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Resumen

Los cuerpos de agua han sido uno de los objetos de estudio mas frecuentes debido a la creciente
intervencion antrépica con desechos farmacéuticos, lo que se ha logrado observar en el tltimo tiempo
y que afecta gravemente a los ecosistemas involucrados. Para ello, se ha efectuado un estudio en el
rio Mapocho como sitio de muestreo, lugar donde previamente se ha comprobado la existencia de
residuos farmacéuticos, entre ellos compuestos antimicrobianos. Es por esto que se puede inferir que
en ciertos puntos con mayores niveles de contaminacion podrian existir bacterias resistentes a
antibioticos.

Mediante la caracterizacion y sectorizacion del cuerpo de agua en estudio, se realizd la toma de
muestras, que posteriormente se sometieron a analisis de laboratorio para evaluar la resistencia
bacteriana a compuestos antimicrobianos. Al concluir el proceso, los resultados indicaron la presencia
de bacterias resistentes a antibidticos en el sector bajo del rio, lo que podria estar relacionado con la
contaminacion por productos de origen farmacolégico y ayuda a definir los factores negativos que
influyen en la zona debido a la peligrosidad de este tipo de contaminacion.

— Palabras claves
Residuos farmacéuticos; Contaminacion; Resistencia bacteriana; Rio Mapocho.

Abstract

Water bodies have been among the most frequently studied subjects due to the increasing
anthropogenic input of pharmaceutical waste, which has been observed in recent times and
severely impacts the ecosystems involved. To address this, a study was conducted using the
Mapocho River as a sampling site, a location where the presence of pharmaceutical residues,
including antimicrobial compounds, has previously been confirmed. Therefore, it can be inferred

2] that at specific points with higher contamination levels, antibiotic-resistant bacteria may be
% present.
9 Through the characterisation and zoning of the water body under study, sampling was carried
(/2] out, and the collected samples were subsequently subjected to laboratory analysis to evaluate
Ll
N < L bacterial resistance to antimicrobial compounds. Upon completion of this process, the results
< (5 oc indicated the presence of antibiotic-resistant bacteria in the lower sector of the river, which
o could be related to contamination from pharmaceutical products. This helps identify the negative
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actors influencing the area due to the hazardous nature of this type of pollution.
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En Chile, hay una gran diversidad de cuencas hidro-
graficas, las cuales han tenido que ser sometidas a
estudios y anélisis en varias ocasiones, sobre todo
durante los ultimos afios. Este hecho, es la consecuen-
cia de los altos niveles de contaminacion que se han
presentado, debido a la mayor intervencion antrépica
en cuerpos de agua. En la Region Metropolitana, don-
de existen méas de siete millones de habitantes, es
posible encontrar muchos casos de este tipo. Es por
€S0, que esta investigacion basa su metodologia en
uno de los rios con mayor valor patrimonial de la region,
como lo es el rio Mapocho.

El rio Mapocho posee aproximadamente 110 kilometros
de extension y una cuenca de 1.230 km2. Baja desde
una altura de 1.159 msnm, desembocando en el rio
Maipo a una altura de 252 msnm. Conecta 16 comunas
pertenecientes a la regién, desde el sector oriente al
poniente, lo cual, le otorga una mayor biodiversidad vy,
por consiguiente, un ecosistema de considerable sig-
nificancia para los habitantes, la cultura y el medioam-
biente, y que por supuesto, debe ser protegido (Katz
et al., 2009).

Este rio es un gran aportador de diversos servicios
ecosistémicos, tales como el de cumplir su funcion
como efecto enfriador, establecer rutas para transpor-
te no motorizado y mitigar inundaciones (Vasquez,
2016). Sin embargo, desde hace mas de un siglo, el
rio viene presentando complicaciones que perturban
tanto sus servicios como su equilibrio ecolégico. Algu-
nos dafios son reparables a corto o largo plazo, pero
otros podrian llegar a ser irreversibles si es que no se
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toman medidas al respecto. Algunas intervenciones
que se pueden detectar son: el alcantarillado, los mi-
crobasurales creados en las cercanias y las construc-
ciones de infraestructura que ocupan su cauce.

Los caudales urbanos no estan considerados como
fuentes de patdgenos cuando no existen puntos con-
taminantes en este. Sin embargo, los caudales de zonas
rurales, que son MAas pPropensos a poseer una mayor
tasa de contaminacion, son potenciales dispersores de
contaminantes gracias a la escorrentia (Flores & Hernan,
2016). Ademas, en los Ultimos afios, se ha visto un
fuerte aumento de las intervenciones nombradas ante-
riormente, lo que da lugar a la posibilidad de que rios,
como el rio Mapocho, se conviertan en dispersores de
contaminacion.

