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Resumen: Las actividades que se realizan en el diario vivir, como la higiene personal o
el cuidado de la salud, pueden provocar efectos negativos en el ecosistema, generando
alteraciones sobre el medio ambiente, dado que se consumen varias sustancias de
diferente origen y composicién quimica, de estas sustancias se conoce relativamente
poco con respecto al impacto que tendrd en el ambiente y en el ser humano,
sustancias que son reconocidas con el nombre de contaminantes emergentes. El presente
trabajo experimental fue desarrollado en las parroquias de Uyumbicho, Amaguana, dos
localidades ubicadas a 1km de la orilla del rio San Pedro y la parroquia de Sangolqui cerca
al rio Pita, se evalud la probable existencia de residuos de antibidticos betalactdémicos
y sulfamidas, en los 13 puntos de muestreo distribuidos de la siguiente manera: 9
en el rio San Pedro y 4 en el rio Pita, se realizaron 6 muestreos de agua, para ser
analizadas mediante la utilizacién de un kit de deteccién para antibidticos, las muestras
fueron analizadas 2 veces cada mes, por 3 meses, se proceso las imagenes con técnica
fotogramétricas y estadisticas para cuantificar los antibiéticos, de manera rdpida y
sencilla . Los resultados obtenidos son claros con un total del 41 de 78 muestras
que representa el 52% de casos positivos con presencia de residuos de antibidticos
betalactdmicos y sulfamidas en los afluentes de los rios San Pedro y Pita.

Palabras clave: Antibidticos, contaminantes emergentes, ambiente, betalactdmicos,
sulfamidas.

Abstract: The activities carried out in daily living, such as personal hygiene and health
care, they may cause negative effects on the ecosystem, generating alterations on the
environment given that consumed several substances of different origin and chemical
composition, these substances are relatively little known regarding the impact that
will have on the environment and human substances that are recognized under the
name of polluting emerging. This experimental study was developed in the parishes of
Uyumbicho, Amaguana, two towns located 1 km from the shore of the San Pedro river
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and the parish of Sangolqui near the Pita river, assessed the likely existence of residues
of beta-lactam antibiotics and sulphonamides at the 13 sampling points distributed in
the following manner: 9 in the San Pedro river and 4 in the Pita river 6 samples of water,
were taken to be analyzed using a kit of detection for antibiotics samples were tested 2
times every month, for 3 months, antibiotics were estimated by photogrammetric and
statistical analysis. The results are clear with a total of 41 of 78 samples representing
52% of positive cases with the presence of residues of beta-lactam antibiotics and
sulfonamides in the tributaries of the rivers San Pedro and Pita.

Keywords: Antibiotics, contaminants emerging, environment, beta-lactams,
sulfonamides.
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1. Introduccién

Eldeterioro en el medio ambiente es provocado por el aumento acelerado
de la poblacién, esto conlleva el aumento de produccidn, en actividades
industriales, farmacéuticas, agricolas debido a que las aguas que cada
actividad genera son vertidas directamente a los cuerpos de agua, estas
aguas no se tratan previamente, consecuentemente no se puede mitigar el
impacto que se estd generando sobre los cuerpos de agua (Elena, Ramirez
and Gutiérrez, 2017; Ramirez-Cando, Guerra and Reinoso, 2017).

El anuncio del primer antibidtico sulfamidico en 1935 inicié la
era moderna de la terapéutica antimicrobiana, caracterizada por una
enorme disminucién de la morbilidad y de la mortalidad para muchas
enfermedades infecciosas (Gimeno 2001; Reig and Toldrd 2008).
Dentro de este grupo de contaminantes, se encuentran los productos
farmacéuticos y los subproductos si bien no son considerados como
sustancias persistentes, su frecuente utilizacion y desecho los hace estar
presentes en nuestro entorno. Por consiguiente, los antibi6ticos forman
parte de los agentes farmacoldgicos utilizados de forma reiterativa, y
en otros casos usados sin ningun tipo de control, como suplemento
alimenticio o para tratar enfermedades en animales, siendo administrados
en numerosas ocasiones de forma insensata y en dosis inadecuadas
(Talero, Medina, and Rozo 2014).

