
BACTERIAS RESISTENTES  
A ANTIBIOTICOS EN MEDIOS 
ACUÁTICOS

20
09



Autor

Eloy Bécares Mantecón

Equipo investigador

Javier Martín Villacorta

María Hijosa Valsero

Ricardo Sidrach-Cardona Martínez.

Colaboradores

Roberto Romero,
Universidad de Almería

José Luís Balcázar
Institut Català de Recerca de l’Aigua (ICRA)

Esta investigación ha sido financiada por FUndACIon mApFRE en la Convocatoria Ayuda a la Investigación 2008.



Índice

Resumen 

1. Introducción 
1.1. La resistencia a antibióticos como estrategia adaptativa de las bacterias 

1.2. Influencia de la actividad humana sobre la presencia de bacterias resistentes 
a antibióticos en el medio ambiente 

1.3. Supervivencia de las bacterias resistentes a antibióticos en medios acuáticos 

1.4. Eliminación de bacterias resistentes a antibióticos. papel de las depuradoras 
de aguas residuales 

2. material y métodos 
2.1. Zona de muestreo de vertidos urbanos y pozos 

2.2. Toma de muestras de agua y sedimentos del río Bernesga 

2.3. Análisis de Antibióticos en agua y sedimentos del Río Bernesga 

2.4. parámetros convencionales de calidad de las aguas 

2.5. muestreo de las variables microbiológicas 

2.6. Análisis de la resistencia a antibióticos 

2.7. Eliminación de bacterias en sistemas naturales de tratamiento  
(humedales construidos) 

2.8. Análisis estadístico

3. Resultados 
3.1. Variables convencionales de calidad de las aguas 

3.2. Concentración de antibióticos en el río 

3.3. Indicadores microbianos y resistencia a antibióticos en aguas de pozo  
y vertidos 

3.4. Comunidades bacterianas del río y resistencia a antibióticos 

3.5. Eliminación de bacterias resistentes a antibióticos en humedales construidos 

4. Bibliografía 

5. Anexos 



4  | BACTERIAS RESISTENTES A ANTIBIóTICOS EN MEDIOS ACUÁTICOS

RESUMEN
El incremento de la resistencia bacteriana a los antibióti-
cos está causando numerosos problemas sanitarios incre-
mentando las tasas de morbilidad y mortalidad de la po-
blación. Los mecanismos para reducir este aumento de 
resistencias implican no solo el uso racional de los antibió-
ticos, sino también la eliminación de las bacterias resisten-
tes. Las bacterias resistentes a antibióticos se excretan a 
través de las aguas residuales, llegando a los medios 
acuáticos, principal vía de dispersión en el medio am-
biente. El presente proyecto tenía como objetivos: 1- Ca-
racterizar la abundancia de bacterias fecales resistentes a 
antibióticos en medios acuáticos que reciben aguas resi-
duales con diferente carga de antibióticos, 2- Estudiar la 
capacidad de las depuradoras de aguas residuales para 
eliminar o potenciar la resistencia a antibióticos, y la impor-
tancia de utilizar métodos convencionales o de bajo coste 
para dicho tratamiento. 3- Estudiar las tasas de variación 
de la resistencia a antibióticos y de mortalidad bacteriana 
a lo largo de un río. El estudio demuestra que la actividad 
de la industria no ha tenido un efecto significativo sobre el 
aumento de la resistencia bacteriana a los antibióticos en 
las aguas freáticas o en las comunidades humanas afec-
tadas por dicha actividad, ya que los porcentajes de re-
sistencias a antibióticos no difirieron al compararlos con 
zonas no influenciadas por la industria. Los vertidos de 
las depuradoras de aguas residuales, tanto de la indus-
tria como los vertidos urbanos, tienen un efecto significa-
tivo sobre el aumento de bacterias resistentes del cauce 
receptor. dicho efecto es aún más importante debido a 
que potencia el aumento de multirresistencias. Los verti-
dos de las plantas de tratamiento de las aguas residuales 
tienden a presentar mayores porcentajes de bacterias 
resistentes a antibióticos que las aguas de entrada. En 
este estudio no se encontraron diferencias estadística-
mente significativas en el incremento de resistencias 
cuando se comparan sistemas convencionales (fangos 
activados) con sistemas de bajo coste (humedales cons-
truidos). Las diferencias en el diseño de los humedales 
tampoco supuso una diferencia estadísticamente signifi-
cativa en la variación de bacterias resistentes presentes 
en sus respectivos efluentes.

1. INTRODUCCIÓN

1.1.   La resistencia a antibióticos como estrategia 
adaptativa de las bacterias

La resistencia a antibióticos es uno de los aspectos de 
creciente interés en la sanidad humana. El rápido y cons-
tatado aumento de infecciones causadas por bacterias 
patógenas resistentes a antibióticos está produciendo una 
“carrera de armamento”, evolutivamente hablando (Van 
Valen 1973), en la que el desarrollo de nuevas armas por 
el hombre (antibióticos), se encuentra por detrás de la 

capacidad de los microorganismos para evitar su efecto 
(aumento de resistencias).

La causa de la resistencia a antibióticos es natural, es 
decir, las propias bacterias han desarrollado mecanismos 
para inactivar las sustancias antibióticas producidas como 
elemento de defensa o estrategia competitiva con otros 
microorganismos (martínez 2009). pero esta resistencia, o 
estrategia adaptativa de las bacterias, está potenciada por 
la actividad humana con el uso de antibióticos para el 
tratamiento de enfermedades humanas y animales. En 
este caso, el mecanismo selectivo impuesto por el hombre 
al aumentar la probabilidad de contacto de los antibióticos 
con las bacterias, ha provocado una rápida selección de 
las poblaciones bacterianas, favoreciendo aquellas resis-
tentes (Alonso et al. 2001). Aunque la resistencia a antibió-
ticos puede aparecer en ausencia de antibiótico por mu-
tación genética (Henriques et al. 2006), ha sido el uso 
excesivo de antibióticos el que ha provocado un incre-
mento alarmante de resistencias que incluso ha llevado a 
adoptar medidas legales restringiendo su libre adquisición 
(Kümmerer 2004).

Este uso de antibióticos y el consecuente incremento 
de bacterias resistentes conllevan un aumento en la excre-
ción, tanto de bacterias resistentes como de antibióticos al 
medio ambiente, a través fundamentalmente de las aguas 
residuales. La emisión de bacterias al medio acuático fa-
vorece también el intercambio genético con poblaciones 
previamente no resistentes, lo que aumenta la dispersión 
de esta capacidad resistente en las bacterias del medio 
ambiente (davison 1999).

1.2.   Influencia de la actividad humana sobre la 
presencia de bacterias resistentes a antibióticos 
en el medio ambiente

La producción industrial de antibióticos genera residuos 
líquidos en los que se encuentra un alto porcentaje de 
actividad antibiótica (Bécares 1995). Estos efluentes han 
sido emitidos al ambiente durante decenas de años antes 
de que se adoptasen medidas para su tratamiento. du-
rante este tiempo las aguas residuales de estos vertidos 
han sido utilizadas, bien directamente, o bien indirecta-
mente a través de aguas contaminadas, como aguas de 
riego de cultivos. por otra parte, y dado el largo periodo 
de ausencia de tratamiento de vertidos en las zonas afec-
tadas por dichas industrias, cabría esperar que la presen-
cia de una industria productora de antibióticos pudiera 
haber tenido un impacto sobre las comunidades bacteria-
nas de los ecosistemas acuáticos, tanto superficiales (ríos, 
arroyos) como subterráneos (aguas freáticas).

por otra parte, el uso de aguas residuales para el 
riego de cultivos, así como la potencial afección de las 
aguas freáticas por la actividad industrial relacionada con 
la producción de antibióticos podrían haber influido en la 
proporción de bacterias resistentes a antibióticos encon-
tradas en estas zonas, en comparación con zonas no 
afectadas por dicha actividad.
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parte del presente proyecto intentará comprobar si las 
aguas freáticas y efluentes residuales de pueblos cerca-
nos a una industria de producción de antibióticos presen-
tan niveles de resistencia a antibióticos diferentes de los 
de otras zonas no directamente afectadas por dicha acti-
vidad.

1.3.   Supervivencia de las bacterias resistentes a 
antibióticos en medios acuáticos

La bacterias resistentes llegan a los ríos a través de las 
aguas residuales. Uno de los aspectos de interés es co-
nocer la capacidad de estas bacterias para sobrevivir en 
condiciones naturales así como para intercambiar material 
genético en dichos ambientes. Aunque la mortalidad natu-
ral de las bacterias patógenas o sus indicadores es muy 
elevada en los medios extraenterales, su gran abundancia 
(valores de 105-1010 UFC/ml en aguas residuales) (mcFe-
ters et al. 1990) y las condiciones ambientales (turbidez, 
temperatura, etc.) pueden mantener viables a estas pobla-
ciones durante mucho tiempo (davies-Colley et al. 1999).

