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1. ABREVIATURAS EMPLEADAS 

 

AF Afluente 

AIEC Del inglés adherent invasive E. coli, E. coli invasiva adherente  

AMK Amikacina  

AmpC Betalactamasas tipo AmpC 

AMR Del inglés Antimicrobial Resistance, Resistencia antimicrobiana 

APHA American Public Health Association 

ARB Del inglés Antimicrobial Resistant Bacteria, bacterias resistentes a los antibióticos 

ARG Del inglés inglés Antimicrobial Resistant Genes, Genes de resistencia a los antibióticos  

AWWA American Water Works Association 

BGN Bacilos Gram negativos 

BLEE Betalactamasas de espectro extendido 

CAZ Ceftazidima  

CIP Ciprofloxacina  

CLSI The Clinical and Laboratory Standards Institute 

COL Colistina  

COT Carbono orgánico total  

CRO Ceftriaxona  

DAEC Del inglés diffusely adherent E. col, E. coli difusamente adherente  

DNA Del inglés Deoxyribonucleic acid, Ácido desoxirribonucléico  

DOR Doripenem  

DQO Demanda química de oxígeno  

EAEC Del inglés Enteroaggregative E. coli,E. coli enteroagregativa 

EF Efluente 

EIEC Del inglés Enteroinvasive E. coli, Shigella / E. coli enteroinvasiva  

EPEC Del inglés enteropathogenic E. coli, E. coli enteropatógena  

ERB Enterobacerias resistentes a betalactámicos 

ETEC Del inglés enterotoxigenic E. coli, E. coli enterotoxigénica  

ETP Ertapenem  

EUCAST European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing 

FEP Cefepime  
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FOX Cefoxitín  

GN Gentamicina  

HGT Del inglés Horizontal gene transfer, Transferencia horizontal de genes  

IMP Imipenem  

ITU Infección del Tracto Urinario 

KESC Klebsiella, Enterobacter, Serratia o Citrobacter  

LAR Lodos activados de recirculación 

LB Agar Luria Bertani 

MBL Metalobetalactamasas 

MDR De inglés Multidrug resistance, Multidrogorresistencia 

MEM Meropenem  

MLST Del inglés Multilocus sequence typing, Tipificación de secuencias multilocus  

OD Oxígeno disuelto  

OMS Organización Mundial de la Salud 

PBP Del inglés Penicilin binding protein, Proteínas fijadoras de penicilinas 

PDR Del inglés Pandrugresistance, Panresistencia 

PFGE  Del inglés Pulsed-field gel electrophoresis, Electroforesis en gel de campo pulsado 

PST Secuencias tipo detectadas por el método de Pasteur 

PTAR Planta de tratamiento de aguas residuales 

PTZ Piperacilina/Tazobactam  

SAM Ampicilina/Sulbactam  

SS Sólidos suspendidos  

ST Del inglés Sequence Typing, Secuencias tipo  

ST Sólidos totales  

STEC Del inglés, Shiga Toxin E. coli, E. coli productora de toxina Shiga  

TGC Tigeciclina  

UCI Unidades de Cuidados intensivos  

UFC Unidades formadoras de colonias 

UPGMA Del inglés Unweighted pair group method using average linkages 
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2. RESUMEN 

El aumento de la resistencia a betalactámicos ha llevado a explorar espacios diferentes al hospitalario como las 

plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR), consideradas recientemente como reservorios y fuentes de 

diseminación de la resistencia bacteriana. En este trabajo se propuso describir la presencia de enterobacterias 

de importancia clínica resistentes a betalactámicos (ERB) portadoras de β-lactamasas tipo BLEE y AmpC 

empleando métodos fenotípicos y moleculares en una PTAR de Antioquia, Colombia 

Se realizaron 6 muestreos en el 2017, en afluente (AF), efluente (EF), lodos de recirculación (LAR) y tanques 

de aireación (TA) de la PTAR. Se detectaron las ERB empleando ChromID-ESBLTM, se seleccionaron aislados 

sospechosos de portar β-lactamasas. Las enterobacterias se identificaron por 16S-rRNA y mediante PCR se 

detectaron algunos genes que codifican para BLEE y AmpC plasmídicas. Al microorganismo más 

frecuentemente detectado se le realizó genotipificación molecular por PFGE y MLST.  

De 353 aislados incluidos, 28.3% correspondieron a enterobacterias provenientes de: AF (29%), TA (24%), LA 

(17%) y EF (30%). Los microorganismos más frecuentes fueron: Escherichia coli (83%), Citrobacter freundii 

(11%) y Enterobacter cloacae complex (4%). Se detectaron 160 β-lactamasas: 85.6% codificaron para BLEEs 

siendo más frecuentes las variantes TEM (43.8%, n = 60) y CTX-M-grupo-1 (35.8%, n = 49); y el 14.4% 

restante codificado para AmpC siendo más frecuentes LAT / BIL / CMY (78.3%, n = 18). De los perfiles de 

betalactamasas, E. coli portó 19 de los 21, siendo el único portador de TEM + CTX-M-1-group en un 24%. La 

tipificación de E. coli por PFGE y MLST mostraron gran diversidad genotípica.  

Este trabajo evidencia la diseminación de la resistencia bacteriana en ambientes diferentes al hospitalario. El 

hallazgo de las BLEEs variantes TEM y CTX-M-1-group en un alto porcentaje, demuestra la capacidad que 

tienen estos genes de estar simultáneamente en diferentes enterobacterias. Asimismo, este trabajo señala la gran 

diversidad de E.  coli portando estos mecanismos de resistencia, lo que evidencia la presión de selección que se 

presenta al interior de las PTAR y resalta la importancia de este microrganismo como diseminador de β-

lactamasas tipo BLEE y AmpC plasmídicas en ambientes acuáticos.   
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3. INTRODUCCIÓN 

3.1 Resistencia antimicrobiana: un problema global  

Antes de la aparición de los primeros antibióticos, las muertes por infecciones como neumonía, diarrea y difteria 

predominaban en el siglo XIX (1). Gracias a Alexander Fleming y el descubrimiento  de la penicilina, se 

lograron salvar muchas vidas durante la segunda guerra mundial, dando origen a la era antibiótica (2). Sin 

embargo, este científico había alertado sobre las posibles consecuencias que se podrían tener cuando este 

antibiótico se usara de manera incorrecta, advirtiendo que el mal uso de la penicilina desencadenaría la 

resistencia en las bacterias cuando estas estuvieran en contacto nuevamente con el medicamento, logrando 

sobrevivir al tratamiento (3). Esto no sólo se ha evidenciado con este tipo de antibióticos, sino también con la 

gran mayoría que han venido surgiendo a través de los años. En 2014, la Organización Mundial de la Salud 

(OMS) en el primer reporte de resistencia a nivel mundial, alertó sobre la llegada de la era post-antibiótica 

trayendo consecuencias importantes como la muerte (4). De forma generalizada la causa común detrás de las 

crecientes tasas de resistencia, está dada por el uso inadecuado y excesivo de los antibióticos en el tratamiento 

de enfermedades infecciosas en los humanos, lo que aumenta la presión selectiva sobre microorganismos 

comensales y patógenos que pueden propagarse a los seres humanos a través del contacto directo, vía cadena 

alimentaria o indirectamente del medio ambiente por contaminación de los cuerpos de agua (5,6). Esta 

actuación, ha traído como consecuencia la aparición y propagación de bacterias resistentes a los antibióticos 

(ARB) (7). Hasta hace pocos años se señalaba a los hospitales como una de las principales fuentes o reservorios 

de bacterias resistentes, sin embargo, recientemente se ha evidenciado que otros sectores como el veterinario, 

el agropecuario y el alimentario, así como diversas fuentes ambientales, han tomado cada vez más fuerza frente 

a este tema debido a la liberación de algunos de estos compuestos químicos al medio ambiente, considerando 

la AMR como un problema multifactorial (8–10). 

El problema de la resistencia a los antibióticos se ha convertido en una amenaza para la salud mundial, en donde 

se requiere una acción interdisciplinaria que involucre las áreas implicadas e interesadas para abordar este 

problema desde su raíz (5). 
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3.2 Bacilos Gram negativos resistentes de importancia clínica  

En los últimos años, se ha venido reportando la aparición gradual de resistencia antimicrobiana a diversos 

antibióticos en Bacilos Gram negativos (BGN) en especial a los betalactámicos, la familia de antibióticos más 

empleadas en la práctica clínica, a la cual pertenecen además de las penicilinas, las cefalosporinas y los 

carbapenémicos (11). Entre los mecanismos de resistencia a los betalactámicos en BGN se encuentran la 

alteración de las proteínas fijadoras de penicilina (PBP, por sus siglas en inglés Penicillin Binding Proteins), el 

acceso limitado a las dianas de PBP y la producción de betalactamasas, siendo este último el más frecuente 

(para mayor información, ir al ítem 3.4 Resistencia a betalactámicos en bacilos Gram negativos) (12). 

Adicionalmente, se ha evidenciado que estas bacterias son generalmente resistentes a otras familias de 

antibióticos, llegándolos a catalogar incluso como microorganismos portadores de multidrogorresistencia 

(MDR) o panresistencia (PDR) (13,14).  

A principios del año 2017, la OMS publicó la lista de “patógenos prioritarios para los que se requieren 

urgentemente nuevos antibióticos”, en esta lista se incluyen los BGN resistentes a betalactámicos como 

Pseudomonas spp., Acinetobacter spp., y varias enterobacteriáceas como Klebsiella spp., Escherichia coli, 

Serratia spp., y Proteus spp., evidenciando la amenaza de BGN resistentes a betalactámicos para la salud 

pública (15). 

Entre los géneros y especies resistentes más importantes se encuentran E. coli, Klebsiella spp, Enterobacter 

spp, Pseudomonas spp y Acinetobacter spp. De E. coli se afirma que es el primer colonizador del intestino del 

infante, seguido de Klebsiella. Este BGN es el más comúnmente encontrado en el tracto gastrointestinal humano 

y animal, y aunque ha sido altamente susceptible a los antibióticos, dada su plasticidad genómica, tiene la 

capacidad para ser receptor y donante de diversas betalactamasas, especialmente las de tipo BLEEs, 

caracterizándose así, como el principal agente causal de infecciones del tracto urinario (ITU) de las  cuales se 

cree que el 80% de estas infecciones son causadas por este patógeno (16–19). Este microorganismo se puede 

clasificar por serotipificación o por métodos filogenéticos. Por serogrupos, se clasifican aproximadamente en 

siete grupos: E. coli enteropatógena (EPEC) generalmente presente en diarrea infantil con capacidad para 

lesionar las células epiteliales del intestino especialmente del intestino delgado las cuales se dividen en dos 

patotipos: mientras las cepas típicas (tEPEC) poseen el factor de virulencia EAF presente en el plásmido pEAF, 
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las cepas atípicas (aETEC) no lo tienen (20–22); E. coli productora de toxina Shiga (STEC) que puede causar 

desde diarrea leve a sanguinolenta e incluso síndrome urémico hemolítico, Shigella / E. coli enteroinvasiva 

(EIEC) los cuales son patógenos causantes de la disentería bacilar o shigelosis, E. coli enteroagregativa (EAEC) 

generalmente se encuentra en la diarrea persistente en niños, pacientes con VIH y diarrea del viajero; E. coli 

difusamente adherente (DAEC) que se relaciona con diarrea acuosa y se afirma que los adultos portadores de 

este microorganismo de forma asintomática, en un futuro podrían desarrollar enfermedades inflamatorias 

intestinales crónicas; E. coli enterotoxigénica (ETEC) quien es el principal agente etiológico de la diarrea del 

viajero y es endémico en países subdesarrollados, y E. coli invasiva adherente (AIEC) conocido como uno de 

los agentes causales de la enfermedad de Chron (23). Por métodos filogenéticos, en la actualidad E. coli se 

clasifica en ocho filotipos: A, B1, B2, C, D, E, F y uno correspondiente al clado I de E. coli. De estos, se ha 

determinado que la mayoría de los aislados comensales pertenecen al grupo A, y los aislados más patógenos 

hacen parte del grupo B2 en el cual se caracteriza además por ser el grupo filogenético más resistente a los 

antibióticos (21,22). 

Al igual que E. coli¸ Klebsiella pneumoniae es colonizador frecuente del intestino humano y ha adquirido 

resistencia a las cefalosporinas de tercera generación y carbapenémicos; adicionalmente, se ha visto involucrado 

en diferentes infecciones nosocomiales y adquiridas en comunidad, siendo el patógeno más frecuente en 

infecciones causadas por bacterias resistentes a carbapenémicos en todo el mundo (24). En su genoma se 

encuentra el gen que codifica para la betalactamasa SHV (25); sin embargo, también puede adquirir resistencia 

a los antibióticos a través de “la transferencia horizontal de genes o elementos genéticos móviles como 

transposones o plásmidos” (24). Entre estos genes se encuentran aquellos que codifican para una gran variedad 

de betalactamasas como BLEEs, KPC y NDM-1 (26). 

Por su parte, el género Enterobacter spp., se ha hallado tanto en el ambiente como en el ser humano causando 

infecciones nosocomiales y es considerado como un patógeno oportunista multirresistente. Además de formar 

biopelículas y producir citotoxinas como hemolisinas, enterotoxinas y toxinas formadoras de poros, este 

microorganismo tiene la capacidad de obtener elementos genéticos móviles que confieren resistencia a 

diferentes antibióticos y adicionalmente pueden expresar una gran variedad de enzimas BLEEs y 

carbapenemasas como KPC, OXA, y algunas metalocarbapenemasas (14,27). 
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Hay otros bacilos gramnegativos no fermentadores como Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter baumannii 

que no hacen parte de la microbiota humana, pero desempeñan un papel importante como microorganismos 

oportunistas, pues se encuentran principalmente en infecciones nosocomiales, colonizando el tracto respiratorio 

de pacientes con fibrosis quística o que tienen tubos endotraqueales (28). Estos microorganismos poseen 

diversos factores de virulencia como lipopolisacáridos de superficie, sistemas de secreción, formación de 

biopelículas, etc., que ayudan a su éxito como microorganismos oportunistas (29).  

P. aeruginosa se conoce por ser un microorganismo multidrogorresistente, pues tiene una alta resistencia 

intrínseca a los antibióticos debido principalmente a la producción de metalobetalactamasas (MBL) como VIM 

que confieren resistencia de alto nivel, producción de  betalactamasas AmpC, presencia de genes que codifican 

para diferentes bombas de flujo que confieren resistencia a múltiples fármacos, baja permeabilidad de la 

membrana externa, y un número  importante de genes de resistencia adquiridos para aminoglucósidos (30).  

Por su parte, A. baumannii ha sido un microorganismo presente principalmente a nivel ambiental, sin embargo 

durante los últimos años se ha caracterizado por causar infecciones severas a nivel hospitalario gracias a su 

multidrogorresistencia que le ha conferido la capacidad para sobrevivir en reservorios ambientales y humanos. 

Su resistencia intrínseca a muchos antibióticos es debida a la producción de betalactamasas como AmpC, 

carbapenemasas como OXA-51 y OXA-69, la expresión de bombas de eflujo y baja permeabilidad de la 

membrana externa. El éxito de este microorganismo también radica en su plasticidad genética, pues en un 

aislado francés han encontrado genes de resistencia que anteriormente se habían identificado en 

microorganismos como E. coli, Salmonella spp y Pseudomonas spp (30). 

3.3 Antibióticos betalactámicos 

Los betalactámicos son un grupo de antibióticos altamente diversos que comparten un anillo betalactámico en 

su estructura molecular que funciona como el sitio activo del medicamento (14). Tienen actividad bactericida 

porque el anillo betalactámico se une a las proteínas de unión a la penicilina (PBP) o transpeptidasas, en la parte 

interna de la membrana celular, por lo que se impide la formación de los tetrapéptidos en el proceso de 

transpeptidación que se da en la última fase de la síntesis de la pared celular bacteriana (14,31,32). Este grupo 

incluye antibióticos con un amplio espectro de acción contra bacterias aerobias y anaerobias, tanto Gram 

negativas como Gram positivas, lo que sumado a su baja toxicidad ha llevado a que sean los de primera elección 
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y los más utilizados en la práctica clínica (14,31). Dentro del grupo de betalactámicos se encuentran más de 28 

antibióticos que pertenecen a cinco subgrupos: penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos, monobactámicos 

y combinaciones con inhibidores de betalactamasas (14). La penicilina G o benzilpenicilina fue el primer 

betalactámico comercializado en el año 1938, diez años después de su descubrimiento por parte de Alexander 

Fleming (12). Posteriormente, generaciones progresivas de penicilinas con modificaciones estructurales fueron 

comercializadas a medida que surgían mecanismos de resistencia a estos antibióticos, como la meticilina y 

oxacilina, estables a la acción de penicilinasas (12,14). Combinaciones de penicilinas con inhibidores de 

betalactamasas surgieron para revertir la resistencia dada por algunas de estas enzimas y para que pudieran ser 

utilizados como tratamiento en infecciones graves por BGN, tales como piperacilina/tazobactam y 

ampicilina/sulbactam (1,33). 

