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RESUMEN
Deteccidn de antibioticos betalactdmicos, tetraciclinas y sulfamidas como
contaminantes emergentes en los rios San Pedro y Pita del cantén Rumifiahui.
Cada una de las actividades que realiza la sociedad implica que se genera
alteraciones sobre nuestro entorno. Actividades tan usuales como la higiene personal
0 el cuidado de la salud pueden provocar efectos negativos en el ecosistema, dado
que se agrega una serie de sustancias de diferente composicion quimica, sustancias
que son reconocidas como contaminantes emergentes. En este grupo de
contaminantes se encuentran productos farmacéuticos, si bien, no son considerados
como sustancias persistentes, su frecuente utilizacion y desecho los hace estar
presentes en nuestro entorno, la principal fuente de ingreso al ecosistema son las

descargas de agua o efluentes de las plantas de tratamiento de fabricas aledafias.

El estudio fue desarrollado en las parroquias de Uyumbicho, Amaguafia ubicadas a
1km de la orilla del rio San Pedro y la parroquia de Sangolqui cerca al rio Pita, se
evalué la probable existencia de residuos de antibidticos en los 13 puntos de
muestreo distribuidos asi: 9 en el rio San Pedro y 4 en el rio Pita, se tomaron 6
muestras las cuales fueron analizadas 2 veces, cada mes, por 3 meses, siendo estos el

mes de noviembre y diciembre del afio 2017 y enero del afio 2018.

Los resultados obtenidos determinan a un total de 41 muestras positivas, del total de
78 muestras, representando el 52% de casos con presencia de residuos de antibioticos
betalactdmicos y sulfamidas, ubicados en los rios San Pedro y Pita. Determinandose
la curva de calibracion para el céalculo de la concentracion de los residuos de

antibidticos.

Palabras clave: Ecuador, antibidticos, farmacos, contaminantes emergentes,
ecosistema.
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ABSTRACT

Beta-lactam antibiotics detection, tetracyclines and sulphonamides as emerging

pollutants in San Pedro and Pita rivers of Rumifiahui canton.

Each one of the activities that the society does dairy produce alterations in our
environment. Very usual activities such as personal hygiene and health care can
cause negative effects in the environment, since it adds a series of substances of
different chemical compositions, those substances are known like emerging
pollutants. In this pollutants groups we can find pharmacists products, while it’s true
they’re not considered as persistent substances, its frequent use and discard make
them be present in our environment, the main source of income to the ecosystem are

the water discharges or treatment plants effluents from surrounding factories.

The study was developed in Amaguafia and Uyumbicho parishes, located at 1km
from the San Pedro river shore and in Sangolqui parish near to Pita river, it was
evaluated the probable existence of antibiotics residues in 13 sampling points in the
following way: 9 in San Pedro river and 4 in Pita river, there were taken 9 samples,
those were analyzed twice by month for 3 months, November and December of 2017

and January of 2018.

The results obtained determine a total of 41 positive samples, out of a total of 78
samples, representing 52% of cases with the presence of residues of beta-lactam
antibiotics and sulfonamides, located in the San Pedro and Pita rivers. Determining

the calibration curve for the calculation of the concentration of antibiotic residues.

Keywords: Ecuador, antibiotic, pharmaceuticals, emerging pollutants,
environmental.
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1. INTRODUCCION
El incremento acelerado de la poblacion ecuatoriana trae consigo el aumento de
produccidn, tanto en las zonas industriales, como en actividades agricolas, las cuales
han ocasionado un lamentable deterioro en el medio ambiente, debido a que las
aguas que cada actividad desecha son vertidas indirectamente a los rios, que no
poseen algun tipo de tratamiento previo, que ayude a mitigar el impacto que se esta
generando. Las descargas de grandes caudales, constituidos de un sin nimero de
compuestos en las aguas superficiales, son las que alteran las caracteristicas del agua
y en muchas ocasiones dafiando asi la capacidad de autodepuracion que tienen los

rios.

Desde el principio de la existencia del ser humano, su lucha por la supervivencia se
estableci6 con otros seres vivos de muy diversos tamarios. Algunos tan pequefios que
no se veian ni se tocaban, sin embargo, estos microorganismos, en la batalla por su
propia supervivencia infligieron a la especie humana grandes pérdidas. Se las
[lamaron plagas (como las de Egipto), o pestes (como la Peste bubdnica) o, mas
modernamente epidemias como la gripe, el colera, etc. (Pefia, 2006). Para estas
epidemias existen sustancias quimicas para poder combatirlas las cuales son los
antibidticos, son sustancias quimicas producidas por diferentes especies de
microorganismos que suprimen el crecimiento de otros microorganismos y pueden

eventualmente destruirlos (Patifio, 2013).

El anuncio del primer antibidtico sulfamidico en 1935 inicié la era moderna de la
terapéutica antimicrobiana, caracterizada por una enorme disminucion de la
morbilidad y de la mortalidad para muchas enfermedades infecciosas (Gimeno, 2001;
Reig & Toldra, 2008). Por consiguiente, los antibioticos constituyen uno de los

agentes farmacoldgicos empleados de forma reiterativa, y en algunos casos usados
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sin ningun control, como suplemento alimenticio o para tratar enfermedades en
animales y favorecer su crecimiento, siendo administrados en numerosas ocasiones
de forma insensata y en dosis inadecuadas (Talero, Medina, & Rozo, 2014). En
consecuencia, el mal uso de estas sustancias puede producir alteraciones como:
reacciones alérgicas, carcinogenicidad, mutagenicidad, teratogenicidad, anemia
apléastica, super-infecciones y retrasos en la identificacion del germen causal (Talero
et al., 2014). Esta problematica es uno de los factores que incide en la aparicion de
gérmenes antibidtico-resistentes, creando la necesidad cada vez mayor de nuevos
farmacos (Doyle, 2006; Le Bizec, Pinel, & Antignac, 2009; Lozano, Maria. Arias,
2008; Marquez, 2008; Reig & Toldra, 2008; Reig Riera, 2010). Por ello se hace
necesaria la existencia de una regulacion y vigilancia estricta en el manejo de
residuos que pudieran contener estos genes que hacen a las bacterias mas resistentes

(Talero et al., 2014).

El derecho de todo ciudadano a vivir en un ambiente sano y ecolégicamente
equilibrado, libre de contaminacion (CIJUL, 2013), es la base para realizar el
proyecto de deteccion de antibidticos y derivados de los mismos, como
contaminantes emergentes en la cuenca de los rios Pita y San Pedro, para de esta
manera generar ideas para el tratamiento posterior necesario para la

descontaminacién de los rios.

La contaminacién bioldgica y quimica de los sistemas de abastecimiento de agua
superficial, se va incrementando frecuentemente, por el aumento de las poblaciones
aledanas, siendo asi, de gran importancia el estudio de una fuente de agua dulce
superficial en el Ecuador, constituida por los rios en que se basara el estudio como

son los rios Pita y San Pedro del Canton Rumifiahui.
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El rio Pita atraviesa el barrio Selva Alegre y varias zonas agricolas, recibiendo asi las
descargas de aguas provenientes del sector urbano, sector agricola, y el sector
industrial, el notable incremento de la contaminacién en el rio se debe por el
crecimiento de la poblacion del barrio Selva Alegre, esto indica el deterioro de sus
aguas, la degradacion genetica de su flora y fauna, en el peor de los casos su
extincion. Conociendo estos contaminantes se puede establecer los debidos
tratamientos fisicos, quimicos y microbioldgicos necesarios para mitigar los

impactos que perjudican a la fuente natural el rio Pita y sus alrededores.

Restos de farmacos, plaguicidas y otras sustancias contaminantes se estan
encontrando en aguas residuales, rios y otras corrientes superficiales. Son los
Ilamados contaminantes emergentes, compuestos que se vierten en el agua y que no
estdn regulados. Debido a su impacto en el medio, se estan estudiando nuevos
procesos de degradacion o de eliminacion de estos contaminantes en aguas de
distintas fuentes, ¢qué tipos de contaminantes se han detectado?, ;cual es su origen o
foco de contaminacion?, ;cuales son sus efectos?, ¢como eliminarlos o degradarlos?

(A.LN.LA, 2016b).

En los ultimos afios, el desarrollo de nuevos y méas sensibles métodos de analisis, ha
permitido alertar de la presencia de contaminantes emergentes en aguas. Los
contaminantes emergentes son compuestos cuyo vertido puede suponer un problema
sanitario y ambiental, que aun no esté suficientemente investigado ni regulado. Son
contaminantes no necesariamente persistentes, pero solubles en agua, por lo que son

capaces de penetrar en todas las etapas del ciclo del agua (A.1.N.1.A, 2016a).

Respecto a los contaminantes emergentes, existe un desconocimiento sobre los

riesgos que suponen para la salud humana y el medio ambiente asociado con su
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presencia y su frecuencia de aparicion. Por ello, existen lineas de investigacion
prioritaria, de los principales organismos dedicados a la proteccion de la salud

publica y medioambiental: OMS, EPA, Comision Europea (A.1.N.I.A, 2016b).

El fin de este trabajo experimental es identificar, analizar, detectar y cuantificar que
tipos de antibioticos y sus derivados se encuentran presentes en los cuerpos de agua
en estudio, de donde provienen o surgen en su mayor parte, para asi, de esta manera,
poder generar datos que nos faciliten el aprendizaje del comportamiento de estos
antibioticos en los diferentes ambientes y determinar ademas niveles de afeccion
tanto a la salud humana como al entorno en si, analizaremos este proceso mediante
muestreos in situ y procesos controlados en un laboratorio para la deteccion de
dichos antibioticos y derivados, para un analisis posterior a los resultados y tener una

idea clara del efecto de los antibi6ticos en el medio ambiente.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo General
Detectar la presencia de antibidticos, tanto, betalactdmicos, tetraciclinas vy
sulfamidas, como contaminantes emergentes en los rios san pedro y pita del cantén

Rumifahui.

2.2 Objetivos Especificos
. Determinar la presencia de antibidticos de uso humano y animal en los rios

del cantén Rumifiahui.

. Cuantificar los antibiéticos de uso humano y animal en los rios del canton

Rumifiahui.
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3. MARCO TEORICO

3.1 Contaminantes Emergentes

Se consideran a los contaminantes emergentes como una serie de productos, méas o
menos recientes en lo concerniente a su identificacion y cada vez mas abundantes
debido a su uso continuo, cuyas formulaciones quimicas o las interacciones que
causan con otras sustancias 0 compuestos, provocan deterioros sobre el medio
ambiente y la salud del ser humano, que no se habian tenido en cuenta hasta ahora
(Fernéndez, 2017). Sobre dichos dafios se sabe relativamente muy poco, incluyendo
temas referentes a los impactos y el comportamiento que genera la presencia de los
contaminantes en los distintos entornos, tanto ambientales como en el ser humano
(Henriquez-Villa, 2012).

Una de las caracteristicas importantes que posee este grupo de contaminantes para
causar un efecto negativo en la naturaleza, es que no requieren ser persistentes, ya
que, si bien existen sistemas que los pueden remover o transformar en compuestos
mas simples o subcompuesto, su continuo consumo y por ende el desecho que genera
conlleva a la presencia permanente en el medio ambiente. (D. Barcel6, 2003). La
Tabla 1 indica las diferentes clases de contaminantes emergentes, que fueron
analizados a nivel internacional, también encontramos los ejemplos de sustancias
especificas para cada una de las clases definidas (Henriquez-Villa, 2012).

Dado que los contaminantes emergentes poseen una amplia distribucion de
compuestos, como se observa en la tabla 1, en este estudio nos enfocaremos en la
presencia o ausencia de contaminantes emergentes determinados, en los causes de los
rios San Pedro y Pita.

Sin embargo, hay muchos de estos compuestos que sobreviven a la biodegradacion, y

finalmente se descargan en aguas receptoras; los conjugados metabdlicos pueden
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incluso convertirse o regresar a sus estados iniciales, aumentando asi su peligrosidad
(Daughton et al., 2014).
En la parte tedrica de esta tesis, se estudian y analizan especificamente los siguientes

contaminantes emergentes (antibiéticos):

e Betalactamicos
e Tetraciclinas
e Sulfamidas

De acuerdo a la quimioterapia de las enfermedades microbianas, se clasifican en

antimicrobianos, sulfonamidas, antibidticos betalactamicos, aminoglucdsidos,

tetraciclinas, fenoles, macrolidos, nitrofuranos, bacitracina, quinolonas,

fluoroguinolonas, rifamicinas y antimicéticos (Sumano & Ocampo, 2006).

Tabla 1 :Clases de contaminantes emergentes

Medicamentos psiquiatricos
Reguladores de lipidos

Betablogqueadores
Medios de contraste de Rayos X

Esteroides v hormonas (anticonceptivos)

Clase de contaminante Ejemplo
Productos farmacéuticos
Antibioticos de uso veferinano y medico Trnimetoprima,  entromicina,  lincomicina,
sulfametoxazola
Medicamentos analgésicos v anti-inflamatorios  Codeina, ibuprofeno, acetaminofeno, acido

acetilsalicilico, diclofenaco, fenoprofeno
Diazepam. fluoxetina, carbamazepma
Bezafibrato, acido clofibrico, acido fenofibrico,
atorvastatina

Metoprolol. propanolol, timelol, atenolol
Iopromide, 1opanudol. diatnzoato

Estradiol. estrona. estriol. diefiletilbestrol

Productos de cuidado personal
Perfumes

Agentes de proteccion solar
Repelentes de insectos

Fragancias, policiclicos v macrociclicos
Benzofenona, metilbenzilidene cambor
N N-diefiltoluamida

Anrisépticos

Triclosan, clorofeno

Detergentes tensioactivos v sus metabolitos  Alquilfenoles etoxilados, alquilfenoles
(nonilfenol ¥ octilfenol), alquilfenol
carboxilados

Retardadores de llama Difenil  éteres  polibromados  (PBDEs),

tetrabromo bisfenol A, tris(2-cloroetil)fosfato

Adirivos v agentes industriales

Agentes quelantes (EDTA), sulfonados
aromaticos

Aditivos de la gasolina

Dialguul éteres. Metil-t-batil éter (MTEE)

Subproductos de desinfeccion

"odo-THMSs. bromodcidos, bromoacetonitrilos,
bromoaldehidos, cianoformaldehido, bromato,
NDMA

Representacion de cada clase de contaminante con sus ejemplos para mejor entendimiento.

Recuperado de (D. Barceld, 2003).
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3.2 Antibioticos

Los antibidticos son sustancias procedentes de distintos tipos de especies de
microorganismos, como bacterias, hongos o actinomicetos, inclusive ciertas especies
de insectos y plantas; los cuales logran suprimir el desarrollo de otros
microorganismos y que incluso pueden llegar a eliminarlos (Volfredo, 2010). En el
caso de los insectos himendpteros, entre los que se encuentran las hormigas, abejas y
avispas, estos son muy susceptibles a infecciones causadas por hongos, por lo que
han debido crear mecanismos de defensa efectivos contra patdgenos. Como parte de
esos mecanismos se ha demostrado la existencia de asociaciones simbidticas entre
estos insectos y unas bacterias denominadas actinomicetes, los cuales producen
antibidticos naturalmente (Parral, 2017). De igual manera existen también distintos
grupos de sustancias antibidticas generadas por especies vegetales. El origen de estos
farmacos, con poderosa accion antibacteriana, se encuentra en el hallazgo de la
penicilina en 1929 por el cientifico britanico Fleming. La penicilina es una sustancia
producida por el hongo Penicillium notatum. Con la penicilina nacen los antibioticos,
que revolucionan el control de las enfermedades infecciosas producidas por bacterias
(Sanchez, 2004).