Generalmente, la contaminacion farmacéutica en los
cursos de agua esta dada por mala gestion de residuos
de dicho material, o por la llegada de desechos orga-
nicos con materia farmacéutica. Teniendo asi en cuen-
ta los distintos tipos de contaminacion e intervencion
hacia cuerpos de agua de los cuales se tiene registro,
hay uno que ha sido de gran interés cientifico ultima-
mente y que ha estado afectando a ecosistemas a nivel
mundial, se habla de la peligrosa contaminaciéon por
residuos farmacéuticos.

En un estudio realizado a nivel internacional (Wilkinson
et al., 2022), en el que se obtuvieron muestras de 258
rios de todo el mundo, siendo analizadas con 61 prin-
cipios activos farmacéuticos (API), se establecioé que
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al menos en el 25,7% de los sitios de muestreo existen
concentraciones superiores a las consideradas seguras
para la biota acuatica. Estas cifras no son ajenas al
contexto chileno, ya que recientemente, se dio a cono-
cer informacion sobre la contaminacion farmacéutica
en el rio Mapocho, y a partir de esto, se genera un
escenario alarmante, ya que se evidencia la presencia
de antibidticos en el cauce del rio.

La exposicion medioambiental a los antibidticos es una
probleméatica con dafio a largo plazo, tanto para la
salud humana como para el bienestar del ecosistema.
Es asi, como este tipo de contaminacion, genera len-
tamente, un aumento de la resistencia bacteriana a
antibidticos, lo cual, en un futuro no muy lejano, traera
consecuencias mayores para las metodologias médicas
en el ambito farmacéutico (Frieri et al., 2017).

¢ Es posible observar diferencias en el perfil de resis-
tencia a antibidticos de las comunidades bacterianas
en distintas secciones del rfio Mapocho en el invierno
del 20227

Basandonos en los puntos de muestreo y en sus dife-
rentes caracteristicas espaciales, existe un cambio en
la resistencia a antibiéticos en las comunidades bac-
terianas.

Evaluar la resistencia de las comunidades bacterianas
presentes en distintas secciones del Rio Mapocho.

e Designar puntos de muestreo segun su caracteriza-
cion espacial.

e Analizar las comunidades bacterianas presentes en
las muestras.

e Exponer las comunidades bacterianas a antibioticos.

e |Interpretar unarelacion entre los puntos geogréficos
y la resistencia a antibidticos de las comunidades.

La investigacion se llevo a cabo en Santiago, Region
Metropolitana de Chile, Rio Mapocho, clima mediterra-
neo con estaciones bien marcadas.

A. Revision bibliografica:

Para entender cémo los desechos farmacéuticos
vertidos en el rio Mapocho podrian afectar la resis-
tencia a antibidticos de las comunidades de bacte-
rias, se realizd una revision bibliogréafica sobre  Como
estas comunidades logran adquirir dicha resistencia?,
;De qué forma esto presenta una problematica a
nivel salud?

Motores de busqueda

e (Google Académico
e Scielo

Palabras clave

Contaminacion rio Mapocho

Contaminacion farmacéutica + rio Mapocho
Rio Mapocho + desechos farmacéuticos
Resistencia a antibioticos

Resistencia a antibiéticos + desechos farma-
céuticos

B. Tomas de muestras

En la seleccion de los puntos de muestreo, con el
fin de tener muestras mas representativas de las
comunidades bacterianas presentes en el rio Ma-
pocho, se eligieron diferentes tramos de éste. Una
muestra rio arriba (M3), en las aproximaciones del
sector urbano central, una en un punto medio del
rio, en pleno territorio céntrico (M1) y otra rio abajo,
hacia una zona mas periférica (M2).

e Punto 1 (M1): 33°25'38.13”S 70°40'12.20"W

e Punto 2 (M2): 33°29'57.97”S 70°49'13.69"W
e Punto 3 (M3): 33°22'32.78”S 70°31'53.65"W

Esto se puede observar en la imagen 1.
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Figura N° 1. Mapa de Santiago en el cual se destacan los puntos de muestreo definidos para la investigacion)

Para la toma de muestras se utilizaron los siguientes implementos:

Tubos Falcon

Guantes de latex
Cooler

Ice Stop-Pack
Vehiculo

GPS

Software Google Earth

C. Analisis de datos

Se asistio al laboratorio de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile, con el objetivo de cultivar las
comunidades bacterianas presentes en las muestras y analizar su resistencia a antibioticos.