En el presente trabajo se pretende estudiar la viabili-
dad de estas bacterias resistentes a antibióticos a lo largo 
de un río que recibe dos vertidos de diferente naturaleza. 
por un lado el vertido de las aguas residuales domésticas 
ya tratadas, y por otro el vertido de las aguas residuales 
de una industria productora de penicilinas y cefalospori-
nas. El objetivo será conocer las tasas a las que los princi-
pales grupos de bacterias fecales (coliformes totales, 
E. coli, enterobacterias y clostridios sulfito reductores) desapa-
recen con la distancia, y comparar si esta tasa de desapa-
rición es paralela a la tasa de desaparición de la resistencia 
a antibióticos en las bacterias supervivientes. A través de 
pruebas cruzadas con diferentes antibióticos se estu-
diará además la variación en la multirresistencia, una 
prueba de la existencia de intercambio genético dentro 
de las mismas poblaciones de bacterias fecales del río, 
tanto las suspendidas en el agua como las retenidas en 
los sedimentos. Los estudios de resistencias irán acom-
pañados del análisis químico de los antibióticos poten-
cialmente presentes, tanto en las aguas residuales brutas 
como en el río.

1.4.  Eliminación de bacterias resistentes a antibióticos. 
Papel de las depuradoras de aguas residuales

Uno de los métodos para destruir bacterias patógenas, o 
sus grupos indicadores, de las aguas residuales es su 
tratamiento en plantas depuradoras. Las depuradoras pre-
sentan condiciones hostiles para la supervivencia de di-
chas bacterias debido a su temperatura ambiente, condi-
ciones físico-químicas de los reactores, y por la gran 
abundancia de depredadores (organismos bacterívoros y 
virus). En general las depuradoras reducen en 1-3 log la 
abundancia de bacterias del agua de entrada (Hirata et al. 
2003). Sin embargo, esta reducción en la abundancia de 
bacterias no va acompañada de una reducción de bacte-

rias resistentes, sino al contrario. Las depuradoras conven-
cionales de tratamientos de aguas residuales (fangos ac-
tivados) tienden a aumentar el porcentaje de bacterias 
resistentes en su efluente como consecuencia de la gran 
abundancia de bacterias en el reactor biológico, y del 
tiempo de contacto entre ellas, lo que incrementa las tasas 
de intercambio genético (conjugación, transformación y 
transducción), y por tanto el porcentaje de bacterias resis-
tentes a antibióticos (da Costa et al. 2006).

Los sistemas de fangos activados, debido a su exce-
sivo coste, son sustituidos en zonas rurales por sistemas 
de bajo coste como filtros percoladores o sistemas exten-
sivos como lagunajes o humedales construidos. otro de 
los objetivos del estudio es el de comparar los sistemas 
convencionales de fangos activados con sistemas de bajo 
coste como los humedales construidos. Ambos sistemas 
se diferencian en los tiempos de retención celular, densi-
dad de bacterias dentro de los reactores y exposición a 
condiciones ambientales (Ferrer et al. 2007).

En este estudio se pretende saber si los sistemas “na-
turales” de tratamiento de aguas residuales tienen la 
misma capacidad de incrementar las tasas de resistencia 
que los sistemas convencionales, y cual es el papel de los 
diferentes elementos de diseño (tipo de planta utilizada, 
flujo hidráulico empleado) sobre dicho aspecto. Esta de-
mostrado que los sistemas naturales son más eficaces 
que los convencionales en la eliminación de bacterias in-
dicadoras de contaminación fecal y patógenas (García y 
Bécares 1997), pero no existen evidencias que cuantifi-
quen la capacidad para intercambiar genes resistentes a 
antibióticos dentro de dichos procesos.

por otro lado, aunque la capacidad de los procesos 
convencionales para la eliminación de compuestos farma-
céuticos como los antibióticos es ya bastante conocida (ej. 
Hijosa-Valsero et al, en prensa), las evidencias sobre el 
papel de los sistemas de bajo coste para eliminar antibió-
ticos son aún inéditas.

2. MAtERIAL y MétodoS

2.1.  Zona de muestreo de vertidos urbanos y pozos

La zona de estudio estuvo situada al sur de la ciudad de 
León, en las inmediaciones del río Bernesga, zona en la 
que se encuentra la Estación depuradora de Aguas Resi-
duales (EdAR) de León y su Alfoz, y el vertido de una in-
dustria productora de Antibióticos (AB) dedicada a la ela-
boración de cefalosporinas y penicilinas, y que aunque en 
la actualidad también cuenta con su propia estación de-
puradora de aguas residuales industriales, vertió durante 
décadas sus efluentes directamente al citado río.

Con el fin de estudiar la potencial influencia de dicha 
actividad sobre las aguas residuales de los pueblos cer-
canos, así como sobre las bacterias presentes en las 
aguas subterráneas, se realizaron muestreos en las aguas 
residuales de ocho pueblos (Figura 1). Cuatro de dichos 
pueblos están situados en la margen izquierda del río, 
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debido a su mayor altitud y a la distancia de la industria, 
cabe esperar que tanto los campos de riego como otra 
actividad humana apenas hayan estado afectados por la 
contaminación industrial. otros cuatro pueblos están situa-
dos en la margen derecha del río, y la mayoría de ellos 
han utilizado durante décadas las aguas contaminadas 
del río, e incluso los mismos vertidos, como aguas de 
riego de prados y cultivos.

Figura 1. Localización de los vertidos muestreados.

por otra parte se muestrearon pozos de riego o de 
abastecimiento situados también en ambas márgenes del 
río (Figura 2) Los pozos situados en la margen izquierda 
del río están ubicados a una altitud mayor que los de la 
margen derecha y las aguas freáticas no están por tanto 
afectadas por la actividad industrial. Los pozos tenían pro-
fundidad hasta la lámina de agua no superior a 5 m. lo que 
asegura el flujo superficial del acuífero.

Figura 2. Localización de los pozos muestreados.

En el río se fijo un punto de muestreo antes y después 
de cada vertido (AB y EdAR), y dos aguas abajo a dife-
rente distancia, en total en el que se tomaron muestras 
tanto de agua, como de sedimento, y en los que se midie-
ron los diferentes parámetros físico-químicos. Así mismo 
se tomaron muestras y se hicieron mediciones de los dos 
vertidos.

2.2.  toma de muestras de agua y sedimentos del río 
Bernesga

Las muestras de agua y sedimentos se tomaron los días 
24, 30 y 31 de agosto de 2010 (n=3), entre las 9.00h y las 
13.00h. no se registraron lluvias durante la campaña de 
toma de muestras ni durante las dos semanas anteriores. 
Las localidades de muestreo se señalan en la Figura 3. En 
las localidades Río 1 (punto 1), Río 2 (punto 2), Río 3 
(punto 3), Río 4 (punto 4), Río 5 (punto 5) y Río 6 (punto 
6), se recogieron muestras a lo largo de un transecto que 
cruzaba el río de orilla a orilla. En el caso de las muestras 
de agua, se cogían 1000 ml en cada punto del transecto. 
En el caso de las muestras de sedimento, se utilizó un 
cilindro de metacrilato de 9 cm de diámetro y 50 cm de 
longitud para extraer el material. después, todas las mues-
tras correspondientes a la misma localidad se mezclaban 
para conseguir una muestra integrada, tanto de agua 
como de sedimento.

Figura 3. distribución de los puntos de muestreo en el río. (distancias 
acumuladas en metros).

Las muestras de las localidades Vertido Antibióticos y 
Vertido EdAR corresponden a tuberías de desagüe de la 
fábrica de antibióticos y de la EdAR de León, respectiva-
mente. En estos dos casos, únicamente se recogieron 
muestras de agua (ya que no existían sedimentos) de ma-
nera puntual.
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Las muestras acuosas destinadas al análisis de anti-
bióticos se guardaban en botellas de vidrio de color ámbar 
de 1000 ml. Las muestras acuosas recogidas para el aná-
lisis de los parámetros convencionales de calidad de las 
aguas (dQo, dBo5, SST y SSV) y las muestras de sedi-
mento se guardaron en frascos de plástico de 1000 ml. 
Todas estas muestras se enviaron refrigeradas al labora-
torio (4ºC), donde fueron procesadas en un plazo inferior 
a 24 h.

Las medidas de temperatura, pH, oxígeno disuelto, 
potencial redox y conductividad se realizaron in situ em-
pleando sondas de electrodos (WTW, Weilheim, Alema-
nia).

Foto 1. Toma de muestras. Core de sedimento.

