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RESUMEN

Se determind el nivel de riesgo bioldgico en el aire del Relleno Sanitario del
Gobierno Autonomo Descentralizado Municipal de Riobamba (GADM Riobamba).
El muestreo se realizo durante 20 dias, de lunes a viernes en dos horarios: 10:00 y
15:00, en las dos zonas del Relleno Sanitario, area de desechos hospitalarios y area
de desechos comunes. El aire se tomd con jeringuillas de 20 cm® y se depositd en el
caldo de cultivo Infusion Cerebro-Corazon, se realizé 50 aspiraciones por cada una
de las muestras. Estas muestras se incubaron a 37°C durante 48 horas para obtener
un crecimiento optimo de las bacterias, con lo cual se sembré en dos medios de
cultivo diferentes, siendo Tripteina Soya Agar y Agar MacConkey, en donde se
evalué el crecimiento bacteriano obteniendo 103 colonias morfoldgicamente
diferentes. Por medio de las pruebas bioguimicas IMViC se determinaron bacterias
patdbgenas gramnegativas pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae
(enterobacterias) y grampositivas causantes de multiples infecciones y enfermedades
en el ser humano por el contacto con ellas. Se encontré 12 géneros diferentes de
bacterias aisladas de los medios de cultivos: Shigella, Enterococcus, Enterobacter,
Pantoea, Hafnia, Salmonella, Citrobacter, Staphylococcus, Escherichia, Klebsiella,
Proteus y Providencia, muchas de las cuales son causantes de enfermedades
gastrointestinales a los seres vivos considerandose peligroso el sitio de trabajo en el

cual existen estas bacterias.

Palabras clave: riesgo biologico, Relleno Sanitario, Gobierno Auténomo
Descentralizado Municipal de Riobamba, bacterias patdgenas gramnegativas,

contaminacién ambiental.



ABSTRACT

The level of biological risk in the air of the Landfill of the Riobamba Municipal
Decentralized Autonomous Government (GADM Riobamba) was determined. The
sampling was realized during 20 days, from Monday to Friday in two schedules:
10:00 and 15:00, and in the two areas of the Sanitary Landfill: hospital waste area
and common waste area. The air was taken with syringes of 20 cm?® and it was
deposited in infusion brain- heart, 50 aspirations were made for each sample. These
samples were incubated at 37°C during 48 hours to obtain optimal growth of the
bacterias, which was planted in two different culture media, being Triptein Soya
Agar and MacConkey Agar, where bacterial growth was evaluated obtaining 103
colonies morphologically different. Trough IMViC biochemical tests, pathogenic
gramnegative bacteria belonging to the family Enterobacteriaceae (enterobacteria)
and grampositive bacteria that cause multiple infections and diseases in humans due
to contact with them. We found 12 different genera of bacteria isolated from the
culture media: Shigella, Enterococcus, Enterobacter, Pantoea, Hafnia, Salmonella,
Citrobacter, Staphylococcus, Escherichia, Klebsiella, Proteus and Providencia,
many of them are causative of gastrointestinal diseases to humans considering the

work place damage in which there is many these kind of bacteria.

Keywords: biological risk, Sanitary Landfill, Municipal Decentralized Autonomous
Government of Riobamba, pathogenic gramnegative bacteria, environmental

pollution.
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CAPITULOI

EL PROBLEMA

1.1. TEMA DE INVESTIGACION

“DETERMINACION DEL NIVEL DE RIESGO BIOLOGICO EN EL AIRE DEL
RELLENO SANITARIO DEL GOBIERNO AUTONOMO DESCENTRALIZADO
MUNICIPAL DE RIOBAMBA (GADM RIOBAMBA)”

1.2. JUSTIFICACION

El articulo 1 de la Ley de Prevencion y Control de la Contaminacion Ambiental
prohibe expeler hacia la atmosfera o descargar en ella, sin sujetarse a las
correspondientes normas técnicas y regulaciones, contaminantes que, a juicio de los
Ministerios de Salud y del Ambiente, en sus respectivas areas de competencia,
puedan perjudicar la salud y vida humana, la flora, la fauna y los recursos o bienes

del estado o de particulares o constituir una molestia (MAE, 2010).

En el Ecuador como en otros paises del mundo, la contaminacién ambiental esta
asociada con la extraccion y transformacion de los recursos naturales; ademas de
otros factores antropogénicos, como actividades industriales, comerciales,
agropecuarias, trafico vehicular y residuos sélidos. Los esfuerzos para controlar la
contaminacion del aire constituyen una preocupacion ambiental de caracter mundial;
organismos internacionales como la OMS, OPS, a partir de los afios 1957 (OMS) y
1965 (OPS), vienen desarrollando programas de investigacion, con el objeto de
colaborar con los gobiernos miembros en el desarrollo de politicas adecuadas de
control, a fin de reducir la contaminacion del aire a través de técnicas de control y

manejo general de la calidad del aire (Castro, 2009).

Debido a la acumulacion diaria de basura en el Relleno Sanitario de Porlon, ubicado
en el sector Cerro Negro, al sur de la ciudad de Riobamba, se debe tener en cuenta el
bienestar de sus habitantes, los cuales resultan ser vulnerables a los microorganismos

patdgenos presentes en el aire de la zona de estudio (Jimenez, 2012). Estos



microorganismos son expulsados por medio de chimeneas que comunican el interior
del relleno sanitario con el exterior, es decir el medio ambiente; estas chimeneas se
utilizan para expulsar gas metano y otros diferentes gases que se producen debido a
la descomposicion anaerobia de desechos (Andache & Castillo, 2016). Las
particulas o microorganismos suspendidos en el aire del relleno sanitario son
facilmente inhalables por el ser humano, provocando enfermedades en el personal

que labora en el lugar.

Los aerosoles bioldgicos son particulas microscopicas que se encuentran suspendidas
en el aire, siendo de origen natural o antropogénico los cuales pueden afectar la salud
del ser humano, ocasionando principalmente alergias, toxicidad o infecciones
(Pereira, Jiménez, De La Cruz, & Caicedo, 2009).

Las normas basicas de prevencion establecen como prioridad para reducir la emision
de aerosoles bioldgicos, la eliminacion de focos emisores o la minimizacion de la
generacion de aerosoles. En los casos en que no sea posible su eliminacion, los
posibles receptores deben ser alejados del foco emisor, mediante el aislamiento de
éstos en recintos cerrados, equipados con sistemas de extraccion de aire y dotar a los
operarios de la planta o industria con equipos de proteccion individual (Pereira et
al., 2009).

Este estudio permitird conocer la calidad del aire en el relleno sanitario de Riobamba,
permitiendo asi identificar con mayor seguridad los factores de riesgo en la salud de

los trabajadores de este sitio.

Se precautelara la salud de los trabajadores debido a que en el transporte, descarga,
cobertura de residuos solidos en los rellenos sanitarios se generan aerosoles

bioldgicos los cuales perjudicarian la salud de estas personas.

1.3. OBJETIVOS
1.3.1. Objetivo General

e Determinar el nivel de riesgo biologico en el aire del relleno sanitario del
Gobierno Auténomo Descentralizado Municipal de Riobamba (GADM
Riobamba).



1.3.2. Objetivos Especificos

e Realizar la toma de muestras aerobioldgicas en las zonas establecidas del
Relleno Sanitario del GAD Municipal de Riobamba para la determinacion de
la cantidad de UFC/mI mediante una curva de McFarland.

e Comparar la cantidad de UFC/ml mediante un método indirecto (curva de
McFarland) y un método directo (Recuento en placa).

e Aislar microorganismos en diferentes tipos de medios de cultivo Agar
MacConkey y Tripteina Soya Agar.

e ldentificar la presencia de microorganismos patogenos presentes en el
Relleno Sanitario del GAD Municipal de Riobamba mediante pruebas

bioguimicas.



CAPITULO I

MARCO TEORICO

2.1. ANTECEDENTES INVESTIGATIVOS

Semanalmente se produce 58829 toneladas de residuos sélidos en el Ecuador, de los
cuales solamente el 20% de estos se los dispone adecuadamente; el 80% restante se
almacena en botaderos a cielo abierto, botaderos controlados, incineradores Yy rios.
Los municipios prefieren los recicladores informales, que bordea el 45,5%. Y solo el
14% realiza reciclaje formal e informal (Soliz, 2015).

Las investigaciones realizadas por: Andache y Castillo (2016) en el relleno sanitario
manejado por la Empresa Publica Municipal Gestion Integral de Desechos Solidos
del Canton Ambato (GIDSA) determinaron microorganismos patégenos como
Salmonella, Escherichia coli y Klebsiella entre los méas representativos, los cuales
Ilegan a ocasionar riesgo para la salud del personal. Segin Muso y Acosta (2017) en
el sitio de disposicion final de residuos solidos de la Empresa Publica de Aseo y
Gestion Ambiental del Canton Latacunga (EPAGAL) determinaron seis especies de
enterobacterias Shigella sonnei, Citrobacter freundii, Proteus mirabilis, Klebsiella
pneumoniae, Citrobacter koseri, Escherichia coli y tres géneros adicionales
Salmonella, Enterobacter y Providencia, siendo la causa principal de enfermedades
gastrointestinales tanto de trabajadores como de las poblaciones aledafias debido a
sus altas concentraciones en el aire. De acuerdo a Solis y Vasconez (2017) en el
Relleno Sanitario del Canton Salcedo encontraron bacterias patogénicas
gramnegativas como Escherichia coli y Salmonella typhi las cuales pertenecen al
grupo 3 de la clasificacion establecida por el Real Decreto 664/1997, indicando que
estos microorganismos son capaces de producir graves patologias por lo que
representan un riesgo alto para la salud del trabajador y la colectividad ya que tienen
la posibilidad de propagarse. Por otro lado, en la investigacion realizada en el
botadero La Muyuna en Peru por Vargas (2011) obtuvo como resultado la presencia
de microorganismos patdgenos gramnegativos. Estas investigaciones muestran la
factibilidad del estudio a realizarse en el Relleno Sanitario del Gobierno Auténomo

Descentralizado Municipal de Riobamba, ya que estos estudios tienen una



metodologia similar para la determinacion de microorganismos patogenos en el aire.
Se ha realizado estudios de aerobiologia en los botaderos de basura de México por
Velazquez (1997) que dio como resultado la presencia de bacterias gramnegativas
causando enfermedades por inflamacién de las mucosas, acarreando enfermedades a

los trabajadores de estas instituciones.

2.1.1. Contaminacion del aire

Se puede encontrar en la atmosfera una extensa variedad de particulas de origen
bioldgico como son: granos de polen, hongos, bacterias, insectos y virus. Estas
particulas se encuentran en las zonas bajas de la atmédsfera, por lo cual su transporte
se realiza de forma rapida en forma de aerosoles bioldgicos por accion del viento y

provocando enfermedades en lo seres vivos (Vélez-Pereira & Camargo, 2009).

La contaminacion se produce por la intromision de energia o materia, la cual puede
ser organica o inorganica, viva 0 no viva. Segun el agente contaminante se puede
encontrar diferentes tipos de contaminacion fisica (calor, radiacién y ruido);
contaminacion quimica (metales, plaguicidas, hidrocarburos, etc.); y contaminacion

bioldgica (virus, bacterias, hongos, parasitos, etc.) (Vargas, 2011).

En abril del 2010, el Gobierno Nacional del Ecuador crea el “Programa Nacional
para la Gestion Integral de Desechos Solidos (PNGIDS)”, por medio del Ministerio
del Ambiente, teniendo como objetivo principal la disminucion de la contaminacion
medioambiental, ademas de mejorar la calidad de vida de los seres humanos;
conservando los ecosistemas por medio de planes, estrategias, capacitaciones y
sensibilizacion a los diferentes participes. Este programa procura eliminar totalmente
los botaderos a cielo abierto en el pais (Ministerio del Ambiente, 2014).

2.1.2. Desechos

Los desechos son sustancias que pueden ser solidas, liquidas, gaseosas o semi-
solidas; o materiales compuestos resultantes de procesos de produccion, reciclaje,

transformacion o consumo; los cuales para ser eliminados se rige a la Legislacion



Ambiental Nacional e Internacional aplicable (Ministerio del Ambiente, 2015). Los
desechos pueden clasificarse en:

2.1.2.1. Desechos sélidos

Los desechos sélidos son desechos no peligrosos que pueden o no ser degradables.
En esta misma definicién se encuentran los desperdicios, cenizas, elementos del
barrido de calles, desechos industriales, plazas de mercado, playas, ferias populares,
de establecimientos hospitalarios no contaminantes, escombros, entre otros
(Ministerio del Ambiente, 2017).

2.1.2.2. Desechos hospitalarios

Estos desechos son generados por practicas como intervenciones quirdrgicas,
curaciones, por analisis e investigacion en laboratorios. Se considera a estos desechos
como desechos patégenos por lo que tienen un tratamiento especial tanto en la
recoleccion como en el relleno sanitario segun las normas del Ministerio de
Ambiente (Ministerio del Ambiente, 2017).

2.1.2.3. Desechos no peligrosos

Son materiales que pueden ser de origen organico o inorganico, que pueden ser
biodegradables o no. Estos desechos se originan de las actividades domésticas,
industriales, comerciales. Se puede clasificar estos desechos segun las actividades
que los producen como son: agropecuarios forestales, industriales, mineros, y
urbanos. Estos desechos tienen las mismas caracteristicas en cuanto a reciclaje y
recuperacion, a excepcion de los desechos mineros, que son diferentes tanto en sus

cantidades, composicion y localizacion (Ministerio del Ambiente, 2015).



2.1.2.4. Desechos peligrosos

Son desechos que por sus caracteristicas fisico-quimicas, toxicas, corrosivas,
explosivas, inflamables, reactivas, bioldgico-infecciosas, presentan riesgos para la
salud de los seres vivos, los recursos naturales y el ambiente; por lo que se debe
controlar y limitar su uso y exposicion de acuerdo a disposiciones legales
(Ministerio del Ambiente, 2015).

2.1.3. Microorganismos Patogenos

Los microorganismos se encuentran distribuidos en el suelo, aire, agua, plantas y
animales, siendo uno de los grupos mas abundantes en el ambiente. Las aerobacterias
son microorganismos suspendidos en el aire, introducidos por fuentes naturales y
antropogénicas como: accion del viento y la lluvia, actividades agricolas, vertido de
residuos comunes, etc. La mayoria de las aerobacterias son patégenas para el ser
humano, las cuales causan enfermedades o infecciones dependiendo de la via de
exposicion, dichas bacterias pueden ser grampositivas o gramnegativas (Gonzélez &
Campo, 2016).

2.1.3.1. Citrobacter

Son bacilos moviles que tienen la capacidad de utilizar citrato, producir H.S y
fermentar lactosa lentamente o no hacerlo en absoluto. Citrobacter puede causar
infecciones en el tracto urinario, la vesicula biliar, el oido medio y las meninges,

dado que es un habitante intestinal normal (Paniker & Ananthanarayan, 2005).

Citrobacter consta de al menos 11 especies aisladas de muestras clinicas, de las
cuales 3 especies han sido aisladas con mayor frecuencia: C. freundii, C. koseri y C.
amalonaticus. Estos microorganismos son considerados habitantes del tracto
gastrointestinal y asociados con infecciones urinarias adquiridas en el hospital. C.
freundii causa enfermedades infecciosas tales como: infecciones del tracto urinario,
neumonias y abscesos intraabdominales, ademas de endocarditis en drogadictos por
via intravenosa. C. koseri es un patdgeno oportunista secundario responsable de la

meningitis neonatal y abscesos cerebrales. C. amalonaticus se encuentra presente en



las heces, pero no es agente causante de la diarrea (Mahon, Lehman, & Manuselis,
2015).

2.1.3.2. Providencia

Este tipo de microorganismos son bacilos gramnegativos, anaerobios facultativos,
quimiorganotrofos, tienen metabolismo respiratorio y oxidativo, y ademas poseen
movilidad gracias a sus flagelos peritricos. Estan distribuidos considerablemente en
la naturaleza, siendo posible obtenerlos del intestino de diversos animales, el tracto
gastrointestinal humano y fuentes contaminadas como aguas servidas (Lopardo,
Predari, & Vay, 2016). El género Providencia se compone de cinco especies: P.
alcalifaciens, P. heimbachae, P. rettgeri, P. rustigianii y P. stuartii (O’Hara,
Brenner, & Miller, 2000).

P. rettgeri y P. stuartii son patdgenos del tracto urinario y se vinculan a infecciones
urinarias especialmente en pacientes con catéteres vesicales, estas cepas causan
infeccion nosocomial de vias urinarias, heridas, quemaduras y sangre (Ausina &
Moreno, 2006). P. alcalifaciens habitualmente se ha encontrado en heces de nifios
con diarrea; sin embargo, su causa no ha sido comprobada. P. rustigianii no ha sido
aislada con frecuencia y su patogenicidad tampoco se ha demostrado, mientras que

P. heimbachae ya ha sido aislada de algunas muestras clinicas (Mahon et al., 2015).

2.1.3.3. Proteus

Gustav Hauser en 1885 describid estas bacterias, el nombre Proteus hace referencia
al personaje Proteo de la obra “La Odisea” de Homero, debido a la capacidad de
asumir diferentes formas para evitar su captura. Generalmente son bacilos, aunque
también se pueden encontrar como cocobacilos o en cadenas, otras en cambio pueden

ser filamentosas (Lopardo et al., 2016).

Proteus se distribuye a lo largo de la naturaleza, localizandose en el suelo, agua,
aguas servidas, materia animal en descomposicion, heces humanas y animales, tracto
intestinal del hombre, y areas humedas de la piel. Es un género importante respecto a

la descomposicion de cadaveres (Merino & Ldsch, 2005).