Si bien, las penicilinas son antibióticos raramente recomendados para el tratamiento de infecciones graves 

ocasionadas por BGN, las cefalosporinas han sido de gran utilidad en el tratamiento de infecciones ocasionadas 

por este tipo de bacterias y en la actualidad se cuenta con cinco generaciones que han sido desarrolladas de 

forma secuencial para ampliar el espectro de acción hacia bacterias con mecanismos de resistencia intrínsecos 

o adquiridos, como P. aeruginosa y S. aureus (1,34) . Con relación a los monobactámicos, el más utilizado es 

el aztreonam el cual posee un espectro de acción reducido sólo hacia bacilos Gram negativos aerobios y es 

resistente a la acción de penicilinasas (1). 

Finalmente, los carbapenémicos son antibióticos betalactámicos de amplio espectro con actividad frente a 

bacterias Gram positivas, Gram negativas, aerobias y anaerobias (33). Estos antibióticos tienen una buena 

actividad bactericida frente a bacterias Gram negativas porque se unen fuertemente a las PBP 1A, 1B y 2, siendo 

estables a betalactamasas como las AmpC y las betalactamasas de espectro extendido (BLEE) (35); razón por 

la cual son el tratamiento de elección en infecciones ocasionadas por bacilos Gram negativos resistentes a 

penicilinas y cefalosporinas (36). 

La resistencia a betalactámicos se ha convertido en una preocupación global, debido a que las infecciones 

causadas por microorganismos resistentes a menudo fallan en responder al tratamiento estándar, resultando en 

mayor riesgo de muerte, hospitalización prolongada y altos costos hospitalarios (35). Además la resistencia 
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favorece el riesgo de transmisión, ya que dada la inefectividad de la terapia antimicrobiana, los pacientes 

permanecen infectados por un período mayor de tiempo (37). 

3.4 Resistencia a betalactámicos en bacilos Gram negativos 

La resistencia a betalactámicos en los bacilos Gram negativos está mediada principalmente por la presencia de 

enzimas denominadas betalactamasas que hidrolizan el anillo del antibiótico impidiendo su acción (3,12). Estas 

enzimas difieren en su espectro de hidrólisis y en la actualidad se reportan más de mil variaciones en los bacilos 

Gram negativos (www.lahey.org/Studies/). Dado el alto número de betalactamasas que han sido reportadas, se 

han propuesto dos metodologías de clasificación, la funcional descrita por Bush y Jacoby (38) y la molecular 

descrita por Ambler (Ver tabla 1) (39). La clasificación funcional está basada en la capacidad de hidrólisis de 

la enzima para cada sustrato betalactámico y los perfiles de inhibición, arrojando diferentes grupos y subgrupos 

(40). Por su parte, la clasificación molecular de Ambler está basada en la presencia de moléculas en el sito 

activo de la enzima, agrupando las betalactamasas en dos grandes clases: las serin betalactamasas, que requieren 

serina en su sitio activo para su funcionamiento (betalactamasas de clase A, C y D) y las metalo-betalactamasas, 

las cuales requieren un metal como el Zinc (Zn) para poder funcionar (betalactamasas de clase B) (39). Esta 

última clasificación ha sido ampliamente utilizada por su facilidad de interpretación y manejo (39). 

Las betalactamasas de clase A comprenden una variedad de enzimas con actividad penicilinasa, cefalosporinasa 

y carbapenemasa (41,42). Las primeras incluyen solo las de tipo penicilinasas como la PC1, mientras que entre 

las cefalosporinasas se encuentran: (i) las de amplio espectro (con actividad frente a penicilinas y cefalosporinas 

de primera y segunda generación, como TEM-1 y SHV-1) y (ii) las de espectro extendido o BLEE (con un 

espectro más amplio de acción que incluye cefalosporinas de tercera y cuarta generación, excepto 

carbapenémicos y cefamicinas y son inhibidas por tazobactam, sulbactam y ácido clavulánico) (41,42). Estas 

últimas enzimas son producto de mutaciones de otras betalactamasas de clase A como TEM-1, TEM-2 y SHV-

1, que ampliaron su espectro de hidrólisis (39). A partir del año 2000, se presentó un cambio en la distribución 

de las BLEE, con la emergencia y diseminación de las betalactamasas CTX-M, que a diferencia de las variantes 

TEM y SHV, su origen se encontró en el cromosoma de Kluyvera spp, un género que no presenta importancia 

clínica, y se movilizan por medio de plásmidos y secuencias de inserción. Esta cefalosporinasa hidroliza 
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cefotaxime más rápido que ceftazidima y es más susceptible a la inhibición por tazobactam que por el ácido 

clavulánico (41,42).  

Por su parte, dentro de las carbapenemasas de clase A se encuentran SME, IMI y KPC, las cuales hidrolizan 

todos los betalactámicos incluyendo los carbapenémicos, considerados como última opción terapéutica dentro 

de este grupo de antibióticos, limitando en gran medida las opciones de tratamiento (12,43). Particularmente, 

la carbapenemasa KPC se ha diseminado alrededor del mundo, encontrándose tanto en enterobacterias como 

en bacilos no fermentadores como P. aeruginosa y ha sido asociada con altos porcentajes de mortalidad (12,43). 

Las betalactamasas de clase B o metalo-betalactamasas incluyen solo carbapenemasas que hidrolizan todos los 

betalactámicos, excepto el aztreonam, tales como NDM (relacionada con altos valores de MIC a 

carbapenémicos y con la resistencia simultánea a otros antibióticos como aminoglicósidos) e IMP y VIM, 

encontradas principalmente en P. aeruginosa (44). 

Las betalactamasas de clase C son enzimas que hidrolizan cefalosporinas de primera, segunda y tercera 

generación, incluyendo cefamicinas y no son revertidas por inhibidores de betalactamasas. En este grupo se 

encuentran enzimas tipo AmpC, como ACT-1 y FOX-1 (14,40). Aunque algunas de ellas están contenidas en 

plásmidos, la mayoría se encuentran codificadas en el cromosoma bacteriano en microorganismos como 

Aeromonas spp, A. baumannii, P. aeruginosa, Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae, Morganella 

morganii y Serratia marcescens. En contraste, enzimas como las BLEE y las carbapenemasas con frecuencia 

se encuentran codificadas en elementos genéticos móviles que generalmente portan genes de resistencia a otros 

antibióticos, con alta capacidad de diseminación de una bacteria a otra, limitando  así las opciones terapéuticas, 

lo que ha conducido a que las AmpC no sean evaluadas de rutina (41,44). 

Finalmente, las betalactamasas de clase D incluyen enzimas que hidrolizan cloxalicina y oxacilina (OXA-1 y 

OXA-15) y otras que además tienen actividad carbapenemasa como la OXA-23 encontrada con alta frecuencia 

en A. baumannii y la OXA-48 reportada en diferentes enterobacterias (22,23).  
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Tabla 1. Clasificación de las betalactamasas según los esquemas de Ambler y Bush- 

Jacoby (Adaptado de Tang et al, 2014 (12)) 

AMBLER BUSH-JACOBY CARACTERÍSTICAS EJEMPLO DE ENZIMAS SUSTRATO 

A 2a Penicilinasas inhibidas por AC1 PC1 Penicilinas 

2b Enzimas de amplio espectro inhibidas por 

AC1 

TEM-1, TEM-2, TEM-13, SHV-1, SHV-11 Penicilinas, cefalotina 

2be Enzimas de espectro ampliado inhibidas por 

AC1 

TEM-3, TEM-10, TEM-26, SHV-2, SHV-3, 

Klebsiella oxytoca K1, CTXM, PER, VEB 

Penicilinas, oxiimino-cefalosporinas (cefotaxima, 

ceftazidima, ceftriaxona, cefepima), monobactamas 

2br Enzimas de amplio espectro con unión 

reducida a AC1 (TEM resistentes a 

inhibidores) 

TEM-30, TEM-31, SHV-10, SHV-72 Penicilinas, resistentes a AC1, tazobactam y sulbactam. 

2ber Enzimas de espectro extendido con 

resistencia relativa a AC1 

TEM-50, TEM-158 Penicilinas, oxiimino-cefalosporinas, monobactamas, 

resistentes a AC1, tazobactam y sulbactam. 

2c Enzimas hidrolizadoras de carbenicilina 

inhibidas por AC1 

PSE-1, CARB-3 Penicilinas, carbenicilina 

2ce Carbenicilinasa de espectro extendido RTG-4 (CARB-10) Carbenicilina, cefepima 

2e Cefalosporinasas inhibidas por AC1 CepA Cefalosporinas 

2f Hidrolización de carbapenem no metalo-β-

lactamasas 

KPC, SME, GES, IMI-1 Todos los β-lactámicos, incluidos los carbapenems. 

B 3 Metallo-β-lactamases IMP, VIM, IND Todos los β-lactámicos, incluidos los carbapenems, con 

excepción de los monobactamas. 

C 1 Cefalosporinasas no inhibidas por AC1 ACT-1, FOX-1, MIR-1, CMY Cefalosporinas de espectro estrecho y extendido, 

incluidas las cepamicinas. 

D 2d Enzimas hidrolizantes de cloxacilina con 

inhibición variable por AC1 

OXA-1, OXA-2, OXA-10 Cloxacilina, oxacilina 

2de OXA-11, OXA-15 Cloxacilina, oxacilina, oxiiminocefalosporinas, 

monobactamas 

2df   OXA-23, OXA-51, OXA-58 Cloxacilina, oxacilina, carbapenems. 

- 4 Penicilinasas no inhibidas por AC1  Penicilinasas de Burkholderia cepacia Penicilinas 
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3.5 Resistencia antimicrobiana en hospitales 

Los costos en atención en salud, la morbi-mortalidad y estancia hospitalaria están asociadas al aumento de la 

aparición de microorganismos resistentes a los antibióticos (45). Una consecuencia de este problema es que la 

presión selectiva a los antimicrobianos es particularmente alta en los hospitales ya que estos se constituyen de 

alguna manera reservorios potenciales de BRA desempeñando entonces un papel fundamental en la aparición 

y propagación de las mismas (46). Las bacterias son responsables de cerca del 90% de las infecciones adquiridas 

en los hospitales. Las tasas de incidencia por estas infecciones varían entre el 5% y 15%, involucrando con 

facilidad a pacientes inmunocomprometidos los cuales tienen una mayor tasa de mortalidad, que aquellos con 

un sistema inmune saludable (14). Se ha estimado que aproximadamente entre 23 mil a 25 mil pacientes mueren 

anualmente en Europa y Estados Unidos por infecciones causadas por bacterias multirresistentes, siendo en este 

último país, las infecciones adquiridas por BGN la sexta causa de muerte (47,48). 

Las tasas de resistencia antimicrobiana (RAM) son las más altas en Unidades de Cuidados intensivos (UCI), 

debido al uso libre de antibióticos, estancia prolongada en clínica, entre otros (49). Como consecuencia, cada 

vez es más común encontrar cepas multirresistentes, llevando al uso de antibióticos más potentes como colistina. 

Sin embargo, durante los últimos años también se han reportado cepas resistentes a este antibiótico, limitando 

las opciones terapéuticas para las infecciones nosocomiales (47). Entre los microorganismos más preocupantes 

están algunas enterobacterias como E. coli, K. pneumoniae, Citrobacter spp y Enterobacter spp. 

  3.5.1 Klebsiella pneumoniae  

Este microorganismo es frecuentemente el agente causal de infecciones especialmente en pacientes de edades 

extremas y en inmunocomprometidos. Está asociado a la ocurrencia de infecciones del torrente sanguíneo, del 

tracto urinario y tracto respiratorio (50). La prevalencia de BLEEs producidas por este microorganismo es del 

21,5% en la región Asia-Pacífico, 38,9% en Europa, 8,8% en Estados Unidos (50); en Centroamérica y 

Latinoamérica, la prevalencia de este microorganismo resistente a carbapenémicos en UCI pasó de 9,3% a un 

14% durante los años 2012 a 2014 (45). En general, según la OMS, las tasas de resistencia a carbapenémicos 

por Klebsiella pneumoniae son preocupantes pues supera el 50% en Europa y algunos países del Mediterráneo 

oriental (50). 
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3.5.2 Escherichia coli 

Durante el último siglo, E. coli se ha convertido en un patógeno importante involucrado en diferentes etiologías 

como infecciones del tracto urinario (ITU), problemas gastrointestinales e incluso meningitis (51). Al respecto, 

es bien conocido el papel que cumple este microorganismo en infecciones del tracto urinario (ITU), al ser el 

más frecuente en infecciones complicadas y no complicadas (52). Adicionalmente, este microorganismo se 

conoce como el principal agente infeccioso involucrado en bacteriemias, aumentando la incidencia de este tipo 

de infecciones durante las últimas dos décadas (53). Sumado a esto, en diferentes investigaciones se ha 

encontrado que la edad avanzada y enfermedades como incontinencia urinaria, anomalías del tracto urinario, 

diabetes, enfermedad pulmonar crónica, enfermedades cardíacas y neoplasia maligna, pueden constituir un 

riesgo para la adquisición de infecciones del torrente sanguíneo causadas por E. coli (54). 

De otro lado, en Europa entre  los años 2002 y 2009 se ha observado un  incremento en la resistencia 

antimicrobiana especialmente frente a antibióticos como cefalosporinas el cual pasó del 1.7% al 8%  debido a 

la producción de BLEE como blaCTX-M (53) que ha logrado ser tan exitosa en su diseminación, desplazando 

a otras betalactamasas que previamente eran más frecuentes. Adicionalmente, a nivel mundial (55) se han 

detectado clones como el ST131 del cual, además de su resistencia a múltiples fármacos como cefalosporinas 

y fluoroquinolonas, se ha afirmado ser el causante del aumento inesperado de BLEE como CTX-M-15 (56,57). 

Fue en el año 2008 donde se comenzó la detección de este clon en América del Norte, Europa y Asia (58) y en 

el 2010 donde se realizó en Latinoamérica la primera caracterización molecular de aislados provenientes de la 

comunidad (59). En la actualidad, ST131 se sigue considerando como el patógeno extraintestinal promotor de 

la resistencia a diversos antibióticos (58). 

Por su parte, en cuanto a la incidencia de las patovares de E. coli diarreogénicas, se ha descrito que ETEC ha 

sido la causa principal de diarrea a nivel mundial. Sin embargo, EPEC y EAEC cada vez más están presentes 

en este tipo de patologías. Es muy importante anotar que, se ha encontrado que la epidemiología de las distintas 

patovares involucradas en enfermedades gastrointestinales, puede variar notoriamente dependiendo del lugar 

(Figura 1). Así las cosas, en países como Nicaragua, México y Colombia, la patovar ETEC ha sido la más 

frecuente; en Paraguay, Perú y Brasil ha sido EAEC y en Chile, Argentina, Uruguay y Venezuela ha estado 

principalmente involucrado la patovar EPEC (51).  
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Figura 1. Prevalencia de E. coli diarreogénica en Latinoamérica. En la figura se ilustra la distribución de 

las diferentes patovares de E. coli presentes en cada región. El tamaño de la letra muestra el tipo de E. coli 

patogénica que está mayormente involucrado en enfermedades intestinales. ETEC, E. coli enterotoxigénica; 

EAEC, E. coli enteroagregativa; EPEC, E. coli enteropatógena; aEPEC, EPEC atípica; tEPEC, EPEC típico; 

ECEH, E. coli enterohemorrágica; EIEC, E. coli enteroinvasiva; DAEC, E. coli difusamente adherente. (Imagen 

tomada de Torres, 2017 (51)) 

3.5.3 Citrobacter spp 

Este microorganismo se ha encontrado frecuentemente no sólo en los alimentos, agua y suelo, sino también en 

el tracto gastrointestinal humano y animal. Previamente se conocían como colonizadores con una virulencia 

baja, sin embargo, en la actualidad están presentes en infecciones del tracto urinario, de meninges, tejidos 

blandos, intestinal, entre otras; constituyendo así el 0.8% de las infecciones causadas por BGN. Estos 

microorganismos se caracterizan por ser portadores de betalactamasas tipo AmpC y BLEE, donde su 

adquisición entre pacientes que han recibido terapia antimicrobiana previa se ha convertido en un fenómeno 

más frecuente. A nivel hospitalario, del 3 al 6% de las enterobacterias aisladas, están conformadas por 
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Citrobacter spp., de las cuales especies como C. freundii y C. koseri se encuentran involucradas en 

enfermedades subyacentes o pacientes inmunocomprometidos. Se estima que el 6.8% de las infecciones por 

este BGN pueden desencadenar en la muerte, aumentando su frecuencia entre 17.8% y 56 % cuando la 

bacteriemia se encuentra presente y los aislados son multidrogorresistentes. La presencia de este 

microorganismo en bacteriemia polimicrobiana se convierte en un factor de riesgo para la mortalidad, 

especialmente cuando el origen de la infección es intra-abdominal (60,61).  

3.5.4 Enterobacter cloacae complex 

El complejo Enterobacter cloacae está conformado por especies que tienen una similitud en su genoma entre 

el 61% y 67%. Estas especies se conocen como E. cloacae , E. asburiae , E. dissolvens , E. hormaechei , E. 

kobei y E. nimipressuralis (62). Entre los más frecuentes, se encuentra E. cloacae, el cual pese a encontrarse en 

la naturaleza y diferentes cuerpos de agua, también se ha detectado en muestras clínicas humanas donde aislados 

nosocomiales de este microorganismo portando BLEE plasmídica fueron detectados a partir del año 1989 , 

especialmente en neonatos. Desde entonces los casos siguen aumentando, pues en el año 1998 se reportó un 

brote en una unidad de cuidados intensivos neonatales de Sudáfrica con nueve muertes, mientras que en 2003 

en un hospital de Brasil se presentaron tres brotes en donde 42 neonatos estuvieron involucrados en infecciones 

sistémicas y de los cuales el 34% de los pacientes fallecieron (62–64). 

