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Glosario

Agua residual: aguas usadas en actividades humanas que contienen diversos

contaminantes, como residuos domeésticos, industriales o agricolas.

Antibioticos: sustancias quimicas utilizadas para tratar infecciones bacterianas al inhibir el

crecimiento o destruir las bacterias.

Bacterias resistentes: bacterias que han desarrollado la capacidad de resistir los efectos de

los antibidticos y otros antimicrobianos.

Contaminantes emergentes: sustancias quimicas o bioldgicas que representan un riesgo
para la salud humana y el medio ambiente y cuya presencia en el agua ha sido identificada

recientemente.

Ct (Cycle threshold): el ciclo de umbral refleja el nimero de ciclo en el que la fluorescencia
generada dentro de una reaccién cruza el umbral. Estd inversamente correlacionado con el
logaritmo del numero de copia inicial. El valor C, asignado a un pocillo particular refleja asi el
punto durante la reaccion en el que se ha acumulado un nimero suficiente de amplicones. También

Ilamado punto de cruce (C) en la terminologia de LightCycler.

Elementos genéticos moviles: secuencias de ADN que tienen la capacidad de moverse

dentro del genoma de un organismo, como los plasmidos, transposones y fagos.

Fagos: virus que infecta bacterias y utiliza la maquinaria celular de estas Gltimas para

replicarse y producir mas virus.

Genes de resistencia antimicrobiana: secuencias de ADN que proporcionan a los

microorganismos la capacidad de resistir los efectos de los antimicrobianos, como los antibioticos.

Plasmidos: fragmentos de ADN circulares que se replican de forma independiente del
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cromosoma bacteriano y que pueden contener genes de resistencia a antibidticos.

PTAR (Planta de Tratamiento de Aguas Residuales): instalacion disefiada para eliminar

los contaminantes presentes en el agua residual antes de su descarga al medio ambiente.

gPCR cuantitativa en tiempo real: es una técnica de biologia molecular ampliamente
utilizada para cuantificar la cantidad de ADN presente en una muestra. A diferencia de la PCR
convencional, la gPCR permite no solo amplificar, sino también cuantificar el ADN en tiempo real
durante el proceso de amplificacion. Esto se logra mediante la deteccion de la fluorescencia
generada por una sonda especifica que se une al ADN amplificado. La cantidad de fluorescencia
emitida estd directamente relacionada con la cantidad inicial de ADN presente en la muestra, lo
que permite una medicién precisa de la cantidad de ADN.

Transposones: segmentos de ADN que pueden moverse de un lugar a otro en el genoma

de un organismo, transportando consigo genes de resistencia a antibiéticos.
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Resumen

Evaluacion de genes de resistencia a antibioticos y su remocion en la planta de tratamiento

de agua residual de la Universidad de Boyaca en Tunja:

La creciente resistencia antimicrobiana (RAM) plantea importantes desafios para la salud publica
y la conservacion del medio ambiente a nivel global. Los genes de resistencia a antibioticos
(ARGS) se han identificado como contaminantes emergentes, encontrandose en concentraciones
mas elevadas en entornos acuéticos, especialmente en aguas residuales. Estos genes representan
un riesgo potencial tanto para la salud humana como para la salud de los ecosistemas, ya que los

sistemas de tratamiento de aguas residuales no logran eliminarlos de manera efectiva.

El objetivo de este estudio fue identificar 11 genes de resistencia a antibidticos en la Planta de
Tratamiento de Aguas Residuales (PTAR) de la Universidad de Boyaca. Para esto se tomaron
muestras de agua residual del afluente de la planta, el afluente del reactor UASB vy del efluente de
la PTAR. Asi mismo se logro estandarizar los protocolos de extraccion de ADN vy la reaccion en
cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR), esta Gltima para los genes blatewm, tet(w), blacTx y

blasnv, cuatro de los 11 genes de resistencia planteados inicialmente.

Los resultados evidenciaron la presencia de los genes blarewm, tet(w), blacTx y blasnv en todas las
muestras recolectadas. Para los siete genes restantes no se logré estandarizar el protocolo de
amplificacion debido a que los controles positivos de estos otros genes no amplificaron
correctamente. Estos resultados sugieren que, durante el tratamiento del agua residual, que incluye
el paso por el reactor UASB, los genes de resistencia a antibidticos estudiados no fueron

removidos.

Asi mismo, al comparar los resultados obtenidos con lo encontrado en otras plantas de tratamiento
similares, como la PTAR de Catalufia-Espafia, Beijin-China y en Antioquia-Colombia, coinciden
en reportar una mayor abundancia de los genes blarem y blacTx, sugiriendo que los procesos de
tratamiento de agua residual, que para estas plantas incluyen el reactor UASB y el humedal,

presentan una capacidad de remocion de genes de resistencia muy limitada. Esto refuerza la
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asociacion de las PTARs como fuentes de proliferacion de genes de resistencia.

Palabras clave: Agua residual (AR), Genes de Resistencia a Antibiéticos (ARGS), Plantas de
Tratamiento de Aguas Residuales (PTAR), Reactor UASB (Upflow Anaerobic Sludge Blanket).
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Abstract

Assessment of antibiotic resistance genes and their removal in the wastewater treatment

plant of the University of Boyaca in Tunja:

The increasing antimicrobial resistance (AMR) poses significant challenges for public health and
environmental conservation at a global level. Antibiotic resistance genes (ARGS) have been
identified as emerging contaminants, found in higher concentrations in aquatic environments,
especially in wastewater. These genes represent a potential risk for both human health and

ecosystem health, as wastewater treatment systems fail to effectively eliminate them.

The objective of this study was to identify 11 antibiotic resistance genes in the Wastewater
Treatment Plant (WWTP) at the University of Boyaca. For this purpose, wastewater samples were
taken from the plant's influent, the UASB reactor influent, and the WWTP effluent. Additionally,
protocols for DNA extraction and quantitative polymerase chain reaction (qQPCR) were
standardized, the latter for the genes blarem, tet(w), blactx, and blasny, four of the 11 initially
proposed resistance genes.