El género Proteus abarca al menos cuatro especies, no obstante, P. mirabilis y P.
vulgaris son los patégenos humanos mas reconocidos y estudiados, aislados de la
orina, heridas e infecciones de oido y bacteriemia. Infectan los tubulos renales
proximales causando glomerulonefritis aguda, principalmente en pacientes que
tienen defectos del tracto urinario o cateterismo. Estos patogenos poseen la
capacidad de producir la enzima ureasa, encargada de hidrolizar la urea (muy
abundante en la orina) en amoniaco y diéxido de carbono. La actividad ureasa de P.

mirabilis puede conducir a calculos renales de estruvita (Mahon et al., 2015).

2.1.3.4. Klebsiella

Klebsiella son microorganismos capsulados, inmoviles, fermentadores de lactosa y se
encuentran muy extendidos en la tierra, agua, polvo, leche, alimentos. Son
considerados como organismos saprofitos de las vias respiratorias y tracto digestivo
de los seres vivos (Merino & Lésch, 2005).

Este genero esta constituido por K. pneumoniae que es el patdgeno principal, K.
oxytoca y K. granulomatis, K. ozaenae y K. rhinoscleromatis subespecies de K.
pneumoniae, no fermentadoras, asociadas a enfermedades como rinoescleroma y

rinitis atrofica cronica respectivamente (A. Garcia & Rodriguez, 2010).

K. pneumoniae forma parte de la flora intestinal y la cavidad oral, capaz de causar
infeccion del tracto urinario (ITU) y neumonia en las personas, infecciones que se
adquieren en su mayoria en el hospital u ocurren en pacientes debilitados por otras
enfermedades. La mortalidad causada por este microorganismo es alta y se presenta
como neumonia lobar, en la que casi todos los pacientes presentan bronconeumonia o
bronquitis, con frecuencia adquiridas en el hospital donde llega a representar el 7-8%

de las neumonias nosocomiales (A. Garcia & Rodriguez, 2010).

Las infecciones causadas por Klebsiella ocupa el segundo lugar en ocurrencia, solo
después de E. coli. Esta bacteria es resistente a antibioticos como carbenicilina y
ampicilina. K. oxytoca se diferencia de K. pneumoniae por la capacidad de producir
indol a partir de triptéfano. Asimismo, puede ser resistente a multiples antibioticos
(A. Garcia & Rodriguez, 2010).



2.1.3.5. Enterobacter

Enterobacter son bacilos gramnegativos, anaerobios facultativos, no formadores de
esporas, fermentan la lactosa, presentan movilidad y capsula (Davin-Regli & Pageés,
2015). Anteriormente conocido como Aerobacter, este género se distribuye
ampliamente en la naturaleza: agua, aguas residuales, suelo, insectos y verduras.
Forman parte del aparato gastrointestinal de humanos y animales, a las cuales se
asocia diferentes infecciones oportunistas que afectan las vias urinarias y
respiratorias, heridas cutaneas y quemaduras, produciendo en ocasiones septicemia y
meningitis. También se los pueden hallar raramente en la orina, pus y otros
materiales patologicos. Este género presenta dos especies de importancia clinica:

Enterobacter cloacae y Enterobacter aerogenes (Koneman et al., 2006).

E. aerogenes ha sido aislado de muestras clinicas humanas de vias respiratoria,
urinaria, sanguinea o gastrointestinal, involucrada en infecciones nosocomiales. E.
cloacae se encuentra expandida en ambientes acuaticos y terrestres, asi como
también existe en la microflora del tracto intestinal de humanos y animales. Es un
patdbgeno nosocomial que causa bacteriemia, artritis séptica, endocarditis,
osteomielitis e infecciones de piel/tejidos blandos, infecciones del tracto respiratorio
e intraabdominales. Puede contaminar diversos dispositivos médicos, intravenosos y
hospitalarios. Estas especies mencionadas son resistentes a muchos antibioticos,
incluida la ampicilina y las cefalosporinas (Davin-Regli & Pages, 2015).

2.1.3.6. Escherichia

A Escherichia coli se le considera el microorganismo mejor estudiado. Se las puede
encontrar como bacterias moviles en la mayoria de casos, y como inmoviles. Son
fermentadoras de lactosa. Producen indol utilizando triptofano. E. coli esta dentro de
la familia Enterobacteriaceae, es decir es una bateria entérica, ademas es un bacilo
gramnegativo. Se lo puede encontrar en el intestino delgado de humanos y animales,
pero existen algunas cepas patdgenas que pueden producir enfermedades diarreicas.
Se las puede clasificar en diferentes grupos debido a que cada una infecta de manera
distinta, utilizando diversos mecanismos para provocar la enfermedad. Este grupo de

bacterias se encuentra constituido por las siguientes cepas: E. coli enterotoxigénica
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(ETEC), E. coli enteropatogena (EPEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli
enteroinvasiva (EIEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enteroadherente
difusa (DAEC). Las 4 primeras cepas Se encuentran en su mayoria en agua y

alimentos (Camacho et al., 2009).

2.1.3.7. Staphylococcus

Los miembros del género Staphylococcus son cocos grampositivos y tienen
tendencia a agruparse en racimos. Son esféricos y su diametro es de alrededor de una
micra (Machado, Pardo, & Seija, 2006).

Staphylococcus aureus es un microorganismo que se encuentra en todo el medio
ambiente, puede encontrarse en el hombre, polvo, animales de granja, alimentos,
entre otros productos donde la contaminacion se debe principalmente a los
manipuladores. Es capaz de producir una enterotoxina termoestable y otras toxinas.
Estas toxinas son resistentes a la temperatura, acttan en los receptores intestinales
cuyos estimulos llegan al centro del vomito del cerebro, por lo que son considerados

como neurotoxinas, ademas resisten radiacion y enzimas proteoliticas (Cano, 2016).

2.1.3.8. Salmonella

Los microorganismos que forman parte del género Salmonella son bacilos
gramnegativos, aerobios y anaerobios facultativos (Paniker & Ananthanarayan,
2005). Se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza, estando presentes en
el tracto gastrointestinal tanto de animales domésticos como salvajes: mamiferos
(mascotas, vacunos, ovinos, porcinos), reptiles, aves (aves de corral) y peces. Las
salmonelas parasitan los intestinos de los animales e infectan a los seres humanos
provocando salmonelosis (enfermedades causadas por salmonelas), que incluye:
tifoidea, gastroenteritis, intoxicaciones alimentarias, septicemia, diarrea aguda,
artritis, meningitis y osteomelitis, debido principalmente por la ingesta de alimentos,

leche o0 agua contaminados (Prado, 1975).

Salmonella abarca alrededor de 2000 especies potencialmente patogenas, donde

Salmonella typhi es la bacteria causante de la fiebre tifoidea, considerada la mas
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importante de esta familia. Este género se puede clasificar en dos grupos: (1) grupo
de la fiebre entérica, consta de bacilos tifoideos y paratifoideos que son
especialmente parasitos humanos; y (2) grupo de intoxicacion alimentaria, son
parasitos animales que pueden infectar seres humanos, causando septicemia,

gastroenteritis, e infecciones localizadas (Paniker & Ananthanarayan, 2005).

2.1.3.9. Hafnia

Hafnia alvei es un bacilo gramnegativo aerobio, anaerobio facultativo, moévil, no
fermentador de lactosa, Unica especie reconocida del género Hafnia, responsable de
infecciones en humanos. Se halla en heces humanas y animales (aves), asimismo en

muestras de suelo y aguas residuales (Ausina & Moreno, 2006).

H. alvei posee la capacidad de fermentar la glucosa, arabinosa y ramnosa, pero no
fermenta los siguientes carbohidratos: lactosa, sacarosa, rafinosa, melibiosa, sorbitol,
adonitol, inositol y ducitol. Este patdgeno emite un potente olor a heces humanas. Se
halla en pacientes con cancer, cirugia, trauma, enfermedad pulmonar aguda o
cronica, cirrosis, hepatitis y pancreatitis. El aislamiento de este microorganismo ha
sido posible a partir de heridas, esputo, abscesos, sangre, orina, tejidos, catéteres y

otros sitios (Koneman et al., 2006).

Esta bacteria es capaz de desarrollarse en el tracto orofaringeo y gastrointestinal del
ser humano, siendo el agente causal de infecciones en pacientes pediatricos e
inmunodeprimidos; aunque durante mucho tiempo no se ha considerado altamente
patdgeno. Numerosos casos son relacionados a gastroenteritis; sin embargo, también
provoca infecciones nosocomiales como bacteriemias, neumonias, endocarditis,
infecciones cuténeas, meningitis, infecciones urinarias y peritonitis primarias y
secundarias. Son sensibles a la gentamicina y resistentes a la penicilina y amoxicilina
(Redondo et al., 2005).

2.1.3.10. Pantoea

Son bacterias gramnegativas en forma de bastones rectos, anaerobios facultativos y

moviles. Pueden descomponer algunos hidratos de carbono como: arabinosa,

12



galactosa, maltosa, manitol, manosa, ramnosa, trealosa y xilosa. Pantoea incluye 13
especies, de las cuales Pantoea agglomerans se ha logrado aislar con mayor
frecuencia de plantas, frutas, vegetales, semillas, agua, suelo, asi como de fluidos

animales y humanos, sangre, orina, heridas y érganos internos (Zeny, 2007).

P. agglomerans es un patdgeno oportunista en pacientes inmunodeprimidos. Produce
infecciones intravenosas, meningitis neonatal y artritis séptica, regularmente
diagnosticado en recién nacidos, nifios y jovenes, debido a la punzadura con espinas
de plantas (palmeras, rosales, cactus, etc.) las cuales portan dicho microorganismo
(Decuadro, Ruiz, Martino, Sala, & Benech, 2015).

2.1.3.11. Shigella

El genero Shigella, perteneciente a la familia Enterobacteriaceae, esta formado por
bacilos gramnegativos, no esporulantes e inmoviles que son aerobios facultativos. No
fermentan lactosa. Su clasificacion se basa en antigenos, ya que este es una de sus
caracteristicas principales. Sus antigenos son comunes a otros bacilos entéricos como
E. coli. Existen 4 diferentes especies: S. dysenteriae, S. flexneri, S. boydii y S. sonnei
(Paniker & Ananthanarayan, 2005).

La variacion de temperatura en Shigella puede afectar considerablemente sus
funciones al contrario del pH, ya que son resistentes a pH bajos, con lo que logran
soportar la acidez del estbmago, colonizando el tracto digestivo, puesto que poseen
un gen de resistencia a los acidos (Red Nacional de Proteccion de Alimentos,
2015).

Una vez que Shigella llega al colon, comienza a invadir la mucosa, penetrando,
replicando y extendiéndose entre las células epiteliales de la mucosa. Este
comportamiento y la posterior respuesta inflamatoria del huésped destruyen la capa
epitelial coldnica generando los sintomas clinicos de la shigelosis (Red Nacional de
Proteccion de Alimentos, 2015).
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2.1.3.12. Enterococcus

El género Enterococcus son cocos grampositivos y anaerobios facultativos,
dispuestos en parejas o cadenas cortas. Se hallan en la tierra, alimentos, agua y en el
tracto gastrointestinal de humanos y animales, también se pueden localizar en el
tracto genitourinario y en la saliva. Son patégenos oportunistas para el ser humano,
ya que provocan diferentes enfermedades como infecciones del tracto urinario, del
sistema nervioso central, intraabdominal y pélvica; ademas septicemias, endocarditis

y bacteriemias enterocdcicas (Diaz, Rodriguez, & Zhurbenko, 2010).

E. faecalis es el microorganismo frecuentemente aislado de muestras clinicas, se
encuentra en el colon en concentraciones altas, mientras que en el intestino delgado y
en la boca en bajas concentraciones. Se puede identificar por la capacidad que tiene
para fermentar sacarosa, manitol, esculina y sorbitol; ademas produce una toxina

denominada citolisina (Paniker & Ananthanarayan, 2005).

2.1.3.13. Serratia

Son bacterias moviles, oportunistas, fermentan la lactosa con lentitud o no la
fermentan. Serratia marcescens es el microorganismo que causa enfermedades con
mayor frecuencia. Pocos son los casos de enfermedades causadas por Serratia
liquifaciens, Serratia raubidaea y Serratia odorifera. Serratia provoca enfermedades
nosocomiales, aproximadamente el 4% de las bacteriemias e infecciones del tracto
respiratorio inferior; el 2% de infecciones de vias urinarias, piel y heridas
quirdrgicas. Tienen resistencia a multiples antibidticos (A. Garcia & Rodriguez,
2010).

2.1.3.14. Yersinia

Son cocobacilos gramnegativos con bordes redondeados, aerobios y anaerobios
facultativos, moviles, forma pilis y fimbrias. Este género estd ampliamente
distribuido en la naturaleza: animales, agua, suelo, alimentos (Romero, 2007).
Dentro del género Yersinia se encuentran 17 especies, sin embargo, Gnicamente 3 de

ellas son patdgenas para humanos y animales de sangre caliente: Y. pestis, Y.
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pseudotuberculosis y Y. enterocolitica (Lopardo et al.,, 2016). Se trata de
yersiniosis, una zoonosis que frecuentemente afecta a cerdos, roedores, animales

pequefios y aves, siendo huéspedes accidentales los humanos (Romero, 2007).

Yersinia pestis es el microorganismo causante de la peste bubodnica (una zoonosis),
enfermedad que se transmite a los humanos por medio de pulgas presentes en
roedores (ratas) (Merino & Ldsch, 2005). Y. enterocolitica y Y. pseudotuberculosis
producen gastroenteritis y adenitis mesentérica, afecciones que suelen confundirse
con una apendicitis debido a que presentan sintomas semejantes. Estas bacterias
causan infecciones urinarias, infecciones de heridas y artritis séptica. Ademas pueden
provocar complicaciones no infecciosas como glomerulonefritis, artritis reactiva y
eritema nodoso. Los pacientes con septicemia causado por Y. enterocolitica deben
recibir antibioterapia, no obstante, la mortalidad es elevada a pesar del tratamiento
(50%). Las enfermedades por Y. pseudotuberculosis es la yersiniosis mas rara
(Lopardo et al., 2016).

2.1.4. Pruebas IMViC

Las pruebas IMVIC son un método utilizado en Microbiologia para diferenciar
bacterias entéricas gramnegativas mediante caracterizacion bioquimica, estas pruebas
son: Indol, Rojo de Metilo, VVoges-Proskauer y Utilizacion de Citrato. Los resultados
se obtienen como positivos (+) 0 negativos (-) a través del cual se puede reconocer al
posible microorganismo en estudio (Muso & Acosta, 2017).

2.1.4.1. Prueba de Indol

La prueba de indol detecta la capacidad de un organismo para degradar el
aminoacido triptéfano y producir indol. Se utiliza para distinguir entre los miembros

de la familia Enterobacteriaceae (Vashist, Sharma, & Gupta, 2013).

El indol es uno de los productos de degradacion del metabolismo del aminoacido
triptéfano. Las bacterias que tienen la enzima triptofanasa son capaces de oxidar el
triptéfano y producir indol, acido pirdvico y amoniaco. El indol que se produce

puede detectarse al agregar el reactivo de Kovac’s o Ehrlich (soluciones que
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contienen p-dimetilaminobenzaldehido) observando el desarrollo de un anillo de

color rojo (Koneman et al., 2006).

+

NH,
I
OH;-C-C00" 0
HO + ) H \| + CH-C-C00™ + NH,
N Tryptophanase N
H H
Water Tryptophan Indole Pyruvate ~ Ammonium

Figura 1. Desaminacion del triptéfano

Fuente: (Vashist et al., 2013).

La eleccion entre los reactivos de Ehrlich y de Kovac’s depende de la preferencia
personal. El reactivo de Ehrlich evalta bacilos no fermentadores o anaerobios con
minima produccion de indol. Debido a que el indol es soluble en compuestos
organicos, se debe agregar xileno o cloroformo al medio antes de agregar el reactivo
de Ehrlich. Para el reactivo de Kovac's este paso de extraccion es menos critico ya
que utiliza alcohol amilico como diluyente en lugar de alcohol etilico que utiliza el

reactivo de Ehrlich (Koneman et al., 2006).

] ey

/ \ |

Cherry red ring Incubated at 37°C for 48 hrs. No cherry red ring form shows
formed shows Add 1ml of Kovac’s reagent negative test

positive test.

Figura 2. Resultados de la prueba de indol

Fuente: (Vashist et al., 2013).
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2.1.4.2. Prueba Rojo de Metilo

Esta prueba mide la acidez final de un cultivo en medio tamponado que contiene
glucosa y peptona, pero el valor de pH registrado en el momento de la prueba no es
necesariamente el valor méas bajo alcanzado durante el crecimiento. En la etapa
inicial de la fermentacion de glucosa, tanto E. coli como Enterobacter aerogenes
producen suficiente acido para convertir el rojo de metilo en naranja y rojo (+), pero
en una incubacioén adicional Enterobacter aerogenes descompone el acido piravico y
otros &cidos, y produce una reversion en la reaccion del cultivo hacia la neutralidad;

el rojo de metilo se vuelve amarillo (-) (Vashist et al., 2013).

Algunas bacterias realizan una fermentacion &cida mixta. Los subproductos son
mezclas de grandes cantidades de acidos estables. Otros organismos fermentativos
producen cantidades mas pequefias de &cidos menos estables (Vashist et al., 2013).

