 y 85% (Oliveira et al., 2023).

Ademas, los resultados muestran una eficiencia de remocion variable y limitada
de E. coli resistente a CTX (1.4% en septiembre y 26.50% en octubre). Estudios
realizados en plantas de tratamiento municipales chinas , documentaron que las bacterias
resistentes mantienen concentraciones de 10*-10° UFC/L en efluentes tratados, lo que
indica que, aunque las concentraciones totales se reducen significativamente, la
proporcion de bacterias resistentes puede mantenerse o incluso aumentar durante el
tratamiento (Wen et al., 2024). Por otro lado, investigaciones en plantas de tratamiento
de aguas residuales en Sudafrica, indican que aplicar una etapa de cloracion, aumentan la
capacidad de remocion entre 96.5% y 100% para cepas E. coli resistentes a cefotaxima
(Adegoke et al., 2020).

El rango de cepas resistentes a cefotaxima del 37,93%, observada en este estudio,
puede deberse a la presencia continua de trazas de antimicrobianos, capaces de ejercer
presion selectiva durante el tratamiento, favoreciendo la supervivencia de cepas
resistentes (Mutuku et al., 2022). Varios estudios han reportado rangos de 20-60% en
paises de ingresos medios y bajos, confirmando que los resultados de esta investigacion
estan dentro de los valores esperados para el contexto regional (Kalli et al., 2025; Mutuku
et al., 2022; Yao et al., 2021). En concordancia con Tolenada & Dayrit (2023), quienes,
reportaron una disminucion del 50% entre Entrada y Salida, se destaca la importancia de
sistemas de tratamiento avanzado para reducir la diseminaciéon ambiental de bacterias
resistentes.

El andlisis de varianza (ANOVA) para evaluar la prevalencia de aislados
resistentes a CTX mediante ratios (E. coli resistentes a CTX/ E. coli totales) reveld que

no existen diferencias significativas entre los meses de septiembre y octubre (F =1.56;
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p=0.23; gl =3), lo que sugiere estabilidad temporal en los niveles generales de resistencia.
Sin embargo, se identificaron diferencias significativas entre los puntos de muestreo tanto
en septiembre (F =36.89; p< 0.0001; gl =3) como en octubre (F=34,87 p < 0.0001; gl=3),
evidenciando variabilidad de los niveles de resistencia durante el proceso de tratamiento.

La prueba de Tukey (DMS = 0.13, a. = 0.05), para septiembre, permitié observar
que existen tres grupos (Oxigenacion-Entrada, Ripio y Salida), significativamente
diferentes entre si, como lo muestra la Figura 5. Mientras que, en octubre, esta prueba
(DMS =0.15, a= 0.05), permiti6 observar mayor diversidad en los niveles de resistencia,
estableciéndose cuatro grupos (Ripio, Oxigenacion, Salida y Entrada), con diferencias
significativas, presentandose también en la Entrada y Salida una resistencia similar, como
se muestra en la Figura 5.

Figura S.-

Ratio de resistencia bacteriana para septiembre y octubre.
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Nota: Se observa los niveles de presencia de bacterias resistentes en proporcion a los

recuentos totales de E. coli.

Las condiciones estacionales de septiembre y octubre, muestran ser constantes en

cuanto a condiciones operacionales y climaticas, por lo cual no existen diferencias
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significativas para la resistencia reportada en los meses de estudio (Gregova et al., 2021;
Yin et al., 2022). Por otro lado, PTAR-UTN, muestra una alta presencia de cepas
resistentes, principalmente en la piscina de Ripio y la Salida, que es consistente con
estudios realizados en Eslovaquia, en PTAR que tratan desechos municipales y animales,
donde la resistencia espacial es variable en los diferentes puntos de tratamiento. Segun,
estudios realizados en Portugal, indican que la persistencia de enterobacterias resistentes
a cefotaxima en efluentes tratados, se debe principalmente a la presencia del gen bla-ctx-
M, que les permite sobrevivir al proceso completo de tratamiento, inclusive a la

desinfeccion UV (dosis de 40 mJ/cm?)(Silva et al., 2018).

