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RESUMEN

Grandes volumenes de soluciones desinfectantes
se utilizan en hospitales para la eliminacién de
patégenos. Si las concentraciones de desinfectantes
descartadas son suficientemente altas, los efluentes
hospitalarios pueden convertirse en reservorios para
la seleccion de bacterias resistentes. El objetivo del
presente trabajo fue el estudio de la flora microbiana
de un efluente hospitalario y el perfil de resistencia
de la poblacién bacteriana a distintos desinfectantes.
Se seleccionaron los desinfectantes més utilizados en
el centro de salud: glutaraldehido, iodo povidona, y
clorhexidina. Para determinar la susceptibilidad de la
flora mixta presente en las muestras se utilizo el
ensayo de concentracién inhibitoria minima (CIM)
por el método de diluciébn en agar para la
clorhexiding, y ensayos bactericidas para los otros
agentes antimicrobianos. Las bacterias resistentes
fueron identificadas y se evalud su nivel de resis-
tencia. En la poblacion bacteriana de las muestras
analizadas entre un 2.0 y un 4.3 % resultaron ser
resistentes a la clorhexidina. La resistencia a los
demas desinfectantes se observé en aproximadamente
el 0.02 % de la poblacién bacteriana del efluente.
Las bacterias resistentes fueron identificadas como
especies de los géneros Pseudomonas, Salmonella,
Shigella y Staphylococcus microorganismos que en
muchos casos, son agentes de infecciones
intrahospitalarias.

Palabras clave: Aguas residuales, hospital, resisten-
ciaadesinfectantes.

INTRODUCCION

El vertido de efluentes no tratados es una de las
principales causas de |la pérdida de |la calidad de las

fuentes de agua. Los efluentes hospitalarios presentan
un problema particular, al contener una mezcla de
materia orgénica, antibidticos, antisépticos, detergen-
tes, solventes y medicamentos, a los que se suman
excretas y secreciones humanas contaminadas por
diferentes tipos de pat 6genos (Ortolan, 1999).

Grandes volimenes de soluciones desinfectantes
se utilizan en hospitales para la eliminacion de paté-
genos en superficies (pisos, paredes, etc.), instru.-
mental médico y en la piel. El alcohol, los aldehidos
y distintos compuestos clorados forman parte
importante como principios activos de dichas solucio-
nes (Kummerer, 2001). Si las concentraciones de
desinfectantes descartadas son suficientemente altas,
los efluentes hospitalarios pueden convertirse en
reservorios parala seleccion de bacterias resistentes.

Laresistencia a antibi6ticos de distintas especies
bacterianas aisladas de aguas naturales y de efluentes
ha sido ampliamente estudiada (Guardabassi y cols.,
1998; Iversen y cols., 2002; Kimmerer y cols., 2003;
Reinthaler y cols., 2003). En contraste solo durante
los ditimos 20 afios comenz6 a ser tema de
investigacion la resistencia a los desinfectantes en
cepas aisladas de humanos y mas recientemente en
cepas aisladas de medio ambiente. Se han publicado
varios estudios de resistencia bacteriana a desinfec-
tantes, en la mayoria de los casos de cepas de origen
clinico (Block y col., 2002; Griffiths y cols., 1997;
Lear y cols., 2002). Hingst y cols. (1995), observaron
una alta prevalencia de bacterias resistentes a cloruro
de benzalconio en un efluente de una planta de
tratamiento municipal.

La resistencia adquirida a desinfectantes puede
surgir por mutacion, adaptacion o por adquisicion de
material genético (Russell, 2003). Los desinfectantes
pueden actuar como una presién selectiva para la
retencion de plasmidos que contienen genes para la
resistencia a antibiéticos y contribuir al desarrollo de
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dicha resistencia (Suller y col.,1999; White y col.,
2001; McBainy cals., 2002).

En la Ciudad Auténoma de Buenos Aires, los
efluentes hospitalarios son vertidos sin tratamiento al
sistema cloacal municipal. Los liquidos cloacales son
eliminados, con un minimo tratamiento fisico, a Rio
delaPlata.

El objetivo de este trabajo fue determinar el
perfil de resistencia a desinfectantes de la poblacion
bacteriana presente en un efluente hospitalario.

Para realizar este estudio se extrajeron muestras
de las camaras cloacales del Hospital de Clinicas
Genera San Martin, Hospital Escuela de la
Universidad de Buenos Aires. En una primera etapa
se caracterizaron las muestras del  efluente
determinando el nimero de bacterias heterotroficas,
coliformes, Escherichia coli y Saphylococcus
aureus. En una segunda etapa se estudié laresistencia
de las poblaciones microbianas a los desinfectantes
més utilizados en el hospital, glutaraldehido,
clorhexidina y yodo-povidona, y se aislaron y
tipificaron las principales cepas resistentes.
Finalmente se estudié e perfil de resistencia a
desinfectante de |as cepas aisladas.

