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Justificacion

En las ultimas décadas se ha dado una degradacion importante de los recursos hidricos
en Costa Rica, lo cual, es una problematica que incide directamente en la salud de los
costarricenses. Es asi que, en zonas que presentan una alta densidad poblacional se han
evidenciado niveles de contaminacion categorizados como Severos O Muy Severos;
vinculados con un vertido a los rios de aguas residuales domesticas sin tratamiento alguno
(Calvo Brenes, 2013; Morales Mora, 2018; Ramirez-Morales et al., 2021). Escherichia coli
representa un buen indicador para evaluar la calidad del agua, cuya deteccién se relaciona
con la posible presencia de patdgenos intestinales; esto pues, al estar presente en heces tanto
humanas como de origen animal se asocia a contaminacion fecal (Khan & Gupta, 2020;
Rodriguez Cavallini et al., 2016; Torres et al., 2010). Asi mismo, el analisis del perfil de
sensibilidad a antibi6ticos de E. coli es sumamente relevante, pues este microorganismo, al
presentar una acelerada capacidad de adquisicion de resistencia contra antibioticos, funciona
como indicador del aumento de resistencia en bacterias potencialmente patdgenas (Torres
etal., 2010).

Aunado a lo anterior, la resistencia a antimicrobianos fue declarada por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) como una problematica que ataca a la salud mundial, y esta
misma institucion establecié la necesidad de realizar mas investigacion en el tema. Esta
situacion representa una crisis cada vez mas grave, la cual, desencadena la aparicion de
infecciones ocasionadas por microorganismos resistentes a diversos antimicrobianos, siendo
asi mas dificiles de tratar (Aslam et al., 2018; Davies & Davies, 2010; Organizacion Mundial
de la Salud, 2001). Esta resistencia se propicia a través del uso inadecuado de los antibidticos
tanto en medicina humana como veterinaria. Ademas su desarrollo se ve influenciado por la
urbanizacion e industrializacion, lo cual implica una alta disposicién de residuos liquidos;
que de la mano con el tratamiento ineficiente o inexistente de aguas residuales, potencia la
llegada de microorganismos y diversos contaminantes a los cuerpos de agua (Lee Ventola,
2015; Mena-Rivera et al., 2018; Quesada, 2012; Ramirez-Morales et al., 2021; Rodriguez-
Mozaz etal., 2015). Estos factores han permitido la introduccion medioambiental de
variedad de antibidticos y farmacos de uso comun, detectandose en distintos estudios de

aguas superficiales compuestos como tetraciclinas y cefalosporinas; lo cual, conlleva a una



presion selectiva sobre mecanismos de adaptacion microbiana, como lo son la expresion de
sistemas de eflujo y betalactamasas de espectro extendido (BLEES) (Ramirez-Morales et al.,
2021; Spongberg et al., 2011; Wilkinson et al., 2022). Esta resistencia adquirida constituye
un problema de salud puablica, pues la presion selectiva asociada a la existencia de
antibioticos en el medio ambiente puede ocasionar una transmision horizontal de genes de
resistencia (THG) a organismos virulentos y/o que no los producirian normalmente (Torres
et al., 2010).

Por estas razones, es crucial estudiar los principales sistemas de abastecimiento de agua
en la GAM, como es el caso de las microcuencas ubicadas en el cantén de Vazquez de
Coronado; particularmente, la microcuenca del rio Durazno, la cual, se utiliza como
captacion superficial para la planta de tratamiento de agua para consumo humano para
diversos cantones, como Goicoechea, Montes de Oca, Curridabat y parte de San José. Cabe
destacar que, de acuerdo a reportes anteriores, esta microcuenca ha presentado niveles
elevados para parametros fisicoquimicos (turbidez y temperatura), asi como niveles de
parametros microbiologicos (coliformes fecales) fuera de los rangos aceptables definidos
para el uso de aguas superficiales como fuente de abastecimiento de agua para uso y consumo
humano (Morales Mora, 2018). Por lo tanto, este proyecto pretende evaluar la presencia de
E. coli resistente a antibidticos de uso comin en medicina veterinaria, como tetraciclina, o
que representan una alternativa terapeutica como segunda linea de accion, como cefotaxima,
en la microcuenca del rio Durazno, para detectar posibles perfiles de resistencia microbiana
que constituyan un riesgo para la poblacion, y de esta manera proveer informacion
documentada sobre la presencia y circulacion de organismos resistentes a antibioticos en esta

microcuenca.

Hipotesis

Existen fenotipos de Escherichia coli resistentes a tetraciclina y cefotaxima en muestras

de agua superficial de la microcuenca del rio Durazno en VVazquez de Coronado, San José.
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Objetivo general

Evaluar aislamientos de Escherichia coli de muestras de agua superficial de la
microcuenca del rio Durazno mediante pruebas bioquimicas y moleculares para determinar

su perfil fenotipico y genotipico de resistencia a los antibi6ticos tetraciclina y cefotaxima.

Obijetivos especificos

1) Examinar muestras de agua superficial de la microcuenca del rio Durazno a través
del cultivo y la caracterizacion bioquimica para identificar aislamientos de

Escherichia coli en estas muestras.

2) Analizar los aislamientos de Escherichia coli de las muestras de agua superficial de
la microcuenca del rio Durazno por medio de pruebas de sensibilidad a los
antibioticos para establecer un perfil fenotipico de resistencia a tetraciclina y

cefotaxima.

3) Estudiar los aislamientos de Escherichia coli resistentes a tetraciclina y cefotaxima
de las muestras de agua superficial de la microcuenca del rio Durazno mediante

pruebas moleculares para identificar el genotipo de resistencia a estos antibiéticos.

Resumen

Escherichia coli es una bacteria Gram negativa comensal del intestino grueso en seres
humanos y animales, esta adquiere facilmente genes de resistencia a los antimicrobianos y
es el indicador de contaminacion fecal por excelencia. Actualmente, hay una problematica
creciente relacionada al desmedido uso de antibidticos y el aumento de bacterias resistentes
a estos. El uso de tetraciclinas y cefalosporinas de tercera generacion ha incrementado en
contextos médicos, agropecuarios e industriales; de ahi su consecuente liberacion en fuentes
de agua, que implica una presion selectiva sobre mecanismos de adaptacion microbiana,

propiciando el intercambio de genes de resistencia y el surgimiento de cepas

11



multirresistentes. Dado esto, es fundamental estudiar sistemas de abastecimiento de agua en
Costa Rica, como es el caso de la microcuenca del rio Durazno, ubicada en el canton de
Vazquez de Coronado, para proveer informacion precisa sobre la circulacion de organismos
resistentes a antibidticos en esta zona. Para esto, se analizaron aislamientos de E. coli en
muestras de agua superficial mediante pruebas bioguimicas y moleculares con el fin de
determinar su perfil fenotipico y genotipico de resistencia a tetraciclina y cefotaxima.
Inicialmente, se trabajé con la técnica de NMP de la cual se obtuvieron valores de coliformes
fecales y E. coli, seguido de un cultivo en CMH adicionado con antibidticos para eliminar a
las bacterias sensibles. Posteriormente, se aislo E. coli mediante su crecimiento en medios
selectivos y diferenciales, y se confirmo su identificacion a través del analisis del gen 16S
rRNA por PCR de punto final. Para el perfil fenotipico y genotipico de resistencia se
utilizaron pruebas de sensibilidad a antibiéticos con el método de difusion por disco y PCR
de punto final para la deteccidn de genes de resistencia asociados a estos. Por cada muestra
se analiz6 un aislamiento de E. coli. De 18 aislamientos, 16 presentaron resistencia ante al
menos 1 antibidtico. El 78% de aislamientos de E. coli mostro resistencia a tetraciclina, cuyo
principal gen asociado en este estudio corresponde al tet(A), presente en el 64% de los
aislamientos resistentes a tetraciclina. EI 67% evidenciaron resistencia a cefalosporinas, y el
28% particularmente a cefotaxima, donde el gen mas frecuente encontrado fue blatem; este
se detecto en el 58% de los aislamientos con resistencia a cefalosporinas y el 40% de los
resistentes a cefotaxima. El gen intl-1 se detectd en el 83% de los aislamientos totales y en el
94% de los aislamientos que mostraron resistencia ante algin antibi6tico, lo cual se asocia a
un alto grado de contaminacién antropogénica. En el 39% de los aislamientos se determind
un perfil multirresistente (MDR). Los niveles mas altos de contaminacion y resistencia
demostraron una tendencia hacia el punto mas bajo de la microcuenca. Se comprobé la
hip6tesis planteada, afirmando que existen fenotipos de E coli resistentes a tetraciclina y
cefotaxima en muestras de agua superficial de la microcuenca del rio Durazno. Esto es muy
preocupante, pues es una problematica potenciada por acciones humanas, que han llevado a
la presencia de bacterias MDR, en aguas superficiales. Las cuales, por medio de mecanismos
como THG pueden compartir estos determinantes genéticos con bacterias mas virulentas; y
en consecuencia, dado que el agua de esta microcuenca se utiliza como captacion superficial

para una planta de tratamiento de agua para consumo humano, o mediante la presencia de
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tomas para el uso de estas aguas con fines de riego en agricultura, estas bacterias podrian
llegar a ser las causantes de infecciones y debido a su alta resistencia ante antimicrobianos,

se contaria con terapias muy limitadas y/o con fuertes efectos de toxicidad.

Antecedentes

Escherichia coli dentro del grupo de coliformes fecales

Escherichia coli es un bacilo Gram negativo miembro de la familia Enterobacteriaceae,
perteneciente al grupo de los coliformes fecales. E. coli presenta un metabolismo anaerobio
facultativo, por lo que es capaz de hacer respiracion anaerobia y fermentacion, dependiendo
de las condiciones en que se encuentre. Esta versatilidad es considerada parte de la raz6n que
le permite adaptarse tanto a ambientes intestinales (anaerobios) como extraintestinales

(aerobios o anaerobios) (Torres et al., 2010).

El grupo de coliformes fecales incluye ademas otras bacterias de los géneros Citrobacter,
Klebsiella y Enterobacter, entre otros, las cuales de igual manera fermentan lactosa y
presentan crecimiento a 44 °C, y por ello deben ser diferenciadas de E. coli. Cabe destacar
que los coliformes fecales, mediante su deteccion y cuantificacion, son utilizados como
indicador de la calidad del agua, mientras E. coli se asocia directamente a presencia de
materia fecal (Khan & Gupta, 2020; Torres et al., 2010).

Especificamente, segin el Reglamento para la Evaluacion y Clasificacion de la Calidad
de Cuerpos de Aguas Superficiales (Decreto N° 33903-MINAE-S), se establece a los
coliformes fecales (NMP/ 100 mL) como un pardmetro biolégico a tomar en cuenta para la
determinacidn de la calidad de las aguas de cuerpos superficiales y su distribucién en las
diversas clases definidas en este reglamento. De acuerdo con lo anterior, los valores de
coliformes fecales considerados para cada clase son los siguientes: (i) Clase 1: menor a 20
NMP/100 mL, (ii) Clase 2: 20 a 1000 NMP/100 mL, (iii) Clase 3: 1000 a 2000 NMP/100
mL, (iv) Clase 4: 2000 a 5000 NMP/100 mL, (v) Clase 5: mayor a 5000 NMP/100 mL. Con
base en esto, las aguas superficiales ubicadas dentro de la clase 1 pueden ser utilizadas para
abastecimiento de agua para uso y consumo humano después de un tratamiento simple con

desinfeccion, la clase 2 posterior a un tratamiento convencional y la clase 3 luego de un
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tratamiento avanzado; mientras que, las clases 4 y 5 no se consideran aptas para este uso
(Decreto N° 33903-MINAE-S. Reglamento para la Evaluacion y Clasificacion de la Calidad
de Cuerpos de Agua Superficiales, 2007).

Escherichia coli como bacteria indicadora

La mayoria de las cepas son no patogénicas, no obstante, pueden actuar como patdgenos
oportunistas para individuos inmunosupresos (Torres et al., 2010). Dentro de aquellas cepas
consideradas patdgenas, se destacan las productoras de diarreas; estas incluyen: E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteropatogena (EPEC), E. coli enterohemorragica
(EHEC), E. coli enteroinvasora (EIEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) y E. coli de
adherencia difusa (DAEC) (Jesser & Levy, 2020; Kaper et al., 2004). Sin embargo, esta
bacteria usualmente se encuentra como un organismo comensal que habita el intestino grueso
de seres humanos y animales, y forma parte de la microbiota esencial involucrada en el

mantenimiento de un estado saludable (Khan & Gupta, 2020; Torres et al., 2010).

Al ser un microorganismo principalmente abundante en intestino grueso y en heces, tanto
de origen humano como de animales de sangre caliente, se emplea como indicador de
contaminacion fecal y su deteccion se relaciona con la posible presencia de patdgenos
intestinales. Ademas, es facilmente detectable dada su capacidad de fermentar glucosa y
lactosa, y es mas factible de aislar de agua y alimentos contaminados que otros patdgenos
gastrointestinales (Rodriguez Cavallini et al., 2016; Torres et al., 2010).

Otra caracteristica importante de E. coli como bacteria indicadora, es su acelerada
capacidad de adquisicion de resistencia. De esta manera, el aumento de resistencia adquirida
contra antibiéticos en esta especie puede actuar como indicador de resistencia en otras
bacterias potencialmente patogénicas. La adquisicion de genes de resistencia a antibiéticos
(GRA) en las comunidades de bacterias es peligrosa, debido a que se convierten en un
reservorio de estos genes que pueden transferirse a otras bacterias virulentas, y ademas las
bacterias resistentes a los antibidticos (BRA) pueden proteger a bacterias no resistentes de la
accion de los antibidticos (Torres et al., 2010).
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Las metodologias mas empleadas para la deteccion de coliformes (totales y fecales) y E.
coli se basan en las técnicas de recuento (obteniendo unidades formadoras de colonias) o

namero mas probable (NMP) (Torres et al., 2010).