El derecho de todo ciudadano a vivir en un ambiente sano y
ecolégicamente equilibrado, libre de contaminacién (CIJUL 2013;
Mityés etal. 2018; Ramirez-Cando, Guerra, and Reinoso 2017), 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. El fin de este trabajo
es identificar, analizar, detectar y cuantificar los tipos de antibidticos y
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sus derivados que se encuentren presentes en los rios San Pedro y Pita
considerados como contaminantes emergentes, de esta manera, poder
generar datos que nos faciliten analizar el comportamiento de estos
antibiéticos y determinar ademds niveles de afeccién tanto a la salud
humana como al entorno en si, analizaremos este proceso mediante
muestreos in situ y procesos controlados en un laboratorio, para un
andlisis posterior a los resultados y tener una idea clara del efecto de los
antibiéticos en el medio ambiente. Una de las caracteristicas importantes
que posee este grupo de contaminantes para causar un efecto negativo
en la naturaleza, es que no necesariamente 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 generado conlleva a la presencia permanente en
el medio ambiente. (Barcelé 2003; Guevara and Ramirez-Cando 2015;
Ramirez-Cando et al. 2017). En los rios San Pedro y Pita se estudian
y analizan especificamente los siguientes contaminantes emergentes
(antibiéticos): Betalactamicos, Tetraciclinas, Sulfamidas (Barcel6 2003).

Los antibi6ticos son sustancias originados de distintos tipos de especies
de microorganismos, como bacterias, hongos o actinomicetos, incluyendo
ciertas especies de insectos y plantas; los cuales logran intervenir en el
desarrollo de otros microorganismos e incluso pueden llegar a eliminarlos
(Volfredo 2010), estédn constituidos por moléculas orginicas, lo que nos
revela que su mecanismo de degradacion al cual esta expuesto en el medio
ambiente son igual a cualquier compuesto orgénico, 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). Se tiene que el tiempo estimado para la biodegradacién de
los antibiéticos en el medio ambiente es de meses o anos, dependiendo
de las condiciones en las que se encuentre: cantidad de oxigeno, la
disponibilidad de luz, el suministro de agua (Ferrer and Thurman 2012;
Alvarez-Mendoza, Teodoro, and Ramirez-Cando 2019). Considerando
lo expuesto, la detecciéon y cuantificacién de dichos compuestos en
cuerpos de agua se convierte cada dia en una necesidad para la toma de
decisiones y regulaciones al respecto.

2. Materiales y Métodos
2.1 Area de Estudio

Deteccidn de antibidticos en aguas de los rios san pedroy pita, ubicados en
la provincia de Pichincha, en parroquias como Uyumbicho en el cantén
Mejia y Amaguana y Sangolqui en el cantén Ruminahui, por las cuales
atraviesan los rios en estudio como se ve en la Figura 1.
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Figura 1:

Localizacién del proyecto desde la parroquia de Uyumbicho, Amaguana y Sangolqui

Uyumbicho

La parroquia de Uyumbicho ubicada al norte del cantén Mejiaa23 Km
del centro de la ciudad de Quito, y a 1 Km de la orilla izquierda del rio
San Pedro. Entre los 2600 y los 4600 m.s.n.m., posee un clima templado
htimedo, con una temperatura promedio de 12 °C a 27 °C. (Gobierno
Auténomo Descentralizado Parroquial rural de Uyumbicho 2014 - 2019
2015).

AMAGUANA

La parroquia de Amaguana pertenece al Distrito Metropolitano de
Quito ubicada al norte del Cantén Mejia, y el rio San Pedro atraviesa la
parroquia. Entre los 1740 y los 4120 m.s.n.m., posee un clima templado
con una temperatura promedio de 17 °Cy 18 °C. (Amaguana 2013).

SANGOLQUI

La parroquia de Sangolqui estd ubicada en el valle de los chillos, es la
capital del cantén Rumifiahui y forma parte de la hoya de Guayllabamba
yse encuentraa 1 Km dela orilla derecha del Rio Pita. Entre los 2415 y los
2512 m.s.n.m., posee un clima templado, con una temperatura promedio
de 16 °C y 23 °C. (Gobierno Auténomo Descentralizado del Cantén
Rumifahui 2014).

2.2 Obtencion de la muestra

En este proceso utilizamos un equipo especializado para georreferenciar
los puntos de muestreo, este equipo se denomina GPS, nos sirve para
poder ubicar en un mapa, los puntos de referencia para cada uno de los
rios, es asi que se pudo obtener las coordenadas y mapas de ubicacion para
los puntos de muestreo del rio Pita y San Pedro:
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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 andlisis, esto realizado con laayuda de equipos como el pH-
metro (FiveGo™, Metter Toledo) y un kit (AuroFlow™ BTS Combo
Strip Test Kit” de marca BIOO Scientific).