Es por ello, que este patógeno también es considerado como oportunista y multidrogorresistente contribuyendo 

a infecciones nosocomiales como endocarditis, artritis séptica, bacteriemia, osteomielitis, ITU, infecciones 

intraabdominales y en neonatos. E. cloacae presenta resistencia natural a betalactámicos como ampicilina, 

amoxicilina-ácido clavulánico, cefoxitin y cefalotina, puede hiperexpresar la betalactamasa AmpC bloqueando 

la represión de un gen cromosómico o adquiriendo una AmpC transferible presente en plásmidos los cuales 

confieren resistencia a cefalosporinas de tercera generación, ocupando el tercer lugar dentro de las 

enterobacterias que más presentan resistencia a este tipo de antibióticos (64). Sin embargo, de manera 

preocupante, durante la última década también se ha comenzado a evidenciar aislamientos productores de 

carbapenemasas como NDM-1 presentes en pacientes de la India y carbapenemasas como IMP, VIM, GIM, 

KPC y GIM detectadas en aislados del continente asiático catalogando a este microorganismo como la segunda 

enterobacteria más frecuente portando carbapenemasas (64). 
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3.6 Resistencia antimicrobiana en cuerpos de agua 

Estudios sobre diversidad microbiana en los cuerpos de agua han identificado éstos como hábitats propicios 

para una gran diversidad de grupos microbianos puesto que las bacterias comúnmente encontradas allí, 

pertenecen a las familias taxonómicas de las Proteobacterias (especialmente las de clase alpha, beta y 

gammaproteobacteria), Actinobacterias, Bacteroidetes y Firmicutes, algunas de las cuales se encuentran 

también en el tracto digestivo (65). Una cualidad importante que tienen las proteobacterias es su capacidad para 

transferir DNA a otros grupos bacterianos como las  actinobacterias, facilitando la propagación de ARG entre 

bacterias ambientales y comensales en el agua u otro tipo de ambientes (66). Esta información es de gran 

importancia pues ayuda a comprender la relevancia y participación de algunas bacterias ambientales en la 

difusión y transferencia de la resistencia a los antibióticos en los seres humanos. Sin embargo, en el medio 

ambiente y particularmente en los sistemas acuáticos, parecen jugar un papel relevante en la diseminación no 

solo de BGN resistentes a betalactámicos, sino también de la resistencia bacteriana en general, debido a que 

son los principales receptores de antibióticos, ARB y ARG provenientes de actividades humanas (67–69), por 

lo cual, estos compuestos son también considerados como contaminantes emergentes, debido a que tienen 

capacidad amplificarse, difundirse y persistir en el medio ambiente (16). En este hábitat, los antibióticos ejercen 

presión de selección sobre las bacterias presentes incluso a concentraciones muy bajas, favoreciendo la 

ocurrencia de eventos de transferencia genética entre las poblaciones bacterianas resistentes presentes (70–72). 

Un ejemplo claro de este fenómceno, se evidencia con la betalactamasa CTX-M la cual es codificada por un 

plásmido comúnmente encontrado en E. coli, K. pneumoniae y otras Enterobacteriaceae en todo el mundo; sin 

embargo, en contraste con otras BLEEs de clase A de Ambler como TEM- 3, esta enzima no se derivó de TEM 

o SHV, sino más bien, se sugiere que probablemente fue adquirida del microorganismo Kluyvera spp. (una 

bacteria ambiental sin importancia patogénica para el humano) a través de transferencia horizontal de genes (8). 

En general, las enterobacterias productoras de penicilinasas, BLEEs y AmpC se han encontrado con frecuencia 

en los cuerpos de agua. En un estudio realizado por Bréchet et al., se detectó un 75 % de las betalactamasas tipo 

CTX-M, pertenecientes a blaCTX-M del grupo 1, subgrupos CTX-M-1 (50 %) y CTX-M-15 (25 %) (70). Por 

su parte también, se ha demostrado que blaTEM ha sido el gen más comúnmente reportado en conferir 

resistencia a antibióticos betalactámicos en donde además se ha evidenciado su gran capacidad para persistir no 

sólo en las etapas de tratamiento sino incluso corriente abajo de los efluentes de la PTAR (73). Finalmente es 
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de resaltar que las betalactamasas tipo AmpC han sido reportadas a nivel mundial, sin embargo, aunque su 

frecuencia ha sido mucho menor a comparación de las BLEE, la AmpC CMY se han catalogado como una de 

las más comunes a nivel clínico, ambiental e incluso animal (74–76). Así las cosas, es evidente que los cuerpos 

de agua no son ajenos a esta problemática, pues la constante descarga de contaminantes emergentes, contribuyen 

también a la aparición y diseminación de bacterias y genes de resistencia a los antibióticos (24,26,77). 

3.7 Resistencia antimicrobiana en plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR) 

Las Plantas de Tratamiento de Aguas residuales son biorreactores a gran escala, que reciben aguas residuales 

domésticas, hospitalarias e industriales (25,78) y están diseñadas para cumplir dos objetivos esenciales: eliminar 

o disminuir la cantidad de materia orgánica, y eliminar nutrientes como fósforo y nitrógeno para disminuir la 

proliferación de microorganismos en el efluente y de esta forma, mejorar la calidad del agua con el fin de 

reusarla o ser descargada en las fuentes de agua, sin afectar el equilibrio ecosistémico (79,80). 

El diseño de la planta de tratamiento cuenta con diferentes etapas que involucran tratamientos físicos, biológicos 

y químicos (78). La primera etapa corresponde al Tratamiento primario, en ésta se realizan dos pasos: i) 

Tratamiento preliminar (pretratamiento) para la eliminación del material sólido grande que se encuentra en el 

afluente, ii) Sedimentación primaria: en la cual los sólidos suspendidos presentes en el afluente se precipitan 

paulatinamente en el tanque de sedimentación. La segunda etapa involucra el Tratamiento secundario, que 

corresponde al tratamiento biológico aerobio y/o anaerobio y es aquí donde los microorganismos juegan un 

papel fundamental, mediante el empleo de consorcios de microorganismos, procariotas y eucariotas, que 

metabolizan la materia orgánica presente en el agua residual (80). En esta fase del tratamiento se pueden 

emplear diferentes métodos entre los cuales se encuentran los lodos activados, en donde el agua residual se 

somete a un proceso de aireación,  cuyo objetivo es proveer el oxígeno necesario para garantizar la mezcla y 

homogeneización del lodo que contiene el consorcio microbiano con el agua que está siendo tratada, y así 

eliminar gases como el dióxido de carbono, producidos por los procesos de degradación (81,82). Sin embargo, 

hay otros procesos similares al de los lodos activados con algunas variaciones claves (Ver tabla 2). 

Tabla 2. Algunos tipos de tratamiento biológico empleados en el tratamiento de las aguas residuales 

(Adaptado de; Ramalho (82)) 
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Aireación 

prolongada 

(procesos de 

oxidación total) 

Es una modificación de lodos activos. La idea es disminuir la cantidad de lodo residual 

aumentando el tiempo de residencia. Cuatro características esenciales: 

 

1. Mayor tiempo de retención en el reactor. 

2. Cargas orgánicas menores. 

3. Mayores concentraciones de sólidos biológicos en el reactor. 

4. Mayor consumo de oxígeno en el proceso de aireación prolongada. 

 

Se usa generalmente cuando el tratamiento de aguas residuales recibe un volumen menor a 

8 m3/s. 

Estabilización 

por contacto 

El agua residual se mezcla con lodo estabilizado la cual posteriormente es sometida a 

aireación; el tiempo de retención en este momento oscila desde 20 a 40 minutos. 

Posteriormente, la mezcla va a un clarificador donde se separa el efluente clarificado y la 

descarga del clarificador; esta descarga va a un tanque de estabilización y es aireada durante 

1,5 a 5 horas. 

Durante este periodo de estabilización los productos orgánicos adsorbidos se rompen 

mediante degradación aerobia. 

 

Este sistema permite una reducción apreciable del volumen de la balsa de aireación.  

Lagunaje con 

aireación 

Son balsas con profundidades de 1 a 4 m en las que la oxigenación de las aguas residuales 

se realiza mediante unidades de aireación bien sea superficiales, turbinas o difusores. Las 

lagunas aireadas son sistemas sin reciclado de lodos.  

Estabilización 

por lagunaje 

No se utiliza equipo de aireación. El oxígeno se obtiene de la superficie natural de aireación 

y de las algas que producen oxígeno por fotosíntesis.  

Filtros 

biológicos 

(percoladores) 

Es un relleno cubierto de limo biológico a través del cual se percola el agua residual. En 

algunos casos se emplea este método seguido del tratamiento con lodos activos, siendo esto 

de gran ventaja. 

Tratamientos 

anaerobios: 

procesos de 

contacto, filtros 

(sumergidos) 

El proceso comprende dos etapas: fermentación ácida y fermentación metánica. En la 

primera no se produce una reducción importante de la DQO ya que las moléculas orgánicas 

complejas se convierten en ácidos orgánicos de cadena corta; y en la segunda los 

microorganismos metanogénicos (anaerobios) convierten los ácidos de cadenas más largas 

a metano, dióxido de carbono y ácidos orgánicos de cadenas más cortas.  

 

Finalmente, en la tercera etapa denominada Tratamiento terciario, se encuentran los procedimientos químicos 

como cloración, ozonización, entre otros. Cabe anotar que de forma general en Latinoamérica la mayoría de las 

PTAR llevan el proceso únicamente hasta el tratamiento secundario (78). 

Un aspecto importante es que a pesar de que a las PTAR llegan aguas residuales provenientes de diferentes 

orígenes, el objetivo del tratamiento empleado está enfocado en devolver al ambiente efluentes que cumplan 

con ciertos parámetros fisicoquímicos establecidos en las normativas ambientales. Debido a la incidencia de la 

resistencia en la comunidad, ha sido necesario realizar estudios que permitan elucidar las dinámicas de 

diseminación de los mecanismos de resistencia en la población. En este sentido, recientemente se han venido 
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considerando a las PTAR como una de las principales fuentes antropogénicas de ARB (67), debido a que allí 

confluyen la mayoría de los desechos hospitalarios, domésticos e industriales de la población pudiéndose 

convertir en nichos ecológicos para las ARB, ya que entre los desechos presentes en este espacio se encuentran 

contaminantes emergentes como compuestos farmacéuticos (entre los que se encuentran antibióticos) y 

productos para el cuidado personal, fármacos no metabolizados de pacientes (80% de los antibióticos 

eliminados a través de heces y orina), y gran parte de la microbiota humana compuesta principalmente de 

enterobacterias y otros BGN, donde pueden encontrarse tanto bacterias sensibles, como resistentes (46,83–87). 

Todo esto unido a procesos de transformación o degradación ineficiente de los diferentes compuestos, 

específicamente de moléculas de antibióticos, tiene como consecuencia el desarrollo de ARB en el ambiente 

(88). Los datos presentados por estudios recientes (89–92) evidencian la presencia de bacterias resistentes y 

multidrogorresistentes en diferentes etapas del proceso de tratamiento en la PTAR. Entre los microorganismos 

más frecuentemente detectados están los BGN, evidenciando una vez más la problemática de la resistencia 

antimicrobiana, pues el agua residual se ha convertido en un ambiente rico en nutrientes para el crecimiento 

microbiano, creando las condiciones adecuadas para que allí se dé el intercambio de material genético (93,94). 

Los resultados muestran la detección de enterobacterias como E. coli y K. pneumoniae, productoras de 

betalactamasas tipo BLEE, que han sobrevivido al proceso de tratamiento biológico y han logrado permanecer 

en la mayoría de las etapas del tratamiento de las aguas residuales (95,96).  

A finales del año 2017, el Estudio Sectorial de los servicios públicos domiciliarios de Acueducto y 

Alcantarillado, señaló que para el año 2016 Colombia contaba con 541 sistemas de tratamiento de aguas 

residuales presentes en todo el territorio nacional, siendo principales aquellos que se encuentran ubicados en 

los departamentos de Santander (Río Frío), Cundinamarca (El Salitre), Valle del Cauca (planta de Cañaveralejo) 

y Antioquia (PTAR San Fernando). De estos, aproximadamente un 10% tiene un funcionamiento adecuado al 

tratar toda el agua residual que llega allí y un  9,4% incluyen dentro de su sistema de tratamiento, los sistemas 

de aireación extendida los cuales se caracterizan por altos tiempos de retención con el fin de obtener cambios 

en la carga orgánica y degradación de compuestos complejos, produciendo menos cantidad de lodos de desecho, 

como consecuencia de los procesos de digestión de las bacterias en el tanque de aireación (97–99). Por su parte, 

Antioquia cuenta con alrededor de 90 sistemas de tratamiento de aguas residuales, siendo la Planta de 

Tratamiento de aguas residuales San Fernando, la principal en el departamento (99). Esta planta, opera desde 
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el año 2000 y cuenta con una capacidad promedio de 1,8 m3/s; empleando un tratamiento biológico 

convencional de lodos activados y descargando el efluente a la fuente de agua natural más cercana. Esta PTAR 

fue diseñada para tratar las aguas residuales domésticas e industriales mediante sistemas preliminares, primarios 

y secundarios (Ver figura 2). 

 

Figura 2. Esquema de la planta de tratamiento de aguas residuales San Fernando. La figura ilustra una 

parte del tratamiento de aguas residuales que se realiza al interior de la PTAR  

De manera general, el diseño de las PTAR no se planteó como objetivo la eliminación de la resistencia 

antimicrobiana; sin embargo, al cumplir su objetivo principal de reducir la carga orgánica para devolverle al río 

un efluente con las condiciones adecuadas, contribuye en gran medida a la eliminación de diversos 

microorganismos que pueden portar resistencia a los antibióticos. Durante el proceso de tratamiento de las aguas 

residuales al interior de la planta, se realiza el seguimiento de diferentes parámetros fisicoquímicos que permiten 

evaluar el comportamiento y la eficiencia del mismo:  

1. Conductividad: Mide la capacidad de la solución acuosa para transportar corriente eléctrica, por lo cual 

esto depende de la presencia de iones.   

2. Oxígeno disuelto:  Su concentración depende de las características fisicoquímicas y la actividad 

bioquímica de los organismos presentes en el medio acuático. La medición de este parámetro es muy 

importante en la determinación de la contaminación del agua y en el proceso del tratamiento de los residuos 

(100,101). 
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3. pH: Este es uno de los parámetros más importantes empleados en la química del agua, pues muchos 

procesos bioquímicos como neutralización ácido-base, desinfección, control de la corrosión, entre otros, 

dependen del pH. Además, junto con la temperatura, se convierten en factores importantes para la 

evaluación del amonio, amoníaco y demás compuestos relacionados. Se afirma que cuando el pH está 

neutro, el amoníaco presente se encuentra en forma ionizada, pero cuando ocurre lo contrario, se forma el 

amoníaco libre que se convierte en un elemento tóxico para los peces (100,102). 

4. Demanda química de oxígeno: Es la cantidad de oxígeno necesario para estabilizar químicamente la 

materia carbonácea, siendo una medida indirecta de la materia orgánica presente en el agua residual 

(102,103). 

5. Carbono orgánico total: Mide de forma directa la materia orgánica carbonácea, a través de la conversión 

de carbono orgánico en dióxido de carbono (102). 

6. Demanda bioquímica de oxígeno: Es la medida del oxígeno consumido después de 5 días por los 

microorganismos en la estabilización bioquímica de la materia orgánica (102). 

7. Sólidos totales: es el término aplicado al residuo de material que queda en el recipiente después de la 

evaporación de una muestra y su posterior secado en un horno a una temperatura definida. Estos están 

conformados por los sólidos suspendidos totales y sólidos disueltos totales (Figura 3) (100).   

8. Sólidos suspendidos totales: la porción de sólidos totales que quedan retenidas en un filtro de fibra de 

vidrio de 0.45 micrones. Se dividen en sólidos suspendidos volátiles y sólidos suspendidos fijos (100,104). 

9. Sólidos disueltos totales: es la porción de sólidos que pasa a través de un filtro de tamaño de poro 

aproximado de 2,0 m (o más pequeño) en condiciones específicas. Se dividen en sólidos disueltos volátiles 

y sólidos disueltos fijos (100). 

10. Sólidos sedimentables: Es el material que se sedimenta en una muestra, durante una hora. Su medición 

se realiza a través del dispositivo cono Imhoff, el cual ayuda a dar una indicación aproximada del 

asentamiento en un tanque de sedimentación (100,102).  
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11. Sólidos fijos: Se refiere al residuo de sólidos totales, suspendidos o disueltos que quedan después de 

incinerar generalmente a una temperatura mayor a >550°C (100). 

12. Sólidos volátiles: Es el peso perdido posterior al calentamiento de los sólidos totales, suspendidos o 

disueltos (100). 