The results showed the presence of the blarem, tet(w), blactx, and blaskv genes in all collected
samples. For the remaining seven genes, the amplification protocol could not be standardized
because the positive controls for these other genes did not amplify correctly. These results suggest
that, during wastewater treatment, which includes passing through the UASB reactor, the studied

antibiotic resistance genes were not removed.

Moreover, when comparing the obtained results with those found in similar treatment plants, such
as the WWTP in Catalonia-Spain, Beijing-China, and Antioquia-Colombia, they consistently
reported a higher abundance of the blarem and blactx genes, suggesting that the wastewater
treatment processes in these plants, which include the UASB reactor and the wetland, have a very
limited capacity to remove resistance genes. This reinforces the association of WWTPs as sources
of the proliferation of resistance genes.
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Introduccion

La resistencia antimicrobiana (RAM) es una preocupacion creciente en la salud publica y
el medio ambiente a nivel mundial. Desde el descubrimiento de la penicilina por Alexander
Fleming en 1928, los antibidticos han sido una herramienta fundamental en la lucha contra las
infecciones bacterianas. Sin embargo, el uso excesivo e inadecuado de estos medicamentos ha
acelerado la evolucién de la RAM, dificultando el tratamiento de infecciones comunes y
aumentando el riesgo de propagacion de enfermedades mas graves (World healt organization,
2021).

La resistencia antimicrobiana ha evolucionado a lo largo de la historia como resultado de
la exposicion de microorganismos a agentes antimicrobianos. Desde la introduccion de los
primeros antimicrobianos, como las sulfamidas y las penicilinas, se ha observado un aumento
constante en la resistencia bacteriana a estos farmacos (Unemo et al., 2016).

Los ARGs son secuencias de ADN que confieren a las bacterias la capacidad de resistir los
efectos de los antibioticos, lo que les permite sobrevivir y proliferar en presencia de estos farmacos.
Estos genes pueden encontrarse en bacterias patdgenas, asi como en bacterias no patégenas
presentes en el medio ambiente. La presencia de ARGs en las PTAR plantea un riesgo para la
salud publica y el medio ambiente, ya que pueden transferirse a bacterias patégenas y propagar la
resistencia a los antibidticos.

Las Plantas de Tratamiento de Aguas Residuales (PTAR) juegan un papel crucial en la
dispersion de dichos genes de resistencia. Estas instalaciones se encargan de tratar las aguas
residuales antes de ser liberadas al medio ambiente, con el objetivo de eliminar contaminantes y
proteger la salud humana y ambiental. Sin embargo, estudios recientes han demostrado que las
PTAR pueden ser una fuente importante de contaminacion por genes de resistencia a antibioticos.

En el contexto de esta problematica, esta investigacion se centra en identificar los genes de
resistencia a antibidticos presentes en la Planta de Tratamiento de Aguas Residuales (PTAR) de la
Universidad de Boyaca, con el objetivo de comprender la capacidad de remocion de estos genes,
contribuyendo asi al cumplimiento del Objetivo de Desarrollo Sostenible ODS 6: Agua limpia y

saneamiento
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Estandarizar los protocolos de extraccion de ADN y PCR cuantitativa (qQPCR) para la

identificacion y cuantificacion de genes de resistencia

Para la estandarizacion de los procesos de extraccion de ADN y amplificacion de ARGs
mediante reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (QPCR) presentes en la PTAR de la

Universidad de Boyaca se llevaron a cabo los protocolos descritos a continuacion:

Muestreo

Toma de muestras

Se llevo a cabo un muestreo de tipo compuesto el cual consistio en la toma de una alicuota
determinada a cada hora, durante 24 horas para la conformacién final de una muestra, esto basado
en la variabilidad del caudal durante el tiempo determinado del muestreo, estos volumenes
tomados se mezclaron para formar una muestra total representativa de la composicion del agua
residual a lo largo del tiempo de muestreo. De esta manera se tomo un litro de muestra para cada
uno de los tres puntos seleccionados; afluente, efluente del reactor UASB y efluente de la PTAR,
cada punto el muestro se realiz6 por duplicado para un resultado final de 6 muestras compuestas
de 1 L cada una, como se muestra en la tabla 1. EI muestreo se realizd segun la Guia Técnica
Colombiana GTC 28 (Instituto Colombiano de Normas Técnicas y Calidad, 2015).

Tabla 1
Muestras obtenidas de la planta piloto de la Universidad de Boyaca
Origen Replica Designacion
Afluente R1 AfR1
Afluente R2 AfR2
Efluente del UASB R1 UASBR1
Efluente del UASB R2 UASBR?2
Efluente PTAR R1 EfIR1
Efluente PTAR R2 EfIR2

Fuente: autor de la investigacion
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Procesamiento de muestras

Las muestras se filtraron primero por una membrana de 0,45 pum y luego con una de 0,22
pm. Los filtros se almacenaron en tubos Falcon de 50 mL, asegurandose de que cada uno
contuviera al menos 8 filtros. Estos tubos se conservaron a 4°C hasta el inicio del proceso de

obtencion de la biomasa (Posada-Perlaza et al., 2019).

Obtencion de biomasa

Para obtener la biomasa retenida en los filtros, estos fueron resuspendieron con 25 mL de
solucion fosfato salina (PBS) 1X mas Tween 20, llevandolos a incubar por 30 minutos a 30°C y
200 RPM. Durante este tiempo, se sometieron a Vortex tres veces por 1 minuto cada 10 minutos.
Posteriormente, se removieron y descartaron los filtros y se centrifugo a 5000 g durante 30 minutos
a 4°C. Se descarto el sobrenadante y se pesaron los tubos Falcon para determinar la cantidad de

biomasa que se obtuvo (Posada-Perlaza et al., 2019).