Esta Gltima consiste en un método estadistico conformado por distintas fases: presuntiva,
confirmatoria de coliformes fecales y confirmatoria de E. coli. En esta técnica se realiza una
serie de diluciones decimales de la muestra, las cuales son inoculadas inicialmente en un
medio liquido - Caldo Lauril Sulfato - para la fase presuntiva. A partir de esta se toman los
tubos positivos para proseguir con las siguientes fases, utilizando tubos con medio EC-MUG,
tanto para la confirmacién de coliformes fecales como para la de E. coli. Finalmente, con
base en los resultados positivos se consultan tablas estadisticas estandarizadas para estimar
el nimero de microorganismos presentes por unidad de volumen de la muestra original (Rice
etal., 2017; Rodriguez Cavallini et al., 2016; Torres et al., 2010).

Como se menciond anteriormente, para el aislamiento de E. coli se suele aprovechar su
capacidad de utilizar la lactosa, por lo que usualmente se utilizan medios diferenciales como
agar MacConkey y agar EMB Levine (Eosina Azul de Metileno). En agar MacConkey, al ser
fermentadora de lactosa, las colonias se suelen apreciar en tonalidades rosadas o rojizas,
diferenciandose de las no fermentadoras que se observan incoloras (Rodriguez Cavallini
etal., 2016). En el caso de agar EMB, E. coli forma colonias negro-azuladas con un brillo
metalico, mientras que algunos otros coliformes como Enterobacter spp. forman colonias

babosas rojizas (Torres et al., 2010).

Por otra parte, E. coli produce la enzima B-glucoronidasa que al utilizar MUG (4-
metilumbeliferil-B-glucordnido) como sustrato este es hidrolizado obteniéndose 4-
metilumbeliferil como producto; y este Gltimo al someterse a luz ultravioleta (312 nm) emite
fluorescencia azul. Lo anterior se puede aprovechar realizando un cultivo en caldo EC-MUG,
de manera que al obtenerse la fluorescencia azul se tiene un indicio de la presencia de E. coli
(Carroll et al., 2016; Forbes et al., 2009).
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Tetraciclinas y betalactamicos

Con relacion al uso de antibidticos, estos se emplean en humanos como uno de los
principales tratamientos contra una gran cantidad de infecciones bacterianas, y como
prevencion a su aparicion secundaria a distintos procedimientos médicos (Lee Ventola,
2015). Ademas, se ha extendido en gran manera su uso en animales, siendo este guiado en
base a distintos objetivos, ya sea: (i) terapéutico, para el tratamiento de infecciones
bacterianas en animales clinicamente enfermos, (ii) metafilactico, como tratamiento para
animales clinicamente sanos pertenecientes al mismo rebafio o corral de los animales que
presentan sintomas, (iii) profilactico, para la prevencion de enfermedades en animales sanos
que atraviesan un periodo de estrés, o (iv) promocion de crecimiento, donde se suelen agregar
antibidticos en el alimento de los animales con el fin de aumentar su peso. Cabe destacar que,
el uso profilactico de antibioticos en animales se considera una practica ilegal o imprudente

en muchos paises (Aarestrup, 2005).

Las tetraciclinas corresponden a un grupo de antibi6ticos derivados de distintas especies
de Streptomyces spp., que abarcan productos naturales, dentro de los que se destacan
tetraciclina, oxitetraciclina y clortetracilina, entre otros, y semisintéticos, como por ejemplo
doxiciclina, metaciclina y tigeciclina. Estos actian mediante la inhibicion de la sintesis
proteica bacteriana, al unirse al 16S de la subunidad 30S ribosomal en las bacterias,
impidiendo la unién del aminoacil-tARN en la posicion A; de forma que, no permiten el
ingreso de nuevos aminoacidos a la cadena peptidica. Se clasifican como agentes
bacteriostaticos de amplio espectro, por lo que surgieron como antibioticos de uso habitual
tanto en seres humanos como animales, e inclusive han presentado gran aplicacion en la
agricultura (Carroll et al., 2016; Mosquito et al., 2011; Vicente & Pérez-Trallero, 2010).

En humanos, las tetraciclinas se han utilizado como primera linea para el tratamiento de
brucelosis, enfermedad de Lyme, tularemia, melioidosis, nocardiosis, peste, leptospirosis,
cllera, tracoma, enfermedades de transmision sexual y sepsis bucal; entre otras (Morejon
Garcia et al., 2003). No obstante, el uso de la tetraciclina ha ido disminuyendo con el paso
de los afos, debido a la imposibilidad de aplicarse en nifios, durante el embarazo o la
lactancia, y al surgimiento de nuevos componentes mas eficaces pertenecientes a otras

familias de antibidticos. Cabe destacar que, a pesar de la disminucién en el empleo de las
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tetraciclinas clasicas (tetraciclina, clortetraciclina, oxitetraciclina, demeclociclina,
rolitetraciclina, limeciclina, metaciclina, doxiciclina y minociclina), donde su consumo se ha
limitado casi exclusivamente a doxiciclina, se increment6 el uso de la tigeciclina (Garcia-
Alvarez & Oteo, 2010; Vicente & Pérez-Trallero, 2010).

A nivel agropecuario, se ha observado que las tetraciclinas se encuentran dentro de los
antibidticos mas utilizados por los productores ganaderos, con frecuencia para tratar
problemas digestivos, particularmente en la ganaderia bovina. Ademas, en el area veterinaria,
se ha visto que tanto las tetraciclinas como las cefalosporinas de tercera y cuarta generacion
se encuentran dentro de los antibidticos prescritos con mayor frecuencia; siendo las
tetraciclinas mas empleadas en problemas reproductivos y las cefalosporinas en casos de
mastitis (Trujillo Pillajo, 2019). Asi mismo, se ha descrito el uso de tetraciclinas en
agricultura, donde estas son rociadas sobre arboles frutales en busca de que actden como
pesticidas (Lee Ventola, 2015).

Los betalactamicos conforman un grupo de antibidticos dentro del que se incluyen
penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos y monobactdmicos, los cuales actian mediante
la inhibicion de la sintesis de la pared bacteriana, de manera que, presentan actividad
bactericida contra bacterias en crecimiento exponencial (Carroll et al., 2016; Ryan et al.,
2018). Estos pertenecen al grupo de antibioticos de mayor uso a nivel clinico, presentando
un alto margen terapéutico con una minima toxicidad para los pacientes (Yucailla Baltazar,
2019).

Con respecto a las cefalosporinas, estas se clasifican en generaciones, basado en avances
de acuerdo con el espectro de accion. Las de tercera generacion abarcan antibidticos como la
ceftriaxona, la cefotaxima y la ceftazidima, las cuales son activas ante organismos Gram
negativos, con frecuencia con concentraciones minimas inhibitorias 10 o 100 veces menores
en comparacion a las cefalosporinas de primera generacion (Ryan etal., 2018). Las
cefalosporinas de tercera generacion se recomiendan en humanos para tratamiento via
parenteral de infecciones con una intensidad de moderada a grave. Particularmente, la
cefotaxima ha presentado importancia en el manejo de la meningitis purulenta aguda. No
obstante, se le ha dado un mal uso, ya que se ha empleado en una gran variedad de infecciones
comunitarias y nosocomiales, tales como: neumonia, infecciones respiratorias, sepsis e

infecciones del tracto urinario (ITU); lo cual ha provocado una alta resistencia en muchas
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bacterias Gram negativas, grupo en el cual se encuentran organismos como E. coli.
(Maguifia-Vargas et al., 2006).

La resistencia a los antibiéticos

Los fendmenos de resistencia a antimicrobianos se pueden presentar de manera natural o
adquirida. La resistencia natural puede ser a su vez puede ser intrinseca (asociada a genes
que siempre estan expresados por la especie o la capacidad de formar biofilms), o puede ser
inducida (son genes que se encuentran de forma natural en la bacteria, pero se expresan tras
exposicion hacia un antibiético) (Alonso Fernandez, 2019; Munita & Arias, 2016; Reygaert,
2018). En cuanto a la adquirida, esta proviene de un proceso en el cual los microorganismos
obtienen genes, ya sea por transferencia vertical, mutaciones espontaneas o transferencia
horizontal, que les permiten desarrollar mecanismos para superar el efecto de los antibidticos;
lo cual puede ser temporal o permanente (Davies & Davies, 2010). Cabe destacar que, las
bacterias no son uniformemente resistentes a ningln agente antimicrobiano en particular,
sino que su capacidad de resistencia puede variar entre grupos bacterianos relacionados. Esta
resistencia suele medirse como una funcion de la CMI, es decir, la concentracion minima de

una droga que puede inhibir el crecimiento de una bacteria (Reygaert, 2018).

El resistoma se refiere a la totalidad de genes de resistencia a los antibidticos (GRA)
aislados de bacterias patogénicas y no patogénicas (Davies & Davies, 2010). A través de
estudios microbianos metagenémicos ambientales, humanos y animales, se sabe que este
proceso no es un fendmeno moderno, sino que tiene un origen ancestral, con evidencia de
genes de resistencia contra antibioticos como betalactamicos, tetraciclinas y glicopéptidos,
en ADN aislado de sedimentos de permafrost con 30 000 afios de antigtiedad (D’Costa et al.,
2011).

La adquisicion de material genético por medio de transferencia horizontal de genes
(THG) es considerada uno de los mayores impulsores de la evolucion bacteriana, pues se
asocia con la ganancia de funciones que proporcionan un impacto positivo en términos de
sobrevivencia y proliferacion. Dado lo anterior, estos mecanismos se suelen ver
incrementados al encontrarse las bacterias en condiciones adversas, de manera que, ofrecen
un valor adaptativo ante los cambios ambientales que atraviesan. Con base en esto, la THG

se ha asociado a la generacion de resistencia antimicrobiana, debido a que, ante situaciones
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en las que la viabilidad celular se encuentra en riesgo, como seria la presion ejercida por la
presencia de antibidticos, las tasas de intercambio genético aumentan, proporcionando la
posibilidad de obtener genes que confieran funciones asociadas a resistencia a antibiéticos
(Haudiquet et al., 2022; Munita & Avrias, 2016).

Los mecanismos de resistencia contra antibidticos pueden clasificarse en cuatro
categorias principales: (i) limitacién de absorcién de un farmaco, (ii) modificacion del blanco
terapéutico, (iii) inactivacion de droga, y (iv) movimiento activo del farmaco hacia el
exterior. De estos, los mecanismos de resistencia natural se centran en las categorias i, iii y
iv, mientras que los de resistencia adquirida se basan en ii, iii y iv. Ademas, debido a
diferencias estructurales, existen variacion entre los mecanismos empleados por bacterias
Gram positivas y negativas; de manera que, las Gram negativas aprovechan los cuatro
métodos mencionados, mientras que las Gram positivas utilizan con menor frecuencia la
disminucion en la absorcion de la droga y no son capaces de usar o utilizan en menor medida
ciertos mecanismos de eflujo, como aquellas bombas de eflujo de la familia de cassettes de
union de ATP (ABC), la familia de resistencia a multidrogas pequefias (SMR) y la familia

de resistencia, nodulacion y division celular (RND) (Carmona Jerez, 2022; Reygaert, 2018).

De la mano con el incremento que se ha presentado en torno a la resistencia
antimicrobiana, se han empleado diversos términos para referirse a bacterias que muestran
resistencia ante maltiples antibioticos; entre estos, se destacan: multi-resistentes (“MDR” por
sus siglas en inglés), extremadamente resistentes (“XDR” por sus siglas en inglés) y pan-
resistentes (“PDR” por sus siglas en inglés). ES importante mencionar que, para la
elaboracion de estas definiciones se tomoO en consideracion unicamente la resistencia

adquirida a antibidticos, y no asi la resistencia intrinseca (Magiorakos et al., 2012).

Con base en lo anterior, se define como MDR a las bacterias que demuestren un fenotipo
resistente o no susceptible para al menos un agente en tres 0 mas categorias antimicrobianas.
Analogamente, se establece como XDR aquellas resistentes a minimo un agente en
practicamente todas las categorias, exceptuando dos 0 menos de estas; y PDR para las que
sean resistentes a todos los agentes en todas las categorias antimicrobianas. Estas categorias
de antibioticos se establecieron de manera particular para cada bacteria o grupo bacteriano,
basandose en significancia epidemioldgica. Para esto, como criterio de inclusion se requeria

que los agentes antimicrobianos estuvieran aprobados para uso humano por la Agencia
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Europea de Medicamentos (EMA) o la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los

Estados Unidos (FDA), y que tuviera puntos de corte para el microrganismo o el grupo

establecidos por el Comité Europeo de Pruebas de Sensibilidad a los Antimicrobianos
(EUCAST), el Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI) o la FDA. Ademas,

se excluyeron agentes para los que se alcanzan concentraciones terapéuticas tnicamente en

orina o para los que se presenta resistencia adquirida ampliamente distribuida. Las categorias

establecidas para Enterobacteriaceae y sus respectivos agentes se muestran en la tabla 1

(Magiorakos et al., 2012).

Tabla 1. Categorias antimicrobianas y sus

Enterobacteriaceae.

respectivos agentes definidos para

Categoria

Agentes antimicrobianos

Aminoglicosidos
Cefalosporinas anti-Staphylococcus aureus
meticilina resistente (MRSA)
Penicilinas anti-Pseudomonas + inhibidores de
betalactamasas

Carbapenémicos

Cefalosporinas de espectro no extendido
(cefalosporinas de primera y segunda generacion)

Cefalosporinas de espectro extendido
(cefalosporinas de tercera y cuarta generacion)

Cefamicinas
Fluoroquinolonas
Inhibidores de la via de folatos
Glicilciclinas
Monobactamicos

Penicilinas

Gentamicina, tobramicina,
amikacina, netilmicina

Ceftarolina

Ticarcilina-acido clavulanico,
piperacilina-tazobactam

Ertapenem, imipenem,
meropenem, doripenem

Cefazolina, cefuroxima

Cefotaxima, ceftriaxona,
ceftazidima, cefepima

Cefoxitina, cefotetan
Ciprofloxacina
Trimetoprima-sulfametoxazol
Tigeciclina
Aztreonam

Ampicilina

Fuente: Adaptada de Clinical Microbiology and Infection, 18(3), por Magiorakos et al., 2012,

p. 273-274.
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Continuacion tabla 1. Categorias antimicrobianas y sus respectivos agentes definidos para

Enterobacteriaceae.