4.2 Confirmacion de la especie bacteriana Escherichia coli

4.2.1 Pruebas fenotipicas: Tincion de Gram

Al realizar la microscopia, se observo que el 100% (n=72) de aislados, tenia forma
de bacilos cortos, y presentaron una coloracion rosada/rojiza. Al aplicar la técnica de
primera linea Tincidon de Gram, el perfil morfologico y colorimétrico respalda la identidad
de los microorganismos como E. coli (Muhamad Hendri et al., 2024; Paray et al., 2023)
4.2.2 Pruebas bioquimicas

Al realizar las pruebas bioquimicas, se reportdé que el 100% de asilados
presentaron perfiles positivos para E. coli, lo que sugiere que las aislados no presentan
contaminacion, ni variantes atipicas. Los resultados se alinean con lo expuesto por Hariri
(2022) que indica que las pruebas bioquimicas convencionales, aunque son laboriosa,

tiene un indice de confianza de hasta el 95%.
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4.3 Perfil de susceptibilidad a antibioticos en aislados de Escherichia coli

Al evaluar la susceptibilidad de los aislados para los 16 antibidticos estudiados, en
los cuatro puntos de muestreo, durante septiembre y octubre, se identifico que el 100%
(n=72) de aislados presento de resistencia a CTX y SXT. Estos resultados coinciden con
los reportados en otros continentes, donde al aislar cepas de E. coli de diferentes puntos
de una planta de tratamiento se reportd el 100% de los aislados resistentes a cefotaxima
(Giindogdu et al., 2013; Ibrahim et al., 2025). Ademas, como se muestra en la Figura 6,
se presenta en septiembre y octubre respectivamente, una resistencia alta para TE (77,8%;

97,22 %), TGC (25%; 97,22%) y FOT (80,6%; 68,89), respectivamente.

Estos resultados se contrastan con los reportados en aguas residuales municipales,
donde, se presentd resistencia para tetraciclina de 82% y de hasta el 67% en etapas
postratamiento en PTAR urbanas (Aali et al., 2014; Tsvetanova & Boshnakov, 2025). La
resistencia a tigeciclina es alarmante, se reporta en estudios donde se aislo E. coli
resistente hasta en el 100% de cepas, confirmando la emergencia de esta resistencia en
ambientes acuaticos Li et al., (S. Li et al., 2022; Ma et al., 2022). Por otro lado, la
resistencia a fosfomicina observada supera significativamente los valores reportados en
colecciones clinicas (3-15%), lo cual se debe a que en aguas residuales se facilita la
transferencia horizontal del gen fosA3 que tiene ubicacion plasmidica, principal
mecanismo de resistencia presente en hasta el 90% de las cepas resistentes a este

antibidtico (Diez-Aguilar & Canton, 2019).
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Figura 6.-

Porcentaje de resistencia para cada antibiotico durante septiembre y octubre
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Nota: Se muestra los 16 antibidticos evaluados Ciprofloxacina (CIP), Levofloxacina
(LEV), Cefepime (FEP), Cefotaxima (CTX), Ceftazidima (CAZ), Amoxicilina/acido clavulanico
(AMC), Piperacilina/tazobactam (TZP), Cefoxitina (FOX), Ertapenem (ETP), Tetraciclina (TE),
Amikacina (AK), Gentamicina (CN), Tigeciclina (TGC), Fosfomicina/trometamol (FOT),

Nitrofurantoina (F) y Sulfametoxazol/trimetoprima (SXT).

Como se muestra en la Tabla 7, durante el mes de septiembre, los antibiodticos
CAZ, FEP y FOT presentaron 100%, 83 % y 94 % de resistencia, respectivamente, en la
Entrada y en la Oxigenacion. Sin embargo, en la piscina de Ripio y Salida, esta resistencia
disminuye a <50 %. Por otro lado, como se evidencia en la Tabla 8, durante el mes de
octubre, los antibidticos TGC y TE, presentaron 97,22% aislados resistentes, en los cuatro
puntos de muestreo. Estos resultados se asemejan a los reportados en muestras de aguas
residuales de Nigeria, donde se evidencido un 94,5% de resistencia a tetraciclina y
resistencia universal (100%) a ceftazidima (Adelowo et al., 2018). Las fluctuaciones en

los perfiles de resistencia, se debe a variaciones en el tratamiento, como cambios en los
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factores de temperatura, carga organica y eficiencia de los procesos biologicos (Godinho
et al., 2024).

Tabla 7.-

Perfil de susceptibilidad de los aislados de septiembre. n = 9 aislados por cada punto

de muestreo.