Extraccién y purificacion de ADN

La extraccion de ADN se realizé segun lo reportado por Posada-Perlaza (2019) con algunas
modificaciones, este protocolo fue denominado in house dado qué se realiza con reactivos
preparados en el laboratorio de Biologia Molecular de la Universidad de Boyaca y no corresponde
a un kit o estuche comercial. Para esto, la biomasa obtenida en el paso anterior, se resuspendio en
500 pL de EDTA 50 mM adicionando 125 pL de lisozima'y se incubo a 37 °C por 1 hora. Luego,
se agreg6 5 uL de proteinasa K y se incubo durante 1 hora a 56 °C, seguido de un proceso de
extraccion con fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (Posada-Perlaza et al., 2019). Posteriormente,
cada una de las muestras de ADN extraido se purificd con el kit de extraccion de suelos E.Z.N.A
OMEGA, siguiendo las indicaciones de la casa comercial. EI ADN obtenido fue almacenado a -
20 °C hasta su uso.
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Determinacion de la calidad y cantidad del ADN

La calidad y cantidad de ADN se evalud tanto para el ADN obtenido después del protocolo
de extraccion in house como después de realizar el proceso de purificacion. Esta evaluacion se
establecid mediante electroforesis en gel de agarosa para determinar la integridad del material
genetico y por espectrofotometria para determinar tanto la concentracion como la posible presencia
de contaminantes mediante la relacion 260/280 y 260/230nm.

La electroforesis revel6 diferencias en la integridad del ADN antes y después del proceso
de purificacion. EI ADN resultante del proceso de extraccion in house presentdé degradacion
(Figura 1), mientras que después de la purificacion, buena parte del ADN degradado no es retenido

en las columnas de purificacion y se observa ADN de mejor calidad (Desjardins y Conklin, 2010).

Figural

Electroforesis en gel de agarosa para determinar la integridad del ADN, Pozo 1: Marcador de peso
molecular, Pozo 2: AfR1 in house, Pozo 3: AfR1 Purificado, Pozo 4: AfR2 in house, Pozo 5: AfR2
Purificado, Pozo 6: UASBR1 in house, Pozo 7: UASBR1 Purificado, Pozo 8: UASBR2 in house, Pozo 9:
UASBR2 Purificado, Pozo 10: EfR1 in house, Pozo 11, EfR1 Purificado, Pozo 12: EfR2 in house, Pozo 13:
EfR2 Purificado.

8 9 10 1112 13

1.2% agarose

Fuente: autor de la investigacion

En las tablas 2, 3 y 4 se presentan los resultados de cuantificacion obtenidos mediante
Nanodrop. La relacion 260/280 permite evaluar la pureza del ADN, este debe estar en un rango de
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1.8 a 2.0, si la relacion es inferior a 1.8, podria indicar la presencia de contaminantes como
proteinas u otros compuestos que absorben a 280 nm (Desjardins y Conklin, 2010). EI ADN
obtenido después del proceso de extraccion in house present6 en promedio valores fuera de este
rango ideal de 1.8, lo que refleja gran cantidad de impurezas, estas impurezas pueden ser hidratos
de carbono, péptidos, fenoles, sales tampdn, y otros compuestos aromaticos. Por otro lado, las
muestras de ADN después del proceso de purificacion mostraron valores mas cercanos a 1.8 lo
que indica que la purificacion permitié la eliminacion de algunos contaminantes. En cuanto a la
relacién 260/230 donde un valor ideal de esta relacion se sitla entre 1.8 y 2.2, valores menores a
1.8 pueden sugerir la presencia de contaminantes como EDTA, carbohidratos y fenoles, mientras
que valores mayores a 2.2 podrian indicar contaminacion con polisacaridos y polifenoles
(Desjardins y Conklin, 2010). Los valores de 260/230 establecidos en las muestras son muy lejanos
al valor ideal de pureza esperado para esta relacion, en promedio las muestras de ADN de los
diferentes puntos presentaron valores cercanos a 1,0 lo que indica la presencia de contaminantes.
A pesar de estos resultados, se evidencio una disminucion en los contaminantes después de la
purificacion del ADN.

En relacion a la concentracion de este &cido nucleico, las réplicas de cada punto de
muestreo tienen valores similares, siendo estos bastante altos (desde 322 ng/uL hasta 640 ng/uL)
para el ADN resultante de la extraccion in house. Sin embargo, una vez purificado el ADN, la
concentracion disminuy6 drasticamente, llegando a valores cercanos a los 20 ng/pL, exceptuando
el ADN de las muestras del efluente de la PTAR que presentaron valores inferiores, de 13 ng/uL
y 2,6 ng/uL para las réplicas 1 y 2 respectivamente. Esta variacion en la concentracion antes y
después del proceso de purificacion pueden darse debido a la eliminacion de contaminantes que
pueden aumentar artificialmente la concentracion medida por espectrofotometria, debido a que
absorben luz a 260 nm junto con el ADN, como algunas proteinas, que, aunque absorben
fuertemente a 280 nm, también tienen cierta absorcion a 260 nm. Ademas, la presencia de ARN
en la muestra también contribuye a una sobreestimacion de la concentracion de ADN, ya que

ambos absorben a 260 nm (Bruijns et al., 2022).
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Tabla 2
Concentracion de las muestras del afluente medidas en el Nanodrop
Tipo de muestra [ng/pL] 260/280 260/230
AfR1 568,945 1,6165 1,136
AfR1 Purificado Kit Omega 22,945 1,792 1,4135
AfR2 540,055 1,6595 0,5615

AfR2 Purificado kit Omega 20,94 1,887 1,67

Fuente: autor de la investigacién

Tabla 3
Concentracion de las muestras del efluente del reactor UASB medidas en el Nanodrop
Tipo de muestra [ng/uL] 260/280 260/230
UASBR1 322,025 1,4585 0,5545
UASBR1 Purificado Kit Omega 25,605 1,481 0,643
UASBR2 540,055 1,6595 0,5615