La prueba de rojo de metilo analiza la capacidad de realizar la fermentacion &cida
mixta. ElI caldo MR-VP contiene glucosa, peptona y un tampén de fosfato. Los
organismos que realizan la fermentacidn acida mixta producen suficiente acido para
superar la capacidad de amortiguacion del caldo, lo que se produce una disminucién
del pH. Los organismos que realizan otros tipos de fermentacion no pueden superar
la capacidad de amortiguacion del caldo (Koneman et al., 2006).

Después de la incubacion, se agrega el indicador de pH rojo de metilo al caldo. El
rojo de metilo es rojo a pH inferior a 4,4 (resultado positivo) y amarillo a pH superior
a 6,0 (resultado negativo). Un color naranja indica un pH intermedio y se

consideraria un resultado negativo (Vashist et al., 2013).

Esta prueba se encuentra entre un conjunto de pruebas (indol, rojo de metilo,
Vogues-Proskauer y citrato) que son utilizadas para diferenciar entre bacilos

gramnegativos de la familia Enterobacteriaceae (Vashist et al., 2013).
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Figura 3. Resultados de la prueba rojo de metilo
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Fuente: (Vashist et al., 2013).

2.1.4.3. Prueba Voges-Proskauer

La reaccion de Voges-Proskauer (VP) basa su fundamento en la deteccion de
acetoina (acetilmetilcarbinol), un producto final neutro derivado de la degradacion de
glucosa en bacterias. Esta reaccion se utiliza para separar E. coli de los grupos
Klebsiella-Enterobacter. La familia Enterobacteriaceae se puede clasificar en dos
grupos: fermentadoras de 2,3-butanodiol y fermentadores de acidos mixtos. La
fermentacion de la glucosa produce ademéas productos terminales acidos: acido
férmico, &cido acético, acido succinico, alcohol etilico, hidrégeno y anhidrido
carbdnico (MacFaddin, 2003).
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Figura 4. Fermentacion de acidos mixtos y butilenglicol

Fuente: (Koneman et al., 2006).

Mediante el reactivo alfa-naftol se detecta la presencia del acetilmetilcarbinol o
acetoina que es precursor en la formacion de 2,3-butanodiol, seguido de una
oxidacion a diacetilo por intervencion de hidroxido de potasio (KOH al 40%) en
presencia de oxigeno atmosférico. El diacetilo origina una coloracion roja al
reaccionar con los restos guanidinicos de ciertos aminoacidos presentes en la peptona
utilizada en el medio de cultivo (INEN, 2015).

——— ||
\——J
Control ... .
Positive test Negative test
Creamson red or Creamson or red
pink colour colour

Figura 5. Resultados de la prueba VVoges-Proskauer

Fuente: (Vashist et al., 2013).
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Los microorganismos VP positivos incluyen Enterobacter, Klebsiella, Serratia
marcescens, Hafnia alvei, Vibrio damsela y Vibrio alginolyticus (Vashist et al.,
2013).

T
C=0
Fermentacion [
CeH120s g ?HDH (1)
CHy
Glucosa Acetoina

(acetilmetilcarbinol, AMC)

OH ?H3 ?H3
“ R Y- P P @)
C[ HDH 0: + [Oﬂdadﬂ] (]:-_"D
CH; CH;
o-Naftol Acetoina Diacetilo

{catalizador)

?H3 NH,
(T-= © + C{==NH condensacion Color rosado-rojo (3)
(|:=--0 MH+R
CHy
Diacetilo Nucleos de guanidina

trat presentes en la peplona
(sustrato) (arginina: NH:C(NH,) —-NH-(CH,); —CH(NH,)COOH)

Figura 6. Reaccion de VVoges-Proskauer

Fuente: (MacFaddin, 2003).

2.1.4.4. Prueba Utilizacién de Citrato

Esta prueba es utilizada para diferenciar ciertos microorganismos que poseen la
capacidad de suministrar energia en ausencia de fermentacion o produccion de acido

lactico empleando citrato como fuente de carbono Unica (MacFaddin, 2003).
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Para la prueba de utilizacion de citrato se necesita la presencia de la enzima citrato
permeasa, que es producida por el microorganismo, la cual facilita el transporte del
citrato hacia el interior de la célula (Vashist et al., 2013). La formulacién del medio
citrato de Simmons incluye: citrato de sodio como fuente de carbono, fosfato de
amonio como fuente de nitrogeno y el indicador de pH azul de bromotimol. El agar
se vierte en un tubo de ensayo e inclina hasta que se solidifique. Se inocula
ligeramente en estria un pequefio indculo de una colonia y se incuba a 35-37°C
(Goldman & Green, 2015). El azul de bromotimol se utiliza como indicador cuando
se metaboliza el citrato de sodio generando didxido de carbono, que al reaccionar
con agua y sodio produce carbonato de sodio (producto alcalino), generando una
prueba positiva por medio del cambio de color de verde a azul. Las especies de E.
coli y Shigella son negativas para la prueba de citrato, mientras que muchas otras

Enterobacteriaceae son positivas (Garg, Garg, & Mukerji, 2010).

i

_

Control

h b for 48 +ve test Negative test
11_:11_‘:“ a‘;iogl utilization of citrate by test
s at citrate by test organism

organism

Figura 7. Resultados de la prueba de citrato

Fuente: (Vashist et al., 2013).

2.1.5. Cantidad de microorganismos (Turbidez)

La determinacion de la turbidez (turbidimetria) es un método préctico para controlar
el crecimiento bacteriano de un medio liquido inoculado adecuadamente con un
microorganismo dado, dicho medio se torna turbio o nebuloso cuando las bacterias se
multiplican. ElI método se fundamenta en la relacion existente entre la turbidez y los
cambios en la concentracion de celulas microbianas. La turbidimetria se puede

utilizar para estimar el nimero de microorganismos viables o para determinar el
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tamarfio de inoculo de una suspension bacteriana especifica utilizando un instrumento
turbidimétrico. El instrumento utilizado para medir la turbidez es un

espectrofotometro (o colorimetro) (Goldman & Green, 2015).

El método turbidimétrico mas utilizado para estimar la concentracién microbiana en
una suspension es el de los estandares de McFarland que representa concentraciones
especificas de UFC/ml (Sutton, 2011). Estos estandares se preparan combinando
volumenes especificos de una solucién de cloruro de bario al 1,175% con &cido
sulfarico al 1%, obteniendo un precipitado blanco de sulfato de bario (BaSOa). Para
realizar las mediciones de conteo microbiano se utiliza una longitud de onda de 600

nanometros (L. Garcia, 2010).

Tabla 1: Estandares McFarland

Estandar  Cloruro de Bario Acido sulfarico Concentracién
McFarland al 1,175% (ml) al 1% (ml) bacteriana (UFC/ml)
1 0.1 9.9 3x108
2 0.2 9.8 6x108
3 0.3 9.7 9x10°8
4 0.4 9.6 12x10°8
5 0.5 9.5 15x108
6 0.6 9.4 18x10°8
7 0.7 9.3 21x108
8 0.8 9.2 24x108
9 0.9 9.1 27x108
10 1.0 9.0 30x108

Fuente: (Perillaetal., 2004).

2.1.6. Recuento en placa

El método de recuento en placa es muy utilizado para la enumeracion de poblaciones
microbianas, especialmente bacterias. Este método mide el nimero de células
viables, y se lleva a cabo diluyendo la muestra original en una serie de tubos (fig. 8),
seguido del esparcimiento de alicuotas de las diluciones seriadas en placas de agar
(método de extension en placa), o la suspension de la muestra al mezclarse con el
agar justo antes de verter el agar sobre la placa (método de vertido en placa)
(Goldman & Green, 2015).
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Céleulo: nimero de colonias en la placa x inversa de la dilucion de la muestra = numero de bacterias/mL.
(Por ejemplo, si se observan 32 colonias en la placa correspondiente a la dilucién 1/10 000,
el recuento es 32 x 10 000 = 320 000 bacterias/mL de muestra.)

Figura 8: Recuentos en placa y diluciones seriadas

Fuente: (Tortora, Funke, & Case, 2007).

Estas placas de agar son incubadas de manera dptima, y las colonias observadas se
cuentan como Unidades Formadoras de Colonias (UFC). El recuento de UFC asume
que cada colonia esta separada por una Unica célula microbiana viable. El total de
colonias contadas en las placas de agar incubadas y el respectivo factor de dilucion
utilizado se pueden combinar para calcular el nimero original de microorganismos
en una muestra por ml. Los rangos tipicos de conteo son 25-250 colonias o 30-300

colonias por placa de agar (Tortora et al., 2007).

En la técnica de recuento en placa hay que tener en cuenta ciertas consideraciones
importantes, como son: la composicion del medio, las condiciones de incubacién y el
periodo de incubacion. Evidentemente, los diferentes medios deben ajustarse a los
requerimientos nutritivos de cada tipo de microorganismo, por ejemplo factores de
crecimiento. Los medios pueden disefiarse para que sean selectivos o diferenciales.
Los medios selectivos favorecen el crecimiento de un grupo especifico de
microorganismos, debido a que la composicion y las condiciones de incubacion

impiden el desarrollo de otros grupos. Los medios diferenciales no impiden el
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crecimiento de otros microorganismos, pero permiten la deteccion de un grupo
deseado por diversas caracteristicas diferenciales. Estos medios pueden disefiarse
segun diferentes aspectos, algunos reactivos se afiaden para permitir la inmediata
diferenciacion visual de las bacterias, mientras que otros se afiaden con el mismo fin
tras la incubacion (Atlas & Bartha, 2002).

Tripteina Soya Agar (TSA) es un medio de uso general para el crecimiento de una
amplia diversidad de microorganismos. Este medio contiene tripteina y peptona de
soya, los cuales brindan nutrientes ricos en péptidos, bases puricas y pirimidicas,
aminoacidos libres, vitaminas y minerales, ademés de cloruro de sodio y agar. En
TSA pueden crecer algunos microorganismos como ciertas especies de Brucella,

Corynebacterium, Listeria, Neisseria y Vibrio (Vorquimica, 1981).

Agar MacConkey incluye peptonas digeridas, sales biliares, lactosa, rojo neutro y
cristal violeta. Este medio puede ser selectivo y diferencial. Se trata de un agar
selectivo para el crecimiento de bacterias gramnegativas en donde las sales biliares y
el cristal violeta inhiben las bacterias grampositivas, y diferencial para distinguir las
bacterias capaces de fermentar lactosa (E. coli, Klebsiella, etc.) y las que no
(Salmonella, Shigella, Yersinia, Proteus), mediante la produccion de &cidos que
precipitan las sales biliares y provocan un color rojo del indicador rojo neutro
(Murray, Rosenthal, & Pfaller, 2016).

2.2. HIPOTESIS
2.2.1. Hipdtesis de la Investigacion

La realizacién de un estudio aerobiol6gico en el Relleno Sanitario del Gobierno
Auténomo Descentralizado Municipal de Riobamba permitird identificar
microorganismos patdgenos y a su vez determinar el nivel de riesgo bioldgico al cual

estan expuestos los trabajadores de este sitio.
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2.2.2. Hipotesis Estadistica
2.2.2.1. Hipotesis Nula

El aire del Relleno Sanitario del Gobierno Autonomo Descentralizado Municipal de

Riobamba NO presenta riesgo bioldgico para la salud de los trabajadores.

2.2.2.2. Hipotesis Alternativa

El aire del Relleno Sanitario del Gobierno Auténomo Descentralizado Municipal de
Riobamba SI presenta riesgo bioldgico para la salud de los trabajadores.

2.3. SENALAMIENTO DE VARIABLES DE LA HIPOTESIS
2.3.1. Variable Independiente

Aire del Relleno Sanitario del Gobierno Auténomo Descentralizado Municipal de

Riobamba.

2.3.2. Variable Dependiente

Determinacion del nivel de riesgo biolégico.
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CAPITULO 111

MATERIALES Y METODO

3.1. MATERIALES Y REACTIVOS

Para el desarrollo del presente trabajo de Intervencion en el Relleno Sanitario del
GADM Riobamba, se ha empleado un variado tipo de materiales, reactivos y
equipos, tanto en la toma de muestras, como en el desarrollo de las diferentes
pruebas con el objeto de identificar a los microorganismos en estudio y obtener
resultados confiables; para lo cual se consideré que sean de facil adquisicion,

haciendo factible la realizacién del proyecto.

Tabla 2: Materiales utilizados

MATERIALES

Descripcion Unidad Cantidad

Cajas Mono-Petri de plastico Manga x10 40

Cajas Tri-Petri de plastico Manga x10 15
Matraz Erlenmeyer 250ml Unidad 12
Jeringuillas estériles 20cc Unidad 40
Cooler de espuma flex Unidad 2
Botellas de tapa azul 100ml Unidad 3
Botellas de tapa azul 500ml Unidad 3
Mascarillas 3M Unidad 2
Mascarillas Caja x50 1
Guantes Caja x100 2
Marcador permanente Unidad 2
Cinta adhesiva masking Unidad 4
Agua destilada Galén 6
Papel absorbente “teresitas” Rollo 1
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Asa de ojal Unidad 2
Asa de punta redonda Unidad 2
Asa Digralsky Unidad 2
Espatula Unidad 2
Papel aluminio Rollo 1
Papel pléstico Rollo 1
Micropipeta calibrable 2000ml Unidad 2
Puntas para micropipeta 1ml Caja x50 2
Tubos de dilucion Manga x25 4
Mechero de alcohol Unidad 2
Varilla de agitacion Unidad 2

Tabla 3: Reactivos utilizados

REACTIVOS

Descripcion

Medio de Cultivo Infusion Cerebro-Corazén

Medio de Cultivo Agar MacConkey

Medio de Cultivo Tripteina-Soya Agar

Medio de Cultivo Citrato de Simmons Agar

Acido Sulftrico (H2S04)

Cloruro de Bario (BaCl.)

Peptona

Cloruro de Sodio (NaCl)

Polipeptona

Dextrosa

Fosfato Acido Dipotasico (K.HPO.)

p-dimetilaminobenzaldehido
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Alcohol Isoamilico Puro

Acido Clorhidrico (HCI)

a-haftol

Alcohol Etilico Absoluto

Hidroxido de Potasio (KOH)

Glicerol

Alcohol Industrial

Alcohol Potable

Agua Desionizada

Tabla 4: Equipos utilizados

EQUIPOS

Descripcion

Incubadora

Céamara de flujo laminar vertical

Autoclave

Contador de colonias

Vortex

Refrigeradora

Espectrofotémetro UV-VIS

Balanza analitica

Cocineta

Sorbona

Estufa
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3.2. METODO

Esta investigacion se desarrollo siguiendo el método aerobioldgico propuesto por
(Herreraet al., 2012) y la norma (INEN, 2015).

3.2.1. Trabajo de campo

El relleno sanitario posee una extension de 4 hectareas que consta de dos zonas:

desechos hospitalarios y desechos comunes. Ver (Anexo E: Figura E1 y Figura E2).

Las coordenadas geograficas son: 1°38”33”” de latitud sur y 78°38°49°” de longitud
oeste con altura promedio de 2750 msnm. Se encuentra ubicado al sur este de la
ciudad de Riobamba aproximadamente a treinta minutos de la Av. Circunvalacion,
limita al Norte con Cerro Negro, al Sur con el caserio Vargas, al oriente con San
Clemente de Aguisacte y al occidente también la elevacién Cerro Negro.

Fuente: Cartografia GADM Riobamba, IGM, SEMPLADES

En las instalaciones del relleno sanitario se tomaron 40 muestras de aire, 2 muestreos
por dia durante 20 dias, 10 dias en la zona de desechos hospitalarios y 10 dias en la
zona de desechos comunes, mismos que se realizaron en puntos diferentes donde

existe mayor probabilidad de contaminacién bioldgica procedente de los desechos.
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3.2.1.1. Toma de muestras

Para el proceso de muestreo se utilizaron trajes impermeables industriales, botas de
caucho con planta adecuada para evitar objetos corto punzantes, guantes, mascarilla
y cofia, para asi cuidar la salud de los investigadores durante el muestreo. Ver
(Anexo E: Figura E3)

Para la toma de muestras de aire se utilizaron jeringuillas de 20 centimetros cubicos
estériles, sin aguja, por cada toma de muestra y zona de estudio, se realizaron 50
aspiraciones de aire. Estas aspiraciones se depositaron en matraces de vidrio que

contenian caldo de cultivo Infusion Cerebro-Corazén (BHI-Brain Hearth Infusion).

Los matraces utilizados para la recoleccion de muestras se encontraban sellados con
papel aluminio y Unicamente fueron abiertos para depositar las muestras, evitando
que la jeringuilla tope el caldo de cultivo. Cada 10 aspiraciones se agité el matraz

para que exista interaccion del aire con el medio de cultivo.

Estos matraces se transportaron, almacenaron e incubaron a 37°C durante 48 horas
permitiendo el crecimiento de microorganismos facilmente observables por la

presencia de turbidez del caldo de cultivo (Vargas, 2011).

3.2.2. Trabajo de laboratorio
3.2.2.1. Presencia de bacterias

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion de 48 horas se realizé el aislamiento
bacteriano en una cadmara de flujo laminar vertical, para lo cual se prepararon
diluciones en caldo peptona al 1%; en Tripteina Soya Agar se hicieron diluciones
104, 105, 10, y para Agar MacConkey se hicieron diluciones 10, 10%, 10%. Mediante
el uso de una micropipeta y puntas estériles se inoculdo 100ul sobre Cajas Petri con
medio solido Tripteina Soya Agar y Agar MacConkey para cada dia, zona y hora de
muestreo, realizando difusion en placa con el asa Digralsky. Finalmente las Cajas

Petri se llevaron a incubacion durante 48 horas a 37°C.