Categoria Agentes antimicrobianos

Amoxicilina-acido clavulanico,

Penicilinas + inhibidores de betalactamasas L
ampicilina-sulbactam

Fenicoles Cloranfenicol
Acidos fosfonicos Fosfomicina
Polimixinas Colistina

Tetraciclina, doxiciclina,
minociclina

Fuente: Adaptada de Clinical Microbiology and Infection, 18(3), por Magiorakos et al., 2012,
p. 273-274.

Tetraciclinas

Con respecto a los mecanismos de resistencia de E. coli y los genes asociados a esta, la
hidrélisis enzimatica es uno de los principales involucrados hacia el grupo de los
betalactdmicos, dentro del cual se encuentra la cefotaxima, que es una cefalosporina de
tercera generacion. En este caso, la resistencia se debe a la presencia de betalactamasas, que
son enzimas que cortan el enlace amida del nucleo betalactamico de los antibiéticos (figura
1), inactivandolos antes de que lleven a cabo su funcién. Se han descrito gran cantidad de
betalactamasas y su numero sigue incrementando. Los genes mas comunes dentro de las
enterobacterias corresponden a: blarem, blashv, blaoxa1 Y blacars, no obstante, entre los
genes que codifican por estas enzimas también se destacan blactx-my blaces. Particularmente,
blarem y blashv pertenecen a las penicilinasas y son inhibidas por el &cido clavulénico,
ademas, en ocasiones ejercen accion contra cefalosporinas de tercera generacion. blaoxa-1 se
encuentra en el grupo de las penicilinasas caracterizadas por hidrolisis incrementada de
cloxacilina u oxacilina, sin embargo, otras blaoxa desempefian un papel ante cefalosporinas
de espectro extendido. blactx.m forma parte del grupo de betalactamasas de espectro
extendido (BLEES), y afecta la actividad de cefalosporinas de tercera y cuarta generacion.
Cabe destacar que, en E. coli comensales se ha observado una mayor frecuencia de blatem
sobre blasnv y blaoxa (Mosquito et al., 2011).
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Figura 1. Estructura de las cefalosporinas mostrando el anillo betalactamico y el enlace
amida caracteristico de los antibidticos betalactamicos (Martinez Torres, 2023, p. 5).

Por otra parte, en cuanto a las tetraciclinas, los sistemas de eflujo codificados por genes
como tet(A), tet(B), tet(C), tet(D), tet(E), tet(l) y tet(Y) son los principales mecanismos de
resistencia a estos antibidticos y todos han sido previamente descritos en E. coli. No obstante,
la proteccion ribosomal y la accion de enzimas sobre las tetraciclinas son otros mecanismos
de resistencia que se pueden encontrar contra este grupo; los cuales estan codificados por
distintos genes, como por ejemplo tet(M) y tet(O) para la proteccion ribosomal, y tet(X) para
la modificacion enzimatica. Es importante resaltar que, dentro de los genes mencionados, se
suele detectar con mayor frecuencia tet(A), el cual es seguido de tet(B), tanto en aislamientos
de origen humano como ambiental (Mosquito et al., 2011; Ramirez Bayard, 2016).

De igual manera, existen sistemas o plataformas genéticas de gran importancia
involucrados en la resistencia antimicrobiana. Dentro de estos se destacan los integrones, los
cuales corresponden a secuencias genéticas con la capacidad de captar genes que codifican
por determinantes de resistencia u otras funciones. En este grupo sobresalen los integrones
clase 1y clase 2. Estos han sido observados en un amplio rango de bacterias, y se caracterizan
por ser determinantes en la propagacion de GRA, dada su alta capacidad de captar y transferir
estos genes (Mosquito et al., 2011; Zhang et al., 2019). Su estructura consta de tres elementos
principales, incluyendo un gen que codifica por una integrasa, una secuencia primaria de
unién para cassettes génicos y secuencias promotoras (figura 2) (Cambray et al., 2010;
Mosquito et al., 2011). intl-1 (integrasa del integrén de clase 1), es caracteristica de los
integrones de clase 1, que son los mas comunes y se asocian con resistencia ante antibiéticos,
desinfectantes y metales pesados, por lo que es considerado un biomarcador, relacionado a
la presencia de antibioticos en muestras ambientales y el grado de presion antropogeénica.
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Tanto los integrones de clase 1 como los de clase 2 han sido detectados en E. coli, sin
embargo, se ha reportado en aislamientos de E. coli asociados a origen humano y animal una
predominancia de integrones que contienen el gen intl-1 sobre los que poseen el gen intl-2

(integrasa del integron de clase 2) (Cano Larrotta, 2019; Zhang et al., 2019).

De la mano con lo anterior, la resistencia a sulfonamidas codificada por los genes sull,
sul2 y sul3 se ha visto relacionada a integrones (Wu et al., 2010). Particularmente se ha
observado una gran asociacion entre el gen sull y el gen intl-1, de manera que sull se
encuentra vinculado a los integrones de clase 1 y se considera una estructura conservada en
la region 3’ (figura 2) (Mosquito et al., 2011; Zhang et al., 2018; Zhang et al., 2019). El gen
sul3 también se ha detectado en relacion a los integrones de clase 1, por lo que se dice que
puede remplazar al sull en estos y formar integrones de clase 1 atipicos (Jiang et al., 2019;
Wu et al., 2010). Asi mismo, se han reportado casos en donde se ha encontrado tanto a intl-
1 como a intl-2 en plasmidos que transportan el gen sul2. Cabe destacar que, dentro de estos
genes de resistencia a sulfonamidas, se ha evidenciado una mayor prevalencia de sul2 en E.
coli provenientes de humanos y animales, la cual es seguida por sull;y sul3 corresponde al

de menor frecuencia (Wu et al., 2010).

Illltegron de Region 5° conservada  Region 3° conservada
clase 1

A)
qacEA  sull

Recombinacion
especifica de sitio

Cassette génico

Region variable
‘-
Pc

B) 1 Cassette génico

J I ‘ I ’
intll  p; antl/C e qacEA sull

y T

Nota= A) Integron sin cassette insertado: en la region 5° se encuentra el gen de la integrasa (intl-1),
su promotor (Pi), el promotor Pc y el sitio unidn attl, en la region 3’ se encuentran los genes gacEA
y sull. Se representa un cassette génico con su sitio de recombinacion attC antes de ser insertado.

B) Integrén con el cassette insertado.

Figura 2. Diagrama de un integrdon de clase 1y de la integracion de un cassette génico (De
los Santos Silva, 2019, p. 2).
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Actualmente, existe una problematica creciente debido al aumento de casos de bacterias
resistentes a los antibidticos (BRA), donde se han presentado casos de resistencia ante
practicamente todos los antibidticos. El desarrollo progresivo de resistencia bacteriana contra
antibioticos se puede atribuir a varias causas como la sobrepoblacién humana, asociada a
altos niveles de urbanizacion y hacinamiento, falta de regulaciones sobre el uso aumentado
y/o inapropiado de antibioticos en clinicas y produccion agropecuaria, tratamiento ineficiente
de aguas residuales, sistema de alcantarillado deficiente y la falta de desarrollo de nuevos
farmacos (Aslam et al., 2018; Lee Ventola, 2015; Rodriguez-Mozaz et al., 2015).

Sin embargo, a pesar de la creciente crisis de BRA, no existe una vigilancia estricta de
esta en circunstancias no clinicas, situacion que se ha ido denunciando desde hace algunos
afios. Autores mencionan que esta falta de vigilancia se podria atribuir a que las
concentraciones de antibidticos presentes en el medio son relativamente bajas (Marti et al.,
2014). No obstante, se ha demostrado el enriquecimiento y mantenimiento de mutantes
bacterianos resistentes preexistentes o inclusive la seleccién de novo de nuevas mutaciones
asociadas a resistencia aun con concentraciones bajas de antibidticos, inferiores a la CMI,
semejantes a las que se han encontrado en muchos ambientes naturales. Particularmente, en
el pasado se ha evidenciado que la concentracion minima selectiva (CMS) para tetraciclina
es similar a las concentraciones que se pueden encontrar de este antibiotico en los suelos o
en ambientes acuaticos (Gullberg et al., 2011). Aunado a esto, una revision que analiza la
resistencia antimicrobiana en ambientes acuaticos en Estados Unidos reporta la menor
concentracion causante de resistencia (MCCR), utilizada como la menor concentracion con
efecto observable (MCEQ), y la concentracion sin efecto observable (CSEO) para diversos
antibioticos. Para el caso de tetraciclina se describe una MCEO de 0,01 pg/mL y una CSEO
< 0,1 pg/mL, que representan valores inferiores a la CMI, la cual en esta revision se sitla
entre 8 y16 pg/mL (Scott et al., 2016).

Mas recientemente, autores sugieren que niveles subletales de antimicrobianos ejercen
un impacto significativo en la fisiologia bacteriana y su evolucidon, de forma que, podrian
actuar como inductores de la expresion génica microbiana (Aslam etal., 2018). De esta
manera, concentraciones de antibidticos sub-inhibitorias, como aquellas presenten en el
ambiente, se sugieren como agentes que ejercen presion selectiva promoviendo la resistencia

a antimicrobianos. Estas concentraciones pueden aumentar la tasa de mutaciones y
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transferencias de genes, incrementando asi la prevalencia de la resistencia a antibioticos. Asi
mismo, pueden incrementar mutaciones y conjugacion mediante la respuesta via SOS, la cual
se activa ante dafio en el ADN, similar al producido por algunos antibioticos;
especificamente, los betalactamicos son conocidos por activar esta respuesta. Ademas, se
dice que exposiciones a largo plazo a concentraciones sub-clinicas de antibiéticos puede
aumentar la generacion y transferencia de GRA (Chow et al., 2021). Esto, en conjunto con
el uso excesivo de antibiéticos en contextos médicos, agropecuarios e industriales y su
consecuente liberacion en fuentes de agua, contribuyen a la distribucion de BRA en el
ambiente (Davies & Davies, 2010; Marti et al., 2014).

Los cuerpos de agua como reservorios de bacterias resistentes a los antibioticos
BRA

Los cuerpos de agua, principalmente aquellos de poca profundidad, actGdan como
reservorios de BRA al ser el punto focal donde llegan y se concentran las aguas provenientes
de diversas fuentes, tales como plantas de tratamiento de aguas residuales (PTARS) y aguas
empleadas para actividades agropecuarias y de uso humano. De manera que, en estos cuerpos
se mezclan bacterias provenientes de distintos origenes, antibiéticos, desinfectantes y metales
pesados, propiciando la evolucion y la diseminacion de la resistencia antimicrobiana (Biyela
et al., 2004; Marti et al., 2014).

Es asi como, en estos cuerpos de agua, se puede encontrar una mezcla diversa de
antibioticos, contaminantes varios y bacterias resistentes, lo cual genera condiciones
especificas que permiten la transferencia horizontal de genes de resistencia entre bacterias.
En ambientes acudticos, las bacterias forman biofilms, los cuales corresponden a
comunidades de microorganismos altamente organizadas y estructuradas, generadas con el
fin de facilitar su sobrevivencia. Estos podrian influir en la transferencia de genes debido a

la alta densidad celular, la proximidad y la acumulacién de GRA (Marti et al., 2014).

Otro factor importante son los sedimentos acuaticos. Los antibidticos empleados en
acuicultura y otras actividades agropecuarias son retenidos en estos sedimentos, de forma
que, actian como una interfaz para una comunidad compleja de microorganismos facilitando
la transferencia, el mantenimiento y la diseminacién de GRA (Marti et al., 2014). Cabe

destacar que, se ha reportado que las quinolonas y las tetraciclinas pueden formar complejos
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relativamente estables con diversas particulas y metales, de manera que tienen la capacidad

de ser méas abundantes en los sedimentos acuaticos (Watkinson et al., 2009).

Asimismo, se debe tomar en consideracion el papel de los organismos acuéticos como
agentes de desarrollo y diseminacion de genes de resistencia. Muchos moluscos y crustaceos
presentan exoesqueletos compuestos de quitina, que no solo actia como superficie para la
formacién de biofilms, sino que también inducen competencia genética e intercambio

genético entre poblaciones bacterianas de diferentes ambientes (Marti et al., 2014).

Las PTARs son las principales fuentes antropogénicas de liberacion de antibioticos hacia
el ambiente. En estas, se tiene un contexto ideal para la THG, pues debido a sus condiciones
promueven el contacto constante de bacterias no resistentes con antibiéticos, y residuos de
estos, y con bacterias resistentes (Marti et al., 2014; Watkinson et al., 2009). Las descargas
de estas PTARs a los rios, junto con tratamientos de aguas poco eficientes no disefiados para
la eliminacion efectiva de antibidticos, BRA y GRA causan la diseminacién de estos a otros
cuerpos de agua naturales. Lo anterior es de especial interés, pues al ser los rios fuentes de
agua, ya sea directas o indirectas, para consumo humano o animal, la contaminacion de estos
con antimicrobianos, BRAs y GRASs pueden representar un riesgo severo para la salud

humana y animal mediante su dispersion (Rodriguez-Mozaz et al., 2015).

Adicionalmente, la contaminacion de los cuerpos de agua superficiales también se asocia
con la disposicion de aguas residuales de fuentes dispersas, difusas o no puntuales (Arce-
Villalobos et al., 2022; Valcarcel Rojas et al., 2010). Dentro de estas se hace referencia a
drenajes provenientes de asentamientos poblacionales que fluyen hacia el cauce de un rio,
lixiviados de desechos solidos, retornos agricolas, lavado de contaminacion atmosférica,
silvicultura, drenados de minas (Jiménez Cisneros, 2010; Valcarcel Rojas et al., 2010). Su
control supone grandes dificultades, dado el origen tan diverso de estas descargas
contaminantes, y puesto que, son fuentes no especificamente localizadas (Jiménez Cisneros,
2010; Perez et al., 2011).

