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The microbiological study to evaluate pathogens in wastewater from the General

Puyo Hospital unit was developed in the biochemical and bacteriological analysis
laboratories of the Faculty of Sciences of the Polytechnic School of Chimborazo.
During three months, 6 composite samples were collected with their respective
repetitions before and after the Wastewater Treatment Plant (WWTP), performing
physical-chemical analysis such as pH, Conductivity, salinity, total dissolved solids,
turbidity, color, BODs, COD, followed by a microbiological analysis by means of
sowing plaques for the identification and quantification of bacteria: Escherichia Coli,
Staphylococcus aureus and Salmonellas spp., and finally the Gram stain was
performed before carrying out the biochemical tests where a total of Gram bacilli

were identified negative, the bacteria identified were from the family
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Enterobacteriaceae. ldentifying the following families, Escherichia coli, (50%),
Klebsiella pneumoniae, (10%) Enterobacter cloacae (0.1%) Shigella dysenteriae,
(10%) Salmonella spp (30%), thus concluding that the wastewater from This hospital
unit has a high percentage of toxicity and conventional wastewater treatments do not
eliminate its biological toxicity.

Keywords: Microbiology, Escherichia Coli, Staphylococcus aureus, Salmonellas
spp, biochemical tests.

Resumen.

El estudio microbiolégico para evaluar patdgenos en aguas residuales de la unidad
Hospitalaria General Puyo se desarroll6 en los laboratorios de analisis bioquimicos y
bacterioldgicos de la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de
Chimborazo. Durante tres meses se recolectd 6 muestras compuestas con sus
respectivas réplicas antes y después de la Planta de tratamiento de Aguas Residuales
(PTAR) realizando anlisis fisico — quimico como: pH, Conductividad, salinidad,
solidos disueltos totales, turbiedad, color, DBO5, DQO, seguido de un analisis
microbiol6gico mediante siembras de vertido en placa para la identificacion y
cuantificacion de bacterias: Escherichia Coli, Staphylococcus aureus y Salmonellas
spp .y finalmente se realizé la Tincion Gram previo a realizar las pruebas bioquimicas
donde se identificaron una totalidad de Bacilos Gram negativos, las bacterias
identificadas fueron de la familia Enterobacteriaceae. Identificando las siguientes
familias, Escherichia coli, (50%), Klebsiella pneumoniae, (10%) Enterobacter
cloacae (0,1%) Shigella dysenteriae, (10%) Salmonella spp (30 %), concluyendo asi
que las aguas residuales provenientes de esta unidad Hospitalaria tienen un porcentaje
de toxicidad alta y los tratamientos convencionales de aguas residuales no eliminan
la su toxicidad bioldgica..

Palabras claves: Microbiologia, Escherichia Coli, Staphylococcus aureus,
Salmonellas spp, pruebas bioquimicas.

Introduccion.
Las aguas residuales hospitalarias se consideran como una de las principales fuentes de

contaminantes emergentes como resultado de las actividades que se realizan en los
establecimientos de salud (Grisales, Ortega, & Rodriguez, 2011). El agua residual de un

establecimiento hospitalario es una mezcla compleja capaz de generar serios problemas
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ambientales, pudiendo llegar a ser de cinco a quince veces mas toxica que las aguas residuales

domésticas (Magdaleno et al., 2012; Ramos Alvarifio, 2009).

Los hospitales son considerados como la mayor fuente de contaminantes emergentes como
residuos de laboratorio, excrecion de los pacientes, actividades de investigacion, entre otros
(Gil, Soto, Usma, & Gutiérrez, 2012; Ramirez-Sanchez, Martinez-Austria, Quiroz-Alfaro, &
Bandala, 2015). Uno de los principales problemas causados por los efluentes hospitalarios se

debe a su descarga en los sistemas de alcantarillado urbano (Marin et al., 2009).

Los riesgos que pueden generar los liquidos hospitalarios que se vierte en el sistema de
alcantarillado sin previo tratamiento son: posibles efectos patogénicos de numerosos
microorganismos y los efectos toxicos y genotéxicos de una gran variedad de sustancias

quimicas generadas en los hospitales (Balcioglu, Zhang, & Tarazi, 2003).

Los efluentes que se producen en unidades médica se identifica las siguientes tipologias de
patdgenos: la Klebsiella spp. causa infeccion del tracto urinario en pacientes hospitalizados
en América Latina, lo que demostro una alta prevalencia de resistencia en infecciones de alta
frecuencia (Tejada Llacsa et al., 2015), de forma similar, el analisis de los Enterobacteriaceae
en hospitales de Brasil entre 1997 y 2003 demostraron que el 50% de las Klebsiella
pneumoniae y el 18% de las E. coli eran positivas para el betalactamasa de espectro extendido
(BLEE) (Claudio, Nathanael D, & Mark P, 2015).