2.3 Andlisis en campo

El trabajo de campo se realizd, siguiendo los pasos tanto para la
recoleccién de las muestras segin la NTE INEN 2117:2013 sobre el agua,
calidad del agua, muestreo manejo y conservacién de muestras (NTE
INEM 2117 2013); como para el andlisis de dichas muestras a través
del kit “AuroFlowTM BTS Combo Strip Test Kit” de marca BIOO
Scientific (Scientific 2018), que es un kit de andlisis e identificacién de
antibioticos. Para cada punto de muestreo se realiz6 la medicion de pH,
conductividad y temperatura con el pH-metro el instrumento portétil
pH-metro FiveGoTM sirve para la medicién de pH, conductividad (mS)
y temperatura (°C), este equipo cumple con las normativas de seguridad
reconocidas (Toledo 2017) v, la identificacién de antibidticos con las
tiras de lectura para la comparacién de resultados con la gufa del kit
AuroFlowTM, los informes de validacién estdn disponibles y muestran
la eficacia de las pruebas tanto a temperatura ambiente como en otras
condiciones (Scientific 2018),el protocolo o proceso rapido y simplificado
del uso del kit se puede ver a continuacién:

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

e Incubar la mezcla durante 3 minutos a temperatura ambiente.

e Agregue la varilla o tira medidora al recipiente de reaccién.

e Incubar la mezcla durante 4 minutos a temperatura ambiente.

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

2.4 Andlisis de laboratorio

Las muestras fueron almacenadas y refrigeradas durante una semana,
como primer paso se preparan materiales para la elaboracién del medio
de cultivo, para nuestro proyecto se ocupé Agar nutritivo, tanto el
MacConkey como el PCA (ambos de marca DIFCO BBL Microbiology,
en presentacién de 500 gramos), que son medios universales para la
determinacion de microorganismos y bastante utiles parala identificaciéon
de UFC (Unidades formadoras de colonias), se preparé 500 ml de cada
tipo de agar siguiendo los procedimientos de preparacién.

92



Lenin Javier Ramirez-Cando, et al. Deteccidn de antibidticos betalactamicos, tetraciclinas y sulfamidas como contaminantes emergentes en los...
2.4.1 Preparacion del Agar

La preparacion del medio de cultivo consiste en pesar la cantidad deseada
del mismo y disolverla en agua destilada siguiendo las instrucciones del
fabricante segun la etiqueta proporcionada en el envase del producto.
Esta mezcla después de ser preparada se esteriliza en el autoclave, una vez
finalizada la esterilizacidn, los medios se dejardn enfriar a temperatura
ambiente, evitando su solidificacién, 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.

2.4.2 Preparacion de las muestras para siembra

Una vez esterilizados los materiales: cajas Petri, pipetas y tubos de ensayo;
se toman las cajas Petri, y se vierte el medio fundido y estéril dentro
de ellas, en un ambiente aséptico, lo recomendable es que esté en la
proximidad de la llama de un mechero Bunsen, aproximadamente en un
radio de 20 a 30 cm dependiendo la intensidad y el color de la flama.
(APHA 1970) o Agar PCA (Plate count agar). Se sacan las muestras de
la refrigeracién y se las mantiene en condiciones ambientales para que
se acondicionen a la temperatura normal, una vez acondicionadas estas
muestras se tomd 1 ml. de cada una de las botellas para la respectiva
siembra, una vez colocada la alicuota se vierte el agar en cada una de
las cajas Petri, considerando que para el proceso se realizaron diluciones
10-1y 10-2 que ayudaran a reducir la concentracién de microorganismos.
(APHA 1970) o Agar PCA. Después de colocar determinada cantidad de
muestra, se selecciond el agar MacConkey y PCA para cada dilucién 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 cada una
de las diluciones en cada una de las cajas Petri etiquetadas, este mililitro
se lo esparce en toda la caja después de esto, en un ambiente estéril, se
vierte el agar con una temperatura maxima de 40°C. Se realizé el proceso
utilizando 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 a partir de eso usamos 28 cajas Petri, contando
con un blanco para diferenciar las demds muestras. Una vez preparadas
y finalizado el proceso de siembra, las cajas Petri son ingresadas 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. Estdndar (APHA 1970) o Agar PCA.