Entrada Oxigenacion Ripio Salida

Antibiotico S Sbp I R § SDD I R S SDD I R S SDD

cre 1 0 4 4 0 0. 3 6 2 0 2 5 3 0
LEV 4 0 2 3 2 0 3 4 4 0 1 4 4 0
FEP 0 2 0 7 0 1 0 8 I 6 0o 2 0 7
CTX 0 0 0o 9 0 0 0o 9 0 0 0o 9 0 0
CAZ 0 0 0o 9 0 0 0 9 4 0 0o 5 8§ 0
AMC 7 0 2 0 & 0 1 0 7 0 2 0 5 0
7P 2 0 0o 7 0 4 o 5 5 2 0o 2 4 4
FOX 8§ 0 0o 1 7 0 I 1 9 0 0o 0 8§ 0
ETP 1 0 5 3 6 0 I 2 5 0 3 1 9 0
TE 0 0 0 9 4 0 1 4 2 0 0 7 0 0
AK 0 0 5 4 0 0 5 4 5 0 4 0 6 0
CN 1 0 7 1 2 0 7 0 6 0 2 1 &8 0
TGC 0 0 9 0 0 0 § 1 5 0 4 0 1 0
FOoT 0 0 0o 9 1 0 0 &8 3 0 0 6 3 0
F 3 0 5 1 2 0 4 3 9 0 0o 0 7 0
SXT 0 0 0o 9 0 0 0o 9 0 0 0o 9 0 0
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Nota: Se muestra los 16 antibidticos evaluados Ciprofloxacina (CIP), Levofloxacina (LEV),
Cefepime (FEP), Cefotaxima (CTX), Ceftazidima (CAZ), Amoxicilina/acido clavulanico
(AMCO), Piperacilina/tazobactam (TZP), Cefoxitina (FOX), Ertapenem (ETP), Tetraciclina (TE),
Amikacina (AK), Gentamicina (CN), Tigeciclina (TGC), Fosfomicina/trometamol (FOT),
Nitrofurantoina (F) y Sulfametoxazol/trimetoprima (SXT).). La zona de inhibicién segtin el CLSI

clasifica en sensible (S), intermedio (I), susceptible dependiente de la dosis (SDD) y resistente

R)

Tabla 8.-

Perfil de susceptibilidad de los aislados de octubre.

Entrada Oxigenacion Ripio Salida

Antibiotico

SDD I

SDD I

SDD 1

SDD I

crp
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FEP
CTX
CAZ
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7P
FOX
ETP
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AK
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TG6C
FoT
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Nota: Se muestra los 16 antibidticos evaluados Ciprofloxacina (CIP), Levofloxacina
(LEV), Cefepime (FEP), Cefotaxima (CTX), Ceftazidima (CAZ), Amoxicilina/acido clavulanico
(AMCQ), Piperacilina/tazobactam (TZP), Cefoxitina (FOX), Ertapenem (ETP), Tetraciclina (TE),
Amikacina (AK), Gentamicina (CN), Tigeciclina (TGC), Fosfomicina/trometamol (FOT),

Nitrofurantoina (F) y Sulfametoxazol/trimetoprima (SXT). La zona de inhibicidon segun el CLSI
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clasifica en sensible (S), intermedio (I), susceptible dependiente de la dosis (SDD) y resistente
R).

Al realizar el analisis por familias de antibioticos, como se muestra en la Figura
7, se identifico los siguientes perfiles de resistencia. Para septiembre y octubre
respectivamente, sulfamidas 100%, tetraciclinas (77,8% y 97,2), fosfomicinas (80,6 y
63,9%), y se evidencia una alta resistencia en las glicinas para el mes de octubre con
97,2%. Por otro lado, la menor resistencia se evidencia en los Nitrofuranos y
aminoglucosidos. Estos patrones de resistencia son consistentes con la literatura
internacional sobre PTAR, donde se indican que, las sulfamidas presentan las mayores
tasas de resistencia en sistemas de tratamiento de aguas residuales debido a su uso
extensivo, tanto en medicina humana como veterinaria, lo cual explica la resistencia
universal observada (Wang & Chen, 2022). La alta resistencia a tetraciclinas (77,8-
97,2%) concuerda la tasa de resistencia de 73,9% a tetraciclinas en E. coli ambiental,
sugiriendo que estos determinantes de resistencia estan ampliamente distribuidos en
ambientes acudticos contaminados (Jamrin et al., 2022).
Figura 7.-
Perfil de susceptibilidad de los aislados por familias de antibioticos para septiembre y
octubre

Sulfamidas

Nitrofuranos

Fosfomicinas

Glicilciclina 97,2

Aminoglucosidos

Tetraciclinas 972

Betalactamicos 194 40,9

Quinolonas 3hdw 472

0,0 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0 120,0

B QOctubre = Septiembre
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4.4 Multirresistencia

El mapa de calor (Anexo 3), permite identificar el perfil de susceptibilidad de los
aislados para los meses de septiembre y octubre, como se muestra en la Tabla 9, donde
se evidencio una resistencia universal a los antibidticos betalactdmicos y sulfamidas,
también se observéd un aumento critico en la resistencia durante el proceso de tratamiento

para quinolonas y tetraciclinas.