Una funcidn de los antibidticos betalactamicos, es que estos inhiben la sintesis de la
pared bacteriana, constituida por peptidoglucanos. Asi puede incluso constituirse en
un regulador del crecimiento de microorganismos, tanto para mantener su
crecimiento o eliminar el aumento de los microorganismos. Ademas, permiten
combatir infecciones provocadas por bacterias, en la actualidad algunos de los
antibioticos se utilizan para la medicina veterinaria, también en la crianza de los
animales. De esta forma este mecanismo de utilizacion, juega uno de los papeles mas

importantes en la entrada de antibidticos en la naturaleza, ya que en su mayoria de
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procesos tienen como efluente los cuerpos de agua dulce enfocdndonos de manera
primordial el cauce de los rios (Henriquez-Villa, 2012). ElI aumento amplio y
progresivo de actividades humanas, en algunos casos indiscriminadas debido al uso
de antibidticos, junto con su posterior liberacion al ambiente, la causa mas aceptada
es sobre la resistencia acelerada y extensa que presentan diferentes organismos
bacterianos y patégenos. Concentraciones lo suficientemente altas, podrian provocar
efectos agudos en las bacterias y dicha exposicion ocasionaria la alteracion de las
estructuras de la comunidad microbiana en la naturaleza y, por lo tanto, afectar la

cadena alimentaria.

3.3 Comportamiento ambiental de los antibidticos

La presencia de los antibidticos en los ecosistemas es un tema que debe analizarse, si
bien, estas sustancias tienen la finalidad de tratar en su mayoria los problemas de
salud de toda la poblacion, lo que ayuda a que mejore el estilo de vida de dicha
poblacion, de esta manera lo que se quiere dejar en claro, es la calidad de vida del

ecosistema (Henriquez-Villa, 2012).

Para poder entender como los antibidticos llegan al medio ambiente, al ser emitidos
por el ser humano, es primordial conocer los mecanismos que regulan el

comportamiento dentro del organismo (Henriquez-Villa, 2012).

El mecanismo por el cual pasan los antibidticos desde su absorcion hasta su

eliminacion se basa en la ilustracion 1:
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llustracién 1: Esquema de la secuencia de procesos LADME.

Liberacion ‘1

Absorcion

Distribucion

Metabolismo

Eliminacidon

Elaboracion por los autores, 2018.

Al encontrarse los antibidticos en el medio ambiente, estos sufren diversas
biotransformaciones conocidas como biodegradacion, debido a una variedad de
agentes que implican la alteracion de los mismos. Los antibidticos estan constituidos
por moléculas organicas, lo que nos indica que sus mecanismos de degradacion a los
gue se ven expuestos en el medio ambiente son iguales a los de cualquier compuesto
organico, pero con la diferencia que todas las reacciones que se llevan a cabo se
realizan aun cuando las concentraciones de estos compuestos estén muy diluidas
(Henriquez-Villa, 2012). Considerando también la bioactividad de estos compuestos,
se considera un ejemplo de principio activo a la amoxicilina, que es un derivado
semisintético de la penicilina, y es usado como antibidtico. Actla sobre un amplio
espectro de microorganismos. Debido a su buena absorcion gastrointestinal, la
amoxicilina genera unos niveles mayores de antibiotico en sangre y unos menores
efectos gastrointestinales. La amoxicilina tiene un espectro de actividad
antibacteriana superior al de la penicilina, si bien no es estable frente a las B-
lactamasas. Los antibidticos B-lactdmicos como la amoxicilina son bactericidas

(Martin, 2010).
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El descubrimiento del cloranfenicol, estreptomicina, gentamicina, tetraciclina y otros
antibidticos provoco que la industria desarrolle mas investigacion y programas para
el descubrimiento de productos naturales activos (Aguila Ramirez, 2012; Jackson,

Reyes, & Cordiés, 1998).

Los antibioticos (moléculas puras o metabolitos) llegan al suelo por diferentes vias.
Su persistencia en este medio favorece el desarrollo de especies bacterianas
resistentes, lo que supone una pérdida de eficacia en los tratamientos farmacoldgicos
de infecciones causadas por microorganismos no sensibles. Por la misma razon por la
que el suelo actiia como “caldo de cultivo™ de resistencias bacterianas, también se ha
constituido como principal fuente potencial para la obtencidn de nuevos antibidticos,
precisamente por la amplia diversidad de microorganismos que habitan en sus

estratos (Mufioz, 2017).

En general se tiene que el tiempo estimado para la biodegradacion de los antibioticos
en el medio ambiente es de meses 0 afios, todo depende de las condiciones en las que
se encuentre: cantidad de oxigeno, la disponibilidad de luz, el suministro de agua.
Cada vez aparecen mas estudios que describen la deteccion de residuos de
antibidticos en el agua, se estudian los efectos negativos que pueden aparecer a
mediano y a largo plazo en los organismos y microorganismos que habitan en los

distintos ecosistemas (Ferrer & Thurman, 2012).

3.4. Desarrollo caso de estudio:

Deteccion de antibioticos en aguas de los rios san pedro y pita.
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3.4.1. Caracteristicas fisicas

UYUMBICHO

La parroquia de Uyumbicho ubicada al norte del cantén Mejia a 23 Km del centro de
la ciudad de Quito, y a 1 Km de la orilla izquierda del rio San Pedro. Sus limites son
al norte con el Distrito Metropolitano de Quito, al sur con la parroquia de Tambillo,
al oeste con la parroquia de Cutuglagua, ambas son parroquias del Canton Mejia, y al
este limita con la parroquia de Amaguaria del canton Rumifiahui (GAD Provincia de
Pichincha, 2012) (Gobierno Auténomo Descentralizado Parroquial rural de

Uyumbicho 2014 - 2019, 2015).

AMAGUANA

La parroquia de Amaguafia pertenece al Distrito Metropolitano de Quito ubicada al
norte del Cantdn Mejia, y el rio San Pedro atraviesa la parroquia. Sus limites son al
norte con la parroquia de Conocoto, al sur con la parroquia de Uyumbicho del cantén
Mejia, al este se encuentra el Canton Rumifahui, al oeste limita con las parroquias de

Uyumbicho, Cutuglagua y Quito (Amaguaiia, 2013).

SANGOLQUI

La parroquia de Sangolqui esta ubicada en el valle de los chillos, es la capital del
canton Rumifiahui y forma parte de la hoya de Guayllabamba y se encuentra a 1 Km
de la orilla derecha del Rio Pita. Sus limites son al norte con la parroquia La
Armenia, al sur con el cantén Mejia, al este con las parroquias de Alangasi y Pintag
que pertenecen al Distrito Metropolitano de Quito, al oeste limita con Amaguafia y
Conocoto, ambas parroquias del Distrito Metropolitano de Quito (Gobierno

Autonomo Descentralizado del Canton Rumifiahui, 2014).
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3.4.2 Clima

UYUMBICHO

La parroquia de Uyumbicho se encuentra ubicada entre los 2600 y los 4600 m.s.n.m.,
posee un clima templado himedo, con una temperatura promedio de 12 °C a 27 °C,
cuenta con una precipitacion anual de 1000-2000 mm?® (GAD Parroquial de
Uyumbicho, 2012). La Parroquia Uyumbicho estd formada por la microcuenca del
rio San Pedro perteneciente a la subcuenca del rio Guayllabamba la cual es
alimentada por vertientes de los volcanes: Rucu Pichincha, Atacazo, Corazon,
Ilinizas, Rumifahui, Sincholagua, Pasochoa, Ilalo, Cotopaxi, con patrones de drenaje
rectangular (Gobierno Auténomo Descentralizado Parroquial rural de Uyumbicho

2014 - 2019, 2015).

AMAGUARNA

La parroquia de Amaguafa se encuentra ubicada entre los 1740 y los 4120 m.s.n.m.,
posee un clima templado con una temperatura promedio de 17 °C y 18 °C, cuenta con
una precipitacion anual de 2069 mm?. La superficie aproximada de la parroquia es de

62,20 km? (Amaguafia, 2013).

SANGOLQUI

La parroquia de Sangolqui se encuentra ubicada entre los 2415 y los 2512 m.s.n.m.,
posee un clima templado, con una temperatura promedio de 16 °C y 23 °C, cuenta
con una precipitacion media mensual de 1804 mm?, siendo los meses de abril y
octubre los de mayor precipitacion. La superficie aproximada de la parroquia es de

55 km? (Gobierno Auténomo Descentralizado del Cantén Rumifiahui, 2014).
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3.4.3 Demografia

UYUMBICHO

La parroguia de Uyumbicho en el afio 2001 tenia una poblacion de 3679 habitantes
segun las cifras que refleja el VI Censo de la Poblacién y Vivienda. Para el afio 2010,
la poblacion ascendio a los 4607 habitantes segun el VII Censo de Poblacion y VI de
Vivienda, realizado por el Instituto Nacional de Estadisticas y Censos (INEC). Para
estos dos censos se ha observado un incremento de 928 habitantes, es decir, un
25,22% de la poblacién, tomando en cuenta que se tiene una tasa de crecimiento del
3,1%, para el afio 2018 seria de 5881 habitantes en la parroquia de Uyumbicho
(Gobierno Auténomo Descentralizado Parroquial rural de Uyumbicho 2014 - 2019,

2015).

AMAGUANA

La parroquia de Amaguafa en el afio 2001 tenia una poblacion de 23584 habitantes
segun las cifras que refleja el VI Censo de la Poblacion y Vivienda. Para el afio 2010,
la poblacion ascendid a los 31106 habitantes, segun el VII Censo de la Poblacién y
VI de Vivienda, realizado por el instituto Nacional de Estadisticas y Censos (INEC).
Para estos censos se ha observado un incremento de 7522 habitantes, es decir, un
31,89% de la poblacién, para el afio 2018 aproximadamente existiria un total de 9602

habitantes en la parroquia de Amaguafia (Amaguaria, 2013).

SANGOLQUI

La parroquia de Sangolqui en el afio 2001 tenia una poblacion de 61646 habitantes
segun las cifras que refleja el VI Censo de la Poblacién y Vivienda. Para el afio 2010,
la poblacion ascendio a los 81140 habitantes, segun el VII Censo de la Poblacion y
VI de la Vivienda, realizado por el instituto Nacional de Estadisticas y Censos
(INEC). Para estos censos se ha observado un incremento de 19494 habitantes, es
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decir, un 31,62% de la poblacién, para el afio 2018 aproximadamente existiria un
total de 103586 habitantes en la parroquia de Sangolqui (Gobierno Auténomo

Descentralizado del Canton Rumifiahui, 2014).

3.4.4 Hidrogeologia

Tomando en cuenta las caracteristicas litologicas de las diferentes formaciones
geoldgicas, se ha definido a los sistemas de acuiferos, con rocas piroclasticas y
sedimentos clasticos consolidados y no consolidados, mismos que se encuentran
localizados en el valle de Machachi, Los Chillos, Quito y Cayambe (Burbano,

Becerra, & Pasquel, 2015). Como se detalla en la Ilustracion 2.
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lHustracién 2; Unidad Hidrogeoldgica Quito — Machachi,

Mapa de Litopermeabilidades. (Burbano, Becerra, & Pasquel, 2015).
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3.5 Elaboracién de Curvas de Calibracion

Este tipo de procedimiento conlleva a una serie de anlisis sistematicos, contando
primero con un procedimiento analitico muy utilizado en andlisis cuantitativo,
llamado de calibracién, que implica la construccion de una “curva de calibracion”.
Una curva de calibracion es la representacion grafica de una sefial, que se mide en
funcion de la concentracion de un analito. La calibracion incluye la seleccién de un
modelo para estimar los pardmetros que permitan determinar la linealidad de esa
curva y, en consecuencia, la capacidad de un método analitico para obtener
resultados que sean directamente proporcionales a la concentracion de un compuesto
en una muestra, dentro de un determinado intervalo de trabajo. En el procedimiento
se compara una propiedad del analito con la de estandares de concentracion conocida
del mismo analito (o de algun otro con propiedades muy similares a éste) (Dosal &
Villanueva, 2008). La etapa de calibracion analitica se realiza mediante un modelo
de linea recta, que consiste en encontrar la recta de calibrado que mejor ajuste a una
serie de “n” puntos experimentales, donde cada punto se encuentra definido por una
variable “x” (variable independiente, generalmente concentracion del analito de
interés) y una variable “y” (variable dependiente, generalmente respuesta
instrumental). La recta de calibrado se encuentra definida por una ordenada al origen
(b) y una pendiente (m), mediante la ecuacién y = mx + b (Dosal & Villanueva,

2008).
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1 Localizacion
Para este proyecto e investigacion se escogidé la provincia de Pichincha, en
parroquias como Uyumbicho en el canton Mejia y Amaguafia y Sangolqui en el
canton Rumifahui, por las cuales atraviesan los rios en estudio, el rio San pedro y el

rio Pita como se ve en la ilustracion 3.

llustracion 3 :Localizacion del proyecto desde la parroquia de Uyumbicho, Amaguafia y Sangolqui

Alangasi

Simon- Bay,, .
ar

Rio Pita

dl

‘. o PG

Rio San Red;o

Var

=R
B+ golqui

-

Uyumbicho J & Afiaguana

2SP
wrces : Esri, HERE, DelLorme, USGS, Intermap, INCREMENT P, NRCan, Esri Japan,

5P ME T, Esri China {Hong Kong), Esri Yégrea, Esri {Thailand). Mapmylndia, NGCC, ®
OpenStreetiap contributors, and the GI5 User Community

Elaboracion por los autores (ArcGIS, 2016)

4.2 Obtencion de la muestra

En este proceso utilizamos un equipo especializado para georreferenciar los puntos
de muestreo, este equipo se denomina GPS, llamado también “sistema de
posicionamiento global” (GPS por sus siglas en inglés), nos sirve para poder ubicar
de una manera precisa, en un mapa, los puntos de referencia para cada uno de los

rios, se considerd esta herramienta por su capacidad de operatividad para cualquier
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condicién climatica y de relieve, considerando que la presencia de arboles, edificios

pueden interferir con la recepcion de la sefial.

Es asi que se pudo obtener las coordenadas y mapas de ubicacion para los puntos de

muestreo del rio Pita y San Pedro:

Tabla 2. Ubicacion de los puntos de muestreo

N° de Rio (Ubicacion), coordenadas Imagen del sitio
Punto UTMy altura
1 San Pedro (Uyumbicho)
X 776320,179 'Y 9957033,03
2627,302 msnm.
2 San Pedro (Uyumbicho)
X 776459,837 Y 9957513,84
2605,568 msnm.
3 San Pedro (Uyumbicho)
X 777471,527 Y 9958809,98
2549,607 msnm.
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San Pedro (Amaguaria)
X 777999,499 Y 9958872,19

2553,502 msnm.

San Pedro (Amaguana)
X 781362,462 Y 9960688,91

2514,216 msnm.

San Pedro (Sangolqui)
X 782648,687 Y 9962947,40

2483,715 msnm.

San Pedro (Sangolqui)
X 782899,269 Y 9964211,34

2475,047 msnm.

San Pedro (Sangolqui)
X 783390,9 Y 9965736,50

2461,872 msnm.
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San Pedro (Sangolqui)
X 782436,11 Y 9966660,17

2453,934 msnm.

Pita (Sangolqui)
X 782436,11 Y 9966660,17

2453,934 msnm.

Pita (Sangolqui)
X 783049,537 Y 9966952,44

2461,708 msnm.

Pita (Sangolqui)
X 784595,582 'Y 9965756,80

2488,425 msnm.

Pita (Sangolqui)
X 787187,462 Y 9963561,92

2543,915 msnm.

Se elabord esta tabla para detallar las coordenadas de los puntos de muestreo, para poder tener una
ubicacion exacta de los puntos en caso de estudios posteriores. Elaboracién por los autores, 2018.
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Para este proceso se seleccionaron puntos especificos a lo largo de los rios en
estudio, se tomaron un total de 13 muestras, 9 muestras en el rio San Pedro y 4
muestras en el rio Pita, tomando 1 litro de cada una de las muestras para su posterior
uso y analisis, esto realizado con la ayuda de equipos como el pH-metro (FiveGo™,
Metter Toledo) y un kit (AuroFlow™ BTS Combo Strip Test Kit” de marca BIOO
Scientific) para la deteccion de antibidticos aplicado en la leche, cada uno de estos
con sus respectivos manuales para su uso adecuado. Para asi posteriormente llevar
las muestras al laboratorio para analisis diferentes. El transporte de las muestras al
laboratorio fue por medio de un cooler, totalmente sellado y cada una de las botellas
con su respectivo etiquetado. Una vez ingresadas las muestras se las identificd y
transporto al laboratorio del campus sur de la Universidad Politécnica Salesiana para

su posterior analisis.

