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1. RESUMEN

Las bacterias resistentes a antibioticos representan una creciente amenaza para la
salud publica a nivel mundial. Multiples actividades antropogénicas pueden crear ambientes
que funcionen como reservorios para dichos microorganismos, siendo uno de ellos las plantas
de tratamiento de aguas residuales (PTARSs). Este estudio se enfoca en comprender la carga
de genes asociados a resistencias de antibioticos (ARGs) en un sistema de tratamiento de
aguas residuales de una urbanizacion en Costa Rica, donde no existen estudios previos con
este enfoque. Para ello, se establecieron tres sitios de muestreo en esta PTAR para recolectar
muestras de afluente, lodos y efluente durante las épocas seca y lluviosa. Posteriormente, se
realizaron analisis fisicoquimicos, microbiologicos y la cuantificacion de ARGs presentes en
las muestras. Con estos resultados, se aplicoé la prueba Shapiro-Wilk para determinar la
normalidad de los datos, y pruebas paramétricas o no paramétricas para comparar las distintas
matrices. Las primeras pruebas t-Student y Wilcoxon revelaron que los genes drfd12, sull,
qacE, intll y blaTEM fueron significativamente més abundantes en el efluente que en el
afluente debido ya sea a la transferencia horizontal de genes (HGT) o bien debido a presiones
selectivas. Por otra parte, las pruebas ANOVA y Kruskal-Wallis no demostraron diferencias
significativas en la abundancia de genes entre las épocas, lo que indica que las condiciones
climaticas no influyeron en la presencia de ARGs en la PTAR de estudio. Asimismo, las
concentraciones de contaminantes fisicoquimicos y microbiologicos en el afluente o en el
efluente tampoco presentaron diferencias significativas debido a cambios estacionales al
aplicar los andlisis t-Student o Wilcoxon. Esto demostr6 tanto una entrada constante de
contaminantes, como una eficiencia de tratamiento estable en la planta a lo largo del afo.
Finalmente, por medio de un andlisis de componentes principales (PCA) se demostré que los
ARGs estan estrechamente correlacionados entre si, particularmente con el gen int/1, lo que

sugiere un riesgo de diseminacion de estos genes a través de la HGT.

Palabras clave: actividades antropogénicas, salud publica, reservorios, condiciones

climaticas, genes de resistencia a antibidticos, transferencia horizontal de genes.



2. ABSTRACT

Antibiotic resistant bacteria represent a growing threat to public health worldwide.
Various anthropogenic activities can create environments that serve as reservoirs for these
microorganisms, one of which is wastewater treatment plants (WWTPs). This study focuses
on understanding the load of antibiotic resistance genes (ARGs) in a wastewater treatment
system from a residential area in Costa Rica, where no previous studies with this focus have
been conducted. For this purpose, three sampling sites were established in this WWTP to
collect influent, sludge, and effluent samples during the dry and rainy seasons. Subsequently,
physicochemical, microbiological, and ARG quantification analyses were performed on the
samples. Based on these results, the Shapiro-Wilk test was applied to determine the normality
of the data, and parametric or non-parametric tests were used to compare the different
matrices. The initial t-Student and Wilcoxon tests revealed that the drf412, sull, qacE, intl1,
and blaTEM genes were significantly more abundant in the effluent than in the influent, due
to either horizontal gene transfer (HGT), or selective pressures. On the other hand, ANOVA
and Kruskal-Wallis tests did not show significant differences in gene abundance between
seasons, indicating that climatic conditions did not influence the presence of ARGs in the
studied WWTP. In a similar way, the concentrations of physicochemical and microbiological
contaminants in the influent or effluent did not show significant differences due to seasonal
changes when applying the t-Student or Wilcoxon analyses. This demonstrated a constant
influx of contaminants as well as stable treatment efficiency within the plant throughout the
year. Finally, through a principal component analysis (PCA), it was shown that the ARGs
are closely correlated with each other, particularly with the int// gene, suggesting a risk of

dissemination of these genes through HGT.

Key words: anthropogenic activities, public health, reservoirs, climatic conditions, antibiotic

resistance genes, horizontal gene transfer.



1. INTRODUCCION

Los antibidticos son considerados como uno de los descubrimientos mas importantes
del siglo XX, ya que son esenciales para tratar infecciones en humanos y aumentar la
productividad en el sector agropecuario. No obstante, a nivel mundial, su uso y produccion
han incrementado a un ritmo alarmante para la comunidad cientifica [1]. Esto se debe, a que
la accion efectiva de los antimicrobianos se ve comprometida por el desarrollo potencial de
tolerancia o resistencia al compuesto utilizado; dando a lugar bacterias resistentes a
antibioticos (ARBs, por sus siglas en inglés) [2].

Actualmente, las infecciones generadas por ARBs representan una de las principales
preocupaciones para la salud publica en todo el mundo. Se estima que las infecciones
relacionadas con esta problematica pasaran de provocar 700 000 muertes en el 2014 a 10
millones de muertes para el 2050, con un costo acumulado de 100 mil millones de ddlares
para los servicios de salud [3].

Costa Rica, siendo un pequeiio pais centroamericano, posee uno de los niveles mas
graves de ARBs en la region. Especialmente a los carbapenémicos, que son farmacos
avanzados para tratar infecciones severas [4]. Este panorama se debe a la falta de
regulaciones sobre el consumo y disposicion de antibidticos; lo que ha provocado que, segun
el contexto socioecondmico, se les dé un uso de forma libre y excesiva [5].

Ahora bien, multiples actividades antropogénicas pueden crear ambientes que
funcionen como depdsitos de estas bacterias. Segun [2], se ha demostrado que las plantas de
tratamiento de aguas residuales (PTARs) pueden ser un rico reservorio tanto para genes
asociados a resistencia a los antibioticos (ARGs, por sus siglas en inglés), como para las
ARBs. De igual forma, en [6] se evidencia que las PTARs incluso pueden llegar a
incrementar las porciones de ARGs en el efluente, convirtiéndose en focos de alarma debido
a su potencial para aumentar la dispersion de estos genes en el ambiente

Asi que, entender el comportamiento de los ARGs en distintos ambientes que puedan
actuar como focos de dispersion, representa uno de los mayores retos para la salud mundial.
No obstante, hay poca informacion relacionada con el tema en paises de ingreso bajo y medio,
como Costa Rica [6]. Esta falta de informacion regional se debe resolver, ya que la

prevalencia y los tipos de genes presentes en muestras de alcantarillado difieren en cada pais.



Con este estudio se busca generar conocimiento sobre las cargas de ARGs presentes
en un sistema de tratamiento de aguas residuales, operado por la Municipalidad de la Union

en Costa Rica, y su consecuente capacidad de remocion.

2.1. OBJETIVOS

2.1.1. Objetivo general

Determinar la capacidad de remocion de ARGs de una PTAR ubicada en la urbanizacion

Monserrat de la municipalidad de La Unién, Tres Rios, Cartago

2.1.2. Objetivos especificos

e Cuantificar la carga relativa de ARGs seleccionados en tres distintas matrices de la PTAR

(afluente, lodos y efluente) durante la época seca y la época lluviosa

e Evaluar la remocién de contaminantes fisicoquimicos y microbiolégicos de la PTAR en

época seca y en época lluviosa

e Analizar la relacion de la operatividad de la PTAR con la carga relativa de ARGs



3. REVISION DE LITERATURA

En el contexto actual de creciente preocupacion por las ARBs, la evaluacion de los
ARGs en PTARs municipales emerge como un area de investigacion de suma importancia,
ya que se consideran el principal destino de farmacos recetados para el consumo humano [7].
Seglin [8], los principales cuestionamientos relacionados con la propagacion de la resistencia
antimicrobiana (AMR, por sus siglas en inglés) asociada a los vertidos de PTARs son: (i)
(Cual es la magnitud, la dindmica y el destino de las cargas de ARGs en los cuerpos
receptores de agua?; (ii) ;Cuales son sus medios de distribucion?; y (iii) ;/Qué riesgos

implican para la salud humana y la ecologia?

3.1. TRANSFERENCIA HORIZONTAL DE GENES

Los ARGs son segmentos de ADN presentes en el genoma de microorganismos
resistentes (ARBs), a los cuales le confieren su tolerancia a un antibidtico determinado [9].
Desde una perspectiva evolutiva, existen dos principales estrategias para adquirir dicha
adaptacion: la mutacion genética y la transferencia horizontal de genes (HGT, por sus siglas
en inglés). Este ultimo es considerado como el factor mas importante en la actual pandemia
de AMR vy es facilitado por condiciones como alta densidad bacteriana, diversidad de
especies y la presencia de elementos genéticos méviles (MGEs, por sus siglas en inglés) [10].

Los mecanismos de HGT (Figura 2.1.), se pueden resumir como: (1) Conjugacion
mediante contacto célula a célula por medio de la accion de MGEs; (2) Transduccion a través
de fagos; (3) Transformacion mediante la captacion de ADN extracelular [11]y (4) Vesiculas

extracelulares microbianas [12].

(4) Vesiculas extracelulares
microbianas

0"

(1) Conjugacion (3) Transformacion

Figura 3.1. Mecanismos de HGT en bacteria. Adaptado de: [12] y [13].



Dichos mecanismos también estan asociados a ARGs en especifico, por lo que su
identificacion permite determinar cudles MGEs median los mecanismos de HGT en la

comunidad microbiana dentro de la muestra de estudio [13], los cuales incluyen:

3.1.1. Plasmidos bacterianos

Un ejemplo de genes transportados por plasmidos, son los ARGs que codifican
betalactamasas de espectro extendido (ESBLs, por sus siglas en inglés), que confieren
resistencia a antimicrobianos como las penicilinas y cefalosporinas [13]. En aguas residuales,
los plasmidos pB10, pTB11 y pRSB101 confieren genes tet4; mientras que los plasmidos
pB2, pB3, pB8 y pB10 confieren genes sul/l [14].

3.1.2. Islas gendomicas

Estas areas del genoma estan presentes en algunas cepas bacterianas, generalmente

flanqueadas por secuencias de repeticiones directas y asociadas con genes de ARNt [13].

3.1.3. Transposones

Hay diferentes tipos de transposones, los cuales se pueden distinguir por su estructura,

similitud genética y mecanismo de transposicion [13].

3.1.4. Integrones

Estos elementos genéticos méviles son cominmente hallados en cepas bacterianas de
origen clinico [13]. Existen tres clases principales de estructuras, dependiendo de su
integrasa, pero la mayoria de los integrones de resistencia en PTARs se ajustan a una

estructura denominada integrasa de clase 1 (intl1) [13].



3.2. DISEMINACION Y CONTROL DE ARGS

La resistencia a los antibi6ticos no es un fenémeno reciente. En [9] se reporta que los
ARGs datan de antes del uso actual de antibidticos por los seres humanos en decenas de miles
de afos, ya que los compuestos antimicrobianos son moléculas producidas de forma natural
por microorganismos intrinsecamente resistentes; a los cuales les brindan ventajas sobre sus
competidores como toxicidad, dispersion o sefializacion [15].

Asi que, los demds microorganismos que han cohabitado en su mismo nicho
ecoldgico han logrado con el paso del tiempo desarrollar distintos mecanismos para
sobrevivir a su accion bactericida [15].

Sin embargo, en [16] se demostrd, por medio de muestras de suelo que abarcan los
ultimos 70 afios, que los niveles basales de ARGs estdn aumentando en paralelo con la
produccion masiva moderna de antibidticos Por lo tanto, en la actualidad se presumen dos
posibles origenes a la AMR: bacterias intrinsecamente resistentes y el surgimiento de ARGs
bajo presiones selectivas en los desechos o en el mismo cuerpo de organismos que consumen
antibioticos [17]. Entonces, una amplia gama de actividades antropogénicas es responsable
de diseminar ARGs al ambiente; siendo una de ellas el consumo humano de farmacos [18].

Hoy en dia los antibidticos estan siendo prescritos con mas frecuencia que nunca, con
aproximadamente diez dosis al afio por cada hombre, mujer y nifio en el mundo [19]. Desde
inicios del afio 2000, el consumo de estas drogas ha aumentado un 39% globalmente,
reflejando un aumento del 77% entre los paises de ingresos bajos y medianos [20]. Segun
[21], las principales razones que explican este incremento son la falta de regulaciones y la
inadecuada prescripcion de antibidticos. Por ejemplo, el uso excesivo en muchos paises
radica en la disponibilidad al acceso por parte del consumidor sin necesidad de receta médica,
la abundancia del producto y su precio econdmico [22]. Por otra parte, en [23] se encontraron
malas practicas por parte del usuario, ya que, para el tratamiento indicado por el profesional
de la salud; el antimicrobiano y la duracion de la terapia eran inadecuados para el (30-50) %
de los pacientes estudiados.