La Shigella dysenteriae es un bacilo Gram negativo perteneciente a la familia
Enterobacteridcea que se encuentra estrechamente relacionada con el género Escherichia. S.
dysenteriae que afecta el intestino y el sistema nervioso central, suele ocasionar cuadros y
complicaciones graves, que incluyen megacolon téxico y sindrome urémico-hemolitico; las
tasas de letalidad han llegado a 20% entre los casos hospitalizados (Le6n-Ramirez, 2002;
Pupo, Lan, & Reeves, 2002).

Las bacterias patégenas Staphylococcus aureus por su capacidad para crecer en presencia de
6,5% de cloruro de sodio, a pH 9,6, entre 10 y 45°C son bacterias Gram negativas,
fisiolégicamente relacionadas con las bacterias lacticas que dan negativa la prueba de la
catalasa, se afirma que el crecimiento de este patdgeno es alta en temperaturas relativamente

bajas, aunque existe crecimiento en menor proporcién en temperaturas altas.
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Los Staphylococcus aureus, produce lesiones superficiales de la piel y abscesos localizados
en otros sitios, causa infecciones del sistema nervioso central e infecciones profundas como
osteomielitis y endocarditis (Leung, 2014), es causante de infecciones respiratorias como
neumonia, infecciones del tracto urinario, y es la principal causa de infecciones

nosocomiales.(Garcia Apac, 2011; Leung, 2014).

El patdégeno Escherichia coli mantiene una mayor resistencia a ampicilina con un 34.0% de
bacterias coliformes resistentes, seguida por las bacterias resistentes a cefalotina (17.0%) y
alcanzando valores méximos de 100.0 % y 37.0 % respectivamente. Con respecto a los
bacilos Gram negativos no coliformes, también se detectd una mayor resistencia a ampicilina,
seguida por la cefalotina alcanzando valores maximos de 87.0% y 40.0% respectivamente.
Los aislamientos de coliformes resistentes fueron identificados los que presentaron

multiresistencia (Mosquito, Ruiz, Bauer, & Ochoa, 2011).

La Salmonella spp. pertenece a la familia Enterobacteriacea, son bacilos Gram negativos
causantes de salmonelosis, una gastroenteritis autolimitada, lo que conduce a enfermedades

invasivas que requieren tratamiento antimicrobiano (Terrier & Martinez, 2012).

Generalmente las plantas de tratamiento emplean procesos bioldgicos sin mostrar resultados
sobre aguas de tipo residual hospitalaria, ya que su capacidad de remocion en este tipo de
compuestos recalcitrantes es baja. En general la presencia de residuos farmacéuticos en el
ambiente y en los sistemas acuéticos, constituyen un serio problema ya que son
extremadamente resistentes a la degradacion bioldgica y usualmente escapan intactos al

tratamiento de plantas convencionales (Javier Benitez, Acero, Real, & Roldan, 2009).

Por los antecedentes mencionados resulta transcendental plantear una investigacion que
permita evaluar en qué medida se encuentra contaminando estos residuos liquidos
hospitalarios que son vertidos al acueducto que conduce hacia la planta de Tratamiento y

determinar en qué grado de incumplimiento en que se encuentran tales residuos.

Las aguas residuales presentan gran cantidad de carga microbiana que puede causar
problemas a la salud de las personas que al ponerse en contacto con los compuestos y
sustancias de otras areas de los hospitales pueden poseer la capacidad de producir mutaciones

en los patégenos presentes en el agua generando efectos genotdxicos por lo que su
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determinacion mediante pruebas bioquimicas es fundamental para la seleccion del tipo de

tratamiento.

Metodologia

El Hospital General Puyo, se encuentra ubicado en el perimetro 9 de Octubre y Bolivar
Feican (Provincia Pastaza). Situado en la zona central de la Region Amazonica a 76°40’ y
78°10°de longitud oeste y entre los 1°10” y 2°35"de latitud sur, donde se realizo tres muestreos
compuestos de aguas residuales con tres réplicas cada uno antes del tratamiento convencional

de la PTAR y después de su descarga al sistema de alcantarillado.

Un volumen de 250 mL para analisis microbioldgicos fueron recolectados y 1000 mL para
analisis complementarios de DBO5, DQO, pH, temperatura y Salinidad. EI muestreo, manejo
y conservacion de muestras de las aguas residuales, se realizd bajo los criterios técnicos
establecidos en la Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 2169:2013 y el Manual de
métodos analiticos para la determinacion de parametros fisicoquimicos basicos en aguas
(APHA/AWWA/WEF, 2012).