UASBR2 Purificado kit Omega 24,715 1,7055 1,448

Fuente: autor de la investigacion

Tabla 4

Concentracion de las muestras del Efluente medidas en el Nanodrop

Tipo de muestra [ng/uL] 260/280 260/230
EfR1 640,52 1,575 0,672
EfR1 Purificado Kit Omega 13,865 2,113 1,508
EfR2 545,465 1,517  0,5625

EfR2 Purificado kit Omega 2,595 2,7335 11,0345

Fuente: autor de la investigacion

23



EVALUACION DE GENES DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS 24

Amplificacion del gen ribosomal 16s para establecer ausencia de inhibidores

Se selecciono el gen ribosomal 16s para determinar la ausencia de inhibidores de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en el ADN extraido y purificado. Para la amplificacion
de este gen se utilizaron los iniciadores 27F (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') and 1492R
(5-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3") (Heuer, 1997). La mezcla contenia 12 ul de MsterMix
2X (abm), 5 pmol de Primer 27F y1492R y 8 ng de ADN, llevados hasta un volumen final de 30 uL
con agua ultrapura. La PCR fue realizada en un termociclador Axygen® MaxyGene Il Thermal
Cycler iniciando con un ciclo de 4 min a 96 °C, seguido de 30 ciclos de 30 s a 94 °C, 30s a 57 °C
y 1min a 72 °C y un paso final de extension a 72 °C durante 10 min. Los productos de

amplificacion se analizaron en gel de agarosa al 1% (p/v) en tampo6n TBE 1X (figura 2).

Figura 2
Pozo 1: Marcador de peso molecular, Pozo 2: AfR1, Pozo 3: AfR2, Pozo 4: UASBR1, Pozo 5:
UASBR?2, Pozo 6: EfR1, Pozo 7: EfR2.

250, 253

1.2% agarose

Fuente: autor de la investigacion, electroforesis para la identificacion del gen ribosomal 16s

La electroforesis muestra amplificacion del gen 16s en todas las muestras, evidenciando
una banda cercana a 1500 pb que es el tamafio reportado para este gen bacteriano. Asi mismo, se
evidenci6 amplificacion de otras bandas de menor tamafio que pueden corresponder a
inespecificidades de los iniciadores o a la heterogeneidad que el gen ribosomal 16s presenta en las
diferentes especies bacterianas (Fogel et al., 1999).
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Amplificacion de los genes de resistencia a antibidticos mediante PCR

Para realizar amplificacion por PCR se sigui0 las condiciones reportadas por Pajaro-Herazo
2019 con modificaciones, para esto se usard un volumen total de 20 pL, en el cual 1 pL
correspondio a ADN obtenido a partir de agua residual y 19 pL a la mezcla reaccion. La mezcla
contuvo 10 pL de Master Mix iTag Universal SYBR® Green Supermix, 0.6 puL de cada primer
(Forward y reverse), el volumen final por muestra se completa con 7,8 uL de agua grado molecular
(Pajaro-Herazo, 2019). Las condiciones de termociclado estandarizadas para los genes blarem,

tet(w), blactx y blasnv que se utilizaron se describen en la tabla 5.

Tabla 5
Programas de termociclado establecidos para las condiciones de gPCR en el equipo CFX96 de
BioRad

Programa Gen Condicion de gPCR
Res 1 blarem
tet(w) 95°C (3 min); 95°C (15 seg); 60°C (20 seg). (40 ciclos)
blactx
Res 7 blasnv 95°C (3 min); 95°C (15 seg); 64°C (30 seg). (40 ciclos)

Fuente: autor de la investigacién

Los resultados de la amplificacién por PCR utilizando las condiciones reportadas por
Pajaro 2019 con modificaciones muestran una exitosa amplificacion de los genes blatewm, tet(w),
blacTx y blasnv, a partir del ADN obtenido de aguas residuales, esto evidenciado a partir de las
curvas de amplificacion que se explican en detalle en el siguiente capitulo. Asi mismo, como
observado en la Figura 3, las condiciones estandarizadas de termociclado para cada gen descritas
en la Tabla 5 garantizaron la amplificacion especifica de los genes objetivo. El uso de un Master
Mix, como iTag Universal SYBR® Green Supermix, simplificd la configuracion de la PCR y
aumento la reproducibilidad de los resultados. El uso de cebadores especificos para cada gen
permitio la amplificacion selectiva de los genes objetivo, mientras que el agua de grado molecular

garantizo la pureza de la mezcla de reaccién.
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Figura 3
Resultado de la estandarizacién de la gPCR para los genes blatem (R0j0), blashv (Azul), blacTx

(Verde), tet(w) (Amarillo).
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Fuente: autor de la investigacion
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Establecer cuales genes de resistencia a antibioticos seleccionados, estan presentes y su
abundancia relativa en el afluente, efluente reactor UASB y efluente de la planta de

tratamiento de agua residual de la Universidad de Boyaca

Cuantificacion de genes de resistencia

Construccion del control de cuantificacién

Para realizar la cuantificacion de los ARGs fue necesario construir un control con
concentracion conocida en pares de bases y ng/uL. Para esto se selecciono la cepa de Escherichia
coli ATCC 35218 que presenta el gen de resistencia a betalactamicos de primera generacion blatem.
El ADN del gen fue amplificado empleado las condiciones de PCR descritas en la Tabla 5.

El producto de PCR fue clonado en el vector TOPO, empleando el kit de clonacién pCR2.1-
TOPO vy siguiendo las recomendaciones de la casa comercial. Posteriormente, se realizo la
transformacion de las células competentes de E. coli One Shot TOP10 Cells (Invitrogen) e
inoculadas en medios de cultivo LB con 50mg/ uL de ampicilina. Las colonias obtenidas fueron
sembradas en caldo LB y posteriormente se realizd la extraccion de ADN plasmidial empleando
el kit comercial FastGene Plasmid Mini.