De manera generalizada, mundialmente se ha observado una tendencia en la cual los
sitios mas contaminados con ingredientes farmacéuticos activos (IFAS) corresponden a
aquellos que presentan un nivel econémico de bajo a medio ingreso, que han tenido poca o

nada de monitorizacidn previa de estos compuestos en ambientes acuaticos; asi como a areas
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asociadas con un tratamiento deficiente de aguas residuales y una mala infraestructura para
la gestion de desechos. En un estudio a escala global se analizaron muestras provenientes de
258 rios, abarcando regiones de Africa, Antartica, Asia, Europa, América y Oceania. Se
detectaron cuatro compuestos en comun en todos los continentes, los cuales fueron: cafeina,
nicotina, acetaminofén y cotinina; y se evidenciaron otros 14 IFAs en todos los continentes
a excepcion de la Antartica, estos abarcan: atenolol, carbamazepina, cetirizina, citalopram,
desvenlafaxina, fexofenadina, gabapentina, lidocaina, metformina, naproxeno, sitagliptina,
temazepam, trimetoprima y venlafaxina. Aquellos detectados en mayor frecuencia
corresponden a carbamazepina, metformina y cafeina. Los contaminantes que presentaron
mayores concentraciones fueron: paracetamol, cafeina, metformina, fexofenadina,
sulfametoxazol, metronidazol y gabapentina. Cabe destacar que, dentro de esta investigacion
se calcularon las concentraciones farmacéuticas acumuladas para cada sitio de muestreo,
representado estas una suma de todos residuos de IFAs cuantificados para esa ubicacion
especifica. Con base en estas concentraciones, Costa Rica se ubicd en la novena posicién en
orden descendente, siendo San Joseé la segunda regién en América (dentro de las analizadas),
después de La Paz (Bolivia), que presentd los niveles mas altos de contaminacion en las
zonas muestreadas (Wilkinson et al., 2022).

En relacion con el continente americano, en un estudio de revision por Dominguez et al.,
(2021) se analizaron diversos ambientes acuaticos en busca de resumir el estado de la
resistencia ambiental a antibidticos. De acuerdo con este, se han encontrado BRAs
principalmente contra antibioticos betalactamicos en varios paises de Ameérica Latina.
Ademas, se observo que los GRAs pueden aislarse de diversos ambientes acuaticos,
incluyendo agua superficial, agua potable y aguas residuales. Especificamente, en el 100%
de los estudios revisados se reportaron bacterias resistentes a carboxipenicilina,
cefalosporinas de primera generacion, macrélidos y nitrofurano, tanto para la region de Norte
América, América Central y el Carible (NCC) como para la region de Sur América (SA). En
el caso de las cefalosporinas de tercera generacion, se evidenciaron BRASs en el 79% vy el
96% de los estudios para NCC y SA respectivamente; y para la tetraciclina los porcentajes
fueron de 100% y 97% respectivamente. Ademas, dentro de los GRAS reportados se destacan

BLEEs, genes de resistencia a quinolonas e integrones.
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Particularmente en Costa Rica, en un estudio publicado en el 2021 se analizaron aguas
superficiales de rios ubicados en San Joseé (rio Virilla, rio Torres y rio Jorco) y se detectd la
presencia de diversos residuos farmacologicos. Dentro de estos, se destacaron con mayor
frecuencia los estimulantes del sistema nervioso central, seguidos por cafeina y 1,7-
dimetilxantina, el cual corresponde a un producto comun de transformacion de la cafeina.
Asi mismo, los analgésicos y los antiinflamatorios no esteroideos presentaron una alta
frecuencia, sumado a una alta diversidad, encontrandose 6 componentes para este grupo, los
cuales corresponden a: naproxeno, ibuprofeno, acetaminofén, ketoprofeno, diclofenaco y
acido mefenamico. El gemfibrozilo (regulador de lipidos) también fue determinado con una
frecuencia bastante alta. De manera semejante, el grupo de antibidticos presentd alta
diversidad, conformandose igualmente por 6 componentes, siendo estos: cefalexina,
ciprofloxacina, ofloxacino, azitromicina, claritromicina y trimetoprima; no obstante, estos se
encontraron en una menor frecuencia. Dentro de otros compuestos detectados con menor
frecuencia se encuentran: medicamentos psiquiatricos, antihistaminicos, beta-blogueadores,
alcaloides y drogas simpaticomiméticas. Cabe destacar que, la cafeina fue la sustancia que
se obtuvo con una mayor concentracion, seguida por 1,7-dimetilxantina, gemfibrozilo,

ibuprofeno, ofloxacino, cefalexina y azitromicina (Ramirez-Morales et al., 2021).

Resultados similares fueron obtenidos en otros estudios previamente realizados en Costa
Rica, como es el caso de uno publicado en el 2011, en el cual se analizaron 86 muestras
provenientes de aguas residuales, tratadas y no tratadas, y de escorrentias urbanas y rurales,
en busca de 34 productos farmacéuticos y de cuidado personal. De estas se determind que la
cafeina era el agente predominante, proveniente probablemente de contaminacion de aguas
residuales domesticas. Sin embargo, también se encontraron, en orden de relevancia,
tetraciclinas, medicamentos antiinflamatorios no esteroideos (AINE), el lipido regulador de
gemfibrozilo (nombre comercial: Lopid) y acetaminofén. El predominio de estos
correlaciona con el hecho que son de facil adquisicion y de bajo costo, por lo que son de
mucho uso en paises centroamericanos. Ademas, los antibioticos que se reportaron con
mayor frecuencia fueron doxiciclina, sulfadimetoxina, norfloxacina, tetraciclina,

ciprofloxacina y sulfametazina (Spongberg et al., 2011).
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Zona de estudio: Microcuenca del rio Durazno

Esta pertenece a la subcuenca del rio Virilla, la cual recorre alrededor de 829 km? del
territorio costarricense, y a su vez forma parte de la cuenca del rio Grande de Tarcoles, esta
Gltima abarca 2155.5 km? (Quesada, 2012; Tribunal Ambiental Administrativo, 2014).

La subcuenca del rio Virilla presenta una topografia irregular, la cual cuenta con
montafias y valles. Esta zona se encuentra dominada por cultivos permanentes, sin embargo,
se han expandido otras practicas, tales como, usos urbanos, pastos y cultivos estacionales.
Dentro de estas, las areas dedicadas a la urbanizacion se han incrementado considerablemente
a través de los afios, y las areas forestales corresponden a las primeras en ser sustituidas y las
maés afectadas. De manera que, dado el gran desarrollo urbano alrededor de esta cuenca, se
presenta una alta disposicion de residuos liquidos en la misma, abarcando aquellos de origen

municipal, industrial, residencial e inclusive aguas de retorno agricola (Quesada, 2012).

Particularmente, la microcuenca del rio Durazno presenta una zona de captacion que
abarca un area de aproximadamente 9 km? y un mediano grado de desnivel altitudinal. El
tipo del suelo corresponde a un origen andisol, lo cual implica que es derivado de cenizas
volcéanicas, formado por la meteorizacién de material procedente de eyecciones volcanicas.
Estos suelos presentan una alta permeabilidad y su pH acostumbra a ser de intermedio a
bésico, con alta capacidad de fijar fosfatos debido a su alto contenido de hierro y aluminio
libres. Referente al uso del suelo, en esta microcuenca se ha visto una predominancia por el

uso forestal, sequido por el pastoreo y el urbano (Morales Mora, 2018).

La tasa de contaminacion de los cuerpos de agua en la subcuenca del rio Virilla ha ido
incrementando con el paso de los afos. Se ha evidenciado que gran cantidad de puntos
distribuidos en esta muestran niveles de contaminacion importantes de moderados a severos,
los cuales se concentran en su mayoria en las microcuencas de algunos rios ubicados en el
Gran Area Metropolitana (GAM), entre los que se destaca el rio Virilla. Esta contaminacion
se debe principalmente a las actividades humanas, siendo uno de los mayores factores
involucrados el vertido de aguas residuales no tratadas provenientes de actividades

domésticas e industriales (Herrera et al., 2013).

De la mano con lo anterior, otros estudios han demostrado la presencia de contaminantes

en cuerpos de agua pertenecientes a la microcuenca IV, correspondiente a la microcuenca del
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rio Tibas. Tanto esta microcuenca como la del rio Durazno forman parte de la subcuenca del
rio Virilla. Las fuentes de contaminacion en este caso se han asociado en mayor medida a la
escorrentia superficial, en los puntos superiores de la microcuenca, y a una combinacion de
esta con fuentes de contaminacidén puntuales antropogénicas para los puntos inferiores.
Particularmente se ha observado una tendencia de aumento de coliformes fecales, E. coli y
otros indicadores de contaminacion, como sélidos totales y turbidez, en los puntos bajos de
la microcuenca. Estos puntos corresponden a la regién en la cual se concentra la poblacion,
y el aumento de coliformes se debe en su mayoria a un mal manejo de alcantarillados y un
predominio de tanques sépticos como medios para manejar las aguas negras, lo cual se
relaciona con un mayor aporte de materia fecal a las aguas superficiales. Esto es de suma
importancia, pues la alta presencia de indicadores fecales, particularmente E. coli, representa
una amenaza para la salud humana, dado que se relaciona con la posibilidad de que estos
cuerpos de agua se presenten como una fuente de infecciones bacterianas, parasitarias y
virales (Leandro et al., 2010; Mena-Rivera et al., 2018).

De tal manera, los cuerpos de agua suelen presentar una calidad del agua disminuida en
los puntos inferiores, donde se aumentan las &reas de industrializacion y urbanizacion. Esta
disminucion de la calidad se asocia a un aumento en la escorrentia superficial, en la descarga
de aguas residuales de origen doméstico y en las actividades agropecuarias. No obstante,
cabe resaltar que, en ocasiones la presencia de afluentes ejerce un efecto de dilucion
importante sobre los contaminantes del rio, de forma que, pueden influenciar en la
observacion del patrdn mencionado anteriormente (Leandro et al., 2010; Mena-Rivera et al.,
2018).

Propiamente en la microcuenca del rio Durazno se han documentado valores elevados
para parametros fisicoquimicos, especificamente para los casos de turbidez y temperatura.
Lo anterior presenta relevancia dado que la turbidez se utiliza como un indicador de sélidos
suspendidos y disueltos en el agua, de manera que, estos podrian estar conformados por
metales, sedimentos, materia organica 0 microorganismos. En cuanto a los parametros
microbioldgicos, se destacan los coliformes fecales, donde se han observado valores
variables que se ubican predominantemente dentro de las clases 3 (apta para consumo
humano tras tratamiento avanzado), 4 y 5 (no aptas para consumo humano) segun el

Reglamento para la Evaluacion y Clasificacion de la Calidad de Cuerpos de Aguas
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Superficiales (Decreto N° 33903-MINAE-S). Asi mismo, se han recuperado quistes de
Giardia spp. y ooquistes de Cryptosporidium spp. en aguas provenientes de esta
microcuenca; presentdndose un alto riesgo tanto de probabilidad de infeccion como de
probabilidad de enfermar, siendo este mayor para Cryptosporidium spp. en comparacion a
Giardia spp. (Morales Mora, 2018).

En esta microcuenca se ha descrito influencia de la temperatura del aire, la precipitacion
y la escorrentia sobre los indicadores microbioldgicos y la turbidez. Cabe destacar que, la
precipitacion se puede relacionar con una disminucién de las concentraciones de
microrganismos, debido a que los diluye en el cuerpo de agua. No obstante, debido a las
condiciones de contaminacion de los suelos, sumado a la escorrentia, se puede ver un

incremento en la concentracion de estos (Morales Mora, 2018).

Asi mismo, un estudio mas reciente indica niveles de contaminacion severos en la
microcuenca del rio Durazno; donde se evidenciaron altas concentraciones de coliformes
fecales, E. coli y Enterococcus faecalis. Particularmente, se reportaron valores de coliformes
fecales desde 2 200 NMP/100 mL hasta 4 600 NMP/100 mL para la época seca, y desde 5
240 hasta 77 559 NMP/100 mL para la época lluviosa; lo que clasifica a este cuerpo de agua
entre las clases 4 y 5 segun el reglamento segun el Reglamento para la Evaluacion y
Clasificacion de la Calidad de Cuerpos de Aguas Superficiales (Decreto N° 33903-MINAE-
S). Aunado a esto, se detecto la presencia de antibidticos pertenecientes a las categorias de
tetraciclinas y betalactamicos en muestras de agua superficial de esta microcuenca, en
especifico doxiciclina y cefotaxima, cuyo origen se sugiere ser agricola (Venegas Gonzélez
etal., 2023).

Metodologia

En la figura 3 se muestra un diagrama que resume la metodologia.
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Figura 3. Diagrama resumen de la metodologia.
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1) Identificacién de aislamientos de Escherichia coli resistente a antibidticos en

muestras de agua superficial de la microcuenca del rio Durazno:

a) Muestreo:

Se recolectaron muestras de agua superficial en 3 puntos ubicados a distintas alturas en
la microcuenca del rio Durazno en Vazquez de Coronado, San José, durante la época seca
(marzo, 2022) y la época de transicion seca-lluviosa (mayo, 2022). Las muestras de agua se
tomaron de cada punto en 3 dias distintos de una misma semana. Para la toma de muestras
microbioldgicas se siguio el protocolo de muestreo 1-AG-01, el cual se encuentra al alcance
del Sistema de Gestion de Calidad del Instituto de Investigaciones en Salud (INISA); cuya
metodologia esta descrita conforme a Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater (Rice, Braid & Eaton, 2017).

b) Recuperacion de Escherichia coli:

Para la cuantificacion y recuperacion de E. coli se trabajo con la técnica de NUmero Més
Probable (NMP) conforme al método ME-MI-01 “Deteccion de coliformes fecales y
Escherichia coli por la técnica de Nimero Mas Probable en muestras de agua”, el cual se
basa en Rice et al. (2017). Esta metodologia consiste en una fase presuntiva, en la cual se
realizan diluciones de la muestra y con estas se inoculan series de tubos de Caldo Lauril
Sulfato, los cuales se incuban (48+ 3) horas a (35,0 + 0,5) °C, y posteriormente se evalla su
crecimiento por turbidez. Seguido se realiza una fase de confirmacion de coliformes fecales.
En esta los tubos positivos de la fase anterior se inoculan en tubos con medio EC-MUG vy se
incuban a (44,5 = 0,2) °C por (24 + 2) horas. Para su lectura, se definen como positivos
aquellos que presenten turbidez y formacion de gas. Por ultimo, se realiza una fase
confirmatoria de E. coli, en la que los tubos positivos de la fase anterior son expuestos a una
fuente de luz ultravioleta (longitud de onda: 312 nm) y aquellos que presenten fluorescencia
azul brillante se consideran positivos. Para la obtencién de los resultados, se utiliza la
cantidad de tubos positivos para cada dilucion en cada una de las fases y se realiza una lectura

utilizando tablas de NMP estandarizadas.