Técnica para crecimiento bacteriano (Escherichia Coli, Salmonella spp, Staphylococcus
aureus).

La preparacion de cultivos considera criterios de: esterilizacion, solvente (agua desionizada)
y proporciones sugeridas por el fabricante de los cultivos (Bécares, 2014). Los medios de
cultivo utilizados para el crecimiento de las bacterias: Escherichia Coli, Salmonella spp,
Staphylococcus aureus son: Brilliant Green Bile y BBL Eosin, Agar SS, (BBL)TM Mannitol
Salt Agar.

Una vez diluidos en agua desionizada se los llevo aun reverbero hasta que alcance por tres
veces el punto de ebullicion esto para garantizar una dilucidn total, posteriormente se colocan
los medios en el autoclave para su esterilizacién, una vez esterilizados se procede a retirar
los medios y colocarlos en tubos de ensayo en el caso del agar Brilliant Green Bile colocando
9 mL por tubo, mientras que los otros medios se colocan en placas Petri en una cantidad de

20 mL y se los deja reposar hasta que adquieran una optima temperatura y se solidifiquen.

Una vez listas las cajas Petri con los medios se procede a colocar un mililitro de muestra

diluida previamente en agua de peptona (agua residual-hospital). Incubamos en una estufa a
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37°C durante un periodo de tiempo de 24 a 48 horas y procedemos al conteo (Mackenzie,
Taylor, & Gilbert, 2009)

Técnicas para realizar las pruebas bioquimicas
La Tincion Gram fue el primer método utilizado en esta investigacion, tomando un pequefio
inoculo de la colonia bacteriana deseada y se realiza un frotis amplio sobre la placa porta

objetos, esperando unos segundos y flameando rapidamente 3 veces para fijar la muestra.

Se coloco en la placa, cristal violeta por 2 minutos se lavo con agua destilada, se coloca una
solucion de Lugol por 1 minuto y su respectivo lavado, adicionamos alcohol acetona al 30%
por 30 segundos se lava y después se colocé safranina por un minuto se lavé la placa y dejo

secar al aire.

Para la identificacion de pruebas bioquimicas se utilizaron medios de cultivo como: agar
Kligler el cual se prepar6 2.08gr en 40 ml de agua destilada, agar Simmons Citrato 0.968 g
en 40 mL de agua destilada, agar base Urea, se prepar6 0.84 g en 40 mL de agua destilada,
agar SIM (Sulfuro — Indol — Movilidad) 1.12 g se prepararon en 40 mL de agua destilada
(Pablo Garcia Blancas, 2014).

Una vez diluidos los medios en agua destilada y esterilizados se procedié a la siembra
colocando en tubos de ensayo la cantidad de 5 mL utilizando la técnica pico de flauta dejando

que se solidifiquen los tres primeros medios y el ultimo debera solidificarse en forma vertical.

Para la siembra se procede a introducir una asa de platino en la muestra (agua residual-
hospital) empleando la técnica de siembra en estria en la superficie inclinada, en los tubos
verticales se realizé la siembra por puncién profunda. Se sell6 y etiquetd e incub6 a una
temperatura optima de 37°C por un periodo de 24- 48 horas (FONTALVO, 2018; Pablo
Garcia Blancasl, 2014).

Resultados
Se identifico a nivel especifico las Colonias Escherichia coli., Colonias Salmonella spp. y
Colonias Staphylococcus aureus. no presentando diferencias entre las reportadas a la entrada

de la planta y salida como lo demuestra la tabla 1, su descripcién e interrelacion con
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parametros fisicos, fisico — quimicos y quimicos se la detalla en funcion del patdégeno

determinado.

Tabla 1: Resultado de Colonias microbianas de aguas residuales del Hospital Puyo.

RESULTADOS PROMEDIOS DE ANALISIS MICROBIOLOGICO

C.E.c UFC C.S. spp. UFC C.S. a UFC
100 >1 x 108 79 7,9x 10° 45 4,5x 10°
EP.T 100 >1 x 106 81 8,1x 10° 49 4,9x 10°
100 >1 x 108 82 8,2x 10° 46 4,6x 10°
100 >1 x 106 84 8,4x 10° 49 4,9x 10°
SP.T 100 >1 x 108 82 8,2x 10° 47 4,7x 10°
100 >1 x 108 84 8,4x 10° 48 4,8x 10°

E.P.T: Entrada planta de tratamiento. S.P.T: Salida planta de tratamiento. C.E.c: Colonias Escherichia

coli. C.S.ssp: Colonias Salmonella spp. C.S.a: Colonias Staphylococcus aureus.

Escherichia Coli.