El Hospital San Martin es un hospital de ata
complejidad al cual concurren personas que residen
en la ciudad de Buenos Aires 'y también de ciudades
cercanas. Actualmente tiene 400 camas/dia disponi-
bles. El laboratorio realiza determinaciones en
diversas areas como hematologia, bacteriologia,
citologia, patologia y endocrinologia tanto para
pacientes ambulatorios como internados. Ademés, en
dicho centro de salud funciona una importante area
docente a la cual asisten profesores, alumnos y
becarios. Libera aproximadamente 560 nt/dia al
sistema cloacal municipal (Paz y cols., 2004).

MATERIAL Y METODOS

Las muestras fueron extraidas de la camara
cloacal ubicada en el sector Azcuénaga del Hospital
de Clinicas José de San Martin donde se vierten
aguas residuales correspondientes a |os servicios del
Laboratorio  Central, Nefrologia, Infectologia,
Hematologia y Anatomia Patol 6gica entre otros.

Se utilizaron muestras compuestas debido a la
complegjidad de las actividades de dicha institucion
hospitalaria. Los muestreos se realizaron tomando 1
litro de agua residual cada 2 horas durante un periodo
de ocho horas, correspondiente al horario de mayor
funcionamiento del hospital. Las muestras extraidas
diariamente se mezclaron y se mantuvieron a 4°C.

Los resultados analizados en este trabgo,
corresponden a muestreos realizados en noviembre
(muestra 1) y diciembre (muestra 2) de 2003.

Para los recuentos microbiol 6gicos se realizaron
diluciones seriadas de las muestras con solucidn
fisiolégica. Alicuotas de cada dilucion fueron
sembradas en Agar Tripteina Soja (TSA) para
recuento de bacterias heterotréficas, en Agar

Cromogénico para coliformes y Escherichiacoliy en
Agar Salado Manitol paraStaphylococcus aureus.

Se obtuvieron las cepas resistentes a glutaral-
dehido al enfrentar la flora bacteriana del efluente a
este producto al 2 % durante una hora Griffiths y
cols., 1997). Con respecto a yodo, se determind el
porcentaje de bacterias resistentes tratando las mues-
tras con yodo-povidona al Q1 % durante 4 minutos
(Pyle y cols.,, 1994). Las cepas resistentes a la
clorhexidina fueron seleccionadas mediante la deter-
minacion de la concentracion inhibitoria minima
utilizando como punto de ruptura 50 mg /L (Russell y
col., 1986).

A las bacterias asladas de la poblacién resis-
tente a cada uno de los desinfectantes ensayados, se
les determind el nivel de susceptibilidad para el
antimicrobiano correspondiente.

Para determinar la concentracién inhibitoria
minima (CIM) de la clorhexidina se utilizaron placas
de TSA con diferentes concentraciones de desinfec-
tante (500- 250- 125- 100-50- 25 ppm), y se inocul6
con 0,1 mL de la suspensiéon bacteriana. Se incubd
durante 48 horas a35 °C y la CIM se calcul6 como la
menor concentracion que inhibe el crecimiento
bacteriano (Suller y col., 1999).

Para verificar la resistencia a iodo de las cepas
aisladas se utiliz6 una suspension de 10” alacua se
agreg6 iodo-povidona hasta alcanzar una concentra-
cion del 1%. Se tomaron muestras a diferentes inter-
valosy se neutralizé con el agregado de tiosulfato de
sodio en una concentracion final del 0,1 % Las
diluciones se sembraron en placas de Agar Nutritivo.

Se determind el nivel de resistencia al glutaral-
dehido, agregando 100 pL de la suspensién bacte-
rianaa 9.9 ml de glutaraldehido al 2%. Transcurridos
20, 30 y 60 minutos de contacto se neutralizd la
actividad desinfectante por diluciéon con agua
peptonada - Tween 80 al 3%, y 0,1 mL de las
diluciones se smbraron en TSA. La determinacion
de las unidades formadoras de colonias (ufc) se
realizé por duplicado incubando durante 48 h a 35° C
(Griffithsy cols., 1997).

TABLA 1. Composicién micr obiol6gica de las muestras
del efluente hospitalario.

Microorganismos Muestra 1 Muestra 2
Bacterias 6x10* ufc/mL 2x10° ufc/mL
heterotréficas

Coliformes 1.1x10°/ 100 mL  1.1x10° / 100 mL
Escherichia coli 5.5x10%/ 100 mL 30/ 100 mL
Saphylococcus 3x10%/100 mL 4x107 / 100 mL
aureus
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FIGURA 1. Porcentaje de bacteriasresistentes a
los desinfectantes ensayados de la poblacion
bacteriana del efluente hospitalario.
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Las bacterias resistentes se identificaron
siguiendo el esguema del Manua of Clinica
Microbiology (Murray y cols., 1999).