2.3.  Análisis de Antibióticos en agua y sedimentos del 
Río Bernesga

Los análisis se realizaron en el departamento de Hidro-
geología y Química Analítica de la Universidad de Almería, 
bajo la coordinación del dr. Roberto Romero González. El 
método de análisis se describe brevemente a continua-
ción. Se filtraron 1000 ml de agua de río a través de un 
filtro de membrana de acetato de celulosa de 47 mm de 
diámetro y 0,45 μm de tamaño de poro (Albet, Sant Boi de 
Llobregat, España). Se añadió ácido fórmico hasta pH = 
3. A continuación se realizó una extracción en fase sólida 
con cartuchos Oasis HLB 200 mg 6 ml (Waters, milford, 
mA, EEUU), previamente acondicionados con 5 ml de me-
tanol y 5 ml de agua a pH = 3 (acidificada con ácido fór-
mico). Las muestras de agua se hicieron pasar por los 
cartuchos con un flujo aproximado de 5 ml min-1 y a con-
tinuación se dejaron secar los cartuchos durante 1 h. Se-
guidamente, se eluyeron los cartuchos por gravedad con 
10 ml de metanol. Este metanol se evaporó hasta llegar a 

sequedad empleando una corriente suave de gas nitró-
geno. El residuo seco se recompuso en 1 ml de una mez-
cla (1:1) compuesta por metanol y una disolución acuosa 
de ácido fórmico 0,01 %. Esta muestra se analizó me-
diante un cromatógrafo de líquidos de ultra presión 
(UHpLC) acoplado a un triple cuadrupolo.

En lo correspondiente al análisis de sedimentos, en 
primer lugar se secó el sedimento a 30ºC en una estufa 
modelo 374-A (p-Selecta, Abrera, España) durante 24 h 
hasta eliminar el agua. Se tomaron 2 g de sedimento 
seco y se les añadieron 10 ml de acetonitrilo, 1 ml de 
una disolución de ácido cítrico 1 m a pH 4 y 0,5 ml de 
una disolución de na2

-EdTA 0,5 m. La mezcla se homo-
geneizó durante 20 minutos en un baño de ultrasonidos 
y a continuación se centrifugó a 3000 rpm durante 10 
minutos. El sobrenadante se separó y se guardó, mien-
tras que el precipitado se desechó. Este líquido se eva-
poró hasta llegar a sequedad empleando una corriente 
suave de gas nitrógeno. El residuo seco se recompuso 
en 1 ml de una mezcla (1:1) compuesta por metanol y 
una disolución acuosa de ácido fórmico 0,01 %. Esta 
muestra se analizó mediante un cromatógrafo de líqui-
dos de ultra presión (UHpLC) acoplado a un triple cua-
drupolo.

Los disolventes acetonitrilo, metanol (Labscan, dublín, 
Irlanda), agua Milli-Q (millipore, Billerica, mA, EEUU) eran 
todos de calidad HpLC. Los reactivos ácido cítrico (merck, 
darmstadt, Alemania), na2

-EdTA (panreac, Castellar del 
Vallès, España) y ácido fórmico (VWR, West Chester, pA, 
EEUU) eran de calidad analítica. Se utilizó arena de mar 
como sedimento de referencia para el análisis de sedi-
mentos.

2.4. Parámetros convencionales de calidad de las aguas

La demanda química de oxígeno (dQo), la demanda bio-
lógica de oxígeno (dBo

5
), los sólidos en suspensión tota-

les (SST) y los sólidos en suspensión volátiles (SSV) se 
determinaron, respectivamente, según los procedimientos 
5220 C, 5210 B, 2450 d y 2540 E, descritos en Standard 
methods (ApHA, 2005).

2.5. Muestreo de las variables microbiológicas

Tanto las muestras de agua (río, pozos, vertidos y hume-
dales construidos) como las de sedimentos fueron proce-
sadas en el mismo día que fueron tomadas para su análi-
sis microbiológico, se analizaron indicadores fecales, esto 
es E. coli, Coliformes Totales (CT), Enterococcus, y Clos-
tridios sulfitoreductores.

para la cuantificación de CT, E.coli y Enterococcus las 
muestras de agua fueron diluidas con solución fisiológica 
de naCl (0,4%) y filtradas en filtros de membrana (S-pak 
membrane Filters, millipore HAWG04756). Se filtraron dos 
replicas de cada muestra y el filtro fue colocado sobre el 
medio de cultivo e incubado durante 24h (E. coli y CT), o 
48h (Enterococcus). En el caso de los sedimentos se rea-
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lizo un resuspensión previa de las bacterias mezclando el 
sedimento con búfer pBS (50/50 p/v) y recogiendo el so-
brenadante, que fue tratado igual que una muestra de 
agua. para cuantificar los Clostridios se homogeneizaron 
2ml de agua (o de la resuspensión en pBS en el caso de 
los sedimentos) con el medio de cultivo y se incubo en 
una cámara de anaerobiosis durante 24 h.

Los medios de cultivo utilizados fueron; Chomocult co-
liform agar (merck 1.10426.0500) para E. coli y CT , un 
medio cromogénico selectivo que discrimina en la misma 
placa esos dos grupos según el color de la colonia, para 
Enterococcus se uso agar SB (Membrane-filter enterococ-
cus selective agar acc. to Slanetz and Barley, merck 
1.05262.0500), y para Clostridios sulfitoreductores agar 
SpS (Agar selectivo para perfringens según AnGELoTTI, 
merk 1.10235.0500).

2.6.  Análisis de la resistencia a antibióticos

El estudio de las resistencias a antibióticos se llevo a cabo 
mediante dos métodos diferentes, dilución en placa, y me-
diante difusión en agar.

Dilución en placa

Este método consiste en diluir el antibiótico directamente 
en el medio, para obtener una concentración determi-
nada que inhiba el crecimiento de las bacterias sensi-
bles (Schwartz, 2003). mediante este método se analiza-
ron las resistencias de cada grupo bacteriano (excepto 
Clostridios) a dos antibióticos, Amoxicilina (A) y Cefa-
lexina (C). La Amoxicilina fue preparada diluyendo 
Amoxicilina trihidrato (Fluka 31586) en agua, la Cefa-
lexina se preparo diluyendo Cefalexina en polvo en 
agua. Una vez preparadas soluciones stock de 1000 μg/
ml, estas se diluyeron directamente en los medios de 
cultivo (Chomocult y Agar SB), alcanzando concentracio-
nes finales de 25 μg/ml para Cefalexina y 50 μg/ml para 
Amoxicilina. El número de colonias que crecen en las 
placas con antibiótico son comparadas con las placas 
control de medio sin antibiótico con el fin de conocer en 
porcentaje de bacterias resistentes. En el caso de los 
humedales construidos solo se probo la resistencia a 
Amoxicilina, pero se aplicaron dos concentraciones dife-
rentes al medio, 5 y 50 μg/ml (CT y E. coli) o 1 y 10 μg/
ml ( ).

Difusión en agar

Este método permite la clasificación de las bacterias en 
tres grupos según su resistencia a un determinado antibió-
tico, sensible, intermedio o resistente (Fernandes Cardoso 
de oliveira y Watanabe pinhata, 2008). Consiste en la co-
locación de discos con diferentes concentraciones de 
cada antibiótico en una placa ya cultivada, y en la que el 
antibiótico se difunde en el agar creando halos de inhibi-
ción que pueden ser medidos. para su realización se to-

maron colonias aisladas de E. coli provenientes de la fil-
tración en membrana y con ellas se inoculó un caldo de 
enriquecimiento de soja triptacaseina (TSB, 1224.00, 
Conda/pronadisa), incubado durante 18h para aumentar 
su concentración. Tras la incubación este caldo se sembró 
con las bacterias crecidas en Agar mueller-Hinton 
(1058.00, Conda/pronadisa). Sobre este cultivo se deposi-
taron los discos con antibiótico y tras incubar durante 24h 
se midieron los halos de inhibición del crecimiento crea-
dos por el antibiótico.

Los discos antibióticos utilizados fueron: dos ß-lacta-
midos (penicilina, 10U y Ampicilina, 10μg), dos tetracicli-
nas (doxiciclina, 30μg y Tetraciclina, 30μg), dos macróli-
dos (Eritromicina, 15μg y Azitromicina, 15μg), y un 
aminoglucosido (Streptomicina, 10μg), (BBL Sensi-disc 
Antimicrobial Susceptibility Test discs, Bd).

Las colonias que mostraban un comportamiento “re-
sistente” o “intermedio” fueron clasificadas como resis-
tentes, de otro modo como “sensibles” (Constanzo, 
2005).

2.7.  Eliminación de bacterias en sistemas naturales 
de tratamiento (humedales construidos)

Además de los muestreos realizados a lo largo del río, 
se tomaron muestras de la planta depuradora de macró-
fitos acuáticos (Humedales construidos) situada en las 
instalaciones de la EdAR de León y consistente en 8 
tanques de 1 m2 cada uno con diferente tipo de planta 
y diseño (Figura 4). Cada tanque simula un sistema y 
condición diferente de diseño, tal como se indica a con-
tinuación:

H1    y H5: cultivos hidropónicos de espadaña (Typha 
angustifolia) y carrizo (Phragmites australis), res-
pectivamente.