Para la confirmacion de la clonacion del gen blatem se realizo la electroforesis donde se
esperaba evidenciar el tamafio del vector mas el gen de resistencia clonado, sin embargo, no fue

posible confirmar la clonacion.

Identificacion de genes de resistencia

Los genes blatewm, tet(w), blacrx, y blaskv se identificaron utilizando el equipo CFX96 de
BioRad. Para gPCR se realizé una mezcla de reaccion con un volumen final de 20 uL que contenia
10 pLL de qPCR Mastermix iTaq Universal SYBR® Green Supermix 1X, 0,6 pL de cada uno de
los iniciadores forward y reverse para cada gen, 7,8 uL. de agua de grado molecular y 1,0 de ADN
previamente extraido. El protocolo de amplificacion empleado fue descrito en el capitulo 1, tabla
5. Cada reaccién se realiz6 por duplicado, incluyendo controles positivos, negativos y control de

esterilidad de reactivos o NTC (No template control) (Huy et al., 2021).
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En cuanto a los controles, se realizo la seleccion de las cepas control (positivo y negativo) para
cada ARGs a evaluar, amplificando ADN de 11 cepas bacterianas ATCC. Los controles (positivos

y negativos) empleados para los genes de resistencia blatewm, tet(w), blacTx y blasnv se muestran en

la tabla 6 y las curvas de amplificacion estan en la figura 4sjejdbfid].

Tabla 6
Controles seleccionados
Control blarem tet(w) blacrx blasnv
Klebsiella Lactobacillus ~ Escherichia Klebsiella
Positivo pneumoniae brevis ATCC coli ATCC  pneumoniae ATCC
ATCC 1706 14869 25922 1706
Pseudomona Klebsiella Klebsiella Stenotrophomonas
Negativo aeruginosa pneumoniae pneumoniae  maltophilia ATCC
ATCC 27853 ATCC 13882 ATCC 13882 51331

Fuente: autor de la investigacién

Figura 4

Amplificacién de controles positivo, negativo y NTC para blatewm, tet(w), blactx y blasky
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Fuente: autor de la investigacion

En la figura 4, se observa la amplificacion del control positivo (azul), asi como la no

Oyes
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amplificacion del control negativo (amarillo) y NTC (verde) para cada uno de los genes de
resistencia seleccionados A. blatem, B. tet(w), C. blactx y D. blasny, se puede observar que en
todos los casos se obtuvo las cepas control y se pudo proceder a la identificacion de cada uno de

los genes en las muestras.

Amplificacion gen blatem. La amplificacion del gen blatem ocurrié en todas las muestras,
como se muestra en la Figura 5. Sin embargo, en la réplica 2 del efluente de la planta, no se observo
una curva de amplificacion debido a la concentracion insuficiente de ADN en la muestra, por lo
que fue necesaria repetirla aumentando la cantidad de ADN adicionada a la mezcla, evidenciado
la amplificacion correspondiente al gen blatem. Las curvas de amplificacion en las muestras del
afluente, el reactor UASB Yy el efluente indicaron la presencia del gen en todos los puntos de

muestreo.

Figura 5
Amplificacién de las muestras del afluene (Rojo), UASB (Azul) y efluente de la PTAR (Verde) para
blaTem

Amplification
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}

Fuente: autor de la investigacion

Amplificacion gen tet(w): Todas las muestras presentaron el gen tet(w), en la figura 6 se
observan las curvas de amplificacion, sin embargo, para las dos réplicas del efluente de la PTAR,

no se observa una curva sigmoidal si no curvas tardias, difiriendo en los tiempos en que supera el
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umbral o Thhreshold, lo que sugiere baja cantidad del gen blanco o interferencias en la PCR.

Figura 6
Amplificacion de las muestras del afluente (rojo), UASB (Azul) y efluente de la PTAR (Verde)

para tet(w)
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Fuente: autor de la investigacion

Amplificacion gen blactx. Todas las muestras presentaron el gen blacrx, no obstante, en
la réplica 2 del efluente de la planta la curva que se evidencid es de amplificacion tardia, esto
debido a la concentracion de ADN de la muestra. En la figura 7 se observan las curvas de
amplificacion para las muestras del afluente (R1y R2), reactor UASB (R1y R2) y del efluente de
la planta (R1y R2).
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Figura7
Amplificacién de las muestras afluente (rojo), UASB (Azul) y efluente de la PTAR (Verde) blactx
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Fuente: autor de la investigacion

Amplificacion del gen blasnv: Se evidencio la presencia del gen en los 3 puntos de
muestreo, ya que presentan curvas de amplificacion del gen que permiten inferir la correcta

amplificacion del gen, sin embargo, la réplica uno del efluente presenté un Ct tardio (Figura 8).

Figura 8
Amplificacion de las muestras del afluente (rojo), UASB (Azul) y efluente de la PTAR (Verde)
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Discusién de resultados

blatem

Como observado en la figura 9, la presencia de blarem es notablemente més alta en el
afluente y el reactor UASB, con valores de Ct (Threshold cycle) entre 18.63 y 22.61, lo que sugiere
una mayor concentracion de este gen en las aguas residuales crudas y durante el tratamiento
primario. Sin embargo, la concentracion de blarem en el efluente es ligeramente méas baja, con
valores entre 20.06 y 21.49. Ademas, en la réplica dos del efluente, no se detect6 la amplificacion

del gen blarem, lo que sugiere una concentracion insuficiente de ADN en esa muestra.

tet(w)

Aunque la presencia de tet(w) es similar en todos los puntos de muestreo, con valores de
Ctentre 24.3 y 27.25 en el afluente y el reactor UASB respectivamente y entre 24.79 y 32.8 en el
efluente, llama la atencién que en el efluente R2, la amplificacion del gen tet(w) fue
significativamente mas tardia, con un valor de 35.1. Esto podria indicar una concentracion mas
baja de ADN en esa muestra, lo que sugiere que el proceso de tratamiento no elimina

completamente este gen de resistencia.

