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ABSTRACT. “Pollution of the Durazno River water, Costa
Rica: beyond the Dutch water quality index”.
Introduction: The micro-basin of the Durazno River in
Costa Rica is a source of water for human consumption,
but is suspected of microbiological pollution from several
land uses. Objective: To assess the water quality of the
Durazno micro-basin from the physicochemical,
microbiological and antibiotics points of view. Methods:
We used the Dutch Water Quality index; Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater;
and solid-phase extraction and ultra-high performance
liguid chromatography coupled to tandem mass
spectrometry. Results: While physicochemical
parameters indicated an adequate water quality,
microbiologically this water is not acceptable for human
consumption. The water has Doxycycline and Cefotaxime,
possibly of agricultural origin. This is the first report of
Cefotaxime in water from Costa Rica. The Dutch index fails
to take into account microbiological parameters that are
also important. Conclusion: The Durazno River does not
meet the standards for human water consumption and
the Dutch index needs to be complemented with
microbiological parameters.

Key words: Water pollution, indicators, water quality,
antibiotics, SPE-UHPLC-MS/MS.
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RESUMEN. Introduccion: La microcuenca del rio Durazno
en Costa Rica es fuente de agua para consumo humano,
pero se sospecha de contaminacion microbioldgica por
varios usos del suelo. Objetivo: Evaluar la calidad del agua
de la microcuenca del Durazno desde el punto de vista
fisicoquimico, microbiolégico y antibidtico. Métodos:
Utilizamos el indice holandés de calidad del agua;
Métodos Estdndar para el Examen de Agua y Aguas
Residuales; y extraccion en fase sdlida y cromatografia
liqguida de ultra alta resolucidon con espectrometria de
masas en tandem. Resultados: Si bien los parametros
fisicoquimicos indicaron una calidad de agua adecuada,
microbiolégicamente esta agua no es aceptable para el
consumo humano. El agua tiene doxiciclina y cefotaxima,
posiblemente de origen agricola. Este es el primer reporte
de Cefotaxima en agua de Costa Rica. El indice holandés
no tiene en cuenta parametros microbioldgicos que
también son importantes. Conclusién: El rio Durazno no
cumple con los estandares para consumo humano de agua
y el indice holandés necesita ser complementado con
parametros microbioldgicos.

Palabras clave: Contaminacion del agua, indicadores,
calidad del agua, antibidticos, SPE-UHPLC-MS/MS.
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El recurso hidrico es indispensable para el desarrollo humano, (Oladipo et al., 2020) y
garantizar su disponibilidad, gestidon y saneamiento es uno de los Objetivos para el Desarrollo
Sostenible de la agenda 2030 ( Organizacion de las Naciones Unidas para la Educacion, la Ciencia y
la Cultura [UNESCOQ], 2017). Por esto, se deben monitorear las fuentes de agua para consumo
humano, debido a que son susceptibles a la contaminacidon por descarga de aguas residuales
municipales y drenaje urbano sobre las cuencas hidrogréficas (Liyanage & Yamada, 2017).

Los indices numéricos son usados para evaluar la calidad del agua (ICA) (Hafeez et al., 2019;
Lumb et al., 2011), donde el mayor reto de su elaboracion es sintetizar la compleja realidad de un
cuerpo de agua, donde influyen muchas variables ambientales (Simdes et al., 2008), lo que provoca
gue se requiera el andlisis de numerosos parametros fisicoquimicos, bioldgicos y microbiolégicos
(Calvo-Brenes & Araya-Ulloa, 2018).

En Costa Rica se utiliza el indice holandés para la clasificaciéon de los cuerpos de agua
superficial, segun lo establecido en el Reglamento para la Evaluacién y Clasificacién de la Calidad de
Cuerpos de Agua Superficiales (RECCCAS)(Ministerio de Ambiente y Energia [MINAE], 2007), este
contempla Unicamente el nitrégeno amoniacal, la demanda bioquimica de oxigeno (DBO) vy el
porcentaje de saturacion de oxigeno (%SO) y les otorga un valor escalado a cada uno de los
parametros (Tabla 1), y clasifica la calidad del agua a partir de la suma de los valores individuales
(Tabla 2). Sin embargo, este reglamento establece una serie de pardmetros complementarios, como
la medicion del nimero mas probable por cada 100mL (NMP/100mL) de coliformes fecales (CF)
como indicador microbioldgico. Este pardmetro complementario indica que valores menores a 20
corresponden a agua clase 1, de 20-1000 a clase 2, de 1000-2000 a clase 3, de 2000-5000 a clase 4
y mayor a 5000 a clase 5.