Al finalizar el tiempo de incubacion se evaluaron ambos medios de cultivo; para el

Agar MacConkey la presencia de bacterias fermentadoras y no fermentadoras de
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lactosa, dichas bacterias con caracteristicas macroscopicas diferentes fueron aisladas
mediante estria simple con ayuda de una asa de punta redonda en cajas tri-petri, en el
mismo medio de cultivo del que fueron extraidas, posteriormente se llevo a

incubacion durante 48 horas a 37°C.

En el caso de Tripteina Soya Agar se evalud el crecimiento de microorganismos
aerobios, anaerobios facultativos y estrictos, para ello se utilizo cajas tri-petri con el
mismo medio de cultivo del cual fueron extraidos dichos microorganismos. Se
realiz6 el aislamiento mediante estria simple e incubd a 37°C por un periodo de 48
horas.

Al cabo de las 48 horas de incubacion del aislamiento bacteriano, se procedid a la
verificacion de posibles contaminaciones, se realiz6 la purificacion en caso de ser
necesario y se almacend para su posterior empleo en las pruebas IMViC (Vargas,
2011).

3.2.2.2. Cantidad de microorganismos (Turbidez)

El recuento de microorganismos viables se efectu6 mediante el método
turbidimétrico, con el que primeramente se elabor6 una curva estandar denominada
curva estandar de McFarland por medio de reacciones quimicas que simulan el
crecimiento bacteriano en un medio liquido. Para la elaboracion de la curva estandar
de McFarland se utiliz6 como estandares diferentes volumenes de &cido sulfarico al
1% vy cloruro de bario al 1,175%. (Ver Tabla 1)

Mediante el espectrofotometro DR 5000 UV-Vis y tomando como blanco de
medicién el medio de cultivo BHI preparado y estéril, se midié la turbiedad de los 40
muestreos aerobioldgicos realizados en el Relleno Sanitario del GADM de Riobamba
y a una longitud de onda de 600nm., obteniendo el nimero de unidades formadoras

de colonias por mililitro (UFC/ml).
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3.2.2.3. Cuantificacion directa de UFC/ml
3.2.2.3.1. Recuento en placa

Transcurrido el tiempo de incubacion de 48 horas de las muestras aerobioldgicas se

prepararon diluciones seriadas al décimo en caldo peptona al 1%:

- dil.(-1) 0,2 ml muestra + 0,9 ml solucién fisiologica
- dil.(-2) 0,1 ml dil.(-1) + 0,9 ml solucion fisiol6gica
- dil.(-6) 0,1 ml dil.(-5) + 0,9 ml dilucion fisiologica

A continuacion se inocul6 0,1 ml (100ul) de las diluciones -1, -2, -3 sobre Cajas Petri
con medio s6lido Agar MacConkey y las diluciones -4, -5, -6 en Tripteina Soya Agar
realizando difusion en placa con el asa Digralsky. Las placas fueron incubadas 48
horas a 37°C. Se contaron las colonias obtenidas en cada Caja Petri y de aquellas que
tenian entre 30 y 300 colonias se calcularon las unidades formadoras de colonias por
mililitro (UFC/mI), segun la formula:

N = FD
UFC/ml =

donde:

UFC: unidades formadoras de colonias

- N: namero promedio de colonias obtenidas para una dilucion dada
- V:volumen inoculado
FD: factor de dilucion (Universidad de Buenos Aires, 2010).

3.2.2.4. Pruebas IMViC

Los microorganismos aislados fueron sometidos a pruebas bioquimicas para
determinar su capacidad enzimatica y poder identificarlas bibliograficamente como
patdgenas o no patdgenas. Se emplearon 4 pruebas bioquimicas entre las que se
encuentran: Indol, Rojo de Metilo, Voges-Proskauer y Citrato de Simmons. Los

resultados se representan como positivos (+) o negativos (-) (INEN, 2015).
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3.2.2.4.1. Prueba de Indol

Se inoculé cada una de las bacterias aisladas con un asa de punta redonda en tubos de
ensayo que contenian 5 mililitros de caldo de peptona al 1%, e incub6 a 37°C durante
48 horas. Una vez finalizado el periodo de incubacion se afiadio 3 gotas del reactivo
de Kovac’s a cada tubo de ensayo, en la cual en caso de ser una reaccion positiva se
forma un anillo en la superficie del medio de color rojo oscuro (+) y en su defecto

formacion de color amarillo (-) (MacFaddin, 2003).

3.2.2.4.2. Prueba Rojo de Metilo

Se coloco 5 mililitros de medio de cultivo liqguido RM—VP (Rojo de Metilo y Voges-
Proskauer) en tubos de ensayo, donde se inocul6 cada una de las bacterias aisladas y
posteriormente se incub6 a 37°C durante 48 horas. Una vez finalizado el periodo de
incubacidon se afiadié 3 gotas de solucién de rojo de metilo al 0,2%, en la cual el
caldo de cultivo se torna de color rojo si es un resultado positivo (+), caso contrario

el caldo se torna de color amarillo si es un resultado negativo (-) (INEN, 2015).

3.2.2.4.3. Prueba Voges-Proskauer

Se utilizaron tubos de ensayo con 5 mililitros de medio de cultivo liquido RM-VP,
posteriormente se inoculd cada una de las bacterias aisladas e incubd a 37°C durante
48 horas. Finalizado el periodo de incubacion se afiadié 2 gotas de solucion de
hidroxido de potasio (KOH) al 40% y 3 gotas de a-naftol al 6%, se agitaron y se dejé
reposar durante 5 minutos. Esta prueba se evalué mediante la formacion de una capa
en la superficie del medio de color rojizo, la cual se tomd como resultado positivo
(+) (INEN, 2015).

3.2.2.4.4. Prueba Citrato de Simmons

Para esta prueba se emplearon tubos microbioldgicos de tapa rosca en los cuales se
esterilizdO medio de cultivo solido Simmons Citrate y se dejo enfriar en posicion

inclinada. Con un asa de punta redonda se realizd estrias de todas las bacterias
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aisladas previamente y se incubaron durante 48 horas a 37°C. En caso de ser un
resultado positivo (+) se evidencia el color azul de bromotimol en el medio (INEN,
2015).

3.2.2.5. Preservacion de bacterias con glicerol

Las bacterias aisladas fueron transferidas a caldo TSA (Tripteina Soya Agar) que

contenia 15% de glicerol y se almacend a -80°C.

3.3. DISENO EXPERIMENTAL

Segin lo planificado en la metodologia del proceso, se realizd un disefio
experimental del tipo AXBXC en el cual se considero tres factores; factor A: sectores
de muestreo, factor B: horas de muestreo y factor C: dias de muestreo. La toma de
muestras se realizd durante cuatro semanas de lunes a viernes distribuido en dos
partes: la primera parte para el rea de desechos hospitalarios y la segunda parte para

el &rea de desechos comunes.

Factor A: Sectores de muestreo

al: Zona 1 (Area de Desechos Hospitalarios)
a2: Zona 2 (Area de Desechos Comunes)
Factor B: Horas de muestreo

b1: 10h00

b2: 15h00

Factor C: Dias de muestreo

cl: Lunes

c2: Martes

c3: Miércoles

c4: Jueves
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¢5: Viernes

Tabla 5: Tratamientos resultantes de la combinacidn de los factores de estudio

Tratamientos A: Sectores B: Horas C:Dias Fecha

alblcl Area de Desechos Hospitalarios  10h00 Lunes 23/10/2017
alblc2 Area de Desechos Hospitalarios  10h00 Martes 24/10/2017
alblc3 Area de Desechos Hospitalarios  10h00 Miércoles 25/10/2017
alblc4 Area de Desechos Hospitalarios  10h00 Jueves 26/10/2017
alblc5 Area de Desechos Hospitalarios  10h00 Viernes 27/10/2017
alb2cl Area de Desechos Hospitalarios  15h00 Lunes 30/10/2017
alb2c2 Area de Desechos Hospitalarios  15h00 Martes 31/10/2017
alb2c3 Area de Desechos Hospitalarios  15h00 Miércoles 01/11/2017
alb2c4 Area de Desechos Hospitalarios  15h00 Jueves 02/11/2017
alb2c5 Area de Desechos Hospitalarios  15h00 Viernes 03/11/2017
az2blcl Area de Desechos Comunes 10h00 Lunes 06/11/2017
a2blc2 Area de Desechos Comunes 10h00 Martes 07/11/2017
a2b1c3 Area de Desechos Comunes 10h00 Miércoles 08/11/2017
a2blc4 Area de Desechos Comunes 10h00 Jueves 09/11/2017
a2blc5 Area de Desechos Comunes 10h00 Viernes 10/11/2017
a2b2cl Area de Desechos Comunes 15h00 Lunes 13/11/2017
a2b2c2 Area de Desechos Comunes 15h00 Martes 14/11/2017
a2b2c3 Area de Desechos Comunes 15h00 Miércoles 15/11/2017
a2b2c4 Area de Desechos Comunes 15h00 Jueves 16/11/2017
a2b2c5 Area de Desechos Comunes 15h00 Viernes 17/11/2017
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Tabla 6: ANOVA (Anélisis de varianza)

Fuentes de Variacion Grados de Libertad

Replicaciones (r-1)

Factor A (a-1)

Factor B (b-1)

Factor C (c-1)

Factor AB (a-1)(b-1)

Factor AC (a-1)(c-1)

Factor BC (b-1)(c-1)

Factor ABC (@-1)(b-1)(c-1)

Residuo (aber-1)-[(r-1)+(a-1)+(b-1)+

(c-1)+(a-1)(b-1)+(a-1)(c-1)+
(b-1)(c-1)+(a-1)(b-1)(c-1)]

Total abcer-1

Nota: Se emplearon dos réplicas y sus interacciones dobles y triples seran analizadas con el paquete estadistico Infostat
estudiantil, con un grado de confianza del 95%.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

4.1.1. Crecimiento microbiano

4.1.1.1. Crecimiento bacteriano

El crecimiento bacteriano se evidencio por el método de turbidez, el mismo que se
identificé por el cambio de coloracion de ambar brillante transparente a un color
opaco turbio. Ademas, la formacion de nata en la superficie del medio de cultivo,
corrobor6 la existencia de colonias bacterianas. Estos cambios en los medios de
cultivo se produjeron luego del periodo de incubacién, mencionado en la
metodologia. Ver (Anexo E: Figura E4, E5, E6)

4.1.2. Difusion en placa

4.1.2.1. Difusion en placa para bacterias

La siembra de las 40 muestras (tratamientos) realizadas correspondientes al periodo
de muestreo, fue realizado por el método de difusion en placa en los medios de
cultivo Agar MacConkey con diluciones 10%, 102, 10% donde el crecimiento fue
minoritario y Tripteina Soya Agar con diluciones 10% 10° 108, en el cual se

evidencio un crecimiento favorable.

En el medio de cultivo Agar MacConkey se realizaron diluciones 10%, 102, 103, para
el area de desechos hospitalarios y desechos comunes, determinandose que en el area
de depdsito de desechos comunes existié mayor concentracion de microrganismos y
en el area de deposito de desechos hospitalarios no presento crecimiento. En este

medio no hubo crecimiento en muestras provenientes del area de desechos
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hospitalarios en virtud de que es un medio selectivo diferencial, en el cual se puede
encontrar bacterias de la familia Enterobacteriaceae y otros bacilos gramnegativos,
que presumiblemente son los tipos de microorganismos que se aislaron del area de
desechos comunes (Bowen, Mardones, & Velasquez, 2014). Ver (Anexo B: Tabla
B3 & Anexo E: Figura E5)

En el medio de cultivo Tripteina Soya Agar se realizaron diluciones 10%, 10°, 10°,
para el area de desechos hospitalarios y desechos comunes, se evidencié que en la
mayoria de las muestras existio crecimiento bacteriano, esto se debe a que el medio
de cultivo utilizado no es selectivo, favoreciendo el crecimiento de microorganismos
aerobios, anaerobios facultativos y estrictos (Aravanlabs, 2017). Ver (Anexo B:
Tabla B2 & Anexo E: Figura E4)

4.1.3. Aislamiento microbiano

4.1.3.1. Aislamiento bacteriano

Se aislaron 103 colonias macroscopicamente diferentes por medio de la técnica de
estria simple, del total de estas colonias 94 fueron aisladas en medio de cultivo
Tripteina Soya Agar y 9 en medio de cultivo Agar MacConkey.

Las colonias aisladas fueron codificadas adecuadamente con el fin de facilitar su
identificacion en el proceso de aislamiento. Cada colonia respectivamente codificada
fue aislada en cajas tri-petri con el mismo medio de cultivo del que procedia, lo que
posibilité que las funciones metabdlicas de las bacterias no fueran alteradas por el

cambio de nutrientes del medio. Ver (Anexo B: Tabla B4)

Se identificd que en la totalidad de las cajas tri-petri con las colonias aisladas luego
de las 48 horas de incubacion hubo crecimiento bacteriano prolifero. Este
crecimiento de colonias bacterianas fue idoneo para su posterior empleo en las
pruebas IMVIC, especificadas en la metodologia. Con el fin de obtener el resultado
deseado, se purifico nuevamente aquellas colonias que presentaron contaminacion.
Ver (Anexo E: Figura E6)
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4.1.4. Pruebas IMViC

Las pruebas IMViC se realizaron en 103 bacterias macroscopicamente diferentes
aisladas de las muestras analizadas del aire de las zonas de desechos hospitalarios y

desechos comunes del Relleno Sanitario del GADM de Riobamba.

Entre las pruebas realizadas estuvieron: Indol, Rojo de Metilo, Voges Proskauer y
Citrato de Simmons. Dichas pruebas IMViC fueron de andlisis cualitativo, utilizando
un criterio de resultados positivos (+) o negativos (-). (Ver Anexo B: Tabla B5 y B6)

En el Gréfico 1 se puede observar el porcentaje de repetitividad de cada especie de
microorganismo, a partir de las 103 bacterias aisladas. Los microrganismos con
mayor presencia fueron Shigella flexneri / Enterococcus faecalis con 35 repeticiones,
lo que corresponde a un porcentaje de 33,98% del total de bacterias aisladas. Las
especies de microorganismos con el segundo porcentaje mas alto fueron
Enterobacter cloacae Tipo Il, con 15,53% correspondiente a 16 repeticiones;
seguido por Pantoea agglomerans con 14,56%, equivalente a 15 repeticiones. La
especie de Hafnia alvei presentd una frecuencia de incidencia del 7,77%,
correspondiente a 8 repeticiones; las especies de Salmonella typhi / Citrobacter
freundii y Staphylococcus aureus, con 7 repeticiones cada una, representaron el
6,80% del total de bacterias aisladas respectivamente. La especie Escherichia coli
presentd el 5,83% el cual corresponde a 6 repeticiones; Klebsiella pneumoniae /
Enterobacter aerogenes representd el 4,85% con 5 repeticiones; Proteus mirabilis
con 2 repeticiones correspondiente al 1,94% de presencia bacteriana y finalmente
Citrobacter koseri / Providencia con 0,97% y 1 repeticion, siendo estas dos Gltimas
especies los porcentajes méas bajos de repetitividad. Ademas, también un 0,97% del
total, correspondié a una bacteria que no se pudo identificar, a causa de que no

existen resultados normalizados.
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Frecuencia de aislamiento de microoganismos

m Shigella flexneri / Enterococcus
faecalis

B Enterobacter cloacae Tipo Il

M Pantoea agglomerans

B Hafnia alvei

m Salmonella typhi / Citrobacter
freundii
Staphylococcus aureus

B Escherichia coli

H Klebsiella pneumoniae /
Enterobacter aerogenes

15,53% M Proteus mirabilis

HN.I.

m Citrobacter koseri / Providencia

Gréfico 1: Frecuencia de aislamiento de microorganismos en la etapa experimental

del proyecto.

Los resultados indican que la mayor variedad de microrganismos se presentd en el
tratamiento alb2c3, este tratamiento correspondié al area de desechos hospitalarios
del dia miércoles a las 15:00. Las bacterias que se identificaron bajo estas
condiciones fueron: Enterobacter cloacae Tipo Il, Shigella flexneri, Enterococcus
faecalis, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenes, Proteus mirabilis, Pantoea
agglomerans, Salmonella typhi, Citrobacter freundii. Sin embargo, para el caso de
desechos comunes el tratamiento que mayor variedad presentd fue el tratamiento
a2b2c3 del dia miércoles a las 15:00. En este tratamiento se evidencio el crecimiento
de Shigella flexneri, Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter
aerogenes, Hafnia alvei, Enterobacter cloacae Tipo Il. Esto se debe a que previo a la
toma de muestras tanto los desechos hospitalarios como los desechos comunes
fueron vertidos, lo que incremento la concentracién de microorganismos del aire, lo
cual provoca riesgos en la salud del personal que se encuentra expuesto.
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4.1.5. Cantidad de microorganismos (Turbidez)

El método de turbidez es un estudio cuantitativo de concentracion microbiana, para
el cual se requirio el empleo de la curva estdndar de crecimiento microbiano,
conocida como escala de McFarland, la cual brindd los pardmetros necesarios por
medio de reacciones quimicas para conocer un valor estimado de microorganismos
por métodos turbidimétricos y espectrofotométricos. Ver (Anexo B: Tabla B8 y
Anexo D: Gréafico D1)

La curva de McFarland se realiza con el fin de proporcionar una turbidez comparable
con la de una suspension bacteriana, ya que esta indica la absorbancia a la cual se
puede encontrar la cantidad de microorganismos al mezclar las soluciones de cloruro
de bario y &cido sulfarico (Mahon et al., 2015). La importancia de realizar dicha
curva es determinar los valores estimados para un indculo de bacterias obtenidas

mediante el muestreo en el caldo BHI (Infusion Cerebro-Corazén).