blacTx

La presencia de blactx es mas alta en el afluente y el reactor UASB, con valores de Ct entre
17.55y 20.3, mientras que en el efluente es ligeramente mas alta, con valores entre 20.64 y 24.47.
Al igual que con blatem, en el efluente R2, la amplificacion del gen blacTx fue significativamente
mas tardia, con un valor de 35.1, lo que podria indicar una concentracion mas baja de ADN en esa
muestra. Los resultados sugieren que los genes blatem, tet(w) y blacrx tienen una mayor
concentracion en las etapas iniciales del tratamiento de aguas residuales, pero aun persisten en el
efluente tratado. Esto resalta la necesidad de implementar medidas més efectivas para reducir la
presencia de estos genes de resistencia en el efluente final de las plantas de tratamiento de aguas

residuales.
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blasnv

Se observa una concentracion similar en todos los puntos de muestreo, tanto en el afluente,
en el efluente del reactor UASB y el efluente de la planta, con valores de Ct entre 26.24 y 29.87,
lo que sugiere una presencia constante a lo largo del proceso de tratamiento de aguas residuales.
Sin embargo, en el efluente R2, la concentracion es ligeramente mas baja, con un valor de Ct de

25.61.

Figura 9
Presencia de los genes de resistencia blarem, tet(w), blacrxy blasnv en la PTAR de la UdB

Punto de corte Ct (Threshold cycle)

MX bla ¢, tet (w) bla bla ¢y
Afluente R1 18,63 27,25 26,91 |
Afluente R2 21,49 25,15 20,64 | 29,87 |
UASB R1 22,61 25,63 203 | 27,04 |
UASB R2 20,45 24,3 29,34 |
Efluente R1 20,06 24,79 B2 |
Efluente R2 N/A 32,8 35,1 | S

Fuente: autor de la investigacién, obtenido del termociclador CFX96

A diferencia de los genes blatem, tet(w) y blactx, la presencia del gen blasnv no parece
variar significativamente a lo largo del proceso de tratamiento de aguas residuales. Aunque la
concentracion es ligeramente mas baja en el efluente R2, la diferencia no es tan marcada como en
los otros genes de resistencia.

Estos hallazgos indican que los sistemas de tratamiento de aguas residuales con
caracteristicas similares tienden a albergar una diversidad similar de ARGs, independientemente
de la ubicacién geografica. Ademas, permite demostrar la importancia de monitorear y controlar
la liberacion de ARGs desde las PTAR al medio ambiente, con el fin de prevenir la propagacion

de resistencia antimicrobiana.
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Comparar la presencia de genes de resistencia encontrados en la PTAR de la Universidad
de Boyaca con otros sistemas de tratamiento de aguas residuales que presenten parametros

operativos similares

Para comparar la presencia de genes de resistencia en laPTAR de la Universidad de Boyaca
con otros sistemas similares, se realizé una exhaustiva busqueda bibliografica en bases de datos
como Science Direct, PubMed, la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), entre otras. Esta busqueda abarcd estudios a nivel nacional e
internacional, con el objetivo de identificar y analizar los diferentes de genes de resistencia
presentes en PTARs y aguas residuales para su comparacion con los resultados obtenidos en la
evaluacion de ARGs realizada en la universidad de Boyaca.

La tabla 7 proporciona una vision general de varios estudios realizados en diferentes
plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR) en diversos paises, donde se evaluo la presencia
de genes de resistencia a antibidticos (ARGS) en el efluente tratado. Se han seleccionado estudios
que investigaron la presencia de ARGs en PTAR con un sistema de tratamiento similar al de la
PTAR piloto de la Universidad de Boyacd, que implica un tratamiento preliminar y primario,
seguido de procesos biologicos de degradacion bacteriana mediante tratamiento de lodos
activados, y finalmente, un tratamiento terciario que puede incluir humedales (carrizales) y/o
medios filtrantes.

Los estudios demostraron que los ARGs suelen transmitirse mediante transferencia
genética vertical y horizontal, es decir, desde los progenitores y entre diferentes microorganismos.
Una vez que los ARG confieren resistencia a los microorganismos patdégenos o se propagan entre
ellos, las aguas residuales pueden convertirse en una importante reserva de estos genes, con
consecuencias ecoldgicas y de salud potencialmente desastrosas, reducir la cantidad total de
microorganismos en las aguas residuales puede limitar con éxito la transmision de ARG (Song et
al., 2018). Por lo tanto, la eliminacién de ARG mediante tratamientos biolégicos sigue siendo un
desafio considerable.

Los estudios seleccionados abarcan diferentes regiones geograficas y evaltan una variedad
de ARGs. Por ejemplo, Werth et al. (2013) evaluaron la presencia de 11 ARGs en un rio
influenciado por una PTAR en Espafia, mientras que Xu et al. (2014) estudiaron 19 ARGs en una

PTAR en China. Ademas, algunos estudios, como el de Rodriguez et al. (2021) en Colombia, se
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centraron en la metagenomica para analizar el resistoma y el mobiloma de una PTAR urbana.

En el estudio de la PTAR piloto de la Universidad de Boyaca, se identificaron varios genes
de resistencia a antibioticos, entre los cuales se encontraron los genes blacrx, blatem y tet(w). Estos
genes son especialmente relevantes, ya que confieren resistencia a importantes clases de
antibioticos, como las cefalosporinas de amplio espectro (blactx y blatem) y las tetraciclinas
(tet(w)).

Comparando estos resultados con los estudios seleccionados, se observa una similitud en
la presencia de genes de resistencia en las diferentes PTAR evaluadas. Por ejemplo, en el estudio
de Xu et al. (2014) en una PTAR en China, se identificaron genes como tet(A), sul I, sul Il, gnrC
y qnrD, que confieren resistencia a tetraciclinas y quinolonas, y en el estudio de Marti et al. (2013)
en Espafia, se detectaron genes como blatem, gnrB, ermB y sul 11, que también confieren resistencia
a beta-lactdmicos y otros antibiéticos.

