mm Wondershare
M PDFelement

Quita marcas de agua

‘l'tﬁ. & *1‘!'

UNIVERSIDAD AGRARIA DEL ECUADOR

FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS
CARRERA DE INGENIERIA AGRICOLA MENCION AGROINDUSTRIAL

“DETERMINACION DE RESIDUOS DE CLORANFENICOL

EN CAMARON DE ACUACULTURA (Litopenaeus
vannamei) MEDIANTE TECNICA ELISA EXPENDIDOS EN

LOS MERCADOS MUNICIPALES DE LA ZONA SURESTE
DE LA CIUDAD DE GUAYAQUIL”

PROYECTO DE INVESTIGACION Y DESARROLLO

Trabajo de titulacién presentado como requisito para la
obtencion del titulo de
INGENIERA AGRICOLA MENCION AGROINDUSTRIAL

AUTOR: )
ROXANA ELIZABETH ANDRADE GARCIA

TUTOR
ING. DANIEL BORBOR SUAREZ, M.Sc.

GUAYAQUIL — ECUADOR

2022


http://cbs.wondershare.com/go.php?pid=5257&m=db

Quita marcas de agua .- Ll LT TC

PDFelement

UNIVERSIDAD AGRARIA DEL ECUADOR

FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS
ESCUELA DE INGENIERIA AGRICOLA MENCION AGROINDUSTRIAL

APROBACION DEL TUTOR

Yo, BORBOR SUAREZ DANIEL SANTO, docente de la Universidad Agraria del
Ecuador, en mi calidad de Tutor, certifico que el presente trabajo de titulacion:
“DETERMINACION DE RESIDUOS DE CLORANFENICOL EN CAMARON DE
ACUACULTURA (Litopenaeus vannamei) MEDIANTE TECNICA ELISA
EXPENDIDOS EN LOS MERCADOS MUNICIPALES DE LA ZONA SURESTE DE
LA CIUDAD DE GUAYAQUIL”, realizado por la estudiante ROXANA ELIZABETH
ANDRADE GARCIA, ha sido orientado y revisado durante su ejecucion; y cumple
con los requisitos técnicos exigidos por la Universidad Agraria del Ecuador; por lo

tanto se aprueba la presentacién del mismo.

Atentamente,

Ing. Daniel Borbor Suarez, M.Sc.

Guayaquil, 28 de marzo del 2022


http://cbs.wondershare.com/go.php?pid=5257&m=db

Quita marcas de agua .- Ll LT TC

PDFelement

UNIVERSIDAD AGRARIA DEL ECUADOR

FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS
ESCUELA DE INGENIERIA AGRICOLA MENCION AGROINDUSTRIAL

APROBACION DEL TRIBUNAL DE SUSTENTACION

Los abajo firmantes, docentes designados por el H. Consejo Directivo como
miembros del Tribunal de Sustentacion, aprobamos la defensa del trabajo
de titulacion: “DETERMINACION DE RESIDUOS DE CLORANFENICOL EN
CAMARON DE ACUACULTURA (Litopenaeus vannamei) MEDIANTE TECNICA
ELISA EXPENDIDOS EN LOS MERCADOS MUNICIPALES DE LA ZONA
SURESTE DE LA CIUDAD DE GUAYAQUIL”, realizado por la estudiante
ANDRADE GARCIA ROXANA ELIZABETH, el mismo que cumple con los

requisitos exigidos por la Universidad Agraria del Ecuador.

Atentamente,
Dra. Emma Jacome Murillo, M.Sc.
PRESIDENTE
Ec. Alex Ibarra Velasquez Dra. Tamara Borodulina
EXAMINADOR PRINCIPAL EXAMINADOR PRINCIPAL

Guayaquil, 28 de marzo del 2022


http://cbs.wondershare.com/go.php?pid=5257&m=db

Quita marcas de agua .-

Wondershare
PDFelement

Dedicatoria

Dedico ésta tesis a mis queridos padres, Wilson
Rodrigo Andrade Leén y Dayse Patricia Garcia
Cueva, como un estimulo de gratitud por haberme
brindado un campo fértii y bondadoso en la

culminacion de mis estudios.

A cada uno de mis maestros, quienes supieron
impartir sus sabias ensefianzas y a mis compafieros

y amigos de toda una existencia.


http://cbs.wondershare.com/go.php?pid=5257&m=db

Quita marcas de agua g

Wondershare
PDFelement

Agradecimiento

Doy gracias primeramente a Dios, a mis padres, por su
apoyo incondicional, por heredarme el tesoro de la

educacion.

A la Universidad Agraria del Ecuador, por la oportunidad

de estudiar y desarrollar mi carrera profesional.

A mi tutor, el Ing. Daniel Borbor, por ser la persona guia
en mi trabajo de investigacion y gracias a todas las

personas que fueron participes directa o indirectamente.


http://cbs.wondershare.com/go.php?pid=5257&m=db

Quita marcas de agua .-

Wondershare
PDFelement

Autorizacion de auditoria intelectual

Yo, ANDRADE GARCIA ROXANA ELIZABETH, en calidad de autora del proyecto
realizado, sobre “Determinacion de residuos de cloranfenicol en camaron de
acuacultura (Litopenaeus vannamei) mediante técnica ELISA expendidos en los
mercados municipales de la zona Sureste de la ciudad de Guayaquil” para optar
el titulo de Ingeniera Agricola Mencién Agroindustrial, por la presente autorizo a la
UNIVERSIDAD AGRARIA DEL ECUADOR, hacer uso de todos los contenidos que
me pertenecen o parte de los que contienen esta obra, con fines estrictamente

académicos o de investigacion.

Los derechos que como autora me correspondan, con excepcién de la presente
autorizacién, seguiran vigentes a mifavor, de conformidad con lo establecido en los
articulos 5, 6, 8, 19 y demas pertinentes de la Ley de Propiedad Intelectual y su

Reglamento.

Guayaquil, 28 de marzo del 2022

ANDRADE GARCIA ROXANA ELIZABETH

C.1. 0930121801


http://cbs.wondershare.com/go.php?pid=5257&m=db

mm Wondershare
PDFelement

Quita marcas de agua g

indice general

POR T AD A et e e 1
APROBACION DEL TUTOR ...ooviitiiieceeceete ettt 2
APROBACION DEL TRIBUNAL DE SUSTENTACION ......ccoooviviiieeieeeeeeeeeeevene, 3
D L=To ITox=1 4o ] = WP PP PPPPPPRPPPPR 4
F o = To [T od o 011> g (o 5
Autorizacion de auditoriaintelectual...........cccccoeeiiiiiiiii e 6
[ Ys [T o L= 1 1= = PR 7
INAICE A LADIAS ....c.eviveeiceeeeee ettt 11
[ Ys [N L= Lo IO L= ST RO 12
RESUMEN .o et e e e e eeanns 18
Y 013 1 - T S TP P PP POPPTTPPPRPPPRN 19
O ] 8 g o 1¥ o of [o ] o H O OO PP PP PP PPPPPPPPI 20
1.1 Antecedentes del problema.........cooomiii i 20
1.2 Planteamiento y formulacion del problema ..........ccccooooeiiiiiiiiiiieeee, 21

1.2.1 Planteamiento del problema...........ccccoooiiiiiiiiii e 21

1.2.2 Formulacion del problema..........ccccccooiiii i 23
1.3 Justificacion de la investigacCion .........ccccoiiiieeiiiiiiiiice e 23
1.4 Delimitacion de 1ainvestigacion ..........ooocuiiiiiiiiieee e 24
1.5 ODJELIVO GENEIAL .....uiiiiiiiiiiii e 25
1.6 ODjetiVOS ESPECTTICOS. ..uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 25
2. MAICO TEOTICO oo 26
2. 1 ESTado A€ Arte. oo 26
2.2 BASES TEOTICAS oo e 28

2.3 MArCO l€gal....ccooeeeeeeeeeee a7


file:///D:/documentos%20de%20tesis%20Roxana%20Andrade/tesis%20para%20empaste%20Roxana%20Andrade.docx%23_Toc99195115
http://cbs.wondershare.com/go.php?pid=5257&m=db