4.3 Trabajo de campo

El trabajo de campo fue sistematico, siguiendo pasos tanto para la recoleccion de las
muestras segun la NTE INEN 2117:2013 sobre el agua, calidad del agua, muestreo
manejo y conservacion de muestras (NTE INEM 2117, 2013); como para el analisis
de dichas muestras a través del kit “AuroFlow ™ BTS Combo Strip Test Kit” de
marca BIOO Scientific (Scientific, 2018), que es un Kit de analisis e identificacion de
antibioticos que ocupamos para el estudio, proporcionado por un agente de una casa

guimica que se encarga de la distribucién de este tipo de equipos.

Para cada punto se realiz la medicion de pH, conductividad y temperatura con el
pH-metro y la identificacion de antibidticos con las tiras de lectura y medicion para
la comparacion de resultados con la guia del kit AuroFlow™ (Anexo A), para luego
realizar las lecturas y curvas de calibracion para cuantificar los antibioticos presentes

en el agua de cada rio.
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El uso del kit, nos ayuda mediante las tiras de prueba de flujo lateral AuroFlow™, ya
que estan disefiadas para la deteccidon de una amplia gama de antibidticos en leche de
vaca cruda y mezclada, a su vez, también nos funciona Optimamente en agua,
después de realizar pruebas adecuadas en la misma. Estas pruebas rapidas detectan
14 antibioticos beta-lactamicos, tetraciclinas principales y 11 sulfonamidas
principales en la leche y agua a los limites maximos de residuos (LMR) de la UE y
por debajo del limite méximo de CODEX. Los kits combinados permiten la
deteccion simultanea de diferentes clases de residuos de antibidticos. EI AuroFlow ™
BTS Combo Kit puede detectar mas antibi6ticos en el LMR o por debajo de él, en
comparacién con cualquier otro kit de la competencia. Estas pruebas de vanguardia
también usan nuevas proteinas de unidn que eliminan la necesidad de un bloque de
calentamiento. Los informes de validacion estan disponibles y muestran la eficacia
de las pruebas tanto a temperatura ambiente como en otras condiciones (Scientific,
2018). EI protocolo o proceso rapido y simplificado del uso del kit se puede ver a

continuacion:

Agregue 200 uL de agua fria al recipiente de reaccion y mezcle pipeteando
hacia arriba y hacia abajo 10 veces.

- Incubar la mezcla durante 3 minutos a temperatura ambiente.

- Agregue la varilla o tira medidora al recipiente de reaccion.

- Incubar la mezcla durante 4 minutos a temperatura ambiente.

- Interpretar visualmente el resultado usando el diagrama, o usa el lector

(lustracion 4).
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llustracion 4: Interpretacion visual de resultados, dependiendo del cual se nota la presencia o

ausencia de antibioticos

ORIENTATION VISUAL INTERPRETATION

Beta-lactam Tetracycline Sulfonamide
Negative Positive Positive Positive Invalid*

l C-Line

BL — — — —

“_
|11

TET — — — —

SUL — —

Copyright 2018 Bioo Scientific Corporation.

Ademas de este proceso del kit de deteccion de antibioticos se definio la temperatura,

pH y conductividad de cada una de las muestras mediante el pH-metro.

El instrumento portatil pH-metro FiveGo™ sirve para la medicion de pH,
conductividad (mS) y temperatura (°C), este equipo cumple con las normativas de

seguridad reconocidas (Toledo, 2017).

El pH-metro se utiliz6 para medir la acidez o la alcalinidad de las muestras de agua,
mide también la temperatura a la cual se encontraban, ademas de la conductividad

que posee cada una de las muestras analizadas de los rios Pita y San Pedro.

4.4 Trabajo de laboratorio

Las muestras fueron almacenadas y refrigeradas de forma adecuada durante una
semana, ya que de este periodo se toman dos dias para refrigerar, deben estar a una
temperatura recomendada de 4°C para su posterior uso y, por precaucion se guarda
los demaés dias para tener como respaldo en caso de que algin método errara en su

proceso. Para la utilizacion de las muestras estas se acondicionan al ambiente para
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evitar problemas de crecimiento debido a la temperatura, como primer paso se
preparan los materiales para la elaboracion del medio de cultivo, para nuestro
proyecto ocupamos Agar nutritivo, tanto el MacConkey como el PCA (ambos de
marca DIFCO BBL Microbiology, en presentacion de 500 gramos), que son medios
universales para la determinacién de microorganismos y bastante Utiles para la
identificacion de UFC (Unidades formadoras de colonias), que después serian
necesarias para la cuantificacion de microorganismos. Para esto se preparé 500 ml de
cada tipo de agar mediante los procedimientos adecuados de preparacion de los

mismos, se esterilizaron todos los materiales en el equipo autoclave.

4.4.1 Preparacion del Agar

La mayoria de los medios de cultivo a ocupar proporcionados por la universidad se
encuentran de manera comercial, normalmente bajo la forma de liofilizados
(deshidratados) a los que es puntual rehidratar. Para esto la preparacién del medio de
cultivo consiste primero en pesar la cantidad deseada del mismo y disolverla en agua
destilada siguiendo las instrucciones del fabricante segln la etiqueta proporcionada
en el envase del producto. Esta mezcla después de preparada se esteriliza en el
autoclave y se afiaden al resto de los materiales a esterilizar, después de que estos
hayan sido previamente esterilizados en el autoclave y enfriados a temperatura
ambiente a 50-60°C se puede trabajar tranquilamente con los materiales para la

siguiente etapa del proceso. (Anexo D).

Antes de su esterilizacion los dos tipos de agar preparados se reparten en los
recipientes adecuados (Frascos huecos). Una vez finalizada la esterilizacion, los
medios se dejaran enfriar a temperatura ambiente, evitando que se solidifiquen, ya
que estos medios deben verterse en las cajas Petri para la siembra de las muestras,

para que arrojen los resultados correspondientes para cada una de las mismas.
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4.4.2 Preparacion de las muestras para siembra

Una vez esterilizados todos los materiales: cajas Petri, pipetas y tubos de ensayo; se
toman las cajas Petri, estas se preparan vertiendo el medio fundido y estéril dentro de
ellas y en un ambiente aséptico (lo recomendable es que esté en la proximidad de la
I[lama de un mechero Bunsen, aproximadamente en un radio de 20 a 30 cm

dependiendo la intensidad y el color de la flama, con un méximo de radio de 50 cm).

Se sacan las muestras de la refrigeracion y se las mantiene en condiciones
ambientales para que se acondicionen a la temperatura normal, para que asi no
modifiquen o alteren las mediciones debido a la temperatura, una vez acondicionadas
estas muestras se llevan al espacio de trabajo de laboratorio, donde tomamos 1 mL de
cada una de las botellas para la siembra respectiva, una vez colocada la alicuota se
vierte el agar en cada una de las cajas Petri, considerando que para este proceso
realizamos diluciones que nos ayudaran a reducir la concentracion de
microorganismos, preparadas con 9 mL de solucion salina preparadas en el
laboratorio bajo condiciones adecuadas y 1 mL de la muestra en estudio elaborando
asi diluciones 10 y 102 y ademés se encuentran separados en los distintos tipos de
agar que ocupamos, tanto el Agar MacConkey y el Agar Métodos Estandar (APHA,

1970) o Agar PCA.

El Agar MacConkey se basa en la formula original a base de sales biliares, rojo
neutro y lactosa para el aislamiento de bacilos entéricos Gram-negativos (Anexo E).
El medio ha sufrido multiples variaciones en el transcurso del tiempo, ya sea por la
adicion de otros ingredientes o por la modificacion de las proporciones entre ellos.
Actualmente corresponde a las recomendaciones de la USP y la Ph. Eur (CultiMed,

2010).
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Por la presencia de las sales biliares y el cristal violeta, se inhibe el crecimiento de
las bacterias Gram-positivas. Por la presencia de la lactosa, las bacterias capaces de
fermentarla acidifican el medio, cambiando el color del rojo neutro y formando
colonias rojas o rosadas, pudiendo presentar un halo turbio correspondiente al
precipitado biliar. Las bacterias lactosa-negativas dan colonias incoloras (CultiMed,

2010).

El Agar de Métodos Estandar (APHA, 1970) o Agar PCA, este medio se lo utiliza
para el recuento en placa de leches y sus derivados u otros liquidos, para una mayor
transparencia y eficacia en la determinacion de resultados microbiolégicos,
desarrollado también para el método clasico con leche desnatada. Ello facilita las
lecturas tempranas, al tiempo que el crecimiento de las colonias es mayor con lo que
se facilita el recuento. Como reconocimiento a su buena aptitud, este medio se ha

convertido en oficial para APHA (APHA, 1970).

La composicion del medio esta basada en la peptona de caseina, como aportacién
nutritiva, el extracto de levadura como sustrato vitaminico y la glucosa como fuente
energética, ademas favorece el crecimiento de la mayor parte de los

microorganismos, sin precisar de otros aditivos (CultiMed, 2010) (Anexo E).

Después de colocada la determinada cantidad de muestra seleccionamos el agar
MacConkey y PCA para cada dilucion y se la vierte en cada caja Petri, ocupando una
técnica de siembra de cultivos denominada “caja pobre”, en la cual se coloca un
mililitro de la cada una de las diluciones previamente preparadas en cada una de las
cajas Petri etiquetadas de igual manera para evitar confusiones, este mililitro se lo
esparce en toda la caja y después de esto, en un ambiente estéril, se vierte el agar con

una temperatura maxima de 40°C. Para comenzar realizamos el proceso utilizando
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26 cajas Petri; 13 cajas para las muestras en agar MacConkey y 13 cajas para PCA,
para comprobar la funcionalidad del proceso con cada uno de los medios y a partir de
eso usamos 28 cajas Petri, considerando tanto los dos tipos de agar y el valor de las
diluciones que se realizaron para cada muestra, contando con un blanco para
diferenciar las demas muestras. Se vierte el agar y al hacerlo es conveniente
homogenizar el medio en la duracién del proceso para impedir que el agar se
sedimente en el fondo del recipiente y no se distribuya por igual en toda la placa,

homogenizando de igual manera el mililitro de muestra.

Las cajas Petri una vez preparadas y finalizado el proceso de siembra, se las ingresa a
una incubadora la cual se mantiene en una temperatura definida de 37 °C, se las
conserva en un tiempo aproximado de 48 horas para que el crecimiento sea 6ptimo

en ambos tipos de agar.

4.5 Preparacion de las Curvas de Calibracién
Para la preparacion de las curvas de calibracion necesarias para el céalculo de las

concentraciones, comenzamos nuestro analisis considerando la muestra “blanco”.

4.5.1 Toma de la muestra “Blanco”

La muestra “blanco” nos servira para comparar con los demas resultados y para esto
se necesitd muestras puras tanto para B-lactamicos como para sulfamidas, ocupando
una pastilla de Amoxipen-T (Amoxicilina) y una pastilla de Bactrim Forte

(Sulfametoxazol y trimetoprima) respectivamente.

Para su analisis se tomo6 una muestra de un gramo de cada pastilla, esta se triturd con
ayuda de un mortero y para este proceso se formaron 6 muestras de cada pastilla, un

blanco y 5 diluciones 10, 102, 103, 10“ y 10°°, llevadas posteriormente a evaluarse
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con el kit AuroFlow™ para determinar la presencia y la concentracion de

antibidticos que posee cada muestra.

Empleamos una técnica de andlisis de iméagenes raster que nos proporciona el
programa informatico R Studio (RStudio, 2016), mediante el cual se puede
especificar por bandas que cantidad de antibiotico existe o qué valor es el que tiene
dicha banda, las bandas usadas son: Roja, Verde y Azul, en inglés RGB (Red-Green-

Blue).

Es necesario para dicha evaluacion tomar imagenes precisas de las tiras de medicién
del kit, a una misma distancia, a una exposicion de luz igual para todas las tiras y
evitando las sombras en las mismas, ya que cualquier tipo de error o falla dentro de
este paso, altera significativamente el valor de las bandas al pasar por el analisis

informatico.

Una vez tomadas las imagenes correspondientes al blanco, es decir, imagenes de las
12 tiras, estas se recortan para que mediante codigos en la programacién del R Studio
se analicen ingresando una serie de cddigos, para que del procesamiento de la
informacion se pueda conocer el valor de las bandas que necesitamos para comparar

con las demas tiras de informacion, que son 78 tiras de todas las muestras.

A partir de la curva de calibraciéon (conjunto de concentraciones que describen el
intervalo en el cual se deberd cuantificar el compuesto por analizar) y a fin de
asegurar que la recta encontrada con los puntos experimentales se ajuste
correctamente al modelo matematico de la ecuacidn, se calculan los valores de la
ordenada al origen, la pendiente y el coeficiente de determinacion (R?) (Dosal &

Villanueva, 2008).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Resultados

Una vez realizados todos los procedimientos practicos de este proyecto se detectaron
residuos positivos, con la presencia de residuos de antibidticos PB-lactdmicos y
sulfamidas, dependiendo del dia de muestreo variaba la concentracion y presencia de
los mismos, pese a que el estudio también incluia la deteccion de tetraciclinas, de
estas no hubo presencia, ya que el kit que fue ocupado no arrojé ningun tipo de sefial

de residuo de antibiotico con estructura de tetraciclina.

5.1.1 Deteccién de Antibidticos

Primero se presentan los resultados obtenidos de la fase de campo, obtenidos por
medio del kit AuroFlow™ y del pH-metro, resultados de las condiciones y presencia
0 no de antibioticos de cada uno de los muestreos realizados a lo largo de 3 meses,
cada 15 dias, dando un total de 6 muestreos de 13 muestras cada una, se evidencia en
las siguientes tablas los resultados obtenidos, tomando en cuenta que los puntos en

los que los resultados fueron negativos se los elimino del analisis:

7 de noviembre del 2017:

llustracidn 5 :lera tabla de datos del mes de noviembre, se presenta Unicamente las muestras que
dieron lecturas positivas en presencia de antibiéticos. Para reconocer abreviaturas: pH = valor del pH
1, 2, 3 dependiendo del nimero de muestra; PrompH = promedio de los valores de pH; cond = valor
de conductividad 1, 2, 3 dependiendo del nimero de muestra; Promcond = promedio de los valores de
conductividad; TpH = temperatura pH-metro; Tox = temperatura oxidimetro; PROT = promedio de
las temperaturas; Betalactamicos = Presencia o no de este antibidtico; Sulfamidas = Presencia o no de
este antibidtico;, UFC = Unidades Formadoras de Colonias. Asi designado para cada cuadro de
estudio.

Puntos Rio pH1 [ pH2 | pH3 | prompH|condl|cond2|cond3|promcond| TpH | Tox [PROT|Betalactdmicos| Sulfamidas

2 SAN PEDRO| 8,41| 8,44 8,44| 8,43 76 77 77 76,67 17,4| 20
SAN PEDRO| 8,49 8,5 [ 85| 8,50 80 80 80 80,00 |17,2]| 19,7
SAN PEDRO| 8,45(8,47(8,48| 8,47 78 79 79 78,67 |181| 22
SAN PEDRO| 7,99(8,01[8,01| 8,00 53 53 53 53,00 |23,6| 24,4
SAN PEDRO| 8,27 8,42(8,43| 8,37 69 77 77 74,33 23 | 16,77
SAN PEDRO| 8,35 8,37 8,37| 8,36 73 73 73 73,00 |22,1| 25
SAN PEDRO| 8,18 8,35(8,33| 8,29 64 73 72 69,67 |24,5| 20,5

PITA 8,36/8,58(8,58| 8,51 74 86 86 82,00 ]20,9]| 26,1

wWlo| (Nl |bd|w

Elaboracion por los autores, 2018.
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22 de noviembre del 2017:

llustracion 6 :2da tabla de datos del mes de noviembre, se presenta Unicamente las muestras que
dieron lecturas positivas en presencia de antibiéticos, no se evidencio la presencia de sulfamidas en
esta fecha.