 

Figura 3. Distribución aproximada de los sólidos en las aguas residuales sin tratar. Adaptada de Von 

Sperling, 2015 (102) 

3.8 Situación de la resistencia antimicrobiana (RAM) en Colombia y el departamento 

de Antioquia 

En Latinoamérica, se afirma que generalmente las infecciones causadas por bacterias resistentes limitan el 

adecuado tratamiento para los pacientes en el área hospitalaria y comunitaria, convirtiéndose así, como una de 

las regiones con más altos niveles de resistencia antimicrobiana, por encima de Europa y Estados Unidos. Entre 

las altas tasas de resistencia, se han visto involucrados bacilos gramnegativos como enterobacterias productoras 

de BLEE, P. aeruginosa y A. baumannii conocidos por ser resistente a carbapenémicos (105). En Colombia, el 

reporte de la resistencia bacteriana se comenzó a realizar de forma sistemática y consecutiva a partir del año 

2001 gracias a la conformación de sistemas de vigilancia presentes en diferentes ciudades del país (106). 

Diversos estudios epidemiológicos en hospitales de ciudades colombianas como Bogotá, Cali y Medellín, han 

reportado BGN portadores de genes de resistencia a antibióticos (107,108) evidenciando un incremento de la 

resistencia antimicrobiana especialmente en microorganismos como K. pneumoniae, S. marcescens, E. cloacae 

Sólidos totales (ST)

1000 mg/L

Sólidos suspendidos (SS)

(No filtrables)

350 mg/L

Fijos (SSF)

50 mg/L

Volátiles (SSV)

300 mg/L

Sólidos disueltos (SD)

(Filtrables)

650 mg/L

Fijos (SDF)

400 mg/L

Volátiles (SDV)

250 mg/L
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y E. coli. Al respecto entre los años 2012 y 2014, en unidades de cuidados intensivos del país, se han reportado 

aislados de E. coli resistentes a cefalosporinas con frecuencias que van desde el 15.9 % y 24.6 %, mientras que 

para antibióticos como Ampicilina-Sulbactam y trimetoprim-sulfametoxazol los porcentajes de resistencia se 

encuentran entre 41.4 % y 49.2 %. Por su parte el panorama con Klebsiella pneumoniae es similar, ya que 

mientras los porcentajes de resistencia a cefalosporinas en aislados encontrados en unidades de cuidados 

intensivos se encuentra entre 23.6 % y 41.2 % la resistencia a otros antibióticos inhibidores de betalactamasas 

como ampicilina-sulbactam y trimetoprim-sulfametoxazol estuvo entre 30.3 % 48.2 %. Sin embargo esto no se 

convierte en un asunto exclusivo de la región ya que este fenómeno se ha observado en varios países a nivel 

mundial (109,110).  

Este panorama es similar en la ciudad de Medellín, donde se ha encontrado que la resistencia a las cefalosporinas 

de tercera generación en E. coli y K. pneumoniae puede explicarse principalmente por la presencia de 

betalactamasas de espectro extendido (BLEE), las cuales ya se reportaban desde hace veinte años en el 5,7 y el 

40,0 % de los aislamientos, respectivamente, en tres hospitales de Medellín (109). De otro lado, en un estudio 

realizado por el grupo GERMEN, encontraron con mayor frecuencia bacterias multidrogorresistentes, como E. 

coli en salas de hospitalización (29.8%) y unidades de cuidados intensivos (15.3%), y en un 9% la presencia de 

K. pneumoniae, hallando factores de riesgo como estancia hospitalaria y uso de ventilador mecánico por más 

de cinco días (105). Además, para el año 2016, la proporción de K. pneumoniae productora de BLEE en 

población adulta en UCI (28,6%) fue mayor que la encontrada en algunos servicios de hospitalización (20,4%) 

(111).  

Sin embargo, en la población pediátrica también se ha observado un patrón similar, en donde el porcentaje de 

aislamientos de K. pneumoniae productora de BLEE en servicios no UCI, fue mayor al 20% (112), lo que 

evidencia la preocupante situación de la resistencia antimicrobiana presente en la ciudad. 

3.9 Epidemiología molecular aplicada en el estudio de la resistencia antimicrobiana 

A través de los años se ha usado la epidemiología como una herramienta eficaz para el estudio de la persistencia 

y la transmisión de enfermedades infecciosas. Sin embargo no sólo el empleo de los parámetros tiempo, lugar 

y  persona, han sido suficientes para la resolución de la identificación de patógenos involucrados en infecciones 

o brotes generados tanto en la comunidad como a nivel nosocomial (113). Es allí donde la epidemiología 
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molecular juega un papel muy importante incluyendo parámetros como identificación a nivel de especie y 

análisis de los aislados a través de diferentes técnicas moleculares, proporcionando mayor información sobre el 

comportamiento de los microorganismos y enfermedades infecciosas involucrados en el desarrollo de la 

enfermedad, brotes, entre otros (113). Entre las diferentes técnicas empleadas se encuentran la reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés), Western blot, técnicas de microarreglos, electroforesis 

en gel de campo pulsado (PFGE por sus siglas en inglés), tipificación de secuencias multilocus (MLST, por sus 

siglas en inglés), secuenciación del genoma completo (WGS, por sus siglas en inglés, entre otros. En la Tabla 

3 se describen otros métodos de tipificación usados en estudios de epidemiología molecular (114,115). 

En el estudio de la resistencia antimicrobiana, el empleo de estas técnicas de forma complementaria, en especial 

de PFGE y MLST, ha llevado a una mayor profundización en la investigación de los brotes y diseminación de 

patógenos portadores de diferentes mecanismos de resistencia. Entre estos ejemplos, se puede encontrar la 

caracterización de clones portadores de betalactamasas como blaCTX-M, presente en Escherichia coli ST131 

conocido por portar la betalactamasa CTX-M-15 confiriendo resistencia a cefalosporinas de tercera generación, 

y detectado en países como Francia, Portugal, España, Suiza, Líbano, India, Corea, Canadá, India, Kuwait y 

Colombia (59,116–120). Sumado a esto, también se han caracterizado otros bacilos Gram negativos portadores 

de carbapenemasas, entre los que se encuentra el clon ST258 de Klebsiella pneumoniae, exitoso a nivel mundial 

por su diseminación de KPC en países como Italia (121), Estados Unidos (122), México (123) y Colombia 

(124), y de Pseudomonas aeruginosa ST111 portando carbapenemasas como KPC y VIM presentes en brotes 

hospitalarios de Colombia e Inglaterra (108,125). 
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Tabla 3. Métodos de tipificación usados en estudios de epidemiología molecular. (Adaptado de Boccia et 

al, 2015 (115)) 

Métodos de tipificación molecular Ventajas Limitaciones Aplicaciones y comentarios 

Electroforesis en gel de campo 

pulsado (PFGE) 

Excelente poder discriminatorio 

Reproducibilidad intra e 

interlaboratorio 

Alta concordancia epidemiológica 

Costo moderado 

Carece de facilidad de uso y el 

procedimiento demanda mucho 

tiempo 

Baja resolución para tamaño de 

fragmento similar 

Útil para la investigación de brotes y la 

vigilancia epidemiológica, a nivel local o de 

gran escala.  

Tipificación de secuencias 

multilocus (MLST) 
Excelente reproducibilidad 

Carece de facilidad de uso  

Accesibilidad limitada 

Alto costo 

Bajo poder discriminatorio para 

algunas especies 

Utilizado para estudios epidemiológicos a gran 

escala  

No es adecuado para estudios locales de 

investigación y vigilancia de brotes. 

Polimorfismo de longitud de 

fragmento amplificado (AFLP) 
Excelente poder discriminatorio 

Carece de facilidad de uso 

Alto costo 

Útil para la investigación de brotes y la 

vigilancia epidemiológica, a nivel local o de 

gran escala.  

Amplificación aleatoria de 

adnpolimórfico (RAPDrapd) y 

reacción en cadena de polimerasa 

con primers aleatorios (qp-

PCRap-pcr) 

Rapidez y facilidad de uso 

Bajo costo 

Bajo poder discriminatorio 

Baja reproducibilidad 

intralaboratorio. 

Ampliamente adoptado para la investigación 

de brotes 

Reacción en Cadena de la 

Polimerasa de Elementos 

Repetitivos (rep-PCR) 

Alta rapidez y poder discriminatorio 

para algunas especies microbianas. 

Bajo costo 

Poca reproducibilidad 

Métodos semiautomáticos adoptados para la 

investigación de brotes y vigilancia 

epidemiológica a nivel local  

Número variable de repeticiones 

en tándem (VNTR) 

Excelente reproducibilidad 

Fácil de usar 

Accesibilidad 

Rápidez 

Costo moderado 

Reproducibilidad interlaboratorio 

moderada 

El análisis multilocus VNTR (MLVA) se 

adopta para la investigación de brotes, pero no 

se valida en redes de vigilancia epidemiológica 

Tipifcación de secuencias de locus 

únicos (SLST) 

Alto poder discriminatorio para 

algunas especies (por ejemplo, 

tipificación de spa para S. aureus) 

Facilidad de uso 

Rapidez 

Costo moderado 

Posibles errores de clasificación de 

tipos particulares, debido a la 

recombinación y / o homoplasia 

Se utiliza para determinar las relaciones entre 

los aislamientos bacterianos para la 

investigación de brotes y la vigilancia 

epidemiológica a nivel local e internacional. 

Hibridación genómica 

comparativa (CGH): 

microarreglos 

Técnica de alto rendimiento 

La reproducibilidad intra e 

interlaboratorio de los datos de 

micromatrices debe establecerse 

antes de la aplicación. 

Alto costo 

Pobre accesibilidad 

No permite la identificación de 

secuencias que no están incluidas en 

la matriz. 

Aún no es adecuado para la 

aplicación clínica diaria. 

Utilizado en investigaciones de brotes en 

tiempo real 

Se han desarrollado ensayos rápidos y de 

micromatrices para pruebas de diagnóstico e 

investigaciones epidemiológicas. 

Adoptado para el genotipado simultáneo y el 

perfilado para determinar la resistencia a los 

antimicrobianos y el potencial de virulencia. 

Mapeo óptico 
Alta precisión 

Alto poder discriminatorio. 

Alto costo 

Pobre accesibilidad 

Utilizado con éxito en investigaciones 

retrospectivas de brotes para examinar las 

relaciones genéticas entre aislamientos 

bacterianos (por ejemplo, E. coli O104: H4) 

Secuenciación del genoma 

completo (WGS) 
Técnica de alto rendimiento 

Falta de facilidad de uso 

Accesibilidad limitada 

Identificación precisa y caracterización de 

aislamientos bacterianos. 

En un futuro próximo, WGS se convertirá en 

una herramienta muy poderosa para 

investigaciones de brotes y esquemas de 

vigilancia en clínicas de rutina. 
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Sin embargo, el empleo de estas técnicas hoy en día, ya no están limitadas a nivel hospitalario, pues en los 

últimos años se han caracterizado en países como Brasil República Checa, Francia, Holanda e Irlanda, 

microorganismos como Klebsiella spp, y E. coli presentes en plantas de tratamiento de aguas residuales, 

efluentes hospitalarios, entre otros, lo que contribuye de forma importante al estudio de la resistencia 

antimicrobiana en otros escenarios que se encuentran involucrados en este tema de gran importancia para la 

salud pública (92,126–129). 

3.9.1 Técnicas de epidemiología molecular utilizadas en el presente estudio: 

3.9.1.1. Electroforesis en Gel de Campo Pulsado (PFGE): 

Esta técnica se ha empleado especialmente en la detección de brotes con el fin de identificar la similitud clonal 

a través de la generación de la huella dactilar del ADN en los aislados bacterianos involucrados en el problema, 

a través de la separación de grandes fragmentos de ADN empleando una enzima de restricción (130,131). 

Aunque este método es ampliamente utilizado, su estandarización es tediosa y requiere de mucho tiempo para 

realizar el procedimiento (132). A grandes rasgos, esta técnica se realiza a partir de un cultivo bacteriano puro, 

en donde se mezclan las células bacterianas con agarosa fundida y se vierte en un molde para formar los “plugs”. 

Las células bacterianas son lisadas con productos químicos para liberar el DNA dentro de los plugs que 

posteriormente se depositan en un gel de agarosa para adicionar la enzima de restricción que separará los 

fragmentos de DNA según su tamaño, ayudado del campo eléctrico. Este gel se debe teñir con un intercalante 

de DNA con el fin de ver bajo la luz ultravioleta el patrón de bandas generado durante el corrido electroforético 

en cada muestra de ADN. Finalmente la imagen obtenida es analizada a través de programas como BioNumerics 

que ayuda a buscar las similitudes entre los patrones de las bandas generadas por cada aislado estudiado (Ver 

figura 4) (130). 
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Figura 4. Resumen del procedimiento a realizar para PFGE. (Adaptado de CDC, 2016 (130)) 

3.9.1.2 Tipificación de secuencias multilocus (MLST): 

Esta técnica está basada en la secuenciación de genes altamente conservados en los microorganismos, en donde 

se emplean aproximadamente 7 u 8 genes los cuales posteriormente son identificados con un número para cada 

alelo, que finalmente determinará el tipo de secuencia (TS). La ventaja de esta técnica, es que los perfiles 

alélicos se pueden comparar con una base de datos central que se encuentra en la web, siendo esto de alta 

precisión para la identificación del microorganismo. En la actualidad, existen más de cien microorganismos 

entre bacterias y hongos que son estudiados a través de esta técnica, entre los que se encuentran enterobacterias 

como Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii, Salmonella spp, Escherichia coli, 

entre otros. Sin embargo, en el caso particular de E. coli este microorganismo cuenta con tres diferentes 

esquemas de tipificación: El método de Warwick, el de Pasteur y el de Michigan, en los cuales cada uno 

identifica diferentes genes conservados para este microorganismo (Ver tabla 4). De esta manera, aunque el 

método de Atchman es el más empleado, el método de Pasteur es más específico, pues se ha demostrado que 

secuencias tipo 131 detectadas por el primer método, corresponden a las secuencias tipo Pasteur 43 y 506; esto 
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mismo se ha observado con otros aislados caracterizados los cuales pueden observarse en el artículo de 

Clermont et al (133,134). 

Tabla 4. Genes empleados en los tres esquemas, para la determinación de secuencias 

tipo de E. coli. Adaptado de Clermont et al, 2015 (134) 

Esquema Genes Sitio web 

Michigan State 

University 

aspC, clpX, fadD, icd, lysP, mdh, uid

A 

http://www.shigatox.net/ecmlst/cgi-bin/index 

Warwick Medical 

School 

adk, fumC, gyrB, icd, mdh, purA, rec

A 

http://mlst.warwick.ac.uk/mlst/dbs/Ecoli  

Pasteur Institute dinB, icd, pabB, polB, putP, trpA, trp

B, uidA 

http://www.pasteur.fr/recherche/genopole/PF8/mlst/EColi.html  

 

  

http://www.shigatox.net/ecmlst/cgi-bin/index
http://mlst.warwick.ac.uk/mlst/dbs/Ecoli
https://www.pasteur.fr/recherche/genopole/PF8/mlst/EColi.html
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

La resistencia antimicrobiana (RAM) en Bacilos Gram negativos a antibióticos betalactámicos, la familia de 

antibióticos más empleada en la práctica clínica, es considerada actualmente como un problema grave de salud 

pública y ha sido catalogado por la OMS (Organización Mundial de la Salud) como prioridad critica (135). El 

principal mecanismo de resistencia en enterobacterias, resistentes a betalactámicos es mediado por la 

producción de enzimas que hidrolizan el antibiótico, denominadas betalactamasas, entre las cuales sobresalen 

por su gran impacto las betalactamasas de espectro extendido (BLEE) producidas principalmente por E. coli y 

K. pneumoniae, debido a que tienen la capacidad de hidrolizar penicilinas, inhibidores de penicilinas y 

antibióticos betalactámicos de amplio espectro como las cefalosporinas de tercera y cuarta generación y los 

monobactámicos. En la actualidad cientos de BLEE han sido identificadas, siendo los genotipos más prevalentes 

los pertenecientes a 3 grupos denominados blaCTX-M, blaTEM y blaSHV (136). De otro lado, también juegan 

un papel importante las betalactamasas tipo AmpC, las cuales se encuentran de forma constitutiva en algunas 

enterobacterias como Citrobacter freundii y Enterobacter spp, sin embargo algunas enzimas pueden adquirirse 

de forma plasmídica como CMY, LAT, BIL, ACT, MIR, MOX, FOX, entre otras (8), además tienen la 

capacidad de hidrolizar desde penicilinas hasta cefalosporinas de tercera generación (137).  

La presencia de enterobacterias productoras de estas betalactamasas, se ha descrito principalmente en ambientes 

hospitalarios, sin embargo en la última década se han venido reportando en otros escenarios como el veterinario 

(138,139), cultivos agrícolas (140), alimentos (141) y en diferentes cuerpos de agua (91,142), evidenciándose 

así la capacidad de diseminación de estas enzimas más allá del ambiente hospitalario. De forma particular, los 

sistemas acuáticos parecen jugar un papel relevante en esta diseminación, no solo de bacilos Gram negativos 

(BGN) resistentes a betalactámicos, sino también de la resistencia bacteriana en general, debido a que son los 

principales receptores de antibióticos, bacterias resistentes a los antibióticos (BRA) y genes de resistencia a los 

antibióticos (GRA) provenientes de actividades antropogénicas (67,69). Al respecto, diferentes estudios 

realizados a nivel mundial han descrito la presencia de BGN resistentes a betalactámicos en aguas residuales y 

plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR), razón por la cual estas últimas son consideradas como una 

de las principales fuentes antropogénicas de BRA debido a que allí confluyen la mayoría de los desechos 

hospitalarios, domésticos e industriales de la población (67,86,90,143). Adicionalmente, se ha observado que 

aunque los tratamientos biológicos en las plantas de tratamiento, reducen de forma significativa el número de 
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bacterias, no logran disminuir completamente las BRA y GRA pues su objetivo principal está orientado a la 

remoción de la carga orgánica, nutrientes y microorganismos (incluyendo algunos patógenos), por lo que es de 

esperarse que en el efluente aún se encuentren bacterias resistentes (67,73,144). 