Para esta técnica se utilizo como control negativo Pseudomonas aeruginosa ATCC
14502, y E. coli ATCC 25922 como control positivo, ambas de la bacterioteca del INISA,
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ademas de controles de esterilidad del medio de cultivo correspondiente y del buffer o

diluyente utilizado para la preparacion de las diluciones.

c) Deteccién de E. coli potencialmente resistente en Caldo Miller Hinton

(CMH) suplementado con antibidticos:

A partir de los tubos que resultaron positivos de la fase confirmatoria de E. coli en la
técnica de NMP, se realiz6 un cultivo en CMH suplementado con tetraciclina (4 pg/mL) y
en CMH suplementado con cefotaxima (0,25 pg/mL). Para esto, se elabord un pool de todos
los tubos positivos para cada muestra. El pool se realizé inoculando a partir de cada tubo
positivo, con un palito de madera estéril, un tubo de buffer estéril hasta alcanzar una turbidez
semejante al estandar 0,5 de McFarland. Lo anterior, con el fin de estandarizar la

concentracion del inéculo a utilizar.

De este pool se inocularon 0,5 mL en un tubo con 3 mL del medio correspondiente. Estos
medios se incubaron por (18 + 2) h a (35,0 £ 0,5) °C y se determinaron como positivos
aquellos que presentaban crecimiento evidenciado por turbidez. Las concentraciones de
antibiotico seleccionadas se basan en los (T)ECOFF reportados por el Comité Europeo de
Pruebas de Sensibilidad a los Antimicrobianos (EUCAST), los cuales corresponden a un
consenso para la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de determinado antibidtico ante
un microorganismo especifico, en base a multiples fuentes (EUCAST, 2021a; EUCAST,
2021b). Estos cultivos se realizaron como un tamizaje, en busca de obtener aquellas bacterias
que presentaban resistencia a los antibi6ticos y su concentracién respectiva. Para este se
utilizé la E. coli ATCC 25922 como control sensible, y como control resistente se trabajo
con la E. coli 973-2 de la bacterioteca del INISA, la cual es resistente a ambos antibioticos.
Ademas, se incluyo un control de esterilidad del medio de cultivo y del buffer estéril con el

que se realizaron las diluciones, y controles de crecimiento de las bacterias sin antibidtico.

d) Confirmacion de E. coli:

Se confirmé que el crecimiento obtenido del CMH suplementado con antibidtico
correspondia a E. coli, mediante el cultivo en medios diferenciales y medios selectivos y el
analisis del gen 16S rRNA de E. coli por PCR de punto final como se describe a continuacion.

Para esto, en caso de que la muestra presentara crecimiento para los dos medios (CMH
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suplementado con tetraciclina y CMH suplementado con cefotaxima), se elabor6 un pool a
partir de los dos tubos, y si solo se presento crecimiento en uno de los dos medios, se continuo

trabajando con este.

1)  Medios diferenciales y medios selectivos:

A partir del pool proveniente del CMH suplementado con antibioticos, se realizd un
cultivo en Agar MacConkey y Agar Levine (OXOID®). A partir de las colonias aisladas se
seleccionaron al menos 5 por muestra, con morfotipos distintos, esto con el fin de encontrar
al menos un aislamiento por cada muestra que corresponda a E. coli. Los 5 aislamientos se
procedieron a cultivar en caldo EC-MUG, incubando (24 + 2) ha (44,5 = 0,2) °C. De estos,
se selecciond un aislamiento para cada muestra cuyo crecimiento fuera sugestivo de E. coli,
lo cual corresponde a turbidez positiva, presencia de gas en la campana de Durham y
fluorescencia positiva bajo luz UV a una longitud de onda de 312 nm. Con el aislamiento
seleccionado se procedi6 a continuar el esquema de trabajo.

ii)  Extraccion de ADN:

Tanto para la confirmacion de E. coli por medio de la amplificacion del gen 16S rRNA,
como su posterior analisis genético se requirio hacer una extracciéon de ADN gendmico, la
cual se realiz6 por medio de una modificacion del método de fenol-cloroformo utilizado por
Barrantes Jiménez, McCoy & Achi (2010). Esta modificacion consiste en trabajar con 2
microtubos de 1,5 mL de cultivo joven (18-24 horas) en Caldo Tripticasa Soya (CTS), los
cuales se centrifugan por 6 min a 3824 g. Posteriormente, se resuspenden los botones con
buffer TE y se unifican a un volumen final de 750 pL en un microtubo. Seguido, se repite la
centrifugacion por 6 min a 3824 g y se continta con el procedimiento descrito, con la
siguiente modificacién: el boton se resuspende en 560 pL de buffer TE, 30 yuL de SDS al
10% y 3,5 pL de proteinasa K. Ademas, previo a los lavados con etanol al 70%, se deja en

refrigeracion el precipitado de ADN hasta el dia siguiente.

iii)  Amplificacién del gen 16S rRNA de E. coli:

Se amplifico el gen 16S rRNA del ARNr de E. coli por medio de PCR de punto final. Las

condiciones de reaccion y secuencias de primers se utilizaron conforme a lo descrito por
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Chacon J., Taylor C., Valiente A., Alvarado P., & Cortés B. (2012), y se trabajo con el
siguiente ciclado: desnaturalizacion inicial por 5 minutos a 95 °C, seguido de 35 ciclos de 30
sa95°C,30sab6 °C,y1minutoa 72 °C,y unaextension final de 5 minutos a 72°C. Cabe
destacar que, se utilizé agua libre de nucleasas como control blanco, y la cepa E. coli 973-2
de la bacterioteca del INISA como control positivo. Los productos obtenidos se identificaron
por medio de electroforesis en geles de agarosa al 2%, segun lo establecido en la seccion 3.c

de la metodologia. El tamafio del amplicon es de 584 bp.

En caso de que el aislamiento fuera negativo para el gen 16S rRNA se seleccionaba otro
aislamiento que presentara un crecimiento sugestivo de E. coli en EC-MUG segun la seccion

1.d.i de la metodologia, siguiendo a continuacion los pasos posteriores.

2) Perfil fenotipico de resistencia a tetraciclina y cefotaxima:

Para la caracterizacion del perfil fenotipico de resistencia, se realizaron pruebas de
susceptibilidad a antibidticos, lo cual, se trabajé con el método de difusién por disco
(Cavalieri etal., 2005), utilizando tetraciclina (30 pg) y cefotaxima (30 pg). Se evaluo
ademas la sensibilidad ante cefalotina (30 pg), ampicilina (10 pg), amoxicilina (10 pg),
meropenem (10 pg), imipenem (10 pg), amikacina (30 pg), gentamicina (10 pg), &cido
nalidixico (30 ug), ciprofloxacina (5 ug), norfloxacina (10 pg), cloranfenicol (30 pg) y

trimetoprima-sulfametoxazol (25 pg). Como control sensible se utiliz6 E. coli ATCC 25922.

3) _Perfil genotipico de resistencia a tetraciclina y cefotaxima:

a) Amplificacion de los genes de resistencia:

En cuanto a la identificacion de los genes de resistencia, se utiliz6 PCR de punto final.
Para la resistencia asociada a tetraciclina, se realizé la deteccion de los genes tet(A), tet(B),
y tet(C). Con respecto a la resistencia asociada a cefotaxima, se efectud la deteccion de
betalactamasas de espectro extendido (BLEES), particularmente blactx-m, blasny, blatem y
blaoxa. Ademas, se llevd a cabo la deteccion de otros genes como intl-1, intl-2, sull y sul2,
los cuales se relacionan a plataformas mdviles de resistencia a antibidticos y resistencia a

sulfonamidas.
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Se emplearon iniciadores o primers especificos para cada gen con base en diversas
referencias como se observa en la tabla 2. Para todos los genes se utilizo el Master Mix
DreamTaq PCR (2x) (Thermo Scientific), a excepcion del tet(C), para el cual se utilizé buffer
5X Green GoTag ® Flexi Buffer (Promega), 0,1 U/uL de GoTag ® Flexi DNA Polymerase
(Promega), 300 uM de dNTP Mix (Promega) y 3 mM de MgCl. (Promega). La concentracion
final de cada primer se detalla en la tabla 2 y todas las soluciones de trabajo se almacenaron
a 10 uM. Finalmente cada reaccion posee 2 UL de ADN (40 ng/uL). El volumen final es de
25 pL para cada reaccion.

Las condiciones de ciclado y el tamafio del amplicon se muestran en la tabla 2. Los
ciclados especificos para cada caso fueron estandarizados de acuerdo con las referencias
respectivas y a los procedimientos previos con los que se han trabajado estos genes en el
INISA.

Tabla 2. Concentracién requerida de cada primer, condiciones de ciclado y tamafio del

amplicén para los diferentes genes por analizar.

Concentracion

Gen de cada primer Ciclado Tam.am del Referencia
(M) amplicén (bp)
5mina94 °C
30 ciclos de 30 sa 94 (Maynard
tet(A) 0,5 °C,30sab0°C,y15 888 | y
mina 72 °C et al., 2003)
5mina72°C
5mina95°C
35ciclos de 1 mina 94
°C,1mina56°C,y1 (Momtaz
tet(B) 0,4 mina 72 °C 634 etal., 2012)
5mina72°C
5mina94°C
35 ciclos de 1 min a 94
°C,1mina55°C,y 15 (Ng etal.,
tet(C) 0.4 mina 72 °C 418 2001)

5mina72°C
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Continuacion tabla 2. Concentracién requerida de cada primer, condiciones de ciclado y

tamafio del amplicon para los diferentes genes por analizar.

Concentracion

Gen de cada primer Ciclado Tam_ar)o del Referencia
amplicon (bp)
(UM)
7mina94°C
35 ciclos de 50 s a 94 (Pagani
blactx-u 0,6 °C, 405250 °C,y 1 593 g
i o et al., 2003)
mina 72 °C
5mina72°C
10 mina 95 °C
30 ciclos de 30 sa 95
°C,30sab4°C,y1 (Mirzaei
blastv 0.4 mina 72 °C 862 etal., 2021)
5mina72°C
10 mina 95 °C
(Barrantes
blarewm 0.5 30 ciclos de 30 s a 95 859 etal., 2014)
°C,30sab50°C,y1
mina 72 °C (B )
arrantes
blaoxa 0,5 & min a 72°C 820 etal., 2014)
10 mina 95 °C
— (Barrantes
intl-1 0.4 30 ciclos de 30 s a 95 899 et al., 2014)
°C,30sa60°C,y1
mina 72 °C (Pei
. girano
intl-2 0,4 ) 789
5mina72°C et al., 2005)
10 mina 95 °C
(Volz Lopes
sull 0.5 30 ciclos de 30 s a 95 839 etal., 2015)
°C,30sa50°C,y1
mina 72 °C
sul2 0,5 293 (Kegg‘og; al.,
5mina72°C

Se trabajé con agua libre de nucleasas como control blanco, y como controles positivos

se utilizaron cepas de la bacterioteca del INISA cuyos genes de resistencia a antibi6ticos ya
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han sido analizados. Estas cepas corresponden a i) E. coli A1539-1 para tet(A) y tet(C) ii) E.
coli 973-2 para tet(B) y blaTEM, iii) E. coli 431-1 para blacTx-m, iv) Klebsiella pneumoniae
569-1 para blasnv, v) Shigella flexneri 84.490-2 (INISA 03) para blaoxa, intl-1, intl-2 y sul2,

vi) Morganella morganii 266-1 para sull.

b) Identificacidn de los genes de resistencia:

Los productos obtenidos a partir del PCR de punto final fueron identificados mediante
electroforesis en geles de agarosa al 2% (7 V/cm, 75 min) con buffer 1X TBE (pH 8.3) y
tincion con GelRed™ Nucleic Acid (Biotium), para lo cual, se utilizd el marcador de peso
molecular GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Scientific). EI tamafio del amplicén

para cada gen se detalla en la tabla 2.

4) Analisis estadistico de resultados

El andlisis estadistico y grafico de los resultados se realiz6 utilizando Microsoft Excel
para Microsoft 365 MSO version 2210 compilacion 16.0.15726.20188 y R version 4.2.3 con
los paquetes dplyr v1.1.1, ggplot v3.4.2, ggpubr v0.6.0, scales v1.2.1 y psych v2.3.3,
empleando el IDE RStudio 2023.03.0. Se trabajé con la prueba Wilcoxon para muestras no
pareadas para la comparacién de los valores de coliformes fecales y E. coli entre los

momentos de muestreo y los puntos de recoleccion.

Resultados

En la tabla 3y en la figura 4 se muestran los resultados de coliformes fecales y E. coli
segun el momento de muestreo y los puntos de recoleccion. En estas se puede observar una
tendencia a mayores niveles de coliformes fecales y E. coli en el punto mas bajo de la
microcuenca, tanto para la época seca como para la época de transicion. Ademas, segun el
Reglamento para la Evaluacion y Clasificacion de la Calidad de Cuerpos de Aguas
Superficiales (Decreto N° 33903), en la figura 4 se puede ver que la calidad de las muestras
de agua analizadas se ubica dentro de las categorias 2 y 5, evidenciando una tendencia a peor

calidad en el punto més bajo.
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Tabla 3. NMP/ 100 mL de coliformes fecales y Escherichia coli identificados en las muestras

de agua superficial de la microcuenca del rio Durazno.