Puntos Rio pH1 [ pH2 | pH3 | prompH |cond1|cond2|cond3|promcond| TpH [ Tox [PROT|Betalactamicos
3 SAN PEDRO| 8,17| 8,35| 8,38 8,30 69 79 81 76,33 |181| 17
8 SAN PEDRO| 7,97| 8,21| 8,22 8,13 58 71 72 67,00 |16,6| 16,9
2 PITA 7,41(7,45(7,47| 7,44 27 29 30 28,67 19,9( 19,7
3 PITA 7,88|8,16(8,25| 8,10 53 69 74 65,33 |18,2| 16,3
4 PITA 8,02(8,33]|8,39| 825 61 78 81 73,33 |17,5| 16,2

Elaboracion por los autores, 2018.
4 de diciembre del 2017:

llustracion 7:1era tabla de datos del mes de diciembre, se presenta Unicamente las muestras que
dieron lecturas positivas en presencia de antibioticos

Puntos Rio pH1| pH2 | pH3 |prom|condl| cond2 | cond3 |promcond | TpH | Tox |PROT [Betalactdmicos | Sulfamidas
1 SAN PEDRO| 7,73| 7,99 8 [791]| 55 69 70 64,67 17 | 14,9
2 SAN PEDRO([7,63]| 7,92 | 799 | 7,85 | 49 66 70 61,67 [17,6]17,6
6 SAN PEDRO|7,52| 7,58 | 7,59 | 7,56 | 43 47 47 45,67 |21,7|20,5
2 PITA 7,12| 7,14 | 7,16 [ 7,14 | 20 21 23 21,33 [24,2|23,7
4 PITA 79177278 [78 65 54 63 60,67 [19,2]18,2

Elaboracion por los autores, 2018.
18 de diciembre del 2017:

llustracion 8: 2da tabla de datos del mes de diciembre, se presenta Unicamente las muestras que
dieron lecturas positivas en presencia de antibi6ticos, no se evidencio la presencia de sulfamidas en
esta fecha.

Puntos Rio pH1| pH2 | pH3 [prom|condl| cond2 | cond3 |promcond | TpH | Tox |PROT|Betalactamicos
1 SAN PEDRO | 7,54| 7,97 8 7,84 44 68 70 60,67 16,7 [ 16,9
5 SAN PEDRO | 7,86| 8,02 8 7,9 | 62 71 70 67,67 18,5| 17,4
6 SAN PEDRO | 7,54| 7,8 7,8 |7,71| 44 59 60 54,33 21,6| 21
7 SAN PEDRO|7,34| 7,9 | 7,95 | 7,73 | 32 65 67 54,67 20,61 19,2
8 SAN PEDRO|7,32| 7,88 | 793 | 7,71 | 32 64 67 54,33 21 (19,7
2 PITA 7,08| 7,22 | 7,25 [ 7,18 | 18 26 28 24,00 |[24,9(24,1
4 PITA 73769 | 784|761 30 53 61 48,00 ]21,6]20,3

Elaboracion por los autores, 2018
02 de enero del 2018:

lHustracidn 9: lera tabla de datos del mes de enero, se presenta Unicamente las muestras que dieron
lecturas positivas en presencia de antibiéticos, no se evidencio la presencia de sulfamidas en esta
fecha.

Puntos Rio pH1[ pH2 | pH3 |prom[condl|cond2|cond3|promcond| TpH | Tox |PROT|Betalactamicos
4 SAN PEDRO | 7,32 7,91 7,93 | 7,72 | 32 65 66 54,33 16,8 15,9
6 SAN PEDRO | 7,45 7,32 7,48 | 7,42 39 31 41 37,00 21,1(21,1
9 SAN PEDRO | 7,49 7,44 752 | 748 41 38 43 40,67 18,51 17,1
1 PITA 7,45 7,5 7,47 | 7,47 | 39 41 40 40,00 16,9| 17
2 PITA 724 731 | 7,42 | 7,32 | 27 31 37 31,67 |[17,6]16,7
3 PITA 749 7,26 | 7,32 | 7,36 | 41 28 31 33,33 (16,8 16,2
4 PITA 7,42 7,39 7,26 | 7,36 | 37 35 28 33,33 17,2( 16,8

Elaboracion por los autores, 2018.
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17 de enero del 2018:

llustracion 10: 2da tabla de datos del mes de enero, se presenta Gnicamente las muestras que dieron
lecturas positivas en presencia de antibioticos

Puntos Rio pH1 [ pH2 pH3 [prom|condl|cond2|cond3|promcond| TpH [ Tox | PROT [Betalactdmicos| Sulfamidas
2 SAN PEDRO[7,96| 8 801 | 7,99 | 68 70 71 69,67 [16,6]16,3
SAN PEDRO| 7,8 | 808 [ 808 | 799 | 59 75 74 69,33 [21,4]17,2
SANPEDRO| 79| 7,9 | 797 | 794 | 65 68 68 67,00 [17,9]16,5
SAN PEDRO [ 7,55| 7,56 [ 7,56 | 7,56 | 45 45 45 45,00 |19,5]|18,7
SAN PEDRO[7,93| 7,92 [ 792 | 792 | 65 65 65 65,00 [15,4]156
SAN PEDRO [7,87| 7,87 | 7,87 | 7,87 | 62 62 62 62,00 15 | 15
PITA 7,12| 747 | 7,61 | 740 | 20 40 47 3567 [157]154
PITA 7,64 7,6 7,83 [ 7,69 49 47 60 52,00 [14,8] 14
PITA 714 73 757 (734 21 30 45 32,00 [14,5]138

Elaboracion por los autores, 2018.

AlWINIO|IN|O |0 |W

5.1.2 Siembra y cultivo de microorganismos
Al realizar el analisis microbiano de las muestras de agua de los rios San Pedro y
Pita, las cuales fueron receptadas 2 veces cada mes, por 3 meses se evidencid lo

siguiente:

Para el primer mes, en la fecha de 7 de noviembre del 2017, el crecimiento que se
obtuvo de las 13 muestras de los rios, fue descartado, debido a que su crecimiento
fue considerado como incontable, ya que en el momento de la siembra se lo realizo
con las muestras puras, no se hizo las diluciones correspondientes y ademas se

trabajo con un método de siembra inadecuado (Método por Estriado).

En la fecha 22 de noviembre del 2017, se cambio el método de siembra, para el cual
se utilizé el método conocido como “Caja Pobre”, utilizando el asa de Drigalsky, este
método ayudo a distribuir de mejor manera el crecimiento de los microorganismos
como se puede observar en los resultados posteriores. Para esta siembra se considero
unicamente los casos que dieron positivos en residuos de antibiéticos. Los cuales
fueron; para el rio San Pedro las muestras nimero 3y 8, para el rio Pita las muestras
a considerar fueron la 2, 3 y 4. Se realiz6 ademas 2 diluciones 10 y 10 para cada
una de las muestras para los dos medios, el agar MacConkey y agar PCA. Los

resultados graficos de este proceso se presentan en el Anexo B1.
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Tabla 3:Crecimiento y conteo de la unidad formadora de colonias

22 de noviembre 2017 UFC
Puntos Rio 1071 101-2 TOTAL
(UFC/mlI)

1 SAN PEDRO 0 0 0
2 SAN PEDRO 0 0 0
3 SAN PEDRO 48 54 29400
4 SAN PEDRO 0 0 0
5 SAN PEDRO 0 0 0
6 SAN PEDRO 0 0 0
7 SAN PEDRO 0 0 0
8 SAN PEDRO 112 77 44100
9 SAN PEDRO 0 0 0
1 PITA 0 0 0
2 PITA 159 106 60950
3 PITA 129 64 38450
4 PITA 116 37 24300

Se detalla los puntos de muestreo y sus correspondientes valores de concentracion con su factor de
dilucion de los antibidticos si la muestra fuera positiva.

Para el calculo del total de los microorganismos se consideré el factor de conversion,

para la dilucion 10 un valor de 10 y para la segunda dilucion 1072 un valor de 100.

Para el analisis del crecimiento de microorganismos en el segundo mes, para la
primera fecha que fue el 04 de diciembre del 2017, se lo realizd con el mismo
método de siembra (Caja Pobre) y el mismo numero de diluciones, los resultados

graficos de este proceso se presentan en el Anexo B2.

Tabla 4: Crecimiento y conteo de la unidad formadora de colonias

4 de diciembre 2017 UFC
Puntos Rio 1001 10M-2  TOTAL (UFC/ml)

1 SAN PEDRO 0 0 0

2 SAN PEDRO 34 0 1700
3 SAN PEDRO 8 0 400
4 SAN PEDRO 10 0 500
5 SAN PEDRO 5 0 250
6 SAN PEDRO 10 0 500
7 SAN PEDRO 7 0 350
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Se detalla los puntos de muestreo y sus correspondientes valores de concentracion con su factor de
dilucion de los antibioticos si la muestra fuera positiva.

Para el célculo del total de los microorganismos se consideré el factor de conversion

para la dilucion 10 un valor de 10 y para la segunda dilucion 1072 un valor de 100.

Para la segunda fecha del mes de diciembre, que fue el 18 de diciembre del 2017, se

utilizé el mismo método de siembra (Caja Pobre) y el mismo nimero de diluciones.

Los resultados graficos de este proceso se presentan en el Anexo B2.

Tabla 5: Crecimiento y conteo de la unidad formadora de colonias

18 de diciembre 2017
Puntos Rio
SAN PEDRO
SAN PEDRO
SAN PEDRO
SAN PEDRO
SAN PEDRO
SAN PEDRO
SAN PEDRO
SAN PEDRO
SAN PEDRO
PITA
PITA
PITA
PITA

(BN

A WONE OO0 NO O WDN

10n-1  10M-2
57 23
0 33
0 14
49 29
59 19
45 49
112 24
90 35
112 64
114 18
0 29
60 26
0 24

TOTAL (UFC/ml)

14350
16500
7000
16950
12450
26750
17600
22000
37600
14700
14500
16000
12000

Se detalla los puntos de muestreo y sus correspondientes valores de concentracion con su factor de
dilucion de los antibioticos si la muestra fuera positiva.

Para el célculo del total de los microorganismos se consideré el factor de conversion

para la dilucion 10 un valor de 10 y para la segunda dilucion 1072 un valor de 100.
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Para el andlisis del crecimiento de microorganismos en el tercer y Gltimo mes, para la
primera fecha que fue el 2 de enero del 2018, utilizando para la siembra el mismo
método (Caja Pobre) y el mismo numero de diluciones. Los resultados graficos de

este proceso se presentan en el Anexo B3.

Tabla 6: Crecimiento y conteo de la unidad formadora de colonias

2 de enero 2018 UFC
Puntos Rio 10n-1 1072 TOTAL (UFC/ml)

1 SAN PEDRO 0 14 14000
2 SAN PEDRO 43 25 29300
3 SAN PEDRO 20 23 25000
4 SAN PEDRO 25 22 24500
5 SAN PEDRO 10 24 25000
6 SAN PEDRO 19 33 34900
7 SAN PEDRO 10 71 72000
8 SAN PEDRO 17 24 25700
9 SAN PEDRO 11 23 24100
1 PITA 0 27 27000
2 PITA 0 33 33000
3 PITA 0 12 12000
4 PITA 4 2 2400

Se detalla los puntos de muestreo y sus correspondientes valores de concentracion con su factor de
dilucién de los antibioticos si la muestra fuera positiva.

Para el calculo del total de los microorganismos se considerd el factor de conversion

para la dilucion 107 un valor de 10 y para la segunda dilucion 102 un valor de 100.

Para el analisis del crecimiento de microorganismos en el tercer y Gltimo mes, para la
segunda fecha que fue el 17 de enero del 2018, utilizando para la siembra el mismo
método (Caja Pobre) y el mismo numero de diluciones. Los resultados graficos de

este proceso se presentan en el Anexo B3.
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Tabla 7: Crecimiento y conteo de la unidad formadora de colonias

17 de enero 2018 UFC
Puntos Rio 1071 1072 TOTAL (UFC/ml)

1 SAN PEDRO 0 2 1000
2 SAN PEDRO 0 6 3000
3 SAN PEDRO 0 10 5000
4 SAN PEDRO 24 15 8700
5 SAN PEDRO 28 9 5900
6 SAN PEDRO 46 32 18300
7 SAN PEDRO 79 20 13950
8 SAN PEDRO 170 20 18500
9 SAN PEDRO 70 12 9500
1 PITA 33 26 14650
2 PITA 150 42 28500
3 PITA 89 0 4450
4 PITA 40 4 4000

Se detalla los puntos de muestreo y sus correspondientes valores de concentracion con su factor de
dilucion de los antibioticos si la muestra fuera positiva.

Para el célculo del total de los microorganismos se consideré el factor de conversion

para la dilucion 107 un valor de 10 y para la segunda dilucion 107 un valor de 100.

5.1.2.1 Datos de la muestra “Blanco”

Es esencial determinar los datos de la muestra “blanco”, ya que a partir de estos
datos se definiran las curvas de calibracién y las concentraciones para cada uno de
los valores de banda, de cada uno de los puntos de muestreo. Para asi poder presentar
resultados de la muestra “blanco”, por medio de la programacion necesaria en R
Studio. Ejecutamos dicha programacion y, en la parte de “console” detallamos la
opcion “Summary” y colocamos el nombre de la banda que deseamos los detalles

(Anexo F1).

En el valor de “R0O” se lo reemplaza por los demas valores de “R” (Red) y
posteriormente con los valores de “G” y “B” (Green/Blue) y generamos la siguiente
tabla, ocupando unicamente el valor “Median” que es la media de los valores

registrados:
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Para Betalactamicos:

llustracion 11: Bandas: roja, verde y azul para betalactdmicos con sus respectivas concentraciones en

dg/ml.
Rojo
94 10 160 10 191 10
123 1 147 1 181 1
129 0,1 182 0,1 202 0,1
139 0,01 123 0,01 164 0,01
166 0,001 151 0,001 181 0,001
178 0,0001 164 0,0001 158 0,0001

Para Sulfamidas:

llustraciéon 12: Bandas: roja, verde y azul para sulfamidas con sus respectivas concentraciones en

Elaboracion por los autores, 2018.

dg/ml.
Rojo
124 10 107 10 169 10
136 1 132 1 174 1
117 0,1 141 0,1 160 0,1
148 0,01 151 0,01 172 0,01
170 0,001 157 0,001 165 0,001
103 0,0001 170 0,0001 118 0,0001

Elaboracion por los autores, 2018.

Dado esto se observa que, para calcular la concentracion de microorganismos en
relacion a los betalactamicos, ocuparemos la Banda Roja ya que esta presenta un
orden adecuado para realizar dicho proceso, mientras que, para analizar la
concentracion de microorganismos en relacién a las sulfamidas, se analizara la

Banda Verde, por los mismos motivos que en el caso de betalactamicos.

5.1.3 Curvas de Calibracion

Para la elaboracion de las curvas de calibracion se tomaron los datos anteriormente
calculados de los blancos para cada antibiotico, las lecturas de las tiras de medicion
del kit AuroFlow™ vy, se procedi6 a elaborar las curvas bajo los estandares Mc.
Farland del modo que se describe: en los primeros dos tubos se colocaron 9 ml de
agua destilada y 1 ml de la muestra pura en cada uno, tanto de betalactdmico como

de sulfamida respectivamente, considerados como “blancos”. Los siguientes tubos
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contienen de igual manera 9 ml de agua destilada y 1 ml de cada uno de los
“blancos” homogenizados, considerados como la dilucién 10, asi se procede con los
siguientes tubos preparando 9 ml de agua destilada para cada uno y tomando 1 ml de
muestra de su predecesor en concentracion, hasta tener tanto el “blanco” como las

diluciones hasta la dilucion 10°7°.

En el caso de los betalactdmicos se tomd para el analisis la banda Roja ya que esta
presenta un orden proporcionado entre la media de valores y la concentracion de
microorganismos, con esos datos se ingresd en Excel para poder realizar la grafica
que predice la ecuacion para posteriormente calcular la concentracion, asi se obtuvo

la siguiente curva:

llustracién 13: Curva de calibracion para betalactdmicos con los datos analizados de las imagenes del
blanco.

Curva de calibracion Betalactamico (Banda Roja)
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Elaborado por los autores, 2018.

Con su respectiva ecuacion: y = 7E + 06e™%13% y suR®* = 0,9648

Considerando que valores de “R?”’ mayores a 0,9 o lo mas cercano a 1, son valores

acogidos como validos.
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En el caso de las sulfamidas se tomo para el analisis la banda Verde ya que esta
presenta un orden proporcionado entre la media de valores y la concentracion de
microorganismos, con esos datos se ingreso en Excel para poder realizar la gréfica
que predice la ecuacion para posteriormente calcular la concentracion, asi se obtuvo

la siguiente curva:

llustraciéon 14: Curva de calibracién para sulfamidas con los datos analizados de las imagenes del
blanco

Curva de calibracion Sulfamida (Banda Verde)
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Elaborado por los autores, 2018.