En Latinoamérica, los estudios de la resistencia antimicrobiana en PTAR son casi nulos, sin embargo, se han 

realizado algunas aproximaciones en este tema en efluentes de ríos y vertimientos de agua residual en donde se 

han hallado algunos microrganismos como cocos Gram positivos y bacilos gran negativos portando diferentes 

genes de resistencia (145–147). En Colombia, estudios realizados en dos PTAR (incluyendo una en el 

departamento de Antioquia) se ha detectado la presencia de antibióticos que pueden influir en la presión de 

selección y promover el intercambio de material genético entre bacterias (148). Teniendo en cuenta lo anterior, 

y con el propósito de determinar la contribución de las PTAR en la problemática de la resistencia antimicrobiana 

en una región endémica, como Colombia, se propuso determinar la presencia de enterobacterias portadoras de 

betalactamasas, en diferentes puntos de una PTAR en el departamento de Antioquia, el segundo en importancia 

en Colombia, donde el uso de antibióticos no es regulado y los estudios realizados en hospitales de la ciudad 

reportan una frecuencia alta de BGN resistentes a betalactámicos. 
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5. OBJETIVOS 

5.1 Objetivo general 

 

Describir la presencia de enterobacterias de importancia clínica resistentes a betalactámicos (ERB) portadoras 

de β-lactamasas tipo BLEE y AmpC empleando métodos fenotípicos y moleculares en una PTAR del 

departamento de Antioquia, Colombia 

 

5.2 Objetivos específicos 

 

1. Evaluar el comportamiento de los parámetros fisicoquímicos de control, en la planta de tratamiento de aguas 

residuales, durante el tiempo de muestreo. 

 

2. Evaluar la presencia de enterobacterias de importancia clínica resistentes a betalactámicos empleando 

métodos fenotípicos y moleculares.  

 

3. Evaluar la relación entre los perfiles de susceptibilidad y los genes de resistencia a betalactámicos presentes 

en las enterobacterias detectadas. 
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6 METODOLOGÍA 

6.1 Tipo de estudio:  

Descriptivo de corte transversal. 

6.2 Sitio de estudio: 

El estudio se llevó a cabo en una Planta de Tratamiento de aguas residuales (PTAR) del departamento de 

Antioquia, Colombia, que opera desde el año 2000, cuenta con una capacidad promedio de 1,8 m3/s en su 

primera fase con tratamiento biológico convencional de lodos activados y cuyo efluente resultante es 

descargado a la fuente de agua natural más cercana. Esta PTAR se diseñó para tratar mediante sistemas 

preliminares, primarios y secundarios las aguas residuales domésticas e industriales generadas en los municipios 

del sur del Valle de Aburrá. 

 

 

Imagen tomada de Google Earth 

 

6.3 Muestreo: 

Los muestreos se realizaron durante los meses de febrero a julio de 2017, con un total de 6 muestreos, una vez 

al mes. Se evaluaron 4 puntos de la PTAR: afluente, tanques de aireación, lodos de recirculación y efluente. 

Estas muestras se recolectaron en recipientes de vidrio previamente esterilizados con capacidad de 0.5 L para 

los análisis microbiológicos, para los análisis fisicoquímicos se emplearon recipientes de polietileno con 2,5  
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litros de capacidad para la determinación de sólidos totales y demanda química de oxígeno (DQO), y recipientes 

de vidrio de 1 litro y 10 mL para la medición de sólidos suspendidos y carbono orgánico total (COT), 

respectivamente. Las muestras fueron almacenadas a 4º C y procesadas durante las 4 horas posteriores a su 

recolección. 

6.4 Determinación de parámetros ambientales y fisicoquímicos: 

La medición de los parámetros fisicoquímicos se realizó en tres puntos de la PTAR: afluente, tanques de 

aireación y efluente. Los parámetros físico-químicos pH, oxígeno disuelto (OD), temperatura de la muestra, 

porcentaje de saturación de oxígeno y conductividad fueron determinados in situ y por triplicado con el 

multímetro digital HACH® HQ40D multi. Para la medición del carbono orgánico total, demanda química de 

oxígeno, sólidos totales (ST) y sólidos suspendidos (SS), las muestras fueron evaluadas siguiendo los 

procedimientos sugeridos por el Standard Methods de la Asociación Americana de Salud Pública (APHA-

AWWA) (100). La información de la determinación de los parámetros in situ se recolectó a través de un 

formulario para salidas de campo diseñado dentro del proyecto (Anexo 1). 

6.5 Cuantificación de microorganismos heterótrofos y de bacilos Gram negativos 

portadores de betalactamasas:  

Se tomó 1 mL de cada muestra recolectada y se realizaron diluciones seriadas en agua peptonada estéril hasta 

la dilución 10-7. Se sembraron por triplicado alícuotas de 100 µL en agar Luria Bertani (LB), diluciones de 10-

4 y 10-6 para las muestras obtenidas de afluente, tanques de aireación y efluente final, diluciones de y 10-5 y 10-

7 para las muestras obtenidas de lodos activados de recirculación. Las muestras se incubaron a 37 °C (±2) 

durante 18 a 24 horas. Posteriormente se realizó el recuento de UFC obtenidos en cada medio de cultivo.  

Para la cuantificación y detección de BGN sospechosos de ser resistentes a β-lactámicos, se empleó el medio 

ChromID™ ESBL el cual consiste en una rica base nutritiva incluyendo una variedad de peptonas, una mezcla 

de antibióticos incluyendo la cefpodoxima, que permite el crecimiento selectivo de enterobacterias productoras 

de BLEEs; dos sustratos cromogénicos y un sustrato natural que permite la identificación directa de las 

enterobacterias productoras de BLEEs más frecuentemente encontradas (149). De las diluciones realizadas 

previamente, a partir de la dilución 10-1 de todas las muestras obtenidas en los cuatro puntos de muestreo se 
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sembraron por triplicado alícuotas de 100 µL en agar ChromIDTM ESBL (BioMérieux, France). Las muestras 

se incubaron a 37 °C (±2) durante 18 a 24 horas. Posteriormente se realizó el recuento de UFC obtenidos en 

cada medio de cultivo de acuerdo a la reacción de color del cromoagar (149). 

6.6 Tamizaje de bacterias resistentes a betalactámicos: 

Del medio cromogénico ChromIDTM ESBL, se seleccionaron de forma aleatoria un promedio de 5 colonias de 

cada morfotipo bacteriano detectado en el medio, así:  colonias color verde, correspondientes a Klebsiella, 

Enterobacter, Serratia o Citrobacter (KESC); colonias color rosa burdeos correspondiente a E. coli y colonias 

color marrón claro a marrón oscuro correspondientes a Proteeae (Proteus, Providencia, Morganella) de 

acuerdo a las especificaciones técnicas del medio. Las colonias se sembraron en agar MacConkey (Merck 

Millipore) y en agar nutritivo (Merck Millipore). Así mismo se realizó la prueba de la oxidasa (BioMérieux) 

para la selección de enterobacterias (90,150). 

6.7 Conservación de las cepas: 

La conservación de las cepas se realizó empleando el método de crioconservación a -80 °C, en medio BHI al 

15% de glicerol (151). 

6.8 Identificación de enterobacterias:  

Todos los aislamientos clasificados como enterobacterias, de acuerdo a la prueba de la oxidasa, fueron 

seleccionados para identificación bacteriana mediante detección del gen 16S rRNA (152). Previamente, la 

extracción de DNA se realizó empleando el kit comercial Wizard® Genomic DNA Purification Kit, según las 

instrucciones del fabricante (Promega, Madison, WI, USA). La detección del gen 16S rRNA, se llevó acabo 

empleando PCR simple, usando los primers universales 27F- AGAGTTTGATCCTGGCTCAG y 1492R- 

GGTTACCTTGTTACGACTT según el protocolo descrito por Dunbar et al., (153). Los productos de 

amplificación fueron secuenciados y las secuencias analizadas en el software Geneious© versión R8  

(https://www.geneious.com, Kearse et al., 2012), posteriormente se  compararon  con secuencias disponibles 

en el GenBank, empleando el programa BLAST [Basic Local Alignment Search Tool] del National Center for 

Biotechnology Information de los Estados Unidos (NCBI) (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
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6.9 Detección molecular de genes codificantes para betalactamasas de espectro 

extendido (BLEE) y betalactamasas tipo AmpC: 

A todos los aislados identificados por 16S rRNA se les realizó la caracterización molecular de las 

betalactamasas de mayor importancia en la familia Enterobacteriaceae, empleando diferentes protocolos de 

PCR multiplex de acuerdo a las condiciones descritas por Dallenne (136). Se evaluaron los genes que codifican 

para las variantes de las betalactamasas variantes blaTEM (TEM-1 y TEM-2),  blaSHV (SHV-1),   blaCTX-M grupo 

8/25 (el cual incluye las variantes CTX-M-8, CTX-M-25, CTX-M-26 y CTX-M-39 hasta CTX-M-41), blaCTX-M 

grupo 1 (CTX-M-1, CTX-M-3 y CTX-M-15), blaCTX-M grupo 2 (CTX-M-2) y blaCTX-M grupo 9 (CTX-M-9 y CTX-M-

14). Así mismo,  se detectaron las variantes de betalactamasas tipo AmpC mediadas por plásmidos denominadas 

LAT, BIL, CMY, DHA, ACT y MIR; las cuales se organizaron en tres grupos: LAT/BIL/CMY (incluyendo las 

variantes LAT-1 hasta LAT-3, BIL-1, CMY-2 hasta CMY-7, CMY-12 hasta CMY-18 y CMY-21 hasta CMY-

23), DHA (DHA-1 y DHA-2) y ACT/MIR (ACT-1 y MIR-1).  

6.10 Perfil de susceptibilidad en Escherichia coli: 

La susceptibilidad antimicrobiana se llevó a cabo en aproximadamente el 50 % de los aislados de E. coli 

(enterobacteria detectada con mayor frecuencia), empleando el sistema automatizado Vitek2® (bioMérieux 

Clinical Diagnostics). Los aislados de E. coli se seleccionaron cuidando la proporción de la distribución 

obtenida en cada punto de muestreo con el total de aislados (n= 83).  

Los antibióticos evaluados fueron Ampicilina/Sulbactam (SAM), Piperacilina/Tazobactam (PTZ), Cefoxitín 

(FOX), Ceftazidima (CAZ), Ceftriaxona (CRO), Cefepime (FEP), Doripenem (DOR), Ertapenem (ETP), 

Imipenem (IMP), Meropenem (MEM), Amikacina (AMK), Gentamicina (GN), Ciprofloxacina (CIP), 

Tigeciclina (TGC) y Colistina (COL). Los controles de calidad y la interpretación de los perfiles de sensibilidad 

fueron realizados de acuerdo a los lineamientos del CLSI 2018, y EUCAST para la interpretación de tigeciclina 

(154,155). 
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6.11 Tipificación molecular empleando electroforesis de campo pulsado (PFGE): 

La Electroforesis en Gel de Campo Pulsado (PFGE) se realizó en un número representativo de aislados de 

Escherichia coli (85%), debido a que fue la enterobacteria más frecuente detectada en el estudio.  Para la 

selección de los aislados se tuvo en cuenta, el punto de muestreo y el perfil enzimático de los genes de 

betalactamasas. Para la realización de PFGE se empleó un protocolo estandarizado en la Línea de epidemiología 

molecular bacteriana, del grupo Microba. Para la restricción se emplearon 50 UI de la enzima Xba I (Thermo 

Scientific, United States) y para normalizar los patrones de los fragmentos de DNA se empleó el bacteriófago 

Lambda ladder (New England Biolabs, UK). Para el corrido electroforético se utilizó el sistema Chef-DR III 

(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) con las siguientes condiciones: temperatura de 11 °C, ángulo de 120 ° y 

un voltaje de gradiente de 6 V/cm. El grado de relación de los aislados se determinó empleando el coeficiente 

de similitud de Dice, en el software BioNumerics version 6.0 (Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium). 

Para definir los aislados genéticamente relacionados, se empleó un punto de corte > al 80 %. Los dendogramas 

fueron generados por el método UPGMA (unweighted pair group method using average linkages), con 1 % de 

tolerancia y 0,5 % de optimization.  

6.12 Tipificación molecular empleando tipificación de secuencias multilocus (MLST): 

Esta técnica fue realizada en un número representativo de E. coli  para lo cual se secuenciaron en todos los 

aislados ocho genes conservados, empleando los primers sugeridos en la página del Instituto Pasteur 

(http://bigsdb.pasteur.fr/ecoli/primers_used.html) y de acuerdo al protocolo descrito por Clermont et al (134). 

Los tipos de alelos y determinación de ST se realizaron a través de la página de MLST del Instituto Pasteur 

(https://bigsdb.pasteur.fr/cgi-bin/bigsdb/bigsdb.pl?db=pubmlst_ecoli_seqdef_public&page=profiles). 

6.13 Plan de análisis:  

Para las variables cualitativas se realizó su descripción calculando las frecuencias absolutas y relativas. Se 

calculó la mediana y el rango intercuartílico para todas las variables y se emplearon las pruebas de ANOVA y 

Kruskal Wallis para detectar las diferencias estadísticamente significativas de las variables entre los puntos de 

muestreo (p<0.005). El análisis estadístico se llevó a cabo empleando el paquete estadístico SPSS® v20.0 

(SPSS Inc., Chicago, USA).  

http://bigsdb.pasteur.fr/ecoli/primers_used.html
https://bigsdb.pasteur.fr/cgi-bin/bigsdb/bigsdb.pl?db=pubmlst_ecoli_seqdef_public&page=profiles
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Los perfiles de susceptibilidad fueron construidos teniendo en cuenta los criterios del manual CLSI M-100 

(154). Las concentraciones inhibitorias mínimas interpretadas como intermedio, se consideraron como 

resistentes, y el perfil de multidrogorresistencia se hizo de acuerdo a lo planteado por Magiorakos, en donde se 

clasificaron los perfiles de resistencia por categorías de antibióticos (156). De esta forma, los antibióticos 

piperacilina/tazobactam (TZP) y ampicilina/sulbactam (SAM), se clasificaron dentro del grupo 

penicilina/inhibidor, cefoxitin (FOX) dentro de las cefamicinas, ceftazidima (CAZ) y ceftriaxona (CRO) como 

cefalosporinas de tercera generación, cefepime (FEP) como cefalosporina de cuarta generación; ertapenem, 

imipenem, meropenem e imipenem dentro de la familia de los carbapenémicos; amikacina (AMK) y 

gentamicina (GN) dentro de la familia de los aminoglucósidos, ciprofloxacina (CIP) dentro de las 

fluoroquinolonas, tigeciclina (TGC) dentro de las tetraciclinas y colistina (COL) en la categoría de las 

polimixinas. La multidrogoresistencia (MDR) fue definida como resistencia a al menos tres categorías de 

antibióticos. 

6.14 Prueba piloto: 

Para el entrenamiento del personal y estandarización para el desarrollo de las pruebas microbiológicas y registro 

de los parámetros fisicoquímicos, se realizó una prueba piloto con dos muestreos en la PTAR durante el mes 

de septiembre del año 2016.  
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7. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

7.1 Artículo original: Alta frecuencia y diversidad de E. coli resistente a betalactámicos, 

en una planta de tratamiento de aguas residuales (PTAR) de Antioquia, Colombia 

(High clonal diversity of Multidrug-Resistant and Extended Spectrum Beta-lactamase-

producin Escherichia coli in a wastewater treatment plant). 

Publicado en la revista Journal of Environmental Management 

 

Este da respuesta a los objetivos:  

 

1. Evaluar el comportamiento de los parámetros fisicoquímicos de control, en la planta de tratamiento de aguas 

residuales, durante el tiempo de muestreo. 

 

2. Evaluar la presencia de enterobacterias de importancia clínica resistentes a betalactámicos empleando 

métodos fenotípicos y moleculares.  

 

3. Evaluar la relación entre los perfiles de susceptibilidad y los genes de resistencia a betalactámicos presentes 

en las enterobacterias detectadas 
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A B S T R A C T

Increasing beta-lactam resistance has led to the exploration of different places, such as wastewater treatment
plants (WWTPs) which have been considered to be reservoirs and sources of bacterial resistance. This work aims
to determine the presence of beta-lactamase-producing-Enterobacteriaceae in different points of a WWTP in
Colombia. Six samplings were carried out in 2017 in the raw influent, aeration tanks, recycled sludge and final
effluent of a WWTP. The beta-lactamase-producing-Enterobacteriaceae were detected and identified using
phenotypic and molecular methods. Of the 353 isolates included, 28.3% corresponded to enterobacteria. The
most frequent microorganisms were Escherichia coli (83%), Citrobacter freundii (11%) and Enterobacter cloacae
complex (4%). The 97% of enterobacteriaceae had at least one beta-lactamase, and the most prevalent were the
blaTEM (43.8%) and blaCTX-M-1group (35.8%) which were detected specially in recycled sludge and final effluent
sample points. High percentage of multidrug resistance (to beta-lactams and non-beta-lactam antibiotics) was
detected in E. coli (63.2%). Additionally, the typing by PFGE and MLST showed high genotypic diversity and the
presence of the successful ST131 clone, globally spread. This work highlights the strong role of E. coli as a vector
for the dissemination of resistance and the beta-lactamases in aquatic environments.