Tabla1
Puntajes segun sistema holandés de valoracion de la calidad fisicoquimica del agua para cuerpos receptores.
Puntos PSO (%) DBO (mgL?') N-NH;* (mgL?%)*
1 91-100 <3 <0,5
71-90
2 111-120 3,1-6,0 0,5-1,0
51-70
3 121-130 6,1-9,0 1,1-2,0
4 31-50 9,1-15 2,1-5,0
5 <30y >130 >15 >5

*Nitrogeno amoniacal

Tabla 2
Clases de calidad del agua segun sistema holandés, basado en valores de PSO, DBO y nitrégeno amoniacal
Clase Sumatoria de Interpretacion de Abastecimiento de agua para uso y
puntos la calidad consumo humano
1 3 <3 Con tratamiento simple con desinfeccion
2 4-6 3,1-6,0 Con tratamiento convencional
3 7-9 6,1-9,0 Con tratamiento avanzado
4 10-12 9,1-15 No utilizable
5 13-15 >15 No utilizable

El uso de parametros microbioldgicos es importante debido a sus efectos sobre la salud
ambiental, la Organizacién Mundial de la Salud establece la Escherichia coli (E.coli) como indicador
de contaminacidn fecal (United Nations Environment Programme, 2007). Otros indices contemplan
el analisis de nutrientes para evaluar la eutrofizacion (Acufia-Alonso et al., 2020; Simdes et al., 2008)
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y de elementos asociados a contaminacién antropogénica (American Public Health Association
[APHA], 2017; Yidana & Yidana, 2010). Asimismo, contaminantes emergentes, como los residuos de
antibidticos, pueden generar una presion selectiva sobre las bacterias presentes en los cuerpos de
agua, favoreciendo el desarrollo de resistencia hacia estos organismos (Alduina, 2020; Jovanovic et
al.,, 2021). Entre los grupos de antibidticos, las tetraciclinas y los betalactdmicos de espectro
extendido, son muy utilizados tanto a nivel clinico como agropecuario, por lo tanto, tienen una
presencia ambiental importante e incluso se han asociado a resistencia antimicrobiana en el pais
(Granados-Chinchilla & Rodriguez, 2017; Sarmah et al., 2006).

La microcuenca del rio Durazno es un punto de captacién de agua para consumo humano,
(Figura 1) donde se han descrito altos niveles de contaminacién microbioldgica, que la convierte en
un drea propicia para el estudio de la presencia de antibidticos (Morales et al., 2019).
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Fig. 1. Mapa de uso de suelo de la microcuenca del rio Durazno, que posee un area de 9,6 km?2 y se ubica en el cantén de
Vasquez de Coronado en la subcuenca del rio Virilla. El uso de suelo contempla actividades forestal, agricola, pecuaria,
industrial y urbana

El objetivo de este trabajo fue evaluar la calidad del agua de la microcuenca del rio Durazno,
con andlisis fisicoquimicos, microbioldgicos y cuantificacién de antibidticos.

En 2021 hicimos 2 muestreos puntuales en 3 sitios (punto 1 W 1103543, N 499555; punto 2
W 1102465, N 502320; punto 3 W 1102156, N 508035) en época seca (marzo; 0,00mm lluvia, 16,7°C)
y lluviosa (junio; 3,50mm lluvia, 16,7°C; Instituto Meteorolégico Nacional #84207, Patio de Agua en
Coronado; W 1103194, N 503289; 1690m.s.n.m), para un total de 6 muestras analizadas por
triplicado, a excepcién del pH y el andlisis elemental, que corresponden a una Unica medicién. Las
muestras para los andlisis fisicoquimicos y microbiolégicos se recolectaron acorde a APHA, 2017 y
Spongberg et al., 2011.