H2:   Sistema de lámina de agua libre con flujo super-
ficial (FWS) plantado con espadaña

H3:  Sistema de lámina de agua libre con flujo sub-
superficial (FWSSF) plantado con espadaña

H4:  Sistema de lámina de agua libre con flujo super-
ficial, sin plantar (control del H3)

H6:  Sistema de flujo subsuperficial (SSF) plantado 
con carrizo y con triple carga que el resto de 
sistemas.

H7:  Sistema de flujo subsuperficial (SSF) plantado con 
carrizo.

H8:  Sistema de flujo subsuperficial sin plantar (control 
del H7)

El objetivo del experimento es comparar los diseños 
más utilizados de humedales construidos con el fin de 
estudiar si alguno de ellos puede afectar a la eliminación 
de antibióticos, o a la generación de baterías resistentes a 
antibióticos, y comparar ambos aspectos con un sistema 
convencional de tratamiento como es el de los fangos 
activados.



BACTERIAS RESISTENTES A ANTIBIóTICOS EN MEDIOS ACUÁTICOS |  9

Figura 4. Esquema de los tanques experimentales simulando diferen-
tes diseños de humedales construidos.

Foto 2. Vista del sistema experimental de humedales construidos en 
verano.

2.8. Análisis estadístico

Los datos obtenidos fueron comparados entre sí usando 
el test no paramétrico U de mann-Whitney o la prueba no 

paramétrica de Kruskal-Walis con el programa informático 
Statistica v8.0 (Statsoft Inc.)

3. RESULTADOS

3.1. Variables convencionales de calidad de las aguas

Los valores de dQo, dBo
5
, SST y SSV medidos en las 

muestras acuosas se indican en la Figura 5. Los valores 
de estos parámetros son constantes y similares en todas 
las localidades, con la excepción del Vertido Antibióticos. 
Este vertido se caracteriza por presentar valores relativa-
mente altos de dQo, SST y SSV (regulados por la Reso-
lución de 20 de abril de 2009 de Castilla y León). A pesar 
de ello, la descarga de estas aguas residuales no hizo 
incrementar de manera notable las concentraciones de 
dQo, SST y SSV en el río (punto 2, Figura 5). Esto se 
debe, en gran medida, al efecto de dilución que se pro-
duce, dado que el caudal del río en el punto 1 (1,24-1,79 
m3 s-1) es muy superior al caudal del Vertido Antibióticos 
(0,09 m3 s-1). por otra parte, el vertido de la EdAR de 
León es un vertido con una carga muy baja de dQo, 
dBo

5
 y sólidos en suspensión, ya que se trata del agua 

de salida de una EdAR que debe cumplir los requisitos 
de la directiva 91/271/CE; y por ello, a pesar de su gran 
caudal (1,24 m3 s-1), no afecta en exceso al cauce del río, 
al menos en lo concerniente a estos contaminantes (es 
decir, no se observa un gran aumento en las concentra-
ciones del punto 4 con respecto al punto 3, véase la Fi-
gura 5).

La comparación de las variables indica que el vertido 
de antibióticos presenta una alta concentración de sólidos 
y dQo, pero relativamente baja proporción de dBo, en 
comparación con el vertido de la EdAR municipal. Ello 
parece indicar que el vertido de antibióticos presenta una 
alta proporción de materia orgánica no biodegradable, en 
una relación de 10/250, es decir que sólo el 4% de la 
materia orgánica del vertido de la industria de antibióticos 
es biodegradable, siendo la mayor parte materia orgánica 
particulada.
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3.2. Concentración de antibióticos en el río

Tanto en las muestras de agua como en las muestras de 
sedimentos, se estudió la presencia de diferentes antibió-
ticos pertenecientes a las familias de las avermectinas 
(emamectina, ivermectina), los bencimidazoles (oxfenda-
zol, mebendazol, albendazol, fenbendazol, tiabendazol), 
los ß-lactámicos (penicilinas: amoxicilina, ampicilina, peni-
cilina V, penicilina G, cloxacilina, dicloxacilina, oxacilina; y 
cefalosporinas: cefepime, ceftriaxona, ceftadizima), una 
diamina asociada a las penicilinas (benzatina), los deriva-
dos del imidazotiazol (levamisol), los macrólidos (tilmico-
sina, tilosina, eritromicina, josamicina), las quinolonas 
(marbofloxacina, enrofloxacina, danofloxacina, difloxacina, 
sarafloxacina, ácido oxolínico, flumequine), las butirofeno-
nas (griseofulvin), las sulfamidas (sulfadimidina, sulfadia-
zina, sulfacloropiridozina, sulfadimetoxina, sulfaquinoxa-

lina), sustancias asociadas a las sulfamidas (trimetoprim) 
y las tetraciclinas (tetraciclina, oxitetraciclina, clorotetraci-
clina, doxiciclina). En la tabla del Anexo se recogen las 
propiedades físico-químicas de los antibióticos detectados 
tanto en las muestras de agua como en las muestras de 
sedimentos.

Antibióticos en el agua de río

Las únicas sustancias detectadas en el agua del río Ber-
nesga fueron enrofloxacina, danofloxacina, difloxacina, 
sarafloxacina, flumequine (quinolonas), oxitetraciclina, 
clortetraciclina (tetraciclinas), oxacilina (ß-lactámico, peni-
cilina) y benzatina (sustancia asociada a las penicilinas). 
En la tabla 1 pueden verse las concentraciones de cada 
compuesto en las diferentes localidades. Las sustancias 
más abundantes eran la enrofloxacina y la benzatina.
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Foto 5. Concentraciones medias de los parámetros convencionales de calidad de las aguas (dQo, dBo5, SST y SSV) en el río Bernesga. Las 
barras de error indican el intervalo de confianza del 95%.

Enrofloxacina Danofloxacina Difloxacina Sarafloxacina Flumequine Oxitetraciclina Clortetraciclina Oxacilina Benzatina

Río 1 0,52 ± 0,85** <0,07 <0,07 0,07 0,17* <0,07 <0,07 <0,07 0,19*

Vertido 
Antibióticos

3,37* <0,07 0,09* 0,64 ± 0,21** 0,67* 0,46* <0,07 <0,07 0,77*

Río 2 0,34* 0,018* 0,22* <0,07 <0,07 <0,07 <0,07 0,16* 0,07*

Río 3 0,19* <0,07 <0,07 <0,07 <0,07 <0,07 <0,07 <0,07 <0,07

Vertido EdAR 1,50 ± 2,15*** <0,07 <0,07 <0,07 <0,07 0,50* 0,24* <0,07 1,69 ± 2,73** 

Río 4 0,32 ± 0,34*** <0,07 <0,07 0,07* 0,18* 0,15* <0,07 <0,07 4,32*

Río 5 0,44 ± 0,21** <0,07 0,24* 0,17* 0,09 ± 0,04** <0,07 <0,07 <0,07 2,43*

Río 6 0,61 ± 0,83** <0,07 <0,07 <0,07 0,09 ± 0,06*** <0,07 <0,07 <0,07 0,70 ± 0,99**

Tabla 1. Concentración de antibióticos (μg/l) en el agua del río Bernesga. media e intervalo de confianza del 95%. datos de los días 24, 30 y 31 
de agosto de 2010 (n=3).

notas:  * La sustancia sólo fue encontrada en una de las muestras. ** La sustancia fue detectada en dos muestras. *** La sustancia fue detectada en 
las tres muestras.
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Los elevados límites de detección del método utili-
zado impiden conocer las concentraciones de antibióti-
cos por debajo de 0,07 ppb (límite de detección de la 
técnica). En general, tanto el vertido de antibióticos 
como el de la EdAR de León presentan un número 
mayor de antibióticos que los encontrados en el primer 
punto del río lo que demuestra que dichos vertidos son 
fuente de antibióticos a las aguas naturales. no obs-
tante, tanto la enrofloxacina como el flumequine y la 
benzatina fueron detectados en el primer punto de 
muestreo, pese a estar alejado del primer vertido que 
pudiera afectarle.