1. Introduction

Antimicrobial resistance in Gram-negative bacilli to beta-lactam
antibiotics, the family of antibiotics most commonly used in clinical
practice, is currently considered a serious public health problem and
has been classified by the World Health Organization as a critical
priority (Tacconelli et al., 2017). The main mechanism of resistance to
beta-lactam resistant enterobacteria is mediated by the production of
enzymes that hydrolyze the antibiotic, called beta-lactamases. Among
these, the extended-spectrum beta-lactamases (ESBLs) produced mainly
by Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae highlighted due to their
great impact, because they can hydrolyze penicillins, penicillin in-
hibitors and broad-spectrum beta-lactam antibiotics such as third and
fourth generation cephalosporins and monobactams. At present, hun-
dreds of ESBLs have been identified, with the most prevalent genotypes
belonging to 3 groups called blaCTX-M, blaTEM and blaSHV (Dallenne
et al., 2010). Moreover, AmpC-type beta-lactamases, which are found
constitutively in some Enterobacteriaceae such as Citrobacter freundii

and Enterobacter spp, also play an important role. Some enzymes can be
found in plasmid form, such as CMY, LAT, BIL, ACT, MIR, MOX, FOX
among others (Munita and Arias, 2016), and also have the capacity to
hydrolyze from penicillins to third-generation cephalosporins (Jacoby,
2009).

The presence of beta-lactamase-producing Enterobacteriaceae has
been described mainly in hospital environments. However, in the last
decade, they have been reported in other scenarios such as farm agri-
cultural crops, food and in different water bodies and others
(Nascimento et al., 2017; Zekar et al., 2017), demonstrating the ability
of these enzymes to disseminate beyond the hospital settings. In par-
ticular, aquatic systems seem to play an essential role in this dis-
semination, not only for Gram-negative bacilli resistant to beta-lactams,
but also for bacterial resistance in general, because they are the main
receptors of antibiotics, antibiotic-resistant bacteria and antibiotic re-
sistant genes from anthropogenic activities (Berglund, 2015; Wellington
et al., 2013). In this regard, different studies conducted worldwide have
described the presence of beta-lactam resistant bacteria in wastewater
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and wastewater treatment plants (WWTPs). This is why these are
considered to be one of the main anthropogenic sources of antibiotic-
resistant bacteria, as the most hospital, domestic and industrial wastes
converge there (Guo et al., 2017; Wellington et al., 2013). Additionally,
it has been observed that although the biological treatments in the
WWTPs significantly reduce the number of bacteria, they do not com-
pletely eliminate the antibiotic-resistant bacteria and antibiotic re-
sistant genes, since their main objective is the removal of nutrients and
microorganisms (including some pathogens) from the organic load,
that's why is expected that resistant bacteria are still present in the
effluent (Wellington et al., 2013; Yu et al., 2018).

While there have been practically no studies carried out on anti-
microbial resistance in WWTPs in Latin America, some approaches to
this issue have been made regarding effluents from rivers and waste-
water discharges where some microorganisms have been found to be
carrying different resistance genes, such as Gram-positive cocci and
Gram-negative bacilli (Florez and Sanchez, 2017; Oliveira et al., 2018;
Silva et al., 2005). In Colombia, studies conducted in two WWTPs
(including one in the department of Antioquia) have detected the pre-
sence of antibiotics that can influence the selection pressure and pro-
mote the exchange of genetic material between bacteria (Botero-Coy
et al., 2018).

Taking the aforementioned into account, and with the purpose of
determining the contribution of the WWTP to the problem of anti-
microbial resistance in an endemic region such as Colombia, in this
study was proposed to determine the presence of beta-lactamase-pro-
ducing Enterobacteriaceae in different points of a WWTP in the de-
partment of Antioquia, the second most important state in Colombia,
where the use of antibiotics is not regulated, and studies carried out
report a high frequency of resistant to beta-lactams.

2. Materials and methods

2.1. Reagents

Culture media (MacConkey agar and nutrient agar), NaCl (for the
preparation of Luria Bertani agar) and peptone (to prepare peptone
water) were purchased from Merck Millipore; tryptone, yeast extract
and agar bacteriological -Agar No. 1- (for preparation of Luria Bertani
agar) were purchased from Oxoid, Thermo Scientific; Purified distilled
water was obtained in the Direct-Q® 3 UV Water Purification System
(Millipore) for the preparation of the above reagents. ChromoID™ ESBL
chromogenic medium, oxidase test, Vitek® 2 AST antibiogram cards and
sterile saline were purchased from BioMérieux.

The primers for the identification of beta-lactamases and for 16S
rRNA and were synthesized in Integrated DNA Technologies (IDT), the
primers for the realization of MLST were synthesized in Macrogen, Inc;
ultrapure water obtained from the Direct-Q® 3 UV Water Purification
System (Millipore) was used for the preparation of the same, and the
other reagents for carrying out the PCR (Buffer, MgCl2, dNTPs) were
purchased from Bioline. Reagents Tris/Boric Acid/EDTA (TBE),

Certified™ Low Melt Agarose and Pulsed Field Certified Agarose for
PFGE were purchased from Bio-Rad.

2.2. Study site and sampling

The study was carried out at a WWTP in the department of
Antioquia, Colombia, which collects domestic, industrial and hospital
wastewater from four of the region's municipalities. It has an average
capacity of 155.000m3*d−1, with conventional biological treatment of
activated sludge with hydraulic retention time around 6h, solids re-
tention time of 3 days, mixed liquor suspended solids of 2300 mg*L−1

on average, and its resulting effluent is discharged into the nearest
natural water source.

A total of six samplings were carried out during the months of
February to July of 2017, one each month. Four points of the WWTP
were evaluated: raw influent, aeration tanks (the depth of the tanks is 7
meters), recycled sludge and final effluent, and 250mL of residual
water was taken at each point. The samples were stored at 4 °C and
processed within 4 h of collection (Fig. 1).

2.3. Measurement of physicochemical parameters

The physicochemical parameters including room temperature, pH,
dissolved oxygen, sample temperature, percentage of oxygen saturation
and conductivity were determined in situ and by triplicate with a
HACH® HQ40D multi-digital multimeter, were measured in the raw
influent, aeration tanks, and final effluent. For the measurement of total
organic carbon, chemical oxygen demand, total solids, suspended solids
and volatile suspended solids, the samples were collected and evaluated
following the suggested procedures of the standard methods of the
American Public Health Association (APHA-AWWA) (APHA et al.,
2012).

2.4. Quantification of heterotrophic microorganisms and gram-negative
bacilli harboring beta-lactamases

For the quantification of heterotrophic bacteria and Gram-negative
bacilli harboring beta-lactamases, 1 mL of each sample collected was
taken and serial dilutions were made in sterile peptonated water until a
dilution 10−7 was reached. Aliquots of 100 μL were seeded on Luria
Bertani agar for the quantification of heterotrophic bacteria; and
ChromoID™ ESBL chromogenic culture medium (BioMérieux, France)
for the quantification and detection of β-lactam-resistant Gram negative
bacilli. Each sample was seeded in triplicate and incubated at 37 °C
(± 2) for 18–24 h. Subsequently, the counting of colony forming units
(CFUs) obtained on the Luria Bertani agar and chromogenic medium
ChromID™ ESBL was carried out according to the color reaction of the
chromogenic agar.

Fig. 1. The figure shows the sampling points of the wastewater treatment plant.
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2.5. Screening of beta-lactam resistant bacteria

From ChromID™ ESBL chromogenic medium, an average of 5 co-
lonies of each bacterial morphotype detected in the medium were
randomly selected: green colonies corresponding to Klebsiella,
Enterobacter, Serratia or Citrobacter (KESC); rose-pink colonies corre-
sponding to E. coli, and light brown to dark brown colonies corre-
sponding to Proteeae (Proteus, Providencia, Morganella). The colonies
were seeded on the MacConkey agar (Merck Millipore) and on the
nutritive agar (Merck Millipore). The oxidase test (BioMérieux) was
also carried out for the selection of enterobacteria (Ojer-Usoz et al.,
2014).

2.6. Identification of enterobacteria

All the isolates classified as enterobacteria, according to the oxidase
test, were selected for bacterial identification by detection of the 16S
rRNA gene (Korzeniewska and Harnisz, 2013). DNA extraction was
performed using the commercial Wizard® Genomic DNA Purification
Kit, according to the manufacturer's instructions (Promega, Madison,
WI, USA). The detection of the 16S rRNA gene was carried out using
simple PCR, using the universal primers 27FAGAGTTTGATCCTGGCT
CAG and 1492R-GGTTACCTTGTTACGACTT, according to the protocol
described by Dunbar et al. (1999). The amplification products were
sequenced, and the sequences analysed in the Geneious© software
version R8 (https://www.geneious.com) were subsequently compared
with sequences available in GenBank, using the BLAST program (Basic
Local Alignment Search Tool) from the National Center for Bio-
technology Information of the United States (NCBI) (www.ncbi.nlm.
nih.gov/BLAST).

2.7. Molecular detection of genes coding for beta-lactamases (ESBL and
AmpC-type beta-lactamases)

Using different multiplex PCR protocols, all the isolates identified
by 16S rRNA were subjected to molecular characterization of the beta-
lactamases of greater importance in the Enterobacteriaceae family
under the conditions described by Dallenne (Dallenne et al., 2010). The
genes coding for beta-lactamases variants blaTEM (TEM-1 and TEM-2),
blaSHV (SHV-1) and blaCTX-M-8/25 group (which includes the CTX-M-8
variants, CTX-M-25, CTX-M-26 and CTX-M-39 up to CTX-M-41), blaCTX-
M-1 group (CTX-M-1, CTX-M-3 and CTX-M-15), blaCTX-M-2 group (CTX-M-2)
and blaCTX-M-9 group (CTX-M-9, and CTX-M-14) were evaluated. Like-
wise, AmpC-type beta-lactamase variants mediated by plasmids called
LAT, BIL, CMY, DHA, ACT and MIR were detected; which were orga-
nized in three groups: LAT/BIL/CMY (including variants LAT-1 to LAT-
3, BIL-1, CMY-2 to CMY-7, CMY-12 to CMY-18 and CMY-21 to CMY
-23), DHA (DHA-1 and DHA-2) and ACT/MIR (ACT-1 and MIR-1).

2.8. Susceptibility profile in Escherichia coli

The antimicrobial susceptibility was carried out in approximately
50% of the E. coli isolates (enterobacteria detected the most frequently)
using the automated system Vitek2® (bioMérieux Clinical Diagnostics).
The E. coli isolates were selected according to the proportion of the
distribution obtained in each sampling point of the WWTP with the
total of isolates (n=83).

The following antibiotics were evaluated: Ampicillin/Sulbactam
(SAM), Piperacillin/Tazobactam (PTZ), Cefoxitin (FOX), Ceftazidime
(CAZ), Ceftriaxone (CRO), Cefepime (FEP), Doripenem (DOR),
Ertapenem (ETP), Imipenem (IMP), Meropenem (MEM), Amikacin
(AMK), Gentamicin (GN), Ciprofloxacin (CIP), Tigecycline (TGC) and
Colistin (COL). The quality controls and the interpretation of the sen-
sitivity profiles were performed according to the guidelines of CLSI
2018, and EUCAST for the interpretation of tigecycline (CLSI, 2018;
EUCAST, 2018).

2.9. Molecular typing of Escherichia coli using pulsed-field electrophoresis
(PFGE)

A PFGE was performed on a representative number of E. coli isolates
(83%, n=69), according to their detection frequency in the study. For
the selection of the isolates, the sampling point of the WWTP and the
enzymatic profile of the beta-lactamase genes were taken into account.
For the realization of PFGE, a standardized protocol was used by the
Bacterial Molecular Epidemiology Line of the Microba group. For the
restriction, 50 IU of the Xba I enzyme (Thermo Scientific, United States)
was used and the bacteriophage lambda ladder (New England Biolabs,
UK) was used to normalize the DNA fragment patterns. For the elec-
trophoretic run, the Chef-DR III system (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
CA) was employed with the following conditions: a temperature of
11 °C, an angle of 120° and a gradient voltage of 6 V/cm. The degree of
relationship of the isolates was determined using the Dice similarity
coefficient in the software BioNumerics version 6.0 (Applied Maths,
Sint-Martens-Latem, Belgium). To define the genetically related iso-
lates, a cutoff of> 80% was used. The dendrograms were generated
using the unweighted-pair group method using average linkages
method (UPGMA), with a 1% tolerance and a 0.5% optimization.

2.10. Molecular typing of Escherichia coli using multilocus sequence typing
(MLST)

This technique was performed in a representative number of E. coli
(21%, n= 17), for which eight conserved genes were sequenced in all
the isolates, using the primers suggested on the Pasteur Institute web-
site (http://bigsdb.pasteur.fr/ecoli/primers_used.html). The types of
alleles and Pasteur sequence type (PST) determination were made
through the MLST page of the Pasteur Institute (https://bigsdb.pasteur.
fr/cgibin/bigsdb/bigsdb.pl?db=pubmlst_ecoli_seqdef_public&page=
profiles).

2.11. Statistical analysis

For the qualitative variables, a description was made calculating the
absolute and relative frequencies. The median and interquartile ranges
were calculated for all the variables, and the ANOVA and Kruskal Wallis
tests were used to detect the statistically significant differences of the
variables between the sampling points (p < 0.005). Statistical analysis
was carried out using the statistical package SPSS® v20.0 (SPSS Inc.,
Chicago, USA).

The susceptibility profiles were constructed taking into account the
criteria of the CLSI M-100 manual (CLSI, 2018). The minimum in-
hibitory concentrations interpreted as intermediate were considered as
resistant, and the multidrug resistance profile was made according to
what was stated by Magiorakos, where the resistance profiles were
classified by antibiotic categories (Magiorakos et al., 2012). Thus, the
antibiotics piperacillin-tazobactam (TZP) and ampicillin/sulbactam
(SAM) were classified within the penicillin/inhibitor group; cefoxitin
(FOX) within cephamycins, ceftazidime (CAZ) and ceftriaxone (CRO) as
third-generation cephalosporins, cefepime (FEP) as fourth-generation
cephalosporin; ertapenem, imipenem, meropenem and imipenem
within the family of carbapenems; amikacin (AMK) and gentamicin
(GN) within the family of aminoglycosides, ciprofloxacin (CIP) within
the fluoroquinolones, tigecycline (TGC) within the tetracyclines, and
colistin (COL) in the category of polymyxins. Multidrug resistance was
defined as resistance to at least three categories of antibiotics.

3. Results and discussion

3.1. Physicochemical parameters and total quantification of heterotrophic
bacteria and cephalosporin-resistant bacteria in the WWTP

The results of the physicochemical parameters evaluated are
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detailed in Table 1. At a general level, no statistically significant dif-
ferences were observed at the three sampling points for the parameters
like sample temperature (23.4 °C and 27.1 °C), pH (7.1 and 9.8), con-
ductivity (775 μS/cm - 1557 μS/cm), total organic carbon
(11.5 mg*L−1 - 220.25 mg*L−1), suspended solids (108.0 mg*L−1 -
4376 mg*L−1) and volatile suspended solids (3116 mg*L−1 -
7980 mg*L−1). The ambient temperature observed showed a high
variability (lower value 21 °C and higher value 37 °C) which could be
explained by the sampling period coincided with the “child phe-
nomena”. Nevertheless, as mentioned above the sample temperature
showed lower variability without no effect over the microbial compo-
sition. By contrast, parameters such as dissolved oxygen (0.1 mg*L−1 -
5.2 mg*L−1), oxygen saturation (1.6%–73.7%), chemical oxygen de-
mand (164.9 mg O2/L- 902.0 mg O2/L) and total solids (435.5 mg*L−1 -
1058 mg*L−1) showed statistically significant differences between all
the sampling points (p < 0.05). The finding of these differences in
parameters such as chemical oxygen demand and total solids indicates
an adequate reduction of the organic load after treatment of wastewater
in the WWTP under study. In this regard, previous studies suggest that
despite the significant differences that can be observed in parameters
such as 5-day biochemical oxygen demand, chemical oxygen demand,
suspended solids, total solids and fats, between influents and effluents,
notice that these indicators are important for determining the quality of
the effluent in the control of wastewater treatment (Howard et al.,
2004).