Medimos alcalinidad (Environmental Protection Agency [EPA], 1983; Strickland & Parsons,
1972), dureza (APHA, 2017), demanda bioquimica de oxigeno (DBO) (Vargas, 2009), demanda
guimica de oxigeno (DQO) (HACH Company, 2000), clorofila a (Chla-a), nutrientes (Nitrito,
Amoniaco, Nitrato, Fosfato y Silicato) (Parsons et al., 1984; Strickland & Parsons, 1972), material en
suspension (APHA, 2017), y metales, fosforo y azufre (APHA, 2017).
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Calificamos la calidad del agua superficial con el indice holandés (MINAE, 2007) y E.coli y
Enterococcus faecalis (E .faecalis) por nimero mas probable (9221E, 9221F y 9230B, American Public
Health Association).

Validamos el método para cuatro antibidticos, tres tetraciclinas (tetraciclina, doxiciclina y
oxitetraciclina) y un betalactamico (cefotaxima), considerando pardmetros de desempefio de
linealidad, limites de deteccidn y cuantificacidn, precisién, recuperacién y efecto de matriz; Tabla
S1). Extraccidn y el analisis cromatografico segin Ramirez-Morales et al., 2020, y Zhang et al., 2016.
Para los antibidticos usamos fase sdlida, con un cartucho Oasis HLB 200mg (Waters, USA) y como
disolventes de elucidn volimenes iguales de metanol:acetonitrilo y metanol:diclorometano en
proporciones 1:1 (Figura S1).

Aplicamos cromatografia liquida de ultra alta resolucion acoplado a un detector de masas
de triple cuadrupolo (UHPLC-MS), con una separacion en fase reversa (Tabla S2)

Para el analisis espacial de la distribucion de antibidticos y su asociacién con las
proporciones de CF-EF y el uso del suelo en la microcuenca, aplicamos Morales et al., 2019 y Chacén
et al., 2018, con ArcGIS Pro2.5.

La delimitacion y visualizacidn de la cuenca se realizé con los datos del Sistema Nacional de
Informacidn Territorial (SNIT) del Instituto Nacional Geografico de Costa Rica utilizando el software
QGIS 3.16.15 (QGIS Development Team, 2021. QGIS Geographic Information System. Open Source
Geospatial Foundation Project. https://qgis.org) con base en los mapas estandar del Open
Geospatial Consortium (OGC del SNIT). El uso del suelo se realizé conforme a lo indicado por Morales
et al., 2019. La delimitacion de la proporcion CF-EF se realizo segin Chacon et al., 2018, y se realizé
una representacion de burbujas por punto de muestreo. Para la delimitacidn de las concentraciones
de antibidticos se calculé la media geométrica de las repeticiones y se realizd una interpolacidn de
la media geométrica con la técnica de distancia inversa ponderada. Finalmente, se superpuso el
grafico de burbujas y la interpolacidn espacial de la media. Todos los andlisis fueron realizados en el
software ArcGIS Pro2.5.

La mayoria de los pardmetros fisicoquimicos y concentraciones de nutrientes y elementos
evaluados se mantuvieron con valores similares y bajo el maximo permisible en ambos muestreos.
Sélo se evidencia una diferencia en la cantidad de material en suspension, niveles de Chl-a y
concentraciones de calcio y azufre, pero siempre entre los valores recomendados por el RECCCAS
para agua clase 3. El manganeso, cobre y zinc no fueron detectados, mientras que el hierro se logré
cuantificar solo en el segundo muestreo (Tabla S3).

Acorde al indice holandés el agua de la microcuenca del rio Durazno se clasifica como clase
2 en todos los puntos y en ambos muestreos, por lo que con un tratamiento convencional seria apta
para el uso y consumo humano (Tabla 3).