Tabla. -9

Porcentaje de resistencia en los cuatro puntos de muestreo para septiembre y

octubre.
Familias Entrada  Oxigenacion Ripio Salida
Quinolonas 55.6 66,7 77,8 55,6
Betalactamicos 100,0 100,0 100,0 100,0
Tetraciclinas 100,0 444 77,8 88,9
Aminoglucésidos 55,6 444 11,1 0,0
Glicilciclinas 0,0 11,1 0,0 88.9
Fosfomicinas 88,9 88,9 66,7 66,7
Nitrofuranos 11,1 333 0,0 0,0
Sulfamidas 100,0 100,0 100,0 100,0

Ademas, el 100% de aislados presentan multirresistencia a las diferentes familias
de antibioticos estudiadas. Se identificaron 33 patrones diferentes entre los 72 aislados,
siendo los patrones de resistencia mas prevalentes C, T, GC, F, S (15.28%), C, T, GC, S
(12.50%) vy Q, C, T, GC, F, S (9.72%). Los patrones analizados mostraron resistencia de
3 a 8 familias de antimicrobianos, principalmente a las sulfamidas, cefalosporinas,
tetraciclinas, glicilciclinas y fosfomicinas. Mientras que la menor resistencia se presento
frente a las cefamicinas y carbapenémicos, como se muestra en la Tabla 10. Esta
diversidad de patrones de multirresistencia es similar con la investigacion realizada en
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aguas residuales hospitalarias en Colombia, que reportan multirresistencia universal
(100%) en efluentes hospitalarios, a su vez se encuentra una multirresistencia superior al
76% reportado por Salvia et al. (2022), en aislamientos clinicos hospitalarios (Tellez-
Carrasquilla et al., 2023). Wang et al., (2020) dicen que las PTAR, al tener una mezcla
de aguas de diferentes origenes, facilitan el desarrollo de multirresistencia bacteriana. La
presencia de contaminantes fecales es una de las principales causas de la abundancia de
genes de resistencia (Karkman et al., 2019). Esta mezcla de contaminantes crea un
ambiente propicio para la co-seleccion y transferencia horizontal de multiples
mecanismos de resistencia (Salvia et al., 2022). En ambientes acuaticos, Uluseker et al.,
(2021), describen que la presencia de multiples elementos genéticos moviles facilita la
emergencia de fenotipos multirresistentes complejos.

Tabla 10.-

Patrones de resistencia a diferentes familias de antibioticos de los aislados de

septiembre y octubre

Patrones de resistencia Frecuencia
Aislados %

C T,GCF, S 11 15,28
CT,GC, S 9 12,50
Q,CT,GC,F, S 7 9,72
Q,CT,F, S 3 4,17
Q,CT,S 3 4,17
Q,CT,GC,S 3 4,17
CT,F, S 3 4,17
C,BLC, T,GC, F, S 3 4,17
C,BLC, T, AG,F, S 2 2,78
Q,CF,S 2 2,78
CT,S 2 2,78
C, T,AG,F,NF, S 2 2,78
Q,C,BLC, T,F, S 1 1,39
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C,BLC, CB, T, AG, F, S 1 1,39

Q,C,BLC,CB, T, S 1 1,39
Q,C,BLC, T, AG, F, S 1 1,39
Q, C,BLC,CM, CB, T, F, S 1 1,39
C,BLC, S 1 1,39
C,BLC, T, AG, F, NF, S 1 1,39
C,AG,F,S 1 1,39
Q, C, BLC, CB, F,NF, S 1 1,39
Q, C,BLC, CB, T, AG, GG, F, S 1 1,39
Q, C, BLC, CM, T, AG, F, NF, S 1 1,39
Q,C, AG,F, S 1 1,39
C,CB,T,F,S 1 1,39
C,BLG, T, F, S 1 1,39
Q,C,GG,F,S 1 1,39
Q,C,BLC, T, GG, F, S 1 1,39
Q,C,BLC, T, GG, S 1 1,39
Q,C, T, AG, GG, F, S 1 1,39
C, GG, S 1 1,39
C, T, GC, F,NF, S 1 1,39
Q, C,BLC, T, AG, GG, S 1 1,39
Q, C,BLC, T, AG, GC, S 1 1,39