ElI DBOs en un rango de (102 — 110) mg/L presentan un crecimiento de (100,000) UFC, tanto
de la entrada como salida de la planta de tratamiento de dicho hospital. EI DQO dentro del
rango de (200 — 280) mg/L influyen en el crecimiento a la entrada de la planta de tratamiento

presentando un crecimiento de cepas bacterianas de (100,000) UFC.

En la salida de la planta de tratamiento existe una mayor frecuencia de crecimiento bacteriano

dentro de los mismos rangos equivalentes a (100,000) UFC.

Salmonella spp.

En ell pardmetro DBO5 hay crecimiento en el siguiente rango (< 102 — 110) mg/L cepas entre
(< 50,000 - 100,000) UFC, los rangos de crecimiento en cuanto a DQO de (200 — 280) mg/L
mantiene un crecimiento (> 50,000 - > 250,000) UFC, para la entrada de la planta de
tratamiento en menor frecuencia, mientras en la salida de la planta presenta una mayor

frecuencia de crecimiento equivalente a (> 50,000 - > 250,000).

Staphylococcus aureus.
El rango de DQO5 (> 102 — 110) mg/L en la entrada de la planta de tratamiento presenta un
crecimiento de cepas bacterianas (20,000 — 50,000) UFC, mientras que en la salida de la

planta de tratamientos el crecimiento de cepas bacterianas es de (> 40,000 — 100,000) UFC.
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Otro parametro medido en aguas residuales del Hospitales General Puyo es el DBO
mostrando los siguientes datos en rangos de crecimiento (200- 280) mg/L presentando en la
entrada de la planta de tratamientos la mayor frecuencia de crecimiento en el rango de DQO
(220-235) mg/L, las cepas bacterianas crecieron en un rango de (20,000-40,000) UFC, a
diferencia de la salida de la planta de tratamiento que presenta un crecimiento de (20,000-

100,000) UFC la mayor frecuencia de crecimiento se presento en el rango de DQO (225-235)
mg/L.

Identificacién de pat6genos asociados a las aguas residuales del hospital

Las pruebas bioquimicas de identificacion indicadas en la tabla 2, fueron las siguientes.
Seguin Alvarez, la prueba de Kliger comprueba la capacidad de una bacteria para metabolizar
glucosa y lactosa; la prueba SIM la capacidad de degradar triptéfano a Indol; la prueba de
citrato, la capacidad de utilizar esta sustancia como unica fuente de carbono y por ultimo la
prueba de Urea, la capacidad de desdoblar esta sustancia por un proceso de alcalinizacion

(Gil etal., 2012; Grisales et al., 2011).

Tabla 2: Resultados Pruebas bioguimicas.

Color Agar Kliger Agar SIM Tipo de %
[}
< § Microorganismos crecimiento
g 2 5
2 8 2 & 9 3 &8 L &
I 2 8§ 0o T = =2 g 2
O - < <
Amarillo + + + + + - Escherichia coli 50%
Amarillo + + + + + - + + Klebsiella 10%
pneumoniae
Amarillo + -+ + + - + - + - Enterobacter cloacae  0,1%
Pico rojo + fondo - + - + + - - Shigella dysenteriae 10%
amarrillo
Negro + 4+ - + - + - + - Salmonella spp. 30 %

H2S: acido sulfhidrico. Mov: Movilidad. Mot: Motilidad.

La caracterizacion de las bacterias se determind mediante la diferenciacion de géneros

Enterobacteriaceae. Las especies encontradas fueron las siguientes familias, Escherichia coli,
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(50%), Klebsiella pneumoniae, (10%) Enterobacter cloacae (0,1%) Shigella dysenteriae,
(10%) Salmonella spp (30 %).

Conclusion
e Es evidente que en las condiciones actuales de la planta de tratamiento de aguas

residuales del Hospital Puyo presenta una contaminacion excesiva de patdgenos en
aguas determinando que el tratamiento brindando a estos efluentes no es adecuado
pues prevalece la presencia del patdgeno Escherichia coli que arroja un valor de
crecimiento bacteriano de 4,9x 105 UFC, de Salmonella spp, presenta un crecimiento
de 8,4x 105 UFC y de Staphylococcus aureus de 4,9x 105 UFC contrastandose con
el crecimiento relativo de bacterias patdgenas causantes de una toxicidad
extremadamente alta en los seres humanos como: Escherichia coli, (50%), Klebsiella
pneumoniae, (10%) Enterobacter cloacae (0,1%) Shigella dysenteriae, (10%)
Salmonella spp. (30 %) evidencias que aseguran el grado de contaminacion y la
resistencia que presenta estas bacterias patdgenas a tratamientos convencionales

aplicados a estos efluentes generados por la unidad de salud.
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