Quita marcas de agua .- Ll LT TC

PDFelement

3. MaterialeS Y MELTOAOS ...cvuuiiiii i e e e e e 49
3.1 Enfoque de lainVesStigacCion .............eoiiieeeiiiiiecee e 49
G 0 000 R T o To T o L= | 0 AVZ =TS Ao = od o o SRS 49
3.1.2 Disefio de iINVeStIgaCION. .....ccovviiiiiiii e e e e eeaanes 49
G728\ =1 o To o ] Lo Yo | - PSSO 49
3.2.1 VANADIES .o 49
3.2.1.1. Variable dependiente: .........oooeiiiiiiii i 49
3.2.1.2. Variable independiente: ............iiiiiii i 49
3.2.2 ReCOIECCION € HALOS...ceiiiiieiiiiiiiiiiee et 50
3.2.3 ANAIISIS €StAAISTICO ...uvviiiiiieeiiiiiieei e 58
4, RESUITATOS ...ttt e e e e e e e 61

4.1 Determinacion de los puntos de muestreos para camarones expendidos
en los mercados municipales comprendidos en el Sureste de la ciudad de
Guayaquil basandose en la norma NTE INEN 456............ccoooiiiiiiiiiiiiieeiiiiinnnnn. 61
4.2 Determinacién del residual de cloranfenicol en las muestras de los tejidos
de camaron, mediante técnica ELISA, utilizando un Kit comercial Veratox ..64
4.3 Evaluar los resultados obtenidos y compararlos con las normas FDA para
exportacién segln lo establecido en métodos presuntivos ..........ccceeevvvvnnnnn. 70

4.4 Determinacién del porcentaje de muestras positivas con cloranfenicol

residual en tejido de camardn, del total de muestras analizadas .................. 71
S I TS o U] o1 o ST 72
L o T o o 11 17 Lo ] o 0PSO 76
A S =ToTo ] 0 0 Y=T o Lo FoTod To ] o =SS 78
8. BibliOgrafia.....ccoo oo 80

L I AN 1) o LT 95


http://cbs.wondershare.com/go.php?pid=5257&m=db

Quita marcas de agua .- Ll LT TC

PDFelement

9.1 Anexo 1. Informacion sobre Litopenaeus vannamei...........cccccoeevvvevvvvnnnnnn. 95
9.2 Anexo 2. Informacion sobre cloranfenicol ..., 96

9.3 Anexo 3. Informacion sobre la prueba cuantitativa de cloranfenicol del kit

comercial Veratox catalogo N° 9551 .......ccciiiiiiiiiiiiiiii e 97
9.4 Anexo 4. Informacién acerca de los mercados municipales................... 104
9.5 Anexo 5. Procedimiento de andlisis ........ccccceeeeiii 107
9.6 Anexo 6. Norma NTE INEN 456: 1980 .........cooiiiiiiiiiiiiiie e, 114

9.7 Anexo 7. Requisitos de exportacién de los productos de conformidad
segun la FDA (Food and Drugs Administration) ........cccccceeeeviiiiiiiiieeeeneeeenens 120
9.8 Anexo 8. Decision de la comision de 13 de marzo de 2003, enmendando la
Decision 2002/657/CE, en lo que respecta a la fijacion de los Limites Minimos
de Rendimiento Exigidos (MRPLs), para determinados residuos en los
alimentos de origen animal ... 122
9.9 Anexo 9. Reglamento (UE) No 37/2010 de la Comision de 22 de diciembre
de 2009, relativo a las sustancias farmacol6gicamente activas y su
clasificacion, por lo que se refiere a los Limites Maximos de Residuos (LMR)
en los productos alimenticios de origen animal ............cccooeiiii, 124
9.10 Anexo 10. Medicamentos cuyo uso esta prohibido actualmente en la cria
de animales en los Estados Unidos (FDA 2002) ... 128
9.11 Anexo 11. Directiva 96/23/CE del consejo de 29 de abril de 1996, relativo
a las medidas de control aplicables, respecto a determinadas sustancias y
sus residuos en los animales vivos y sus productos. Seccion del Capitulo Il
correspondiente a: Planes de vigilancia para la deteccién de residuos o

SU S AN GBS e ettt e s 129


http://cbs.wondershare.com/go.php?pid=5257&m=db

Quita marcas de agua .- Ll LT TC

PDFelement

9.12 Anexo 12. Modelos de formulario de verificacion del Instituto Nacional de
Pesca. Verificacion de condiciones y sistemas en productores acuicolas .133

9.13 Anexo 13. Resultados de ANALISIS ..ccuveeee e 137


http://cbs.wondershare.com/go.php?pid=5257&m=db

mm Wondershare
PDFelement

Quita marcas de agua g

indice de tablas

Tabla 1. Muestreo de los cinco mercados de venta de camardon correspondientes al

mes de abril, MAYO Y JUNIO. ........uueiiie e e e e e e e e eeaanes 59
Tabla 2. Descripcion del codigo de MUESEIaS...........uveiiieeeeiieeeiieie e 63
Tabla 3. Resultados del mercado municipal Caraguay .............cccceeeeeeeeeeeeeeeeinnnnnnn. 65
Tabla 4. Resultados del mercado municipal Las Exclusas...........ccccccoeevvvvvvviinnnnnn. 66
Tabla 5. Resultados del mercado municipal GUasmo Sur............cccoeeeeeeveveeeinnnnnnn. 67
Tabla 6. Resultados del mercado municipal ESte.............ccovvvviiiiiiiiiie e, 68
Tabla 7. Resultados del mercado municipal San Gregorio .........cccceeeeeeeeeveviinnnnnnn. 69
Tabla 8. Taxonomia del camardn Litopenaeus vannamei............ooccvvveeeeeeeeeeeennns 95

Tabla 9. Medicamentos prohibido en la cria de animales en los Estados Unidos

(FDA 2002) ... eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeseeseesees st beeeees et teseeseeeeeseesesseeseeseeseeseeseeseeneeees 128


http://cbs.wondershare.com/go.php?pid=5257&m=db

mm Wondershare
PDFelement

Quita marcas de agua g

indice de figuras
Figura 1. Descripcion del diagrama de flujo para la obtencion del extracto del tejido
de camardn LItOPENAEUS VANNAIMEI ........uuiiiiiieaiiiiiiiiiieeee e e e eiiieeee e e e e 53
Figura 2. Descripcion del diagrama de flujo de protocolo para determinacion de

cloranfenicol en tejido de camaron usando un kit Veratox mediante técnica ELISA

.............................................................................................................................. 56
Figura 3. Resultados del mercado municipal Caraguay ............cccccevvvvvviiieeeeerennnnns 66
Figura 4. Resultados del mercado municipal Las Esclusas ...........ccccccceeeeeeeeeennnns 67
Figura 5. Resultados del mercado municipal GUasmMO SUr ...............ceeeeeeeeeeeeeennns 68
Figura 6. Resultados del mercado municipal ESte ...........ccccoevvieiiiiiiiiiiiiiee e, 69
Figura 7. Resultados del mercado municipal San Gregorio ...........ccccceeeeeeeeeeeenenns 70
Figura 8. Estructura quimica de cloranfenicol ...........ccccccoviiiiiiiiiiiiicce e, 96
Figura 9. Mecanismo de accion de cloranfenicol.............ccccoooeiiiiiiiiiiiiie e, 96

Figura 10. Instrucciones de la prueba cuantitativa de cloranfenicol del kit comercial
V4= 1 (0 ) TP UPPPPTPRRPPPI 97
Figura 11. Instrucciones de la prueba cuantitativa de cloranfenicol del kit comercial
V4= £ 1 (0 ) OO PRSPPI 98
Figura 12. Instrucciones de la prueba cuantitativa de cloranfenicol del kit comercial
V=T = 10 ) PP 99
Figura 13. Instrucciones de la prueba cuantitativa de cloranfenicol del kit comercial
V=T = 10 ) P PPTPPTRPIN 100
Figura 14. Instrucciones de la prueba cuantitativa de cloranfenicol del kit comercial
V=T = 10 ) P PPTPPTRPIN 101
Figura 15. Instrucciones de la prueba cuantitativa de cloranfenicol del kit comercial