Nota: Se muestra los patrones de resistencia para las familias quinolonas (Q),
cefalosporinas (C), betalactdmicos compuestos (BLC), cefamicinas (CM), Carbapenémicos
(CB), Tetraciclinas (T), Aminoglucosidos (AG), glicilciclinas (GC), Fosfomicinas (F),
Nitrofuranos (NF), y sulfamidas (S)

4.5 Prueba de sinergia de doble disco para identificacion fenotipica de
Betalactamasas de espectro extendido (BLEE)
El 68% de los aislados (72), entre septiembre y octubre, tuvieron una reaccioén
fenotipica positiva para la produccion de BLEE, evidenciandose un efecto sinérgico entre

los discos con antibidticos CTX, AMC y CAZ, como se evidencia en la Figura 8 y Figura
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9. La amenaza de bacterias productoras de enzimas BLEE, es un riesgo para la salud
publica (Adelowo et al., 2018; Sivakumar et al., 2021). Pintor-Cora et al., (2021), indican
que estas bacterias se diseminan con rapidez, colonizando alimentos frescos, llegando asi
a la cadena alimentaria. Los resultados de esta investigacion se contrastan con los
reportados por Tellez-Carrasquilla et al., (2023), en un estudio realizado en Colombia, las
cepas BLEE alcanzan hasta el 78.9%. Sin embargo, estos resultados superan los
reportados por Adegoke et al., (2020), donde la produccion de estas cepas es del 52,6%.
Estas diferencias se pueden deber al mal manejo de protocolos de tratamiento de aguas
residuales (Uluseker et al., 2021).

Figura 8.-

Identificacion fenotipica de BLEE: A) reaccion negativa para produccion de BLEE, B)

reaccion positiva para la produccion de BLEE.
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Figura 9.-
Aislados de E. coli positivos para la produccion de Betalactamasas de espectro extendido

(BLEE)
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Aislados positivos para BLEE

Septiembre Octubre
Meses de muestreo

Como se observa en la Figura 9, septiembre presentd aproximadamente el 36% de
aislados positivos para BLEE, mientras que en octubre se evidencia un 100% de E. coli
BLEE. Por otro lado, al analizar la Figura 10, que muestra los aislados con reaccion
positiva, se identificd que, en septiembre, la piscina de Salida y Oxigenacion (77,8% y
55,6%, respectivamente), presentaron produccion de BLEE. Por otro lado, octubre,

presentd 100% de produccion de BLEE, en los cuatro puntos de estudio.
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Figura 10.-

Aislados positivos para BLEE, segun el punto de muestreo, en cada mes estudiado.
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Numero de aislados positivos
para BLEE

B Septiembre M QOctubre

La evidente variacion en cuanto a cepas E. coli BLEE en los meses de estudio, es
consistente con los analisis realizados durante ocho meses en una PTAR sueca, mostrando
fluctuaciones significativas de E. coli resistente a cefalosporinas de tercera generacion,
como parte de patrones de variabilidad espacial y temporal, propios de la ecologia
bacteriana (Conforti et al., 2024; Elmarghani et al., 2025). Ademas, la temperatura y
precipitaciones interfieren de forma significativa en la prevalencia de genes BLEE (Liu
et al., 2023). Los resultados de la piscina de Oxigenacion, son consistentes con el estudio
de aguas residuales, en una PTAR en Nigeria, donde se identifico que el 79,9% de
aislados eran positivos para la produccion de BLEE (Adelowo et al., 2018). Segiin un
estudio colombiano, sugiere que la variabilidad observada refleja tanto factores
ambientales como la circulacion de diferentes clones bacterianos, lo que permite la

expresion de genes BLEE (Aristizabal-Hoyos et al., 2019).
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CAPITULO V
5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1 Conclusiones

e Se aislo un total de 72 cepas de Escherichia coli resistentes a betalactamicos
de en la PTAR de la Universidad Técnica del Norte durante septiembre-
octubre 2024.