Momento Coliformes o )
Punto de Escherichia coli
de _ Muestra fecales
recoleccion (NMP/ 100 mL)
muestreo ! (NMP/ 100 mL)
1 3,5x10* 2,4x10*
Alto 4 4,6x10? 4,6x102
7 1,4x10° 1,4x10°
2 1,6x103 9,2x10?
Epoca seca Medio 5 2,4x10? 2,4x10?
8 2,4x10? 2,4x102
3 9,4x10° 2,1x10°
Bajo 6 3,5x103 3,5x103
9 1,6x10° 1,6x103
10 1,7x10° 1,7x10°
Alto 13 7,0x10? 7,0x10°
16 1,7x10° 1,7x10°
Epoca de 11 7,9%10° 7,9%10°
transicion _
Medio 14 5,4x10? 5,4x10?
seca
. 17 9,2x10° 9,2x10%
lluviosa
12 1,3x10* 7,9x10°
Bajo 15 3,5x10* 1,6x10*
18 2,4x103 1,6x103

1 No hubo diferencias significativas entre los valores obtenidos para coliformes fecales y E.
coli al comparar entre la época seca y de transicion seca lluviosa, y entre los puntos de

recoleccion, aplicando la prueba Wilcoxon para muestras no pareadas (p>0,05).
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Nota= Clase 2: 20 a 1000 NMP/100 mL, apta para abastecimiento de agua para uso y consumo humano después
de un tratamiento convencional. Clase 3: 1000 a 2000 NMP/100 mL, apta para abastecimiento de agua para uso
y consumo humano posterior a un tratamiento avanzado. Clase 4: 2000 a 5000 NMP/100 mL, no apta para
abastecimiento de agua para uso y consumo humano. Clase 5: mayor a 5000 NMP/100 mL, no apta para

abastecimiento de agua para uso y consumo humano.

Figura 4. Resultados de coliformes fecales (A) y E. coli (B) para los diferentes puntos de la
microcuenca segun la época de muestreo y su clasificacién de acuerdo con las clases
establecidas en el Decreto N° 33903-MINAE-S, Reglamento para la Evaluacion y
Clasificacion de la Calidad de Cuerpos de Agua Superficiales (2007).
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Los resultados para el crecimiento de las muestras en CMH suplementado con
antibioticos se muestran en la tabla 4. En esta se evidencia un mayor crecimiento en la época
de transicién seca lluviosa en relacién con la época seca, principalmente para el caso de
cefotaxima. Ademas, se observa una mayor prevalencia de resistencia a tetraciclina que a

cefotaxima.

Tabla 4. Crecimiento las muestras en Caldo Muller Hinton (CMH) suplementado con

tetraciclina (4 pg/mL) y CMH suplementado con cefotaxima (0,25 pg/mL).

Momento de Punto de Tetraciclina Cefotaxima
» Muestra

muestreo recoleccion (4 pg/mL) ? (0,25 pg/mL) *
1 + +
Alto 4 i i
7 + -
2 - -
Epoca seca Medio 5 + -
8 + }
3 + -
Bajo 6 + -
9 + -
10 + +
Alto 13 + +
, 16 + +

Epoca de

P o _ 11 + -
transicion Medio 14 + +
seca lluviosa 17 + +
12 + +
Bajo 15 + +
18 + +

1 +: crecimiento, -: sin crecimiento

Del total de 18 muestras, se continu6 la linea de trabajo con 16 de estas, pues en 2 casos
no hubo crecimiento en ninguno de los dos medios suplementados con antibidticos. Para las
16 muestras restantes se selecciond un aislamiento sugestivo de E. coli. y se confirmd su
identidad. Los 16 aislamientos escogidos presentaron un crecimiento caracterizado por

colonias lactosa positivas tanto en Agar MacCokey como en Agar Levine, a excepcion del
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aislamiento 9, el cual evidencio colonias lactosa negativas en ambos medios de cultivo. Para
todos estos se obtuvo un crecimiento positivo en caldo EC-MUG, y la banda correspondiente

para el analisis del gen 16S rRNA de E. coli por medio de PCR de punto final.

Los resultados del perfil fenotipico y genotipico de resistencia de los aislamientos de E.
coli para los distintos antibioticos se presentan en la tabla 5. En esta se observa que los 16
aislamientos analizados evidenciaron resistencia ante al menos un antibiotico, y en lamayoria
de los casos se detecté al menos un gen asociado a esa resistencia. Las imagenes de los
resultados de los geles de agarosa obtenidos por electroforesis para cada uno de los genes

asociados a resistencia a antibidticos se presentan en el anexo 1.

Tabla 5. Resultados del perfil fenotipico y genotipico de resistencia a antibiéticos de los

aislamientos de E. coli.

Momento de  Punto de o Perfil fenotipico
) Asilamiento ) ) Genes encontrados
muestreo recoleccion de resistenciaa®
TE, CTX, KF, )
tet(C), blactx-m, intl-
1 AMP, AML, AK,
Alto 1, sull, sul2
CN, C, SXT
7 TE tet(A), intl-1
TE, KF, AMP, )
_ 5 tet(A), blatem, intl-1
Medio AML
, 8 TE, KF, NA, CIP tet(A), intl-1
Epoca seca
TE, KF, AMP, _
3 tet(A), intl-1
AML
tet(A), tet(C), intl-1,
| 6 TE (A), tet(C)
Bajo sul2
TE, KF, AMP,
tet(B), tet(C), blatem,
9 AML, NA, CIP, _
intl-1, sul2
NOR, SXT

L TE: tetraciclina, CTX: cefotaxima, KF: cefalotina, AMP: ampicilina, AML: amoxicilina, AK:
amikacina, CN: gentamicina, NA: acido nalidixico, CIP: ciprofloxacina, NOR: norfloxacina, C:

cloranfenicol, SXT: trimetoprima-sulfametoxazol.
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Continuacion tabla 5. Resultados del perfil fenotipico y genotipico de resistencia a

antibioticos de los aislamientos de E. coli.

Momento de  Punto de ) ) Perfil fenotipico
) Aislamiento ) ) Genes encontrados
muestreo recoleccion de resistenciaat
10 TE, CTX, KF, tet(B), blarem, intl-1,
AMP, AML, SXT sul2
Alto 13 TE intl-1
CTX, KF, AMP,
16 -
AML
TE, KF, AMP, )
11 tet(B), blatem, intl-1
AML, C
Epoca de Medio y TE, KF, AMP, tet(A), tet(B), blarewm,
transicion AML, C intl-1, sul2
seca-lluviosa 17 TE, SXT tet(A), tet(B), intl-1
CTX, KF, AMP, ]
12 blactx-m, intl-1
AML
TE, KF, AMP, ]
) tet(A), blatewm, intl-1,
Bajo 15 AML, NA, CIP,
sul2
SXT
18 TE, CTX, KF, tet(A), blactx-m,

AMP, AML, SXT blarew, intl-1

L TE: tetraciclina, CTX: cefotaxima, KF: cefalotina, AMP: ampicilina, AML: amoxicilina, AK:
amikacina, CN: gentamicina, NA: &cido nalidixico, CIP: ciprofloxacina, NOR: norfloxacina, C:

cloranfenicol, SXT: trimetoprima-sulfametoxazol.

El porcentaje de aislamientos resistente a cada uno de los antibi6ticos se muestra en la
figura 5, y su porcentaje segun el punto de muestreo se detalla en la figura 6. De acuerdo

con esto, se observa que la tetraciclina representa la mayor prevalencia en cuanto a resistencia
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en esta microcuenca, seguida por el grupo de betalactamicos. Ademas, se muestran mayores

porcentajes de resistencia para estos antibi6ticos en el punto mas bajo de muestreo.

TE
KF
AML
AMP
STX
CTX

@)

CIP

Antibioticos

e
>
||||||”|”|

NOR
CN
AK

IMP
MEM

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

o

Porcentaje de aislamientos de E. coli resistentes

Nota= TE: tetraciclina, KF: cefalotina, AML: amoxicilina, AMP: ampicilina, SXT: trimetoprima-
sulfametoxazol, CTX: cefotaxima, C: cloranfenicol, CIP: ciprofloxacina, NA: acido nalidixico, NOR:

norfloxacina, CN: gentamicina, AK: amikacina, IMP: imipenem, MEM: meropenem.

Figura 5. Porcentaje de aislamientos de E. coli resistentes para cada uno de los
antibioticos analizados.
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Nota= TE: tetraciclina, CTX: cefotaxima, KF: cefalotina, AMP: ampicilina, AML: amoxicilina, AK:

amikacina, CN: gentamicina, NA: &cido nalidixico, CIP: ciprofloxacina, NOR: norfloxacina, C:

cloranfenicol, SXT: trimetoprima-sulfametoxazol.

Figura 6. Porcentaje de aislamientos de E. coli resistentes para cada uno de los

antibioticos segun el punto de muestreo.
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En la figura 7 se observa la cantidad de aislamientos de E. coli que evidencian un
fenotipo resistente ante distinto nimero de categorias de antibiéticos. En esta se muestra que

la mayoria de los aislamientos presentaron resistencia ante al menos una categoria.

4 | I
0 1 2 3 4 6

Numero de categorias de antibidticos ante las que se presenta un
fenotipo resistente

- N w

Cantidad de aislamientos de E.coli

o

Figura 7. Cantidad de aislamientos de E. coli que presentan un fenotipo de resistencia ante

diverso numero de categorias de antibidticos.

En cuanto al perfil genotipico de resistencia identificado (figura 8), el gen detectado con
mayor frecuencia corresponde a intl-1, el cual se encontro presente en alrededor del 83% de
los aislamientos totales de E. coli, y en el 94% de aquellos que presentaban resistencia ante
algn antibidtico. A este gen lo sigue en frecuencia el gen tet(A), detectado en el 50% de los
aislamientos totales y en el 64% aquellos resistentes a tetraciclina. Y en tercer lugar se
encuentra tanto el gen sul2 como el gen blarem, ambos detectados en aproximadamente el
33% de los aislamientos totales; donde el gen blatem, fue positivo para el 58% de los

aislamientos con resistencia a cefalosporinas y en el 40% de los aislamientos resistentes a
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cefotaxima. Por el contrario, los genes que presentaron la menor frecuencia corresponden a

intl-2, blaoxa y blasnv, los cuales no fueron detectados en ninguno de los aislamientos. En el

caso del gen blactx-m, a pesar de no obtenerse un alto porcentaje de positividad en los

aislamientos totales, este se evidencid en el 60% de aquellos con resistencia a cefotaxima.

Genes

intl-1 EEE———
tet(A)
sul2
blarey
tet(B)
blacrxm
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Porcentaje de aislamientos de E. coli positivos

Figura 8. Porcentaje de aislamientos de E. coli positivos para cada uno de los genes

analizados.
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En la figura 9 se presenta el porcentaje de deteccion de los genes segun el punto de
muestreo. En esta se observa que, para la pluralidad de los casos, el mayor porcentaje de

asilamientos positivos para estos genes corresponde al punto mas bajo de la microcuenca.

m Punto alto = Punto medio Punto bajo
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Genes

Figura 9. Porcentaje de aislamientos de E. coli positivos para cada uno de los genes segun

el punto de muestreo.
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Discusién

Referente a la deteccion de coliformes fecales y Escherichia coli en las muestras de agua
superficial obtenidas de la microcuenca del rio Durazno (tabla 3), es posible apreciar que,
en la mayoria de los casos, se obtuvo valores de E. coli (NMP/100 ml) muy similares al
resultado obtenido para coliformes fecales, lo cual sugiere que gran parte de esta poblacién
corresponde especificamente a E. coli. Esto sefiala una implicacion mas severa del
componente fecal en términos de contaminacién; pues al ser E. coli un indicador especifico
de la presencia de materia fecal, habria un mayor riesgo de la presencia de patégenos
intestinales en este cuerpo de agua (Khan & Gupta, 2020; Rodriguez Cavallini et al., 2016;
Torres et al., 2010).

De la mano con lo anterior, no se obtuvo diferencias estadisticamente significativas en
estas variables al comparar entre la época seca y la época de transicién seca lluviosa (prueba
de Wilcoxon, p>0,05). Esto se podria relacionar con el volumen de precipitacion y el caudal
presentado por el rio, pues no se presentaron precipitaciones abundantes entre los muestreos
y el caudal se mantuvo similar en ambos casos; o podria estar influenciado por posibles
descargas no puntuales constantes en la zona, ocasionado que la contaminacidn se mantuviera
indistintamente de la época. Cabe destacar que, se ha observado un comportamiento similar
en la microcuenca IV del rio Virilla, correspondiente a la microcuenca del rio Tibas, donde
se ha evidenciado una disminucién de indicadores de contaminacion de las aguas tanto en la
época seca como en la de transicion, aumentando estos en la época lluviosa (Leandro et al.,
2010).

Por otra parte, de acuerdo con el Reglamento para la Evaluacion y Clasificacion de la
Calidad de Cuerpos de Aguas Superficiales (Decreto N° 33903), segun el ndmero de
coliformes fecales hallado en las muestras de agua superficial de la microcuenca del rio
Durazno, la calidad de estas aguas se ubica entre las clases 2 y 5 (figura 4). Siendo asi que,
las aguas superficiales ubicadas dentro de la clase 2 pueden ser utilizadas para abastecimiento
de agua para uso y consumo humano despues de un tratamiento convencional y la clase 3
posterior a un tratamiento avanzado; mientras que, las clases 4 y 5 no se consideran aptas
para este uso (Decreto N° 33903-MINAE-S. Reglamento para la Evaluacion y Clasificacion

de la Calidad de Cuerpos de Agua Superficiales, 2007). No obstante, es importante destacar
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gue con base en este estudio no es posible otorgar una clasificacion definitiva a este cuerpo
de agua. Esto pues, al tratarse de un analisis puntual no es certero que esta tendencia se
mantenga a través del tiempo. Por lo tanto, es recomendable realizar una evaluacion de esta
microcuenca utilizando mayor cantidad de muestreos en el tiempo, para asi poder categorizar
correctamente estas aguas superficiales segin el Reglamento para la Evaluacion y

Clasificacion de la Calidad de Cuerpos de Aguas Superficiales (Decreto N° 33903).

Aunado a esto segun los puntos de muestreo es posible observar una tendencia donde las
aguas correspondientes al punto mas bajo de la microcuenca se consideran de peor calidad,
empeorando aln mas su estado en la época de transicion seca lluviosa, en comparacion a la
época seca. Esto es preocupante pues el agua de esta microcuenca se utiliza para una planta
de tratamiento de agua para consumo humano para diversos cantones, como Goicoechea,
Montes de Oca, Curridabat y parte de San José, ubicandose la zona de captacion de agua
especificamente entre los puntos de recoleccion 2 y 3. La tendencia anterior sigue un
comportamiento esperable, pues se ha evidenciado que los contaminantes en las aguas suelen
aumentar conforme se disminuye en altitud, acercandose a zonas mas urbanizadas e
industrializadas (Leandro et al., 2010). Asi mismo, el aumento de estos al estar en época de
transicion seca lluviosa puede deberse a un leve incremento en precipitaciones, donde la
escorrentia se asocia con un mayor arrastre de contaminantes a los rios (Leandro et al., 2010;
Morales Mora, 2018).