YT 2= 100 ) G 102


file:///C:/Users/Usuario/Desktop/nuevo%20documento%20de%20tesis%20roxana.docx%23_Toc92210533
file:///C:/Users/Usuario/Desktop/nuevo%20documento%20de%20tesis%20roxana.docx%23_Toc92210533
file:///C:/Users/Usuario/Desktop/nuevo%20documento%20de%20tesis%20roxana.docx%23_Toc92210542
file:///C:/Users/Usuario/Desktop/nuevo%20documento%20de%20tesis%20roxana.docx%23_Toc92210542
file:///C:/Users/Usuario/Desktop/nuevo%20documento%20de%20tesis%20roxana.docx%23_Toc92210543
file:///C:/Users/Usuario/Desktop/nuevo%20documento%20de%20tesis%20roxana.docx%23_Toc92210543
file:///C:/Users/Usuario/Desktop/nuevo%20documento%20de%20tesis%20roxana.docx%23_Toc92210544
file:///C:/Users/Usuario/Desktop/nuevo%20documento%20de%20tesis%20roxana.docx%23_Toc92210544
file:///C:/Users/Usuario/Desktop/nuevo%20documento%20de%20tesis%20roxana.docx%23_Toc92210545
file:///C:/Users/Usuario/Desktop/nuevo%20documento%20de%20tesis%20roxana.docx%23_Toc92210545
file:///C:/Users/Usuario/Desktop/nuevo%20documento%20de%20tesis%20roxana.docx%23_Toc92210546
file:///C:/Users/Usuario/Desktop/nuevo%20documento%20de%20tesis%20roxana.docx%23_Toc92210546
file:///C:/Users/Usuario/Desktop/nuevo%20documento%20de%20tesis%20roxana.docx%23_Toc92210547
file:///C:/Users/Usuario/Desktop/nuevo%20documento%20de%20tesis%20roxana.docx%23_Toc92210547
http://cbs.wondershare.com/go.php?pid=5257&m=db

mm Wondershare
PDFelement

Quita marcas de agua g

Figura 16. Diagrama del fundamento de la técnica del Kit ELISA Veratox para
prueba cuantitativa de cloranfeniCol..............ccoooeeiiiiiiiiiiii e 103
Figura 17. Entradas principales de los mercados municipales comprendidos en la
zona Sureste de la ciudad de Guayaquil.............cooevveriiiiiiiii e 104
Figura 18. Entradas principales de los mercados municipales comprendidos en la
zona Sureste de la ciudad de Guayaquil.............cooevviiiiiiiiiii e 104

Figura 19. Ingreso al mercado municipal San Gregorio para la toma de muestra

Figura 20. Expendios de camaron en los mercados municipales de Guayaquil.105
Figura 21. Muestras de camarén para analisis de cloranfenicol de los mercados
municipales de GUAYAQUIl ............iiiiiiiiiiieie e e e eeeeeenans 106
Figura 22. Descabezado y descascarado de camarén Litopenaeus vannamei ..107
Figura 23. Triturado y pesado de camaron Litopenaeus vannamei..................... 107
Figura 24. Adicion del solvente acetato de etilo, agitado manual, centrifugado...108
Figura 25. Separacion del sobrenadante a otro tubo; llevar a evaporar.............. 108
Figura 26. Reactivacién de las muestras con 0,5 mL de isooctano 2:3 / cloroformo
(V/V) Y NOMOQGENIZAAO .......ccoiiiieiiiice e e e e e e e eeaeees 109

Figura 27. Adicion de tampon de dilucion de muestra, homogenizado, centrifugado,

y por ultimo se separ6 4mL de sobrenadante en tubos de ensayo. ..................... 109
Figura 28. Kit ELISA Veratox para prueba cuantitativa de cloranfenicol ............. 110
Figura 29. Patrones utilizados para la curva de calibracion .................ccccceeeen. 110

Figura 30. Anadir 100 ul de muestra o patrones a los pocillos correspondientes111
Figura 31. Lavado de pocillo con 300 ul de tampén de lavado diluido ................ 111
Figura 32. Anadir 100 ul de la solucion de sustrato a cada pocillo...................... 112

Figura 33. Aiadir 100 pl de la solucion de stop a cada pocillo................cccevveeneee 112


http://cbs.wondershare.com/go.php?pid=5257&m=db

Quita marcas de agua .- Ll LT TC

PDFelement

Figura 34. Medicion de la absorbancia de cada pocillo a 450 nm usando un lector

de microplacas ELISA. ... 113
Figura 35. Norma INEM 456 1980-11 .......ccovvviiiiiiiiieeeeeeeeeeiee e e 114
Figura 36. Norma INEM 456 1980-11 ......ccoovviiiiiiiiiieeeeeeeeeeie e e 115
Figura 37. Norma INEM 456 1980-11 .......ccovvviiiiiiiiieeeeeeeeeiee e e 116
Figura 38. Norma INEM 456 1980-11 .......ccoovviiiiiiiiieeeeeeeeeiiie e e 117
Figura 39. Norma INEM 456 1980-11 .......ccovviiiiiiiiiiee e e 118
Figura 40. Norma INEM 456 1980-11 .......ccooviiiiiiiiiiee e 119

Figura 41. Requisitos de exportacion de los productos de conformidad segun la FDA
(Food and Drugs AdmiINIStration)...........ccouuuuiiiiiie e e e eeeaans 120
Figura 42. Requisitos de exportacion de los productos de conformidad segun la FDA
(Food and Drugs AdmiINIStration)............couiuiuiiiiiie e e e e eeeeans 121
Figura 43. Decision de la comision de 13 de marzo de 2003, enmendando la
Decision 2002/657/CE, en lo que respecta a la fijacion de los Limites Minimos de
Rendimiento Exigidos (MRPLS), para determinados residuos en los alimentos de
(oL To =T = 11021 SO URRPRRRN 122
Figura 44. Decision de la comision del 13 de marzo del 2003, enmendando la
Decision 2002/657/CE, en lo que respecta a la fijacion de los Limites Minimos de
Rendimiento Exigidos (MRPLSs), para determinados residuos en los alimentos de
OFgEN ANIMAL ... 123
Figura 45. Reglamento (UE) No 37/2010 de la Comision de 22 de diciembre de
20009, relativo a las sustancias farmacolégicamente activas y su clasificacion, por lo
que se refiere a los Limites Maximos de Residuos (LMR) en los productos

alimenticios de origen animal ... 124


file:///C:/Users/Usuario/Desktop/nuevo%20documento%20de%20tesis%20roxana.docx%23_Toc92210574
file:///C:/Users/Usuario/Desktop/nuevo%20documento%20de%20tesis%20roxana.docx%23_Toc92210574
file:///C:/Users/Usuario/Desktop/nuevo%20documento%20de%20tesis%20roxana.docx%23_Toc92210575
file:///C:/Users/Usuario/Desktop/nuevo%20documento%20de%20tesis%20roxana.docx%23_Toc92210575
file:///C:/Users/Usuario/Desktop/nuevo%20documento%20de%20tesis%20roxana.docx%23_Toc92210575
file:///C:/Users/Usuario/Desktop/nuevo%20documento%20de%20tesis%20roxana.docx%23_Toc92210575
file:///C:/Users/Usuario/Desktop/nuevo%20documento%20de%20tesis%20roxana.docx%23_Toc92210576
file:///C:/Users/Usuario/Desktop/nuevo%20documento%20de%20tesis%20roxana.docx%23_Toc92210576
file:///C:/Users/Usuario/Desktop/nuevo%20documento%20de%20tesis%20roxana.docx%23_Toc92210576
file:///C:/Users/Usuario/Desktop/nuevo%20documento%20de%20tesis%20roxana.docx%23_Toc92210576
http://cbs.wondershare.com/go.php?pid=5257&m=db

mm Wondershare
PDFelement

Quita marcas de agua g

Figura 46. Reglamento (UE) No 37/2010 de la Comisién de 22 de diciembre de
20009, relativo a las sustancias farmacol6gicamente activas y su clasificacion por lo
que se refiere a los Limites Maximos de Residuos (LMR) en los productos
alimenticios de origen aniMal ............cooiiiiiiiiiiiie e 125
Figura 47. Reglamento (UE) No 37/2010 de la Comisién de 22 de diciembre de
20009, relativo a las sustancias farmacolégicamente activas y su clasificacion, por lo
que se refiere a los Limites Maximos de Residuos (LMR) en los productos
alimenticios de origen animal ............coooiiiiiiiiiii i e e 126
Figura 48. Reglamento (UE) No 37/2010 de la Comisién de 22 de diciembre de
20009, relativo a las sustancias farmacolégicamente activas y su clasificacion, por lo

que se refiere a los Limites Maximos de Residuos (LMR) en los productos

alimenticios de Origen animal ...........coooiiiiiiiiiiii e e e e e 127
Figura 49. DireCtiva 96/23/CE .........uuiiiiiieeiei e 129
Figura 50. DireCtiva 96/23/CE .........uuiiiiie e 130
Figura 51. DireCtiva 96/23/CE ..........coiiieieeeeeeecee e 131
Figura 52. DIreCtiva 96/23/CE .........uuiiieie et 132

Figura 53. Modelos de formulario de verificacion del Instituto Nacional de Pesca.
Verificacion de condiciones y sistemas en productores acuicolas ...................... 133
Figura 54. Modelos de formulario de verificacion del Instituto Nacional de Pesca.
Verificacion de condiciones y sistemas en productores acuicolas....................... 134
Figura 55. Modelos de formulario de verificacion del Instituto Nacional de Pesca.
Verificacion de condiciones y sistemas en productores acuicolas ...................... 135
Figura 56. Modelos de formulario de verificacion del Instituto Nacional de Pesca.