e FEl sistema de tratamiento implementado se considera de una eficiencia
limitada en la remocion de bacterias resistentes (1.4% a 26.5% para
septiembre y octubre, respectivamente), ademdas presenta, reducciones del
42,5% (septiembre) y 39,6% (octubre) para E. coli totales.

e Lapiscina de Ripio demostro ser el punto mas efectivo para la remocion inicial
de E. coli resistente, con reducciones del 61.36% (septiembre) y 80.34%
(octubre) respecto a la Entrada.

e El andlisis de susceptibilidad antimicrobiana reveldo que el 100% de los
aislados presentaron multirresistencia, con 33 patrones diferentes de
resistencia, siendo los mas prevalentes C, T, GC, F, S (15.28%), C, T, GC, S
(12.50%)y Q, C, T, GC, F, S (9.72%).

e Se determind que el 68% de las cepas fueron productoras de betalactamasas
de espectro extendido (BLEE), mediante la prueba de sinergia de doble disco
(DDST).

e Los aislados mostraron mayor resistencia a sulfamidas, cefalosporinas y

tetraciclinas, mientras que presentaron menor resistencia a carbapenémicos.
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5.2 Recomendaciones

Se recomienda realizar un analisis molecular de los aislados, para
identificar la presencia de genes relacionados a la resistencia de
cefalosporinas, como blactx-m, blatem, blasnv, para correlacionar el
fenotipo con el genotipo.

Secuenciar genomas completos de aislados representativos para identificar
elementos genéticos de resistencia, asi como pldsmidos conjugativos, e
identificar la dinamica de dispersion de los aislados entre diferentes
ambientes. Ademads, esto permitird identificar otros marcadores
moleculares epidemiologicos y de virulencia.

Ampliar el muestreo, tanto temporal como espacialmente, para
comprender este fenomeno en otras PTAR, asi como en diferentes épocas

del afio.
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Anexo 1.-

ANEXOS

Analisis estadistico de recuentos de E. coli total (en medio TBX) por punto de muestreo

y mes
Punto de Mes N Media D.E. Mediana Grupo
Muestreo (UFC/ml) (UFC/ml) Estadistico*
Salida Septiembre 3 135,333 14,189 138,000 A
Salida Octubre 3 142,000 13,528 141,000 A
Ripio Octubre 3 149,000 14,799 156,000 A
Ripio Septiembre 3 174,667 7,234 171,000 AB
Aireacion Septiembre 3 191,333 5,859 189,000 AB
Entrada Octubre 3 235333 11,015 230,000 B
Entrada Septiembre 3 235,000 34,771 240,000 B
Aireacion Octubre 3 247,000 8,660 242,000 B

Anexo 2.-

Analisis estadistico de recuentos de E. coli total (en medio TBX+ CTX) por punto de
muestreo y mes

Punto de Mes N Media D.E. Mediana Grupo
Muestreo (UFC/ml) (UFC/ml) Estadistico*
Ripio Octubre 3 22,333 5,033 23,000 A

Ripio Septiembre 3 33,000 2,646 34,000 AB
Aireacion Septiembre 3 64,667 14,154 57,000 ABC
Salida Septiembre 3 83,000 7,810 87,000 BCD
Aireacion Octubre 3 85,000 14,000 85,000 BCD
Salida Octubre 3 86,333 2,517 86,000 BCD
Entrada Septiembre 3 87,333 4,041 88,000 CD
Entrada Octubre 3 111,000 14,000 117,000 D
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Anexo 3.- Mapa de calor de los aislados de septiembre (S) y octubre (O). Se muestra los
16 antibioticos Ciprofloxacina (CIP), Levofloxacina (LEV), Cefepime (FEP), Cefotaxima
(CTX), Ceftazidima (CAZ), Amoxicilina/acido clavulanico (AMC), Piperacilina/tazobactam
(TZP), Cefoxitina (FOX), Ertapenem (ETP), Tetraciclina (TE), Amikacina (AK), Gentamicina
(CN), Tigeciclina (TGC), Fosfomicina/trometamol (FOT), Nitrofurantoina (F) y
Sulfametoxazol/trimetoprima (SXT).. Se asigna un color a las zonas de inhibicion: Verde
para sensible (S), anaranjado para intermedio (I), verde menta para susceptible

dependiente de la dosis (SDD) y rojo para resistente (R)

Mes | Cédigo | CIP |LEV |FEP |CTX |CAZ | AMC |TZP |[FOX |ETP |TE |AK |CN |TGC |FOT |F |SXT
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M101
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M201
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M203
M301
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