4.1.6. Cuantificacion directa de UFC/ml

4.1.6.1. Recuento en placa

El recuento en placa fue utilizado para determinar la concentracion bacteriana de la
muestra. El recuento de microorganismos, se baso en el conteo de colonias visibles,
en un rango de 30 a 300 colonias. Sin embargo, la muestra no fue totalmente
homogénea con respecto a su composicion microbioldgica, es decir, presentd muchos
errores al definir la concentracion microbiana. Posterior al conteo de colonias
visibles, se considerd que la colonia estaba compuesta por unidades formadoras de
colonia (UFC) y se determiné la concentracion microbiana aplicando la ecuacion
expuesta en la metodologia. Ver (Anexo B: Tabla B9 y B10)

4.1.7. Método turbidimetrico (indirecto) y método de recuento en placa (directo)

Para determinacion el numero de microorganismos aerotransportables se utilizaron

dos metodos los cuales fueron, recuento en placa, que es un método directo y se basa
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en que cada microorganismo desarrollara una colonia visible, pero, debido a que la
muestra no es totalmente homogénea con respecto a su composicion microbioldgica,
es posible que una colonia se origine de un microorganismo o de cientos de ellos, por
ello al darse una colonia por cientos de microorganismos se tendrd un conteo menor
al real. En el medio de cultivo que se sembro las diluciones elegidas se obtendra un
crecimiento éptimo luego de un determinado periodo de tiempo a una temperatura a
la cual los microorganismos se van a desarrollar correctamente, para sembrar la
muestra se realiza diluciones evitando que exista una superpoblacién de
microorganismos en la caja Petri y facilitar el conteo y determinar el nimero de
Unidades Formadoras de Colonia por mililitro (UFC/mI) (L6pez & Torres, 2006); y
el método turbidimétrico en el cual se utiliza la curva de McFarland, es un método
indirecto que determina el crecimiento microbiano, mediante la medicion de las
absorbancias de las muestras que contienen los microorganismos deseados ya
incubados (Mahon et al., 2015); este método es mucho maés facil y menos costoso,
utiliza un espectrofotémetro para la medicién de las absorbancias, con lo cual se
procede a calcular la cantidad de UFC/ml; este método es muy utilizado por su facil
acceso y mucho maés rapido debido a que la medicion se realiza del caldo cultivo en
el que se tomd las muestras, mientras que en el recuento en placa se debe transferir a
cajas Petri con medio sélido para que exista crecimiento microbiano y asi poder
contar las colonias que se evidenciaran luego de 48 horas. En estos métodos las
células no viables no van a ser contabilizadas puesto que en el recuento en placa no
va a existir crecimiento, y en el método turbidimétrico el medio se vuelve
translicido, por lo que deja pasar la luz y no existird una medida de esos
microorganismos. Ademas la curva de McFarland es sumamente préactica dado que

determina un estimado de la concentracion microbiana.

La curva de McFarland se utiliza para medir la turbidez de un medio liquido
inoculado con microorganismos. Este método es muy util cuando se necesita
enumerar una gran cantidad de microorganismos o se requiere determinar el tamafio
del inoculo de una suspension bacteriana especifica, tiene una relacion entre la
turbidez y el cambio de concentracion microbiana (Goldman & Green, 2015). Al

realizar la curva se obtuvo una ecuacion lineal con la cual se determind la
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concentracion microbiana en todos los tratamientos utilizados en este ensayo, ademas
se obtuvo un coeficiente de determinacién del 99,35% que indica el grado de
relacion lineal que existe entre la concentracion de microorganismos y la absorbancia
a 600 nm.

La curva de McFarland determina bacterias suspendidas, esto es gracias a que simula
Opticamente suspensiones bacterianas utilizando patrones mediante precipitacion
quimica; este método tiene la ventaja de que los estandares son quimicos y no
necesitan incubacion ni otros instrumentos que no sean épticos para poder ser
comparados (Turgeon, 2011). Mientras que el método de recuento en placa
determina el nimero de microorganismos presentes en una muestra por medio de
colonias que se forman en la placa inoculada con microorganismos, para esto se
utiliza diluciones seriadas con el fin de que cada colonia formada provenga de un
Unico microorganismo, no obstante, muchas de las veces existe un error en el conteo
por lo que se tendra un numero diferente al real, se toma como iddneo las placas Petri

incubadas que tengan un nimero total de colonias entre 30 y 300 colonias.

4.1.8. Nivel de riesgo bioldgico

Se realizo la identificacion de microorganismos patégenos debido al proceso que se
lleva al manipular desechos hospitalarios y comunes en el Relleno Sanitario del
Gobierno Autonomo Descentralizado Municipal de Riobamba (GADM Riobamba),
asi como la determinacion de la concentracion en la cual se encuentran presentes en
el aire. Ver (Anexo B: Tabla B8)

Para la evaluacion del nivel de riesgo biolégico asociado al Relleno Sanitario del
GADM de Riobamba, se procedio a la clasificacion de todas las especies bacterianas
identificadas mediante las pruebas IMViC en base a los grupos de riesgo mencionado
por el Real Decreto 664/1997, el cual manifiesta los criterios para la clasificacion de
agentes bioldgicos en cuatro grupos de acuerdo al riesgo de infeccion, patogenicidad,
peligro para trabajadores, la propagacion y la existencia de tratamiento. (Ver Tabla
7)
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Tabla 7: Evaluacion de peligrosidad de agentes biologicos segin el R.D. 664/1997
en las areas de depdsito de desechos hospitalarios y desechos comunes.

Clasificacion de Peligrosidad de los Agentes Bioldgicos

Nombre de la bacteria Grupo
Shigella flexneri 2
Enterococcus faecalis 2
Enterobacter cloacae Tipo Il 2
Pantoea agglomerans N.I
Hafnia alvei N.I
Salmonella typhi 3
Citrobacter freundii N.I
Staphylococcus aureus 2
Escherichia coli 3
Klebsiella pneumoniae 2
Enterobacter aerogenes 2
Proteus mirabilis 2
Citrobacter koseri N.I
Providencia 2

Nota: N.I. indica agentes bioldgicos no identificados por el Real Decreto

B Agentes Grupo 2
B Agentes Grupo 3

m Agentes No Identificados

Gréfico 2: Clasificacion de agentes biolégicos obtenidos en el Relleno Sanitario del
GADM de Riobamba, segun el R.D. 664/1997.

44



En el Gréfico 2, se puede analizar que el 57% representa que 8 del total de 14
especies bacterianas encontradas pertenecen al grupo 2, segun lo dispuesto por el
Real Decreto 664/1997 estos agentes pueden causar enfermedad y presentan peligro
para los trabajadores, la tendencia a propagarse es poco probable y ademas existe
tratamiento eficaz para combatirlos. Ademés se puede observar que el 29% indica
que 2 del total de 14 especies bacterianas encontradas corresponden al grupo 3, estos
agentes son definidos como aquellos que pueden causar patologias graves y
representan un serio riesgo para los trabajadores, con alta probabilidad de
propagacion, también existe tratamiento eficaz para combatirlos. Finalmente el 14%
restante sefiala que 4 del total de 14 especies bacterianas encontradas pertenece al
grupo N.I como agentes no identificados por el Real Decreto. Esto indica que la
mayor parte de bacterias aerotransportables pertenecen al grupo 2 y 3, lo cual
representa un problema serio para el personal que ejerce las labores de manipulacion
de desechos dentro del relleno sanitario, estando mas expuestos a bioaerosoles
patdgenos, que las personas que trabajan en los alrededores del relleno o en la

recoleccion de basura (Kazmierczuk & Bojanowicz, 2014).

Algunos autores y organismos como la ACGIH (American Conference of
Governmental Industrial Hygienists), la AIHA (American Industrial Hygiene
Association), la OMS (Organizacion Mundial de la Salud), el HSE (Health and
Safety Executive), etc. han intentado establecer limites de exposicion ambiental para
agentes bioldgicos y sus productos basandose en los efectos en la salud. Dichos
organismos mencionan que si la concentracion supera las 10000 UFC/m? (unidades
formadoras de colonias por metro cubico) tanto en bacterias grampositivas como en
bacterias gramnegativas, se debe aplicar inmediatamente medidas correctivas.
Mientras que si la concentracion es inferior a 10000 UFC/m?, se sugiere identificar
los agentes bioldgicos y aplicar medidas correctivas si alguno de ellos excede las 500
UFC/m?3 (Miron, 2008).

En general, la emision de particulas aerotransportables fue alta y se podria llegar a la
conclusion que el aire del Relleno Sanitario del Gobierno Autonomo Descentralizado
Municipal de Riobamba esta moderadamente contaminado. La presencia de
patogenos bacterianos pueden ser la causa de problemas de salud teniendo que tomar

medidas preventivas y correctivas. Para la reduccion del riesgo, los trabajadores
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estan en la obligacion de usar controles como: cambio de ropa, buena higiene
personal y tareas de rotacion. Las propuestas Internacionales indican que existe

peligro aun cuando las concentraciones estén por debajo de los limites referenciales.

4.1.9. Disefio experimental

El paquete estadistico Infostat estudiantil, fue la herramienta de anélisis estadistico
seleccionado para la investigacion, se desarroll6 un disefio experimental del tipo
AXBXC, y su respectiva prueba de Tukey a un nivel de confianza del 95% de los
datos obtenidos por el método de turbidez. En total se obtuvo 40 muestras, un
coeficiente de correlacion del 77% y un coeficiente de variacion del 37.52%, por
consiguiente, los resultados obtenidos entre muestras y réplicas no presentaron

variabilidad respecto a la zona de muestreo.

Con la finalidad de determinar el objetivo planteado en el estudio, en el Gréafico 2 se
puede apreciar los resultados de la interaccion de los tres factores: A: zonas de
muestreo, B: horas de muestreo y C: dias de muestreo en relacion al valor de las
medias de concentracion de unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/ml)
del medio de cultivo BHI mostraron que el tratamiento alblc5, fue el tratamiento
gue mayor concentracién y riesgo bioldgico presento. Dicho tratamiento
correspondid al muestreo realizado en la zona de desechos hospitalarios, a las 10:00
am del dia viernes. La concentracion alta de microorganismo en el aire puede ser el
causante de posibles enfermedades por exposicién a los trabajadores del Relleno
Sanitario del GADM de Riobamba.
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Graéfico 3: Concentracién de microorganismos (UFC/ml) obtenidos por el método

turbidimétrico de la combinacion de los factores AxBxC.

En este estudio se identific6 microorganismos mesofilos los cuales se desarrollan
Optimamente a una temperatura que oscila entre 25-40°C. La disponibilidad de
nutrientes presente en la materia organica influye de manera proporcional en el
crecimiento microbiano, es decir a mayor cantidad de nutrientes mayor desarrollo de
microorganismos, por lo que alcanzaran un crecimiento Optimo teniendo alta
proliferacion de bacterias. Se debe tener en cuenta los factores externos como
temperatura, humedad relativa y sustratos utilizados como nutrientes. La humedad
relativa también es un factor influyente en el crecimiento de bacterias en un ambiente
libre como los rellenos sanitarios, puesto que las bacterias crecen en humedades
mayores a 35%, estos lugares no deben ser extremadamente himedos debido a que el
exceso de agua dafia las células y ocasiona la muerte de los microorganismos. Al
realizar una comparacion de los resultados obtenidos en la presente investigacion en
relacion a estudios previamente realizados en los cantones Ambato, Latacunga y
Salcedo se puede observar que las diferentes concentraciones de microorganismos en

el aire de sus respectivos rellenos fue mayor en la ciudad de Ambato con 5,87E+12
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UFC/ml para desechos hospitalarios y 5,10E+12 UFC/ml para desechos comunes,
esto puede darse porque la temperatura promedio es de 17,5°C siendo la méas cercana
a la temperatura dptima de crecimiento microbiano. Ademas se encontro similitud de
bacterias en cada uno de los rellenos sanitarios como son: Citrobacter freundii,
Citrobacter koseri, Enterobacter cloacae Tipo Il, Escherichia coli, Klebsiella

pneumoniae, Salmonella typhi y Shigella flexneri.

4.2. VERIFICACION DE HIPOTESIS
4.2.1. Hipotesis de la Investigacion

La realizacion de un estudio aerobiol6gico en el Relleno Sanitario del Gobierno
Auténomo Descentralizado Municipal de Riobamba permitirda identificar
microorganismos patdgenos y a su vez determinar el nivel de riesgo bioldgico al cual

estan expuestos los trabajadores de este sitio.

4.2.2. Hipotesis Estadistica
4.2.2.1. Hipotesis Nula

El aire del Relleno Sanitario del Gobierno Autonomo Descentralizado Municipal de

Riobamba NO presenta riesgo biolégico para la salud de los trabajadores.

4.2.2.2. HipOtesis Alternativa

El aire del Relleno Sanitario del Gobierno Autonomo Descentralizado Municipal de

Riobamba SI presenta riesgo bioldgico para la salud de los trabajadores.

En base a los resultados obtenidos en la investigacion se acepta la hipotesis
alternativa, rechazando la hipdtesis nula, ya que mediante el estudio realizado se
obtuvo la presencia de enterobacterias las cuales presentan un riesgo para la salud de
los trabajadores del Relleno Sanitario del Gobierno Auténomo Descentralizado

Municipal de Riobamba.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES

Por medio del estudio realizado se identifico que los microorganismos
suspendidos en el aire del Relleno Sanitario del Gobierno Auténomo
Descentralizado Municipal de Riobamba (GADM Riobamba) en su mayoria
son bacterias gramnegativas pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae
(enterobacterias), identificando también bacterias grampositivas; de las cuales
algunas son de alta peligrosidad con niveles de riesgo de 2 y 3 segln el Real
Decreto 664/1997; ocasionando enfermedades e infecciones al ser humano;
estas bacterias se desarrollan adecuadamente a temperaturas entre 25 y 40°C

por lo que son microorganismos mesofilos.

Se determind la cantidad de unidades formadoras de colonia por mililitro de
aire (UFC/ml) a través de la turbidez utilizando una curva de calibracion
denominada McFarland cuyo coeficiente de determinacion fue 99.35%, se
obtuvieron concentraciones entre 1.95x10*® UFC/ml y 2.78x10™° UFC/ml,
dichas concentraciones no pueden ser evaluadas bajo criterios debido a que
no se ha establecido normativas en nuestro pais, estas concentraciones se
dieron bajo las siguientes condiciones, temperatura de 16°C, humedad

relativa del 60%, materia organica de 55% presente en el relleno.

Se compar6 dos métodos cuantitativos de determinacion del crecimiento
microbiano, un método indirecto de turbidimetria que utiliza la curva estandar
de McFarland por medio de las absorbancias para estimar la cantidad de
UFC/ml presentes en el medio, el cual muestra la presencia de
microorganismos Vvivos y muertos sin poder distinguirlos; y un método
directo de recuento en placa que muestra la presencia de microorganismos

vivos permitiendo estimar las UFC/ml a traves de una ecuacion.
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Para el crecimiento de los microorganismos se utilizé dos medios de cultivo:
Agar MacConkey que permite el crecimiento de bacterias gramnegativas e
inhibe bacterias grampositivas debido a las sales biliares contenidas en el
medio; y Tripteina Soya Agar (TSA) que es un medio no diferencial el cual
por sus nutrientes es utilizado para el crecimiento de todo tipo de

microorganismaos.

Se identifico la presencia de 103 bacterias patogenas, y por medio de las
pruebas IMVIC se determinaron que fueron grampositivas y gramnegativas;
Shigella flexneri fue la bacteria que se aisl6 con mayor frecuencia en los
medios de cultivo catalogada de alta peligrosidad por el Real Decreto
664/1997 con un nivel de riesgo de tipo 2, provocando enfermedades en los
trabajadores 0 personas expuestas a esta, con la posibilidad de tratamiento; la
bacteria Shigella flexneri soporta temperaturas de 7 a 45°C, por lo que es
peligrosa para la salud humana ya que su crecimiento éptimo es a la

temperatura corporal.

5.2. RECOMENDACIONES

Elaborar un instructivo de seguridad para los trabajadores y personal del
Relleno Sanitario del Gobierno Auténomo Descentralizado Riobamba
(GADM Riobamba), para prevenir riesgos en la salud de los mismos, ya que
las bacterias presentes en el aire del relleno tienen alta peligrosidad con un

nivel de riesgo dos.

Implementar mejores equipos de proteccion para los trabajadores del relleno
y exigir el uso de los mismos en el area de trabajo, para evitar posibles

complicaciones en la salud de los trabajadores.