Verificacion de condiciones y sistemas en productores acuicolas ...................... 136


file:///C:/Users/Usuario/Desktop/nuevo%20documento%20de%20tesis%20roxana.docx%23_Toc92210581
http://cbs.wondershare.com/go.php?pid=5257&m=db

Quita marcas de agua

Figura 57. Lista de resultados impreso por el equipo lector de ELISA
correspondiente almes de abril ...........ooouviiiiiiii e 137
Figura 58. Lista de resultados impreso por el equipo lector de Elisa
correspondientes al mes de MayO Y JUNIO ......cooeeevvieeeiiiiiiiie e eee e e e e e e eeeanens 138
Figura 59. Resultado de laboratorio muestra 1 codigo MCO4 .............covvveeeennnnn. 139
Figura 60. Resultado de laboratorio muestra 2 codigos MCO04 ...........cccccceeeeeneee. 140
Figura 61. Resultado de laboratorio muestra 3 codigo MCO4 ..............vvveeeeennnen. 141
Figura 62. Resultado de laboratorio muestra 4 c6digo MCO4 ............ccvvveeeeennnen. 142
Figura 63. Resultado de laboratorio muestra 5 codigo MLOA4..............oovveeeeeneen. 143
Figura 64. Resultado de laboratorio muestra 6 codigo MGO4 .............c.cccceeeeenneen. 144
Figura 65. Resultado de laboratorio muestra 7 codigo MEO4 ..., 145
Figura 66. Resultado de laboratorio muestra 8 codigo MS04 .............cccceeeeeennnen. 146
Figura 67. Resultado de laboratorio muestra 9 codigo MCO5 ...........ccovvveeeeennnn. 147
Figura 68. Resultado de laboratorio muestra 10 codigo MCO5 ............veeeennene. 148
Figura 69. Resultado de laboratorio muestra 11 codigo MCO5 ............cccceeeeeneeee. 149
Figura 70. Resultado de laboratorio muestra 12 codigo MCO5 ............cccceeeeeneene. 150
Figura 71. Resultado de laboratorio muestra 13 codigo MLO5.............cccceeeeeeee. 151
Figura 72. Resultado de laboratorio muestra 14 codigo MGO5.............c.cccceeeeeeeee. 152
Figura 73. Resultado de laboratorio muestra 15 cédigo MEOS .............cccvveeeeeee.. 153
Figura 74. Resultado de laboratorio muestra 16 codigo MS05 .............cccveeeeeen. 154
Figura 75. Resultado de laboratorio muestra 17 c6digo MCO6 ................uuvvennneee 155
Figura 76. Resultado de laboratorio muestra 18 c6digo MCO6 .................uveennneee 156
Figura 77. Resultado de laboratorio muestra 19 codigo MCO6 .................uuuennneee 157
Figura 78. Resultado de laboratorio muestra 20 c6digo MCO6 ................uuveennnnee 158
Figura 79. Resultado de laboratorio muestra 21 c6digo MLOG.................uuvvennneee 159

Wondershare
PDFelement


file:///C:/Users/Usuario/Desktop/nuevo%20documento%20de%20tesis%20roxana.docx%23_Toc92210599
http://cbs.wondershare.com/go.php?pid=5257&m=db

mm Wondershare
PDFelement

Quita marcas de agua g

Figura 80. Resultado de laboratorio muestra 22 c6digo MGO6 ...............ccevvvnnneee 160
Figura 81. Resultado de laboratorio muestra 23 codigo MEO6 .............cccceene.... 161

Figura 82. Resultado de laboratorio muestra 24 codigo MS06 ............ccccceeeenne. 162


http://cbs.wondershare.com/go.php?pid=5257&m=db

Quita marcas de agua .- Ll LT TC

PDFelement

Resumen
El presente trabajo tiene como objetivo determinar residuos de cloranfenicol en
camaron de acuacultura (Litopenaeus vannamei) mediante técnica ELISA
expendidos en mercados municipales de la zona Sureste de la ciudad de
Guayaquil. La técnica ELISA es un procedimiento de ensayo inmunoenzimatico,
gue detecta el antibiético mediante una reaccion de coloracion que es medida con
el espectrofotometro. En este estudio se realiz6 un muestreo durante los meses
de abril, mayo y junio del afio 2019, y se tomaron un total de 24 muestras
representativas de los cinco mercados municipales de mayor comercializacion.
Los resultados de los analisis demostraron que los niveles de residuos de
cloranfenicol de todas las muestras estuvieron por debajo del limite detectable (<
0,1 ppb). Por lo que se concluye que el camarén comercializado en los mercados
municipales de la ciudad de Guayaquil no representa ningun riesgo para el

consumo humano en lo que respecta a las concentraciones de cloranfenicol.

Palabras claves: Cloranfenicol, ELISA, camardon (Litopenaeus vannamei),

mercados municipales.
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Abstract
The objective of this work is to determine chloramphenicol residues in aquaculture
shrimp (Litopenaeus vannamei) using the ELISA technique sold in municipal
markets in the southeast area of the city of Guayaquil. The ELISA technique is an
immunoenzymatic assay procedure, that detects the antibiotic by means of a
staining reaction that is measured with the spectrophotometer. In this study, a
sampling was conducted during the months of April, May and June, 2019, and a
total of 24 representative samples were taken from the five most commercial
municipal markets. The results of the analyzes showed that the levels of
chloramphenicol residues of all the samples were below the detectable limit (<0.1
ppb). Therefore, it is concluded that the commercialized shrimp in the municipal
markets of the city of Guayaquil does not represent any risk for human consumption

in regards to the concentrations of chloramphenicol.

Keywords: Chloramphenicol, ELISA, shrimp (Litopenaeus vannamei), markets
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1. Introduccidn
1.1 Antecedentes del problema

El cloranfenicol fue ampliamente usado en el pasado en animales para el
consumo, debido a que éste posee un amplio espectro bacteriostatico se lo ha
empleado en forma terapéutica y profilactica para tratar enfermedades, pero
actualmente su uso se encuentra prohibido, donde el comité JECFA (FAO/OMS)
es regulado mediante un valor especifico de “cero tolerancia” para los residuos

(FAO, 2002).

El cloranfenicol se encuentra prohibido por la Unién Europea, Estados
Unidos y Canad4; sin embargo, este farmaco todavia es utilizado en paises
asiaticos, sabemos que este farmaco puede comprometer la salud de las
personas. De acuerdo con un estudio de anemia aplasica que se llevo en
Tailandia, comprueba que la incidencia de anemia aplasica es de 3,7 casos
por 100.000 habitantes; en China es de alrededor de 2 casos por 100.000; en
Europa es de 0,2 casos por 100.000 habitantes (Issaragrisil et al., 1997, p.1).
Hoy en dia, se han incrementado el grado de vigilancia y control de residuos
de cloranfenicol en animales y sus productos derivados.

En el 2014, la EFSA evidenci6 que 0,03 % de muestras present6 residuos de
antibioticos del Grupo A (sustancias prohibidas como cloranfenicol,
nitrofuranos, nitroimidazoles) asimismo solo el 0.18 % de las muestras
analizadas presento valores por encima de los permisibles para antibioticos del
Grupo B (Residuos de antibiéticos veterinarios), siendo las muestras de miel
las que estaban mas implicadas (Zambrano, Espinoza, Conte, y Lazaro , 2018,
p. 122).

