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RESUMEN

Escherichia coli (E. coli) es una bacteria que generalmente se encuentra de manera inofensiva
en la microbiota intestinal del ser humano, sin embargo, algunas de sus cepas patdgenas tienen
la capacidad de ocasionar diarreas. Es por tanto relevante su estudio, puesto que responde
como la segunda mayor causa de muerte en nifios, debido a las enfermedades diarreicas que
origina. Esta bacteria es comUnmente encontrada en las heces vy, por lo tanto, en las aguas
residuales. Aunado a lo anterior, las plantas de tratamiento cumplen un papel fundamental ya
gue estan disefiadas para remover o quitar la carga contaminante de las aguas residuales que
provienen de una comunidad. En concordancia con lo antes mencionado, el objetivo principal
del presente trabajo es determinar si la presencia de los genes asociados a los patotipos
diarrégenos de esta bacteria en muestras de aguas residuales recién tratadas provenientes de
sistemas de aguas negras y grises varia segln la estacién climatica vigente o la clasificacion
epidemioldgica. Para ello, se utilizé un modelo mixto lineal generalizado de medidas repetidas
para probar dicho objetivo, en donde no se encontraron diferencias significativas de la
propension de la presencia de los genes segln la estacion climatica vigente o la clasificacion
epidemioldgica.

PALABRAS CLAVE: medidas repetidas, binomial, plantas de tratamiento.

INTRODUCCION

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (2018), la bacteria Escherichia coli (E.
coli) pertenece a la familia Enterobacteriaceae y que generalmente se encuentra de manera
inofensiva en la microbiota intestinal del ser humano segun la informacién proporcionada por
la Organizacion Mundial de la Salud (2018). A pesar de que esta bacteria raramente induce
enfermedades, algunas de sus cepas patdgenas tienen la capacidad de ocasionar diarreas o
enfermedades extraintestinales tanto en personas sanas como en aquellas personas con
inmunodeficiencias.

Dada la relevancia en la salud publica ante estas infecciones, segun la Organizacion
Mundial de la Salud (2017) las enfermedades diarreicas se posicionan como la segunda mayor
causa de muerte de nifios menores de cinco afios, y ocasionan la muerte de 525 000 nifios cada
ano. En Costa Rica, desde 1998, de igual forma, se considera a la enfermedad diarreica aguda
(EDA) como la segunda causa de morbilidad (estado enfermo, de discapacidad o mala salud) y
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mortalidad en la nifiez y en los adultos mayores. La infeccion puede ser transmitida por medio
de la ingesta de agua o alimentos contaminados, y también de una persona a otra debido a una
higiene deficiente, como por ejemplo, uninadecuado lavado de manos, un factor contribuyente
de esta propagacion.

La bacteria del E.coli es cominmente encontrada en muestras de heces y por lo tanto,
en aguas residuales. En particular, la presencia de esta bacteria en aguas residuales, ha cobrado
relevancia en el dmbito de la investigacion epidemioldgica, con el objetivo de realizar una
constante vigilancia en este amplio sector poblacional en el cual se puede dar presencia de estos
patdgenos. Este seguimiento constante permite identificar y comprender la propagacién de la
bacteria para asi evaluar las posibles implicaciones en la salud publica. Es fundamental destacar
que las Plantas de Tratamiento de Agua Residual (PTAR), son un conjunto de obras de
infraestructura, disenadas hidrdulica y sanitariamente para poder remover o quitar la carga
contaminante de las aguas residuales que provienen de una comunidad o institucién
determinada. Estas son de gran importancia ya que minimizan diversos problemas causados por
el mal manejo de las aguas residuales que en consecuencia afectan el entorno (Gémes, 2016).
La vigilancia de las plantas de tratamiento implica la recoleccién de muestras y su posterior
anadlisis para determinar la concentracidon de las cepas presentes. Este monitoreo garantiza
prevenir los posibles riesgos asociados a la presencia de la bacteria Escherichia coli.