Por cada muestra se cultivaron en las siguientes condiciones que aparecen en la tabla 1.

Antibidticos Concentraciones M1 M2 M3 Dilucién
100 pL 100 pL 100 pL 100 pL -4
100 plL 100 pL 100 plL 100 plL -5
L 100 pL 100 L 100 L 100 L -6
100 plL 100 pL 100 plL 100 plL Directa
5L 25 uL 25uL 25puL
Colistina {5 pL/imi) 100 plL 100 pL 100 plL 100 plL
100 plL 100 pL 100 pL 100 pL
200 L 200 pL 200 pL 200 pl
Ampicilina (100 pL/ml) 25ut Sl Hut 2ut
100 plL 100 pL 100 plL 100 plL
5L 25 uL 25l 25puL
100 plL 100 pL 100 plL 100 plL
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En un segundo analisis, se seleccionaron las placas Implementos de laboratorio
con mayor cantidad de colonias en presencia de anti-

bidticos. e 5 mecheros
e 47 placas de cultivo
Se realizaron rayados en dos nuevas placas. Se colo- e (G rastrillos bacteriologicos
caron 8 colonias de las previamente seleccionadas de e Agar agar
las placas mencionadas, las cuales fueron expuestas e Agar Maconkey
nuevamente a los antibiéticos Colistina y Ampicilina. e Horno de cultivo
e 6 placas con Ampicilina a una concentracion
Posterior a eso, se efectud una prueba de caracteriza- de 5 ulL/mL
cion, en la que se sometieron 3 de las 8 colonias bac- e 12 placas con Colistina a una concentracion de
terianas a un Agar MacConkey. 100 uL/mL

Para el procedimiento experimental se ocuparon los
siguientes implementos:

En el primer cultivo de bacterias, se pudo observar el
crecimiento de colonias en los medios LB y Colistina,
Unicamente en las placas correspondientes a la mues-

tra M2.
Medios Concentraciones M1 M2 M3 Dilucién

LB

N1 100uL NO MO MO -4

N=2 100uL MO MO MO -5

N®3 100uL MO MO MO -6

N4 100ulL NO | NO Directa
COLISTINA

N1 25ul NO MO NO

N®2 100ulL NO | NO

N*3 100ulL NO | NO

N4 200ul NO Sl NO
AMPICILINA

N1 25uL MO MO MO

N®2 100ulL NO MO NO
CHROMAGAR

N1 25uL NO | NO

N2 100ul NO Sl NO

Tabla 2. Se indica individualmente si existié crecimiento en las placas del primer cultivo de bacterias

6 Universidad De Santiago De Chile | Brotes Cientificos: Revista De Investigaciones Escolares
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En la tabla 3 se muestran los resultados del cultivo de
las colonias extraidas de la placa Petri con el medio LB
con Colistina que se observa en el anexo 18. Se puede
determinar el crecimiento de cada colonia con su res-
pectivo medio sdlido selectivo, donde sdélo en el medio
Ampicilina se presenta un crecimiento en las colonias
1, 2, 3, y 4 a diferencia de los otros medios, donde si
crecieron las colonias en su totalidad como se pueden
observar en las imagenes 2 3, 4.y 5.

Imagen 2 crecimiento en medio LB. Cultivo de las 8 colonias extraidas
de la placa N°3 del medio LB con Colistina

Imagen 3 placas con Colistina. Cultivo de las 8 colonias extraidas de
la placa N°3 del medio LB con Colistina

Imagen 4 placas con chromagar. Cultivo de las 8 colonias extraidas
de la placa N°3 del medio LB con Colistina

Imagen 5 placas con Ampicilina. Cultivo de las 8 colonias extraidas
de la placa N°3 del medio LB con Colistina

En los cultivos del medio Agar MacConkey con Colisti-
na, al ser un medio selectivo de bacterias gram-, no se
pudo apreciar crecimiento de colonias, como se obser-
va en la imagen 6.