Se han reportado la presencia de residuos de cloranfenicol en miel de abeja
importadas por Estados Unidos de procedencia de China (FAO/WHO, 2004). Lo
mismo pasé en Canada, la Agencia de Inspeccion de Alimentos de Canada
(CFIA) reporté cloranfenicol en miel procedente de china, y también en gambas

y camarones de Brasil. Los EEUU detectaron cloranfenicol residual en miel

procedente de Argentina (Fernandez Suéarez, 2004).
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Se encontré cloranfenicol residual en cargamento de camarén (Palaemon
serratus) importado por Alemania procedentes de China, Vietham e Indonesia
(Montoya, 2002). La Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion (FAO) mediante un comunicado de prensa habian encontrado
antibiético en el pasto (Yeves, 2002).

Debido a la presencia de cloranfenicol en productos pesqueros y acuicolas
procedentes de China y Vietnam, es que la Unién Europea establece medidas de
control en estos productos dispuestos por la Decision 2002/994/CE (Comunidad
Europea, 2002). La comision tiene un control estricto respecto a la seguridad de las
importaciones de alimentos, incluyendo a productos como la miel.

Lo mismo pas6 en crustaceos importados de Bangladesh por la Unién Europea,
donde se dispuso la Decisién 2008/630/CE como medida de emergencia aplicable
a este producto. En ella se establecen que los envios de crustaceos importados en
la Union procedentes de ese pais deben ser sometidos a pruebas analiticas para
detectar la presencia de cloranfenicol dispuestas en el Reglamento 470/2009/CE
(Comunidad Europea, 2010) .

En enero del 2015, la Uniébn Europea y Estados Unidos suspendieron
indefinidamente las importaciones de camardn procedente de China, Vietham e
Indonesia por haberse encontrado en esos productos, residuos de cloranfenicol
(La Hora, 2015).

1.2 Planteamiento y formulacion del problema
1.2.1 Planteamiento del problema

La presencia de diversas enfermedades bacterianas que afectan la produccion

camaronera hace necesario el uso de antibidticos en el control de enfermedades y

el uso indiscriminado de éstos, favorece la presencia de residuos de antibidticos en
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los tejidos del camardn, lo que conlleva a su ingesta de forma no intencionada;
dependiendo de su concentracion en el tejido puede causar serios problemas de
salud.

Entre los antibioticos que se encuentran prohibidos en la Acuacultura, debido a
que representan un riesgo a la salud humana se hallan: El cloranfenicol,
dimetridazol, furazolidona, nitrofurazona, entre otros. El cloranfenicol es una
sustancia muy toxica, y su consumo produce atrofia medular, por lo que la FDA
“Food and Drugs Administration” [Administracion de Alimentos y Medicamentos]
prohibié su uso en el afio 2002.

Estudios cientificos han demostrado que la ingesta de productos de origen
animal (camardn) con concentraciones de 1 ppm de cloranfenicol residual, puede
causar anemia aplasica en humanos, ademas pueden provocar el desarrollo de
resistencia bacteriana en seres humanos, haciendo que los antibiticos sean
ineficaces para tratar determinadas enfermedades microbianas, constituyendo un
riesgo para la salud publica.

En el Ecuador, el INP (Instituto Nacional de Pesca) era el organismo regulador
y de certificacion de productos pesqueros y acuicolas, actualmente cambio de
nombre por IPIAP (Instituto Publico de Investigacion de Acuacultura y Pesca), este
organismo se encarga de verificar el cumplimiento de las normas de la FDA y UE,
que prohibe el uso de ciertos antibioticos, entre estos el cloranfenicol, sélo en los
productos de exportacion. Sin embargo, para el consumo local, los productores no
se interesan por satisfacer la demanda de la calidad, ya que su rentabilidad esta
orientada en la seccion de camaron de exportacion.

Esta investigacion trataba de constatar la presencia o ausencia de

cloranfenicol en camarones (Litopenaeus vannamei) destinados para el consumo
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interno proveniente de los mercados municipales, ubicados en la zona suroeste
de la ciudad de Guayaquil, para saber, si el producto no representa riesgo para la

salud al consumidor final.

1.2.2 Formulacion del problema

¢Existe presencia de residuos de antibiético cloranfenicol en camaron de
acuacultura (Litopenaeus vannamei) que se expenden en los mercados
municipales, ubicados en la zona suroeste de la ciudad de Guayaquil?

¢, Cumplen con las normas internacionales y nacionales respecto a la prohibiciéon

de uso del antibidtico cloranfenicol en el Ecuador?

1.3 Justificacién de la investigacion

El camar6on (L. vannamei) es un producto muy demandado, al poseer valor
nutricional y ser fuente rica de proteinas, forman parte importante en la dieta de la
poblacién ecuatoriana; este producto en la actualidad se consumen en mdltiples
preparaciones en escuelas, mercados y en vias publicas de la ciudad.

Debido a su gran importancia comercial y alimenticia, con este estudio se trata
de investigar si el camarén (L. vannamei) de consumo interno en Guayaquil,
cumple con los niveles de residuos de medicamento (cloranfenicol) veterinarios
exigidos y aceptados a la normativa internacional, de manera particular se busca el
cumplimiento de lo establecido en la legislacién de la FAO/OMS.

El cloranfenicol representa un riesgo para salud humana y con todo esto
pretendemos evitar que los consumidores no se expongan a riesgos innecesarios.
La presencia o ausencia de cloranfenicol se determind mediante analisis aplicando
la técnica ELISA y, de esta manera, poner de manifiesto la inocuidad respecto a la
residualidad del medicamento cloranfenicol presente en camaron (L. vannamei)

muestreados en los mercados de Sureste de Guayaquil.
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1.4 Delimitacién de la investigacion

e Delimitacion del espacio: El estudio se llevé a cabo en la Republica del
Ecuador, region Costa, provincia del Guayas, ciudad de Guayaquil; Esta
ciudad esta dividida en 16 parroquias urbanas y 5 parroquias rurales y con
cuatro cuadrantes (cuadrante suroeste, Sureste, Noreste, Noroeste), el lugar
de muestreo se encontraba en el cuadrante Sureste, con las siguientes
direcciones: Mercado Caraguay: Ubicado en Robles y la F; mercado Las
Esclusas: Ubicado en la avenida 25 de Julio y Las Esclusas; mercado
Guasmo Sur: Ubicado 2do. Pasaje 12 A SE y ler. Pasaje 56 calle 571 SE;
mercado Este: Ubicados en Gomez Rendon y Chimborazo; mercado San
Gregorio: Ubicados en Guasmo Sur, precooperativa Reina del Quinche.

e Delimitacion del espacio: El tiempo en que se desarroll6 este trabajo de
investigacion fue durante catorce meses.

e Delimitacién del espacio: La poblacién a muestrear estuvo conformada por
los locales de venta de camardn de los mercados municipales que se
encuentran en el sector Sureste de la ciudad de Guayaquil; la cantidad de
mercados dentro de ésta zona son 5, de las cuales se contabilizaron de entre
3 a 5 locales por mercado, en los que se tomd 4 muestras especificamente
en el mercado Caraguay y 1 muestra en los diferentes mercados nombrados,
obteniendo un nimero de 8 muestras que se recolectaron durante los meses
de abril mayo y junio del 2019; obteniendo un total de 24 muestras. Para éste

muestreo se consideraron los locales de mayor comercializacién y venta.
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1.5 Objetivo general
Determinar residuos de cloranfenicol en camarén de acuacultura (Litopenaeus
vannamei) mediante técnica ELISA, expendidos en los mercados municipales de la

zona Sureste de la ciudad de Guayaquil.

1.6 Objetivos especificos

= Determinar los puntos de muestreos para camarones expendidos en los
mercados municipales comprendidos en el Sureste de la ciudad de
Guayaquil basandose en la norma NTE INEN 456.

= Determinar el nivel de residual de cloranfenicol en los tejidos de camarén de
las muestras mediante técnica ELISA, utilizando un Kit comercial Veratox.

» Evaluar los resultados obtenidos y comparar con las normas FDA para
exportacion segun lo establecido en métodos presuntivos.

= Determinar el porcentaje de muestras positivas con cloranfenicol residual en

tejido de camaron, del total de muestras analizadas.