Con su respectiva ecuacion: y = 2E + 10e™%191X y su R? = 0,9484.

Una vez realizadas las curvas se procede a calcular las concentraciones de

antibioticos para cada muestra.

5.1.3.1 Cuantificacion de los antibiéticos

Una vez calculadas las ecuaciones correspondientes de cada una de las curvas de
calibracién, se procede a calcular la concentracion de cada una de las muestras
positivas tanto de betalactamicos como de sulfamidas. Para esto, se sigue el mismo
procedimiento que se hizo en el blanco, tomando imagenes de las tiras de las

muestras (Anexo C) y de ahi ingresando esos datos al programa R Studio para su
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andlisis de bandas, para asi poder identificar la cantidad de antibidticos presentes en
cada muestra, obteniendo los siguientes resultados, ya una vez calculados con las

ecuaciones correspondientes, eliminando de igual manera los resultados negativos:

Tabla 8 : Concentracion de cada muestreo de las muestras positivas de antibioticos.

06/11/2017 Concentracion
N° de muestras R G B Beta Sulfa

2 174 175 184 B,S 2,19E-04 6,09E-05
3 173 174 185 S - 7,37E-05
4 175 176 185 S - 5,03E-05
6 170 172 182 B,S 3,83E-04 -

7 172 174 183 B 2,90E-04 -

8 165 170 170 S - 1,58E-04
9 157 164 176 S - 1,66E-04
12 145 149 156 B,S 1,24E-02 8,74E-03

Se muestran las concentraciones calculadas para cada tipo de antibiotico.

Tabla 9:Concentracion de cada muestreo de las muestras positivas de antibidticos

20/11/2017 Concentracion
N° de muestras R G B Beta
3 176 176 186 B 1,66E-04
8 159 162 176 B 1,77E-03
11 160 162 170 B 1,54E-03
12 158 158 169 B 2,03E-03
13 159 160 170 B 1,77E-03

En las muestras no existe la presencia de residuos de antibiéticos sulfamidas.

Tabla 10: Concentracion de cada muestreo de las muestras positivas de antibiéticos

04/12/2017 Concentracion
N° de muestras R G B Beta Sulfa
1 170 171 183 B 3,83E-04 -
2 172 170 182 B 2,90E-04 -
6 172 168 180 S - 2,32E-04
11 173 171 184 B,S 2,52E-04 1,31E-04
13 172 171 183 B,S 2,90E-04 1,31E-04

En las muestras sin presencia de antibidticos se las desprecia después de los analisis siguientes.

Elaboracion por los autores, 2018.
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Tabla 11: Concentracion de cada muestreo de las muestras positivas de antibi6ticos

18/12/2017 Concentracion
N° de muestras R G B Beta
1 154 159 173 B 3,54E-03
5 166 167 181 B 6,67E-04
6 167 168 181 B 5,81E-04
7 162 162 179 B 1,16E-03
8 170 170 182 B 3,83E-04
11 169 170 185 B 4,40E-04
13 168 170 184 B 5,05E-04

En las muestras no existe la presencia de residuos de antibiéticos sulfamidas.

Tabla 12: Concentracion de cada muestreo de las muestras positivas de antibidticos

10/01/2018 Concentracion
N° de muestras R G B Beta
6 176 177 191 B 1,66E-04
9 170 176 188 B 3,83E-04
10 163 168 180 B 1,01E-03
11 161 167 179 B 1,34E-03
12 154 162 176 B 3,54E-03
13 147 156 171 B 9,36E-03

En las muestras no existe la presencia de residuos de antibi6ticos sulfamidas.

Tabla 13: Concentracion de cada muestreo de las muestras positivas de antibidticos

17/01/2018 Concentracion
N° de muestras R G B Beta Sulfa

2 171 171 182 B 3,33E-04 -
3 172 172 183 B 2,90E-04 -
5 169 171 183 B 4,40E-04 -

6 167 170 182 B,S 5,81E-04 1,58E-04
7 160 165 178 B 1,54E-03 -

9 153 160 174 B,S 4,06E-03 1,07E-03
11 170 175 186 B 3,83E-04 -

12 175 177 188 B,S 1,91E-04 4,16E-05
13 175 177 188 B 1,91E-04 -

En las muestras sin presencia de antibioticos se las desprecia después de los andlisis siguientes.
Elaboracion por los autores, 2018.

Tomar en cuenta que son 13 muestras en total a lo largo de los rios en estudio, estos

resultados serviran de gran ayuda para su andlisis posterior en mapas ilustrativos de
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la situacion de los antibidticos y la relacién de estas concentraciones con otras

variables consideradas dentro del estudio.

5.1.3.2 Elaboracién de mapas ilustrativos

En esta seccion se han desarrollado mapas que expresan varias condiciones en las
que se encuentran los antibioticos en los rios San Pedro y Pita, condiciones como
temperatura, pH, conductividad, presencia o no de antibiéticos y demas situaciones
en las que se puede detallar un proceso de dispersion de los contaminantes a lo largo

del trayecto de toma de muestras.

5.1.3.2.1 Condicion del pH:

En esta condicion se observd que la variacion de pH fue en un rango de 7,14 a 8,51

manteniéndose en un pH basico.

lHustracién 15:.Condicion del pH a lo largo de los puntos de muestreo de los rios en estudio

pH

7.14-7.48
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7.751-8,05
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@ s301-851
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o

2
™

P A e Mo

> S
AMAGUARA {

4P

Elaboracion por los autores, (ArcGIS, 2016).
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Siguiendo la descripcion de la condicion de pH, se observa que en los puntos 3 del
rio de San Pedro y el punto 4 del rio Pita tienen valores de pH mayores a 8,23,
mientras que los registros mas bajos de pH se registraron en los puntos 6, 9 del rio

San Pedro y el punto 1, 2 y 3 del rio Pita, con valores menores a 7,54.

lustracion 16: Variacion del pH a lo largo de los puntos de muestreo de los rios en estudio.

Variacion pH
B <743

[ 743-754
[ J7s4-786
[ Jres-777
[ J777-789
[ ]789-800
8,00-8.12
[ Je12-823
[ 1823

Elaboracion por los autores, (ArcGIS, 2016).

5.1.3.2.2 Condicién de la conductividad:
En esta condicion se observo que la variacion de conductividad fue en un rango de

82,00 mS a 13,67 mS.

54



llustracién 17: Condicion de la conductividad a lo largo de los puntos de muestreo de los rios en
estudio.

Conductividad
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Elaboracion por los autores, (ArcGIS, 2016).

Siguiendo la descripcion de la condicién de conductividad, se observa que en los
puntos 6 y 9 del rio de San Pedro y los puntos 2 y 3 del rio Pita tienen valores de
conductividad altos que van entre 41,60 mS a 31,68mS, mientras que los registros
mas bajos de conductividad se registraron en los puntos 3, 4 y 5 del rio San Pedro y

el punto 4 del rio Pita, con valores entre 76,32 mS a 66,40 mS.
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llustracién 18: Variacion de la conductividad a lo largo de los puntos de muestreo de los rios en
estudio

Variacion Conductividad

B 76.32--7136
[ 71,36 - 66,40
[ ]e640--6144
[ ]6144-5648
[ s6.48- 5152
[ 5152--46.56
[ 46,56 --41,60
[ ] 4160--3664
[ ]-e664--3168

Rio San Pedro

Elaboracion por los autores, (ArcGIS, 2016).

5.1.3.2.3 Condicion de la temperatura:
En esta condicion se observo que la variacion de temperatura fue en un rango de

14,15 °C a 26,45 °C.

lHustracion 19. Condicién de la temperatura a lo largo de los puntos de muestreo de los rios en
estudio

Temperatura (°C)

14,150000 - 15.950000
15,950001 - 17.600000
17.600001 - 19,300000
19,300001 - 21,300000

C Y X X

21,300001 - 26,450000

Elaboracion por los autores, (ArcGIS, 2016).
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Siguiendo la descripcién de la condicién de temperatura se pudo realizar un mapa de
isotermas y se observa que en los puntos 1, 6 y 8 del rio de San Pedro y el punto 3
del rio Pita tienen registran valores de temperatura altos mayores a 21,09 °C,
mientras que los registros mas bajos de temperatura se registraron en los puntos 2, 7
y 9 del rio San Pedro y el punto 1, 2 y 4 del rio Pita, con valores de temperatura

menores a 15,50 °C.

lustracion 20. Variacion de la temperatura (Isotermas) a lo largo de los puntos de muestreo de los
rios en estudio

Temperatura (°C)
S— High : 21,0988

B oW 155085

ecgraphics,
51 snd the GIS User

Elaboracion por los autores, (ArcGIS, 2016).

5.1.3.2.4 Condicion de la presencia de Betalactamicos:

En el primer gréafico se indica el nivel de concentracion calculado para cada punto,
dando como resultado concentraciones altas en los puntos 1 y 9 del rio San Pedro y
los puntos 3y 4 del rio Pita y, los valores de menor concentracion fueron los puntos

2, 3,4 y5del rio San Pedro y el punto 2 del rio Pita.
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llustracién 21. Condicién de la presencia de betalactdmicos a lo largo de los puntos de muestreo de
los rios en estudio.

Betalactamicos
o Concentracion Muy Baja
Concentracién Baja
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SANGOLQUI
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Elaboracion por los autores, (ArcGIS, 2016).

En la siguiente imagen se estima como seria la dispersion del antibidtico a base de
betalactdmicos a través de los lugares en estudio, sabiendo que Uyumbicho presenta
una concentracion menor de betalactamicos, mientras que la mayor concentracion se
presentd en el punto 7 y 9 del rio San Pedro y los puntos 2 y 4 del rio Pita
correspondientes a la parroquia de Sangolqui, cuya dispersién se extiende alrededor
de 1 km de distancia. En Amaguafia la concentracién de betalactamicos se encuentra
en un valor medio conforme a los resultados, sin embargo, la dispersion de este

antibidtico en esta zona se extiende a lo largo de la direccién NO-SE.
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llustracion 22. Dispersidn de la concentracion de betalactdmicos a lo largo de los puntos de muestreo
de los rios en estudio.

Dispersion Betalactamicos
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Rio Pita

Rio San Pedro
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Elaboracion por los autores, (ArcGIS, 2016).

5.1.3.2.5 Condicién de la presencia de Sulfamidas:

En el primer grafico se indica el nivel de concentracion calculado para cada punto,
dando como resultado concentraciones altas en el punto 9 del rio San Pedro y el
punto 3 del rio Pita y, los valores de menor concentracién fueron los puntos 1, 2, 3,
4,5y 7 del rio San Pedro y como valores medios el punto 6 del rio San Pedro y los

puntos 2 y 4 del rio Pita.
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lustracion 23. Condicidn de la presencia de sulfamidas a lo largo de los puntos de muestreo de los
rios en estudio.
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Elaboracion por los autores, (ArcGIS, 2016).

En la siguiente imagen se estima como seria la dispersion del antibidtico a base de
sulfamidas a través de los lugares en estudio, sabiendo que Uyumbicho y Amaguafia
presentan una concentracion menor de sulfamidas, mientras que la mayor
concentracion se presentd en el punto 3 del rio Pita correspondiente a la parroquia de
Sangolqui, cuya dispersion se extiende alrededor de 1,5 km de distancia,

concentrandose solamente en esa zona.
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llustracion 24. Dispersidn de la concentracion de sulfamidas a lo largo de los puntos de muestreo de
los rios en estudio.

Dispersion Sulfamidas
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Elaboracion por los autores, (ArcGIS, 2016).

5.1.3.3 Relacion y dependencia de la presencia de antibidticos a las diferentes
condiciones

5.1.3.3.1 Relacion Tiempo — Concentracion

Una vez analizadas las concentraciones de los residuos de antibidticos de
betalactdmicos y sulfamidas durante los 3 meses que fueron recolectadas las

muestras de agua de los rios Pita y San Pedro se obtiene lo siguiente:
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Antibiéticos betalactamicos.

PUNTO #1 DE MUESTREO DEL RiO SAN PEDRO

llustracion 25. Gréfica correspondiente al punto #1 del rio San Pedro acerca de la relacion del tiempo
y concentracion de betalactamico.

Betalactamicos 1SP

0,004
0,0035
0,003
0,0025
0,002
0,0015
0,001
0,0005
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Elaboracion por los autores.

En el presente cuadro de datos se puede observar que para el mes de diciembre con
fecha 04 del afio 2017, tiene una mayor concentracion de residuos de antibidticos
betalactdmicos para el mes de noviembre y en cambio en el mes de enero no existe
presencia de residuos de antibidticos betalactdmicos, esto considerando el primer

punto de muestreo para el rio San Pedro.

PUNTO #2 DE MUESTREO DEL RiO SAN PEDRO

llustracion 26. Gréfica correspondiente al punto #2 del rio San Pedro acerca de la relacion del tiempo
y concentracion de betalactamicos.

Betalactamicos 25P
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Elaboracién por los autores
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Para el punto numero 2 del rio San Pedro presenta que en el mes de enero con fecha
17 del afio 2018, tiene una mayor concentracion de residuos de antibidticos
betalactdmicos y para las fechas: 22 de noviembre, 18 de diciembre del afio 2017 y
para el 2 de enero del afio 2018, no existe presencia de residuos de antibidticos

betalactamicos.

PUNTO #3 DE MUESTREO DEL RiO SAN PEDRO

llustracion 27. Gréfica correspondiente al punto #3 del rio San Pedro acerca de la relacion del tiempo
y concentracion de betalactamicos.
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Elaboracion por los autores

Para el punto 3 en la toma de muestra se evidencio que en el mes de enero con fecha
17 del afio 2018, existe una mayor concentracion de residuos de antibi6ticos

betalactamicos.
PUNTO #4 DE MUESTREO DEL RiO SAN PEDRO

Para el punto 4 no se evidencid la presencia de residuos de antibi6ticos en ninguna de
las fechas establecidas para tomas de muestras, o las muestras poseian

concentraciones extremadamente bajas que el kit no pudo detectar.
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PUNTO #5 DE MUESTREO DEL RiO SAN PEDRO

llustracion 28. Gréfica correspondiente al punto #5 del rio San Pedro acerca de la relacion del tiempo
y concentracion de betalactamicos.
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Elaboracidn por los autores

En el punto de muestreo nimero 5 del rio San Pedro, se puede observar un valor de
concentracion de residuos de betalactamicos mayor en el mes de diciembre con fecha
18 del afio 2017, para el mes de noviembre no existio presencia la presencia de
residuos betalactamicos asi tambien el 4 de diciembre del 2017 y 2 de enero del

2018.

PUNTO #6 DE MUESTREO DEL RiO SAN PEDRO

llustracion 29. Gréafica correspondiente al punto #6 del rio San Pedro acerca de la relacion del tiempo
y concentracion de betalactamicos.

Betalactamicos 65P
7,00E-04
6,00E-04
5,00E-04
4,00E-04
3,00E-04
2,00E-04
1,006-04

0,006+00

Elaboracion por los autores
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Para la muestra nimero 6 del rio San Pedro, se observan valores de concentracién de
residuos de antibidticos betalactamicos altos en las fechas 18 de diciembre del 2017
y el 17 de enero del 2018, para las fechas 22 de noviembre, 4 de diciembre del 2017

la concentracion de residuos de antibidticos no existio.

PUNTO #7 DE MUESTREO DEL RiO SAN PEDRO

llustracion 30. Gréfica correspondiente al punto #7 del rio San Pedro acerca de la relacion del tiempo
y concentracion de betalactamicos.
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Elaboracidn por los autores

Como se observa en el cuadro de datos para punto de muestreo 7, el valor de
concentracion mayor aparece en la fecha 7 de noviembre del 2017, y sin presencia de
residuos de antibidticos en las fechas: 22 de noviembre, 4 de diciembre del 2017 y 2

de enero del 2018.
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PUNTO #8 DE MUESTREO DEL RiO SAN PEDRO

lHustracién 31. Grafica correspondiente al punto #8 del rio San Pedro acerca de la relacion del
tiempo y concentracion de betalactadmicos.