2.5 Preparacion de las Curvas de Calibracién

Para las curvas de calibracién, comenzamos nuestro analisis considerando
el blanco que hace referencia a agua sin presencia de antibidticos.
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2.5.1 Elaboracion de Curvas de Calibracion

La curva de calibracién se mide en funcién de la concentracién de
un analito. La calibracién incluye la seleccién de un modelo para
valorar pardmetros que permitan comprobar la linealidad de esa curva
y, como resultado, la capacidad de un método analitico para obtener
resultados que sean proporcionales a la concentracién de un compuesto
en dicha muestra, dentro de un determinado intervalo de trabajo. En el
procedimiento se compara una propiedad del analito con la de estdndares
de concentracién conocida del mismo analito (o de algin otro con
propiedades muy similares a éste) (Dosal & Villanueva, 2008). La fase de
calibracién analitica se realiza mediante un modelo de linea recta radica
en hallar la recta de calibrado que mejor se ajuste a una cantidad de
“n” puntos experimentales, donde cada punto se encuentra definido por
unavariable “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 o cualquiera de sus formas linealizadas (Dosal & Villanueva,
2008).

2.5.2 Preparacion de la curva de calibracion.

El blanco nos servird para comparar con los demas resultados y para
esto se necesitd muestras puras tanto para (-lactimicos como para
sulfamidas. Se tom¢ un gramo de cada uno, en este proceso se formaron
6 muestras de cada antibidtico, un blanco (concentracién 0) y una
solucién patrén de 1g de antibidtico por cada 100 mL, de aqui se partié
para preparar 5 diluciones: 10, 102 1073, 10 y 107, para evaluar y
reconocer las diferentes concentraciones todo este proceso con ayuda
del kit AuroFlow™. Se empled una técnica de andlisis de imagenes
raster que nos proporciona el programa informético R Studio (RStudio
2016), mediante el cual se puede relacionar las bandas con la cantidad de
antibiético existente, las bandas usadas son: Roja, Verde y Azul, en inglés
RGB (Red-Green-Blue). Se debe considerar para dicha evaluacién tomar
imagenes precisas de las tiras de medicién del kit, a una misma distancia
(altura), a una exposicién de luz igual para todas las tiras y evitando las
sombras en las mismas, ya que cualquier tipo de error dentro de este
proceso, altera significativamente el valor de las bandas al pasar por el
andlisis informatico (Alvarez-Mendoza et al. 2018). Una vez tomadas las
imagenes correspondientes al blanco se analizan todas las tiras obtenidas
de la toma de muestras que son 78 tiras de esta forma se realiza la curva de
calibracién (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
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al origen, la pendiente y el coeficiente de determinacién (R*) y el analisis
de residuos del modelo (Dosal and Villanueva 2008).

3. Resultados
3.1 Campo y muestreo

Los resultados obtenidos a lo largo de los muestreos correspondientes,
para las fechas indicadas, a la informacidn recolectada en la tabla 1 para
la ubicacion geogréfica.

COORDENADAS

PUNTOS RIO X Y
1 SAN PEDRO 776320,179 9957033,03
2 SAN PEDRO 776459837 9957513,84
3 SANPEDRO 777471,527 995880998
1 SAN PEDRO 777999.499 99588722
5 SAN PEDRO 781362462 996068891
6 SAN PEDRO 782648,687 9962947 4
7 SAN PEDRO 782899269 996421135
8 SANPEDRO 7833909 9965736,51
9 SAN PEDRO  782436.11 9966660,18
1 PITA 782436.11 9966660,18
2 PITA 783049537 9966952,45
3 PITA 784595582 9965756,81
4 PITA 787187462 9963561,93

Tabla 1.

Ubicacién de los puntos de muestreo

La informacidén levantada a partir de la distribucion espacial de los
puntos de muestreo es indicando por las variables de estado como
pH, temperatura y conductividad, ademas de indicar la presencia de
antibidticos en las diferentes muestras (tabla 2):
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Fecha Punios Rio pH  Conductividad Temperatura  Betalaclamicos  Sullamidas