Realizar un analisis mas minucioso mediante el secuenciamiento del gen 16s
rDNA para la identificacion especifica de las bacterias encontradas en el
Relleno Sanitario del Gobierno Autonomo Descentralizado Municipal de

Riobamba, debido a que este gen se encuentra presente en todas las bacterias
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y la conservacion de algunas regiones es universal. Permite el disefio de pares
de primers capaces de amplificar regiones especificas de practicamente todos

los genes 16s bacterianos.
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ANEXOS



Tabla Al: Infusion Cerebro Corazén

ANEXO A. REACTIVOS Y MEDIOS DE CULTIVO

Tabla A2: Tripteina Soya Agar

Tabla A3: Agar MacConkey

Componentes Cantidad
Infusién de corazén 5.00 (g)
Infusion de cerebro 12.50 (g)
Glucosa 2.00 (0)
Proteosa peptona 10.00 (g)
Na,HPO, 2.50 ()
NaCl 5.00 (9)
Agua destilada 1000.00 (ml)
Componentes Cantidad
Peptona de soya 5.00 (0)
NaCl 5.00 (9)
Tripteina 15.00 (9)
Agar 15.00 (g)
Agua destilada 1000,00 (ml)
Componentes Cantidad
Peptona de carne 3.00 (9)
Peptona de caseina 17.00 (g)
Agar-Agar 13.50 (g)
Lactosa 10.00 (g)
NaCl 5.00 (g)
Sales biliares 1.50 (0)
Cristal violeta 0.001 (g)
Rojo neutro 0.03 (9)
Agua destilada 1000.00 (ml)

Tabla A4: Medio RM-VP (Rojo de Metilo y Voges-Proskauer)

Tabla A5: Agar Citrato de Simmons

Componentes Cantidad
Polipeptona 7.00 (9)
K>HPO4 5.00 (g)
Dextrosa 5.00 (9)
Agua destilada 1000.00 (ml)
Componentes Cantidad
Cloruro de sodio 5.00 (9)
K>HPO4 1.00 (9)
NH;H2PO4 1.00 (9)
Citrato de sodio 2.00 (9)
Agar-Agar 12.00 (g)
MgSQO, 0.20 (9)
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Azul de bromotimol 0,08 (9)
Agua destilada 1000.00 (ml)

Reactivo de Kovac’s

En 75 ml de alcohol isoamilico puro se disuelve 5 gramos de p-dimetilaminobenzaldehido,
manteniendo en bafio maria. Luego, en una sorbona afiadir lentamente 25 ml de &cido
clorhidrico (HCI) concentrado y guardar en un frasco ambar en el congelador. La receta es
para 100 ml de reactivo de Kovac’s.

Reactivos de Voges-Proskauer

a) Solucion de a—naftol al 5%

En 100 ml de alcohol etilico absoluto se disuelve 5 gramos de a—naftol
b) Solucién de KOH al 40%

En 100 ml de agua destilada se disuelve 40 gramos de KOH
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ANEXO B. TABLAS DE RESULTADOS

Tabla B1: Curva de calibracion de McFarland
Namero Absorbancia Concentracion

(UFC/ml)
1 0.285 3.00x10°
2 0.498 6.00x10°8
3 0.634 9.00x10°8
4 0.832 1.20x10*°
5 0.996 1.50x10*
6 1.141 1.80x10*
7 1.270 2.10x10"
8 1.400 2.40x10"°
9 1.538 2.70x10*°
10 1.651 3.00x10"

Tabla B2: Cdédigo binario para crecimiento microbiano en medio Tripteina Soya Agar
Tratamiento  Réplical Réplica?2

albilcl 1 1
alblc2 1 0
alblc3 1 1
alblc4 1 1
alblc5 0 0
alb2cl 1 1
alb2c2 1 0
alb2c3 1 1
alb2c4 1 1
alb2c5 1 1
azblcl 1 1
a2blc2 1 1
a2bic3 1 1
a2blc4 1 1
a2blc5 0 1
a2b2cl 0 0
a2b2c? 1 1
a2b2c3 1 1
a2b2c4 1 1
a2b2c5 1 1

Nota: 1 indica crecimiento microbiano, por el contrario
serd 0

Tabla B3: Cddigo binario para crecimiento bacteriano en medio Agar MacConkey
Tratamiento  Réplical Réplica?2

alblcl 0 0
alblc2 0 0
alblc3 0 0
alblc4 0 0
albilch 0 0
alb2cl 0 0
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alb2c2 0 0
alb2c3 0 0
alb2c4 0 0
alb2c5 0 0
azblcl 1 1
azblc2 1 0
azblc3 1 1
azblc4 0 0
azblc5 0 0
azb2cl 0 0
azb2c2 0 0
azb2c3 0 0
azb2c4 0 0
azb2c5 0 0
Nota: 1 indica crecimiento microbiano, por el contrario
serd 0

Tabla B4: Cddigo asignado a las colonias bacterianas aisladas en los medios de cultivo
Tripteina Soya Agar y Agar MacConkey
Tratamiento Dilucion Réplica Namero Medio de cultivo Cddigo de

de colonia colonia

alblcl 14 1 1 Tripteina Soya Agar sl

alblcl 1+ 1 2 Tripteina Soya Agar  s2

alblcl 1° 1 1 Tripteina Soya Agar s3

alblcl 1° 1 1 Tripteina Soya Agar s4

alblcl 1° 2 1 Tripteina Soya Agar sb

alblcl 1 2 2 Tripteina Soya Agar  s6

alblc2 1+ 1 1 Tripteina Soya Agar  s7

alblc2 1+ 1 2 Tripteina Soya Agar s8

alblc2 1° 1 1 Tripteina Soya Agar s9

alblc3 1+ 1 1 Tripteina Soya Agar 510
alblc3 1° 1 1 Tripteina Soya Agar  s11
alblc3 1° 2 1 Tripteina Soya Agar 512
alblc3 1° 2 2 Tripteina Soya Agar s13
alblc3 1° 2 1 Tripteina Soya Agar s14
alblc4 1+ 1 1 Tripteina Soya Agar  s15
alblc4 1° 1 1 Tripteina Soya Agar 516
alblc4 1° 2 1 Tripteina Soya Agar s17
alblc4 1° 2 1 Tripteina Soya Agar s18
alb2cl 1° 1 1 Tripteina Soya Agar s19
alb2cl 1+ 2 1 Tripteina Soya Agar  s20
alb2cl 1+ 2 2 Tripteina Soya Agar  s21
alb2cl 1% 2 1 Tripteina Soya Agar s22
alb2c2 1% 1 1 Tripteina Soya Agar s23
alb2c2 1° 1 1 Tripteina Soya Agar 524
alb2c3 1+ 1 1 Tripteina Soya Agar s25
alb2c3 1+ 1 2 Tripteina Soya Agar s26
alb2c3 1+ 1 3 Tripteina Soya Agar s27
alb2c3 1% 1 1 Tripteina Soya Agar 28
alb2c3 1° 1 2 Tripteina Soya Agar s29
alb2c3 1° 1 1 Tripteina Soya Agar s30
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alb2c3 14 2 1 Tripteina Soya Agar  s31
alb2c3 1+ 2 2 Tripteina Soya Agar s32
alb2c3 1° 2 1 Tripteina Soya Agar $33
alb2c3 1° 2 2 Tripteina Soya Agar s34
alb2c3 1 2 1 Tripteina Soya Agar  $35
alb2c4 1° 1 1 Tripteina Soya Agar  s36
alb2c4 1° 1 1 Tripteina Soya Agar  s37
alb2c4 1+ 2 1 Tripteina Soya Agar 38
alb2c5 1° 1 1 Tripteina Soya Agar s39
alb2c5 1° 1 2 Tripteina Soya Agar 540
alb2c5 1° 2 1 Tripteina Soya Agar  s41
alb2c5 1° 2 1 Tripteina Soya Agar 542
azblcl 1° 1 1 Tripteina Soya Agar  s43
a2blcl 1° 2 1 Tripteina Soya Agar  s44
a2blcl 1° 2 2 Tripteina Soya Agar  s45
a2blcl 1 2 1 Tripteina Soya Agar  s46
az2blc2 1° 1 1 Tripteina Soya Agar 547
az2blc2 1° 1 2 Tripteina Soya Agar 48
a2blc2 1 1 1 Tripteina Soya Agar  s49
a2blc2 1° 2 1 Tripteina Soya Agar  s50
az2blc2 1° 2 2 Tripteina Soya Agar s51
azblc2 1° 2 1 Tripteina Soya Agar  s52
azblc3 1° 1 1 Tripteina Soya Agar s53
a2b1c3 1° 1 2 Tripteina Soya Agar  s54
a2blc3 16 1 1 Tripteina Soya Agar  s55
az2blc3 1° 2 1 Tripteina Soya Agar  s56
azblc3 1° 2 2 Tripteina Soya Agar  s57
a2blc4 1+ 1 1 Tripteina Soya Agar  s58
a2blc4 1+ 1 2 Tripteina Soya Agar  s59
a2blc4 1° 1 1 Tripteina Soya Agar  s60
a2blca 1° 1 1 Tripteina Soya Agar s61
a2blca 1+ 2 1 Tripteina Soya Agar s62
a2blc4 1° 2 1 Tripteina Soya Agar  s63
a2blcs 1° 2 1 Tripteina Soya Agar  s64
a2blch 1° 2 2 Tripteina Soya Agar  s65
a2blch 1° 2 1 Tripteina Soya Agar s66
az2blch 1° 2 2 Tripteina Soya Agar s67
a2b2c2 1+ 1 1 Tripteina Soya Agar  s68
a2b2c2 1+ 1 2 Tripteina Soya Agar  s69
az2b2c2 1° 1 1 Tripteina Soya Agar s70
azb2c2 1° 1 2 Tripteina Soya Agar s71
a2b2c2 1 1 1 Tripteina Soya Agar  s72
a2b2c2 1 1 2 Tripteina Soya Agar  s73
a2b2c2 1° 2 1 Tripteina Soya Agar  s74
azb2c2 1° 2 1 Tripteina Soya Agar s75
azb2c3 1+ 1 1 Tripteina Soya Agar s76
a2b2c3 1+ 1 2 Tripteina Soya Agar s77
azb2c3 1° 1 1 Tripteina Soya Agar s78
azb2c3 1% 1 2 Tripteina Soya Agar s79
azb2c3 1° 1 1 Tripteina Soya Agar s80
azb2c3 1+ 2 1 Tripteina Soya Agar s81
a2b2c3 1+ 2 2 Tripteina Soya Agar  s82
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a2b2c3 1% 2 1 Tripteina Soya Agar  s83
azb2c3 1° 2 2 Tripteina Soya Agar s84
azb2c3 1° 2 1 Tripteina Soya Agar s85
az2h2c4 1° 1 1 Tripteina Soya Agar s86
a2b2c4 1 1 1 Tripteina Soya Agar s87
a2b2c4 1+ 2 1 Tripteina Soya Agar  s88
az2h2c4 1+ 2 2 Tripteina Soya Agar s89
az2h2c4 1° 2 1 Tripteina Soya Agar  s90
azb2c5 1° 1 1 Tripteina Soya Agar s91
a2b2c5 1° 2 1 Tripteina Soya Agar  $92
a2b2c5 1° 2 2 Tripteina Soya Agar  s93
azb2c5 1° 2 1 Tripteina Soya Agar s94
a2blcl 12 1 1 Agar MacConkey k1l
a2blcl 13 1 1 Agar MacConkey k2
a2blcl 12 2 1 Agar MacConkey k3
a2blcl 13 2 1 Agar MacConkey k4
a2blc2 12 1 1 Agar MacConkey k5
a2blc2 13 1 1 Agar MacConkey k6
a2blc3 12 1 1 Agar MacConkey k7
a2blc3 13 1 1 Agar MacConkey k8
a2blc3 13 2 1 Agar MacConkey k9

Tabla B5: Resultados tipificados de las pruebas bioquimicas IMViC

Microorganismo Indol Rojo de Voges Citrato de
Metilo  Proskauer Simmons

Staphylococcus aureus - + + -

Shigella flexneri - + - -
Salmonella typhi - + - +
Proteus mirabilis - + (+/-) (+/-)
Pantoea agglomerans (+/-) (+/-) (+/-) (+/-)
Klebsiella oxytoca + - + +
Klebsiella pneumoniae - - + +

Hafnia alvei - (+/-) + -
Escherichia coli + + - -
Enterococcus faecalis - + - -
Enterobacter cloacae Tipo Il - - - -
Enterobacter cloacae - - + +
Enterobacter aerogenes - - + +
Citrobacter koseri + + - +
Citrobacter freundii - + - +

Fuente: (Andache & Castillo, 2016); (INEN, 2015)

Tabla B6: Resultados de pruebas bioquimicas IMVIC en bacterias aisladas del Relleno
Sanitario del GADM de Riobamba

Cddigo Rojo Vogues Citrato

de Indol de Proskauer de Microorganismo

Colonia metilo Simmons

sl - + - - Shigella flexneri / Enterococcus faecalis
s2 - + + - Staphylococcus aureus
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s3 - + - - Shigella flexneri / Enterococcus faecalis
s4 - + - - Shigella flexneri / Enterococcus faecalis
s5 - + - + Salmonella typhi / Citrobacter freundii
s6 - + + - Staphylococcus aureus

s7 - - - + Pantoea agglomerans

s8 - - - - Enterobacter cloacae Tipo Il

s9 - + - - Shigella flexneri / Enterococcus faecalis
s10 - - - + Pantoea agglomerans

s11 - - - + Pantoea agglomerans

s12 - - - + Pantoea agglomerans

s13 - - - + Pantoea agglomerans

s14 - + + - Staphylococcus aureus

s15 - - + Pantoea agglomerans

s16 - - - - Enterobacter cloacae Tipo Il

s17 - - + - Hafnia alvei

s18 - + + - Staphylococcus aureus

s19 - - - + Pantoea agglomerans

520 - + - - Shigella flexneri / Enterococcus faecalis
s21 - - - - Enterobacter cloacae Tipo Il

522 - - - - Enterobacter cloacae Tipo Il

523 - + - - Shigella flexneri / Enterococcus faecalis
524 - + - - Shigella flexneri / Enterococcus faecalis
525 - - - - Enterobacter cloacae Tipo Il

526 - + - - Shigella flexneri / Enterococcus faecalis
s27 - + - - Shigella flexneri / Enterococcus faecalis
528 - + - - Shigella flexneri / Enterococcus faecalis
529 - - + + Klebsiella pneumoniae / Enterobacter aerogenes
s30 - + - - Shigella flexneri / Enterococcus faecalis
s31 - + + + Proteus mirabilis

s32 - - + Pantoea agglomerans

s33 - + - + Salmonella typhi / Citrobacter freundii
s34 - + - - Shigella flexneri / Enterococcus faecalis
s35 - + - - Shigella flexneri / Enterococcus faecalis
s36 - + - - Shigella flexneri / Enterococcus faecalis
s37 - + - - Shigella flexneri / Enterococcus faecalis
s38 - - + - Hafnia alvei

s39 - - - - Enterobacter cloacae Tipo Il

s40 - + + - Staphylococcus aureus

s41 - - + Pantoea agglomerans

s42 - - - - Enterobacter cloacae Tipo Il

s43 + + - - Escherichia coli

s44 + + - + Citrobacter koseri / Providencia

s45 + + - - Escherichia coli

s46 + + - - Escherichia coli

s47 - + - + Salmonella typhi / Citrobacter freundii
s48 - - - + Pantoea agglomerans

549 + - + - N.I.

s50 - + - - Shigella flexneri / Enterococcus faecalis
s51 - - - - Enterobacter cloacae Tipo Il

s52 - + - + Salmonella typhi / Citrobacter freundii
s53 - + - + Salmonella typhi / Citrobacter freundii
s54 - + - - Shigella flexneri / Enterococcus faecalis
s55 + + - - Escherichia coli

s56 - + - - Shigella flexneri / Enterococcus faecalis
s57 - - - - Enterobacter cloacae Tipo Il

s58 - + - - Shigella flexneri / Enterococcus faecalis
s59 - - - - Enterobacter cloacae Tipo Il
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s60 - - + - Hafnia alvei

s61 - - + - Hafnia alvei

s62 - - - - Enterobacter cloacae Tipo Il

s63 - + - - Shigella flexneri / Enterococcus faecalis
s64 - + + + Proteus mirabilis

S65 - - - + Pantoea agglomerans

s66 - + - + Salmonella typhi / Citrobacter freundii
s67 - + - - Shigella flexneri / Enterococcus faecalis
s68 - + - - Shigella flexneri / Enterococcus faecalis
s69 - + - - Shigella flexneri / Enterococcus faecalis
s70 - + - - Shigella flexneri / Enterococcus faecalis
s71 - + - - Shigella flexneri / Enterococcus faecalis
s72 - - + - Hafnia alvei

s73 - + - - Shigella flexneri / Enterococcus faecalis
s74 - + - - Shigella flexneri / Enterococcus faecalis
s75 - + - - Shigella flexneri / Enterococcus faecalis
S76 - + - - Shigella flexneri / Enterococcus faecalis
s77 - - + + Klebsiella pneumoniae / Enterobacter aerogenes
s78 - + - - Shigella flexneri / Enterococcus faecalis
s79 - + - - Shigella flexneri / Enterococcus faecalis
s80 - - + + Klebsiella pneumoniae / Enterobacter aerogenes
s81 - - + - Hafnia alvei

s82 - - + - Hafnia alvei

s83 - + - - Shigella flexneri / Enterococcus faecalis
584 - - + + Klebsiella pneumoniae / Enterobacter aerogenes
s85 - - - Enterobacter cloacae Tipo Il

586 - + - - Shigella flexneri / Enterococcus faecalis
s87 - + - - Shigella flexneri / Enterococcus faecalis
s88 - + - - Shigella flexneri / Enterococcus faecalis
s89 - - - - Enterobacter cloacae Tipo Il

s90 - - - + Pantoea agglomerans

s91 - - + - Hafnia alvei

s92 - + - + Salmonella typhi / Citrobacter freundii
s93 - - + + Klebsiella pneumoniae / Enterobacter aerogenes
s94 + + - Escherichia coli

k1l - - - + Pantoea agglomerans

k2 - - - + Pantoea agglomerans

k3 - - - - Enterobacter cloacae Tipo Il

k4 - - - - Enterobacter cloacae Tipo Il

k5 - + + - Staphylococcus aureus

k6 - - - - Enterobacter cloacae Tipo Il

k7 - - - + Pantoea agglomerans

k8 + + - - Escherichia coli

k9 - + + - Staphylococcus aureus

Nota: N.I. indica colonias bacterianas no identificadas

Tabla B7: Numero de microorganismos aislados segun especie

Microorganismo NUmero de bacterias
aisladas

Shigella flexneri / Enterococcus faecalis 35

Enterobacter cloacae Tipo Il 16

Pantoea agglomerans 15

Hafnia alvei 8

Salmonella typhi / Citrobacter freundii 7
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Staphylococcus aureus

Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae / Enterobacter aerogenes
Proteus mirabilis

N.1.