1.7 Hipotesis
El camardn (Litopenaeus vannamei) de acuacultura que se expende en los
mercados municipales de la zona Sureste de la ciudad de Guayaquil, presentara

residual de antibi6tico cloranfenicol.
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2. Marco teorico
2.1 Estado de arte

En un estudio realizado en muestras de diferentes tejidos de carne y visceras
de bovino procedentes de diferentes mercados y supermercados de la ciudad de
Quito, para determinar antibiético mediante el método de ensayo de
inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA), el autor Norofia (2017) determino que
22 de las 27 muestras fueron positivas a residuos de penicilina, 12 a residuos de
sulfonamidas, 5 a residuos de oxitetraciclina; 3 a residuos de gentamicina y tilosina;
2 a residuos de estreptomicina. Los resultados de casos positivos a antibioticos en
los diferentes tejidos analizados se presentaron en el siguiente orden con 21 casos
en el higado, 16 en rifién y 10 en musculo. De los casos que resultaron positivos
ninguno supero los LMR permitidos establecidos por la Comision del Codex
Alimentarius y el Reglamento de la Unién Europea.

En un estudio realizado en la ciudad de Dalian, determinaron residuos de
medicamentos: Furazolidona, cloranfenicol, enrofloxacina en varios mariscos
comestibles (Argopectens irradias, Clam meretrix meretrix, Mactra chinenesis,
Ruditapes philippinarum y Anadara uropygimelana), se utilizd tecnologia de
deteccidén de inmunoensayo. Los resultados mostraron que los mariscos probados
tenian diferentes contenidos de los residuos de medicamentos mencionados
anteriormente, pero todos los residuos estaban bajo el control de las normas de
higiene alimentaria y en linea con las normas de seguridad e higiene alimentaria
(Zheng, Zhang, y Yan, 2011).

Segun una investigacion realizada en camarones, demostraron que se puede
utilizar la hemolinfa como muestra base para la deteccion in vivo de cloranfenicol

mediante técnica ELISA; en este estudio se sometieron a los camarones a la
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exposicion de cloranfenicol, fueron aclimatados a condiciones de laboratorio, luego
se tomaron muestras de musculo y hemolinfa, y después de cada cierto tiempo de
exposicion se recolectaban grupos de cinco camarones para ejecutar el ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas “ELISA”. Segun los resultados no se
encontraron diferencias significativas, haciendo factible el uso de hemolinfa siendo
una alternativa de muestreos como muestra base para la deteccion de este
antibiotico (Urbina et al., 2006).

De acuerdo con los andlisis de residuos de cloranfenicol en muestras de higado
y rifidn de bovinos, en rifidn de cerdos, en higado de pollos de engorde, a nivel de
plantas beneficiadoras, y en muestras de leche de larga duracién destinadas al
consumo de la poblacion, realizadas mediante un kit método ELISA (Ridascreen),
se demostro la presencia de residuos de cloranfenicol, en higado y rifidon de bovinos
50 %, en rifion de cerdo 17 %, en higados de pollos de engorde 73 % y en leches
de larga duracién producida para el consumo humano 100 %, el porcentaje se lo
establecié segun el nimero muestras. Estos resultados son de gran relevancia ya
gue indican que en Venezuela, se esta comercializando el cloranfenicol de forma
ilegal (Gregorio et al., 2015).

Se realiz6 unos andlisis de residuos de cloranfenicol y dimetridazol en muestras
de rifién de cerdo provenientes de diferentes granjas de cultivo intensivo, donde en
el estado de Aragua se tomaron once muestras y en el estado de Carabobo se
tomaron nueve muestras, ambos ubicados en Venezuela. El analisis fue realizado
mediante la técnica de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion y los resultados
evidenciaron la presencia de residuos de cloranfenicol y dimetridazol, en 66,67 %
del total de granjas evaluadas en el estado Carabobo y no hubo residuos de estos

farmacos en el estado Aragua. El promedio de los niveles de residuos de
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cloranfenicol y dimetridazol en las muestras provenientes de las granjas
establecidas en el estado Carabobo fue superior (Gregorio et al., 2015).

Se ha evidenciado concentraciones de cloranfenicol en quesos de 0,12 a 0,15
pg/kg, también se encontraron bajas concentraciones de este compuesto en
productos (miel, jalea, carne y visceras, embutidos, carne de pollo y conejo,
productos de la pesca), en algunos casos se evidenci6 el uso intencionado a pesar
de su prohibicion, también se argumento que niveles muy bajos podrian deberse a
una contaminacion ambiental ya que ciertos microorganismos que se encuentran
en el suelo (Streptomyces venezuelae) tienen la capacidad de sintetizar
cloranfenicol dando como hipo6tesis de que estos microorganismos puedan
contaminar los alimentos de origen animal (Diario EFSA, 2014).

En la ciudad de Guangzhou de China, los autores Lu et al. (2011) realizaron la
determinacién simultanea de 30 hormonas y residuos de cloranfenicoles en peces
mediante la preparacion de muestras QUEChERS y cromatografia liquida-
espectrometria de masas en tandem y mostraron que el método propuesto era
simple, rapido, sensible, confiable y rentable, y era adecuado para la determinacién
simultdnea de hormonas y cloranfenicoles en muestras de pescado.

En esta investigacion también resalta la evidencia de cloranfenicol en forma
natural en cultivos y piensos, de esta manera resulta importante tomar muestras de
paja y pienso destinados al consumo animal, este estudio fue realizado por el
Instituto de Seguridad Alimentaria de los paises bajos (ACSA, 2013).

2.2 Bases teoricas
2.2.1 Camaron de cultivo Litopenaeus vannamei
El camaron es un animal invertebrado perteneciente al grupo de los crustaceos

y su cultivo es de gran importancia a nivel mundial, debido a su gran demanda,
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constituyen una fuente vital de alimentos, empleos y economia para los paises
productores.

El Ecuador es uno de los principales productores y exportadores mundiales de
camaron cultivado en piscinas, sus inicios datan de los afios 70. La produccion de
camaron de nuestro pais representa el 95 % de la acuacultura nacional, de los
cuales el 90 % representa la produccion de camaron proveniente de cultivo; este
se cultiva en piscinas bajo la modalidad de explotaciones extensivas, semi-intensiva
e intensiva y el restante es de camarén capturado.

La especie de camardn mayormente cultivada a nivel mundial y de Ecuador es
el camarén blanco del Pacifico Litopenaeus vannamei; representa en su gran
mayoria la produccion total, debido a que rinde los mejores resultados de
supervivencia en laboratorios y altos niveles de rentabilidad para los cultivadores.
La introduccién de esta especie en el Ecuador fue en el afio 1987 (Caro , 2006).

Entre las ventajas de esta especie tenemos las siguientes:

“Presentan un rapido crecimiento (3g por semana), resiste densidades de cultivo

muy elevadas (>150/m?), es tolerante a rangos de salinidad (0,5 - 45 ppm),

resisten bajas temperaturas (debajo de 15°C) permitiendo su cultivo en

estaciones frias, requiere de alimentos bajos en proteina (20 — 23 %), es
resistente a la melanosis” (Macias, 2011, p.19).

2.2.2 Taxonomia del camardn blanco del pacifico (Litopenaeus vannamei)
Isabel Pérez Farfante y Brian Kensley (1997) han reunido el volumen definitivo
sobre la taxonomia de esta especie, a continuacion se describe (ver Anexo 1,

Tabla 8).

2.2.3 Generalidades de los antibioticos
Los antibioticos, se han utilizados ampliamente para tratar enfermedades en
humanos, animales y horticultura. La palabra antibiético se lo define como

“sustancia quimica producida por un ser vivo o fabricada por sintesis, capaz de
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paralizar el desarrollo de ciertos microorganismos patdégenos, o causar la muerte
del mismo” (Romero, 2007, p.51).

Los antibidticos se clasifican segin su mecanismo de accion en bacteriostatico
y bactericida, el primero se enfoca en la inhibicion de funciones reproductivas de la
célula; al impedirselo ésta envejece y muere. El efecto bactericida se refiere a que
produce la muerte inminente del microorganismo patégeno.

Los antibioticos se distinguen segun su caracteristica activa del compuesto
presente, y del espectro de accion, ellos pueden producir dafio a nivel de pared
celular, material genético y el bloqueo de la sintesis de compuestos celulares
vitales.