Betalactamicos 8SP

Elaboracidn por los autores

Para el punto 8 de muestreo del rio San Pedro, el 18 de diciembre del 2017, se
encuentra la concentracion mas alta de residuos de antibidticos betalactamicos y sin
presencia de residuos de antibioticos en las fechas 7 de noviembre, 4 de diciembre

del 2017 y las muestras del mes de enero del 2018.

PUNTO #9 DE MUESTREO DEL RiO SAN PEDRO

llustracion 32. Gréfica correspondiente al punto #9 del rio San Pedro acerca de la relacion del tiempo
y concentracion de betalactamicos.
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Elaboracién por los autores
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Para el punto 9 de muestreo se encontr6 que en la fecha 17 de enero del 2018, tiene
una concentracion de residuos de betalactdmicos mayor que en las otras fechas, para

los meses de noviembre y diciembre no existe presencia de residuos de antibidticos.

PUNTO #1 DEL RIO PITA

lustracion 33. Grafica correspondiente al punto #1 del rio Pita acerca de la relacion del tiempo y
concentracion de betalactdmicos.
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Elaboraci6n por los autores

En el primer punto de muestreo del rio Pita solo se evidencio casos positivos de
residuos de antibidticos betalactamicos para la fecha del 2 de enero del 2018,
considerando que en los meses de noviembre y diciembre del 2017 no existié

presencia de betalactamicos, asi como también en la fecha del 17 de enero del 2018.
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PUNTO #2 DEL RIO PITA

llustracion 34. Gréfica correspondiente al punto #2 del rio Pita acerca de la relacién del tiempo y
concentracion de betalactdmicos.
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Elaboracién por los autores

En el segundo punto de muestra del rio Pita, 5 de 6 datos fueron casos positivos, con
presencia de residuos de antibidticos, en la fecha 22 de noviembre del 2017 existid la

mayor concentracion de betalactamicos.

PUNTO #3 DEL RIO PITA

lustracion 35. Grafica correspondiente al punto #3 del rio Pita acerca de la relacion del tiempo y
concentracion de betalactamicos.
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Elaboracidn por los autores
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Para el 3 punto de muestreo del rio Pita se observa que el 07 de noviembre del 2018,
existio la mayor concentracion de residuos de antibioticos betalactdmicos, y en el

mes de diciembre no se evidencio presencia de residuos de antibidticos.

PUNTO #4 DEL RIO PITA

llustracion 36. Grafica correspondiente al punto #4 del rio Pita acerca de la relacion del tiempo y
concentracion de betalactdmicos
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Elaboracion por los autores

Para el Gltimo punto de muestra del rio el 2 de enero del 2018, se evidenci6 la mayor
concentracion de residuos de antibidticos betalactamicos, la Unica muestra que dio
como negativo en la presencia de residuos de antibidticos fue en la fecha del 7 de

noviembre del 2017.

Antibiéticos sulfamidas

PUNTO #1 DE MUESTREO DEL RiO SAN PEDRO

No se evidencid la presencia de residuos de antibioticos sulfamidas en ninguna de las

fechas que se realizo la recoleccion de las muestras.
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PUNTO #2 DE MUESTREO DEL RiO SAN PEDRO

llustracion 37. Gréfica correspondiente al punto #2 del rio San Pedro acerca de la relacion del tiempo
y concentracion de betalactamicos.
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Elaboracidn por los autores

En la fecha 7 de noviembre del 2017, se evidencio la concentracion mas alta de
residuos de antibioticos con sulfamidas, en las otras fechas no existio la presencia de

sulfamidas en las muestras de agua.

PUNTO #3 DE MUESTREO DEL RiO SAN PEDRO

llustracion 38. Gréfica correspondiente al punto #3 del rio San Pedro acerca de la relacion del tiempo
y concentracion de betalactdmicos
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Elaboracidn por los autores
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En el punto 3 de muestreo, el 7 de noviembre del 2017, solo se dio un caso positivo

de residuos de antibiéticos con sulfamidas.

PUNTO #4 DE MUESTREO DEL RiO SAN PEDRO

llustracion 39. Gréfica correspondiente al punto #4 del rio San Pedro acerca de la relacion del tiempo
y concentracion de betalactamicos.
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Elaboracién por los autores

En el punto 4 de muestreo, el 7 de noviembre del 2017, solo aparecié un caso

positivo de residuos de antibidticos con sulfamidas.
PUNTO #5 DE MUESTREO DEL RiO SAN PEDRO

No existio la presencia de residuos de antibi6ticos con sulfamidas en ninguna de las

fechas que se recolectaron las muestras de agua.

PUNTO #6 DE MUESTREO DEL RiO SAN PEDRO

llustracion .40 Gréfica correspondiente al punto #6 del rio San Pedro acerca de la relacion del tiempo
y concentracion de betalactamicos.
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Elaboracidn por los autores
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En fecha 4 de diciembre del 2017, se tiene una mayor concentracion de residuos de
antibidticos con sulfamidas a comparacién con las otras fechas de muestreo de agua.
En el mes de noviembre y en las fechas 18 de diciembre del 2017 y 2 de enero del

2018 no se evidencio presencia de residuos de antibidticos.
PUNTO #7 DE MUESTREO DEL RiO SAN PEDRO

No se evidencio la presencia de casos positivos en residuos de antibidticos con

sulfamidas.

PUNTO #8 DE MUESTREO DEL RiO SAN PEDRO

llustracion 41. Gréafica correspondiente al punto #8 del rio San Pedro acerca de la relacion del tiempo
y concentracion de betalactamicos.
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Elaboracién por los autores

Existié un solo caso positivo para la presencia de residuos de antibidticos sulfamidas

en la fecha 7 de noviembre del 2017.
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PUNTO #9 DE MUESTREO DEL RiO SAN PEDRO

llustracion 42. Gréfica correspondiente al punto #9 del rio San Pedro acerca de la relacion del tiempo
y concentracion de betalactamicos.
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Elaboracidn por los autores

En la fecha 17 de enero del 2018 se evidencid la mayor concentracion de residuos de
antibidticos. En el mes de diciembre y en las fechas: 22 de noviembre del 2017 y 2

de enero del 2018 no se evidencio presencia de residuos de antibioticos.

PUNTO #1 DEL RIO PITA

No existe la presencia de residuos de antibioticos en el primer punto del rio Pita.

PUNTO #2 DEL RIO PITA

llustracion.43 Gréfica correspondiente al punto #2 del rio Pita acerca de la relacién del tiempo y
concentracion de betalactdmicos.

Sulfamida 2P

0,00014
0,00012
0,0001
0,00008
0,00006
0,00004
0,00002
0

4‘\/'\ 4‘\,\ A’xl\ \\'.;\ : C\/\ s C\/’\ : c'\/'\ 3 U’\/’\ e@ Q:\% cz.';b

& & S S & B & & & & &

Elaboracidn por los autores
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Para el segundo punto de muestreo del rio pita se encontré que solo en la fecha del 4

de diciembre del 2017 hubo la presencia de residuos de antibi6ticos sulfamidas.

PUNTO #3 DEL RIO PITA

llustracion 44. Grafica correspondiente al punto #3 del rio Pita acerca de la relacion del tiempo y
concentracion de betalactdmicos.
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Elaboracion por los autores

Para el punto 3 de muestreo del rio Pita, dieron 2 casos positivos teniendo una

concentracion mayor el dia 7 de noviembre del 2017.

PUNTO #4 DEL RIO PITA

llustracion 45. Gréafica correspondiente al punto #4 del rio Pita acerca de la relacién del tiempo y
concentracion de betalactdmicos.
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Elaboracién por los autores
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Para el dltimo punto del rio Pita, existi6 un solo caso positivo en residuos de

antibidticos con sulfamidas el dia 4 de diciembre del 2017.

Andlisis microbioldgico unidades formadoras de colonias UFC.

Para todos los puntos en los que fue muestreado tanto el rio Pita como el San Pedro,
se realizé analisis microbioldgico y podemos observar los resultados, en todos los
puntos de muestreo en la fecha 7 de noviembre del 2017 no existen datos definidos

por que su crecimiento fue considerado incontable.

PUNTO #1 DE MUESTREO DEL RiO SAN PEDRO

llustracidn 46. Gréfica correspondiente al punto #1 del rio San Pedro acerca de la relacion del tiempo
y crecimiento de microorganismos.
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Elaboraci6n por los autores

Con un mayor crecimiento bacteriano el dia 22 de noviembre del 2017, las unidades
con las que se analiza son como UFC (unidad formadora de colonia), estas fueron

incontables en las fechas del 7 de noviembre y el 4 de diciembre del 2017.
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PUNTO #2 DE MUESTREO DEL RiO SAN PEDRO

llustracion 47. Gréfica correspondiente al punto #2 del rio San Pedro acerca de la relacion del tiempo
y crecimiento de microorganismos
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Elaboracidn por los autores

El dia 22 de noviembre del 2017 existio un mayor crecimiento microbioldgico y el

dia 7 de noviembre del 2017 el crecimiento es considerado como incontable.

PUNTO #3 DE MUESTREO DEL RiO SAN PEDRO

llustracion 48. Gréfica correspondiente al punto #3 del rio San Pedro acerca de la relacion del tiempo
y crecimiento de microorganismos.
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Elaboracion por los autores

Se evidencié un mayor crecimiento el 18 de diciembre del 2017, para el mes de

noviembre el crecimiento es considerado como incontable.
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PUNTO #4 DE MUESTREO DEL RiO SAN PEDRO

llustracion 49. Gréfica correspondiente al punto #4 del rio San Pedro acerca de la relacion del tiempo
y crecimiento de microorganismos.
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Elaboracidn por los autores

Se evidencié un mayor crecimiento el 18 de diciembre del 2017, para el mes de

noviembre el crecimiento es considerado como incontable.

PUNTO #5 DE MUESTREO DEL RiO SAN PEDRO

llustracion 50. Gréfica correspondiente al punto #5 del rio San Pedro acerca de la relacion del tiempo
y crecimiento de microorganismos.
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Elaboracidn por los autores

Se evidencié un mayor crecimiento el 2 de enero del 2018, para el mes de noviembre

el crecimiento es considerado como incontable.
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PUNTO #6 DE MUESTREO DEL RiO SAN PEDRO

llustracion 51. Gréfica correspondiente al punto #6 del rio San Pedro acerca de la relacion del tiempo
y crecimiento de microorganismos.
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Elaboracidn por los autores

En este punto de muestreo 6 se observa un mayor crecimiento microbiano el 2 de
enero del 2018, para el mes de noviembre el crecimiento es considerado como

incontable.

PUNTO #7 DE MUESTREO DEL RiO SAN PEDRO

llustracion 52. Gréfica correspondiente al punto #7 del rio San Pedro acerca de la relacion del tiempo
y crecimiento de microorganismos.
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Elaboracidn por los autores

78



Se evidencio un mayor crecimiento en el mes de enero el dia 2 del afio 2018, siendo
el 5to dia de muestreo, para el mes de noviembre el crecimiento es considerado como

incontable.

PUNTO #8 DE MUESTREO DEL RiO SAN PEDRO

llustracion 53. Gréfica correspondiente al punto #8 del rio San Pedro acerca de la relacion del tiempo
y crecimiento de microorganismos.
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Elaboraci6n por los autores

En el mes de enero, el 2do dia del afio 2018, existi6 el mayor crecimiento
microbioldgico, para el mes de noviembre el crecimiento es considerado como

incontable.

PUNTO #9 DE MUESTREO DEL RiO SAN PEDRO

llustracion 54. Gréfica correspondiente al punto #9 del rio San Pedro acerca de la relacion del tiempo
y crecimiento de microorganismos.
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Elaboracion por los autores
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Se observa un mayor crecimiento de microorganismos el dia 18 de diciembre del

2017, para el mes de noviembre el crecimiento es considerado como incontable.

PUNTO #1 DEL RIO PITA

lustracion 55. Grafica correspondiente al punto #1 del rio Pita acerca de la relacion del tiempo y
crecimiento de microorganismos.
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Elaboracion por los autores

El dia 22 de noviembre del 2017, el crecimiento es mayor con relacion a las otras
fechas de muestreo, para el dia 7 de noviembre del 2017 el crecimiento es

considerado como incontable

PUNTO #2 DEL RIO PITA

llustracion 56. Gréafica correspondiente al punto #2 del rio Pita acerca de la relacién del tiempo y
crecimiento de microorganismos
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Elaboracidn por los autores
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El dia 22 de noviembre del 2017, el crecimiento es mayor con relacion a las otras
fechas de muestreo, para el dia 7 de noviembre del 2017 el crecimiento es

considerado como incontable

PUNTO #3 DEL RIO PITA

llustracion 57.Gréfica correspondiente al punto #3 del rio Pita acerca de la relacién del tiempo y
crecimiento de microorganismos.
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Elaboracion por los autores

El dia 22 de noviembre del 2017, el crecimiento es mayor con relacion a las otras
fechas de muestreo, para los dias 7 de noviembre y 4 de diciembre del 2017 el

crecimiento es considerado como incontable.

PUNTO #4 DEL RIO PITA

llustracion 58. Grafica correspondiente al punto #4 del rio Pita acerca de la relacion del tiempo y
crecimiento de microorganismos
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Elaboracidn por los autores
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En el cuarto dia de muestreo con fecha 22 de diciembre del 2017, se obtuvo un
mayor crecimiento de microorganismos, para el mes de noviembre el crecimiento es

considerado como incontable

5.1.3.3.2 Relacién pH - Tiempo

En el tiempo de 3 meses, en el cual se recopilé informacion del pH, medido para
cada una de las 78 muestras se obtuvo que, para el mes de noviembre, en el primer
dia de toma de muestras con fecha 7/11/2017 se tiene un valor de pH de 8,28 siendo

este valor el mayor con respecto a los demas meses.

llustracion 59. Grafica correspondiente a la relacion y analisis del pH y el tiempo.
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Elaboracién por los autores

5.1.3.3.3 Relacion Temperatura - Tiempo

Para cada uno de los dias que se realiz6 el muestreo, se tomaron datos de temperatura
en cada uno de los puntos de muestro de los rios, para poder analizar se calcul6 un
promedio de la temperatura de cada dia de los dos rios, obteniendo asi que la
temperatura para los meses de noviembre, diciembre y enero se encontrd valores

entre 16°C a 22°C, siendo el dia mas caluroso el 07 de noviembre del 2017.
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lHustracion 60. Grafica correspondiente a la relacion y analisis de la temperatura y el tiempo.
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Elaboracidn por los autores

5.1.3.3.4 Dependencia de la concentracion (UFC) y las demas variables en
estudio

Para el siguiente analisis se consideraron variables de estudio: el tiempo en que se
realizaron los muestreos que fueron los meses de noviembre (solo el segundo
muestreo debido a la concentracion incontable del primer muestreo), diciembre y
enero; también la localizacién de las muestras, tanto si fue en el rio San Pedro o en el
rio Pita; se considerd la presencia o no de betalactdmicos y sulfamidas y al ser
valores de existencia o no (dicotdmicos), se les asigno un valor de 1 si habia
presencia y el valor de 0 para indicar la ausencia de los mismos; y por ultimo se tomé
los valores de concentraciones UFC/mI de cada muestra de antibidtico positivo segln
los procesos anteriormente calculados. Este proceso se lo analiz6 en el programa
informéatico R Studio, que nos permite examinar la relacion de cada una de las

variables con la concentracion obtenida de UFC/ml.

Como primer paso se analizd que los datos obtenidos tengan una estructura normal,
estadisticamente hablando. Una vez ingresados los datos se realizaron las pruebas

respectivas de normalidad, pruebas estandarizadas para determinar si los datos tienen
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una media, tal sea el caso se realizan pruebas paramétricas, caso contrario son
consideradas no paramétricas, esto a la vez nos sirve para probar la influencia de los
factores en la variable de respuesta, la comprobacion del proceso esta programado en

R Studio (Anexo F2).