Los resultados obtenidos en el presente estudio no 
son muy diferentes de los de otros investigadores. En la 
bibliografía consultada, las quinolonas resultaron uno de 
los grupos más frecuentes en las muestras analizadas. 
La enrofloxacina se ha detectado en aguas de río en 
concentraciones de 0,30 μg/l en Australia (Watkinson et 
al., 2009) y algo menores en portugal, de 67-100 ng/l 
(pena et al., 2007). En cambio otros estudios no han po-
dido detectar este compuesto en aguas fluviales de 
EEUU (Kolpin et al., 2002) y Francia (Tamtam et al., 2008, 
2009). La danafloxacina ha sido detectada en ríos fran-
ceses con concentraciones medias de 0-19 ng/l (Tamtam 
et al., 2008). La difloxacina y la sarafloxacina son sustan-
cias fotodegradables (prabhakaran et al., 2009) y no han 
sido detectadas en varios estudios llevados a cabo con 
agua de ríos de Francia (Tam tam et al., 2008, 2009) y 
EEUU (Kolpin et al., 2002). El flumequine ha sido anali-
zado en agua de ríos de Francia, donde se detectaron 
concentraciones de 0-18 ng/l (Tamtam et al., 2008, 2009). 
La presencia de los antibióticos del grupo de las tetraci-
clinas en el medio ambiente ha sido objeto de numero-
sos estudios. La oxitetraciclina ha sido detectada en 
muestras de agua fluvial de todo el planeta en concen-
traciones variables: 0-0,34 μg/l en EEUU (Arikan et al., 
2008; Kim y Carlson, 2007; Kolpin et al., 2002; Yang y 
Carlson, 2003), 0,2-2 μg/l en China (Liu et al., 2009), 
0,07-0,10 μg/l en Australia (Watkinson et al., 2009), 0-0,68 
μg/l en Francia (Feitosa-Felizzola y Chiron, 2009), 0-10 
ng/l en Taiwán (Lin y Tsai, 2009) y 0-1,82 ng/l en Italia 
(Zuccato et al., 2010). del mismo modo, la clortetraciclina 
es un contaminante abundante el las aguas superficiales 
del mundo: se han detectado concentraciones de 0-0,69 
μg/l en EEUU (Kolpin et al., 2002; Yang y Carlson, 2003), 
de 0,60 μg/l en Australia (Watkinson et al., 2009) y de 
0-100 ng/l en Taiwán (Lin y Tsai, 2009). Los antibióticos 
ß-lactámicos son medicamentos muy consumidos en Es-
paña. Además, han sido detectados en aguas superficia-
les de diferentes países. Se han medido concentraciones 

de oxacilina de 10 ng/l cerca de una EdAR en EEUU 
(Cha et al., 2006).

En un trabajo anterior, Hijosa-Valsero et al (en prensa) 
estudiaron la concentración de antibióticos en la entrada 
y salida de la EdAR de León durante el invierno. En este 
caso el método empleado permitió alcanzar ppt, lo que 
evidenció la presencia de antibióticos no encontrados en 
el presente estudio.

Tabla 2. Concentración media (ng l-1) e intervalo de confianza (0.95) 
de la concentración de antibióticos en la entrada (influente) y salida 
(Efluente) de la EdAR de León (Hijosa-Valsero et al. en prensa).

Influent WWTP effluent 

doxycycline 180 ± 83 70 ± 30 (61 ± 38) 

Amoxicillin 46000 ± 14000 30000 ± 12000 (35 ± 17)

Ampicillin 690 ± 81 640 ± 170 (7 ± 2)

Clarithromycin 250 ± 84 200 ± 60 (18 ± 9)

Erythromycin 57 ± 26 65 ± 28 (n.r.)

Lincomycin 6 ± 3 5 ± 1 (24 ± 9)

Sulfamethoxazole* 260 ± 110 160 ± 46 (60 ± 26)

n-acetyl- 
sulfamethoxazole*

360 ± 110 92 ± 19 

Sulfadimethoxine** 3100 1500 (53 ± 30)

Trimethoprim 100 ± 26 89 ± 20 (14 ± 5)

Antibióticos en los sedimentos de río

Los antibióticos detectados en los sedimentos del 
río Bernesga fueron trimetoprim (sustancia asociada a 
las sulfamidas), enrofloxacina, difloxacina, sarafloxa-
cina, flumequine, ácido oxolínico (quinolonas), oxitetra-
ciclina, doxiciclina (tetraciclinas), griseofulvin (butirofe-
nona), penicilina V (ß -lactámico, penicilina) y benzatina 
(sustancia asociada a las penicilinas). Sus concentra-
ciones en cada localidad estudiada se muestran en la 
tabla 3. La sustancia más común era la enrofloxacina. 
La adsorción de las moléculas estudiadas a los sedi-
mentos depende de las propiedades físico-químicas de 
los compuestos, especialmente los valores de log K

ow
 y 

log K
oc
 (Tabla Anexo).

En los sedimentos del río, en general, se encontra-
ron sustancias similares a las presentes en el agua. Sin 
embargo, existían algunas diferencias notables, como 
la presencia de danafloxacina, clortetraciclina y oxaci-
lina exclusivamente en las muestras acuosas o la de-
tección de trimetoprim, ácido oxolínico, doxiciclina, 
griseofulvin y penicilina V únicamente en las muestras 
de sedimentos.
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En este caso, los valores registrados en el presente 
estudio también coinciden con los que se reflejan en la 
bibliografía internacional relativa a sedimentos fluviales. 
para las quinolonas, en un estudio realizado en Francia 
(pouliquen et al., 2009) se encontraron concentraciones 
de 0-700 ng/g de flumequine y 0-20 ng/g de ácido oxo-
línico en sedimentos de río. En lo referente al grupo de 
las tetraciclinas, cabe decir que estos antibióticos son 
muy comunes en los sedimentos debido a su naturaleza 
química. La oxitetraciclina se ha detectado frecuente-
mente en sedimentos de diversas partes del mundo en 
concentraciones de 0-200 μg/kg en China (Liu et al., 
2009; Yang et al., 2010), de 0-8,3 μg/kg en EEUU 
(Arikan et al., 2008; Kim y Carlson, 2007) y de 0-180 
ng/g en Francia (pouliquen et al., 2009). En estudios 

realizados en ríos de EEUU (Arikan et al., 2008; Kim y 
Carlson, 2007) se han detectado concentraciones de 
doxiciclina de 0-28 μg/kg en los sedimentos. El trimeto-
prim ha sido detectado en China en concentraciones de 
34,6 ng/g (Tang et al., 2009).

3.3.  Indicadores microbianos y resistencia a 
antibióticos en aguas de pozo y vertidos

A partir de los resultados de los conteos en placa se 
calcularon los porcentajes de resistencia a los diferen-
tes antibióticos con respecto a los controles en cada 
margen del rio. En las siguientes tablas se pueden 
observar esos resultados (Vertidos; Tabla 4, pozos; 
Tabla 5).

Tabla 3. Concentración de antibióticos (μg/kg) en los sedimentos del río Bernesga. media e intervalo de confianza del 95%. datos de los días 
24, 30 y 31 de agosto de 2010 (n=3).

 Trimetoprim Enrofloxacina Difloxacina Sarafloxacina
Ácido  

oxalínico
Flumequine Oxitetraciclina Doxiciclina Griseofulvin Penicilina V Benzatina

Río 1 12,72*
48,27 ± 

8,37**
6,33 <5,00 <5,00 22,17* 13,48* <5,00 <5,00 <5,00 495,81*

Río 2 8,11*
26,71 ± 

0,53**

19,40 ± 

24,00**
<5,00 <5,00 14,57* <5,00 <5,00 <5,00 <5,00 257,97*

Río 3 <5,00 18,53* 16,00* <5,00 6,13*
6,83 ± 

1,57**
6,88* <5,00 7,14* <5,00 <5,00

Río 4 9,53*
47,04 ± 

76,28**
6,19* <5,00 <5,00 18,53* 8,72* <5,00 <5,00 20,97* 30,11*

Río 5 <5,00
41,49 ± 

14,29**
<5,00 7,02* 5,19* 21,28* <5,00 <5,00 <5,00 7,17* 31,96*

Río 6 <5,00
57,61 ± 

75,68**
28,70* 6,91* <5,00 20,93* 22,56* 6,38* <5,00 <5,00 25,16*

notas:  * La sustancia sólo fue encontrada en una de las muestras. ** La sustancia fue detectada en dos muestras. *** La sustancia fue detectada en 
las tres muestras

Tabla 4. Resistencia a antibióticos en los grupos cultivados a partir de los ocho vertidos analizados.

Grupo Bacterias Antibiótico Margen del Rio Media % Resistencias Desviación Estándar

E. coli

Cefalexina
derecha 54,0 28

Izquierda 49,3 34

Amoxicilina
derecha 71,0 28

Izquierda 71,3 31

Coliformes Totales

Cefalexina
derecha 72,0 33

Izquierda 74,0 27

Amoxicilina
derecha 71,0 30

Izquierda 59,3 32

Enterococcus

Cefalexina
derecha 81 20

Izquierda 84,0 22

Amoxicilina
derecha 3 10

Izquierda 3,7 18



BACTERIAS RESISTENTES A ANTIBIóTICOS EN MEDIOS ACUÁTICOS |  13

Tras realizar el análisis estadístico de las diferen-
cias encontradas en las dos márgenes, tanto de los 
vertidos como de los pozos solo se han hallado dife-
rencias significativas en la resistencia de los Colifor-
mes Totales a Amoxicilina en los pozos, mientras que 
el caso de los vertidos no se ha detectado ninguna 
diferencia (Tabla 6).