Al comparar estos resultados con los obtenidos en la PTAR de la Universidad de Boyaca,
se observo una similitud en la presencia de genes de resistencia. En la PTAR de la Universidad de
Boyaca, se detectaron los genes blartew, tet(w), blacTx y blasvy en todas las etapas del tratamiento,
lo que evidencia la distribucién de genes de resistencia en el sistema de tratamiento de aguas
residuales. Estos hallazgos resaltan la necesidad de implementar estrategias efectivas de
tratamiento en la PTAR para reducir la propagacion de estos genes en el medio ambiente y prevenir

posibles riesgos para la salud publica.
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Tabla 7
Presencia de ARGs en diferentes plantas de tratamiento de aguas residuales
~ s . . . ARGs .

Afo Publicacion Pais Lugar evaluado Objeto de estudio Referencia

encontrados

2013 Prevalencia de genes de Espafia Rio Ter, aguas arriba 'y 11 ARGs (blarem, gnrB, tet(O), blarem, Sul  Marti, Jofre y
resistencia a antibiéticos y abajo de laPTAR en ermB, Sul 11, entre otros). I, Balcazar, 2013
composicién de la comunidad Ripoll blasyn.
bacteriana en un rio influenciado
por una PTAR.

2013 B-lactamasa de espectro Australia  Aguas residuales E. coli productora de blarem Giindogdu et al ,
extendido que produce E. coli en hospitalarias y plantasde  BLEE de IN y HW blacTx-m 2013
aguas residuales hospitalarias y tratamiento de aguas
plantas de tratamiento de aguas residuales en
residuales en Queensland, Queensland.

Australia.

2013 Beta-lactamasa producida por Polonia Aguas residuales de 3 Genes que estuvieran blarem,blacrx, Korzeniewska y
Enterobacteriaceae en efluentes hospitales presentes en el efluente blaoxa y blaSVH Harnisz, 2013.
hospitalarios. hospitalario.

2014 Presencia de antibiéticos y genes  China Muestras de una PTAR 19 ARGs (9 resistentesa  tet(A), sul I, sul Il,  Xu et al., 2015.
de resistencia a antibidticos en de Beijin y muestras del la tetraciclina, 4 gnrC, gnrD.
una planta de tratamiento de rio receptor, antes y resistentes a la
aguas residuales y en el rio que después del lugar de sulfonamida y 6
recibe su efluente. descarga. resistentes a la quinolona)

2017 Caracterizacion de enzimas Brasil Aguas residuales Bacterias Gram-negativas  Se evaluaron los Conte et al. 2017

CTX-M, determinantes de
resistencia a quinolonas y
residuos antimicrobianos en
aguas residuales hospitalarias,
plantas de tratamiento de aguas
residuales y agua de rio.

hospitalarias, plantas de
tratamiento de aguas
residuales y aguas
fluviales.

resistentes a cefotaxima
procedentes de IN, SS,
EF, hospitalarios,
efluentes sanitarios y RR

genes de la f-
lactamasa
(blacrx), los genes
de resistencia a
las quinolonas.
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2018

2019

2020

2021

Destino de Enterobacteriaceae
resistentes a cefotaxima y
productoras de BLEE a lo largo
de un proceso de tratamiento de
aguas residuales a escala
completa con desinfeccion UV.

Vigilancia gendmica de
Escherichia coli en plantas de
tratamiento de aguas residuales
municipales como indicador de
patdgenos clinicamente
relevantes y sus genes de
resistencia.

Papel de las plantas de
tratamiento de aguas residuales
en la abundancia ambiental de
genes de resistencia
antimicrobiana en los rios
chilenos.

Analisis metagenémico del
resistoma y mobiloma de aguas
residuales urbanas: un apoyo a la
resistencia a los antimicrobianos.

Portugal

Reino
Unido

Chile

Colombia

PTAR a gran escala,
ubicada en el norte de
Portugal disefiada para
una poblacion de
aproximadamente
170.000 habitantes

Efluentes de 20 PTAR
del Reino Unido, el tipo
de tratamiento
proporcionado al agua
consiste en tratamiento
preliminar y primario e
involucra procesos de
tratamiento biolégicos,
mediante un proceso de
lodos activados o lechos
filtrantes y tratamiento
terciario lagunaje
(carrizales) o filtracion de
arena.

Muestras de 3 PTAR,
aguas arriba y aguas
debajo de estas. Ademas,
se tomaron muestras
fecales de aves salvajes
que estuvieran alrededor
de una de estas PTAR.

Efluente, tanque de
aireacion, lodo activado
de retorno y efluente final
de una PTAR en
Antioquia

Enterobacterales
productores de BLEE y
resistentes a cefotaxima
en diferentes etapas de
tratamiento

Celulas de E.coli
inoculadas con el gen de
resitencia blactx-m

Se evaluaron 48 ARGs
incluyendo el 16s rRNA.

Bacterias de importancia
clinica (Moraxellas,
enterobacterias)

blacrx, blashv-1,
blarem-1

blacTx-m

Los genes mas
abundantes

fueron

sul(l), sul(1l), gnrS
y strB en las
muestras de agua y
blarem, blasv,
sul(l) y sul(ll) en
las muestras que se
tomaron de aves.
blatewm, blacrx,
mexD,

acrB

Silva et al, 2018.

Raven et al, 2019

Bueno et al.,
2020.

Rodriguez et
al., 2021.