On the other hand, the total heterotrophic bacteria count ranged
between 6.1 and 7.6 Log CFU mL−1/g−1, while the total beta-lactam
resistant bacteria count was between 4.5 and 5.6 Log CFU ml−1/g−1.
As expected, the maximum and minimum values were observed in the
recycled sludge (with statistically significant differences in the bacterial
count of recycled sludge with respect to the other sampling points

(p < 0.05) and in the final effluent respectively (Table 2), which de-
monstrates the ability of the WWTP to reduce the amount of micro-
organisms (Guyomard-Rabenirina et al., 2017). However, the micro-
organisms were not completely eliminated, and this was reflected in the
resistant bacteria count. Similar aspects have been previously observed
and constitute the reason why WWTPs have been consolidating as a
reservoir of microorganisms, carrying not only beta-lactamases but also
other mechanisms of antibiotic resistance (Ben et al., 2017). Ad-
ditionally, when antibiotic-resistant bacteria in the final effluent come
into contact with different water basins, they can promote the genetic
exchange of resistance genes between resistant and susceptible micro-
organisms in the environment, posing a danger to public health
(Adefisoye and Okoh, 2016).

3.2. Microorganisms identified in the wastewater treatment plant (WWTP)

A total of 353 Gram-negative bacilli suspected of harboring beta-
lactamases were selected from the ChromID ESBL™ medium, of which
28.3% (n=100) corresponded to enterobacteria. The genera detected
were E. coli (83%, n=83), followed by C. freundii (11%, n=11),
Enterobacter cloacae complex (4%, n=4), K. pneumoniae (1%, n=1)
and Kluyvera georgiana (1%, n=1). Regarding the distribution by
sampling point, it was observed that E. coli and C. freundii were detected
at all points of the WWTP, whereas E. cloacae complex was absent in the
aeration tanks; and K. pneumoniae and K. georgiana were only detected
in the final effluent (3.4%) and aeration tanks (4.2%) respectively
(Fig. 2).

Enterobacteriaceae belong to the phyla of Proteobacteria which are
characterized by their ability to transfer DNA to other bacterial groups
and to facilitate the propagation of antibiotic resistant genes between
environmental bacteria and commensals in water or other types of

Table 1
The values of the physicochemical parameters in raw influent, aeration tanks and final effluent.

Parameter Raw influent Aeration tanks Final effluent

Median (IQR) Median (IQR) Median (IQR)

Room temperature (°C) 28,0 (24,0-34,0) 32,5 (21,0-34,0) 30,0 (23,0-34,0)
Sample temperature (°C) 25,0 (24,7-25,7) 25,9 (24,5-26,8) 25,4 (24,6-26,0)
pH 7,7 (7,6-8,0) 7,3 (7,2-7,4) 7,6 (7,4-7,9)
Dissolved oxygen (mg*L−1) * 2,5 (1,4-2,8) 0,2 (0,2-0,4) 4,3 (4,2-4,7)
Oxygen saturation (%) ** 36,3 (21,6-39,2) 3,6 (3,0-5,9) 63,1 (62,4-68,4)
Conductivity (μS/cm) 855,0 (831,0-1044,0) 928,0 (840,0-1118,0) 965,0 (775,0-1031,0)
COD (mg O2/L) ** 690,7 (638,1-731,8) ɫ 257,7 (206,2-284,0)
TOC (mg*L−1) 94,1 (27,1-185,4) ɫ 46,0 (15,3-82,1)
Total solids (mg*L−1) ** 851,0 (794,5-1046,0) ɫ 546,8 (479,0-631,0)
Suspended solids (mg*L−1) 260,0 (184,0-360,0) 848,0 (760,0-1020,0) 936,0 (148,0-3032,0)
Volatile suspended solids (mg*L−1) 3784,0 (3416,0-4512,0) 4248,0 (3760,0-4256,0) 5148,0 (3540,0-6612,0)

IQR - Interquartile range.
COD: Chemical oxygen demand, TOC: Total organic carbon.
*Statistically significant differences between all sampling points of the WWTP (p < 0.05).
**Statistically significant differences between all sampling points of the WWTP (p = 0,000).
ɫ Not analysed.

Table 2
Microbiological parameters values at the sampling points.

Parameter
Raw influent Aeration tanks Recycled sludge Final effluent

Median (IQR) Median (IQR) Median (IQR) Median (IQR)

THBC (Log CFU/mL)a 6,8 (6,5-6,9) 6,6 (6,3-6,8) 7,6 (7,3-8,0) 6,1 (5,9-6,2)
BRBC (Log CFU/mL)a 4,8 (4,8-5,0) 4,7 (4,7-4,8) 5,61 (5,5-5,7) 4,5 (4,5-4,6)

CFU - Colony Forming Unit.
THBC -Total heterotrophic bacteria count.
BRBC - Beta-lactam resistant bacteria count.
IQR - Interquartile range.

a Statistically significant differences of the recirculated activated sludge with respect to the other sampling points (p < 0.05).
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environments (Jiang et al., 2017). In this work, different genera and
species of enterobacteria harboring beta-lactamases were detected,
distributed in several points of the WWTP in a similar way to those
reported in studies carried out in countries such as Portugal, Austria
and Spain (Figueira et al., 2012; Ojer-Usoz et al., 2014; Reinthaler
et al., 2010). These studies found that Enterobacteriaceae such as E. coli
and K. pneumoniae, which are producers of ESBLs, have the ability to
survive to the biological treatment process, thus managing to survive
most points of wastewater treatment (Prado et al., 2008; Yu et al.,
2018).

3.3. Beta-lactamases detected in the treatment plant

In general, it was found that 97% (n=97) of the enterobacteria
analyzed had some of the evaluated resistance genes. Likewise, a total
of 160 beta-lactamases were detected, of which 85.6% (n= 137) cor-
responded to penicillinase and ESBL; and the remaining 14.4% (n= 23)
to AmpC-type beta-lactamases.

The cephalosporinases of the CTX-M group were the most frequently
detected at 52.6%, distributed as follows: blaCTX-M-1 group 35.8%
(n=49); blaCTX-M-9 group 8.8% (n= 12); blaCTX-M-8/25 group 4.4% (n= 6)
and blaCTX-M-2 group 3.6% (n= 5). On the other hand, the beta-lactamase
variant blaTEM was the second most frequent with 43.8% (n=60), and
at a lower percentage the variant blaSHV (3.6%, n= 5) (Fig. 3A). In-
terestingly, it was observed that the beta-lactamase variant blaTEM and
the cefotaximase blaCTX-M-1 group were the most frequently detected at
all sampling points; occurring in a percentage higher than 30%, mainly
in recycled sludge and in the final effluent, with a higher percentage
even in the sludge with respect to the influent. Among the enzymes
detected with lower frequency were the blaCTX-M-9 group cefotaximase
(> 3.5%), the beta-lactamase variant blaSHV, (> 2.5%) (present at all
points), and finally blaCTX-M-8/25 group, which was present in the raw
influent (7.9%) and aeration tanks (9.1%) (Fig. 3A).

Regarding the distribution of beta-lactamases in the WWTP, in the
aeration tanks was found all beta-lactamases evaluated, compared to
what happened in the other points where the beta-lactamases dis-
tribution was variable. Concerning to the distribution of these beta-
lactamases by microorganism, the predominance of blaTEM can be ob-
served in all bacterial genera, except for K. pneumoniae, which only had
blaSHV. The presence of blaCTX-M-1 group was noted, which was present in
most of the E. coli isolates obtained from all sampling points, in addition
to an isolate of E. cloacae complex, obtained in the final effluent
(Fig. 3A).

The discovery of blaCTX-M and blaTEM in all the sampling points in
the present study, mainly in the final effluent where the highest fre-
quency of these genes was obtained, is significant. This suggests that

although the treatment used in the WWTP significantly decreases or-
ganic matter and microorganisms, the conventional biological treat-
ment carried out there apparently also favors the development of an-
timicrobial resistance as a result of the contact between susceptible and
antibiotic-resistant bacteria, added to the constant selection pressure
exerted by subinhibitory concentrations of antibiotics (Keen and
Fugère, 2017; Łuczkiewicz et al., 2010). The frequency of these beta-
lactamases has been shown to vary over time and site, not only at a
clinical level but also at an environmental level, since previously beta-
lactamases blaTEM and blaSHV were the most common among en-
terobacteria (Blanco et al., 2016; Shi et al., 2015). However, over the
last almost 20 years, after the environmental finding of the blaCTX-M
gene in K. georgiana, the ability of this gene to spread in a plasmid form
in other enterobacteria such as E. coli and Klebsiella sp (Poirel et al.,
2002) has been established, so its frequency has been found to be even
higher than blaTEM and blaSHV. In our study, the detection of the blaCTX-
M-1 group cefotaximase as the most frequent of the CTX-M type is con-
sistent with the findings in the work carried out by Bréchet et al., where
75% of the CTX-M beta-lactamases detected were blaCTX -M from group
1, subgroups CTX-M-1 (50%) and CTX-M-15 (25%) (Bréchet et al.,
2014). Interestingly, we have found isolates from different genera such
as E. coli, K. georgiana and C. freundii harboring beta-lactamases, such as
blaCTX-M-2 group; blaCTX-M-9 group and blaCTX-M-8/25 group, which supports
the importance of the study regarding the presence of cephalospor-
inases in a WWTP (Amos et al., 2014). The high frequency of blaCTX-M
genes in E. coli reaffirms what has been found in other studies, as does
the frequent detection of ESBLs in this genus, since such enzymes confer
resistance to cephalosporins, one of the most widely used groups of
antibiotics at the clinical level (Borgogna et al., 2016; Shi et al., 2015).
Also, blaTEM has been shown to be the most commonly reported gene
conferring resistance to beta-lactam antibiotics, in addition to its ability
to persist not only in the wastewater treatment stages but also in waters
downstream of the WWTP effluent (Yu et al., 2018).

Of the AmpC-type resistance genes detected, 78.3% (n=18) be-
longed to the LAT/BIL/CMY group, 17.4% (n= 4) to the ACT/MIR
group and 4.3% (n= 1) to DHA. The same frequency pattern was ob-
served for the first two mentioned enzymes at each sampling point,
since AmpC DHA was detected only in an isolate identified as K.
georgiana, present in the aeration tanks (16.7%, n= 1), making it into
the only sampling point where the three enzymes evaluated were de-
tected (Fig. 3B). Regarding the distribution of AmpCs by micro-
organism, it was observed that of the total samples analyzed from all
the sampling points, 11% of the isolates (identified as E. coli) carried at
least one of the two genes found. Likewise, of the 11 isolates of C.
freundii found in all the sampling points, only 9 harbored the gene of the
LAT/BIL/CMY group; and of the isolates identified as E. cloacae

Fig. 2. The distribution of beta-lactamase-harboring Enterobacteriaceae in the different sampling points of the WWTP. The figure shows the frequencies of en-
terobacteria, identified by 16S rRNA, at the different sampling points of the WWTP.
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complex, only one isolate from the final effluent harbored the ACT/MIR
gene (Fig. 3B).

Although AmpCs type beta-lactamase have been reported world-
wide, their frequency is much lower compared to ESBLs. The finding of
these plasmid genes in our study, especially those of the LAT/BIL/CMY
group, shows that CMY is one of the most common AmpCs at a clinical,
environmental and even animal level (Campana et al., 2013;
Castellanos et al., 2017; Thomson, 2010). Most of these studies invol-
ving the detection of beta-lactamase enzymes in areas other than the
clinical one have mainly taken place in countries on the European and
Asian continents (Cheddie et al., 2017; Reinthaler et al., 2010). How-
ever, given the endemic conditions in Latin America and the Caribbean
to hosting blaCTX-M at the hospital level, the results of this study show
the potential scale that the antimicrobial resistance problem, especially
in our country, if we keep in mind that since 2002, the presence of
enterobacteria harboring this gene has been reported in hospital iso-
lates (Rada et al., 2019).

Different authors have affirmed that WWTPs contribute to the dis-
semination of antibiotic-resistant bacteria and the contamination of
effluents, as wastewater arrives there from anthropogenic activities at
the community and hospital level, accommodating antibiotic resistant
genes such as ESBLs and AmpCs (Ben Said et al., 2016; Bréchet et al.,
2014; Korzeniewska et al., 2013). In this same sense, it has been

pointed out that some microorganisms from different anthropogenic
activities can influence the resistance patterns of bacteria present in the
aquatic environment, indicating the prevalence of microorganisms,
especially enterobacteria harboring ESBLs, in the different bodies of
water, which is another worrying aspect (Igrejas et al., 2016).

The presence of beta-lactamases producing-E. coli in all the sam-
pling points (> 80%) is relevant, and has also been found in other
studies carried out on hospital effluents, rivers, and different stages of a
WWTP (raw influent, aeration tanks and final effluent), which similarly
report a high frequency of this microorganism in the sampled sites
(Korzeniewska et al., 2013; Yu et al., 2018). Although there is a hostile
environment to the permanence of microorganisms not used to the
conditions in these places, it has been found that environmental strains
of E. coli have great genomic plasticity, allowing them to survive in low-
nutrient conditions, likewise increasing the level of gene transcription
as a defense mechanism to the stress generated in this microorganism
(Jang et al., 2017). It should also be noted that the capacity of E. coli is
not limited to nutritional aspects, as it is well known that this micro-
organism also evolves through horizontal gene transfer, mutations and
the acquisition of mobile genetic elements such as transposons; thus
facilitating the obtaining of different resistance mechanisms such as
beta-lactamases, which are considered to be the most common enzymes
in this microorganism (Bajaj et al., 2016). In view of this situation, the

Fig. 3. The distribution of penicillinase-type beta-lactamases, ESBLs and AmpCs in the microorganisms through the WWTP. A. Distribution of beta-lactamases type
ESBLs present in the microorganisms found in the different sampling points. B. Distribution of beta-lactamase type AmpCs present in the microorganisms found in the
different sampling points.
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importance of E. coli as a vector for the dissemination of resistance has
been corroborated, given that it plays a fundamental role in the diffu-
sion of ESBLs as a causative agent of urinary tract infections (UTI). This
also indicates the strong role of wastewater in the dissemination of this
type of beta-lactamases (Adefisoye and Okoh, 2016)

3.4. Beta-lactamases profiles

A total of 21 beta-lactamases profiles were detected in the identified
microorganisms. 29% of these carried a single enzyme, 52% two en-
zymes, and 19% carried three enzymes concomitantly. The sampling
points that showed the greatest diversity in beta-lactamases profiles
were the influent and the aeration tanks, with 12 profiles, followed by
the final effluent with 11 and the recycled sludge with 7 profiles. At a
general level, the five most frequent profiles were TEM+CTX-M-1
group (24%) and CTX-M-1 group (15%) which was present only in E.
coli; TEM (11%) present in three bacterial genera (E. coli, C. freundii, E.
cloacae complex), CTX-M 9 group (8%) present only in E. coli, and TEM
+LAT/BIL/CMY (8%) present in E. coli and C. freundii. Among the
lower frequency profiles found (1%) were: TEM+CTX-M-1 group
+ACT/MIR, TEM+SHV+CTX-M-1 group (present only in E. coli) and
TEM+CTX-M-9 group+DHA (present in K. georgiana) (Fig. 4, Sup-
porting information Table S1). The presence of different beta-lacta-
mases simultaneously, especially in E. coli, evidences the role of this
microorganism in their clonal dissemination to other environments. Of
the 21 beta-lactamases profiles found, E. coli was the only carrier of 14
of them, especially of the most frequent profile TEM+CTX-M-1 group.
At the hospital level, isolates have been found harboring more than one
resistance gene, especially blaTEM and blaCTX-M concomitantly (Blanco
et al., 2016). However, this same situation has been found at an en-
vironmental level, where the situation of antimicrobial resistance is
mainly evident to beta-lactam antibiotics (Amos et al., 2014; Reinthaler
et al., 2010).

3.5. Antimicrobial resistance in E. coli

On a general level, E. coli isolates were resistant to most antibiotics.
In all isolated sampling points, resistance to the ampicillin/sulbactam
inhibitors (with percentages between 66.7% and 90%) and piperacillin/
tazobactam (with percentages between 10% and 18.2%) was found. On
the other hand, resistance to second-generation cephalosporins also
varied, showing resistant isolates for cefoxitin between 8.3% and 60%
in influent, recirculation sludge and final effluent. For third-generation

cephalosporins, the percentages of Ceftazidime resistance were between
20% and 63.6%, while for ceftriaxone they ranged from 80% to 100%.
Finally, for fourth-generation cephalosporins such as cefepime, re-
sistant isolates were found in between 16.7% and 54.5% of the samples.
The evaluation of resistance to non-beta-lactam antibiotics showed
percentages of resistance between 20% and 40% for Gentamicin, while
for Ciprofloxacin it was between 20% and 70% (Fig. 5). No evaluated
isolate showed resistance to colistin (Fig. 5).

A total of 15 resistance profiles by antibiotic categories were found
to be present in the influent (8 profiles), aeration tanks (7 profiles),
final effluent (6 profiles) and recycled sludge (4 profiles). In general,
among the most frequent profiles found were Pen/inhib+3 GC
(15.8%), followed by Pen/inhib+3 GC+4 GC+ Fq (13.2%), Pen/inhib
+3 GC + Fq (13, 2%), 3 GC (10.5%), and 3 GC + Fq (7.9%) (Fig. 6).
Taking into account the classification made by Magiorakos et al., we
identified multidrug resistance in 63.2% of the isolates evaluated,
41.7% in the influent, 80% in the aeration tanks and recycled sludge,
and 63.6% in the final effluent.

It is important to note that isolates with beta-lactamases such as the
blaTEM and blaCTX-M-1 group showed a resistance percentage greater than
40% for beta-lactams such as ampicillin/sulbactam and ceftriaxone;
between 15% and 34% for antibiotics such as ceftazidime, cefepime,
and ciprofloxacin, especially in the case of blaTEM carriers. At least 3%
of them showed resistance to the other antibiotics evaluated, with the
exception of colistin. The distribution of all the profiles is shown in
Fig. 6.