Costa Rica no es una excepcion a esta problemadtica. El gasto de Costa Rica en
medicamentos representa el 8,2% del gasto total en atencion médica del pais. Dentro de esto,
el 2,21% representa el consumo de antibidticos en especifico, lo que supone una inversion

significativa [24].



Por ejemplo, en [24] se encontrd que la azitromicina, doxiciclina y amoxicilina con
un inhibidor de betalactamasas son los antibidticos mas utilizados en el sector privado de
Costa Rica. Estos representan los valores mas altos en el gasto bruto del pais y el 13,12% del
total de dosis diaria definida (DDD). Por otra parte, en el 2015 se detectaron altos niveles en
el consumo de antimicrobianos de amplio espectro debido al uso incorrecto de cefalosporinas
de primera generacion [25].

Debido a esto, el gobierno de Costa Rica public6 en enero del 2019 un Plan de Accion
Nacional de Lucha Contra la Resistencia a los Antimicrobianos que, al ser implementado,

facilitara vigilar, contener y controlar de forma integrada esta problematica [26].

3.3.  PTARs COMO RESERVORIOS DE ARGs

Esta tendencia en el consumo poblacional se ve reflejada en los sistemas de
alcantarillado urbano por medio de la excrecion de metabolitos y productos quimicos [27].
Una vez administrados en el cuerpo humano, (55-80) % del farmaco es eliminado como
compuesto parental (forma inalterada) por medio de la orina o de forma parcial (mezcla de
metabolitos) a través de las heces [28]. Desde el inodoro, las aguas residuales fluyen a través
de una red de tuberias a un sistema de tratamiento, en donde se someten a una serie de
procesos que eliminan los contaminantes del agua.

La Figura 2.2. ilustra el desplazamiento de los antimicrobianos desde el consumo
humano hasta su llegada a los ecosistemas a través de las PTARs, impactando en la salud
humana, animal y ambiental. En nuestro caso de estudio, existen tres principales ecosistemas
que funcionan como reservorios de ARGs: (i) las aguas residuales crudas que entran como
afluente a una PTAR; (ii) microorganismos ligados en biofilm o lodo en el tratamiento
bioldgico de la PTAR; y (iii) el cuerpo de agua receptor del punto de descarga del efluente
de la PTAR [29].



Salud Humana

Consumo Inodoro PTAR

Figura 3.2. PTARs como reservorios de ARGs. Adaptado de: [6].

A pesar de que estos ecosistemas tengan un papel importante en la conservacion,
eliminaciéon o propagacion de ARGs, las PTARs convencionales son disefiadas para la
eliminacion de contaminantes tradicionales como solidos suspendidos, materia orgénica o
coliformes totales; rara vez se centra en la resistencia a antibioticos [30]. Debido a esto, las
PTARs municipales generalmente no remueven ni las formas inalteradas de los compuestos
farmacéuticos (CFs) ni sus metabolitos de las aguas residuales [31]. Por ejemplo, en [32] y
[33] se demostro la presencia de CFs en efluentes de PTARs municipales e, incluso, en [34]
se encontrd que en areas residenciales la concentracion de antimicrobianos es mayor que en
sistemas de tratamiento de aguas residuales provenientes de hospitales.

Por otra parte, en las PTARs municipales la sobreexposicion a CFs ejerce una presion
selectiva sobre las comunidades bacterianas presentes en estos ambientes acuaticos, por lo
que solo los organismos que poseen resistencia a los antibidticos logran sobrevivir y, por
ende, se multiplican a un ritmo mas acelerado [35]. Agregando a lo anterior, las aguas
residuales proporcionan un escenario ideal para HGT, en donde los distintos organismos
pueden adquirir nuevos genes de otras cepas bacterianas cercanas [36], debido a la presencia
de nutrientes y otros contaminantes fisicoquimicos [37].

Si esta proliferacion de ARGs y ARBs no se controla, dichos patdégenos bacterianos
llegaran a ser mucho mas letales en el futuro de lo que son hoy en dia, por lo que las areas

residenciales son un contribuidor importante en el tema de AMR [38].



Por ello, es crucial generar informacion sobre la magnitud actual de la carga de ARGs
presente en las PTARs, la tendencia en Costa Rica y el papel de distintos contaminantes en

la presion selectiva sobre comunidades resistentes

3.4. PTAR DE LA COMUNIDAD MONSERRAT

La urbanizacion Monserrat es un complejo habitacional de aproximadamente 813
casas; el cual esta ubicado en la provincia de Cartago, en el canton de La Unién y en el distrito
de Concepcion de Costa Rica. La comunidad es suplida por un sistema de tratamiento de
aguas residuales localizada dentro de la propiedad, con las coordenadas 9°55'25.7"N

84°00'17"W, ver Figura 2.3. [39].

Simbologia

Rio Maria Aguilar
PTAR
Urbanizacién Monserrat

Ubicacion de la urbanizacion Monserrat en el mapa
de Costa Rica

236m @ 1:1 270

Figura 3.3. Localizacion de la PTAR Monserrat. Adaptado de: [39].

La PTAR Monserrat es un sistema de lodos activados operado bajo la configuracion
de lotes o SBR (reactor discontinuo secuencial, por sus siglas en inglés) que cuenta con varias

etapas operativas descritas en [39] (Figura 2.4.).
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Figura 3.4. Distribucion de las etapas de tratamiento de la PTAR. Adaptado de: [39].

Primeramente, el agua cruda pasa por una serie de rejillas de operaciéon manual, que
funcionan como un pretratamiento del agua para proteger las etapas de tratamiento
posteriores, optimizar su eficiencia y reducir tanto olores, como problemas estéticos [39].

Luego, esta pasa por un tanque homogeneizador que regula y almacena el agua
residual mientras se cumplen los ciclos de cada reactor. Esta etapa facilita el control de las
condiciones del sistema, como la carga de aguas residuales, y ayuda a mantener una mezcla
homogénea, lo cual favorece la eficiencia del proceso de tratamiento [39].

Alli, el agua es bombeada a alguno de los cuatro reactores bioldgicos SBR que
cuentan con un bioselector al ingreso, en donde se recircula una cantidad de lodo activado al
agua cruda. Su fin, es el de poner en contacto los microorganismos y la carga organica desde
antes de la fase de reaccion. Una vez acaba el proceso de tratamiento del agua, el efluente es
finalmente vertido en el cuerpo receptor: rio Maria Aguilar; mientras que el exceso de lodos

generado es redirigido hacia los lechos de secado [39].
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3.4.1. Configuracion SBR

Los lodos activados son un proceso bioldgico, el cual consiste en que las aguas
residuales se pongan en contacto con una poblaciéon microbiana en suspension floculante
(lodo activado), por medio de un sistema aireado y agitado [40]. Una parte de los
contaminantes se descompone por medio del metabolismo de los microorganismos al ser
oxidados a sustancias mas simples; mientras que otra parte se incorpora a su biomasa. Una
vez el agua ha sido tratada se separa del lodo activado por medio del asentamiento y
consecuente clarificacion del agua [41]. Su finalidad es remover carga organica, nitrégeno
(N) y fosforo (P) [40].

Una de las configuraciones que puede tener un sistema de tratamiento por lodos
activados, es el tanque SBR. Este se caracteriza por que todas las etapas del proceso de
tratamiento de aguas residuales se llevan a cabo en un mismo reactor que opera en ciclos
secuenciales, donde cada ciclo incluye las distintas etapas de tratamiento [42], detalladas en
la Figura 2.5. Esta caracteristica le brinda al SBR una flexibilidad asociada al tiempo en lugar
de espacio, por lo que puede operarse segun las necesidades econdmicas o técnicas que
prevalezcan; simplemente modificando los ajustes del mecanismo de control [43].

Reposo
35% —» 25%

Afluente j

Llenado

Decantaciéon

Adicion de sustrato , -
1000’0_’ 35%

25% —» 100%

Reaccion Asentamiento
100% 100%

Figura 3.5. Diagrama esquematico del funcionamiento de un SBR. Adaptado de: [42].

El ciclo de tratamiento se divide en varias fases. En la fase de llenado (1), el tanque
se llena con afluente, alcanzando del 25 % al 100 % de su capacidad mientras se afiade el
sustrato. Luego, en la fase de reaccion (2), el contenido del tanque permanece al 100 % de
capacidad mientras los microorganismos degradan los contaminantes. A continuacion, el

lodo se asienta en el fondo (3), manteniéndose al 100 % de capacidad.
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Después, en la fase de decantacion (4), el agua tratada se extrae del tanque, reduciendo
su volumen del 100 % al 35 %. Finalmente, en la fase de reposo (5), el nivel del agua baja
gradualmente del 35 % al 25 %, en donde queda una poblacidon microbiana suficiente para
actuar como indculo para el proximo ciclo de tratamiento.

Ahora bien, la tasa de carga organica, el tiempo de retencion hidraulico (HRT), el
tiempo de retencion de sélidos (SRT), el oxigeno disuelto (DO); asi como las caracteristicas
del afluente: la demanda quimica de oxigeno (DQO), contenido de so6lidos y la relacion C/N
son los principales pardmetros que afectan su rendimiento [44]. Idealmente, se busca la
remocion de todos estos contaminantes durante la fase de reaccion, por medio de una

secuencia adecuada de condiciones aerdbicas, anoxicas y anaerdbicas [45].

3.4.2. Remocion de contaminantes

Durante la fase aerdbica del ciclo de operacidon, los microorganismos aerobios
presentes en el SBR utilizan el DO para oxidar y descomponer la materia organica en
productos méas simples como dioxido de carbono (CO»), agua (H20) y metano (CH4) [46].
Por otra parte, la eliminacion de N basicamente implica la conversion aerobica de amonio
(NH4") a nitratos (NO3"), por medio de bacterias aerobias obligadas que realizan este proceso
llamado nitrificacion. Posteriormente, las bacterias heterotrofas que pueden utilizar NO3™ en
lugar de oxigeno (Oz) bajo condiciones anaerdbicas/anoxicas, realizan la desnitrificacion al
convertir el NO3™ a gas nitrogeno (N2) [47].

Respecto a la eliminacion de P (EBPR, por sus siglas en inglés), esta consiste en
incorporar el P presente en el afluente en la biomasa celular, que posteriormente se elimina
del sistema como resultado del desperdicio de lodo. Los organismos responsables de esta
tarea son los organismos acumuladores de fosforo (PAOs, por sus siglas en inglés), que
requieren de condiciones aerobicas y anaerdbicas, para la absorcion de este nutriente [47].

Entonces, la remocion conjunta de N y P se puede alcanzar con la incorporacion
inicial de una etapa anaerdbica, en la cual se pretende que las bacterias PAOs se reproduzcan
y por medio de su metabolismo liberen fosforo. Posteriormente, en la fase aerobia el P es
retenido por estos organismos, se descompone la materia orgdnica y se da lugar la
nitrificacion, en la cual se consume el oxigeno. Finalmente, la desnitrificacion ocurre durante

la fase anoxica con solo presencia de oxigeno combinado [45].
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Para ello, en la PTAR de la urbanizacion en estudio se operan los cuatro tanques en
ciclos de tres horas: (1) llenado y (2) reaccion por 90 minutos completos. En la (2) reaccion,
se alternan 20 minutos de aireacion y 10 minutos de reposo. Posteriormente, 45 minutos de
(3) sedimentacion y finalmente 45 minutos de (4) decantacion [39]. En el Cuadro 2.1. se

describen los procesos unitarios de la PTAR de estudio.

Cuadro 3.1. Procesos unitarios del SBR de la PTAR Monserrat. Adaptado de: [39].

Fase de Duracion por etapa de un
funcionamiento Descripcion ciclo completo
(horas)
Llenado Se afiade sustrato (agua residual cruda) al agua remanente

(25% de su capacidad) de la etapa de reposo para alcanzar el

100% de la capacidad volumétrica del tanque.

1,5
Reaccion La biomasa consume el sustrato bajo condiciones ambientales
controladas.
Sedimentacion Los so6lidos se separan del liquido en condiciones de quietud, 0,7
lo que resulta en un sobrenadante clarificado.
Decantacion El sobrenadante es removido (alrededor del 75%) por 0,7

mecanismos de decantacion.

Sin embargo, la PTAR Monserrat fue disefiada principalmente para la remocion de
aquellos parametros de cumplimiento obligatorio, establecidos en la normativa costarricense,
siendo ademas los inicos pardmetros que se analizan. Segun [48] los pardmetros de andlisis
obligatorio para el efluente de PTARs de aguas residuales de tipo ordinario, es decir aquellas
que provienen principalmente de actividades domésticas, son: caudal, demanda bioquimica
de oxigeno (DBOs), demanda quimica de oxigeno (DQO), potencial de hidrégeno (pH),
grasas y aceites (GyA), solidos sedimentables (SSed), sélidos suspendidos totales (SST),
sustancias activas al azul de metileno (SAAM) y temperatura (T).