Tabla 6. Valores del estadístico p de la U de mann-Whitney de las 
diferencias en la resistencia entre la margen izq. y dcha. del rio 
para cada grupo bacteriano (diferencia significativa cuando 
p<0,05).

G. bacteriano Antibiótico Pozos Vertidos

E. coli
Cefalexina 1,00 0,56

Amoxicilina – 0,89

CT
Cefalexina 0,39 0,33

Amoxicilina 0,00 0,16

Enterococcus
Cefalexina 0,60 0,77

Amoxicilina 0,14 0,73

Los resultados demuestran que no hay un efecto de la 
actividad de la industria sobre las comunidades microbia-
nas de los vertidos domésticos, y escaso impacto sobre las 
aguas subterráneas.

3.4.  Comunidades bacterianas del río y resistencia  
a antibióticos

Caracterización de la comunidad bacteriana

Tras la realización de los conteos de bacterias en las 
placas sin antibiótico (controles) se puede observar 
cómo tanto la depuradora de antibióticos como la 

EdAR de León aportan bacterias al medio receptor, 
siendo la cantidad de bacterias de todos los grupos 
mucho mayor (de dos a tres logaritmos de diferencia) 
a partir del vertido de la EdAR (puntos Río 4, Río 5, y 
Río 6) (Figura 6).
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Figura 6. Log 10 de las Unidades Formadoras de Colonias por milili-
tro en cada punto de muestreo del río.

Estas diferencias se ven más claramente si la abun-
dancia de bacterias se expresa en relación con el cau-
dal del río y los vertidos (cargas de bacterias). Los cau-
dales se midieron en el punto 1 (1,2 m3 seg-1) y en el 
punto 6 (3 m3 seg-1), los vertidos de AB y la EdAR son 
conocidos (0,09 y 1,2 m3 seg-1 respectivamente), y el 
resto de puntos del rio puede ser calculado (puntos 2 y 
3: 1,8 m3 seg-1. puntos 4 y 5: 3 m3 seg-1). Así se puede 
observar como el número de bacterias que pasan por 
cada punto del río es mayor a partir de los  vertidos en 
casi 3 logaritmos de media (Figura 7).

Tabla 5. Resistencias a antibióticos en los grupos cultivados a partir de los pozos situados en ambas márgenes del río.

Grupo Bacterias Antibiótico Margen del Rio Media % Resistencias Desviación Estándar

E. coli

Cefalexina
derecha 0 0

Izquierda 0 0

Amoxicilina
derecha 0 0

Izquierda 0 0

Coliformes Totales

Cefalexina
derecha 22,98 24,99

Izquierda 17,39 15,89

Amoxicilina
derecha 54,74 26,3

Izquierda 37,43 32,03

Enterococcus

Cefalexina
derecha 52,13 26,76

Izquierda 56,54 49,80

Amoxicilina
derecha 0 0

Izquierda 16,97 62,33
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Figura 7. Carga bacteriana (UFCs/día) en cada punto de muestreo.

En el caso de los sedimentos también se observa un 
incremento sustancial en el número total de bacterias exis-
tentes de todos los grupos según se avanza a lo largo del 
río y se van incorporando los vertidos (Figura 8).

Figura 8. Log 10 de las Unidades Formadoras de Colonias por milili-
tro en cada punto de muestreo de los sedimentos.

Análisis de las resistencias

Además del número total de bacterias que los vertidos 
aportan al medio receptor, es necesario saber qué por-
centaje de esas bacterias son resistentes a antibióticos. 
Los dos antibióticos ensayados en este estudio correspon-
den a aquellos que son producidos por la industria y pre-
sentes por tanto en sus aguas residuales y en el río.

Estudio de resistencias por dilución en placa

Las muestras de agua recogidas durante el periodo de 
muestreo presentan un patrón de resistencia a los antibióti-
cos dispar, en el caso de la Cefalexina el grupo bacteriano 
que presenta mayor porcentaje de resistencia es el de los 

Coliformes Totales, alcanzando en determinadas muestras 
valores de hasta el 100% después del vertido de antibióti-
cos, aunque estos porcentajes van disminuyendo a lo largo 
del río (Figura 9) al contrario de lo que pasaba con el nú-
mero total de bacterias. En el caso de la Amoxicilina tanto 
los Coliformes Totales como E. coli muestran porcentajes de 
resistencia bastante elevados, decayendo también según 
se avanza en el curso del río. no se encontraron Enterococ-
cus resistentes salvo en el vertido de la EdAR (Figura 10).
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Figura 9. porcentajes de resistencia a Cefalexina en las muestras de 
agua del río.
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Figura 10. porcentajes de resistencia a Amoxicilina en las muestras 
de agua del río. 

En la Tabla 7 se pueden ver los valores del esta-
dístico p de la prueba de la U de mann-Whitney para 
la diferencia entre los diferentes puntos de muestreo 
del río y los vertidos de AB y la EdAR. En la mayoría 
de los casos no se observan diferencias significativas, 
lo que da lugar a pensar que el impacto de los verti-
dos sobre el cauce receptor es muy variable.
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En el caso de los sedimentos los patrones son si-
milares a los del agua, para Cefalexina las mayores 
resistencias se producen tras el vertido de Antibióti-
cos, disminuyendo a lo largo del curso del río, y el 
grupo bacteriano que mayor porcentaje de resisten-
cias presenta es el de Coliformes Totales (Figura 11), 
mientras que para la Amoxicilina tanto Coliformes To-
tales como E. coli presentan elevada resistencia, dis-
minuyendo en general a lo largo del curso del río. 
Tampoco se encontraron Enterococcus resistentes a 
Amoxicilina en los sedimentos (Figura 12).
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Figura 11. porcentajes de resistencia a Cefalexina en las muestras de 
sedimento del río.
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Figura 12. porcentajes de resistencia a Amoxicilina en las muestras 
de sedimento del río. 

En la Tabla 8 se pueden ver los valores del esta-
dístico p de la prueba de la U de mann-Whitney para 
comprobar la diferencia entre los diferentes puntos de 
muestreo de sedimentos. Al igual que en los puntos 
del río en la mayoría de los casos no se observan di-
ferencias significativas, sin embargo justo después del 
vertido de AB (punto 2 y 3) si que se puede ver para 
el grupo de Coliformes Totales que la resistencia a la 
Amoxicilina es diferente (mayor) de los otros puntos, 
así como para la Cefalexina en el punto 2 para los 
Enterococcus, lo que da a entender que se están acu-
mulando bacterias resistentes en el sedimento del río 
justo después del vertido de antibióticos.

Tabla 7. Estadístico p de la U de mann-Whitney para la diferencia en el porcentaje de resistencias a Cefalexina y Amoxicilina entre cada 
punto de muestreo del río (Cefalexina/Amoxicilina) (diferencia significativa cuando p<0,05).

Río 1 AB Río 2 Río 3 EDAR Río 4 Río 5

E. coli

AB 0,54/0,56

Río 2 0,51/1 0,74/0,54

Río 3 0,82/0,39 0,65/0,82 0,4/0,82

EdAR 0,5/0,67 0,65/0,28 0,72/0,67 0,55/0,57

Río 4 1/0,39 0,2/0,2 0,32/1 0,94/0,33 0,09/0,87

Río 5 0,66/0,39 0,27/0,83 0,26/0,66 0,74/1 0,18/0,26 0,87/0,08

Río 6 0,66/0,67 0,83/0,83 0,5/1 0,62/0,33 0,87/0,42 0,05/0,2 0,19/0,52

Coliformes 
totales

AB 0,09/0,06

Río 2 0,03/0,67 1/0,08

Río 3 0,02/0,42 0,83/0,06 0,29/0,83

EdAR 0,15/0,26 0,66/0,17 0,39/0,83 0,26/0,74

Río 4 0,04/0,2 0,39/0,09 0,39/0,39 0,52/0,34 0,87/0,63

Río 5 0,08/0,00 0,52/0,13 0,83/0,01 0,23/0,02 0,87/0,04 0,75/0,00

Río 6 0,15/0,04 0,67/0,45 0,39/0,03 0,08/0,06 0,75/0,13 0,75/0,04 0,75/0,42

Enterococcus

AB 0,2/-

Río 2 0,62/- 1/-

Río 3 0,08/- 0,39/- 0,46/–

EdAR 0,51/0,14 1/0,22 0,62/0,14 0,15/0,14

Río 4 0,62/- 0,01/- 0,81/- 0,04/- 0,26/0,14

Río 5 0,4/- 0,03/- 0,44/- 0,04/- 0,14/0,14 0,57/-

Río 6 1/- 0,39/- 0,62/- 0,11/- 0,51/0,14 0,26/- 0,18/-
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Tabla 8. Estadístico p de la U de mann-Whitney para la diferencia 
en el porcentaje de resistencias a Cefalexina y Amoxicilina entre 
cada punto de muestreo de sedimentos (Cefalexina/Amoxicilina) 
(diferencia significativa cuando p<0,05).