7 SANPEDRO 843 76.67 57 | |

3 SANPEDRO &5 80 18.45 0 |

1 SANPEDRO 847 TR67 20,05 0 |

& SANPEDRO 8§ 53 2 | |

Tz 7 SANPEDRO 837 %R 19,89 I 0
§  SANPEDRO 536 73 23,55 0 |

G SANPEDRO 8.0 31 75 0 |

3 PITA 351 467 35 | |

3 SANPEDRO 83 76,33 1755 | o

§  SANPEDRO &.13 &7 16,75 I i

2112017 3 PITA T4 w6 98 | o
3 PITA 51 .13 725 I i

1 PITA 335 7353 16.85 I o

[ SANPEDRO 701 5467 15.95 | o

3 SANPEDRO 7.3 81,67 7.6 | o

4122017 6  SANPEDRO 7.36 35,67 01 i |
3 FITA 7.14 pIkE! 73,05 | |

T PITA 7.83 60,67 187 | |

[ SANPEDRO 784 80,67 6.8 | o

S SANPEDRO 796 57.67 1705 I 0

6 SANPEDRO 771 I3 713 | o

18122017 — 7 SANPEDRO 773 67 190 | 0
§  SANPEDRO 771 I3 035 I o

7 PITA 718 pEY FER | 0

1 PITA 761 ag 095 I o

T SANPEDRO 772 FRE 16,35 | i

6 SANFEDRO 742 3 N | o

9 SANPEDRO 748 0,67 17.8 | o

172018 ] FITA 747 0 16,05 | 0
3 PITA 732 3167 17.15 | o

3 FITA 736 333 165 | o

T PITA 736 3.3 17 | o

3 SANPEDRO 700 0,67 16,45 | o

T SANPEDRO 730 S 193 | 0

S SANPEDRO 7.4 &7 173 | o

5 SANPEDRO 736 3 9.1 | I

1712018 7 SANPEDRO 702 5 153 | o
T SANPEDRO 757 ) 5 | I

7 PITA 74 67 1555 I o

3 PITA 769 ) E | I

T PITA T34 ) 315 I o

Tabla 2.

Tabla de datos a lo largo de las fechas de muestreo, se presentan los puntos que tuvieron presencia

de antibidticos, dando un valor positivo (1) y un valor negativo (0) a la presencia de los mismos.

Evidencidndose en la Tabla 2 que, la presencia de antibidticos con
base de betalactidmicos es mayor que la presencia de antibiéticos con
base de sulfamidas en una relacién de al menos 2:1; los valores de pH se
mantienen en un rango de 7,14 a 8,51, la temperatura se mantiene entre
14,15°C 226,45 °C y la conductividad en un rango de 13,67 mS a 82,00

mS.
3.2 Pruebas microbioldgicas

Una vez obtenidas las muestras y la presencia o no de antibidticos
en las mismas, de la siembra de estas muestras en medios de cultivos,
tanto Agar MacConkey y Agar PCA, por métodos ya especificados
anteriormente, se obtuvieron los siguientes resultados, tomando en
cuenta que se realizaron diluciones para todas las muestras, debido a
que se debia reducir la concentracién de microorganismos para poder
identificar las colonias posteriormente, contando ademds que s6lo se
presentan las muestras positivas, presentando tnicamente el valor de las
UFC (Unidades formadoras de colonias) una vez utilizado el respectivo
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factor de conversiodn, se agrega también que se elimind el dato del primer
muestreo debido a que su concentracién arrojaba resultados incontables,
como se observa en la Tabla 3:

Fecha Puntos Rio TOTAL (UFC/ml) Fecha Puntos Rio TOTAL (UFC/ml)

3 SAN PEDRO 25400 1 SAN PEDRO 14000
B SAN PEDRO 44100 2 SAN PEDRO 29300

22 de noviembre 2017 2 PITA G950 3 SAN PEDRO 25000
3 PITA 38450 4 SAN PEDRO 24500
4 PITA 24300 5 SAN PEDRO 25000
2 SAN PEDRO 1700 3 SAN PEDRO 34900
3 SAN PEDRO 400 2 de enero 2018 7 SAN PEDRO 72000
4 SAN PEDRO 500 8 SAN PEDRO 25700
5 SAN PEDRO 250 9 SAN PEDRO 24100
[ SAN PEDRO 500 1 PITA 27000

4 de noviemhbre 2017 7 SAN PEDRO 350 2 PITA 33000
B SAN PEDRO 100 3 PITA 12000
9 SAN PEDRO 300 4 PITA 2400
2 PITA 3350 1 SAN PEDRO 1000
3 PITA 200 2 SAN PEDRO 3000
4 PITA 300 3 SAN PEDRO SO00
1 SAN PEDRO 14350 4 SAN PEDRO ET00
2 SAN PEDRO 16500 5 SAN PEDRO 5900
3 SAN PEDRO 7000 3 SAN PEDRO 18300
4 SAN PEDRO 16950 17 de enero 2018 7 SAN PEDRO 13950
5 SAN PEDRO 1 8 SAN PEDRO 18500
[ SAN PEDRO 2 El SAN PEDRO 9300

18 de diciembre 2017 7 SAN PEDRO 17600 1 PITA 14650
B SAN PEDRO 22000 2 PITA 28500
9 SAN PEDRO 37600 3 PITA 4450
1 PITA 14700 4 PITA 4000
2 PITA 14500
3 PITA 16000
4 PITA 12000

Tabla 3.