Debido a esto, no hay informacion de la PTAR en estudio sobre la remocion de
contaminantes como ARGs, nutrientes u otros. En el Cuadro 2.2. se describen los parametros

de andlisis obligatorio durante los afios 2021, 2022 y 2023.
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Cuadro 3.2. Analisis fisicoquimicos del efluente en la PTAR Monserrat por época, 2021, 2022 y 2023, n=10.
Adaptado de: [49], [50], [51].

Parametros 2021 2022 2023
Epoca Seca Epoca Lluviosa Epoca Seca Epoca Lluviosa  Epoca Seca  Epoca Lluviosa
SSed *(4,000+0,177) *(4,00+0,177) (0,15+0,071) (0,0+0,071) (0,1+0,0) (0,1£0,0)
(mL/L)
SST *(59,00+6,647) (23,25+1,202) (11,6+0,580) (10,6+0,629) (9£0,9) (5,0+0,48)
(mg/L)
pH (7,2+0,028) (7,4+0,071) (7,3+£0,092) (7,0+0,025) (7+0,09) (7,5+0,098)
GyA (12,1+0,212) (11+0,95) (15,00+1,273) (15,0+0,778) (9+0) (9+0)
(mg/L)
DQO *(181,75€16,971)  (69,90+4,278) (83,05+1,768) (36,35+3,041) (39+4,1) (34+3,6)
(mg/L)
DBO *(106,5+4,950) (23,25+4,738) (30,30+1,485) (16,90+1,061) (4+0) (12,9+3,10)
(mg/L)
SAAM (0,9+0,007) (1£0,007) (0,045+0,014) (0,17+0,014) (0,1+0,0) (0,1£0,0)
(mg/L)
T (24,4+0,141) (24,4+0,141) (24,3+£0,354) (24,5+0,354) (23,5+0,200) (24,4+0,200)
()
Caudal (331,5+4,688) (346,5+4,900) (262,2+1,202) (263,9+1,174) (320+£3,20) (170+1,70)
(m?/d)

Nota: *: Parametros no cumplen con el limite maximo permisible por la normativa nacional (Anexo I).

Los datos historicos reflejan una mejora significativa conforme pasan los afios en la
eficiencia de la PTAR, en términos de reduccion de sélidos, GyA, asi como en la DQO y en
la DBO. Ademés, se destaca una considerable disminucion del caudal en época lluviosa del
2023. Por el contrario, la temperatura y las SAAM varian en menor medida; manteniéndose

relativamente estables a lo largo de los afos.

3.5. COMPORTAMIENTO DE ARGS Y ARBS EN PTARS

La remocion de ARGs en las PTARs es un proceso complejo que depende de una
combinacion de procesos fisicos, quimicos y biologicos. Por ejemplo, en [52] se encontrd
que la calidad del agua residual, en especial la DQO, y los elementos genéticos moviles como
los transposones e integrones, influyen en la remocion de los ARGs. Ademas, en [52]
aseguran que es necesario mejorar tanto la eliminacion de nutrientes, como el proceso de

desinfeccion para beneficiar la eliminacion de ARGs y ARBs.
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Sin embargo, en [6] se demostrd que la abundancia de ARGs puede persistir e incluso
aumentar en el efluente de una PTAR. En dicho estudio, se encontré una alta abundancia
relativa, tanto en aguas residuales como en cuerpos receptores, de genes asociados a MGEs
como intll, tnpA, e intl3; y ARGs de alta prevalencia como gepA, aadA2, merA, sull,
qacF/H, sul2, aadB y ereA.

Aun mas alarmante, se encontré una mayor abundancia de los genes blaVIM, intl3,
mcr-1, mexB, gepA, vanA, y vanB en el efluente y en el cuerpo receptor, que en el afluente.
Con esto, se demostr6 que las PTARs aumentaron significativamente la concentracion de
ARG s relacionados con antibidticos de ltima linea, como los carbapenémicos, colistina y
vancomicina. Dichos antibidticos son considerados como ultimo recurso para tratar
infecciones graves causadas por bacterias multirresistentes, por lo que la propagacion de
estos genes en el medio ambiente puede aumentar la incidencia de infecciones bacterianas y
limitar la efectividad de los antibidticos para tratarlas [14].

No obstante, la prevalencia de ciertos genes va a variar segun el pais y el sistema de
tratamiento [6], por lo que es crucial determinar de manera integral la carga relativa de ARGs
presentes en cada PTAR de estudio, con el fin de valorar su eliminacion y evaluar la presion
selectiva que ejercen diferentes contaminantes sobre ellos [53].

Ademas, su identificacion y cuantificacién son importantes debido a su prevalencia,
su asociacion con antibioticos en especifico (detallados en el Apéndice 1) y la diversidad de

mecanismos de resistencia que codifican (detallados en el Apéndice II) [13].

3.5.1. Métodos de deteccion y cuantificacion de ARGs

Debido a la grave dispersion de ARGs en distintos entornos, ha emergido la necesidad
de desarrollar métodos para detectar su ocurrencia, destino y transporte [54]. En los Gltimos
afios, la aplicacion de técnicas moleculares ha ampliado nuestra perspectiva para estudiar la
diversidad de microorganismos y sus interacciones en los distintos sistemas ambientales [54].

Hasta ahora, se han utilizado varios métodos para este proposito, como la reaccion en
cadena de la polimerasa convencional (PCR), PCR multiple, PCR cuantitativa (qQPCR),
secuenciacion de ADN y el Microarray de ADN [35].
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De estos, la qPCR es la técnica mas empleada para determinar la abundancia de ARGs
en muestras ambientales, ya que permite la cuantificacion precisa del material genético por
medio de una curva de calibracion [54]. Su uso, se realiza por medio de una dilucién en serie
de un control positivo, que contiene cantidades conocidas de las copias del gen de interés,

para generar una curva estandar (Figura 2.6.) [55].

——ADN ® Muestras desconocidas

C:

Logyo

Figura 3.6. Grifico de amplificacion hipotético qPCR. Adaptado de: [S5].

En esta curva estandar (Figura 2.6.), el eje X representa el logaritmo base 10 (Logio)
de la concentracion de copias de ADN, mientras que el eje Y muestra el C; (threshold cycle)
que es una medida que refleja la cantidad relativa de la molécula objetivo en la muestra. Los
puntos representados con cuadrados negros corresponden a muestras con concentraciones
conocidas de ADN, que permiten generar dicha curva. Finalmente, los puntos con circulos
grises son las muestras desconocidas que se desean determinar, para lo cual, estas son
interpoladas a partir de la curva generada por las muestras conocidas [55].

Cabe resaltar que este método de qPCR utiliza cebadores disefiados especificamente
para los genes de resistencia a antibidticos de interés, tipicamente expresados por copia del
gen de 16SrRNA a fin de normalizar las cantidades entre diferentes muestras. Esto permite
proporcionar datos cuantitativos sobre la abundancia o carga relativa de estos genes en

comparacion con otros componentes genéticos en una muestra [56]

17



3.5.2. Prevalencia de ARGs en PTARs

La resistencia a un antibiotico en especifico puede estar asociada con ARGs que confieren uno o mas mecanismos de resistencia.

Su correspondiente cuantificacion puede brindar informacion valiosa sobre la capacidad de los microorganismos en la muestra ambiental

para resistir los efectos de un antibidtico determinado [2]. En el Apéndice III se detallan los principales ARGs de interés segun las fuentes

ambientales de estudio, no obstante, en el Cuadro 2.3. se detallan algunos de los ARGs asociados a antibidticos usualmente encontrados

en aguas residuales, que serdn analizados en esta investigacion.

Cuadro 3.3. ARGs asociados a antibioticos en ambientes de interés [13], [14].

Gen Fuente bioldgica Fuente
ambiental

ARG:s tetraciclinas

tetA Aeromonas, Alcaligenes, Arthrobacter, Comamonas, Escherichia, Listeria, Pseudomonas, Salmonella, Serratia and Vibrio; plasmidos pB10, A, LA E

pTB11 y pRSB101
ARGs Macrdlidos, Lincomisinas y Estreptograminas (MLS)

ermB Bacillus, Enterococcus E
ARGs trimetropina

dfrd12 Aeromonas, E. coli E
ARGs sulfonamida

sull Aeromonas, Escherichia, Listeria, comunidad microbiana; plasmidos pB2, pB3, pBS, y pB10 LA

sul2 Aeromonas, E. coli, comunidad microbiana E
ARGs B-lactamicos

blarem E. coli, Citrobacter E

Nota: Los ARGs descritos pueden encontrarse en una o mas de las siguientes matrices de una PTAR: Agua residual no tratada (A), lodo activado (LA), efluente (E).
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4. MATERIALES Y METODOS

Se establecieron tres sitios especificos de la PTAR ubicada en la urbanizacién
Monserrat para tomar las muestras del afluente, de los lodos y del efluente (Figura 3.1.).
Posteriormente se realizd6 un muestreo compuesto no probabilistico, de acuerdo con lo
establecido en el Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater
(SMEWW) [57], entre febrero y junio del 2024. Se obtuvieron tres muestreos por época de
estudio del ano 2024: seca (13 de febrero, 19 de febrero, 11 de marzo) y lluviosa (03 de junio,
10 de junio, 17 de junio).

Salida del
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Figura 4.1. Puntos de muestreo de la PTAR Monserrat.

Una vez en la PTAR de estudio, se realizd un muestreo estratificado seglin el
momento del dia (8.00-10.30) am y la composicion del agua residual: alrededor de 1 L del
agua residual afluente en el tanque homogeneizador de la planta (1), al menos 300 mL de
lodos en el tanque de reaccion del SBR durante la fase de aireacion (2) y, una vez finalizada
la etapa de sedimentacion, al menos 1 L del agua residual efluente en la salida del SBR (3).
Para ello, se usaron botellas de copolimero de polipropileno y bolsas plasticas estériles con
banda para toma de muestras microbiologicas. El equipo de muestreo fue adecuado y
ambientado segun los requisitos especificos de cada analisis. Tras la recoleccion, las muestras
se transportaron hacia el CEQIATEC en una hielera de 40 L a una temperatura <10 °C y se

almacenaron a una temperatura de (1- 4) °C.

19



4.1. CUANTIFICACION DE LA CARGA RELATIVA DE ARGS

4.1.1. Extraccion del ADN

La extraccion de ADN de las muestras se realizé en un periodo < 24 h luego de su
recoleccion. Los filtros S-Pak GSWG047S6 Millipore se emplearon para filtrar 50 mL de las
muestras de agua del afluente y el efluente y la extraccion se realizé con el kit DNeasy ®
PowerWater de QIAGEN Group. El kit QIAamp ® PowerFecal ® Pro-DNA de QIAGEN
Group se emple6 para la extraccion de ADN de 250 mg de la muestra de lodo.

Finalizado el proceso de extraccion, el ADN recuperado fue cuantificado con un
espectrofotometro de microvolumen NanoDrop 2000c (ThermoFisher, USA) y almacenado

a —20 °C dentro de las instalaciones del CEQIATEC.

4.1.2. Deteccion y cuantificacion de ARGs

Posteriormente, las extracciones de ADN de las muestras de ambas épocas de estudio
fueron transportadas a una temperatura <10 °C desde el CEQIATEC hasta el INISA, en
donde se almacenaron a -80°C para su respectivo analisis.

Respecto al andlisis de los ARGs, se evalu6 por medio del termociclador
StepOnePlus™ Real-Time PCR (Thermo Fisher, USA), la qPCR para los genes intll, tetA,
ermB, drfA, sull y sul2, blarem, gacE/qacEA; asi como para el gen 16SrRNA que fue utilizado
para normalizar la abundancia de los otros ARGs. Las curvas de calibracion se llevaron a
cabo utilizando como control positivo de cuantificacion un gBlock ® (IDT ®) y
concentraciones estandar entre 10%-10! copias por reaccion. Para los ensayos de qPCR, se
utilizo PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix (Applied Biosystems™, USA) segtn las
instrucciones del fabricante, utilizando 5 pL. de ADN de cada muestra. Los detalles de la

qPCR, los cebadores y las condiciones de ciclado se detallan en el Cuadro 3.1.
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Cuadro 4.1. Primers y condiciones para las reacciones de qPCR.