Sedim. 1 Sedim. 2 Sedim. 3 Sedim. 4 Sedim. 5

E. coli

Sedim. 2 1/0,41

Sedim. 3 0,13/0,42 0,17/0,29

Sedim. 4 0,44/0,42 0,28/0,2 0,51/0,52

Sedim. 5 0,72/0,52 0,7/0,87 0,09/0,09 0,28/0,05

Sedim. 6 0,04/0,34 0,33/0,14 0,42/1 1/0,52 0,02/0,05

Coliformes  
Totales

Sedim. 2 0,39/0,01

Sedim. 3 0,39/0,46 0,63/0,01

Sedim. 4 0,06/0,09 0,34/0,00 0,34/0,05

Sedim. 5 0,14/0,01 0,34/0,00 0,75/0,00 0,75/0,2

Sedim. 6 0,03/0,01 0,34/0,00 0,87/0,00 0,42/0,11 0,34/1

Enterococcus

Sedim. 2 0,01/-

Sedim. 3 0,77/- 1/-

Sedim. 4 0,28/- 0,00/- 0,66/-

Sedim. 5 0,29/- 0,00/- 1/- 0,75/-

Sedim. 6 0,13/- 0,00/- 1/- 0,34/- 0,87/-

Estudio de resistencias múltiples mediante 
antibiogramas

de los 14 puntos de muestreo realizados entre el río, los 
sedimentos y los vertidos, un total de 289 colonias de E. 
coli fueron aisladas y se analizaron sus patrones de resis-
tencia a antibióticos. La Tabla 9 muestra los patrones de 
resistencia obtenidos para las muestras de agua del río, 
así como de los vertidos de antibióticos y de la EdAR de 
León. En la Tabla 10 se muestran los resultados de los 
sedimentos. Se puede observar cómo tanto la Eritromicina 
como la penicilina tienen tasas de resistencia del 100% en 
todos los puntos, mientras que en el caso de la Azitromi-
cina el porcentaje de bacterias resistentes no supera el 
35% en ningún punto. También se puede apreciar como 
el porcentaje de resistentes disminuye justo después del 
vertido de antibióticos (punto Río 2) para luego aumentar 
y mantenerse a lo largo del río. En el caso de los sedimen-
tos las resistencias se mantienen bastante similares a lo 
largo del río.

Tabla 9. patrones de resistencia de las colonias aisladas de E. coli en el río y los vertidos.

Antibiótico
Concentración 

(μg)

Colonias de E. coli resistentes en cada punto de muestreo (%)

Río 1 (n=20) AB (n=5) Río 2 (n=6) Río 3 (n=19)
EdAR 
(n=22)

Río 4 (n=29) Río 5 (n=29) Río 6 (n=29)

Ampicilina 10 75,0 40,0 83,3 94,7 81,8 82,8 75,9 65,5

doxiciclina 30 25,0 20,0 0,0 52,6 61,9 58,6 69,0 55,2

Tetraciclina 30 35,0 20,0 16,7 63,2 59,1 75,9 58,6 65,5

Strepto- 
micina

10 40,0 100,0 0,0 63,2 52,4 65,5 55,2 34,5

Eritromicina 15 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

Azitromicina 15 11,8 0,0 16,7 31,6 9,1 17,2 17,2 20,7

penicilina 10 (U) 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

Tabla 10 . patrones de resistencia de las colonias aisladas de E. coli en los sedimentos.

Antibiótico
Concentración 

(μg)

Colonias de E. coli resistentes en cada punto de muestreo (%)

Sedimentos 1 
(n=25)

Sedimentos 2  
(n=7)

Sedimentos 3  
(n=15)

Sedimentos 4  
(n=27)

Sedimentos 5  
(n=27)

Sedimentos 6  
(n=29)

Ampicilina 10 100,0 100,0 100,0 81,5 44,4 82,8

doxiciclina 30 80,0 100,0 46,7 66,7 55,6 55,2

Tetraciclina 30 92,0 57,1 66,7 70,4 51,9 48,3

Streptomicina 10 40,0 28,6 46,7 51,9 40,7 34,5

Eritromicina 15 96,0 85,7 100,0 100,0 100,0 100,0

Azitromicina 15 16,0 0,0 7,1 33,3 14,8 3,4

penicilina 10 (U) 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
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Patrones de Multirresistencia

A partir de los patrones de resistencia obtenidos por el 
método de difusión en agar se puede saber a cuantos 
antibióticos es resistente cada bacteria aislada, permi-
tiendo saber el porcentaje de bacterias que es resistente 
a 1, 2, 3, …, 7 antibióticos, dándonos una idea de la exis-
tencia de resistencia cruzada a varios antibióticos. En la 
Figura 13 se puede ver la distribución de estos porcenta-
jes en los puntos del río y de los vertidos. Se observa que 
en todos los puntos el 100% de las bacterias son resisten-
tes a 2 o más antibióticos, mientras que más del 80% 
presentan resistencia a 3 o más antibióticos. También se 
puede apreciar como a partir del punto 3 disminuye drás-
ticamente el porcentaje de resistentes a 3 antibióticos de-
jando paso a multirresistentes con más de 4 resistencias.

En la Figura 14 se pueden ver los mismos datos para 
el caso de los sedimentos, el patrón es similar, en el punto 
2 prevalecen en este caso los multirresistentes con 4 re-
sistencias, para luego descender su número aumentando 
el de resistentes a 5 o más antibióticos.
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Figura 14. distribución de los porcentajes de multirresistencia de los 
puntos muestreados en el sedimento. 

Estos datos hacen pensar que las resistencias cruza-
das están ampliamente desarrolladas en el ecosistema, 

puesto que todas las colonias aisladas fueron resistentes 
al menos a 2 antibióticos, y muchas de ellas a mas de 3 y 
más de 4, encontrándose también un número significativo 
de colonias resistentes a todos los antibióticos probados.

3.5.  Eliminación de bacterias resistentes a 
antibióticos en humedales construidos

Caracterización de la comunidad bacteriana

En los efluentes de los humedales construidos se puede 
observar la dominancia de los CT como principal grupo 
bacteriano, seguida de E. coli y siendo los Enterococcus 
el grupo menos abundante (Figura 15). En cuanto a la 
eliminación del número total de bacterias todos los hume-
dales, así como la EdAR presentan diferencias estadísti-
camente significativas (Kruskal-Wallis, p<0,001) respecto 
del influente (Infl.) para todos los grupos bacterianos. Asi-
mismo los humedales 3, 4, 7 y 8 eliminan significativa-
mente mejor (Kruskal-Wallis, p<0,05) que la EdAR todos 
los grupos bacterianos, siendo el H7 la configuración que 
mejor rendimiento de eliminación presenta.
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Figura 15. Log 10 de las Unidades Formadoras de Colonias por mili-
litro en los efluentes de los Humedales construidos (H#), el efluente 
de la EdAR (EdAR) y el influente de ambos (Infl.).
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Figura 13. distribución de los porcentajes de multirresistencia de los puntos muestreados en el río (Izq.) y de los vertidos (dcha.).
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Análisis de las resistencias a antibióticos en los 
humedales construidos

Al realizar los análisis de resistencias de los efluentes de 
los humedales se comprueba que no presentan tasas de 
resistencia significativamente diferentes (Kruskal-Wallis, 
p>0,05) del efluente de la EdAR ni del influente. Los Coli-
formes Totales (Figura 16) presentan tasas de resistencia 
muy altas con valores medios en torno al 100%, y en algu-
nos casos (H7) incluso se observan mayores crecimientos 
en la placa con antibiótico que en la control. También se 
observa como un aumento en la concentración de antibió-
tico se traduce en un menor porcentaje de resistentes. En 
el caso de E. coli (Figura 17) se observan patrones simila-
res entre los diferentes sistemas, pero con tasas de resis-
tencia algo menores, alrededor del 50%. En general tam-
bién se observa una disminución del porcentaje de 
resistencias con el aumento de la concentración de anti-
biótico, pero menor que en el caso de los CT. En los En-
terococcus (Figura 18) se puede apreciar una sensibilidad 
mucho mayor al antibiótico, siendo los porcentajes máxi-
mos menores del 10%.
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Figura 16. porcentajes de Coliformes Totales resistentes a Amoxicilina 
en los efluentes de los Humedales construidos (H#), el efluente de la 
EdAR (EdAR) y el influente de ambos (Infl.).
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Figura 17. porcentajes de E. coli resistentes a Amoxicilina en los 
efluentes de los Humedales construidos (H#), el efluente de la EdAR 
(EdAR) y el influente de ambos (Infl.).
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Figura 18. porcentajes de Enterococcus resistentes a Amoxicilina en 
los efluentes de los Humedales construidos (H#), el efluente de la 
EdAR (EdAR) y el influente de ambos (Infl.).