The results found in the present study are evidence of a high per-
centage of multidrug resistance (63.2%) detected in E. coli isolates,
compared to studies conducted in different countries: 34.29% in
Austria, 38% in Poland and 32.7% in South Africa (Jang et al., 2017;
Reinthaler et al., 2010; Yu et al., 2018). Additionally, recent studies
suggest that the presence of beta-lactamases, especially blaTEM, blaCTX-M
of the type CTX-M-1 and CTX-M-15, could suggest the presence of other
non-beta-lactam resistance mechanisms such as fluoroquinolone re-
sistance genes (Adefisoye and Okoh, 2016; Amos et al., 2014; Bajaj
et al., 2016; Ben Said et al., 2016). It is important to highlight that in
the present study some isolates with the most frequent profile were
found. As well as being resistant to beta-lactams, they showed re-
sistance to the fluoroquinolone's family between 20% and 70%, high-
lighting the role of the WWTPs as reservoirs of multidrug-resistant
enterobacteria (Mahfouz et al., 2018).

Fig. 4. The distribution of beta-lactamase profiles found in the WWTP. The figure illustrates the distribution of beta-lactamase profiles through the WWTP.
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3.6. Pulsed-field gel electrophoresis and multilocus sequence typing

The results of the PFGE showed that the E. coli isolates recovered
from the WWTP exhibit a high diversity, with a Dice coefficient simi-
larity of around 50%. In general, these differences were observed in
isolates from the different sampling points of the WWTP, as well as in E.
coli isolates recovered in the different months of the study (Fig. 7). An
exception was found in two clusters formed by three and four isolates
respectively, with a similarity percentage equal to or greater than 80%,
which shared the same cefotaximase (blaCTX-M-9 group) or beta-lactamase
profile, and were obtained at different points of sampling. Other clus-
ters were made up of two isolates, which mostly had different beta-
lactamases profiles, but shared an enzyme in common.

On the other hand, a high diversity was found in the isolates eval-
uated by MLST. PST2, PST53, PST86, PST88, PST308, PST398, PST471,
PST506, PST521, PST532, PST597, PST636, PST638, PST722, PST726
and PST893 were among the detected PSTs (Fig. 7). The genetic di-
versity evidenced in PFGE and MLST in samples of effluents from mu-
nicipal, hospital and natural wastewater coincides with the work

carried out by Galvin et al. and by Ibekwe et al. (Galvin et al., 2010;
Ibekwe et al., 2011). This diversity may reflect the selection pressure
present in the WWTP, since in addition to receiving the hospital and
community waters (Oliveira et al., 2016), there is a high concentration
of emerging contaminants such as antibiotics, and a significant amount
of organic matter constituted largely of bacteria, which favors close
contact between cell and cell, helping to exchange genetic material
inside the WWTP (Amos et al., 2014). This exchange is evidenced by the
high frequency of beta-lactamases detected in 97% of the isolates, this
being a much higher percentage compared to other studies such as Ojer-
Usoz et al., which found 71.3% of microorganisms harboring these
resistance genes (Ojer-Usoz et al., 2014). Among the PST found in the
study PST506, which is known as ST131 by the Warwick method, and
which has had an important impact on the dissemination of anti-
microbial resistance since this clone has been characterized by its high
virulence, multiresistance and for being an excellent reservoir of blaCTX-
M-15 cefotaximase (Röderova et al., 2016).

It was in Colombia in 2011 that the first molecular characterization
of Latin America of blaCTX-M-15 was carried out on isolates of E. coli

Fig. 5. The Distribution of antimicrobial resistance
of E. coli by sampling point. The figure illustrates the
percentage of resistance by antibiotic for E. coli,
through the PTAR. Ampicillin/Sulbactam (SAM),
Piperacillin/Tazobactam (PTZ), Cefoxitin (FOX),
Ceftazidime (CAZ), Ceftriaxone (CRO), Cefepime
(FEP), Doripenem (DOR), Ertapenem (ETP),
Imipenem (IMP), Meropenem (MEM), Amikacin
(AMK), Gentamicin (GN), Ciprofloxacin (CIP),
Tigecycline (TGC) and Colistin (COL).

Fig. 6. The distribution of resistance profiles by antibiotic category. The figure illustrates the resistance profiles by antibiotic category found in the 38 isolates of E.
coli evaluated. Pen/Inhib (Penicillins+beta-lactamase inhibitors), 3 GC (Third-generation cephalosporins), 4 GC (fourth-generation cephalosporins), Fq
(Fluoroquinolones), Amg (Aminoglycosides), Ceph (Cephamycin).
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Fig. 7. The diversity of E. coli isolates. The figure illustrates the diversity of some E. coli isolates obtained during the sampling time.
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obtained in infections acquired in the community where the presence of
some isolates to clone ST131 was demonstrated (Ruiz et al., 2011), and
since then their presence has been found with high frequency in the
hospital environment (Blanco et al., 2016). Other types of PSTs, such as
PST2 and PST53, were also detected. These have been reported to cause
bacteremia (Kim et al., 2017). PST471 has also been reported in four
carbapenemase-producing isolates from patients in Spain (Ortega et al.,
2016).

Finally, the finding of the different types of E. coli in the WWTP is
evidence of the uniqueness that this microorganism has in its genome,
because although it has approximately 1400–1500 genes that make up
its central genome, a study of 92 isolates carried out in a WWTP in
Germany detected around 4700 genes belonging to their pangenome
(including antibiotic resistance genes), of which 50% of these could
occur in one or two of the detected strains. This evidences the in-
dividuality of each isolate studied. Additionally, the high genomic di-
versity present in this microorganism is mediated by domestic waste-
water and the waste generated by the animals and humans present in
the WWTP (Mahfouz et al., 2018).

4. Conclusions

According to the literature reviewed, this is the first study con-
ducted in Colombia that characterizes beta-lactam resistant-en-
terobacteria at different points in a wastewater treatment plant. The
results of this work showed high genotypic diversity and a high per-
centage of multidrug resistance of E. coli (63.2%) compared with other
countries. This diversity confirms the selection pressure present in the
WWTP suggesting that places like this favors the development of anti-
microbial resistance due to the dissemination of plasmids enzymes in
aquatic environments especially beta-lactamases like blaTEM and blaCTX-
M which were the most frequent in this study demonstrating its capacity
to remain through the time. Additionally, the results by MLST showed
the presence of the successful and globally spread ST131 clone, which is
known for carrying beta-lactamases like blaCTX-M conferring resistance
to beta-lactams like cephalosporins, one of the most antibiotics em-
ployed in clinical practice. This finding evidence the problem of anti-
microbial resistance in Colombia considered an endemic country for
this issue and highlights another factor of great relevance that must be
taken into account for the control of the emergence of bacterial re-
sistance, such as has been reported in other countries.
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8. CONCLUSIONES GENERALES 
 

En este trabajo se ha logrado caracterizar la resistencia a betalactámicos, especialmente de betalactamasas, en 

bacilos Gram negativos presentes en una planta de tratamiento de aguas residuales de Antioquia. Este trabajo 

constituye el primer estudio realizado en Colombia que caracteriza enterobacterias portadoras de 

betalactamasas, en diferentes puntos de una planta de tratamiento de aguas residuales.  

Adicionalmente, se determinaron los parámetros fisicoquímicos de la PTAR durante el período de estudio, en 

donde se encontró de forma general, que la mayoría de los parámetros están dentro de los rangos adecuados, 

evidenciando el funcionamiento óptimo del sistema de tratamiento y la capacidad de la PTAR para disminuir 

la carga orgánica de forma significativa.   

De otra parte, se emplearon diferentes métodos fenotípicos, moleculares convencionales y herramientas de 

tipificación molecular como PFGE y MLST que contribuyeron a identificación de la presencia de bacilos Gram 

negativos portadores de betalactamasas, siendo más frecuentes E. coli y C. freundii, los cuales durante los 

últimos años han demostrado su capacidad para permanecer en el ambiente y a nivel hospitalario, causando 

enfermedades nosocomiales, oportunistas y problemas de salud en la comunidad. Adicionalmente, el uso de los 

métodos empleados en epidemiología molecular, permitieron señalar a E. coli como el microorganismo más 

diverso con capacidad para portar la mayoría de los genes de resistencia a betalactámicos, en especial de blaTEM 

y blaCTX-M de forma concomitante. La presencia de ambos genes, blaTEM y blaCTX-M, se ha reportado con 

frecuencia en este microorganismo en donde adicionalmente se halló multidrogorresistencia en el más del 60% 

de los aislados de E. coli evaluados, siendo resistentes no sólo a betalactámicos sino a otras familias de 

antibióticos como fluoroquinolonas, cuya relación con el gen blaCTX-M se ha determinado en diversos estudios 

reportados en la literatura. 

Finalmente, estos hallazgos son un reflejo de la problemática de la resistencia antimicrobiana en Colombia, 

considerado un país endémico para este tema, y evidencian otro factor de gran relevancia desde el punto de 

vista epidemiológico y es el hecho de que las plantas de tratamiento debe igualmente ser tenidas en cuenta en 

la implementación de mecanismos y planes de control de la emergencia de la resistencia bacteriana , tal como 

ha sido reportado en otros países. 
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9. PERSPECTIVAS 
 

Este estudio se convierte en una base muy importante para investigaciones futuras relacionadas con: 

 

1. Realización de experimentos de conjugación con el objetivo de evidenciar la capacidad de transferencia de 

estos mecanismos de resistencia (determinando elementos genéticos móviles como plásmidos y 

transposones).  

 

2. Teniendo en cuenta la importancia de E. coli en otros ambientes es necesaria la implementación de 

herramientas de secuenciación de nueva generación (secuenciación de genoma completo) para dilucidar el 

origen del microorganismo. 

 

3. La determinación de la presencia genes de resistencia diferentes a los betalactámicos, presentes en las 

enterobacterias detectadas, pues estudios previos han demostrado la co-ocurrencia de genes que codifican 

para la resistencia de antibióticos no betalactámicos en aislados portadores de betalactamasas. 

 

4. El estudio de la resistencia antimicrobiana en otras PTAR importantes del país, con el fin de correlacionar 

los resultados obtenidos, con la problemática de la resistencia a nivel local y nacional. 

 

5. Estudios de epidemiología molecular para el análisis simultáneo de efluentes hospitalarios y las aguas 

residuales de la PTAR, para la comparación de genomas bacterianos hallados a nivel ambiental y a nivel 

hospitalario. 

 

6. La metodología empleada para estandarizar el recuento bacteriano en los diferentes puntos de la PTAR, se 

puede aplicar a otros ambientes acuáticos contaminados con antibióticos como efluentes agrícolas, 

ganaderos, ríos y lagos. 

 

7. Correlación de los parámetros fisicoquímicos con la presencia de bacterias resistentes y genes de resistencia 

presentes en la planta de tratamiento de aguas residuales. 
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8. Es realmente importante buscar otras estrategias para la contención de la resistencia antimicrobiana, 

especialmente en la remoción de bacterias resistentes a antibióticos. 
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10. DIVULGACIÓN DE RESULTADOS 

 

Este trabajo se ha presentado en tres eventos académicos, de los cuales dos se realizaron a nivel nacional y tres 

a nivel internacional. 

 

Eventos nacionales: 

 

• Simposio Medellín Microbial Meeting-MeMM. 26 de octubre de 2017, Medellín-Colombia. “Detección 

de bacilos Gram negativos resistentes a betalactámicos en una planta de tratamiento de aguas residuales 

de Antioquia”. Aristizábal AM, Rodríguez EA, Arcos Y, Arias L, Jiménez JN. Modalidad: Póster.  

 

• XI Encuentro Nacional de Investigación en Enfermedades Infecciosas, I Encuentro Andino de 

Investigación en Enfermedades Infecciosas (ACIN). Del 2 al 4 de agosto de 2018, Pereira. Risaralda. 

“Detección de enterobacterias de importancia clínica portadoras de betalactamasas en una planta de 

tratamiento de aguas residuales de Antioquia”. Aristizábal AM, Rodríguez EA, Arias L, Jiménez JN. 

Modalidad: Oral.  

 

Eventos internacionales: 

 

• 4th International Symposium on the Environmental Dimension of Antibiotic Resistance (EDAR 2017). Del 

13 al 17 de agosto de 2017, Lansing, MI (USA). “Betalactamase-producing Gram-negative bacteria 

isolated from wastewater treatment plant (WWTP) in Medellin, Colombia”. Erika Rodríguez, Ana 

Aristizábal, Lida Arias, Yamilet Arcos, Judy Natalia Jimenez. Modalidad: Póster 

 

• 6th Central European Symposium on Antimicrobials and Antimicrobial Resistance (CESAR). Del 19 al 22 

de Septiembre de 2018, Sveti Marti Na Muri, Croacia. “Isolation and Characterization of Beta-Lactam 

Resistance Gram-Negative Bacteria in Different Stages of a Wastewater Treatment Plant in Colombia”. 

Erika Rodríguez, Ana Aristizábal, Lida Arias, Judy Natalia Jiménez. Modalidad: Póster 
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• XXIV Congreso Latinoamericano de Microbiología (ALAM). Del 13 al 16 de noviembre de 2018, Santiago 

de Chile, Chile. “Descripción de enterobacterias portadoras de betalactamasas tipo BLEES y AmpC, en 

una planta de tratamiento de aguas residuales del departamento de Antioquia, Colombia”. Aristizábal 

AM, Rodríguez EA, Arias L, Jiménez JN. Modalidad: Póster (Comunicación libre panel). 
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11. ANEXOS 

Anexo 1. 

 

 

 
Presencia de antibióticos y bacterias resistentes en 
afluentes y efluentes de la planta de tratamiento de 

aguas residuales municipales del área 
metropolitana de Medellín 

  

Versión 01 
 

Formato información general y recolección de datos 
variables in situ 

Elaborado por:  

 

Revisado por:  

 
I. INFORMACIÓN GENERAL 

1. SALIDA DE CAMPO N°  ______________________________ 

2. Fecha de toma de muestra:  DD _____/MM_____/AAAA________                               

Altitud en msnm :  1.460 m.s.n.m  

Responsables:  
Responsable principal: _________________________________ 
____________________________________________________ 

 

Personal de EPM que acompañó en la recolección: ___________________________________ 

 
Registro fotográfico de los tanques Aireación :                     SÍ                 NO                                      
 

 
II. CARACTERISTICAS DE LA ESTACION DE MUESTREO 

3. Estado del tiempo predominante del día anterior a la toma de muestra: 
 

Mañana:    Lluvia                Soleado              Vientos       Nublado     
 
Otras observaciones _____________________________________________________ 
        
Tarde:         Lluvia                soleado              vientos  
 

 
4. Estado del tiempo actual:  Lluvia        soleado              vientos        Nublado          

 
Otras observaciones: 
______________________________________________________________________________
______________________________________________________________________________ 
______________________________________________________________________________
______________________________________________________________________________ 
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______________________________________________________________________________
______________________________________________________________________________ 
 

 

ESTACIÓN DE MUESTREO 

 AFLUENTE EFLUENTE TANQUES DE 
AIREACIÓN 

LODO 
ACTIVADO DE 

RECIRCULACIÓN 

5. Hora de la toma 
de muestra 

    

6. Caudal (m3/s)    NA 

7. Temperatura 
ambiente (ºC) 

   NA 

8. Descripción de 
la estación de 

muestreo 
   NA 

 

III. PARÁMETROS FISICOQUIMICOS DEL AGUA 

PARAMETRO 
(medida por triplicado) 

AFLUENTE EFLUENTE 
TANQUES DE 
AIREACIÓN 

9. Temperatura del 
agua 

   

   

   

10. pH (Unidades de 
pH) 

   

   

   

11. Oxígeno disuelto 
(mg/L) 

   

   

   

12. Porcentaje de 
saturación de 

oxígeno 

   

   

   

13. Conductividad 
(µs/cm) 

   

   

   

 

Nota: se tomarán los datos de oxígeno disuelto para tanques de aireación en esta salida:  
 

IV. OTRAS OBSERVACIONES 
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14. Durante los última semana ha ingresado algún contaminante fuerte a la planta que 
haya interrumpido el funcionamiento normal de ésta:                     SÍ                 NO                                      

 
En caso de respuesta afirmativa:       
Por cuánto tiempo se interrumpió el funcionamiento de la planta ______________________ 
 
Otra observaciones al respecto: 
______________________________________________________________________________
______________________________________________________________________________ 
 

15. Durante el último día el total del caudal entrante ha pasado por el tratamiento 
secundario          SÍ                 NO                                      

 
Otras observaciones al respecto: 
______________________________________________________________________________
______________________________________________________________________________ 
 

16. ¿Durante los últimos días se ha presentado fenómenos de “bulking” en los tanques de 
tratamiento secundario?  SÍ                 NO   
                                    

17. ¿Durante los últimos días se ha presentado fenómenos de “foaming” en los tanques de 
tratamiento secundario?  SÍ                 NO   
 

18. Otros comentarios sobre el funcionamiento de la planta 
_______________________________________________________________________
_______________________________________________________________________
_______________________________________________________________________
_______________________________________________________________________
_______________________________________________________________________
_______________________________________________________________________ 
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