Gen Antimicrobiano Primer Condiciones del ciclo Referencia
asociado

16sRNA Normaliza la Bact1369F:5’-CGGTGAATACGTTCYCGG-3’ Desnaturalizacion inicial: 95 °C, 2 min; Desnaturalizacion: 95 °C, 15 s; [5 8]
abundancia de ARGs Prok1492R: 5°>-GGHTACCTTGTTACGACTT-3’ Alineamiento: 55 °C, 60 s

tet4 Tetraciclina tetA-F: 5’>-TCAATTTCCTGACGGGCTG-3’ Desnaturalizacién inicial: 95 °C, 2 min; Desnaturalizacion: 95 °C, 15 s; [59]
tetA-R: 5’ GAAGCGAGCGGGTTGAGAG-3’ Alineamiento: 55 °C, 60 s

ermB Macrolidos ermB1: 3’-CCGAACACTAGGGTTGCTC-3’ Desnaturalizacion inicial: 95 °C, 2 min; Desnaturalizacion: 95 °C, 15 s; [6()]
ermB2: 3ATCTGGAACATCTGTGGTATG-3’ Alineamiento: 55 °C, 60 s

drfA Trimetoprima dfrA12-F: 5>-GAGCTGAGATATACACTCTGGCACT-3’ Desnaturalizacion inicial: 95 °C, 2 min; Desnaturalizacion: 95 °C, 15 s; [58]
dfrA12-R: 5>-GTACGGAATTACAGCTTGAATGGT-3’ Alineamiento: 55 °C, 60 s

sull Sulfonamidas sull-F: 5>-CACCGGAAACATCGCTGCA-3’ Desnaturalizacion inicial: 95 °C, 2 min; Desnaturalizacion: 95 °C, 15 s; [5 8]
sull-R: 5’-AAGTTCCGCCGCAAGGCT-3’ Alineamiento: 55 °C, 60 s

sul2 Sulfonamidas Sul2-F: 5’-CTCCGATGGAGGCCGGTAT-3’ Desnaturalizacién inicial: 95 °C, 2 min; Desnaturalizacion: 95 °C, 15 s; [58]
Sul2-R: 5’-GGGAATGCCATCTGCCTTGA-3’ Alineamiento: 55 °C, 60 s

qacE/qacEA  Aminas cuaternarias qacEF: 5-GGCTTTACTAAGCTTGCCCC-3' Desnaturalizacién inicial: 95 °C, 2 min; Desnaturalizacion: 95 °C, 15 s; [61]
qacER: 5'-CATACCTACAAAGCCCCACG-3' Alineamiento: 55 °C, 60 s

intll Integrasa asociada a qINT3:5’-TGCCGTGATCGAAATCCAGATCCT-3' Desnaturalizacién inicial: 95 °C, 2 min; Desnaturalizacion: 95 °C, 15 s; [58]
integrones qINT4: 5>-TTTCTGGAAGGCGAGCATCGTTTG-3' Alineamiento: 55 °C, 60 s

blarem Betalactamicos blaTEMF: 5’-CACTATTCTCAGAATGA CTTGGT-3’ Desnaturalizacion inicial: 95 °C, 2 min; Desnaturalizacion: 95 °C, 15 s; [62]
blaTEMR: 5’-TGCATAATTCTCTTACTGTCATG-3' Alineamiento: 55 °C, 60 s
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4.2. CONTAMINANTES FISICOQUIMICOS Y MICROBIOLOGICOS

Por otra parte, en el Centro de Investigacion en Proteccion Ambiental (CIPA) del
Instituto Tecnologico de Costa Rica se realizaron los analisis fisicoquimicos de las muestras,
ya sea por medio de HACH® kits o por métodos establecidos en el SMEWW [57] como se
indica en el Cuadro 3.2. El acondicionamiento, la preservacion y el posterior almacenamiento

de las muestras se realizo segun lo establecido para cada uno de los analisis respectivos.

Cuadro 4.2. Parametros evaluados por etapa de tratamiento.

Etapa de tratamiento Parametros Tipo de analisis Método de analisis

Sélidos Sedimentables (SSed) SMEWW 2540 D
Sélidos Suspendidos Totales (SST) 2540 F
Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) 8178 Reagent Solution

Afluente Nitrato (NO5-N) 10020 Test N’Tube ™ Vials
Amoniaco (NHs-N) HACH"kits 10031 Test N'Tube ™ Vials
Fosfato (PO4*) 8000
Coliformes Fecales SMEWW 9221 B

Tanque de reaccion Sélidos Sedimentables (SSed) SMEWW 2540 D

Sélidos Suspendidos Totales (SST) 2540 F
Sélidos Sedimentables (SSed) SMEWW 2540 D
Sélidos Suspendidos Totales (SST) 2540 F
Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) 8178 Reagent Solution

Efluente Nitrato (NO3-N) 10020 Test N’ Tube ™ Vials
Amoniaco (NH3-N) HACH® kits 10031 Test N’Tube ™ Vials
Fosfato (PO4*) 8000
Coliformes Fecales SMEWW 9221

4.2.1. Transformacion de nitrogeno amoniacal

El nitrégeno amoniacal puede existir en solucién acuosa ya sea como ion amonio
(NH4") o como gas amoniaco (NH3), dependiendo del pH de la solucion [42]. Segun las
condiciones de estudio, con un pH neutro y temperatura ambiente, casi todo el nitrégeno
amoniacal esta presente en forma de NH4", por lo que los resultados de NH3 seran reportados
como NH4" seglin las siguientes ecuaciones:

Masa Molar NH,*
Masa Molar NH, 31

[NH,"] = [NH;] X
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Siendo la masa molar de NH4"=18,04 g/ml y la de NH3=17,03 g/mol, se obtiene:

18 g/mol NH,™"

mg/L NH," =mg/L1V1'13><1703g/m()“\”_13 32.

4.2.2. Calculo del indice Volumétrico de Lodos (IVL)

Por otra parte, el IVL es un parametro comunmente utilizado como indicador de la
capacidad de los solidos para sedimentar, por lo que se calculd6 mediante la formula 3.3.
descrita en [42]:

VSSed,30

IVL (mL/g) = Xeor 33,

Siendo:
Vssed,30: volumen de lodo sedimentado en 30 min (mL/L)
Xsst: Concentracion de solidos suspendidos totales en licor mezclado (g/L)
Interpretacion del IVL:
IVL Bajo (<100 mL/g): Buena sedimentacién y compactacion.
IVL Medio (100-150 mL/g): Condiciones de operacién normales.
IVL Alto (> 150 mL/g): Lodos abultados. Hay un exceso de crecimiento de
microorganismos filamentosos, lo que disminuye la densidad del lodo

y genera una pobre capacidad de sedimentacion.

4.3. ANALISIS DE INFORMACION

Los distintos analisis exploratorios que se describen a continuacion fueron realizados
por medio de RStudio, utilizando la version de R (4.3.1). Se utilizaron los paquetes nortest,
ggplot2, stringr, tidyverse y factoextra. Primeramente, se visualizd la abundancia y
variabilidad de los ARGs en las muestras de agua residual (afluente y efluente), asi como en
las muestras de lodos, en las dos épocas de estudio por medio de graficos de cajas y bigotes.
Posteriormente, se utilizé un grafico de barras para visualizar la abundancia de cada gen en
las diferentes matrices y épocas, permitiendo identificar tendencias y posibles riesgos de

aumento en la abundancia de ARGs.
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Una vez finalizado, se determiné la normalidad de los datos por medio de la prueba
Shapiro-Wilk, cuyos resultados se pueden encontrar en el Apéndice IV, y se aplicaron
pruebas estadisticas con el fin de determinar si el tratamiento de la PTAR verdaderamente
influy6 en la abundancia de los ARGs o si los cambios observados en la abundancia debido
a variaciones estacionales son significativos.

En primer lugar, se aplico la prueba t-Student para cada gen que asumid una
distribucion normal durante la época seca (tetd, ermB, drfAl2, qacE, intll, blaTEM),
mientras que para los genes cuya distribucion no es normal (su// y sul2), se utiliz6 una prueba
de Wilcoxon pareada. Este procedimiento se aplico nuevamente a la época lluviosa para los
genes de distribucion normal (drf412, sull, sul2, qacE, blaTEM) y los de distribucion no
normal (tetd, ermB, intll). Esta comparacion permitid identificar si el tratamiento en la
PTAR esta generando un aumento en la abundancia de estos genes.

Por otra parte, los andlisis de las diferencias en la abundancia de genes entre las
épocas seca y lluviosa, realizados en el afluente, lodos y efluente, permitieron determinar si
las condiciones estacionales afectaron la presencia de ARGs en la PTAR. Para los conjuntos
de genes que asumen una distribucion normal (drf412, qacE, blaTEM), se realiz6 un analisis
de varianza (ANOVA), mientras que para los genes que no siguen una distribucion normal
(tetA, ermB, sull, sul2, intll), se utiliz6 la prueba de Kruskal-Wallis.

Posteriormente, se realizo una evaluacion de la capacidad de remocion de pardmetros
fisicoquimicos y microbioldgicos de la PTAR. Primeramente, se determinaron los promedios
para la serie de datos de cada parametro analizado, asi como su desviacion estandar. Luego,
se determind la normalidad del conjunto de datos del afluente y del efluente por medio de la
prueba Shapiro-Wilk, resultados descritos en el Apéndice IV. A partir de ella, se aplico la
prueba paramétrica t-Student a conjuntos que asumieron una distribucion normal y la prueba
no paramétrica Wilcoxon de rangos con signos (muestras relacionadas) a conjuntos que no
asumieron una distribucién normal; con el fin de comparar las medianas entre los datos de
afluente en época lluviosa y época seca. Este procedimiento se repitié con los datos de

efluente para comparar esta matriz entre la época seca y la época lluviosa.
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Se procedio a calcular las eficiencias de remocioén para cada parametro en la PTAR y
se aplicaron de nuevo las pruebas estadisticas previamente mencionadas con las mismas
consideraciones para comparar la eficiencia de la PTAR en época seca y la eficiencia de la
PTAR en época lluviosa. Finalmente, se caracterizaron los lodos por medio del promedio y
desviacion de los parametros ST, SSed e IVL. La prueba estadistica t-Student se aplicéd a
cada uno de estos con el fin de comparar las caracteristicas del lodo en ambas épocas, ya que
todo el conjunto de datos asumi6 una distribucion normal (Apéndice 1V).

Finalmente, se realiz6 un Andlisis de Componentes Principales (PCA, por sus siglas
en inglés) que incluyera todas las variables de este estudio mezcladas: las matrices (afluente,
lodos y efluente) y las épocas estacionales (época seca y €poca lluviosa). De esta forma, se
logré tanto reducir la dimensionalidad de los datos, como visualizar patrones generales sobre
correlaciones entre las matrices y las épocas de estudio.

Para ello, se tomaron en cuenta las concentraciones de cada variable, las cuales fueron
representadas en el grafico mediante vectores cuya longitud reflejo su importancia relativa
en cada componente principal. La direccion de estos vectores fue fundamental para
comprender las correlaciones entre cada variable. Los vectores que apuntaron en direcciones
similares indicaban una correlacion positiva, mientras que aquellos que formaron un angulo
de 90° se consideraron independientes. Por otra parte, si los vectores apuntaban en
direcciones opuestas, las variables se interpretaron como negativamente correlacionadas. A
partir de la visualizacion del grafico, se identificaron grupos principales de variables que

permitieron resaltar tendencias clave e interpretar la informacion obtenida.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. CARGA RELATIVA DE ARGS DE LA PTAR

La Figura 4.1. presenta graficos de cajas y bigotes que ilustran la distribucién de la proporcion de distintos genes en relacion con
el 16S rRNA en la matriz de aguas residuales (afluente-efluente) durante la época seca y la época lluviosa, siendo estos: a) tet4, b) ermB,
c)drfA12,d) sull, e) sul2, f) qacE, g) intll y h) blarem. Ahora bien, cabe mencionar que se realizo una separacion de los graficos de las
matrices de agua y lodos, ya que las muestras difieren tanto en su composicion, como en su forma de procesamiento. En este primer

caso, para las aguas residuales se recolectaron 50 mL de muestra.
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Figura 5.1. Graficos de cajas y bigotes para la distribucion en la matriz de agua de los genes: a) tetd, b) ermB, ¢) drfA12, d) sull, e) sul2, f) qacE, g) intll y h) blarem,
PTAR Monserrat, febrero a junio 2024, n=6.

En la Figura 4.1. se observo que las concentraciones de todos los ARGs en el agua residual afluente de la PTAR fueron bajas y
con poca variabilidad en ambas épocas de estudio. En contraste, el efluente mostré6 una mayor variabilidad y concentracion, lo que
sugiere que los procesos internos de tratamiento en la PTAR incrementan la presencia de genes a la salida de la planta. Comportamientos
similares han sido observados en aguas residuales de paises tropicales, como se reporta en [63], [64] y [65]; lo cual demuestra el riesgo
latente de aumento y liberacion de ARGs al ambiente que hay en la zona. No obstante, en la figura es claro que este impacto varia segiin
la estacion. La concentracion de los genes fetd, ermB, drfA12, sul2, gacE e intl] en el efluente es mayor en la época seca; mientras que

la abundancia de los genes sull y blarey s mayor en la época lluviosa.
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En cuanto a la Figura 4.2., se describen los graficos de estos mismos genes para la matriz de lodos, para la cual se recolectaron
250 mg de muestra. En esta, la variabilidad y concentracion de los genes varia ligeramente. Estas son mayores en la época seca para los

genes intl1 y blarey; mientras que en la época lluviosa lo son para los genes tetd, ermB, drfAl2, sull, sul2 'y gacE.
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Ahora bien, en la Figura 4.3. se logra apreciar una comparacion mas directa entre los
ARGs estudiados en la matriz de aguas residuales (50 mL de muestra), lo cual facilita

observar las tendencias en la abundancia de cada gen a lo largo de las épocas seca y lluviosa.