A pesar de que las resistencias a antibióticos de las 
bacterias son mecanismos naturales desarrollados por estas 
como elemento de defensa o estrategia competitiva (martí-
nez, 2009), la presión selectiva a la que son sometidas por 
el hombre al ponerlas en contacto con estas sustancias hace 
que sean favorecidas aquellas que incorporan la resistencia 
(Alonso et al., 2001). La emisión de bacterias resistentes al 
medio acuático favorece también el intercambio genético 
con poblaciones previamente no resistentes (davison, 1999).

Aunque la mortalidad de las bacterias patógenas o sus 
indicadores es muy elevada en medios extraenterales, su 
gran abundancia (mcFeters et al., 1990) y determinadas 
condiciones ambientales pueden mantenerlas viables du-
rante micho tiempo (davies-Colley et al., 1999). Este hecho 
es especialmente relevante en los sedimentos, que actúan 
como reservorio de bacterias (Fernandes Cardoso de oli-
veira y Watanabe pinhata, 2008; Alm et al., 2003; Howel et 
al., 1995) debido a la disponibilidad de nutrientes (davies et 
al., 1995) a la protección adicional que estos proporcionan 
frente a la luz (davies-Colley et al., 1999) y la depredación 
de los protozoos (davies y Bavor, 2000). diversos autores 
han encontrado una elevada correlación entre la densidad 
bacteriana en los sedimentos y el agua de diferentes medios 
(playas y orillas de agua dulce) (Fernandes Cardoso de 
oliveira y Watanabe pinhata, 2008; Alm et al., 2003; Junco 
et al., 2005), lo que indica la existencia de un flujo continuo 
de de microorganismos entre los dos medios, y por tanto de 
su material genético (incluyendo los genes de resistencia). 
Todos estos factores pueden estar influyendo en el hecho 
de la elevada resistencia en los sedimentos de los puntos 2 
y 3, que van disminuyendo a lo largo del río.

En general las depuradoras reducen entre 1 y 3 loga-
ritmos la abundancia de bacterias del agua de entrada 
(Hirata et al., 2003; Reinthaler et al., 2003), sin embargo, 
esta reducción no tiene porque ir acompañada de una 
reducción en el numero de bacterias resistentes, sino al 
contrario, y por tanto aumentando el porcentaje de bacterias 
resistentes (da Costa et al., 2006). Las bacterias cuantifica-
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das en este estudio son indicadores fecales, y por tanto de 
fácil detección en efluentes de depuradoras de aguas resi-
duales urbanas, en la que la contaminación es mayoritaria-
mente fecal, no así en las aguas residuales industriales 
como es el caso del vertido de antibióticos, por lo que aun-
que, en este efluente no se detecte un numero demasiado 
elevado de indicadores fecales, es posible que se estén 
aportando genes de resistencia al medio a través de otro 
tipo de bacterias no detectadas, o incluso no cultivables 
(Roszak, 1987, Ash, 2002). En el caso de los humedales 
construidos, sistemas naturales, está demostrado que son 
más eficaces en la eliminación de bacterias indicadoras de 
contaminación fecal que los convencionales (García y Béca-
res, 1997), como también se ha demostrado en este estudio.

Los porcentajes de resistencia obtenidos en este estu-
dio corresponden con los rangos de resistencia hallados 
por otros autores, así, los Enterococcus han presentado 
resistencias muy bajas (del 0% en la mayoría de los casos) 
a Amoxicilina coincidiendo con Fernandes Cardoso de oli-
veira y Watanabe pinhata, (2008). Las resistencias de E. 
coli y Los CT a este mismo antibiotico tambien son com-
parables a las encontradas por otros autores (Carrol et al., 
2005; Fars et al 2005, Lefkowitz and duran, 2009), aunque 
en el caso de los CT son un poco mas altos los datos 

obtenidos en este estudio (aprox un 20%). En el caso de 
los efluentes de los humedales construidos las resistencias 
de los CT obtenidas son mas altas de lo observado por 
otros autores. Si comparamos los resultados obtenidos a 
partir de los antibiogramas encontramos rangos entre el 3 
y el 66% de E. coli reistentes a Ampicilina, el 100% de 
resistentes a Eritromicina, entre el 15 y el 33 % de resis-
tentes a Tetraciclina, el 30 % resistente a Streptomicina, y 
el 70% resistente a penicilina (Reinthaler et al., 2003; Le-
fkowitz and duran, 2009; Costanzo et al., 2005; Carrol et 
al., 2005; Schwartz et al., 2003), todos ellos valores com-
parables con los obtenidos en el presente trabajo.

La multirresistencia es otra caracteristica comunmente 
estudiada, Chelosi et al (2003) encontraron que mas del 
56% de las Gram negativas de sedimentos marinos culti-
vadas tenian resistencia a 5 o más antibíoticos, Lefkowitz 
y duran (2009) midieron la multirresisencia de E. coli en 
plantas de tratamiento de aguas residuales obteniendo 
valores en el effluente de un 60% de multirresistentes a 2 
o mas antibioticos, y un 25% a 4 o mas, otros autores 
tambien lo han estudiado (Tendencia and de la peña, 
2001; pillai et al., 1997; Lin y Biyela, 2005; Toroglu, 2005; 
Chapin et al., 2005), y los datos obtenidos en este estudio 
se encuentran en los mismos rangos.
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5. ANEXoS

Tabla Anexo.  Estructura molecular y propiedades físico-químicas de los antibióticos detectados. Notas: Se utilizó el programa EpI Suite 4.00 
para calcular los valores de log K

ow
, l

og
 Koc (modelo mCI), constante de Henry y solubilidad en agua (modelo log K

ow)
. Las moléculas se dibuja-

ron con Keg draw versión 0.1.10 (Beta).

Sustancia
log 
Kow

log 
Koc

Constante  
de Henry a 25ºC  
(atm m3 mol-1)

Solubilidad en  
agua a 25ºC  

(mg L-1)
Estructura molecular

ß-lactámicos

Oxacilina  
 
CAS 66-79-5  
 
masa 401,44

2,38 2,569 2,55·10-17 27,84

Penicilina V  
 
CAS 87-08-1 
 
masa 350,39

2,09 1,498 4,42·10-15 101,1 

Sustancias asociadas a los ß-lactámicos

Benzatina 
 
CAS 140-28-3 
 
masa 240,35

2,73 4,414 3,25·10-11 3930

Butirofenonas

Griseofulvin 
 
CAS 126-07-8 
 
masa 352,77

2,18 2,055 1,42·10-13 8,64
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Sustancia
log 
Kow

log 
Koc

Constante  
de Henry a 25ºC  
(atm m3 mol-1)

Solubilidad en  
agua a 25ºC  

(mg L-1)
Estructura molecular

Quinolonas

Ácido oxolínico  
 
CAS 14698-29-4 
 
masa 261,24

0,94 1,000 4,12-10.-16 3,2

Danofloxacina  
 
CAS 112398-08-0 
 
masa 357,37

– – – 1720 

Difloxacina 
 
CAS 98106-17-3 
 
masa 399,40

0,89 2,743 4,22·10-19 1333

Enrofloxacina 
 
CAS 93106-60-6 
 
masa 359 ,40

0,70 1,174 1,48·10-18 3397

Flumequine 
 
CAS 42835-25-6 
 
masa 261,25

160 1,582 2,67·10-13 2186
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Sustancia
log 
Kow

log 
Koc

Constante  
de Henry a 25ºC  
(atm m3 mol-1)

Solubilidad en  
agua a 25ºC  

(mg L-1)
Estructura molecular

Sarafloxacina  
 
CAS 98105-99-8 
 
masa 385,37

 1,07 2,750 1,92·10-19 1139

Sustancias asociadas a las sulfamidas

Trimetoprim 
 
CAS 738-70-5 
 
masa 290,14

0,91 2,857 2,39·10-14 400 

Tetraciclinas

Clortetraciclina 
 
CAS 57-62-5 
 
masa 478,11

-0,62 1,858 3,45·10-24 640

Doxiciclina 
 
CAS 564-25-0 
 
masa 444,15

-0,02 1,693 4,66·10-24 630

Oxitetraciclina 
 
CAS 79-57-2 
 
masa 460,43

-0,90 1,867 1,70·10-25 313