El objetivo principal de este presente trabajo es determinar si la presencia de ocho genes
asociados a los patotipos diarrégenos de bacterias Escherichia Coli en muestras de aguas
residuales recién tratadas provenientes de sistemas de aguas negras y grises varia segun la
estacidn climatica que esté vigente, y de igual manera para la clasificacidon epidemiolégica.

METODOLOGIA

Para este estudio se procedié a definir y utilizar como variable respuesta (ecuacidn 2) la
presencia de alguno de los ocho genes de virulencia asociados a los patotipos diarrégenos de
bacterias Escherichia Coli en muestras de aguas residuales recién tratadas provenientes de
sistemas de aguas negras y grises del afio 2013. Se contd con 118 muestras recolectadas que
corresponden a cinco plantas de tratamiento ubicadas dentro del Gran Area Metropolitana de
Costa Rica, las cuales son: Montelindo, André Chalé, Rincén Verde, Los Reyes y Las Palmas.
Dichas muestras se tomaron a la entrada y a la salida de las plantas en dos momentos del afio:
estacion seca y estacion lluviosa. En cada periodo se recolectaron 3 muestras de diferentes dias
(ver anexo 1).

Las variables que se utilizaron fueron las siguientes: nombre de la planta de tratamiento
(wwtp), dia del afio en el que se realizé el muestreo (dia), concentracién de Escherichia Coli en
la muestra en millones (coli), indicacién de presencia de los genes en la muestra al salir de la
plata (any out), indicacion de presencia de los genes en la muestra al entrar a la planta (any int),
estacion en que se tomd la muestra (sampling monthl) y clasificacion de la semana
epidemioldgica de acuerdo a los casos de diarrea (epidemiological class).

Primero se realizd un andlisis descriptivo de los datos, acto seguido se ajustd el modelo
para la hipdtesis de investigacién que se evalué durante el andlisis estadistico, la cual fue
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determinar si la presencia de ocho genes asociados a los patotipos diarrogenos de bacterias
Escherichia Coli en muestras de aguas residuales recién tratadas provenientes de sistemas de
aguas negras y grises varia segln la estacién climatica que esté vigente y la clasificacion
epidemioldgica.

Seguidamente se revisd la significancia de las variables independientes mediante
pruebas Chi Cuadrado con un 95% de confianza, ademas, se calculd la asociacion entre las
variables predictoras para verificar el supuesto de multicolinealidad. El modelo lineal
generalizado mixto se ajusté con cien mil iteraciones y se utilizé el método de optimizacion de
BOBYQA (Bound Optimization BY Quadratic Approximation), este método es un algoritmo de
aproximacién cuadratica el cual funciona para que el modelo converja de manera adecuada,
dicho modelo fue el siguiente:

Ty f kD,
Log(Z2225) = (Bo+ fo) + (v +V)D + o + 77 + AC + 0 (1)

Y ~ Binomial(m; j i p,c) (2)

Donde:
1. Lairepresenta la planta de tratamiento (i : 1,2,3,4,5).
2. Laj representa la estacién climatica (j : 1,2).
3. La f representa la clasificacion epidemioldgica (f : 1,2,3,4).
4. La k representa la presencia de genes en la muestra al entrar a la planta (k: 1,0).
5. B, = Intercepto general.
6. [y,= Efecto aleatorio de la i-ésima planta de tratamiento sobre el intercepto.
7. y; = Efecto aleatorio de la i-ésima planta de tratamiento sobre la pendiente.
8. Yy = Coeficiente asociado al efecto del dia.

9. ;= Coeficiente asociado al efecto de la estacidn climatica, con la restriccién: a, =

—(ay).

10. 7 = Coeficiente asociado al efecto de la clasificacion epidemiolégica, con la restriccion:

g = _(Tl + Tz + T3).
11. A = Coeficiente asociado al efecto de la concentracion de Escherichia Coli.

12. 6,= Coeficiente asociado al efecto de la presencia de los genes en la muestra al entrar

a la planta, con la restriccién: 6, = —6;.