Medios Colonia 1 Colonia 2 Colonia 3 Colonia 4 Colonia 5 Colonia 6 Colonia 7 Colonia 8
Muestra LB Sl Sl Sl Sl SI Sl Sl Sl
COLISTINA sl Sl Sl Sl sl Sl Sl Sl

CHROMAGAR Sl Sl Sl Sl SI Sl Sl Sl
AMPICILINA Sl Sl Sl Sl NO NO NO NO

Tabla 3. Se indica individualmente si existio crecimiento en las placas del segundo cultivo de bacterias correspon-

diente a las 8 colonias extraidas de la placa N°3 del medio LB con Colistina

Universidad de Santiago de Chile |
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Imagenes 6 de cultivos en Agar MacConkey, colonias 1,2y 3

Los antibidticos son medicamentos utilizados para
prevenir y tratar las infecciones bacterianas. La resis-
tencia a los antibidticos se produce cuando las bacte-
rias mutan en respuesta al uso de estos farmacos, como
también puede estar de manera natural en la bacteria
o incluso, ser transferida entre estos microorganismos
(OMS, 2020). En Chile, el uso de medicamentos es de
alta demanda, segun la encuesta nacional de medica-
mentos del afio 2017, arrojé que un 58% de los/as
chilenos/as consume al menos un medicamento al dia
(Minsal et al., 2017). Es por estos factores, que los
medicamentos usados en este estudio se seleccionaron
en consideracion de que son bastante utilizados en la
medicina chilena, sin embargo queda una incégnita en
si realmente existen altas concentraciones de estos
antibidticos en el rio Mapocho, lo cual se planea averi-
guar en las proyecciones de esta investigacion.

Segun lo que se observa en la tabla 2 en las muestras
M2 fueron las Unicas en donde se obtuvo proliferacion
bacteriana, Segun lo anterior, se puede interpretar que
los resultados obtenidos para M2 se deben al lugar en
el cual esa muestra fue tomada, ya que en ese punto
el rio Mapocho intercepta con el zanjon de la Aguada,
correspondiendo asf a un canal con alta densidad de
materia organica particulada en suspension (Medina,
2017), otorgando un medio propicio tanto para el cre-
cimiento como presencia de comunidades bacterianas.
Por ello en futuras investigaciones se buscara crear un
plan actualizado de los puntos de muestreo en donde
se intensifique el muestreo en dicha zona y determinar
las causantes de esta resistencia bacteriana ante anti-
bidticos hallada en este estudio.

Con respecto al medio con ampicilina, no hubo creci-
miento bacteriano para M2, tal cual como se aprecia
en la tabla 2 y en los anexos 14-15. Por lo anterior, es

que se realizé un segundo cultivo para ampicilina con
muestras extraidas de las bacterias que proliferaron en
el medio de colistina. Como se aprecia en la tabla 3,
hubo un crecimiento de bacterias en el medio con am-
picilina (imagen 5). La ampicilina es un antibidtico de
amplio espectro del grupo betalactamicos, lo que
quiere decir que actla tanto en bacterias gram positivas
como en bacterias gram negativas. Su mecanismo de
accion radica en inhibir la Ultima etapa de la sintesis de
la pared celular bacteriana uniéndose a unas proteinas
especificas llamadas PBPs (Penicillin-Blinding Proteins)
localizadas en la pared celular. Al impedir que la pared
celular se construya correctamente, la ampicilina oca-
siona en ultimo término, la lisis de la bacteria y su
muerte (ANMAT, 2010). Al observar crecimiento bacte-
riano en este medio, podemos interpretar a grandes
rasgos, que existen bacterias resistentes a este anti-
bidtico y que podrian también serlo para todo el grupo,
pero esto Ultimo se agrega a las proyecciones para
continuar con el proyecto investigativo (betalactamicos).

En cuanto al crecimiento de bacterias en el medio de
colistina, se realizé un cultivo en agar MacConkey, el
cual se caracteriza por ser un medio selectivo y dife-
rencial que se utiliza para el aislamiento y la diferencia-
cion de bacilos gramnegativos. No se obtuvo crecimien-
to bacteriano en esta prueba, por lo cual, podemos
inferir que las bacterias que se encontraron correspon-
den a gram positivas, y la colistina, que es un antibi6-
tico del grupo de las polimixinas (farmacos utilizados
para eliminar bacterias gram negativas multirresistentes)
(Medina, J. 2017), demostré tener una gran efectividad
en el contexto dado. Por lo cual, al no atacar bacterias
gram positivas, era de esperar que se obtuviera un
crecimiento de estas en un cultivo con presencia de
colistina, como se aprecia en la tabla 3y en la imagen
6.

- Universidad De Santiago De Chile | Brotes Cientificos: Revista De Investigaciones Escolares
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En base a los datos obtenidos, en el rio Mapocho si existen bacterias resistentes a antibioticos,
precisamente a Ampicilina y Colistina. Esto no significa que todas las bacterias han obtenido
resistencia, sin embargo, al no tomar medidas para detener este proceso, se puede decir que la
resistencia a antibidticos es un peligro inminente para las comunidades que habitan en las cer-
canias del rio.