2.2.4 Empleo de antibiéticos en acuacultura

La acuacultura es el cultivo de organismos acuaticos, en el cual se explotan los
peces, moluscos, crustaceos y plantas acuaticas. En el Ecuador el producto de
Acuacultura mas explotado es el cultivo de camardén, seguido de la tilapia.

“‘Debido a su importancia es necesario que se desarrolle y se practique
responsablemente, y con esto generar beneficios duraderos para la seguridad
alimentaria y el crecimiento econémico” (FAO, 2014, p.3).

Los organismos acuaticos son susceptibles a una amplia variedad de patégenos

bacterianos, entre los cuales estdn los géneros Aeromonas, Vibrio y

Pseudomonas, que son componentes de la brota normal del ambiente acuético

que les rodea, pero se muestran virulentos como respuesta a situaciones de

estrés, a un fallo en el funcionamiento fisiolégico de los organismos cultivados o

a una mala calidad del agua (Garcia, 2016, p.1).

La practica de la acuacultura, particularmente la forma intensiva, requiere a
menudo el uso de los antibidticos para el tratamiento o prevencion de

enfermedades, incluso promover su crecimiento, de esta manera prevenimos y/o

evitamos pérdidas econdmicas (Boyd y Nevin, 2014).
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El nimero de sustancias quimicas usadas en esta actividad es amplio, pero es
importante considerar solo aquellos antibiéticos que se encuentran en la lista de
drogas permitidas de uso a veterinario.

Cabe recalcar que tenemos algunas listas de medicamentos para la explotacion
animal, en primer lugar, los que son consideradas inofensivas, éstos por lo general
no tienen definidos limites, en segundo lugar, tenemos aquellos que disponen de
LMR (Limite Maximo de Residuos) y otros cuentan con MRPL Minimun Required
Performance Limit [Limite Minimo de Funcionamiento Exigido] y por ultimo tenemos
aguellos que se encuentran prohibidos, los cuales se les ha considerado como
farmacos sin LMR establecido, por su caracter toxicologico.

El cloranfenicol, por ser un farmaco de peligrosidad no se les puede asignar un
limite maximo de residuos en los alimentos de origen animal, pero éste si tiene
establecido un MRPL legislado y de cumplimiento obligatorio.

Cada pais tiene su propia lista de drogas autorizadas, en la Unién Europea el
organismo descentralizado es EMEA European Agency for the Evaluation of
Medicinal Products [Agencia Europea para la Evaluacion de Medicamentos], en
Estados Unidos es la FDA, entre otros paises.

El LMR es la cantidad maxima de la sustancia activa y metabolitos del
medicamento que puede encontrarse en los tejidos del animal de forma que sean
inocuos para el consumidor (AEMPS, 2012). Y el MRPL se refiere al contenido
minimo recomendado de un analito en una muestra que podria ser detectado y
confirmado (Giménez, 2012, p.26).

En cada lista también deben incluir su tiempo de espera antes del sacrificio, es
decir aquel medicamento debe expresar el tiempo necesario para su

metabolizacion en el animal, y de esta manera no deje residuos.
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Estos limites se encuentran expresados en mg/kg (ppm) o pg/kg (ppb) sobre
peso fresco, segun la legislacion vigente.

Los antibidticos comunmente utilizados a nivel mundial y apto para su uso en la
explotacion de animales acuaticos son: Oxitetraciclina, sulfadiacina trimetoprim,
sulfadimetoxina, ormetoprim y florfenicol (Hepp , 2012).

El Ecuador para poder producir y exportar los productos acuicolas destinadas a
la exportacion de paises como EEUU, UE y otros paises toman como guia las
drogas autorizadas por la FDA y el EMEA.

La lista de antibiéticos cuyo uso en animales productores de alimentos, es
prohibido por la FDA y la Comunidad Europea, tiene en comun las siguientes
drogas: Cloranfenicol, dimetridazol, furazolidona, nitrofurazona, pero difieren
en otros. En la FDA incluyen ipronidazol, sulfamida, nitrofurados,
clembutenol (FAO, 2002). Y en la comunidad europea incluyen
clorpromacina, ronidazol, dapsona, colchicina, metronidazol, segun el
reglamento de la Comunidad Europea numero 2377/90/CEE (Comunidad
Europea, 1990).

El desarrollo de la acuacultura en el Ecuador ha dependido enormemente de la
existencia de planes de desarrollo, control y compromiso del gobierno respecto a
las regulaciones para exportar e importar camaron (Rojas y Wadsworth, 2008).
2.2.5 Uso de antibioticos como fuente de residuos en acuacultura

Los medicamentos veterinarios y sus exposiciones son planificados por el
veterinario o profesional de la salud de animales y los esfuerzos para reducir los
residuos dependen mas de la regulacion que de limitar la exposicién. El uso de
estos compuestos terapéuticos podria dejar residuos en animales acuicolas
destinado al consumo humano.

En todo el mundo, existen diferentes agencias reguladoras que supervisan el uso

de compuestos veterinarios. Estas agencias a menudo interactian con

organizaciones mundiales como la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la
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Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO),
gue coordinan estandares y codigos de practica internacionalmente reconocidos.
Estas regulaciones tienen como objetivo de reducir el riesgo de que residuos
nocivos ingresen al suministro de alimentos después del uso veterinario. Aunque
todavia hay varios paises que no controlan el uso de drogas en la acuicultura.

Las clases de medicamentos utilizados en la medicina veterinaria acuatica tienen
una historia bastante extensa respecto a su uso; por lo tanto, los patrones de
acumulacion y agotamiento de residuos se conocen. Sin embargo, la mayoria de
las agencias reguladoras requieren estudios de agotamiento en las especies
objetivo-acuaticas antes de aprobar cualquier uso del medicamento especifico
(Silvia y Ferraro, 2017).

La informacion obtenida de estos estudios es analizada por los reguladores que
establecen limites de residuos y tiempos de retiro para asegurar que los residuos
dafiinos no estén presentes en los productos de la acuacultura comestibles
(Avdalov, 2007).

El Codex Committee on Residues of Veterinary Drugs (CCRVDF) [Comité del
Codex Alimentarius sobre Residuos de Medicamentos Veterinarios en los
Alimentos] esta adelantando esfuerzos mundiales de normalizacion para reducir los
residuos de medicamentos veterinarios en los alimentos. Este comité de OMS/ FAO
busca establecer pautas internacionalmente aceptables que definan qué niveles de
residuos se consideran aceptables o legalmente permitidos en el tejido comestible
(CODEX ALIMENTARIUS, 2015).

Estos niveles se denominan Maximum Lesidue Limit of Veterinary Drugs
(MRLVD) [Limite Maximo de Residuos de Medicamentos Veterinarios (LMRMV)]

por Codex, Maximum Level of Residues (MRL) [Limite Maximo de Residuos (LMR)]
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por EMEA. Ademas de establecer un limite en la cantidad de residuos que pueden
estar presentes en un alimento, se puede establecer un valor de Acceptable Daily
Intake (DAI) [Ingesta Diaria Aceptable (IDA)]. Las IDA son una estimacion de la
cantidad de residuos considerados sin riesgo toxicologico o riesgo apreciable para
la salud si se ingieren diariamente durante toda la vida. Aunque las IDA y los LMR
pueden variar de un pais a otro, existe un esfuerzo internacional para armonizar

estos valores (FAO, 2004).

Durante el proceso de aprobacién del medicamento, los periodos de espera se
designan para garantizar que los tejidos comestibles no contengan residuos por
encima de los LMR o tolerancias establecidas por la agencia reguladora. Los LMR
y las tolerancias se desarrollan considerando el riesgo general para el consumidor
y equilibrando la posible toxicidad del compuesto con los niveles de exposicion
potenciales.

Los antibiéticos son uno de los agentes terapéuticos mas utilizados en la
medicina de peces. Los antimicrobianos, como el cloranfenicol, que puede
causar anemia aplasica, y los nitrofuranos, que son carcinogénicos, son los
principales causantes de posibles efectos adversos. Muchos paises han
prohibido el uso de estos antibibticos en especies acuicolas. Otro grupo de
antibidticos preocupantes son las B-lactamas (penicilina, amoxicilina, etc.),

cuyos residuos podrian plantear problemas a las personas con alergias a
esos antimicrobianos (Baynes y Riviere, 2010, p.167).