A partir de esto se establecen etiquetas de los datos a analizar, los cuales se
encuentran en funcion de las UFC calculadas como concentracion/mililitro, como se
visualizaran posteriormente, y después se encuentran las pruebas de normalidad

registradas en el sistema como “x, y, z, a y b”, obteniendo como resultado lo

siguiente:
llustracion 61. Resultados de la prueba de normalidad de los datos en R Studio.
shapiro-wilk normality test Lilliefors (Kolmogorov-smirnov) normality test
data: ufc data: ufc
W = 0.83437, p-value = 4.830e-07 D = 0.18452, p-value = 9.1e-06

= = b.test <- pearson.test(ufc)
= y.Test <- cvm.test(ufc) > print(b.test)

> print(y.test)
Pearson chi-square normality test
cramer-von Mises normality test
data: ufc
data: ufc P = 96.615, p-value < 2.2e-16
W = 0.43926, p-value = 9,813e-06

> z.test <- ad.test(ufc)
> print(z.test)

Anderson-Darling normality test
data: ufc

A = 2.8577, p-value = 2.875e-07

> a.test =- Tillie.test(ufc)
= print(a.test)

Elaboracion por los autores

En este proceso el orden “x, y, z, a y b” corresponde al orden se secuencia de las
pruebas, con una prueba basta para confirmar la validez de los datos, pero al contar
con todas se tiene mayor robustez en los resultados. Con estos resultados
consideramos el P valor de cada prueba “p-value” en el programa. Para las pruebas
de hipotesis de normalidad si este P valor es < 0,05 se determina que los datos no

siguen una distribucion normal (Olea, 2016). Y como se observa ninguna de las
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pruebas nos da un valor que determine que los datos siguen una distribucién normal,

por lo normal los datos biologicos no suelen ajustarse a distribuciones normales.

Ahora bien, al no considerar los datos como una distribucion normal, se los toma
para evaluar pruebas no paramétricas, las cuales analizan las diferentes variables con
respecto a la variable de respuesta, de igual manera se analizd en el programa

ingresando el siguiente cddigo:

llustracién 62.Programacion para prueba no paramétrica de los datos en R Studio

kruskal.test (ufc ~ t, data = tabla)
kruskal.test (ufc —~ 1, data = tabla)
kruskal.test (ufc ~ b, data = tabla)
kruskal.test (ufc ~ s, data = tabla)

Elaboracidn por los autores

Arrojando los siguientes resultados al correr el programa:

lustracion 63. Resultados de la prueba no paramétrica de los datos en R Studio.
= kruskal.test (ufc ~ t, data = tabla)
Kruskal-wallis rank sum test

data: ufc by t
kKruskal-wallis chi-squared = 25.91, df = 4, p-value = 3.3e-05

> kruskal.test (ufc -~ 1, data = tabla)
Kruskal-wallis rank sum test

data: wufc by 1
Kruskal-wallis chi-squared = 0.55888, df = 1, p-value = 0.4547

> kruskal.test (ufc ~ b, data = tabla)
Kruskal-wallis rank sum test

data: ufc by b
Kruskal-wallis chi-squared = 7.2625, df = 1, p-value = 0.007041

= kruskal.test (ufc ~ s, data = tabla)
Kruskal-wallis rank sum test

data: ufc by s
Kruskal-wallis chi-squared = 0.63151, df = 1, p-value = 0.4268

Elaboraci6n por los autores

Estos resultados se obtuvieron al considerar la relacién entre las UFC
(concentracion/mililitro) y cada una de las variables ya observadas como el tiempo,

localizacion y la presencia de betalactamicos y sulfamidas (Olea, 2016).
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En este caso observamos de igual manera el P valor, “p-value”, y si este es < 0,05 las
variables son dependientes entre si y, tras el analisis se verifica que existe relacion
entre el tiempo y las UFC y ademas una relacion entre la presencia de betalactdmicos

y las UFC.

Ya que si se obtuvieron resultados con estas pruebas creamos graficos para describir
cada una de las situaciones en las que se encontré la relacion de variables, teniendo

los siguientes gréaficos:

llustracion 64. Resultados graficos del R Studio sobre la relacion entre el tiempo y la concentracion
de microorganismos

Relacion entre el tiempo y la concentracion de microorganismos

Q

60000
1

40000
1

Concentracién

20000
1

0
1

Nov2 Dic1 Dic2 Ene1 Ene2

Tiempo
Elaboracion por los autores

lustracion 65. Resultados graficos del R Studio sobre la relacion entre la localizacion y la
concentracién de microorganismos

Relacion entre la localizacion y la concentracion de microorganismos

o

60000
1

40000
1

Concentracidn

20000
1

)

San_Pedro Pita

Localizacidn

Elaboracion por los autores
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llustracién 66. Resultados graficos del R Studio sobre la relacién entre la presencia o no de
betalactamicos y la concentracion de microorganismos

Relacion entre Betalactamicos y la concentracion de microorganismos

o

40000 60000
| |

Concentracion

20000
|

]
y

Pos Meg

Betalactamicos

Elaboracidn por los autores

llustracién 67.Resultados graficos del R Studio sobre la relacién entre la presencia o no de
sulfamidas y la concentracion de microorganismos

Relacion entre Sulfamidas y la concentracion de microorganismos

o

60000
1

Concentracién
40000
|

20000
|

0
|

Sulfamidas
Elaboracion por los autores
Este tipo de graficos se los denomina graficos de cajas y bigotes, donde la caja
representan todos los datos desde el primer al tercer cuartil, incluyendo el 50% de
datos mas cercanos a la mediana; la linea negra representa la mediana de cada rango
de datos; las lineas exteriores como la desviacion estandar, el error esperado de las
mediciones y los puntos por fuera de todo el conjunto son datos no esperados

(atipicos).
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Teniendo en cuenta que nuestra prueba solo determind la existencia de la relacion
entre el tiempo con la concentracion de microorganismos y, la relacion de la
presencia de betalactdmicos con la concentracion de microorganismos; tenemos que:
en el gréafico de la relacién entre el tiempo y la concentracion de microorganismos se
observan medianas diferentes en distintas posiciones determinando que para Nov2 el
50% de datos esta entre 0 UFC y 30000 UFC aproximadamente teniendo una
mediana cercana al 0 y un dato maximo de 60000 aproximadamente, para Dicl los
datos son despreciables debido a que no hubo crecimiento en este tiempo
determinado, para Dic2 la mediana se encuentra alrededor de las 15000 UFC
teniendo datos entre las 13000 y 18000 UFC con un minimo de aproximadamente de
8000 UFC incluyendo datos que podrian salir de los rangos establecidos, para Enel
la mediana de este tiempo esta alrededor del valor de 25000 UFC/ml y a partir de
este valor el 50% de datos son superiores a este teniendo un maximo de 35000
UFC/ml aproximadamente y para Ene2 tenemos que la mediana tiene un valor de
alrededor de 9000 UFC/ml y un rango de valores desde las 5000 UFC/ml a los 15000
UFC/ml con valores minimo y maximo de 0 y 24000 UFC/mI. Como se observa los
valores correspondientes a los tiempos de Dic2 y Enel, al tener sus medianas con
valores superiores a los demas tiempos, indican que en esos tiempos fue donde

mayor fue la concentracion de los microorganismos dado en UFC/m.

Y en el grafico de la Relacion entre Betalactamicos y concentracion de
microorganismos, observamos que cuando la presencia de betalactamicos es positivo
la mediana se encuentra en 0 UFC/ml y su rango es de 0 a 16000 UFC/ml
aproximadamente con un valor méximo de 38000 UFC/ml y, cuando no existe
presencia de betalactamico la mediana de concentracidn se encuentra en un valor de

15000 UFC/ml con un rango de datos entre 4000 y 27000 UFC/ml respectivamente,
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con valores minimo de 0 UFC/ml y maximo de 45000 UFC/ml, de esta manera se
presenta una relacion de forma inversa, ya que cuando no habia presencia de
betalactdmicos se evidencié un mayor crecimiento de microorganismos y viceversa,
concluyendo que las UFC dependen inversamente de la presencia de Betalactamicos,

determinado también por las medianas obtenidas.

Para los demas graficos se consider6 que tras las pruebas no presentan mucha
relacion y son exentos de analisis, ademas como se observa sus medianas y rangos no

cambian, no se evidencia mayor 0 menor crecimiento de microorganismos.

5.2 Discusion

Analizando los resultados de cada uno de los rios notamos que en relacion a
condiciones ambientales como el pH y la temperatura; ambos rios presentaron
condiciones similares después de analizar los promedios de cada uno de los
resultados obtenidos, mientras que con la conductividad hay una diferencia de 26.03
mS, siendo mayor la conductividad del rio Pita. En cuanto a la presencia de
antibidticos se evidencio que la presencia de betalactdmicos en el rio Pita es mas
frecuente en el intervalo de tiempo estudiado en comparacion con el rio San Pedro,
siendo un referente la primera muestra tomada en el mes de enero, en el cual se
presentd el betalactdmico en el 100% de los puntos de muestreo, mientras que solo
un 33% de puntos de muestreo del rio San Pedro dieron positivos a la presencia de
betalactdmicos. En el caso de la presencia de sulfamidas en las aguas de los rios en el
intervalo de tiempo estudiado, se not6 el mismo nimero de casos de puntos con
muestras positivas con este antibidtico, sin embargo, en el primer muestreo de
noviembre ya se presenta la diferencia de presencia de sulfamidas, siendo maés
frecuente en el rio San Pedro con un 67% de las muestras positivas en comparacion

con el 25% de las muestras del rio Pita y, en el primer muestreo de diciembre ocurrio
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lo contrario ya que la presencia de sulfamidas en el rio Pita fue mas frecuente con un
total de 50% de muestras positivas a diferencia del 11% de muestras del rio San

Pedro.

Los resultados demostraron que existen antibioticos en el agua de los rios San Pedro
y Pita, los resultados obtenidos son comparables a los valores de 36,5 y 50%,
reportados por otros investigadores en la deteccion de betalactamicos en leche cruda
y pasteurizada (Khaskheli, Malik, Arain, Soomro, & Arain, 2008). Mediante las
pruebas realizadas con el kit se probo6 que, asi como lee muestras de leche también es
posible leer muestras de agua y es asi que, después del estudio se detecté un 52,56%
de antibidticos. La presencia de antibiéticos conforme al estudio se pudo deber a la
presencia de industrias aledafas a los rios que tienen como efluente el cauce del rio,
ademas de que habia zonas en las que existia actividad agricola y demas actividades
agroindustriales como elaboracion de quimicos afines a la agricultura, sin despreciar
la existencia de efluentes domésticos y como una importante fraccion de farmacos
gue son consumidos en grandes cantidades y variedad luego de su ingesta se excretan
por el individuo a través de orina y heces, ingresando de manera continua y
persistentes a las aguas residuales (Elorriaga, Carriquiriborde, & Ronco, 2012).
Estudios sobre el consumo de farmacos en los paises de la UE, se cifra en toneladas
por afio, y muchos de los mas usados, entre ellos los antibidticos, se emplean en
cantidades similares a las de los pesticidas (L. D. Barcel6 & Ldpez, 2012; Jones,
Voulvoulis, & Lester, 2010). Entre los farmacos mas prescritos en medicina humana
destacan los antibioticos como la amoxicilina y el sulfametoxazol, y entre los
antibiéticos con mayor reporte en los cuerpos de agua estan las tetraciclinas (Dang,
Zhang, Song, Chang, & Yang, 2007), como se han identificado también, omitiendo

el hecho que no hubo presencia de tetraciclinas.
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Con la curva de calibracién elaborada se cuantifico la concentracion de antibidtico
tanto betalactdmicos y sulfamidas. En un estudio se comprueba que los resultados
obtenidos sefialan que el porcentaje de recuperacion, es de un 96%. El coeficiente de
correlacion (R?) de la curva de calibrado es 0,9946 y el coeficiente de variacion
1,86% (Aguilera, Herrera, & Ponce, 2010). Para nuestro caso fue un valor del
coeficiente de correlacion (R?) de la curva de calibrado entre 0,9484 y 0,9648 valores
cercanos para el método aplicado, donde se considera que para valores superiores a
0,95 son aceptables para el analisis y, considerar que el valor de R? es la varianza que
existe o que explica la relacion entre la variable independiente y la variable
dependiente. El valor del coeficiente de correlacion permite sefialar una relacion

exponencial entre la concentracion de y su area asociada de respuesta.

El crecimiento de microorganismos en uno de los casos se relacionaba inversamente
a la presencia de betalactdmicos ya que su deteccion implicaba que el crecimiento de
microorganismos era minimo o cero. Para la mayoria de las pruebas con
microorganismos sensibles, el betalactdmico se comporta como bactericida porque la
concentracion bactericida minima (CBM), o la concentracion minima de
antimicrobiano elimino el 99,9% de los microorganismos viables (Taroco, Seija, &

Vignoli, 2008).

Al comparar con un estudio, en el que se detectdé antibidticos y se observd un
aumento notable de la carga de los mismos simultaneamente con una crecida del
caudal del rio, después de fuertes precipitaciones. Estas condiciones son favorables a
la escorrentia, lo que puede resultar en aportes de antibioticos utilizados en la
agricultura, ganaderia y en descargas de aguas residuales no tratadas. El analisis del
agua del rio Sena en Francia, debido a que analizan los antibidticos en estudio y a su

relacion con las actividades humanas como agricultura e industrial se tomo en cuenta
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para la comparacion, presentando antibidticos en concentraciones que alcanzan 544
ng/l. En condiciones de pH de 7 y temperatura de 4°C (Tamtam et al., 2008).
Concluyendo que a diferencia de nuestro caso, con datos de betalactdmicos de
1,66x10"*mg/L a un valor de 1,24x10~2 mg/L y de sulfamidas en un rango de
4,16x107> mg/L a 8,74x10~3 mg/L el valor obtenido es de alrededor de 5,44x108
mg/L, esto pudo deberse a la variacion de temperatura, ya que en ambos rios las
actividades humanas e industriales eran realizadas cominmente, sin descartar que el
aumento de caudal también era debido a las precipitaciones propias de la época v,
segun las condiciones en las que se tomd las muestras, con una temperatura de 14°C
a 26°C, existioé un aumento de 22°C a diferencia del estudio en Francia, ya que como
se explica en la relacion de las ilustraciones 21, 23 y 25 sobre la temperatura y la
presencia de antibidticos, la temperatura es un factor importante en el crecimiento de
microorganismos. Esto también se ha discutido con respecto a valores maximas de
concentraciones de los antibidticos presentes en aguas residuales en estudios
realizados en Estados Unidos, para el caso de los betalactdmicos se verificé el valor
de la amoxicilina, la cual se encontrd en un valor de 150 ug/l y para las sulfamidas
como muestra la sulfametoxazol con una méaxima concentracion de alrededor de 2,8
ug/l (Kim & Aga, 2007; Kim, Jensen, Aga, & Weber, 2007; Morse & Jackson,
2003). Valores que para la comparacion con nuestro estudio serian de: 1,50x10~8
mg/L de betalactdmicos y 2,8x107¢ mg/L v, los valores de los resultados de los
muestreos son de: 1,24x1072 mg/L de betalactamicos y 8,74 * 103 mg/L de
sulfamidas, cuya diferencia se debe a la cantidad de la muestra tomada ya que en el
estudio de Estados Unidos se tomé una muestra de 0.1 mL (Kim et al., 2007; Morse
& Jackson, 2003), mientras que para nuestra investigacion se ocupd 1 ml de muestra,

y al ser un crecimiento exponencial, la concentracidn no sigue una relacion directa de
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crecimiento, considerando que el unico factor de diferencia de crecimiento es la

cantidad de muestra.

La tarea de evaluar el impacto de las actividades humanas y las fuerzas
antropogeénicas en las frecuencias de presencia de los antibidticos en el medio
ambiente es intrinsecamente compleja y dificil. En primer lugar, no hay datos de
referencia de perfiles o patrones de presencia de los mismos en varios hébitats, al
igual que el uso de antibidticos sin contar los fendomenos que pueden alterar a las
areas por ejemplo inundaciones, terremotos y otros eventos naturales que mezclan
flora en el ambiente. No existe un ensayo estandarizado para evaluar la
susceptibilidad o resistencia de las bacterias del medio ambiente (Esiobu, Armenta,

& lke, 2013).
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1 Conclusiones

El Kit AuroFlow™ es (til para la deteccion de antibidticos para muestras de agua, ya
que, al ser probado en laboratorio se pudo interpretar y leer las muestras,
determinando a su vez la presencia de antibidticos en el agua, por ultimo,
corroboramos su funcionalidad en el campo, determinando asi los resultados

obtenidos.