Los resultados del estudio permiten determinar que las bacterias presentes en las muestras ex-
puestas a antibidticos se caracterizan como bacterias gram positivas.

Ademas, de acuerdo con la sectorizacion del cauce establecida inicialmente, se puede confirmar
la relacion entre la resistencia bacteriana y el punto geogréfico de la respectiva muestra.

Con esto, también se puede determinar una reflexion sobre la automedicacion y la negligencia
médica, ya que como se menciond inicialmente, gran parte de los farmacos depositados en el
rio Mapocho o en diversos cuerpos de agua, llegan a través de desechos organicos como heces
y orinas de los consumidores de medicamentos. Entonces, con un mayor consumo de antibidticos
se esta alentando a la resistencia bacteriana ante los antibidticos, lo cual a su vez, es un peligro
para la salud publica, puesto a que los medicamentos como los antibidticos son los grandes
mecanismos de defensa ante enfermedades. Aparte, es necesario pensar en el ecosistema que
se ve perjudicado por la llegada de agentes externos como los farmacos.

Con esto y futuras investigaciones respecto al tema, se quiere proponer a la sociedad buscar
soluciones ciudadanas que solucionen estos problemas que se tienen en la actualidad y que si
no se toma ninguna accion al respecto las consecuencias seran mas grandes y preocupantes
en un futuro.

Universidad de Santiago de Chile | Brotes Cientificos: Revista de Investigaciones Escolares m
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Anexo 1. Muestra de M1 con dilucién 104 Anexo 4. Muestra de M1 directa en placa  Anexo 7. Muestra de M1 directa en placa
en placa con medio de cultivo LB (100 mL) ~ ¢on medio de cultivo LB (100 mL) con medio de cultivo Chromagar (25 mL)

Anexo 5. Muestra de M1 directa en placa  Anexo 8. Muestra de M1 directa en placa

Anexo 2. Muestra de M1 con diluciéon 10 : i e i )
con medio de cultivo LB+Ampicilina (25 mL)  con medio de cultivo Chromagar (100 mL)

en placa con medio de cultivo LB (100 mL)

Anexo 6. Muestra de M1 directa en placa  Anexo 9. Muestra de M1 directa en placa
con medio de cultivo LB+Ampicilina (100  con medio de cultivo LB+Colistina (200 mL)
mL)

Anexo 3. Muestra de M1 con dilucién 10
en placa con medio de cultivo LB (100 mL)
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Anexo 10. Muestra de M1 directa en placa  Anexo 13. Muestra de M2 con dilucién 10®  Anexo 16. Muestra de M2 directa en placa
con medio de cultivo Chromagar (100 mL) en placa con medio de cultivo LB (100 mL) con medio de cultivo LB+Ampicilina (100
mL)

Anexo 11. Muestra de M2 directa en placa  Anexo 14. Muestra de M2 directa en placa  Anexo 17. Muestra de M2 directa en placa
con medio de cultivo Chromagar (100 mL) con medio de cultivo LB (100 mL) con medio de cultivo LB+Ampicilina (25 mL)

Anexo 15. Muestra de M2 con dilucion 104 Anexo 18. Muestra de M2 directa en placa
en placa con medio de cultivo LB (100 mL) ~ con medio de cultivo LB+Colistina (200 mL)

Anexo 12. Muestra de M2 con dilucién 107°
en placa con medio de cultivo LB (100 mL)
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Anexo 19. Muestra de M2 directa en placa  Anexo 22. Muestra de M3 con dilucién 10©  Anexo 25. Muestra de M3 directa en placa
con medio de cultivo LB+Colistina (100 mL)  en placa con medio de cultivo LB (100 mL) con medio de cultivo LB+Ampicilina (100
mL)

Anexo 20. Muestra de M2 directa en placa  Anexo 23. Muestra de M3 directa en placa  Anexo 26. Muestra de M3 directa en placa
con medio de cultivo LB+Colistina (25 mL) con medio de cultivo LB (100 mL) con medio de cultivo Chromagar (100 mL)

Anexo 24. Muestra de M3 directa en placa  Anexo 27. Muestra de M3 directa en placa

. ‘L -4
Anexo 21. Muestra de M3 con dilucion 10 con medio de cultivo LB+Ampicilina (25 mL)  con medio de cultivo LB+Colistina (100 mL)

en placa con medio de cultivo LB (100 mL)
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