Segun los resultados obtenidos, particularmente para la época de transicion, se puede
apreciar una ligera tendencia en donde en el punto mas bajo de la microcuenca se presentan
valores mayores de NMP/100 mL tanto para coliformes fecales como para E. coli (figura 4).
Lo anterior corresponde con lo esperado, pues cominmente los indicadores de contaminacion
de las aguas suelen aumentar conforme disminuye la altitud en los diferentes puntos de una
cuenca, asociado a la presencia de asentamientos humanos y su relacién con la actividad
antropogénica; tal como lo plantean Leandro et al. (2010) quienes evaluaron la calidad del
agua de la microcuenca IV del rio Virilla, obteniendo una tendencia creciente en parametros
asociados a la contaminaciéon de las aguas, tales como sélidos totales y turbiedad, al disminuir
la altitud.

No obstante, a pesar de obtenerse mayores valores de coliformes fecales y Escherichia

coli en el punto més bajo de la cuenca, los resultados obtenidos para los diferentes puntos no
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concuerdan del todo con la tendencia mencionada anteriormente, esto pues, los menores
valores se presentaron en el punto medio de la microcuenca, y no en el punto mas alto como
era de esperarse. Este hecho podria verse influenciado por diversos factores propios de la
microcuenca que afectan este punto particularmente, los cuales deberian ser analizados. Por
ejemplo, en caso de que se presentase alguna descarga de desinfectantes al rio, como alguna
tuberia de drenaje u otros, podria verse afectados los coliformes fecales y E. coli, pues si en
el punto medio de la microcuenca justo se tuviera ingreso de alguna sustancia con actividad
microbiocida, se verian disminuidas ambas poblaciones al enfrentarse a una mayor
concentracion de este agente adverso, el cual al diluirse conforme avanza por la microcuenca
no presentaria los mismos efectos en el punto mas bajo de la misma. Analogamente, en caso
de presentarse afluentes cercanas a este punto de muestreo se podria tener un efecto
dilucional sobre estos parametros microbioldgicos, de manera que, afectaria la observacion
del patron esperado (Leandro etal., 2010). Ademas, cabe mencionar que al momento de
realizar el muestro, en el punto medio se observé un menor caudal aparente en comparacion
con los otros dos puntos, lo cual podria afectar en la distribucion de las bacterias en este

punto y en su recuperacion a partir de las muestras.

Estudios anteriores, realizados entre febrero de 2017 y marzo de 2018, evidencian una
media para coliformes fecales y E. coli de 2400 NMP/100 mL y 1700 NMP/100 mL
respectivamente para el punto mas bajo de la microcuenca del rio Durazno (Morales et al.,
2019; Morales-Mora et al., 2022); datos que representan niveles menores al compararlos con
el presente estudio. Esto sugiere que durante el tiempo transcurrido entre ambos analisis se
ha deteriorado la calidad del agua en esta microcuenca; lo cual podria implicar que no se han
tomado medidas para un control adecuado sobre el vertido de aguas residuales e incluso

podria significar mayores descargas difusas de residuos liquidos al cuerpo de agua.

Con relacion al tamizaje inicial realizado en CMH suplementado con los antibioticos
(tabla 4), es posible observar que en la época de transicion seca-lluviosa se obtuvo un mayor
crecimiento de E. coli potencialmente resistente a cefotaxima, en comparacion con la época
seca; mientras que, en el caso del medio adicionado con tetraciclina se presentaron resultados
semejantes en ambas épocas, siendo la cantidad de tubos con crecimiento levemente mayor
para la época de transiciébn. Ademads, se obtuvo un mayor crecimiento de E. coli

potencialmente resistente a tetraciclina que a cefotaxima; lo cual podria asociarse con un
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aplicacion méas amplia de la tetraciclina en la ganaderia, donde estas se encuentran dentro de
los antibidticos més utilizados por los productores ganaderos (Trujillo Pillajo, 2019). Lo
anterior se podria relacionar particularmente con las actividades agropecuarias que se
desarrollan en la zona, pues se sabe que uno de los principales usos del suelo corresponde al

pastoreo (Morales Mora, 2018).

Para el crecimiento obtenido en agar MacConkey y agar Levine, y su posterior
confirmacion de la presencia de E. coli mediante el anélisis del gen 16S rRNA, es interesante
resaltar el resultado presentado por el aislamiento correspondiente a la muestra 9, el cual
evidencio ser lactosa negativa. Lo anterior, difiere de lo esperado, pues E. coli suele poseer
la capacidad de utilizar la lactosa, resultado que si se present6 en los demas aislamientos
analizados. Sin embargo, a pesar de no obtenerse el resultado esperado para el crecimiento
en los medios selectivos y diferenciales, si se detect6 el gen 16S rRNA de E. coli en este
aislamiento. Este tipo de resultado, a pesar de no ser frecuente, tampoco se considera
sumamente extrafio, pues se describe que E. coli tiene un porcentaje de positividad para la
fermentacion de la lactosa del 95%, por lo cual el otro 5% refleja la posibilidad de encontrar

aislamientos de E. coli no fermentadoras de lactosa (Rodriguez-Angeles, 2002).

Por otra parte, existe un patotipo de E. coli que se caracteriza por ser lactosa negativa,
este corresponde a E. coli enteroinvasora (EIEC) (Rodriguez-Angeles, 2002). Esta bacteria
genera una invasion inflamatoria de la mucosa intestinal, ocasionando un cuadro de disenteria
similar al que se presenta en una shigelosis, el cual se manifiesta como una diarrea aguda
sanguinolenta con malestar general, dolor abdominal, fiebre y cefalea (Carroll et al., 2016).
Por lo tanto, el encontrar esta cepa lactosa negativa y comprobar que se trataba de una E. coli
mediante el andlisis del gen 16S rRNA, podria sugerir la eventual presencia de patotipos de
E. coli, particularmente de EIEC, quien al ser un posible agente causal de diarrea resalta un
riesgo para la salud pablica al emplear esta fuente de agua para diversas actividades (Romeu
Alvarez et al., 2019). Sin embargo, esto es poco probable, dado que en estudios realizados a
partir de muestras recolectadas en afluentes y efluentes de PTARs de la GAM no se

detectaron los genes de virulencia referentes a EIEC (Chacén-Jiménez et al., 2022).

Con respecto al perfil fenotipico de resistencia, 16 de las 18 muestras mostraron
resistencia ante al menos uno de los antibioticos analizados (tabla 5). La mayoria de los

aislamientos de E. coli presentaron resistencia ante tetraciclina, obteniéndose un fenotipo
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resistente en el 78% de los casos. Seguido, los antibidticos ante los cuales se present6 un
mayor porcentaje de resistencia corresponden a cefalotina con un 67% y ampicilina y
amoxicilina, ambos con un 61%. En contraposicion, no se obtuvo ninguna muestra con un
perfil resistente para imipenem y meropenem (figura 5). De esta manera, se observa una alta

prevalencia de resistencia ante tetraciclina y betalactamicos en esta microcuenca.

Al analizar el porcentaje de muestras que presentaron resistencia ante los diversos
antibidticos segun la altura del punto de muestreo (figura 6), es posible observar que en el
punto mas bajo de la microcuenca se presentan mayores porcentajes de resistencia para
tetraciclina y betalactdmicos; viéndose particularmente una tendencia para la cefalotina de
aumento de resistencia conforme se disminuye en altura. Es importante resaltar que, al
tratarse de comunidades presentes en estos ambientes acuaticos se puede ver como conforme
se disminuye la altitud de los puntos, hay incremento tanto en las poblaciones bacterianas
como en la resistencia a antimicrobianos. En el caso de otros antibidticos ante los cuales se
obtuvieron porcentajes menores de resistencia, como amikacina y gentamicina, no es posible
apreciar tendencia alguna en los puntos muestreados. Esto podria explicarse por el bajo
nimero de muestras, asi como baja prevalencia de resistencia ante estos antibioticos en esta

microcuenca.

Por otra parte, al analizar la cantidad de aislamientos que presentan un fenotipo resistente
ante diversas categorias de antibiéticos (figura 7), se observo que la mayoria resultaron
resistentes ante al menos 1 categoria. Adicionalmente, 7 aislamientos fueron resistentes ante
al menos 1 agente de 3 categorias 0 mas. Por lo tanto, el 39% de los aislamientos se
consideran MDR segun lo definido por Magiorakos et al. (2012). De la mano con esto, el
encontrar aislamientos de E. coli MDR en aguas superficiales de esta microcuenca es de gran
relevancia. Esto debido a que, por tratarse de aguas que podrian utilizarse en diversas
actividades humanas, tales como agricultura, ganaderia o incluso en sistemas de captacién
para abastecimiento de agua, representa un riesgo como posible fuente de una infeccion
(Morales et al., 2019). Las mismas, podrian ser causadas por alguna E. coli patogenica
multirresistente o inclusive de alguna otra bacteria patdgena que adquiera por trasferencia
horizontal ciertos genes que le confieran el fenotipo MDR, provocando asi cuadros

infecciosos dificiles de tratar con los antibi6ticos disponibles en el mercado. Ademas, estos
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cuerpos de agua actian como reservorios de determinantes de resistencia y propician su

diseminacion en el ambiente.

Para la mayoria de los genes analizados, el mayor porcentaje de aislamientos de E. coli
que presentaron el gen corresponden a las del punto mas bajo de la microcuenca (figura 9).
Esto es de especial relevancia en el caso del gen intl-1 (integrasa del integron de clase 1),
donde se puede observar una tendencia en la que se incrementa la presencia de este gen
conforme disminuye la altura del punto de muestreo. intl-1 se ha relacionado con la presencia
de contaminantes asociados a antibi6ticos en cuerpos de agua, evidenciandose una asociacion
entre su deteccion y el grado de presion antropogénica presente en el area. Este gen es
considerado un biomarcador al analizar su presencia en muestras ambientales, pues forma
parte de los integrones de clase 1 que se caracterizan por otorgar resistencia a diversos
antibioticos, desinfectantes y metales pesados; ademas de que puede variar rapidamente ante
presiones ambientales, y puede transferirse entre bacterias debido a su frecuente localizacion

en elementos maviles (Cano Larrotta, 2019).

Con base en lo anterior, el alto porcentaje de muestras que fueron positivas para el gen
intl-1 (83%) es preocupante (figura 8), pues correlaciona con un alto grado de contaminacion
antropogénica de estas aguas superficiales, dado principalmente por la presencia de
antibioticos en estas fuentes de agua. Ademas, es muy importante considerar que al ser este
gen parte de un integron movil, se relaciona con mecanismos THG de resistencia, pudiendo
ser una fuente de transferencia de resistencia ante diversos agentes antimicrobianos hacia
patdgenos que habitan en las mismas fuentes de agua (Cano Larrotta, 2019). Cabe destacar
gue, no se encontraron referencias previas sobre la deteccion de intl-1 en aguas superficiales
en Costa Rica.

Por otro lado, relacionado a la resistencia a tetraciclina, en un estudio realizado por
Ramirez Bayard (2016) sobre el analisis de genes de resistencia a tetraciclina en E. coli
proveniente de muestras tanto ambientales como humanas de Panama, se detectd resistencia
a tetraciclina en el 62.9% de las muestras analizadas, porcentaje relativamente similar a lo
que se obtuvo en este caso para la microcuenca del rio Durazno. Ademas, se encontr6 con
mayor frecuencia la presencia del gen tet(A) sobre el tet(B), lo cual concuerda con lo obtenido
para esta microcuenca, presentandose un 50% de positividad par tet(A) y un 28% para tet(B)
(figura 8).
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En cuanto a la deteccion de betalactamasas de espectro extendido (BLEES), se observo
una predominancia de blarem, positivo en el 33% de las muestras totales (figura 8) y en el
58% de las muestras con resistencia a cefalosporinas. Esto va de la mano con lo reportado
hace algunos afios, donde estudios realizados en Suecia, Uruguay y Per( evidenciaron en
muestras humanas una preponderancia de blarem sobre blasny y blaoxa, tanto en cepas
comensales de E. coli como en cepas diarreogenicas (Mosquito et al., 2011). Los hallazgos
en muestras provenientes de personas tienen gran relevancia, pues como se sabe la descarga
de aguas residuales que contienen materia fecal humana es una de las principales fuentes de
contaminacion bacteriana en rios; de manera que, cepas con determinantes genéticos de
resistencia como estas pueden funcionar como diseminadoras en ambientes acuaticos
(Leandro et al., 2010; Mena-Rivera et al., 2018).

Ademas, en un analisis realizado a una cepa de E. coli recuperada de una PTAR en
Alajuela, Costa Rica, se detectaron diversos genes de resistencia a antibioticos, dentro de los
que sobresalen blatemy blactx-m; siendo estos dos concordantes con aquellos que presentaron
mayor frecuencia dentro de las BLEEs identificadas en los aislamientos de E. coli
provenientes de la microcuenca del rio Durazno en el presente estudio (Barrantes Jiménez
et al., 2020). Esto se asocia a su vez con el hecho de que las PTARSs se consideran una de las
principales fuentes antropogénicas de liberacion de antibidticos hacia el ambiente (Marti
etal., 2014). Lo cual, sumado a tratamientos deficientes de las aguas, no disefiados para la
eliminacion efectiva de antibidticos y microorganismos, ocasionan la diseminacion de
bacterias resistentes a antibidticos junto con sus genes de resistencia a otros cuerpos de agua

naturales (Momtaz et al., 2012).