RESULTADOS

Las caracteristicas fisico-quimicas del efluente
hospitalario fueron informadas en un trabajo anterior
por Paz y cols. (2004). Los resultados de la
composicién microbiolégica del efluente se pueden
observar enlaTabla 1.

Estos datos reflejan una gran variacion en la
flora bacteriana, especialmente con respecto a
Staphylococcus aureus, que proviene de secreciones
y sangre de personas enfermas o portadoras. Esto
puede deberse a las diferentes actividades redizadas
en el sector que vierte el liquido residual a la camara
de donde se tomaron |as muestras. Con respecto a los
niveles de coliformes y de Escherichia coli, se
observaron niveles inferiores a los detectados por
otros autores (Ferreira La Rosa y cols., 2000), lo que
puede ser debido a que en el sector estudiado hay
pocas salas de internacién.

Los resultados obtenidos con los ensayos para
evaluar el perfil de resistencia a los desinfectantes
utilizados en el hospital se detallan en laFigura 1. La
poblacién bacteriana de las muestras estudiadas,
presenta un ato porcentgje de resistencia frente a la
clorhexidina y un porcentaje menor de resistencia a
yodo-povidonay al glutaraldehido

En la Tabla 2 se observan los géneros bacteria-
nos identificados en cada muestra y el grado de
resistencia que presentaron. Las bacterias sobrevi-
vientes al tratamiento con yodo-povidona mostraron
un alto nivel deresistenciafrente adicho biocida.

La CIM de la clorhexidina frente a las bacterias
resistentes es dos veces mayor que la CIM para cepas
sensibles.

TABLA 2. Identificacion de las cepas
resistentes del efluente hospitalario y su nivel
de tolerancia a los desinfectantes.

Clorhexidina(a)

Nivel de Tolerancia

Micoor ganismos CIM (mg/L)

Muestral
Pseudomonas
Salmonella

Muestra 2
Salmonella

Shigella

&8 &8

Y odo - Povidona (b)

Nivel de Tolerancia

Microorganismos (Factor de Reduccion)

Muestra 1
Staphylococcus 3 log- 5min
Pseudomonas 3 log- 5min
Muestra 2
Staphylococcus 3 log- 5min
Bacillus 2 log- 5min

Glutaraldehido (c)
Nivel Tolerancia
(Factor de Reduccion)

Microorganismos

Muestra 1

Staphylococcus 4log-1h
Muestra 2

Corynebacterium 3log-1h

La Tabla 2c muestra la actividad del
glutaraldehido frente a la cepas resistentes. Puede
observarse que 1 hora no fue suficiente para reducir 5
ordenes logaritmicos la poblacién bacteriana, o que
no ocurre con cepas tipo de Staphylococcus pues
alcanzan dicha reduccién logaritmica en 1 minuto.

Los microorganismos identificados son de
importancia del punto de vista sanitario pues pueden
ser responsables de infecciones tanto ambulatorias
como hospitalarias.

DISCUSION

Los riesgos potenciales para la salud publica
generados por la presencia de microorganismos
resistentes a desinfectantes o antisépticos en un
efluente hospitalario que se vierte directamente al
sistema cloacal han sido poco estudiados.

En este trabagjo se determinaron las caracteris-
ticas microbioldgicas, y se detectaron las bacterias
resistentes a los desinfectantes presentes en el
efluente hospitalario.
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Se observé un nimero de microorganismos
heterétrofos y coliformes menor a detectado en
muestras de otros efluentes hospitalarios (Ferreira La
Rosay cols., 2000) aunque similar al estudio efectua-
do en el mismo efluente por Paz y cols. (2004). En
todos los trabajos citados se observa variabilidad en
el recuento detectado en distintas muestras de agua
residual.

Staphylococcus aureus es un importante patége-
no en unidades de tratamientos intensivos. Schwartz
y cols. (2003), determinaron estafilococos resistentes
a antibiéticos en biopeliculas de efluentes hospita-
larios.

Las bacterias heterotroficas resistentes pueden
actuar como transportadoras de resistencias genética-
mente determinadas, pasando esos genes a bacterias
patégenas por transferencia horizontal (Schwartz y
cols., 2003).

La bagja incidencia de resistencia a glutaral-
dehido observada en este trabajo puede sugerir que
los microorganismos no son naturalmente resistentes
a ese producto sino que desarrollan resistencia bajo
condiciones de presion selectiva.

De acuerdo, con los resultados de este estudio, se
puede inferir que los efluentes hospitalarios pueden
eliminar a sistema cloacal municipal bacterias,
patégenas 0 no que sean resistentes a desinfectantes y
antisépticos, y de esta manera producir una alteracion
en el balance bioldgico del ecosistema aumentando la
proporcién de bacterias resistentes en aguas tratadas.
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