Citrobacter koseri / Providencia

Total 103

OlRrF,INOIO N

Tabla B8: Concentracion de microrganismos (UFC/ml) obtenidos por medio de
turbidimetria

Concentracion de microorganismos
Absorbancia Absorbancia UFC/ml  UFC/ml
Tratamientos Reéplica 1 Réplica 2 Réplical Réplica?2

alblcl 0.724 0.865 1.06x10*°  1.34x10*°
alblc2 0.502 0.805 6.13x10*8  1.22x10*°
alblc3 1.349 0.293 2.31x10*°  1.95x10*®
alblc4 0.334 0.405 2.77x10*®  4.19x10*®
alblc5 1.501 1.340 2.61x10*°  2.29x10*°
alb2cl 0.861 0.756 1.33x10*°  1.12x10*°
alb2c2 1.059 0.947 1.73x10*°  1.50x10*°
alb2c3 0.966 1.000 1.54x10"° 1.61x10"°
alb2c4 0.628 0.461 8.65x10*® 5.31x10*®
alb2c5 0.508 0.567 6.25x10"8  7.43x10*8
a2blcl 0.932 1.270 1.47x10*°  2.15x10*°
a2blc2 0.630 0.567 8.69x10"8  7.43x10*8
a2blc3 0.309 0.471 2.27x10*® 5.51x10*®
a2blc4 0.855 1.358 1.32x10"°  2.32x10"°
a2bl1c5 1.221 1.587 2.05x10%°  2.78x10*
a2b2cl 1.001 1.099 1.61x10*° 1.81x10*°
a2b2c2 0.575 0.869 7.59x10*®  1.35x10*°
a2b2c3 0.756 0.419 1.12x10"°  4.47x10"®
a2b2c4 0.625 0.485 8.59x10*®  5.79x10*®
a2b2c5 0.889 0.949 1.39x10*°  1.51x10*°

Nota: Los datos de absorbancia fueron obtenidos a una longitud de onda de 600
nanémetros con la ayuda de un espectrofotometro marca HACH.

Tabla B9: Concentracion de microrganismos obtenidos por el método de conteo en placa en
medio de cultivo Tripteina Soya Agar

Variables Tratamientos Dilucibn Numero de Concentracién
Colonias (UFC/mI)

1+ 90 9.00x10%¢

Desechos Replical 1° 29 2.90x10%"
Hospitalarios ~ alblcl 1° 3 3.00x10"7
10:00 1+ Incontable Incontable
Lunes Replica2 1° 242 2.42x10%8
16 17 1.70x10*®

1+ 68 6.80x10"®

Desechos Replical 1° 16 1.60x10%"
Hospitalarios ~ alblc2 16 0 0
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10:00 14 0 0
Martes Replica2 1° 0 0
16 0 0
14 89 8.90x10*6
Desechos Replical 1° 26 2.60x10*"
Hospitalarios ~ alblc3 16 0 0
10:00 14 Incontable Incontable
Miércoles Replica2 1% 106 1.06x10*8
16 10 1.00x10*8
14 81 8.10x10%*6
Desechos Replical 1° 29 2.90x10*’
Hospitalarios  alblc4 16 0 0
10:00 14 164 1.64x10%"
Jueves Replica2 1° 65 6.50x10*"
16 38 3.80x10*8
14 0 0
Desechos Replical 1° 0 0
Hospitalarios ~ alblc5 16 0 0
10:00 14 0 0
Viernes Replica2 1° 0 0
16 0 0
14 155 1.55x10%"
Desechos Replical 1° 50 5.00x10%"
Hospitalarios ~ alb2cl 16 0 0
15:00 14 13 1.30x10*®
Lunes Replica2 1% 1 1.00x10*®
16 0 0
14 204 2.04x10*"
Desechos Replical 1° 99 9.90x10*"
Hospitalarios ~ alb2c2 16 34 3.40x10*8
15:00 14 0 0
Martes Replica2 1° 0 0
16 0 0
14 90 9.00x10%*8
Desechos Replical 1°% 58 5.80x10*"
Hospitalarios ~ alb2c3 16 7 7.00x10*7
15:00 14 79 7.90x10%*6
Miércoles Replica2 1% 41 4.10x10""
16 6 6.00x10*"
14 179 1.79x10%"
Desechos Replical 1°% 90 9.00x10*"
Hospitalarios ~ alb2c4 1 45 4.50x10"8
15:00 14 31 3.10x10%*
Jueves Replica2 1° 0 0
16 0 0
14 136 1.36x10""
Desechos Replical 1° 34 3.40x10%"
Hospitalarios ~ alb2c5 1° 0 0
15:00 14 142 1.42x10%"
Viernes Replica2 1° 69 6.90x10*7
16 24 2.40x10*8
14 Incontable Incontable



Desechos Replical 1° 280 2.80x10"8
Comunes a2blcl 16 68 6.80x10*8
10:00 14 272 2.72x10%
Lunes Replica2 1% 84 8.40x10*"
16 35 3.50x10%8
14 107 1.07x10*"
Desechos Replical 1° 54 5.40x10%"
Comunes a2blc2 16 18 1.80x10*8
10:00 14 Incontable Incontable
Martes Replica2 1° 100 1.00x10%8
16 12 1.20x10%8
14 207 2.07x10*"
Desechos Replical 1° 63 6.30x10*"
Comunes a2bic3 16 20 2.00x10*®
10:00 14 Incontable Incontable
Miércoles Replica2 1% 210 2.10x10%8
16 58 5.80x10%*8
14 91 9.10x10%*6
Desechos Replical 1° 19 1.90x10*7
Comunes az2blc4 16 1 1.00x10%7
10:00 14 74 7.40x10%6
Jueves Replica2 1% 28 2.80x10%"
16 0 0
14 0 0
Desechos Replical 1° 0 0
Comunes a2blcs 16 0 0
10:00 14 181 1.81x10*"
Viernes Replica2 1% 92 9.20x10*"
16 42 4.20x10*8
14 0 0
Desechos Replical 1° 0 0
Comunes azb2cl 16 0 0
15:00 14 0 0
Lunes Replica2 1° 0 0
16 0 0
14 101 1.01x10*"
Desechos Replical 1° 75 7.50x10%"
Comunes a2b2c2 16 11 1.10x10%8
15:00 14 257 2.57x10*7
Martes Replica2 1°% 100 1.00x10*®
16 50 5.00x10*8
14 99 9.90x10%*0
Desechos Replical 1° 54 5.40x10%"
Comunes a2b2c3 16 1 1.00x10%"
15:00 14 88 8.80x10%*6
Miércoles Replica2 1% 46 4.60x10""
16 13 1.30x10%®
14 190 1.90x10*"
Desechos Replical 1° 76 7.60x10"7
Comunes a2b2c4 16 18 1.80x10*®
15:00 14 86 8.60x10%*°
Jueves Replica2 1° 39 3.90x10%"



16 0 0

14 Incontable Incontable
Desechos Replical 1°% 266 2.66x10%8
Comunes a2b2c5 16 45 4.50x10%8
15:00 14 150 1.50x10*"
Viernes Replica2 1° 70 7.00x10*"
16 20 2.00x10%*8

Tabla B10: Concentracién de microrganismos obtenidos por el método de conteo en placa
en medio de cultivo Agar MacConkey

Variables Tratamientos Dilucion Numero de Concentracion
Colonias (UEC/ml)
11 0 0
Desechos Replical 17 0 0
Hospitalarios  alblcl 13 0 0
10:00 11 0 0
Lunes Replica2 1?2 0 0
13 0 0
11 0 0
Desechos Replical 17 0 0
Hospitalarios ~ alblc2 18 0 0
10:00 11 0 0
Martes Replica2 1?2 0 0
13 0 0
11 0 0
Desechos Replical 172 0 0
Hospitalarios ~ alblc3 13 0 0
10:00 11 0 0
Miércoles Replica2 1?2 0 0
13 0 0
11 0 0
Desechos Replical 172 0 0
Hospitalarios  alblc4 13 0 0
10:00 11 0 0
Jueves Replica2 1?2 0 0
13 0 0
11 0 0
Desechos Replical 12 0 0
Hospitalarios ~ alblc5 13 0 0
10:00 11 0 0
Viernes Replica2 172 0 0
13 0 0
11 0 0
Desechos Replical 12 0 0
Hospitalarios ~ alb2cl 13 0 0
15:00 11 0 0
Lunes Replica2 1?2 0 0
13 0 0
11 0 0
Desechos Replical 172 0 0
Hospitalarios ~ alb2c2 13 0 0
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15:00 1t 0 0
Martes Replica2 1?2 0 0
13 0 0
11 0 0
Desechos Replical 17 0 0
Hospitalarios ~ alb2c3 13 0 0
15:00 11 0 0
Miércoles Replica2 1?2 0 0
13 0 0
11 0 0
Desechos Replical 172 0 0
Hospitalarios  alb2c4 13 0 0
15:00 11 0 0
Jueves Replica2 1?2 0 0
13 0 0
11 0 0
Desechos Replical 17 0 0
Hospitalarios ~ alb2c5 18 0 0
15:00 11 0 0
Viernes Replica2 1?2 0 0
13 0 0
11 172 1.72x10%
Desechos Replical 172 48 4.80x10*
Comunes a2blcl 13 14 1.40x10%°
10:00 11 215 2.15x10**
Lunes Replica2 1?2 89 8.90x10™
13 9 9.00x10%
11 118 1.18x10*
Desechos Replical 17 52 5.20x10*
Comunes a2blc2 13 15 1.50x10%°
10:00 11 0 0
Martes Replica2 1?2 0 0
13 0 0
11 153 1.53x10%
Desechos Replical 172 36 3.60x10%
Comunes az2blc3 13 13 1.30x10%°
10:00 11 278 2.78x10%
Miércoles Replica2 172 180 1.80x10%°
13 51 5.10x10%
11 0 0
Desechos Replical 12 0 0
Comunes a2blc4 13 0 0
10:00 11 0 0
Jueves Replica2 172 0 0
13 0 0
11 0 0
Desechos Replical 172 0 0
Comunes az2blc5 13 0 0
10:00 171 0 0
Viernes Replica2 1?2 0 0
13 0 0
11 0 0
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Desechos Replical 1?2 0 0
Comunes a2b2cl 13 0 0
15:00 11 0 0
Lunes Replica2 1?2 0 0
13 0 0
11 0 0
Desechos Replical 17 0 0
Comunes a2b2c2 13 0 0
15:00 11 0 0
Martes Replica2 1?2 0 0
13 0 0
11 0 0
Desechos Replical 17 0 0
Comunes a2b2c3 13 0 0
15:00 11 0 0
Miércoles Replica2 1?2 0 0
13 0 0
11 0 0
Desechos Replical 17 0 0
Comunes az2b2c4 13 0 0
15:00 11 0 0
Jueves Replica2 1?2 0 0
13 0 0
11 0 0
Desechos Replical 17 0 0
Comunes a2b2c5 13 0 0
15:00 11 0 0
Viernes Replica2 1?2 0 0
13 0 0

ANEXO C. TABLAS DISENO EXPERIMENTAL

Tabla C1: ANOVA

(Analisis de varianza)

Variable N R2 RzZAj CV

UFC/mI 40 0.77 0.53 37.52
F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 1.3919E+19 20 6.95926E+17 3.18 0.0073
Replicas  8.2369E+15 1 8.23690E+15 0.04 0.8481
Factor A 9.8605E+16 1 0.86049E+16 0.45 0.5099
Factor B 3.5834E+17 1 3.58345E+17 1.64 0.2158
Factor C 4.1298E+18 4 1.03246E+18 4.72 0.0081
A*B 1.3294E+17 1 1.32941E+17 0.61 0.4450
A*C 3.4772E+18 4 8.69311E+17 3.98 0.0165
B*C 4.3611E+18 4 1.09027E+18 4.99 0.0064
A*B*C 1.3522E+18 4 3.38054E+17 1.55 0.2290
Error 4.1524E+18 19  2.18545E+17
Total 1.8071E+19 39
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Tabla C2: Factor A (Zonas de muestreo) Prueba de Tukey
Zonas de Medias

muestreo  UFC/ml N E.E.
al 1.1964E+09 20 1,0453E+08 A
a2 1.2957E+09 20 1,0453E+08 A
Tabla C3: Factor B (Horas de muestreo) Prueba de Tukey
Horas de Medias
muestreo  UFC/ml N E.E.
b2 1.1514E+09 20 1.0453E+08 A
bl 1.3407E+09 20 1.0453E+08 A
Tabla C4: Factor C (Dias de muestreo) Prueba de Tukey
Dias de Medias
muestreo UFC/ml N E.E.
c4 8.9625E+08 8 1.6528E+08 A
c3 1.0000E+09 8 1.6528E+08 A
c2 1.0980E+09 8 1.6528E+08 A B
cl 1.4863E+09 8 1.6528E+08 A B
c5 1.7498E+09 8 1.6528E+08 B
Tabla C5: Interaccion AxB Prueba de Tukey
Zonas de Horas de Medias
muestreo  muestreo UFC/ml N E.E.
a2 b2 1.1434E+09 10 1.4783E+08 A
al b2 1.1594E+09 10 1.4783E+08 A
al bl 1.2334E+09 10 1.4783E+08 A
a2 b1l 1.4480E+09 10 1.4783E+08 A
Tabla C6: Interaccion AxC Prueba de Tukey
Zonas de Dias de Medias
muestreo muestreo UFC/ml n E.E.
al c4 5.2300E+08 4 2.3374E+08 A
a2 c3 5.8625E+08 4 2.3374E+08 A B
a2 c2 0.3025E+08 4 2.3374E+08 A B C
al cl 1.2125E+09 4 2.3374E+08 A B C
al c2 1.2658E+09 4 2.3374E+08 A B C
a2 c4 1.2695E+09 4 2.3374E+08 A B C
al c3 1.4138E+09 4 2.3374E+08 A B C
al c5 1.5670E+09 4 2.3374E+08 A B C
a2 cl 1.7600E+09 4 2.3374E+08 B C
a2 c5 1.9325E+09 4 2.3374E+08 C
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Tabla C7: Interaccion BXC Prueba de Tukey

Horas de Dias de Medias

muestreo muestreo UFC/ml n E.E.

b2 c4 7.0850E+08 4 2.3374E+08 A

b1l c3 8.2075E+08 4 2.3374E+08 A

bl c2 8.6125E+08 4 2.3374E+08 A

b2 c5 1.0670E+09 4 2.3374E+08 A

b1l c4 1.0840E+09 4 2.3374E+08 A

b2 c3 1.1793E+09 4 2.3374E+08 A

b2 c2 1.3348E+09 4 2.3374E+08 A B
b2 cl 1.4675E+09 4 2.3374E+08 A B
b1l cl 1.5050E+09 4 2.3374E+08 A B
bl c5 2.4325E+09 4 2.3374E+08 B
Tabla C8: Interaccion AXBxC Prueba de Tukey

Zonas de Horas de Dias de Medias

muestreo muestreo  muestreo  UFC/ml N E.E.

al bl c4 3.4800E+08 2 3.3056E+08 A

a2 bl c3 3.8900E+08 2 3.3056E+08 A

al b2 c5 6.8400E+08 2 3.3056E+08 A B
al b2 c4 6.9800E+08 2 3.3056E+08 A B
a2 b2 c4 7.1900E+08 2 3.3056E+08 A B
a2 b2 c3 7.8350E+08 2 3.3056E+08 A B
a2 bl c2 8.0600E+08 2 3.3056E+08 A B
al bl c2 9.1650E+08 2 3.3056E+08 A B
a2 b2 c2 1.0545E+09 2 3.3056E+08 A B
al bl cl 1.2000E+09 2 3.3056E+08 A B
al b2 cl 1.2250E+09 2 3.3056E+08 A B
al bl c3 1.2525E+09 2 3.3056E+08 A B
a2 b2 c5 1.4500E+09 2 3.3056E+08 A B
al b2 c3 1.5750E+09 2 3.3056E+08 A B
al b2 c2 1.6150E+09 2 3.3056E+08 A B
a2 b2 cl 1.7100E+09 2 3.3056E+08 A B
a2 bl cl 1.8100E+09 2 3.3056E+08 A B
a2 bl c4 1.8200E+09 2 3.3056E+08 A B
a2 bl c5 2.4150E+09 2 3.3056E+08 B
al bl c5 2.4500E+09 2 3.3056E+08 B
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Absorbancia (600 nm)

ANEXO D. GRAFICOS

Curva de calibracion McFarland

1,800
y = 5E-10x + 0,1957 %
1,600 R?=0,9935
2,70E+0
1,400 2,40E+09
2,10E+09
1,200
1,80E+09 @
1,000 1,50E+09 @,
0,800 1,20E+09
0,600
6,00E+08
0,400
3,00E+08 @
0,200
0,000
0,00E+00 5,00E+08 1,00E+09 1,50E+09 2,00E+09 2,50E+09 3,00E+09
UFC/ml
Grafico D1: Curva de calibracion McFarland
35
16 15
8 7 7
6 5
iodnse.:
» > =
O N S N o » IR . 2
@G}\ .\QO\ Q,«’Z’Q q}& S &‘Z’O %Qo &8 %o\\\ N QS‘O
(‘)\’b Q,« S K(-\\’b & \;_)’b \(I‘(\\ ‘Z}OQO ((\\‘ 04'\6
N & S S C S S © <
9 3 . . 3O N
&S <2 ®\ & & N AN
Q}O & &OQI \AQ ‘(\A\o . \,be, < (_)Q,‘
& P N o W
2\ & 9 & C
QQ}\ ’b\ Q(\Q'
‘\\®+ .
L).