Es importante resaltar que, en algunos casos a pesar de obtener un fenotipo resistente no
se detect6 un perfil genotipico asociado. Especificamente, para el aislamiento 13 se observé
un perfil resistente ante tetraciclina, pero no se obtuvieron resultados positivos para los genes
conocidos por otorgar resistencia ante este antibiético, como lo son tet(A), tet(B) y tet(C). De
manera analoga, el aislamiento 16 mostrd resistencia ante cefotaxima sin evidenciar la
presencia de BLEEs codificadas por los genes blactx-m, blasnv, blatem y blaoxa (tabla 5). Lo
anterior, podria deberse a la presencia de otros determinantes genéticos de resistencia que no
fueron analizados en este estudio. Dentro de estas, se encuentran genes como tet(D), tet(E),

tet(l), tet(M), tet(O), tet(X) y tet(Y), entre otros, los cuales se han descrito asociados a
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resistencia ante tetraciclina. Asi mismo, para el caso de las cefalosporinas, se han descrito
genes de BLEEs como, blacars Y blaces, entre otros, que conforman uno de los principales
mecanismos de resistencia contra este grupo (Mosquito et al., 2011). Ademas, es importante
mencionar que pueden existir variantes de estos genes, o inclusive genes diferentes, que aln
no se han descrito, por lo que en estos casos seria necesario utilizar herramientas como

secuenciacion para realizar su identificacion y caracterizacion (Marcos-Carbajal et al., 2021).

Conclusiones

En primer lugar, la poblacion de coliformes fecales presente en las aguas superficiales de
la microcuenca del rio Durazno se encuentra conformada en su mayoria por Escherichia coli.
Los valores detectados para ambos parametros no evidenciaron un cambio significativo a
través del tiempo trascurrido entre la época seca y la época de transicion seca lluviosa, ni
entre los diferentes puntos de muestreo. Segun el Reglamento para la Evaluacion y
Clasificacion de la Calidad de Cuerpos de Aguas Superficiales (Decreto N° 33903) vy el
namero de coliformes fecales obtenido, las aguas del punto mas bajo de esta microcuenca en
su mayoria se consideran de mala calidad y no son aptas para el abastecimiento de agua para
uso y consumo humano, ni siquiera posterior a la realizacion de algin tratamiento de estas.
Ademas, se observo un aumento en los niveles de coliformes fecales y E. coli en el punto
mas bajo de la microcuenca en comparacion con estudios anteriores realizados entre 2017 y
2018. Esto es relevante, debido a que E. coli es un indicador de contaminacion fecal; por lo
que, a partir de estos datos se concluye que no existe un adecuado control sobre el vertido de
aguas residuales en esta microcuenca o sobre la disposicion de las heces del ganado ubicado
cerca de la misma; y mas bien los niveles de contaminacién presentan una tendencia de
aumento. Lo anterior, incide en que un alto contenido de materia fecal llegue a las aguas
superficiales de la microcuenca del rio Durazno, lo cual es alarmante dado que se utiliza
como captacion superficial para la planta de tratamiento de agua para consumo humano en
los cantones de Goicoechea, Montes de Oca, Curridabat y parte de San José, y la zona de

captacion se ubica hacia la parte baja de la microcuenca.

En segundo lugar, en este trabajo se detectaron aislamientos de E. coli resistentes a

tetraciclina y/o cefotaxima, ademas de identificar los genes asociados a esa resistencia. Mas
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aun, se encontraron aislamientos de E. coli con fenotipos multirresistentes (MDR), siendo el
caso Mas severo resistente ante agentes antimicrobianos de 6 categorias distintas. Se observo
un mayor porcentaje de resistencia a tetraciclina que a cefotaxima; donde la mayoria de los
aislamientos de E. coli fueron resistentes a este y presentaron al menos un gen asociado a
resistencia contra tetraciclina, representado mayormente por el tet(A). No obstante, la
resistencia observada contra cefotaxima no es despreciable, y se encuentra en un nimero alto
de los aislamientos de E. coli, cuyo gen asociado corresponde en su mayoria a blactx-m, quien
codifica por una betalactamasa de espectro extendido (BLEES). Cabe destacar que, en
algunas muestras se evidencio un fenotipo resistente pero no se detect6 un perfil genotipico
de resistencia asociada, por lo que se sugiere realizar mas estudios para identificar los

determinantes genéticos asociados que circulan en la microcuenca.

En linea con lo anterior, se evidencid propension a un aumento de la resistencia a los
antibioticos en el punto mas bajo de la microcuenca en algunos casos, tanto asociado a los
perfiles fenotipicos como a los genotipicos. Sin embargo, esto no se cumple para todos los
antibioticos analizados, dado que, para aquellos en los que no se presentd un nimero alto de
aislamientos resistentes no fue posible analizar si se exhibia alguna proclividad. Por esto, se
recomienda para futuros estudios trabajar con un nimero mayor de muestras, de manera que,
se puedan identificar mayor cantidad de patrones y a su vez permitan mejorar la potencia

estadistica de los analisis realizados.

En tercer lugar, asociado a los perfiles genotipicos detectados, se observd una mayor
prevalencia de los genes tet(A), blarem y blacrx-m implicados en resistencia ante tetraciclina,
betalactamicos y cefotaxima respectivamente. Lo cual, es concordante con resultados
descritos en estudios previos relacionados a la circulacion de estos determinantes genéticos

en cuerpos de agua.

En dltimo lugar, se observd un alto grado de contaminacion antropogénica en esta
microcuenca, evidenciado por el biomarcador genético intl-1, quien implica una alta
presencia de contaminantes asociados a antibidticos en cuerpos de agua. Por lo anterior, se
deduce la necesidad de un programa de educacién y control sobre el uso de antibi6ticos en la
zona y/o su descarte; ademas de una mejora en la distribucién de residuos, tanto sélidos como
de aguas residuales. Pues la llegada de los antibioticos a los rios se ve influenciada por mala

disposicion de estos tras un tratamiento no finalizado o la excrecion de estos en heces tanto
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humanas, que terminan en los rios a través de un inadecuado acomodo de aguas residuales,

0 animales, particularmente por un uso excesivo de los antibidticos en la ganaderia.

Por tanto, se comprobd la hipétesis planteada, afirmando que existen fenotipos de E coli
resistentes a tetraciclina y cefotaxima en muestras de agua superficial de la microcuenca del
rio Durazno en Vazquez de Coronado, San José; lo cual, es muy preocupante, pues es una
problemdtica potenciada por acciones humanas, que han llevado a la presencia no solo de
bacterias resistentes a antibiéticos, sino MDR, en aguas superficiales. Estas bacterias
eventualmente pueden por medio de mecanismos como la transferencia horizontal de genes
compartir estos determinantes genéticos con bacterias mas virulentas; y en consecuencia,
dado que el agua de esta microcuenca se utiliza como captacion superficial para una planta
de tratamiento de agua para consumo humano, o mediante la presencia de tomas para el uso
de estas aguas con fines de riego en agricultura, estas bacterias podrian llegar a ser las
causantes de infecciones y debido a su alta resistencia ante antimicrobianos, se contaria con

terapias muy limitadas y/o con fuertes efectos de toxicidad.
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AnNexos

Anexo 1. Resultados de los geles de agarosa obtenidos por electroforesis para cada uno

de los genes asociados a resistencia a antibioticos.

JOSSlURN1 28813814 815 160 .17 18

1000 bp 1000 bp

500 bp 500 bp

Nota= Carriles: 1) Marcador de peso molecular, 2) Muestra 1, 3) Muestra 3, 4) Muestra 5, 5) Muestra
6, 6) Muestra 7, 7) Muestra 8, 8) Muestra 9, 9) Muestra 10, 10) Muestra 11, 11) Muestra 13, 12)
Muestra 14, 13) Muestra 15, 14) Muestra 17, 15) Muestra 18, 16) Control blanco, 17) Control positivo
(E. coli 1539-1), 18) Marcador de peso molecular.

Figura 10. Amplicones del PCR para el gen tet(A), en geles de agarosa al 2%.

IS URNTTEREY 2RRT S a1 4 3] SAR 101 72818

1000 bp 1000 bp

500 bp 500 bp

Nota= Carriles: 1) Marcador de peso molecular, 2) Muestra 1, 3) Muestra 3, 4) Muestra 5, 5) Muestra
6, 6) Muestra 7, 7) Muestra 8, 8) Muestra 9, 9) Muestra 10, 10) Muestra 11, 11) Muestra 13, 12)
Muestra 14, 13) Muestra 15, 14) Muestra 17, 15) Muestra 18, 16) Control positivo (E. coli 973-2),

17) Control blanco, 18) Marcador de peso molecular.

Figura 11. Amplicones del PCR para el gen tet(B), en geles de agarosa al 2%.
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1SS T6 R 171 S

Nota= Carriles: 1) Marcador de peso molecular, 2) Muestra 1, 3) Muestra 3, 4) Muestra 5, 5) Muestra
6, 6) Muestra 7, 7) Muestra 8, 8) Muestra 9, 9) Muestra 10, 10) Muestra 11, 11) Muestra 13, 12)
Muestra 14, 13) Muestra 15, 14) Muestra 17, 15) Muestra 18, 16) Control positivo (E. coli 1539-1),

17) Control blanco, 18) Marcador de peso molecular.

Figura 12. Amplicones del PCR para el gen tet(C), en geles de agarosa al 2%.

1000 bp 1000 bp

500 bp 500 bp

Nota= Carriles: 1) Marcador de peso molecular, 2) Muestra 1, 3) Muestra 10, 4) Muestra 12, 5)
Muestra 16, 6) Muestra 18, 7) Control positivo (E. coli 431-1), 8) Control blanco, 9) Marcador de

peso molecular.

Figura 13. Amplicones del PCR para el gen blactx-m, en geles de agarosa al 2%.

74



1000 bp

500 bp

Nota= Carriles: 1) Marcador de peso molecular, 2) Muestra 1, 3) Muestra 10, 4) Muestra 12, 5)
Muestra 16, 6) Muestra 18, 7) Control positivo (Klebsiella pneumoniae 569-1), 8) Control blanco.

Figura 14. Amplicones del PCR para el gen blasnv, en geles de agarosa al 2%.

1000 b
1000 bp ¥

500 bp
500 bp

A) B)

Nota= A) Cepas resistentes a cefotaxima. Carriles: 1) Muestra 1, 2) Muestra 10, 3) Muestra 12, 4)
Muestra 16, 5) Muestra 18, 6) Control positivo (E. coli 973-2), 7) Control negativo, 8) Marcador de
peso molecular. B) Cepas resistentes a otras cefalosporinas o penicilinas. Carriles: 1) Muestra 3, 2)
Muestra 5, 3) Muestra 8, 4) Muestra 9, 5) Muestra 11, 6) Muestra 14, 7) Muestra 15, 8) Control

positivo (E. coli 973-2), 9) Control blanco, 10) Marcador de peso molecular.

Figura 15. Amplicones del PCR para el gen blatem, en geles de agarosa al 2%.
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1000 bp

500 bp

A) B)

Nota= A) Cepas resistentes a cefotaxima. Carriles: 1) Marcador de peso molecular, 2) Muestra 1, 3)
Muestra 10, 4) Muestra 12, 5) Muestra 16, 6) Muestra 18, 7) Control positivo (Shigella flexneri
84.490-2 / INISA 03), 8) Control negativo. B) Cepas resistentes a otras cefalosporinas o penicilinas.
Carriles: 1) Muestra 3, 2) Muestra 5, 3) Muestra 8, 4) Muestra 9, 5) Muestra 11, 6) Muestra 14, 7)
Muestra 15, 8) Control positivo (Shigella flexneri 84.490-2 / INISA 03), 9) Control blanco, 10)

Marcador de peso molecular.

Figura 16. Amplicones del PCR para el gen blaoxa, en geles de agarosa al 2%.

TOWI TR 7801 ST 14001 SEE] 61 7881 SS 19

Nota= Carriles: 1) Marcador de peso molecular, 2) Muestra 1, 3) Muestra 3, 4) Muestra 5, 5) Muestra
6, 6) Muestra 7, 7) Muestra 8, 8) Muestra 9, 9) Muestra 10, 10) Muestra 11, 11) Muestra 12, 12)
Muestra 13, 13) Muestra 14, 14) Muestra 15, 15) Muestra 16, 16) Muestra 17, 17) Muestra 18, 18)
Control positivo (Shigella flexneri 84.490-2 / INISA 03), 19) Control blanco.

Figura 17. Amplicones del PCR para el gen intl-1, en geles de agarosa al 2%.
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Nota= Carriles: 1) Muestra 1, 2) Muestra 3, 3) Muestra 5, 4) Muestra 6, 5) Muestra 7, 6) Muestra 8,
7) Muestra 9, 8) Muestra 10, 9) Muestra 11, 10) Muestra 12, 11) Muestra 13, 12) Muestra 14, 13)
Muestra 15, 14) Muestra 16, 15) Muestra 17, 16) Muestra 18, 17) Control positivo (Shigella flexneri
84.490-2 / INISA 03), 18) Control blanco, 19) Marcador de peso molecular.

Figura 18. Amplicones del PCR para el gen intl-2, en geles de agarosa al 2%.:

ORELONLINT 2 1S 14AME58 16417 18 19,290

1000 bp 1000 bp

500 bp 500 bp

Nota= Carriles: 1) Marcador de peso molecular, 2) Muestra 1, 3) Muestra 3, 4) Muestra 5, 5) Muestra
6, 6) Muestra 7, 7) Muestra 8, 8) Muestra 9, 9) Muestra 10, 10) Muestra 11, 11) Muestra 12, 12)
Muestra 13, 13) Muestra 14, 14) Muestra 15, 15) Muestra 16, 16) Muestra 17, 17) Muestra 18, 18)
Control positivo (Morganella morganii 266-1), 19) Control blanco, 20) Marcador de peso molecular.

Figura 19. Amplicones del PCR para el gen sull, en geles de agarosa al 2%.
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500 bp

200 bp

Nota= Carriles: 1) Marcador de peso molecular, 2) Muestra 1, 3) Muestra 3, 4) Muestra 5, 5) Muestra
6, 6) Muestra 7, 7) Muestra 8, 8) Muestra 9, 9) Muestra 10, 10) Muestra 11, 11) Muestra 12, 12)
Muestra 13, 13) Muestra 14, 14) Muestra 15, 15) Muestra 16, 16) Muestra 17, 17) Muestra 18, 18)
Control positivo (Shigella flexneri 84.490-2 / INISA 03), 19) Control blanco, 20) Marcador de peso

molecular.

Figura 20. Amplicones del PCR para el gen sul2, en geles de agarosa al 2%.
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