Tabla 3

Resultados del indice holandés en las aguas superficiales de la microcuenca del rio Durazno en muestreos realizados en
época seca (1) y lluviosa (I1)

Punto de .
muestreo- PSO (%) DBO(mglL?)  N-NHs* (mglL?) sumatorio . Gificacion
de puntos
Muestreo
1- 77,1 3,00 0,0053 4 2
2- 79,8 2,00 0,0027 4 2
3l 72,2 2,00 0,0026 4 2
11l 80,1 7,00 0,0020 6 2
2l 80,7 0,50 0,0003 4 2
3-ll 77,5 8,00 0,0036 6 2

@ ""”a“““ UNED Research Journal (e-ISSN 1659-441X), Vol.15(1): e4339, June, 2023



https://qgis.org/

Sin embargo, todos los analisis de coliformes superaron el valor maximo admisible para el
agua clase 3 (Tabla 4). En el primer muestreo se obtuvo calidad clase 4 y en el segundo calidad clase
5. Esto es reforzado por los otros indicadores microbiolégicos (E. coli y E. faecalis), que se
encontraron en concentraciones altas cuando lo esperado seria que no se presenten.

Tabla 4
Concentraciones de E. coliy E. faecalis presentes en las aguas superficiales de la microcuenca del rio Durazno.
Indicador Punto de muestreo Valor maximo
microbiolégico Muestreo época seca Muestreo época lluviosa permisible
(NMP/100 mL) 1 2 3 1 2 3 (NMP/100 mL)¥
CF 4 600 2200 4 600 5240 18 315 77 559 2000
E. coli 4 600 2200 3500 5240 18 315 77 559 -
E. faecalis 3500 2100 2 600 1272 48 303 86 748 -

El valor maximo admisible corresponde al permitido para agua clase 3 (maximo nivel de
contaminacién que puede ser tratado para el uso y consumo humano).

*De acuerdo con el reglamento de agua potable y la guia de calidad para agua potable de la OMS, no
deben ser detectables en los suministros de agua.

Se evidencid la presencia de doxiciclina y cefotaxima en concentraciones cuantificables, sin
diferencias significativas entre puntos de muestreo ni muestreos (p> 0.05), aunque de manera
acumulada existe una mayor carga de estos en el punto 2 del segundo muestreo (Figura 2).
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Fig. 2. Concentraciones de doxiciclina (A) y cefotaxima (B) presentes en las aguas superficiales de la microcuenca del rio
Durazno en los muestreos en época seca (I) y lluviosa (1) (Codigo del eje x: Antibidtico. Muestreo. Punto de muestreo).
La normalidad de los datos se verificd con las pruebas de Shapiro-Wilks y de Levene, seguido de una comparacién de
medias con la prueba de Kruskal-Wallis entre puntos y épocas de muestreo, a un nivel de significancia de 95%, usando el
paquete ggplot2 de Rstudio (Core Team, 2021).
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Los valores de los parametros fisicoquimicos y elementos evaluados se encuentran en el
rango adecuado (Tabla S3) (Ewaid & Abed, 2017; MINAE, 2007) mostrando asi un agua sin
contaminacién o con contaminacidn incipiente. Las pequefias variaciones observadas se pueden
atribuir a diferencias geograficas, estacion, periodo del dia, circulacion del aire, cobertura de nubes,
flujo y profundidad promedio (Oladipo et al., 2020). Fue excepcion la chl-a; que puede asociarse a
las precipitaciones de los dias previos y durante el muestreo, donde por arrastre y escorrentia se
puede aumentar la cantidad de sdlidos presentes, biomasa fitoplanténica y nutrientes
resuspendidos (Campos-Gonzalez et al., 2016). En todos los puntos el calcio predoming,
posiblemente por el intercambio idnico y el tipo de roca en la cuenca (Rashid & Romshoo, 2013)

Los andlisis microbioldgicos evidencian una contaminacion fecal a niveles superiores a los
permitidos, que clasifica el agua con contaminacion muy severa no apta para consumo humano
(Tabla 4). Esto se debe principalmente a origen animal (Fig. 2) en concordancia con la predominancia
de actividades agropecuarias en la zona. Esto reafirma la limitacién del indice holandés para evaluar
de forma adecuada la calidad del agua al no considerar el panorama completo de la contaminacion
presente en la matriz de estudio.