El estudio realizado en el tramo Uyumbicho — Sangolqui, indica que existe una gran
cantidad de contaminacion por materia organica, especialmente en las zonas donde
existen centros poblados como Amaguafia, por donde el rio San Pedro atraviesa la
parroquia, al igual que en la Parroquia de Sangolqui que es atravesada por el rio Pita,
estos resultados se obtuvieron al analizar las siembras de microorganismos, que se
realizaron en el laboratorio obteniendo la presencia de bacterias, que en su mayoria,
solo se encuentra en la materia organica, debido a su crecimiento en los medios de

cultivo que determinan dicha afirmacion.

La capacidad que poseen los Rios San Pedro y Pita de autodepuracion, ayuda a la
estabilidad en los niveles de contaminacion de materia organica, considerando que
los caudales de las aguas residuales van en aumento debido al incremento de la
poblacion en las zonas aledafias a los rios como son las parroquias de Uyumbicho,
Amaguafia y Sangolqui, ademas considerando la época invernal donde las

precipitaciones aumentan también el cauce de los rios.

Los casos positivos en las muestras con antibidticos se presentaron en mayor nimero

a los derivados de betalactdmicos, seguidos de sulfamidas y para las tetraciclinas no
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se presentd ningun resultado, desprecidndose asi los célculos segun los resultados

que se obtuvieron del kit AuroFlow ™.

El nimero de casos positivos en los diferentes puntos o zonas de muestreo que
fueron analizados, se presentd en el siguiente orden: con un total de 78 muestras
analizadas 41 muestras dieron positivas de las cuales 36 casos fueron de residuos de
antibioticos de betalactamicos y 13 casos de sulfamidas, considerando que en
algunos casos en la misma muestra hubo los dos tipos de residuos de antibioticos,

esto se pudo identificar con las tiras de medicion del Kit.

En los tres meses de muestreo se recolectaron y se analizaron las muestras de agua de
los rios, en la que existi6 mayor presencia de casos positivos, fue en el mes de enero
con una cantidad de 16 casos positivos del total de 41 casos positivos para los tres

meses de muestreos, el cual representa el 39% de las muestras positivas.

6.2 Recomendaciones

Profundizar cual es el origen de los residuos de antibidticos betalactamicos y
sulfamidas encontrados en los rios San Pedro y Pita, tomando en cuenta la presencia
de industrias, lubricadoras, madereras, industrias agricolas y ademas de efluentes

domiciliarios ubicadas en las orillas de los rios.

Investigar si existe alglin impacto negativo en la salud de seres humanos y animales,
considerando que en la zona de estudio en las orillas del rio San Pedro en la
parroquia de Amaguafia se encontrd un espacio considerado para la recreacion (pesca
deportiva), se deberd tomar en consideracion toda la normativa vigente establecida
en el Texto Unificado de Legislacion Secundaria del Ministerio de Ambiente

(TULSMA) con respecto a las areas de recreacion.
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Realizar un analisis microbioldgico identificando y aislando los diferentes
microorganismos que se encuentran en los rios, para de esta forma saber de qué
manera influye en el comportamiento de los mismos ante la presencia de residuos de

antibidticos.

Continuar con el estudio con la finalidad de recopilar la mayor cantidad de
informacion, de ser posible crear una base de datos con esta informacion para
estudios posteriores que se realicen en el mismo ambito, para de esta manera poder
realizar un tratamiento adecuado para optimizar la calidad del agua, y con esto
también la calidad de vida de la poblacion cercana a los rios San Pedro y Pita

mejorara.
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8. ANEXOS

Anexo A: Toma de muestras, medicion y conservacion

Foto 1. Muestreo 1 rio San Pedro, Ramos-Chicaiza 2018 Foto 2. Muestreo 2 rio San Pedro, Ramos-Chicaiza 2018

Foto 3. Muestreo 1 rio Pita, Ramos-Chicaiza 2018 Foto 4. pH-metro, oxidimetro y el kit, Ramos-Chicaiza 2018

Foto 5. Recoleccion de la muestra, Ramos-Chicaiza 2018  Foto 6. Uso de equipos para registrar datos, Ramos-Chicaiza2018
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Anexo B

Anexo B1: Iméagenes de las siembras de las muestras positivas de los rios (mes

Noviembre)

Imagen Descripcion

Imégenes correspondientes al mes

de noviembre fecha 22 del 2017.
2do. Muestreo.

Punto nimero 2 Rio Pita, representa
las diluciones 10! y 1072

Método de cuadrantes para conteo

UFC.

Imégenes correspondientes al mes
de noviembre fecha 22 del 2017.
2do. Muestreo.

Punto nimero 3 Rio Pita, representa
las diluciones 10! y 1072

Método de cuadrantes para conteo

UFC.

105



Imagenes correspondientes al mes
de noviembre fecha 22 del 2017.
2do. Muestreo.

Punto nimero 4 Rio Pita, representa
las diluciones 10! y 1072

Método de cuadrantes para conteo

UFC.

Imégenes correspondientes al mes
de noviembre fecha 22 del 2017.
2do. Muestreo.

Punto nimero 3 Rio San Pedro,
representa las diluciones 10 y 102
Método de cuadrantes para conteo

UFC.

Imagenes correspondientes al mes
de noviembre fecha 22 del 2017.
2do. Muestreo.

Punto numero 8 Rio San Pedro,
representa las diluciones 10 y 102
Método de cuadrantes para conteo

UFC.
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Anexo B2: Iméagenes de las siembras de las muestras positivas de los rios (mes

Diciembre)

Imagen Descripcion

Imagenes correspondientes al mes de

diciembre fecha 04 del 2017.

ler. Muestreo.

Punto ndmero 2 Rio San Pedro,
representa las diluciones 10!

Método de cuadrantes para conteo

UFC.

Iméagenes correspondientes al mes de
diciembre fecha 04 del 2017.

ler. Muestreo.

Punto numero 6 Rio San Pedro,
representa las diluciones 10!

Método de cuadrantes para conteo UFC

Imagenes correspondientes al mes de
diciembre fecha 04 del 2017.

ler. Muestreo.

Punto nimero 2 Rio Pita, representa las
diluciones 10!

Método de cuadrantes para conteo UFC
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Imagenes correspondientes al mes de
diciembre fecha 04 del 2017.

ler. Muestreo.

Punto numero 4 Rio Pita, representa las
diluciones 10!

Método de cuadrantes para conteo UFC

Descripcion

Imagenes correspondientes al mes de
diciembre fecha 18 del 2017.

2do. Muestreo.

Punto nimero 1 Rio San Pedro,
representa las diluciones 102, 102
Método de cuadrantes para conteo

UFC.

Imagenes correspondientes al mes de
diciembre fecha 18 del 2017.

2do. Muestreo.

Punto ndmero 5 Rio San Pedro,
representa las diluciones 102, 102

Método de cuadrantes para conteo UFC
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Imagenes correspondientes al mes de
diciembre fecha 18 del 2017.

2do. Muestreo.

Punto nimero 6 Rio San Pedro,
representa las diluciones 102, 102

Método de cuadrantes para conteo UFC

Imagenes correspondientes al mes de
diciembre fecha 18 del 2017.

2do. Muestreo.

Punto ndmero 7 Rio San Pedro,
representa las diluciones 102, 102

Método de cuadrantes para conteo UFC

Imagenes correspondientes al mes de
diciembre fecha 18 del 2017.

2do. Muestreo.

Punto ndmero 8 Rio San Pedro,
representa las diluciones 101, 102

Método de cuadrantes para conteo UFC

Imagenes correspondientes al mes de
diciembre fecha 18 del 2017.

2do. Muestreo.

Punto nimero 2 Rio Pita, representa las
diluciones 10, 102

Método de cuadrantes para conteo UFC
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Imégenes correspondientes al mes de
diciembre fecha 18 del 2017.

2do. Muestreo.

Punto numero 4 Rio Pita, representa las
diluciones 10, 1072

Método de cuadrantes para conteo UFC

Anexo B3: Iméagenes de las siembras de las muestras positivas de los rios (mes

Enero)

Imagen

Descripcion

Imagenes correspondientes al mes
de enero fecha 02 del 2018.

ler. Muestreo.

Punto nimero 4 Rio San Pedro,
representa las diluciones 102, 102
Método de cuadrantes para conteo

UFC.

Imagenes correspondientes al mes
de enero fecha 02 del 2018.

ler. Muestreo.

Punto nimero 6 Rio San Pedro,
representa las diluciones 10 102
Método de cuadrantes para conteo

UFC
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Iméagenes correspondientes al mes
de enero fecha 02 del 2018.

ler. Muestreo.

Punto nimero 9 Rio San Pedro,
representa las diluciones 10 102
Método de cuadrantes para conteo

UFC

Imagenes correspondientes al mes
de enero fecha 02 del 2018.

ler. Muestreo.

Punto nimero 1 Rio Pita, representa
las diluciones 10 1072

Método de cuadrantes para conteo

UFC

Imagenes correspondientes al mes
de enero fecha 02 del 2018.

ler. Muestreo.

Punto numero 2 Rio Pita, representa
las diluciones 10 102

Método de cuadrantes para conteo

UFC
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Iméagenes correspondientes al mes
de enero fecha 02 del 2018.

ler. Muestreo.

Punto nimero 3 Rio Pita, representa
las diluciones 10 107

Método de cuadrantes para conteo

UFC

Imagenes correspondientes al mes
de enero fecha 02 del 2018.

ler. Muestreo.

Punto nimero 4 Rio Pita, representa
las diluciones 10 102

Método de cuadrantes para conteo

UFC

Descripcion

Imagenes correspondientes al mes de
enero fecha 17 del 2018.

2da. Muestreo.

Punto nimero 2 Rio San Pedro,
representa las diluciones 102, 102
Método de cuadrantes para conteo

UFC.

Imagenes correspondientes al mes de

enero fecha 02 del 2018.
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2do. Muestreo.

Punto nimero 3 Rio San Pedro,
representa las diluciones 10102
Método de cuadrantes para conteo

UFC

Imagenes correspondientes al mes de
enero fecha 02 del 2018.

2do. Muestreo.

Punto nimero 5 Rio San Pedro,
representa las diluciones 10 102
Método de cuadrantes para conteo

UFC

Imagenes correspondientes al mes de
enero fecha 02 del 2018.

2do. Muestreo.

Punto nimero 6 Rio San Pedro,
representa las diluciones 10 1072
Método de cuadrantes para conteo

UFC
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Iméagenes correspondientes al mes de
enero fecha 02 del 2018. 2do.
Muestreo.

Punto nimero 7 Rio San Pedro,
representa las diluciones 10 102
Método de cuadrantes para conteo

UFC

Iméagenes correspondientes al mes de
enero fecha 02 del 2018.

2do. Muestreo.

Punto nimero 9 Rio San Pedro,
representa las diluciones 10 102
Método de cuadrantes para conteo

UFC

Imagenes correspondientes al mes de
enero fecha 02 del 2018.

2do. Muestreo.

Punto numero 2 Rio Pita, representa
las diluciones 10 102

Método de cuadrantes para conteo

UFC
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Iméagenes correspondientes al mes de
enero fecha 02 del 2018.

2do. Muestreo.

Punto niumero 3 Rio Pita, representa
las diluciones 10 1072

Método de cuadrantes para conteo

UFC

Iméagenes correspondientes al mes de
enero fecha 02 del 2018.

2do. Muestreo.

Punto nimero 4 Rio Pita, representa
las diluciones 10 1072

Método de cuadrantes para conteo

UFC
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Anexo C: Iméagenes de las tiras para analisis en R Studio

Imagen

Descripcion

Foto 7 y 8. Iméagenes correspondientes
al mes de noviembre.

ler. Muestreo.

De derecha a izquierda: muestras 1, 2,
3,4,5,6,7,8y9del rio San pedro y 4,

3,2y 1delrio Pita.

Foto 9 y 10. Imagenes correspondientes
al mes de noviembre.

2do. Muestreo.

De derecha a izquierda: muestras 1, 2,
3,4,5,6,7,8y9del rio San pedro y 4,

3,2y 1del rio Pita.

Foto 11 y 12. Iméagenes
correspondientes al mes de diciembre.
3er. Muestreo.

De izquierda a derecha: muestras 1, 2, 3
y4delrioPitay1,2,3,4,56,7,8y9

del rio San pedro
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Foto 13 y 14. Iméagenes
correspondientes al mes de diciembre.
4to. Muestreo.

De derecha a izquierda: muestras 9, 8,
7,6,5,4,3,2y1del rio San pedroy 1,

2, 3y 4 del rio Pita.

Foto 15 y 16. Iméagenes
correspondientes al mes de enero.

Sto. Muestreo.

De derecha a izquierda: muestras 9, 8,
7,6,5,4,3,1y2del rio San pedro y 1,

2, 3y 4 del rio Pita.

Foto 17 y 18. Iméagenes
correspondientes al mes de enero.

6to. Muestreo.

De derecha a izquierda: muestras 1, 2,
3,4,5,6,7,8y9del rio San pedro y 4,

3,2y 1delrio Pita.
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Anexo D: Procedimiento de laboratorio

Foto 19. Instrumentos de Siembra, Ramos-Chicaiza 2018 Foto 20. Diluciones 10, 10, Ramos-Chicaiza 2018

Foto 21. Peso Agar MacConkey, Ramos-Chicaiza 2018 Foto 22. Agar MacConkey, Ramos-Chicaiza 2018

Foto 23. Peso Agar PCA, Ramos-Chicaiza 2018 Foto 24. Agar PCA, Ramos-Chicaiza 2018
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Foto 25. Blanco Bactrim, Amoxipen-t, Ramos-Chicaiza 2018

Foto 27. Blanco sulfamidas Ramos-Chicaiza 2018
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Foto 26. diluciones de los farmacos Ramos-Chicaiza 2018

Foto 28. Blanco betalactamicos Ramos-Chicaiza 2018



Anexo E:

Composicion de los agares utilizados en el proceso de laboratorio.

Agar MacConkey, composicion:

Formula (por litro)

Composicion (g/l):

Lactosa.....c.ccovvevvieeieeiieeiee e 10,0 g Peptona (carne y caseina) ................ 309
Sales Biliares.........cccceeevvninnnnnns 1,5 g Peptona de Gelatina...................... 1709
R0jo NEULro.......cccevverecieciree 0,03 g Sodio Cloruro.........ccccevvevveiesieenenn, 500
Violeta Cristal..........ccocveeviivnenene 0,001 g AQar....cceiiieiieeee e 1359

pH final: 7,120,2 (CultiMed, 2010).

Agar PCA, composicion:

Formula (por litro)

Extracto de Levadura .........c............ 250
D (+)-Glucosa .......cccceevvevveeiiecnnnnn, 10g
Triptona......ccccveeecveeeriieeeiee e, 5,0g
AGAT i 150¢g

pH final: 7,0£0,2 (CultiMed, 2010).
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Anexo F

Anexo F1: Datos de la programacion y analisis de la muestra blanco para

determinacion de la curva de calibracion.

> summary (RO = summary (G0) = summary(B0)
Blanco_B Blanco_B Blanco_B
Min. gg  Min. g4  min. 138
1st Qu. 129 1st qu. 152 1st qQu. 179
Median 139 Median 160 median 192
Ird qu. 162  3rd qu. 180  3rd qu. 207
Max. 188  Max. 204 max. 221
NA'S 0 NA's 0 NaA's 0

Resultados de programacidn en R studio, presentando los datos estadisticos de los cuales solo se
toma el valor de la media. Elaboracion por los autores, 2018.

Anexo F2: Programacion en R Studio para analisis de Pruebas de Normalidad

t<-factor(t,labels=c( 'Nov2', 'Dicl’, 'Dic2", 'Enel’, Ene2’})
l<—factor(1,labels=c('san_Pedro”, 'Pita’"))
b<-factor(b,labels=c( 'Pos", "Neg")
s<-factor(s,labels=c("Pos", "Neg")
tabla <- data.framei(t,1,b,s,ufc)
attach(tabla)

#install.packages( 'nortest”)
Tibrary(nortest)

X.test =- shapiro.test(ufc)
print(x.test)

y.test =- cvm.test{ufc)
print(y.test)

Z.test =- ad.test(ufc)
print(z.test)

a.test =- Tillie.test{ufc)
print(a.test)

b.test =- pearson.test(ufc)
print(b.test)

Programacion en R studio, estableciendo etiquetas y las primeras pruebas de normalidad “x, y, z, a y
b”. Elaboracion por los autores, 2018.
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