ﬁo,l ~ N(O’ O-%O,i)
Vi~ N(O' O-gfi)



Mediante el modelo ajustado (ecuacién 1) se pusieron a prueba distintas hipétesis con
un nivel de significancia de 5%. En primer lugar, se verificé la hipdtesis de no correlacion entre
pendientes e interceptos (ecuacidon 3). En segundo lugar, se verificd la hipdtesis de no
pendientes aleatorias (ecuacidn 4). Dichas hipétesis se plantearon de la siguiente forma:

HO:p=0 y Hl:p#0 (3)

HO: 0f,.. =0 y HI: 0}, >0 (4)

Donde:

p eslacorrelacion entre pendientes e interceptos.

J)fi es la varianza de los efectos aleatorios.

aﬁzwmes la variabilidad asociada a las plantas de tratamiento.

Posteriormente, se hicieron los respectivos contrastes de hipdtesis para detectar
diferencias entre las estaciones climaticas y también entre clasificacion epidemiolégica. Para el
analisis estadistico de los datos y la elaboracién de las distintas pruebas realizadas en el presente
estudio, se utilizé el lenguaje de programacion estadistico R en su versién 4.3.2, en el entorno
Rstudio, para el proyecto realizado, se utilizaron los paquetes ggplot2 (Wickham. H, 2016),
emmeans (Lenth. R, 2024) y Ime4 (Bates. D, Maechler. M, Bolker. B & Walker. S, 2015).

RESULTADOS

En la primera etapa, el andlisis descriptivo de los datos mostré que la proporcién de la
presencia de los genes en las muestras que son tomadas al salir de la planta es similar para cada
una de las plantas de tratamiento (ver anexo 2). Al realizar las comparaciones segun la estacion
climatica, la proporcién de la presencia de genes en las muestras al salir de la planta para la
estacidn seca y la estacion lluviosa es diferente, para esta Ultima es inferior. Ademas, se calculé
la proporcién de la presencia de genes en las muestras al salir de la planta de tratamiento segun
la clasificacion epidemioldgica y se encontrd que entre mayores casos de diarrea (alert) mayor
es la proporcién de genes en la muestra, en contraste, entre menos casos de diarrea (success),
la proporcién de genes en la muestra es menor (Ver Figura 1).
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Figura 1l

Proporcion de genes encontrados al salir de la planta segun estacion climdtica y clasificacion
epidemioldgica
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En la segunda etapa del analisis se realizaron pruebas para verificar la asociacion que
tenian algunas variables entre si (cuadro 1). Se estudié esta asociacidn entre la estacion climatica
y la clasificacion epidemioldgica, también entre esta ultima y la presencia de genes al entrar a
la planta. Ambas pruebas fueron significativas, lo que quiere decir que existe asociacién entre
estas variables. En contraste, la asociacién entre la estacidn climatica y la presencia de genes al
entrar a la planta no fue significativa, lo que quiere decir que estas dos variables son
independientes, como consecuencia de la asociacidn entre estas variables puede que existan
problemas de multicolinealidad.



Cuadro 1

Prueba de Chi-Cuadrado para asociacion de las variables

Variables Probabilidad asociada
Estacidn climatica - Clasificacion epidemioldgica p <0.001
Estacidn climatica - Presencia de genes al entrar a la planta 0.3
Clasificacion epidemiolégica - Presencia de genes al entrar a la planta 0.02

En la tercera etapa del andlisis, fueron puestas a prueba las hipdtesis mediante pruebas
de razén de verosimilitud (LRT). En primer lugar, se obtuvo que para la prueba de no correlacién
entre pendientes e interceptos (ecuacién 3) no se rechazé la hipdtesis nula (p = 1) lo cual implica
gue no existe una correlacidn entre una mayor propension inicial de la presencia de los genes y
gue ésta aumente o disminuya de manera mas acelerada conforme pasa el tiempo. En segundo
lugar, para la prueba de no pendientes aleatorias (ecuacién 4), de igual forma, no se rechazé la
hipétesis nula (p = 1) lo que sugiere que las pendientes para cada planta de tratamiento son
iguales.