Representacion de los valores totales de UFC para cada una de las muestras,
en cada una de las fechas de muestreo, realizadas por conteo en cuadrantes.

3.3 Curvas de Calibracion

En el proceso también se consideré al blanco, gracias a las tiras indicadoras
de presencia de antibiéticos, la cual nos permitié determinar mediante
programacién y deteccién de bandas correspondientes a los colores rojos,
verde y azul, las curvas de calibracién que nos ayudarfan a estimar la
concentraciéon de cada antibidtico hallado, en este caso de betalactdmicos
y sulfamidas, dando como resultado las siguientes tablas:

Para Betalactdmicos:

Rojo Verde Azul
Media | Concentracion | Media | Concentracion | Media | Concentracion

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

Tabla 4.

Bandas: roja, verde y azul para betalactdmicos con sus respectivas concentraciones en mg/mL.

Para Sulfamidas:
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Media
124
136
117
148
170
103
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Rojo Verde Azul
Concentracion | Media | Concentracion | Media | Concentracion
10 107 10 169 10
1 132 1 174 1
0.1 141 0,1 160 0.1
0,01 151 0,01 172 0,01
0,001 157 0,001 165 0,001
0,0001 170 0,0001 118 0,0001

Tablas.

Bandas: roja, verde y azul para sulfamidas con sus respectivas concentraciones en mg/mlL.

12

Concentracion (mg/ml)

Determinando de esta manera que para el cdlculo de antibidticos con
base de betalactdmicos se ocupara la banda roja (Tabla 4), ya que esta
presenta una correlacion que satisface el proceso, mientras que, para
las muestras de antibidticos con base de sulfamida, se ocupard la banda
verde (Tabla 5). Con estos datos se programd y disefiaron las respectivas
curvas de calibracidn, que posteriormente nos servirdn para el célculo de
concentraciones de antibidticos de cada muestra, asi:

Curva de calibracion Betalactamico (Banda Roja)

i by = TE+OGe- 1%
. R? =0,9648

1 1 T T I INNY  SETTS BIPpRP .
20 100 110 120 130 130 150 160 170 180

Media de banda

Figura 2.

Curva de calibracién para betalactimicos con los datos analizados de las imdgenes del blanco.

Con su respectiva ecuacion:
Considerando que valores de “R2” mayores a 0,9 o lo mas cercano a 1,
son valores acogidos como validos (Cristina and Lorenzo 2005).
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Curva de calibracién Sulfamida (Banda Verde)

12

y = 2E+1 D091

10 o R*=10,9484
— B
E
]
E s
= )
-8 [
u i
i 3
£ 4
al
g
=
=1
]

o
i) 1 1 '"""“"'"“'------O-u-----m-----+-9.+,+m--4;|"+-<7-+.<.“--,m-mo 1
T) 110 120 130 180 150 160 170 180
l "
Media de banda
Figura 3.

Curva de calibracion para sulfamidas con los datos analizados de las imagenes del blanco.

Con su respectiva ecuacion:

Considerando el andlisis de residuos donde se observé su distribucién
normal y cumpliendo con la condicién homocesticidad (prueba de
White) se continuo con el calculo de las concentraciones de antibiéticos
gracias a las ecuaciones elaboradas a partir de la Figura 2 y Figura 3, con
sus respectivos valores de R* mis cercanos a la veracidad (Olea 2016),
para cada muestra de la misma manera en que se realizé con la muestra
blanco, eliminado de igual manera los resultados negativos, presentando
asi la Tabla 6 como resultado del cilculo.
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Concentracion (mg'mL)