. Afluente Seca . Afluente Lluviosa Efluente Seca . Efluente Liuviosa
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Figura 5.3. Comparacién entre las abundancias relativas de ARGs en la matriz de agua, febrero a junio 2024, n=6.

Se puede observar (Figura 4.3.) que la mayor abundancia de genes en la matriz de
agua residual durante la época seca sigue el siguiente orden ascendente: tetA, sul2, sull, gacE
e intll. En cambio, para la época lluviosa la mayor abundancia de genes se presenta en el
orden ascendente: tetd, sul2, intll, sull y qackE.

Ademas, al igual que en la Figura 4.1., es posible visualizar en la Figura 4.3. que para
los genes previamente mencionados, su abundancia en la salida de la planta (efluente) es
mucho mayor que la abundancia de entrada al sistema (afluente) en ambas épocas. Dicho
comportamiento sugiere que los procesos bioldgicos dentro del sistema incrementan la

abundancia de ARGs que provienen del afluente.
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En la Figura 4.4. se detalla la misma comparacion aplicada en la Figura 4.3., pero a

la matriz de lodos (250 mg de muestra).

- Lodos Seca - Lodos Lluviosa

005 | II|I
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tetA ermB drfA12 sult sul2 qacE intl1 blaTEM
Gen

Numero de copias/Gen 16S

Figura 5.4. Comparacion entre las abundancias relativas de ARGs en la matriz de lodo, febrero a junio 2024, n=6.

En el caso de los lodos (Figura 4.4.), la mayor abundancia de genes en orden
ascendente durante la época seca son: tetA, sul2, sull, gacE e intll. En la época lluviosa, el
orden de mayor abundancia es ligeramente distinto: tetA, intll, sul2, gacE y sull. Se observa
también que, en general, la abundancia de los ARGs es mayor en la época lluviosa en
comparacion con la época seca, lo que sugiere que las condiciones de tratamiento y la
dindmica de lodos durante la temporada lluviosa favorece el aumento de estos genes.

Ahora bien, de estos andlisis se pudo visualizar que para ambas épocas y para las
distintas matrices de estudio, los genes tetd, sull, sul2, qacE e intll prevalecen dentro del
sistema en comparacion con los otros ARGs analizados.

Respecto a los primeros tres genes, en [66] se reporta de forma similar la prevalencia
de tetraciclinas y sulfonamidas. Las tetraciclinas son un grupo de antibidticos de amplio
espectro que actiian inhibiendo la sintesis de proteinas en bacterias. Actualmente, se controla
su uso en la medicina humana, pero permanecen con una amplia aplicacion en los animales
[67]. En el caso de las sulfonamidas, estas tienen un uso limitado en la medicina humana,

pero en algunos paises llegan a alcanzar hasta un 12% del consumo total de antibidticos [68].
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En Costa Rica, su preponderancia llega a alcanzar hasta un 43% del total de los
compuestos farmacéuticos presentes en aguas superficiales [69]. Este antibiotico esta
principalmente enfocado en el tratamiento de infecciones respiratorias, del tracto urinario y
de Chlamydia o, como formulaciones tdpicas, en infecciones oculares y vaginales [66].

Respecto al gen gacE, este estd asociado a compuestos de amonio cuaternario
(QAC:sS), los cuales son usados para controlar la propagacion de patdgenos en espacios
domiciliares debido a sus propiedades antimicrobianas de amplio espectro.
Aproximadamente el 75% de los QACs son recolectados en PTARs, por lo que es comun
encontrar grandes abundancias de este gen en sistemas similares [70]. Por otra parte, su
acumulacion tiene un impacto profundo sobre las poblaciones microbianas, ya que ejercen
una fuerte presion selectiva. Este es un fenémeno que ocurre cuando la exposicion constante
a un agente antimicrobiano favorece la supervivencia de aquellos microorganismos que
poseen mecanismos de resistencia frente a dicho agente [35]. En este contexto, las bacterias
susceptibles a los QACs son eliminadas, mientras que las bacterias resistentes, con gacE'y
otros ARGs, proliferan y dominan las comunidades microbianas en la PTAR [71].

Esta seleccion dirigida no solo incrementa la abundancia de microorganismos
resistentes, sino que también propicia la HGT [72]. Esto explica, a su vez, la abundancia tan
elevada en la matriz de agua residual del ultimo gen, int/l, que fue observada a la salida del
sistema. En [73], por ejemplo, se demostro que los aislados resistentes a desinfectantes como
el gacE estan altamente asociados a una alta prevalencia de integrones; en donde el 74,06%
de los aislados positivos para int/] portaba gen gacE. Ademas de esta correlacion, las PTARs
juegan un rol importante como reservorios comunes en donde los EMGs aumentan de forma
alarmante, ya que se comparten entre bacterias y patogenos [74].

Ahora bien, con el fin de determinar si el tratamiento de la PTAR verdaderamente
influy6 en la abundancia de los ARGs o si existen variaciones estacionales en ellas, se evaluo
si existen diferencias significativas en la abundancia de los genes entre la entrada y la salida
de la PTAR; asi como entre las diferentes épocas del afio. Los resultados de las pruebas

estadisticas aplicadas se describen en el Cuadro 4.1.
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En primer lugar, al analizar la abundancia de los genes en el efluente respecto al afluente utilizando las pruebas t-Student o
Wilcoxon, se demuestra que, durante la época seca, la abundancia de los genes drfd12, qacE, intll y blaTEM en el efluente es
significativamente mayor (p<0,05) que en el afluente. En cuanto a la época lluviosa, esta tendencia se observo para los genes sull y
qacE. Esto sugiere que la PTAR en estudio puede actuar como un reservorio para estos ARGs, lo que potencialmente incrementa su

abundancia en el efluente y, consecuentemente, su liberacion al medio ambiente [63].

Cuadro 5.1. Resultados de pruebas estadisticas relacionadas con la abundancia relativa de ARGs, PTAR Monserrat, febrero a junio 2024, n=6.

Gen tetA ermB drfA12 sull sul2 qacE intl1 blarem
ES EL ES EL ES EL ES EL ES EL ES EL ES EL ES EL
t-Student 0,06 N/A 0,06 N/A 0,02 0,3 N/A 0,007 N/A 0,1 0,003 0,03 0,003 N/A 0,02 0,2
Wilcoxon N/A 0,1 N/A 0,3 N/A N/A 0,1 N/A 0,1 N/A N/A N/A N/A 0,6 N/A N/A
ANOVA N/A N/A 0,5 N/A N/A 0,9 N/A 0,9
Kruskal-Wallis 0,4 0,3 N/A 0,4 1,0 N/A 0,2 N/A

Nota: ES: Epoca Seca; EL: Epoca Lluviosa; N/A: no aplica; significativo: p-value<0,05, no significativo: p>0,05.

Este aumento significativo puede explicarse principalmente por el aumento del tiempo de retencion que se obtiene a medida que
avanzan las etapas de tratamiento del agua, lo que promueve una interaccion mas prolongada entre las bacterias [75] y, de esta forma,
facilita la HGT. En este proceso, los MGEs como los integrones (int/1) actian como vehiculos que propagan los ARGs, por lo que la
alta prevalencia observada en este estudio es igualmente alarmante, ya que constituyen uno de los elementos mas importantes en el

desarrollo y transmision de ARGs entre bacterias [76].
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Asi que, durante el proceso de tratamiento las bacterias estdn sometidas a presiones
selectivas, como las QACs, que favorecen la supervivencia de aquellos organismos que
portan ARGs. Estas bacterias resistentes no solo sobreviven, sino que proliferan durante el
tratamiento, y a mayor tiempo de retencion en el sistema mas fécil es su acumulacion [71].
Por lo tanto, se sugiere que estos son los tres principales factores que contribuyen al aumento
significativo en la abundancia de los ARGs dentro del sistema. Ademds de esto, una vez
terminadas las etapas finales del ciclo del SBR, el lodo remanente en el reactor que se
reutiliza en el siguiente ciclo de tratamiento, contribuye a la acumulacion, persistencia y
aumento de, tanto las bacterias, como los ARGs que fueron introducidos a la planta [77].

Ahora bien, en segundo lugar, en ninguno de los genes se observo diferencias
significativas (p>0,05) al analizar el impacto de las variaciones estacionales en las tres
matrices de estudio (afluente, lodos y efluente). Estos resultados sugieren que las condiciones
climaticas no afectaron la presencia de ARGs en la PTAR.

No obstante, la identificacién de patrones estacionales en la abundancia de ARGs
dentro de sistemas similares es compleja, ya que diversas variables como el uso de
antibioticos, los periodos de muestreo y las condiciones operativas de la planta influyen en
los resultados [78]. Por ejemplo, mientras que [78] y [79] han reportado que la temporada
calida es Optima para la proliferacion de ARGs, en [80] se detectaron picos de abundancia en
temperaturas mas bajas. Esta variabilidad puede explicarse por la correlacion positiva que
hay entre el uso de antibidticos y la abundancia de ARGs en la PTAR [81].

En [82] se menciona que la estacionalidad es un factor importante que influye en la
cantidad de prescripciones de antibidticos para pacientes ambulatorios, lo que contribuye de
significativamente a la liberacién de ARBs en las aguas residuales a través de las excreciones
humanas. Esto quiere decir que los resultados obtenidos en este estudio, donde no se
observaron diferencias estacionales significativas en la abundancia de ARGs en la PTAR de
la urbanizacion Monserrat, estan sujetos al consumo de antibioticos que hubo en la poblacion
atendida por el sistema de tratamiento durante el periodo de estudio. Por esta razon, para
proximas investigaciones es fundamental realizar un andlisis de las tendencias de consumo
de antibioticos en la poblacion en paralelo con el estudio de la PTAR, para comprender mejor

su impacto en la dinamica de los ARGs.
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5.2.  REMOCION DE CONTAMINANTES FISICOQUIMICOS Y MICROBIOLOGICOS

En el Cuadro 4.2. se pueden observar los resultados de los parametros fisicoquimicos analizados en el afluente y efluente de la

PTAR, asi como las pruebas estadisticas aplicadas. En caso de que algun parametro en el efluente no cumpliera con la normativa nacional

(Anexo I), se sefal6d con: “*”; mientras que si no se aplico ninguna prueba, se detalla como: “N/A”.

Cuadro 5.2. Parametros fisicoquimicos procesados del afluente y efluente, PTAR Monserrat, febrero a junio 2024, n=6.

Epoca seca Epoca lluviosa Comparacion de Comparacion de
Parametros medianas afluente medianas efluente
Afluente Efluente Afluente Efluente t-Student  Wilcoxon t-Student Wilcoxon
p-value p-value p-value p-value
SSed (0,3%0,2) (0,07+0,06) (0,2+0,06) (0,07+0,06) N/A 0,8 N/A 1
(mL/L)
SST (82,43+23,31) (44,6+1,98) (57,0+3,47) (39+0,99) 0,2 N/A 0,07 N/A
(mg/L)
pH (6,7+0,58) (6,7+0,58) (7+0) (7+0) N/A N/A N/A N/A
DQO (133,6+48,99) (7,00+9,64) (180,0+£25,87) (22,67+21,78) 0,4 N/A 0,2 N/A
(mg/L)
NO;5 (0,63+0,71) (5,6349,24) (1,10£1,91) (8,17+£7,41) N/A 1 N/A 0,8
(mg/L)
NH," (31,36+18,19) (2,01£2,18) (26,9+8,36) (3,87£3,40) N/A 0,8 0,6 N/A
(mg/L)
PO (20,37+12,62) (1,49+1,88) (25,5+4,02) (16,93£12,77) 0,4 N/A 0,2 N/A
(mg/L)
Coliformes Fecales (5,440,59) (2,24+1,28) (6,6+0,14) (3,2+0,0) 0,1 N/A N/A 0,4

(logioNMP/100 mL)

Nota: Medianatdesviacion estandar; N/A: No aplica; *: Parametro no cumple con la normativa (Anexo I); significativo

: p-value<0,05, no significativo: p>0,05.
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Primeramente, fue posible observar altas desviaciones estandar en las mediciones de
NOs", NH4*, DQO y PO4*, lo que demuestra una posible variabilidad en las concentraciones
de contaminantes en las aguas residuales tratadas a lo largo del tiempo. Esta variabilidad se
puede atribuir a multiples factores [83], entre ellos, la diversidad de composicion en las
fuentes de contaminacion doméstica que alimentan la planta, las fluctuaciones estacionales
y las variaciones en la eficiencia del proceso de tratamiento [42].