Doxiciclina
- i Muestreo 1
@ Animal (ratio CF:EF=1,77) Doxicidlina (ng/L)
Value
6,65
Animal (ratio CF:EF=1,05)
1,02
i ] Muestreo 2
@ Animal (ratio CF:EF=0,90) Doxiciclina (ng/L)
\ . Value
; e I6,05
Animal (ratio CF:EF=0,38)
1,00
Cefotaxima Muestreo 1
Animal(ratio CF:EF=1,77) Ce::tgzmge(r%/u
Value
I0,46
0,21
imal (ratio CF:EF=0,90 Muestreo 2
N C L 13) Cefotaxima (ng/L)
A Value
- Sy . 1,04
Animal (ratio CF:EF=0,38) s %m,ﬂﬁ/‘w 0.65

ratio CF:EF = proporcion de Coliformes fecales y Enterococcus faecalis. Indica posible origen de [o contaminacion fecal: <2 (animal),
>2-4< (neutro) y >4 (humano)
Fig. 3. Modelo descriptivo del comportamiento de las concentraciones de cefotaxima y doxiciclina y su asociaciéon con
los indicadores de contaminacidn fecal en las aguas superficiales de la microcuenca del rio Durazno para las campafias
de muestreo en época seca y lluviosa del afio 2021.

En cuanto a la presencia de antibiéticos, la doxiciclina, principalmente utilizada en el sector
agropecuario, no presenta una concentracion significativamente mayor en los puntos de muestreo
1y 2, que corresponden a zonas forestales y de pasto. Estos valores son menores a los reportados
en el pais para aguas superficiales (Spongberg et al., 2011) y en plantas de tratamiento de agua
residual (Ramirez-Morales et al., 2020). A su vez la cefotaxima, que no habia sido reportada en
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cuerpos de agua anteriormente, no presenta una concentracién significativamente mayor en el
punto 3, que corresponden a una zona urbana, lo que sugiere una aplicacién de este antibidtico a
nivel agropecuario y no Unicamente en humanos. El punto 2 que presenta mayor acumulacion de
antibioticos es el punto mas cercano a la toma de agua en la zona, lo que aumenta las posibilidades
de su introduccion a un sistema de tratamiento que no es eficiente para eliminarlos (Ramirez-
Morales et al., 2020; Rodriguez-Mozaz et al., 2015).

Como recomendacion derivada de los resultados de esta investigacion, es evidente la
necesidad de modificar y ampliar el RECCCAS contemplando pardmetros microbiolégicos asociados
a contaminacién fecal y algunos contaminantes emergentes para realizar una certera evaluacién de
la calidad del agua superficial.
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APENDICE

Tabla S1

Resumen de resultados de los parametros de desempefio evaluados en la validacidon del método para los dos
antibioticos detectados en el Rio Durazno.

Antibiotico

Parametro de validacion

Rango lineal (pg L)

Coeficiente de correlacién (R?)

Limite de deteccién (ug L)

Limite de cuantificacion (ug L?)
Repetibilidad entre corridas ( % CV, n=3)
Repetibilidad entre dias ( % CV, n=3)
Recuperacion 10 ug L (%)
Recuperacion 50 ug L (%)
Recuperacién 100 pg L (%)

Efecto Matriz

Cefotaxima Doxiciclina
0.78-78.38 1.00-99.86
0.9954 0.9942
0.015 0.025
0.049 0.082
2.4 6.1
34.5* 11.4
261 117
105 91
125 114
-21.1%

* La variacidn se debe a una rapida degradacion de la cefotaxima.

Filtraciéon de muestra

sFiltrar la muestra a través de
filtros de poliamida de 0.45 um

Analisis de antibidticos
s Filtrar a través de filtros de

membrana de 0.20 um a un vial
para su andlisis por UHPLC-

MS/MS

H

4 .. .
Acondicionamiento del

cartucho de SPE

*6 mL de metanol + 6 mL de una
disolucion de 1mL L de acido
formicoy 1 g L't de EDTA

_

4 L, .
Concentracion de eluido

#Llevar a sequedad el eluido y
redisolver en 250 plL de MeOH

Elucion de antibidticos

_

Extracciéon de muestra

*Extraer con cartucho de SPE 200
mL de la muestra filtrada + 20
min de filtracién al vacio

v

s Utilizar 6 mL de una disolucién
de ACN: MeOH (1:1) + 6 mL de
MeOH:CH;Cl; (1:1) + 5 min
drenado al vacio

ﬁ

Fig. S1. Procedimiento SPE (Cartuchos Waters, Oasis HLB 200 mg con capacidad para 6 mL) de doxiciclinay

cefotaxima en aguas superficiales de rio.
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Tabla S2

Condiciones cromatograficas y de cuantificacion 6ptimas para la cuantificacion de los antibidticos en estudio.