Fecha Puntos Rio R G B Presencia B
eta Sulfa
2 SANPEDRO 174 175 184 Beta, Sulfa 2,19E-04 6.09E-05
3 SANPEDRO 173 174 185 Sulfa - 7.37E-05
4 SANPEDRO 175 176 185 Sulfa - 3.03E-05
2112017 6 SANPEDRO 170 172 182 Beta, Sulfa 3.83E-04 -
7 SANPEDRO 172 174 183 Beta 2.90E-04 -
8 SANPEDRO 165 170 170 Sulfa - 1.58E-04
v SANPEDRO 157 164 176 Sulfa - 1,66E-04
12 PITA 145 149 156 Beta, Sulfa 1.24E-02 8,7T4E-03
3 SANPEDRO 176 176 186 Beta 1,66E-04 -
8 SANPEDRO 159 162 176 Beta 1,77E-03 -
2001172017 11 PITA 160 162 170 Beta 1,54E-03 -
12 PITA 158 158 169 Beta 2,03E-03 -
13 PITA 159 160 170 Beta 1,77E-03 -
1 SANPEDRO 170 171 183 Beta 3,83E-04 -
2 SANPEDRO 172 170 182 Beta 2,90E-04 -
412,217 6 SANPEDRO 172 168 180 Sulfa - 2.32E-04
11 PITA 173 171 184 Beta, Sulfa 2.52E-04 1.31E-04
13 PITA 172 171 183 Beta, Sulfa 290E-04 1.31E-04
1 SANPEDRO 154 159 173 Beta 3.54E-03 -
5 SANPEDRO 166 167 181 Beta 6.67E-04 -
6 SANPEDRO 167 168 181 Beta 5.81E-04 -
18/12/2017 7 SANPEDRO 162 162 179 Beta 1.16E-03 -
8 SANPEDRO 170 170 182 Beta 3.83E-04 -
11 PITA 169 170 185 Beta 4 40E-04 -
13 PITA 168 170 184 Beta 5.05E-04 -
6 SANPEDRO 176 177 191 Beta 1.66E-04 -
9 SANPEDRO 170 176 188 Beta 3,83E-04 -
2172018 10 PITA 163 168 180 Beta 1.0IE-03 -
I1 PITA 16T 167 179 Beta 1.34E-03 -
12 PITA 154 162 176 Beta 3,54E-03 -
13 PITA 147 156 171 Beta 9.36E-03 -
2 SANPEDRO 171 171 182 Beta 3,33E-04 -
3 SANPEDRO 172 172 183 Beta 2.90E-04 -
5 SANPEDRO 169 171 183 Beta 4 40E-04 -
6 SANPEDRO 167 170 182 Beta, Sulfa 5.81E-04 1.58E-04
17/1/2018 7 SANPEDRO 160 165 178 Beta 1.54E-03 -
9 SANPEDRO 153 160 174 Beta, Sulfa 4.06E-03 1.07E-03
11 PITA 170 175 186 Beta 3.83E-04 -
12 PITA 175 177 188 Beta, Sulfa  1.91E-04 4.16E-03
13 PITA 175 177 188 Beta 1.01E-04 -
Tabla 6.

Concentraciones de las muestras positivas tanto con antibiético

betalactdmico como con antibidtico sulfamida. Donde, banda roja R,

banda verde G, banda azul B, betalactamicos “Beta” y sulfamidas “Sulfa”.

Tomar en cuenta que son 13 muestras en total a lo largo de los rios en
estudio, estos resultados servirdn de gran ayuda para su andlisis posterior
en mapas ilustrativos de la situacion de los antibiéticos y la relacion de
estas concentraciones con otras variables consideradas dentro del estudio.

3.4 Mapas de Estudio de Resultados

Con los datos calculados anteriormente podemos desarrollar mapas q
nos ayudarian a entender la ubicacién de los puntos y sus determinadas
caracteristicas tanto como valoracién de los mismos e incluso se presenta
la dispersién de los antibidticos alrededor de la zona de estudio, quedando
de esta manera:
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Temperatura [*C)

s High : 21 0034

Figura 4.

Mapas ilustrativos acerca de las condiciones en las que se presentd el estudio donde: a)
Condicién del pH en la zona, b) Condicién de la conductividad en la zona, ¢) Condicién
de la temperatura (presentado con isotermas) de la zona, d) Dispersion del antibidtico
betalactdmico en la zonay ¢) Dispersion del antibiético sulfamida en la zona (Arcgis 2016).

Porlo tanto, a partir dela Figura 4, dichos graficos ayudan a determinar:
lavariacién de pH en lazonava desde el valor de 7,14 a 8,51 considerando
que el agua de los rios se mantiene en un nivel neutro a basico, la
conductividad se estimé en un rango de 13,67 mS a 82,00 mS, teniendo
valores mds altos en sectores aledanos al rio Pita, con respecto a la
temperatura se tiene una variacién entre 14,15°C y 26,45°C. Con
respecto a los antibiéticos encontrados, hablando de los betalactdmicos,
este tiene mayor concentracién en los puntos 7 del rio San Pedro y 4 del rio
Pita, con valores de concentraciones entre y . Mientras que en lo referente
a las sulfamidas se considerd que el punto més alto de concentracién del
mismo fue el punto 3 del rio Pita, con valores entre y