Durante la época seca, el 19 de febrero se observd una variacion notable en las
mediciones de NOs~ y NH4" debido a una carga elevada de todos los contaminantes,
exceptuando la DQO. Por otra parte, en este mismo dia hubo una baja eficiencia de remocion
de la DQO, alterando la desviacion de este parametro en el efluente. De forma similar, el 11
de marzo se registré una entrada muy baja de PO4*, mientras que la concentracion de NOs”
en el efluente fue alta. En la tltima fecha de muestreo, el 13 de febrero, se presentaron
eficiencias deficientes en la remocion del NH4" y PO4*",

En este periodo, fue posible visualizar como las fluctuaciones en la carga de entrada
pueden influir en la eficiencia de los procesos de remocion. En [84], por ejemplo, se demostro
que para lograr una calidad de efluente aceptable es necesario una considerable carga de
contaminantes a la entrada, dado que las bajas cargas pueden representar una dificultad para
el proceso de remocion. Debido a esto, durante la época lluviosa fue ain mas notorio las
desviaciones en las mediciones, ya que hubo una diluciéon de la concentracion de
contaminantes en el afluente conforme avanzaban las semanas. Esto llevo a una disminucion
progresiva en las eficiencias de remocion del NOs-, NH4" y PO4* (Cuadro 4.3.), lo que
consecuentemente aumento6 la variabilidad en las muestras recolectadas.

Ahora bien, para determinar si en la entrada de la PTAR hubo variaciones
significativas en relacion con la dilucion observada durante la época lluviosa, se aplicaron
las pruebas de Wilcoxon y t-Student a las concentraciones del afluente en ambas épocas. De
forma similar, se aplicaron las mismas pruebas a las concentraciones del efluente para cada
época de estudio, con el proposito de determinar si la capacidad de remocion de estos
contaminantes es constante o no a través del cambio estacional. La prueba de Wilcoxon se
utilizo para datos que no siguen una distribucion normal, y la prueba t-Student para aquellos
que si la siguen (Apéndice IV). En los casos en que una prueba ya hubiera sido aplicada, se

indico: “N/A”.
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Segun el Cuadro 4.2., no se encontraron diferencias significativas (p>0,05) en las
concentraciones de contaminantes en el afluente entre la época seca y la época lluviosa para
todos los pardmetros estudiados. Esto sugiere que las condiciones de ingreso de
contaminantes a la PTAR son consistentes a lo largo del afio, independientemente de las
variaciones estacionales.

Respecto a los pardmetros analizados en el efluente, dado que los procesos en el SBR
son altamente no lineales, cualquier variacion significativa en la concentracion de entrada
podria afectar la calidad de salida [85]. No obstante, al ser consistentes las condiciones de
ingreso en la PTAR de estudio se espera que la eficiencia de remocion de esta permanezca
estable a lo largo del afio. La afirmacion anterior pudo confirmarse con la comparacion de
medianas del efluente para ambas épocas (Cuadro 4.2.). Segun los resultados de las pruebas
estadisticas aplicadas, no se encontraron diferencias significativas (p>0,05) en el efluente
entre la época seca y la época lluviosa para todos los parametros estudiados. Esto indica que,
en términos de calidad del agua tratada que sale de la PTAR, las condiciones climaticas
estacionales no ejercen un impacto significativo. Ademas en ambas épocas todos los
parametros del efluente (Cuadro 4.2.) cumplen con el limite méximo permitido en la
normativa nacional (Anexo I) [48].

Ahora bien, aunque las condiciones climaticas estacionales parecen no ejercer un
impacto significativo en la calidad del efluente, se determinaron las eficiencias de remocion
y se aplicaron andlisis estadisticos (Cuadro 4.3.) a cada parametro. De esta forma, fue posible
identificar areas donde el proceso puede mejorarse y pudo observarse si realmente las
eficiencias de remocion de los contaminantes no son afectadas por la estacion del afio. Las
consideraciones de los cuadros anteriores aplican de igual manera para este.

En este caso, se puede observar que las eficiencias de remocion estan por encima del
30% para todos los pardmetros y, en el caso del NOs’, su concentracion en el efluente es
mayor que en el afluente gracias a la nitrificacion que ocurre en la fase de aireacion. En esta
etapa, el NH3y el NH4" del afluente se oxidan a NO»" y luego a NOj3~. Segtin [42], en efluentes
de PTARs las concentraciones de NO3™ pueden variar (0-20) mg/L. Por lo tanto, los resultados
obtenidos en este estudio se encuentran dentro de un rango tipico del proceso. Debido a esto

se coloco “N/A” para los célculos de este parametro.
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Cuadro 5.3. Eficiencias de remocion de los parametros analizados en la matriz de agua, febrero a junio 2024, n=6.

Eficiencia de Eficiencia de t-Student Wilcoxon
Parametros remocion remocion p-value p-value
época seca época lluviosa
SSed 77,78% 60,00% N/A 0,7
(mL/L)
SST 45,86% 31,70% N/A 0,1
(mg/L)
DQO 94,76% 87.41% 0,05 N/A
(mg/L)
NOs’ N/A N/A N/A N/A
(mg/L)
NH,* 93,60% 85,59% 0,3 N/A
(mg/L)
POs* 92,68% 33,68% 0,1 N/A
(mg/L)
Coliformes Fecales 58,77% 51,32% 0,3 N/A

(logioNMP/100 mL)
Nota: significativo: p-value<0,05, no significativo: p>0,05.

Respecto a los otros pardmetros, las pruebas estadisticas utilizadas indicaron que las
eficiencias de la época seca no son significativamente mayores (p=>0,05) a las eficiencias de
la época lluviosa. Esto quiere decir que el proceso de tratamiento de la PTAR mantiene una
eficiencia consistente en la remocion de contaminantes fisicoquimicos y microbioldgicos a
lo largo del afo.

Sin embargo, aunque haya una remocion de los contaminantes para ambas épocas, se
puede observar que en la época lluviosa todas las eficiencias descritas en el Cuadro 4.3.
disminuyen; siendo la més pronunciada la remocion del PO4*, pasando de un 92,68% de
remocion en la época seca a tan solo un 33,68% en la época lluviosa. Este fendmeno esta
relacionado con la disminucién en la capacidad de sedimentabilidad.

En comparacion con otros estudios, en [86] se observo durante la época lluviosa una
disminucién en la tasa de carga organica del afluente, al igual que en la capacidad de
sedimentacion, siendo esta ultima atribuida al sobrecrecimiento de bacterias filamentosas en
el lodo. Ambas condiciones afectaron simultaneamente la eficiencia de eliminacion de

contaminantes como el P y N.
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Respecto a las condiciones de la PTAR en estudio, en la época lluviosa se pudo
observar un aumento de la DQO en el afluente (Cuadro 4.2.), pero se observaron indicios de
bacterias filamentosas durante la visita de campo. Al recolectar y analizar los lodos
muestreados, se observaron floculos largos y poco compactos.

Asi que, en el Cuadro 4.4. se evalu6 la capacidad de sedimentacion de los lodos por
medio de la caracterizacion del licor mezclado. En este, se detallan los resultados de SSed,
ST y el célculo del IVL durante la época seca y lluviosa. Ademads, se aplico la prueba t-
Student a los distintos parametros analizados con el fin de determinar si hay diferencias
significativas entre ambas épocas, dado que todo el conjunto de datos asume una distribucion
normal (Apéndice IV).

Como resultado, no se presentaron diferencias significativas entre los SSed, los ST y
el IVL de ambas épocas de estudio (p>0,05), lo que sugiere una operacion estable y efectiva
de la PTAR gracias a la uniformidad en las condiciones de entrada que se determind con
anterioridad. No obstante, segun el calculo de IVL, los lodos pasan de una capacidad normal
de sedimentacion durante la época seca (IVL=100) a lodos con poca capacidad de

sedimentacion (IVL>150) en época lluviosa.

Cuadro 5.4. Caracterizacion del lodo en el licor mezclado, febrero a junio 2024, n=6.

Lodos seca Lodos lluviosa t-Student
Parametros p-value
SSed 903,3+15,28 900+20,0 1,0
(mL/L)
ST 7,60+2,31 5,28+2,54 0,7
(g/L)
IVL 100,4+26,35 160,6+78,09 0,8
(mL/g)

Nota: Mediana+desviacion estandar; N/A: No aplica; significative: p-value<0,05, no significativo: p=>0,05.

Segun [87], el lodo se puede considerar filamentoso cuando el IVL es mayor a 120y,
por ende, recomienda para la remocion de nutrientes a partir de lodos en sistemas bioldgicos
como estos, valores menores a 100 mL/g. Por lo tanto, la PTAR en estudio puede sufrir de
una proliferacion de microorganismos filamentosos durante la época lluviosa. Esto podria ser
una de las razones por las cuales se haya observado una baja capacidad de sedimentacion

[84] y de remocion de nutrientes como el Ny el P [88].
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Aun asi, se puede observar que la eficiencia de remocion del POs* disminuye en
mayor medida que la remocion del NH4", con una reduccion de un 59% en comparacion con
un 8,01%, respectivamente. Esto pudo deberse a la disminucion de la temperatura ambiental
que conlleva la época lluviosa. En [89] se demostrd que, al bajar la temperatura por el cambio
de estaciones, las tasas de reaccion de las bacterias y sus funciones metabolicas se ven
afectadas, reduciendo su capacidad de remocion del N y del P. Ademas, se menciona que
bajo estas condiciones también aumentaba la concentracion de PO4* en la etapa de
sedimentacion debido a la liberacion secundaria de fosforo; resultando en una deficiencia de
remocion ain mayor. Sin embargo, en el caso de estudio, no se realizaron mediciones de
temperatura, por lo que se recomienda para proximas investigaciones incluir este analisis
dentro de la metodologia a realizar.

Ahora bien, en el caso de la PTAR Monserrat, la liberacion secundaria de fosforo
previamente mencionada podria ocurrir en la fase de sedimentacion si el sistema utiliza
EBPR, lo cual no fue comprobado en esta investigacion. Este fenémeno se produce cuando
las PAOs, que en condiciones aerobias absorben y almacenan fésforo en forma de
polifosfatos, se encuentran en un entorno con baja disponibilidad de oxigeno; como podria
ser el fondo de un reactor durante la fase de clarificacion [90]. En estas condiciones, las PAOs
liberarian el fosforo almacenado de vuelta al agua circundante, ya que metabolizan las
reservas de polifosfatos almacenadas para consumir fuentes de acidos grasos volatiles
(VFAs) y asi obtener energia [91]. Este fendmeno, conocido como liberacioén secundaria,
podria ser contraproducente para la eficiencia global del sistema, ya que el fosforo que

deberia haber sido removido durante el tratamiento es reintroducido en el efluente final [92].
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5.3. RELACION DE LA OPERATIVIDAD DE LA PTAR CON LA CARGA DE ARGs

El gréafico presentado en la Figura 4.3. corresponde a un Analisis de Componentes
Principales (PCA) que permite visualizar la relacion entre las variables de estudio y su
contribucion a la varianza total del conjunto de datos. Para este andlisis se tomaron en cuenta
las concentraciones de cada variable y se representaron por medio de un vector cuya longitud
refleja la importancia relativa de la variable en cada dimension. Las variables que tienen
vectores que apuntan en direcciones similares estan positivamente correlacionadas y, entre
mas cerrado sea el angulo entre dos vectores, mayor es la correlacion positiva entre las
variables que representan.

Por el contrario, aquellos vectores que poseen un angulo perpendicular indica que las
variables son independientes y si apuntan en direcciones opuestas o un angulo abierto, estas
estan negativamente correlacionadas. A partir de esto, se identificaron visualmente tres
grupos principales de variables o “clusters”, cada uno de ellos encerrados en un circulo de
color diferente. Estos grupos fueron identificados a partir de la proximidad de las variables

en el grafico PCA, con el fin de resaltar patrones generales en los datos de estudio.

Coliformes
>

Ssed NH4
SST =~
> ~~DQo

Dim2 (15.8%)

N93

Dim1 (61.4%)

Figura 5.5. Evaluacion del efecto de parametros fisicoquimicos y microbiologicos en la abundancia relativa de
ARGs presentes en la PTAR Monserrat por medio de un PCA, febrero a junio 2024, n=6.
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El primer grupo, representado por un circulo verde, incluye las variables tetA, ermB,
drfA12, sul2 y blaTEM. Esto sugiere que los ARGs previamente mencionados estan
fuertemente correlacionadas entre si, indicando un posible mecanismo o proceso compartido.
El segundo cluster, dentro del circulo azul, indica que los ARGs gacE y sull estan
correlacionados. Finalmente, se puede observar que ambos clusters estdn igualmente
correlacionados con el gen intl]. Esta correlacion significativa entre los ARGs y el gen intl]
resalta el riesgo potencial de diseminacion a través de la HGT tras la reutilizacion del lodo
activado en el tratamiento biologico o la descarga del efluente de la PTAR en el cuerpo de
agua receptor [93]. Ademas, la fuerte correlacion entre casi todos los ARGs, indica un enlace
genético impulsado por la co-ocurrencia y co-transferencia de ARGs, lo que puede contribuir
a la resistencia a multiples farmacos en las bacterias [93].