Grafico D2: NUumero de microorganismos aislados segln especie

75



UFC/ml

UFCiml

1410425138 724

13543700934, 24 1

1298316731,77

1242262525 30

1186208326,82

A
I I 1
al az

Zonas de muestreo

Gréfico D3: Factor A (Zonas de muestreo)

1455525138, 72 4

137812059324, 24 1

12583168731,77 1

1217512525,30 1

1136708326,62

A
| i
1 1
bz b1

Horas de muestreo

Grafico D4: Factor B (Horas de muestreo)

1965971014,16

1685805886 ,64

1405640859,12 1

1125475831 ,81

845310804,058

B
AB
2B
A
A ;
I 1
cd c3 cZ cl cS

Dias de muestreo

Gréfico D5: Factor C (Dias de muestreo)

76



UFCIml

UFCiml

1618454273, 88 A
14594035257 44
E A
E 1369616320,93
|
A
A
1245197344 42
11207 73387,91 1
aZ:b2 albz al:b1 az:b1

Zonas de muestreo™Horas de muestreo

Gréfico D6: Interaccion AxB (Zonas de muestreo x Horas de muestreo)

2248405126,92 c

1796514048,08

13446215965 20

B92729884,34

44083780348+
alcd a2:c3 a2.c? al:cl alc? a2cd al:c3 al:cs a2:cl a2:c5

Zonas de muestreo*Dias de muestreo

Grafico D7: Interaccion AxC (Zonas de muestreo x Dias de muestreo)

276413112692 B

22Z25751545,06

- 2B
1687371965,20 a8
A
A A
1148992384 34 A A
A
510612803,48
b2cé  blie3 bl b2eS  bled  b2cd  b2c? b2l blicl  blicS

Horas de muestreo™Dias de muestreo

Gréfico D8: Interaccion BxC (Horas de muestreo x Dias de muestreo)

77



UFCiml

2902192028 32

2233236973,29+

1564281918,25 4

895326863,21+

226371808,18+

AB
AB
AB

AR AB
AR AR AB

alblcd a2blcd albZel albZed aZbZed a2b2cd aZblc? alblc? aZb2c2 albic! albZcl alblicd aZbZct albZcl albZc? aZbZcl aZblicl aZblcd aZblch alblch

AB
AB

AR AB

Zonas de muestreo*Horas de muestreo*Dias de muestreo
Grafico D9: Interaccion AxBxC (Zonas de muestreo x Horas de muestreo x Dias de muestreo)

78

AB AR

AB
AB



ANEXO E. EVIDENCIA FOTOGRAFICA

§

Sl e

Figura E2: Zona de depdsito de desechos comunes del Relleno Sanitario - GADM

Riobamba
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Figura E5: Crecimiento microbiano en medio Tripteina Soya Agar
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Figura E7: Aislamiento microbiano en medio Tripteina Soya Agar

Figura E8: Prueba de Indol, a) izquierda resultado positivo (+), b) derecha resultado
negativo (-)
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Figura E9: Prueba Rojo de Metilo, a) izquierda resultado negativo (-), b) derecha resultado

positivo (+)

Figura E10: Prueba VVoges-Proskauer, a) izquierda resultado positivo (+), b) derecha

resultado negativo (-)

Figura E11: Prueba Citrato de Simmons, a) izquierda resultado negativo (-), b) derecha
resultado positivo (+)
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ANEXO F. FUNDAMENTACION LEGAL

Documento F1: Resolucion de aprobacién del trabajo de titulacion, modalidad

“Experiencias Practicas de Investigacion y/o Intervencion”

UNIVERSIDAD TECNICA DE AMBATO

FACULTAD DE CIENCIA E INGENIERIA EN ALIMENTOS
CONSEJO DIRECTIVO

Av. Los Chasquis y Rio Payamino
Teléfonos: 032400987 032400989

E-mail: feial@uta.edu.e

RESOLUCION: FCIAL-1221-CD-P-2017

Consejo Directivo de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos, en sesion ordinaria efectuada el diecinueve
de octubre del afio dos mil diecislete, en conocimiento del Acuerde FCIAL-UT-BQ-100-2017, enviado por la Dra.
Mayra Paredes Presidenta de la Unidad de Titulacién de la Facullad, mediante el cuai remite ef Trabajo de
Titulacion, Modalidad “Experiencias Practicas de investigacion yfo Intervencion”, bajo el tema: “DETERMINACION
DEL RIESGO BIOLOGICO EN EL AIRE DEL RELLENO SANITARIO DEL GOBIERNO AUTONOMO
DESCENTRALIZADO MUNICIPAL DE RIOBAMBA (GADM RIOBAMBA)", presentadc por elfla sefor/ita CAMPANA
ROBAYQ BELGICA SUSANA Y NAVARRETE MARCIAL GABRIEL JOSUE, estudiante de la Carrera de Ingenicria
Bioguimica.

RESUELVE:

APROBAR el Proyecto de Trabajo de Modalidad “Experiencias Practicas de Investigacion y/o Intervencion”,
bajo el tema: “DETERMINACION DEL RIESGO BIOLOGICO EN EL AIRE DEL RELLENO SANITARIO DEL
GOBIERNO AUTONOMO DESCENTRALIZADO MUNICIPAL DE RIOBAMBA (GADM RIOBAMBA)", presentado
por elila sefior/ita CAMPANA ROBAYO BELGICA SUSANA Y NAVARRETE MARCIAL GABRIEL JOSUE,
estudiantes de fa Carrera de Ingenieria Bioquimica.

DESIGNAR como Tutor del Trabajo de Titulacién Modalidad “Experiencias Practicas de Investigacién yfo
Intervencion®, bajo ol tema: “DETERMINACION DEL RIESGO BIOLOGICO EN EL AIRE DEL RELLENO
SANITARIO DEL GOBIERNO AUTONOMO DESCENTRALIZADO MUNICIPAL DE RIOBAMBA (GADM
RIOBAMBA)", al Mg. Manolo Cérdova, Profesor de esta Facultad.

INFORMAR alla Sefiorfita CAMPANA ROBAYO BELGICA SUSANA Y NAVARRETE MARCIAL GABRIEL
JOSUE, estudiantes de fa Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos que conforme al REGLAMENTC DE
REGIMEN ACADEMICO, Disposicion Tercera.- “Aquelios estudiantes que no hayan culminado y aprobado la
opcion de titulacién escogida en el periodo académico de culminacion de estudios {(es decir aquel en ¢l que
ol estudiante se matriculd en todas las actividades académicas que requiera aprobar para concluir su
carrera o programa), lo podran desarrollar en un plazo adicional que no excedera el equivalente a 2 periodos
académicos ordinario, para lo cual, deberan solicitar a la autoridad académica pertinente la correspondiente
prorroga, el primer adicional no requerira de pago por concepto de matricula o arancel, ni valor similar, De
hacer uso del segundo periodo requerirad de pago por concepto de matricula o arancel.

En este caso, la IES debera garantizar ef derecho de titulacion en los tiempos establecidos en esta
disposicion y de acuerdo a lo determinado en el articulo 5, literal a}, de la LOES.

(Disposicién agregada mediante Resolucién RPC-S0-13-N°146-2014, adoptada por el Pleno del CES en su
Décima Tercera Sesién Ordinaria, desarrollada el 09 de abril de 2014 y reformada mediarite Resolucion RPC-
SE-03-N°004-2016, adoptada por el Pleno del Consejo de Educacion Superior en su Tercera Sesién
Extraordinaria, desarrollada el 22 de marzo de 2016).

Ambato, 19 de Octubre de 2017

o
DECANATO
SUBDECANATO
COORDINACION BIOQUIMICA
CAMPANA ROBAYO BELGICA SUSANA
NAVARRETE MARCIAL GABRIEL JOSUE
MG. MANOLO CORDOVA
SECRETARIA DE FACULTAD

P et
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Documento F2: Carta compromiso para la realizacion del trabajo de titulacion

P w
e

CARTA DE COMPROMISO PARA LA REALIZACION DE TRABAJO DE
TITULACION ENTRE LA FACULTAD DE CIENCIA E INGENIERIA EN
ALIMENTOS Y EL GADM RIOBAMBA.

COMPARECIENTES:

En la Ciudad de Ambato a los 12 dias del mes de junio del 2017,
comparecen a la celebracién de la presente Carta de Compromiso, las
siguientes personas: a) por una parte Abg. Jorge Zambrano en su
calidad de Director de la Direcciéon de Gestiéon de Talento Humano del
GADM RIOBAMBA, en la que adelante para efectos de la presente
Carta de Compromiso se le denominara GADM RIOBAMBA y b) por
otra parte la Dra. Jacqueline Ortiz en calidad de Decana representante
legal de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos en la que en
adelante se la denominara “FCIAL” quienes libre y voluntariamente
convienen a celebrar la presente CARTA DE COMPROMISO DE
REALIZACION DE TRABAJO DE TITULACION, MODALIDAD:
Titulacién Experiencias Practicas y/o Intervencién al tenor de las
siguientes clausulas que constan a continuacion.

PRIMERA: ANTECEDENTES

El art. 39 de la Constitucion Politica del Ecuador estable que: El
Estado garantizara los derechos de las jovenes y los jovenes, y
promovera su efectivo ejercicio a través de politicas y programas,
instituciones y recursos que aseguren y mantengan de modo
permanente su participacion e inclusién en todos los ambitos, en
particular en los espacios del poder publico.

Reglamento de Régimen Académico (CES), Numeral 3, ultimo inciso

del Art. 21. Unidades de organizaciéon curricular en las carreras

técnicas y tecnoloégicas superiores, y de grado. - Estas son:
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Ultimo inciso: Todo trabajo de titulacion debera consistir en una
propuesta innovadora que contenga, como minimo, una investigacion
exploratoria y diagnéstica, base conceptual, conclusiones y fuentes de
consulta: Para garantizar su rigor académico, el trabajo de titulaciéon
debera guardar correspondencia con los aprendizajes adquiridos en la
carrera y utilizar un nivel de argumentacién coherente con las
convenciones del campo del conocimiento.

SEGUNDA: NATURALEZA Y OBJETO

La presente tiene como objeto incorporar a los estudiantes de la FCIAL
al GADM RIOBAMBA, a fin de coadyuvar en su formacion académica y
profesional y cumplir con el requisito previo a la obtencién del titulo y
de esta manera aportar a la colectividad con futuros profesionales con
experiencia y conocimientos sobre la realidad y necesidades existentes
en la parte administrativa, legal, organizativa y procedimental de esta
institucion.

Ademas de ser necesario definir proyectos especificos de mutuo
interés; la institucién facilitara el apoyo necesario de sus recursos
humanos, cientificos, tecnolégicos, econémicos y de infraestructura
para el desarrollo de las actividades y su posterior ejecucién, las
mismas que seran supervisadas y coordinadas por supervisor
designado porlainstituciéon.

La presente Carta de Compromiso es de caracter eminentemente
académico, por lo tanto, no generara algun tipo de relaciéon laboral
entre la FCIAL y GADM RIOBAMBA. Al no tener el caracter laboral no
se aplicaran las normas del Cdédigo de Trabajo y leyes afines, sin
embargo, la GADM RIOBAMBA podra otorgar a los estudiantes ayuda
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econdémica o el reconocimiento de gastos de transporte y alimentacién,
sin que dichas sumas constituyan en forma alguna el pago de salarios
o prestaciones sociales; por tanto, el objetivo fundamental es fomentar,
formular y desarrollar actividades y proyectos conjuntos de:

1.- Formacién y capacitacién a estudiantes;

2.- Cooperacion para el fortalecimiento de sus capacidades
institucionales;

3.- Difusién y transferencia de ciencia, saberesytecnologia;
4 .- Desarrollo de actividades culturales y de vinculacién con la
sociedad

TERCERA: COMPROMISOS DE LAS PARTES

En virtud de la presente carta de Compromiso las partes adquieren
los siguientes compromisos:

3.1. DE LAINSTITUCION:

» Permitir el ingreso a sus instalaciones del estudiante que
realizara el Trabajo de Titulacién, bajo la Modalidad de
Titulacién Experiencias Practicas y/o Intervencion.

= Brindar las facilidades necesarias durante la ejecucién de del
Trabajo de Titulacién al estudiante, conforme la planificacién de
actividades aprobada.

= Designar un Supervisor responsable de la Institucién con quien
conjuntamente con el Docente Tutor coordinara el monitoreo y
evaluacién del Trabajo de Titulacion.
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Garantizar la permanencia del estudiante mientras se encuentre
elaborando el Trabajo de Titulaciéon, hasta la culminacién de la
Investigacién requerida.

Permitir a la FCIAL realizar la comprobacién directa de las
actividades realizadas por el estudiante por medio de visitas
fisicas a las instalaciones y demas lugares en donde éstas se
desarrollen.

Respetar los derechos de propiedad intelectual que puedan surgir
en el desarrollo de las actividades realizadas por los estudiantes,
entendiendo que los mismos corresponden al Estudiante.

32 DELAFCIAL:

La FCIAL realizara el seguimiento del desarrollo del Trabajo de
Titulacién conforme al Instructivo de Modalidades de Titulacién de
la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos.

Designar un Docente Tutor quien sera el responsable de la
planificaciéon, monitoreo y evaluacién del estudiante durante su
permanencia en la institucion.

Informar al GADM RIOBAMBA cualquier modificacion en el
desarrollo del Trabajo de Titulacién en la Modalidad Experiencias
Practicas, a la fecha en que dichas modificaciones sean aplicables.
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CUARTA: OBLIGACIONES DE LOS ESTUDIANTES

Para el desarrollo del Trabajo de Titulacion dentro de la presente

carta de Compromiso, los estudiantes Navarrete Marcial Gabriel

Josué y Campafa Robayo Bélgica Susana deberan:

Cumplir los requisitos establecidos por la FCIAL para el
desarrollo del Trabajo de Titulacion.

Ceiiirse estrictamente a los reglamentos, normas 'y
procedimientos de caracter técnico, académico, administrativo y
disciplinario de GADM RIOBAMBA.

Cumplir los horarios establecidos por GADM RIOBAMBA para
realizar del Trabajo de Titulacion.

Declarar que conocen, entienden y aceptan expresamente que
dependeran académicamente de FCIAL y mantendran con
GADM RIOBAMBA una relacién académica estrictamente.

Mantener en confidencialidad y abstenerse de usar para si o para
terceros, reproducir o divulgar la informacion de GADM
RIOBAMBA o del personal vinculado a ésta, que llegue a conocer
en el desarrollo del Trabajo de Titulacién. La violacion de esta
obligacién hara incurrir a los estudiantes en las sanciones legales
correspondientes.

El incumplimiento de cualquiera de las obligaciones anteriormente
sefialadas, acarreara para el estudiante las sanciones que FCIAL
determine en sus reglamentos respectivos.
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QUINTA: EVALUACION ACADEMICA

La FCIAL, a través Tutor del Trabajo de Titulacion, solicitara a la GADM
RIOBAMBA Ila evaluacion del desempefio del Estudiante en la
elaboracion de la Investigacién motivada en el Trabajo de Titulaciéon de
acuerdo al formato establecido por la FCIAL. Dicha evaluaciéon sera
entregada a FCIAL.

SEXTA: DURACION

El presente convenio tendra un periodo de dos periodos
Académicos Ordinarios, en caso de ser necesario se actuara de
conformidad con el Reglamento de Régimen Académico,
Disposicion General Tercera.

SEPTIMA: TERMINACION DE LA CARTA DE COMPROMISO

La presente Carta de Compromiso se dara por terminado, sin
perjuicio de las demas causales establecidas en la ley, en los
siguientes eventos:

v Vencimiento del plazo pactado de esta Carta de
Compromiso o de cualquiera de sus proérrogas.

v" Mutuo acuerdo.

v' Aviso escrito que una de las partes de a la otra, con
treinta (30) dias de antelacién a la fecha en que se
pretenda dar por terminado.

Cualquier modificacién a los términos aqui contenidos debera
constar en documento escrito suscrito por cada una de las partes.
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RIOBAMBA

GAD MUNICIPAL

i

OCTAVA: PROPIEDAD INTELECTUAL

Para todos los efectos se aplicara la Ley de Propiedad Intelectual
y su Reglamento, y los Tratados y Acuerdos Internacionales de
los que el Ecuador forma parte.

DECIMA: DECLARACION DE CONFORMIDAD

Las dos Instituciones expresan la voluntad de comprometer sus
esfuerzos para el cumplimiento y el éxito de la presente Carta de
Compromiso. Para constancia y conformidad de lo estipulado, las
partes firman el presente documento, en cuatro ejemplares de
igual valor y contenido, en la ciudad de Ambato a los 12 dias del
mes de junio del 2017.

Dra. Ja%ueline Ortiz Abg. Jorge Zambky
{ mano

Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos Director de Talento
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