Seguidamente, se verifico la significancia de las variables predictoras y se obtuvo que
todas fueron significativas (p < 0.05), a excepcidn de la variable coli (p > 0.05). A pesar del
resultado obtenido, se decidid mantener la covariable coli debido a que al retirar esta del
modelo la significancia de clasificacion epidemioldgica dejaba de ser significativa, asi que el
modelo ajustado que se utilizé es el siguiente:

Log(7LA2Ey = (By + Bo) +yD + a; + 1 + AC + 6 (5)

—TjkD,C

Acto seguido se procedio a realizar las pruebas de hipétesis sobre la presencia de genes
para detectar diferencias entre estaciones climaticas, en el cuadro 2 se encuentran dichas
comparaciones y su probabilidad asociada. Con un 95% de confianza se encontré que no hay
diferencias significativas, por ende, la propension de la presencia de los genes asociados a los
patotipos diarrégenos de bacterias Escherichia Coli no varia segun la estacién climatica.

Cuadro 2

Contrastes de la presencia de genes por estacion climdtica.

Contrastes Probabilidad asociada

Seca - Lluviosa 0.992

Seguidamente se realizaron las pruebas de hipdtesis para detectar diferencias de la
presencia de genes por clasificacion epidemioldgica, en el cuadro 3 se muestran tales



comparaciones y su probabilidad asociada. Con un 95% de confianza se encontré que no hay
diferencias significativas, por ende, la propensién de la presencia de los genes asociados a los
patotipos diarrégenos de bacterias Escherichia Coli no varia segin la clasificacion
epidemioldgica.

Cuadro 3

Contrastes de la presencia de genes por clasificacion epidemioldgica.

Contrastes Probabilidad asociada
Alert - Epidemic 1

Alert - Security 1

Alert - Success 1
Epidemic - Security 0.982
Epidemic - Success 0.990
Security - Success 0.424

CONCLUSIONES

La etiologia de las diarreas es poco conocida, debido a que el sistema de salud prioriza
el informe de los casos, pero no la identificacidn exacta del agente causal (Chacén et al., 2022).
En Costa Rica los estudios asociados a las causas de la presencia de los genes en la bacteria E.
Coli en las plantas de tratamiento no han tenido mayor auge, por lo que se carece de estudios.
Segln Meza (1974) se requieren nuevos y mas numerosos trabajos que permitan conocer mejor
las causas y variaciones regionales de las diarreas en todo el territorio costarricense.

En sintesis, se logré verificar a nivel descriptivo de los datos que las proporciones de la
presencia de E. Coli en las plantas de tratamiento varian segun la estacion climatica (Figura 1),
mas no se logré demostrar mediante el analisis estadistico la existencia de diferencias
significativas entre estas, asi que la propensién de la presencia de genes no difiere segun la
estacion climatica. Sin embargo, segun el estudio realizado por Hannaoui et al. (2010) Ia
presencia de E. coli diarreogénica es mayor en los meses mas calidos (marzo, abril y mayo) por
lo que, los resultados obtenidos difieren con los encontrados por este autor.

A nivel descriptivo se aprecia que la proporcién de genes encontrados segun la
clasificacion epidemioldgica (Figura 1) es ligeramente diferente para cada nivel de la
clasificacidn, pese a esto tampoco se logré encontrar diferencias estadisticamente significativas
entre la clasificacion epidemioldgica.

Ademas de ello, la Doctora Luz Chacdn, quien nos brindé su conocimiento en el area,
planted una hipdtesis de investigacion y anticipd que no se observarian diferencias significativas
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de la presencia de la bacteria en funcidn de la estacién climatica, ni de la clase epidemioldgica,
lo cual concuerda con los resultados obtenidos.
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Anexo 1:
Figura 2

Esquema del disefio de los datos.
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Anexo 2:
Figura 3.

Proporcion de genes en la muestra al salir de la planta, dadas las diferentes plantas de

tratamiento.
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