Por otra parte, se puede observar que el cluster azul, de los genes gacE y sull, se
encuentra ligeramente en orientacion contraria al tercer grupo circunscrito en un circulo rojo,
el cual esta compuesto por las variables Ssed, Coliformes, SST, NH4 y DQO. Esto indica
una posible relacion inversa, en la cual los ARGs aumentan conforme las concentraciones de
dichos parametros disminuyen. No obstante, en [94] se demuestra que no hay influencia
alguna de los parametros fisicoquimicos o microbiologicos en la abundancia de ARGS;
siendo la tnica excepcion la temperatura del agua. No obstante, en este estudio no se realizo
la medicion de la temperatura del agua, por lo que se recomienda incluir esta medicion para
préoximas investigaciones, ya que segun [94], la temperatura es el tinico pardmetro que posee
una correlacion significativa con la abundancia de ARGs, especialmente con el gen sull.

Esto refuerza la idea de que los procesos bioldgicos en los sistemas de tratamiento,
estan modulados por la temperatura. A su vez, esto podria estar relacionado con la capacidad
de ciertos organismos resistentes para prosperar en condiciones especificas, donde el control
de los parametros fisicoquimicos habituales no es suficiente para mitigar la proliferacion de
ARGs [95]. Por ejemplo, en [96] y en [97] se demostr6é que tanto la proliferacion, como la
propagacion de los ARGs, estan principalmente gobernadas por la comunidad microbiana y
MGE:s. Debido a esto, en [98] y [99] se encontrd que la desinfeccion desempefia un papel

primordial en la eliminacion de ARBs, al igual que de ARGs.
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Ahora bien, cabe resaltar que en estudios de deteccion y cuantificacion de ARGs, la
presencia de inhibidores de la qPCR, como sustancias humicas, iones metalicos y
polisacaridos complejos [100], pueden afectar la amplificaciéon del ADN y generar falsos
negativos o subestimaciones en la abundancia de ARGs [101]. Estos inhibidores son
comunes en matrices complejas como las aguas residuales y su interferencia podria explicar
en parte por qué no se encuentran correlaciones entre parametros fisicoquimicos o
microbioldgicos y la abundancia de ARGs [100].

Por otra parte, en el Cuadro 4.2. se observa que, aunque no haya una diferencia
significativa en la remocion de coliformes entre afluente y efluente, la deteccion de algunos
genes es significativamente mayor en el efluente. Esta aparente discrepancia entre la
deteccion bacteriana y la deteccion de ARGs puede explicarse por dos razones. La primera
es que el tratamiento del agua podria haber eliminado inhibidores presentes en el afluente,
los cuales hayan afectado la cuantificacion inicial de los genes, llevando a un aumento
aparente de ARGs en el efluente. La segunda razén es que, dado que se trata de una
cuantificacién de abundancia relativa, aunque el nimero total de genes no haya cambiado, la
proporcion de genes en el efluente sea mayor.

Esto tltimo sucederia si el nimero total de bacterias disminuye, pero las bacterias que
quedan tienen una mayor proporcion de ARGs. Entonces, la abundancia relativa de esos
genes aumentard. En caso de que esto suceda, se podria requerir una estrategia adicional,
como la cuantificacion absoluta de ARGs, para obtener una mejor comprension de su

dindmica a lo largo del proceso de tratamiento.
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6. CONCLUSIONES

El analisis realizado de la carga relativa de ARGs en la PTAR de la urbanizacion
Monserrat en La Union de Cartago, demostré de manera consistente que el proceso de
tratamiento es deficiente en la disminuciéon de ARGs, y, mas bien, incrementa
significativamente la presencia de ciertos genes en el efluente.

Por otra parte, aunque las condiciones climaticas no parecieron afectar la presencia
de ARGs en la PTAR, el estudio sugiere que el aumento de ARGs, como tetd, sull, sul2,
qacE e intll, podria estar influenciado por tres condiciones: la prolongada interaccion entre
bacterias durante el tratamiento, la presencia de MGEs que faciliten la HGT y por presiones
selectivas derivadas de compuestos como los QACs. Estas consideraciones requieren de mas
estudios para ser confirmadas, lo que permitiria corroborar si la PTAR de estudio actiia como
un reservorio donde ciertos ARGs, especialmente los integrones (intl1), proliferan de manera
preocupante a lo largo del afio.

Respecto al andlisis de la remocion de contaminantes fisicoquimicos Yy
microbioldgicos, no se encontraron diferencias significativas en la calidad del agua tratada
entre las €pocas seca y lluviosa, lo que indica que el sistema de tratamiento opera de manera
estable y eficiente, a pesar de las variaciones estacionales. Debido a esto, todos los
pardmetros analizados cumplen con la normativa nacional a lo largo del afio. No obstante, se
observaron fluctuaciones en la eficiencia de remocion, especialmente en la época lluviosa.
Esto fue causado posiblemente por la proliferacion de bacterias filamentosas, lo que afectd
negativamente la capacidad de sedimentacion de los lodos y, por consecuencia, su capacidad
de remocion del PO4*"y del NH4™.

Finalmente, el PCA reveld que varios ARGs estan estrechamente correlacionados
entre si, especificamente con el gen int/l, lo que sugiere un riesgo en el aumento de su
abundancia relativa a través de la HGT. Esta situacion demuestra la importancia de estudiar
la co-transferencia de ARGs en ambientes receptores, siendo uno de los aspectos que deberia
recibir mas atencion en futuras investigaciones.

Ademas, los resultados de la PCA también destacan que, a pesar de la falta de
correlaciones claras entre pardmetros fisicoquimicos y microbiologicos con la abundancia de
ARGs; la interferencia de inhibidores en la qPCR debe ser considerada, ya que es comun en

matrices complejas como las aguas residuales.
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Dichos inhibidores podrian afectar la precision y fiabilidad de las mediciones, por lo
que en futuras investigaciones serd necesario tomar en cuenta las medidas correspondientes
para mitigar sus efectos y lograr una cuantificaciéon mas precisa de la carga de ARGs. No
obstante, los hallazgos del presente estudio sugieren que los parametros fisicoquimicos y
microbioldgicos del agua residual a lo largo del sistema de tratamiento no parecen
desempefiar un rol crucial en la proliferacion de ARGs, lo que resalta la importancia de
implementar métodos de desinfeccion como tratamiento terciario del agua residual para

reducir la carga de ARGs que sera posteriormente liberada al ambiente.

7. RECOMENDACIONES

Asociado al primer objetivo especifico; se recomienda realizar un analisis exhaustivo
de las tendencias de consumo de antibidticos en la poblacién que utiliza el servicio de
tratamiento de aguas residuales, dado que esta informacion es crucial para entender la
dindmica de los genes de resistencia a antibidticos (ARGs) en la PTAR durante el periodo de
estudio. A largo plazo, conocer estos patrones de consumo les permitiria a los operadores de
la planta identificar fuentes de ARGs en el agua residual, para asi ajustar el sistema de
tratamiento con el fin de evitar la proliferacion de estos genes.

Asociado al segundo objetivo especifico; aunque los valores reportados para el NO3
se encuentren dentro de valores tipicos del proceso de tratamiento de aguas residuales, este
contaminante puede tener efectos significativos en el medio ambiente, la salud publica y la
agricultura [42]. Por ello, es crucial controlar su dispersion en cuerpos de agua. En [102] se
menciona que, al usar estrategias de alimentacion inica como en la PTAR de estudio, es
comun observar cantidades sustanciales de este contaminante en el efluente, ya que en la fase
anoxica donde ocurre la desnitrificacion enddgena, la materia organica puede llegar a reducir
hasta que no quede un donante de electrones organico; afectando de esta forma la eficiente
transformacion del NO3z™ [103]. Ademads, para mejorar el proceso desnitrificacion, en [89] se
menciona que la alimentacion por etapas mejoraria las eficiencias de remocion del nitrogeno
inorganico soluble (NH4" y NO3") en un 93% y 89%, respectivamente, sin agregar una fuente

externa de carbono o energia.
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Por otra parte, dado que se ha observado que la liberacion secundaria de fosforo puede
ocurrir en la fase de sedimentacion, especialmente en sistemas donde las PAOs son
predominantes, es crucial determinar si la PTAR de estudio esta utilizando EBPR por medio
de un analisis de las comunidades microbianas presentes en el sistema. De esta forma, se
podrian identificar factores que puedan estar contribuyendo a la posible liberacién secundaria
de fosforo, permitiendo ajustes en el proceso para mejorar la calidad del efluente.

Finalmente, asociado al tercer objetivo especifico, se recomienda incluir métodos de
desinfeccion como tratamiento terciario con el fin de reducir la abundancia de ARGs en el
efluente final de la PTAR. Este tipo de intervencion es crucial debido al riesgo de
diseminacion de ARGs en cuerpos de agua receptores. Estudios previos han demostrado la
efectividad de diversos métodos de desinfeccion en la reduccion de ARGs. En [104], por
ejemplo, se demostré que la abundancia de ARGs disminuyé exponencialmente a medida
que se aumento la dosis de luz ultravioleta (UV), luego disminuy¢ linealmente a medida que
se aumentaba la concentracion de cloro y, por tltimo, la eficiencia de eliminacion de ARGs
fue mayor con una desinfeccion de ozono (O3).

Respecto a los desafios relacionados con la inhibicion en los ensayos de qPCR, se
recomienda considerar la implementacion de métodos que incluyan estandares internos o
pasos de dilucion. En [105] se menciona que muchos laboratorios ambientales que utilizan
qPCR han intentado controlar y comprender la inhibicién por medio de un estdndar interno
de recuperacion. Esto podria tomar la forma de una reaccion multiplex como el ensayo
SPUD, en el cual se utilizan cebadores disefiados especificamente para amplificar un
fragmento de ADN que no se encuentra en las muestras; con el fin de mantener un control
interno, detectar inhibidores y validar los resultados obtenidos [105]. Otro enfoque comun,
encontrado en [106] y [107], es diluir las muestras hasta el punto en que la inhibiciéon ya no
afecte el ensayo, lo que disminuye el impacto consecuente de los inhibidores.

Adicionalmente, asociado al segundo y al tercer objetivo especifico, es recomendable
analizar la temperatura del agua. A partir de esto se podria determinar si las condiciones
relacionadas con los procesos bioldgicos que ocurren dentro del sistema de tratamiento, como
la actividad microbiana que aumenta la carga de ARGs o que genera la liberacion secundaria

de fosforo, estain modulados por la temperatura.
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9. APENDICE I. ARGS ASOCIADOS A ANTIBIOTICOS

La resistencia a un antibidtico en especifico puede estar asociada con distintos ARGs que confieren uno o mas mecanismos de

resistencia. En el Cuadro 8.1. se detallan algunos ARGs y los mecanismos asociados a su resistencia.

Cuadro 9.1. Principales ARGs relacionados con antibidticos distintivos.

Descripcion

Referencia

ARGs relacionados con la

resistencia a tetraciclinas

Se encontrd que las bacterias resistentes a la tetraciclina emergen en entornos donde se haya introducido previamente dicho antibidtico. Se
han caracterizado alrededor de 38 genes de resistencia a la tetraciclina (fef) y tres genes de resistencia a la oxitetraciclina (otr). De estos,
23 genes codifican proteinas asociadas a las bombas de eflujo, 11 genes para proteinas asociadas al mecanismo de modificacion del sitio
activo, tres para una enzima de inactivacion y un gene para un mecanismo de resistencia no identificado.

[108]

ARGs relacionados a

aminoglucdsidos

El mecanismo mas importante asociado a la resistencia de este farmaco es la desactivacion directa por medio de modificacion enzimatica.
Se han encontrado mas de 50 enzimas de modificacion, las cuales se dividen en tres grupos seglin sus acciones bioquimicas sobre los
distintos sustratos. Estas enzimas estan codificadas por tres tipos de genes: aac (acetiltransferasas), aph (fosfotrasnferasas) y ant/aad
(adeniltransferasas).

[109]

ARGs asociados a
macrolidos-lincosamidas-

estreptograminas

Aunque estructuralmente no estén relacionados entre si, la resistencia a los macrolidos-lincosamidas-estreptograminas (MLS) se investiga
simultaneamente, ya que algunos genes de resistencia a los macroélidos (erm) codifican resistencia a dos e incluso a los tres compuestos.
Hay mas de 60 genes diferentes que confieren la resistencia a este grupo de antibidticos y suelen ser adquiridos por medio de elementos
moviles como plasmidos y transposones.