Fuente: Autor de la investigacion
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En cuanto a la remocién de los ARGs diversos estudios sugieren que los tratamientos
anaerobicos y los humedales artificiales, especialmente aquellos construidos con flujo subterraneo,
son altamente efectivos en la eliminacion de genes de resistencia a antibidticos de las aguas
residuales (Chen et al., 2016; Christgen et al., 2015). Tanto los tratamientos anaerébicos como los
humedales artificiales han demostrado una eficacia significativa en la reduccion de la carga de
ARG, con tasas de eliminacion que oscilan entre el 62% y el 98,6% (Chen et al., 2016; Christgen
etal., 2015). Ademas, los biorreactores de secuencia anaerdbica-aerébica (AAS) han mostrado una
eficiencia ain mayor, eliminando mas del 85% de los ARG en el afluente (Christgen et al., 2015).
Por otro lado, aunque los tratamientos aerdbicos pueden ser menos efectivos que los anaerdbicos,
también contribuyen a la eliminacién de ARG, especialmente cuando se utilizan en combinacién
con tratamientos anaerdbicos (Du et al., 2015). En este sentido, la combinacion de tratamientos
biologicos con tecnologias basadas en membranas, como los biorreactores de membrana (MBR),
podria ofrecer una mejor eficiencia en la eliminacién de ARG (Christgen et al., 2015). Ademas, la
desinfeccion del agua residual mediante cloracion, ozono, radiacion ultravioleta u otros procesos
de oxidacion avanzados seria crucial para inactivar microorganismos patdgenos y reducir ain mas
la propagacion de genes de resistencia a antibioticos en el medio ambiente acuético (Pang et al.,
2016). Aungue los humedales artificiales han demostrado ser efectivos en la eliminacion de genes
de resistencia a antibioticos de las aguas residuales, es importante destacar que su eficiencia puede
variar dependiendo de las caracteristicas del sistema (Chen et al., 2016; Fang et al., 2017).

Por ejemplo, se ha observado que los humedales artificiales construidos con flujo
superficial pueden tener una eficacia reducida en comparacion con aquellos construidos con flujo
subterraneo (Chen et al., 2016; Fang et al., 2017). Ademas, mientras que los humedales artificiales
son eficaces en la eliminacién de contaminantes como los antibioticos y los ARG acuosos, también
pueden actuar como reservorios de ARG especificos (Fang et al., 2017). Esto sugiere que, si bien
los humedales artificiales pueden ser parte de una estrategia integral de tratamiento de aguas
residuales, su uso exclusivo puede no ser suficiente para una remocion completa y segura de los
ARG (Chen et al., 2016; Fang et al., 2017). Por lo tanto, es crucial considerar la combinacion de
diferentes tecnologias de tratamiento, como los tratamientos anaerdbicos y aerobicos, junto con la
desinfeccion, para lograr una eliminacién efectiva de los genes de resistencia a antibioticos de las

aguas residuales de la universidad.



EVALUACION DE GENES DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS 39

Conclusiones

Durante el desarrollo de este estudio, se establecieron los procesos de estandarizacion de
extraccion y purificacion de ADN, asi como la generacion de controles positivos y negativos para
cada gen de resistencia a antibidticos (ARG) evaluado. Ademas, se llevo a cabo la estandarizacion
de la técnica de PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR) en el termociclador CFX96 de BioRad.

Los resultados obtenidos evidenciaron la presencia de los genes de resistencia blarem,
tet(w), blactx y blasvH en el afluente, reactor UASB vy efluente de la planta de tratamiento de aguas
residuales (PTAR) de la Universidad de Boyaca. Estos hallazgos indican que los procesos de
tratamiento implementados en la PTAR no poseen una capacidad de remocion efectiva frente a
este tipo de contaminantes. Es importante destacar que los genes blatem, blactx y blasvu
presentaron curvas de amplificacion mas concordantes con un correcto proceso de replicacion del
gen, lo que garantiza la identificacion de estos en las muestras, si estan presentes.

La revision bibliografica realizada sobre genes de resistencia en plantas de tratamiento
permitio identificar que los genes encontrados en la PTAR de la Universidad de Boyaca son
consistentes con los reportados en otras plantas de tratamiento a nivel internacional.
Especificamente, la presencia de genes de resistencia a beta-lactdmicos como blatem, blactx y
blastv, asi como de genes de resistencia a tetraciclinas como tet(w), es congruente con los
resultados obtenidos en estudios previos.

Estos hallazgos sugieren que los sistemas de tratamiento de aguas residuales con
caracteristicas similares tienden a albergar una diversidad similar de ARGs, independientemente
de la ubicacién geografica. Ademas, destacan la importancia de monitorear y controlar la
liberacion de ARGs desde las PTAR al medio ambiente, con el fin de prevenir la propagacion de

resistencia antimicrobiana.



EVALUACION DE GENES DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS 40

Recomendaciones

Se sugiere implementar técnicas de secuenciacion de proxima generacion (NGS) para
realizar un analisis exhaustivo de la diversidad y abundancia de ARGs en muestras de aguas
residuales tratadas y no tratadas. Ademas, para futuras investigaciones, se recomienda evaluar los
mecanismos de remocion de los genes identificados en la PTAR de la Universidad. Se propone
realizar estudios que permitan determinar la eficacia de los procesos de tratamiento utilizados en
la remocion de ARGs y evaluar la posible transferencia horizontal de estos genes durante el
tratamiento de aguas residuales.

Es crucial determinar si los ARGs presentes en la PTAR de Tunja alcanzan las fuentes
receptoras, lo cual se puede lograr mediante la evaluacion del efluente. Se sugiere realizar un
monitoreo continuo del efluente de la PTAR vy de las fuentes receptoras (rios, cuerpos de agua)
para determinar la presencia y persistencia de los ARGs en el medio ambiente acuatico
circundante.

Finalmente, se recomienda iniciar la busqueda de ARGs en otros sistemas de aguas
residuales del departamento. Esto permitird obtener una vision mas completa del panorama de
resistencia a antibidticos en la region y facilitara la implementacion de estrategias de gestion y

control de la resistencia antimicrobiana a nivel local.
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