Parametro

Condiciones cromatograficas

Columna
Temperatura de columna

Fase movil

Gradiente (min. -% A: %B)

Flujo

Volumen de inyeccidn
Temperatura del automuestreador
Gas de desolvatacion

Fuente de ionizacién

Voltaje del aerosol

Temperatura de la fuente
Temperatura de evaporizacion

Gas de colisiéon

Modo de escaneo

Waters Acquity (UPLC CSH™ C18 1.7um
2.1x100)
37°C
(A) Agua con acido férmico 1mL L*?
(B) Acetonitrilo con acido férmico al 1mL*?
0-99:1
0.25-99:1
1.25-83:17
3.50-55:45
4-1:99
5.50-1:99
8-99:1
10-99:1
0.4mL min -
5uL
4°C
Nitrégeno
ESI
+3500 V
300°C
350°C
Argén
Monitoreo de la reaccion seleccionada
(SRM, por sus siglas en inglés)

1
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Tabla S3

Parametros fisicoquimicos y concentraciones de nutrientes, clorofila y elementos analizados en las aguas superficiales
de la microcuenca del rio Durazno en época seca y lluviosa.

Punto de muestreo Valor
Parametro Muestreo época seca Muestreo época lluviosa maximo
1 ] 1] | ] 1] permisible
Temperatura (°C) 10,8 13,5 15,1 14,4 15,4 16,5 30 *
Conductividad (uS cm1) 233,3 229,9 227,7 219,1 207,1 207,8 400,0%*

pH 6,78 6,85 6,70 7,77 7,82 7,51 9,0
Alcalinidad (mg L1 CaCOs) [97,1+0,7 | 127,7+0,7 133+1 9% +1 122+0 | 113,4+0,7 N.A
Material en SLf’f)pe”m” (Mgl 147+1 | 162+03 | 80+02 | 47¢3 [41,6402| 497+05 100
DQO (mg L?) 2512 302 10+2 10+2 10+2 1012 50
Clorofila-a (ug L) 3,2+0,1 2,6+0,2 1,37 +0,03 16+4 10+1 14+1 N.A
Fosfatos (+ 0,008 mg L) 0,195 0,292 0,320 0,227 0,228 0,280 N.A
Nitratos (mg L) 0,24+0,02 0,43+0,02 | 0,63+0,02 | 0,02+0,03 |0,02+0,03| 0,67 +0,05 15
Silicatos (mg L) 16,6 +0,5| 16,9+0,5 17,0+£0,5 22,5+0,8 |23,1+0,8| 22,8+0,8 N.A
Nitritos (+ 0,02 mg L) 0,07 0,08 0,08 0,03 0,02 0,09 0,9*
Ca (0,2 mgL?Y) 39,2 30,9 29,7 31,3 27,7 26,6 100

Fe (+ 0,05 mg L) - - - 0,1 0,1 0,1 0,3

K (£0,05mgL?) 54 5,9 6,0 5,5 7,0 7,1 10

Mg (£ 0,05 mg L) 9,10 9,40 9,60 8,80 9,10 8,90 50
Na (£ 0,05 mg L) 8,6 8,7 10,0 7,6 8.1 9,5 200
P(£0,05mgL?) 0,1 0,1 0,1 - 0,1 0,1 N.A

S (£ 0,02 mg L) 31,0 20,7 18,3 26,3 17,8 16,5 N.A

Mn (mg L) - - - - - - 0,5*

Cu (mgL?) - - - - - - 2,0

Zn (mg L) - - - - - - 3,0*

Los valores maximos admisibles

puede ser tratado para el uso y consumo humano).
* Valor maximo admisible segun reglamento de calidad de agua potable.
**VA: Valor alerta segun reglamento de calidad de agua potable. (Ministerio de Salud, 2015).
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