[110]

Los mecanismos responsables de las resistencias al cloranfenicol y al florfenicol incluyen cloranfenicol acetiltransferasas (codificadas por
los genes car), exportadores especificos (codificados por los genes cml) y transportadores de multiples farmacos.
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ARGs asociados a [111]

cloranfenicol
ARGs asociados a Se han identificado alrededor de seis tipos de genes asociados a la resistencia de la vancomicina (van), siendo vanAd y vanB los genes [112]
o predominantes en ambientes acuaticos.
vancomicina
Esta resistencia suele estar codificada por mutaciones ubicadas en areas conservadas de la dihidropteroato sintasa de las sulfonamidas, a
. partir del gen DHSP (sul), y de la dihidrofolato reductasa de las trimetoprimas, a partir del gen DHFR (dfi). Los genes sul suelen ser [113]
ARGs asociados a

transmitidos por medio del intl1, mientras que los genes dfi por medio del intl2.
sulfonamidas y a

trimetoprimas
Se han identificado mas de 400 B-lactamasas diferentes codificadas por cientos de genes (bla). Estas enzimas se dividen en cuatro clases
. moleculares (A, B, C y D), que median resistencias a una amplia gama de B-lactdmicos; incluyendo penicilinas, cefalosporinas, [114]
ARGs asociados a f3-
carbapenemas y monobactamas.
lactamicos
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10. APENDICE II. MECANISMOS DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

Hay una amplia diversidad de genes que pueden codificar una gran variedad de
mecanismos que permiten a las ARBs adaptarse para sobrevivir [9]. Estas adaptaciones estan
asociadas a uno o mas ARGs, por lo que, al estudiar un gen en especifico, también se
examinan los mecanismos asociados a este e incluyen principalmente los siguientes
mecanismos [92], [115], [116]:

10.1. MODIFICACION DEL SITIO ACTIVO

Corresponde a una mutacion puntual en un gen determinado, lo cual resulta en un
mecanismo rapido y facil con un impacto minimo en la célula. Por ejemplo, Mycrobacterium
tuberculosis puede generar pequefios cambios en la secuencia de aminoacidos, lo que altera
su estructura proteica de tal forma que impide la correcta union del antibidtico.

10.2. BYPASS MOLECULAR

Este mecanismo consiste en la activacion de vias metabolicas alternativas o la
modificacion de vias existentes que no son sensibles al antibidtico. Un ejemplo es la
resistencia a antibioticos glucopéptidos como la vancomicina. Este es un proceso complejo
y requiere de la accion de varios genes especificos.

10.3. BOMBAS DE EFLUJO

En la célula de algunas familias, se encuentran ciertas proteinas que son capaces de
transportar el antibidtico hacia el exterior sin modificaciones y sin sufrir de la accion
bactericida.

10.4. INACTIVACION DEL ANTIBIOTICO POR MEDIO DE HIDROLISIS

La inactivacion de los fArmacos por medio de la sintesis de enzimas es uno de los
mecanismos mas frecuentes. Especialmente la produccion de la enzima B-lactamasa que
hidroliza la unién peptidica del anillo B-lactimico del antimicrobiano, inhibiendo de esta
forma su accion bactericida.

10.5. ALTERACIONES ESTRUCTURALES DE LA MEMBRANA CELULAR

Las bacterias pueden reducir la entrada de antibidticos a través de sus membranas

celulares, disminuyendo asi la cantidad de antibidtico que ingresa a la célula.
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10.6. DESACTIVACION DEL ANTIBIOTICO POR MEDIO DE MODIFICACION
QUIMICA

Enzimas bacterianas modifican la molécula del antibidtico por medio de la adicioén o
eliminacion de grupos quimicos cruciales, desactivando su capacidad de interactuar con el

microorganismo.
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11. APENDICE III. ARGS PREVALENTES EN FUENTES AMBIENTALES DE INTERES

En el siguiente cuadro se presenta una lista detallada de los ARGs mas prevalentes encontrados en diversas matrices ambientales

de interés para esta investigacion, relacionadas con las aguas residuales.

Cuadro 11.1. ARGs asociados a antibidéticos en ambientes de interés [13], [14].

Gen Fuente bioldgica Fuente

ambiental

ARGs fluoroquinolones

qnrB E. coli, Citrobacter
qnrVC Aeromonas, Vibrio
aac(6’)-lb-cr Aeromonas, E. coli, comunidad microbiana
ARGs rifamicina
arr-3 Aeromonas, comunidad microbiana E
ARGs tetraciclinas
tetA Aeromonas, Alcaligenes, Arthrobacter, Comamonas, Escherichia, Listeria, Pseudomonas, Salmonella, Serratia and Vibrio; plasmidos pB10, A, LA E

pTB11y pRSBI01

tetB Afipia, Alcaligenes, Arthrobacter, Burkholderia, Escherichia, Pseudomonas, Serratia, Staphylococcus, Vibrio A, LA E
tetC Aeromonas, Alcaligenes, Arthrobacter, Brevibacterium, Pseudomonas A,LAE
tetD Aeromonas, Escherichia, comunidad microbiana A, LAE
tetEl Aeromonas, Pseudoalteromonas, Vibrio A, LAE
tetG Pseudomonas, comunidad microbiana A, LAE
tetM Aeromonas, Bacillus, Escherichia, Lactococcus, Pseudoalteromonas, Vibrio, comunidad microbiana A, LA E
tetO Paenibacillus, Pseudoalteromonas, Shewanella, Sporosarcina, Vibrio, comunidad microbiana A LA E
tetQ Comunidad microbiana A, LAE
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tetS Lactococcus, Vibrio, comunidad microbiana A, LAE
tetW comunidad microbiana E
otr4 Streptomycete, comunidad microbiana LA
otrB Streptomycete LA
ARGs aminoglucésidos
aacA4 Plasmido pTB11 LA
aacA29b Plasmido pTB11 LA
aacCl Comunidad microbiana A
aacC2 Comunidad microbiana A
aacC3 Comunidad microbiana A
aacC4 Comunidad microbiana A
aadAl Aeromonas, Citrobacter, Shigella, plasmido pTB11 A LA E
aadA2 Aeromonas, Escherichia, Vibrio; plasmidos pB2, pB3 y pTBI1 A, LA
aadA4 Plasmido pB8 LA
aadAS5 Escherichia, Vibrio; plasmido pTBI11 LA
aadB Aeromonas, E. coli LA
aphD Comunidad microbiana A
aac(6’)-lb-cr Aeromonas, E. coli, comunidad microbiana E
satl y sat2 Aeromonas, E. coli E
strd Listeria, Salmonella, Vibrio; plasmidos pB4y pB10 L4
strB Salmonella, Vibrio; plasmidos pB4y pB10 L4
ARGs MLS
ermA Enterococcus E
ermB Bacillus, Enterococcus E
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ermC Comunidad microbiana E
ermF Comunidad microbiana E
ermT Comunidad microbiana E
ermX Comunidad microbiana E
mphA Plasmido pRSB101 L4
mef4 Enterococcus E
mphA-mrx-mphR Aeromonas E
ARGs cloranfenicol
cmlAl Plasmidos pB2 y pB3 L4
cmlAS Plasmido pTB11 LA
catB2 Plasmido pTB11 LA
catB3 Aeromonas E
catll Aeromonas, comunidad bacteriana E
ARGs vancomicina
vanA Enterococcus, Staphylococci E
vanB Enterococcus E
ARGs trimetropina
dfirAl Aeromonas, E. coli E
dfrd12 E. coli E
dfrd13 E. coli E
dfrd15 Vibrio E
ARGs sulfonamida
sull Aeromonas, Escherichia, Listeria, comunidad microbiana; plasmidos pB2, pB3, pBS, y pB10 LA
sulll Aeromonas, E. coli, comunidad microbiana E
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ARGs B-lactamicos

ampC Enterobacter, Salmonella A
blaPSE-1 Aeromonas, Salmonella, Vibrio A
blaCTX-M E. coli E
blaIMP Pseudomonas E
blaKPC Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter E
blaOXA-1 Plasmido pTB11 LA
blaOXA-2 Aeromonas; plasmidos pB8, pB10y pTB11 LA E
blaOXA-10 Plasmido pTB11 LA
blaTEM E. coli, Citrobacter E
blaVIM Acinetobacter, Pseudomonas E
mecA Staphylococcus A

Nota: Los ARGs descritos pueden encontrarse en una o mas de las siguientes matrices de una PTAR: Agua residual no tratada (A), lodo activado (LA), efluente (E).
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12. APENDICE IV. RESULTADOS DE LAS PRUEBAS SHAPIRO-WILK

En los Cuadros 11.1., 11.2. y 11.3. se presentan los resultados de las pruebas de
normalidad de Shapiro-Wilk aplicadas a los conjuntos de datos utilizados en la investigacion.
En estos se detallan los valores p correspondientes para cada variable evaluada durante las
épocas seca y lluviosa. Los resultados indican si los datos se distribuyen normalmente
(p>0,05) o si sugieren una desviacion significativa de la normalidad (p<0,05). Para aquellos
conjuntos de datos que fueron analizados con una prueba paramétrica (se ajustan a una
distribucion normal) la p-value se detalla en negrita, caso contrario se analizaron con una

prueba no paramétrica.

Cuadro 12.1. Resultados de las pruebas Shapiro-Wilk aplicadas en los conjuntos de ARGs, PTAR Monserrat,
febrero a junio del 2024, n=6.

Epoca seca Epoca lluviosa
Gen de resistenciaa  Shapiro-Wilk  Shapiro-Wilk  Shapiro-Wilk  Shapiro-Wilk  Shapiro-Wilk  Shapiro-Wilk
antibiotico Afluente Lodos Efluente Afluente Lodos Efluente
(ARG) p-value p-value p-value p-value p-value p-value
tetA 0,7804 0,1524 0,8777 0,1866 0,7252 2,2x1071¢
ermB 0,5048 0,1436 0,8127 0,8113 0,2554 0,01598
drfA12 0,6892 0,3631 0,6178 0,3427 0,8999 0,05682
sull 0,4627 0,9476 0,006299 0,3953 0,3953 0,898
sul2 0,312 0,03028 0,9416 0,485 0,485 0,7128
qacE 0,8428 0,4244 0,3631 0,434 0,9547 0,1376
intll 0,6247 0,4809 0,347 0,4244 0,4244 2,694x107
blaTEM 0,4633 0,263 0,9352 0,6369 0,253 0,06548
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Cuadro 12.2. Resultados de las pruebas Shapiro-Wilk aplicadas en los parametros analizados en la matriz de agua,

febrero a junio del 2024, n=6.

Epoca seca Epoca lluviosa
Parametros Shapiro-Wilk  Shapiro-Wilk  Shapiro-Wilk  Shapiro-Wilk  Shapiro-Wilk  Shapiro-Wilk
Afluente Efluente Eficiencia Afluente Efluente Eficiencia
p-value p-value p-value p-value
SSed 1 2,2x1071 0,3631 2,2x1071 2,2x1071¢ 2,2x1071¢
(mL/L)
SST 0,1148 0,6917 0,08292 0,1101 0,1939 0,04347
(mg/L)
DQO 0,5352 0,2983 0,1418 0,6788 0,4876 0,3782
(mg/L)
NOs’ 0,6878 0,02067 N/A 2,2x1071 0,9255 N/A
(mg/L)
NH,* 0,4481 0,7594 0,3458 2,2x10°1 0,2993 0,2993
(mg/L)
PO 0,2276 0,4463 0,3963 0,07136 0,5068 0,9209
(mg/L)
Coliformes Fecales 0,1787 0,3533 0,7277 0,6116 N/A 0,6314
(logl1ONMP/100 mL)

Cuadro 12.3. Resultados de las pruebas Shapiro-Wilk aplicadas en los parametros analizados en el lodo del licor

mezclado, febrero a junio del 2024, n=6.

Shapiro-Wilk

Shapiro-Wilk

Parametros Lodos época seca  Lodos época lluviosa
SSed 0,6369 1
(mL/L)
ST 0,4254 0,6624
(mg/L)
IVL 0,7356 0,8023
(mL/g)
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13. ANEXO I. LIMITES MAXIMOS PERMITIDOS EN LA NORMATIVA
NACIONAL

En el reglamento nacional [48] se describen los limites maximos permitidos de
analisis obligatorio de aguas residuales vertidas en un cuerpo receptor. Dichos pardmetros y

limites se describen en el Cuadro 12.1.

Cuadro 13.1. Limites maximos permisibles de analisis obligatorio.

Parametro Limite Maximo
Solidos Sedimentables 1 mL/L
Solidos Suspendidos Totales 50 mg/L
pH 5-9
Grasas/aceites 30 mg/L
Demanda Quimica de Oxigeno 150 mg/L
Demanda Bioquimica de Oxigeno 50 mg/L
Sustancias Activas al Azul de Metileno 5 mg/L
Temperatura 15°C <T <40°C
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