101



La Granja, 2019, vol. 30, num. 2, Septiembre-Febrero, ISSN: 1390-3799 / 1390-8596
4. Discusion

Una vez analizados los resultados de cada uno de los rios notamos, que
en relacién a condiciones ambientales como el pH y la temperatura;
ambos rios presentaron condiciones similares, a pesar de que, con
la conductividad hay una diferencia de 26,03 mS, siendo mayor la
conductividad del rio Pita. Los resultados demostraron que existen
antibiéticos en el agua de los rios San Pedro y Pita, los resultados
obtenidos son similares a los valores de 36,5 y 50%, reportados por
otros investigadores en la deteccién de betalactimicos en leche cruda
y pasteurizada (Khaskheli, Malik, Arain, Soomro, & Arain, 2008)
relacionada con la cercania de estas industrias a la zona de muestreo.
La presencia de industrias aledafas a los rios, que tienen como efluente
el cauce del rio, contribuyen a la contaminacién de los rios, ademds de
que existen zonas en las que hay actividad agricola y demds actividades
agroindustriales, sin despreciar la existencia de efluentes domésticos y
como una importante fraccién de firmacos que 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
a las aguas residuales (Elorriaga, Carriquiriborde, & Ronco, 2012).
Estudios sobre el consumo de farmacos en los paises de la UE, cifra
estos antibidticos en toneladas por ano, y muchos de los més usados,
entre ellos los antibidticos, se emplean en cantidades similares a las
de los pesticidas (L. D. Barcelé & Lépez, 2012; Jones, Voulvoulis, &
Lester, 2010). Entre los firmacos més usados u ocupados en medicina,
destacan los antibidticos, como la amoxicilina y el sulfametoxazol, y
entre los antibiéticos con mayor reporte en los cuerpos de agua estin
las tetraciclinas (Dang, Zhang, Song, Chang, & Yang, 2007), como se
han identificado también, omitiendo el hecho que no hubo presencia de
tetraciclinas en los muestreos del estudio realizado. A partir del andlisis
de varianza y las curvas de calibracién, se comprueba que los resultados
obtenidos sefalan que el porcentaje de recuperacién, es de un 96%. El

coeficiente de correlacién (R?) de la curva de calibrado es 0,9946 y el
coeficiente de variacién 1,86% (Aguilera, Herrera, and Ponce 2010). Para
nuestro caso, fue un valor del coeficiente de correlacién (R*) dela 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 andlisis. Para la mayoria de las pruebas con microorganismos
sensibles, el betalactimico se comporta como bactericida porque la
concentracién bactericida minima (CBM), o la concentracién minima de
antimicrobiano elimino 1 99,9% de los microorganismos viables (Taroco,
Seija, and Vignoli 2008). 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 betalactimicos 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 méxima concentracién de alrededor de 2,8 ug/l

(Kim and Aga 2007; Kim et al. 2007; Morse and Jackson 2003). Mientras
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que el analisis del agua del rio Sena en Francia, debido a que analizan
los antibidticos en estudio y a su relacién con las actividades humanas
como agricultura e industrial se tomé en cuenta para la comparacién,
presentando antibidticos en concentraciones que alcanzan 544 ng/l. En
condiciones de pH de 7 y temperatura de 4°C (Tamtam et al. 2008).
Valores que para la comparacién con nuestro estudio serfan de: mg/L de
betalactdmicos y mg/L y, los valores de los resultados de los muestreos
son de: mg/L de betalactdmicos y 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 (Morse and Jackson 2003; Kim
et al. 2007), mientras que para nuestra investigacion se ocupé 1 ml de
muestra. No existe un ensayo estandarizado para evaluar la susceptibilidad

o resistencia de las bacterias del medio ambiente (Esiobu, Armenta, & Ike,
2013).

5. Conclusiones

El estudio realizado en las parroquias de Uyumbicho — Amaguana —
Sangolqui, nos indica que existe un problema de contaminacién por
materia organica y otros desechos, especialmente en las zonas donde
existen centros poblados como Amaguana, 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 orgénica, debido a su crecimiento en los medios de cultivo
que determinan dicha afirmacién. 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 se
presentd ningun resultado, desprecidndose asi los célculos segin los
resultados que se obtuvieron del kit. En los tres meses de muestreo se
recolectaron y se analizaron las muestras de agua de los rios, en la que
existié 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.
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