Para reducir los residuos de cualquier tipo de antimicrobiano en los tejidos de
animales acuicolas comestibles, debe respetarse el modo de tratamiento y el
tiempo de extraccion adecuado. Una forma adicional de ayudar a reducir los
residuos es regular el uso de drogas al requerir prescripcion y supervision

veterinaria.
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2.2.6 Uso de cloranfenicol en camaronicultura

Inicialmente el cloranfenicol se lo utilizaba para tratar enfermedades bacterianas,
especialmente para tratar enfermedades producidas por el género Vibrio, ya que el
camaron es particularmente sensible a estas bacterias y son los patdégenos mas
comunes.

La enfermedad vibriosis afecta tanto en la fase de larvicultura como en la fase
de engorde del camaron; ha sido la causa de mortalidades en cultivos de camaron
en paises productores del mundo entero. Actualmente su uso esta prohibido en
animales productores de alimentos (Cuéllar, 2013).

2.2.7 Cloranfenicol (CAP)

“El cloranfenicol pertenece al grupo de antimicrobianos fenicoles, se caracteriza
por ser un antibiotico de tipo bacteriostatico” (Romero, 2007, p.49).

Es de gran potencial en el tratamiento de grupos de bacterias Gram positivas y
Gram negativas. Esta sustancia se la obtiene de la bacteria Streptomyces
venezuelae radicada en el suelo, y que fue aislado por primera vez por David Gotlib
en 1940, esta sustancia lo que hace es interferir en la sintesis de proteina afectando
de esta manera la replicacion de la bacteria.

El cloranfenicol estd compuesto basicamente por un anillo de nitrobenceno,
un enlace amida y una funcién alcohol, quimicamente es un compuesto
estable, derivado del acido dicloroacético que contiene un nucleo
nitrobencénico (ver figura 25). Su féormula estructural que corresponde a la
2,2-dicloro-N-[-hidroxi-1- (hidroximetil)-2-(4-nitrofeniletil] acetamida. Posee
una configuracion D-treo, que es el Unico isbmero activo: D (-)-treo-2-
dicloroacetamido-1-p-nitrofenil-1,3- propanediol o D-treo-N-(1,1"-dihidroxi-1-
p-nitrofenil-isopropil) dicloroacetamida (Rios , 2004, p.2).

Respecto a sus propiedades fisicas, el cloranfenicol base, es altamente soluble

en lipidos a diferencia de su solubilidad en agua que es baja. Podemos encontrarlas

en forma de sales de palmitato, éstas presentan caracteristicas similares de


http://cbs.wondershare.com/go.php?pid=5257&m=db

Quita marcas de agua .- Wondershare

PDFelement

solubilidad y también en forma de succinato, misma que es altamente soluble en
agua.
2.2.8 Mecanismo de accion

Diversos estudios han demostrado que el antibiético cloranfenicol ejerce su
efecto mediante la union irreversible a la subunidad ribosomal 50S bacteriano,
sabemos que los ribosomas son los principales componentes celulares de la
sintesis proteica, el bloqueo de la accion del péptido de transferencia (aminoacil
ARN de transferencia) al receptor del ribosoma 50S, de modo que la nueva cadena
peptidica en formacion queda bloqueada y por ende inhibiéndola, evitando asi de
este modo la sintesis de proteinas (ver Anexo 2, Figura 9).

El cloranfenicol, se caracteriza por ser bacteriostatico, por lo que su mecanismo
de accion se basa en la inhibicidn de la sintesis proteica de la célula bacteriana. “El
cloranfenicol también puede inhibir la sintesis proteica de las mitocondrias en las

células de mamiferos, incluyendo a los humanos” (Sanchez et al., 2004, p.173).

2.2.9 Absorcion

Después de ser consumidos de forma indirecta a través de los alimentos, el
cloranfenicol presenta una buena disponibilidad por via oral, siendo su absorcion
rapida y completa. “Se ha determinado que el consumo de una dosis de 1g del
compuesto cloranfenicol en personas, en términos de dos a tres horas del consumo,
este se absorbe en vias gastrointestinales y alcanza cifras de 10-13 pg/mL”
(Goodman, 1996, p. 1201).

La administracion de este farmaco puede tener distintas vias como: la
intravenosa, subcutanea, intrauterina y topica. El cloranfenicol es parcialmente
absorbido en el cuerpo humano y el resto se elimina por metabolismo hepatico en

forma inactiva y se excreta por via renal.
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2.2.10Biotransformacion o metabolismo

El cloranfenicol en el higado se metaboliza a acido uronico cloranfenicol
inactivo, el proceso de biotransformacion de este xenobio6tico, tiene dos
fases. Resulta que después de la absorcion de este xenobidtico, en la fase
uno, se efectian modificaciones de la estructura quimica del compuesto, en
ella se encuentran las reacciones de oxidacion, reduccion, hidrolisis; en la
fase dos, conocida también como la fase de conjugacion; Su objetivo es
obtener moléculas polares y de alta disponibilidad soluble por parte del
organismo (Murray, et al.,, 2013, p.609). Y de esta manera facilitar su
excrecion en el organismo.

El cloranfenicol se lleva a cabo en el proceso de glucoronidacion. Este es el
primer proceso de conjugacion de las reacciones de la fase dos. Este proceso se
da tanto en mamiferos como humanos (Fléres, 2008). La conjugacién con &cido
glucoronico es una via importante de la biotransformacion de grupos que contengan
OH, NH2, COOH y SH.

Aquellos farmacos que posean estos grupos pueden entrar directamente en fase
II'y conjugarse, encajando muy bien con el cloranfenicol ya que presenta grupos
hidroxilo y amina, con la ayuda de la incorporacién de acido glucorénico y
glucuronil-transferasa hepéatica es que se inactiva el cloranfenicol.

La biotransformacion del xenobi6tico va a depender de factores fisiolégicos,
farmacoldgicos, patoldgicos y ambientales.
2.2.11 Distribucion

“El cloranfenicol se distribuye ampliamente por el organismo, debido a que es
muy difusible, este se distribuye en los tejidos y fluidos del cuerpo” (Romero, 2007,
p.51). Se concentra mas en el higado y el rifion, seguido de pulmon, bazo, corazon,
el intestino y el tejido cerebral. Pasa a través de la barrera sangre-cerebro en el
liguido cefalorraquideo, también a traves de la barrera placentaria en la circulacion

fetal, y por ultimo a través de la barrera hemato-ocular.
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Comparando con el Florfenicol, que es un derivado del cloranfenicol y es
utilizado en peces, “se dice que al administrarse en forma oral una dosis de
10 mg/kg en Salmon del Atlantico, se absorbi6 el 96.5 % a una temperatura
del agua de 10.8 + 1.5 °C. Una vez absorbida se distribuy6é a todos los
organos y tejidos, y la concentraciéon en muasculo y sangre del florfenicol es
similar a la concentracién alcanzada en suero, mientras que en el tejido
graso y en el sistema nervioso central se alcanzan concentraciones mas
bajas” (Bravo, et al.,2003, p.53).

2.2.12 Excrecion

El cloranfenicol y sus metabolitos se exportan principalmente por via renal
(orina). Entre el 5 - 15 % se excreta sin cambios en la orina por filtracion glomerular
en pacientes, y el resto se excreta por la secrecion tubular, principalmente en forma
de metabolitos inactivos, seguida por via intestinal (heces), y en menor proporcion
en leche excretada de la glandula mamaria en mamiferos y humanos, también
puede ser excretada en la saliva, Liquido ascitico, derrame pleural y el liquido

sinovial

2.2.13 Toxicidad

El consumo de residuos de cloranfenicol no intencional, por medio de los
alimentos en especial los que estan destinados a la producciéon animal, puede
ocasionar posibles efectos nocivos al consumidor, como la toxicidad inherente. Su
mayor efecto tdéxico corresponde a nivel hematoldgico, tenemos: La pancitopenia,
en esta su dosis es dependiente y puede ser reversible; también puede presentarse
anemia aplasica, no dependiente de la dosis idiosincratica; Sindrome gris del
recién nacido; Inhibicion del citocromo p-450 (Rios , 2004).

2.2.14 Reacciones adversas

En primer lugar, la anemia aplasica, es el efecto secundario mas grave que
puede producir el cloranfenicol. Esto es debido al trastorno de la médula 6sea
ocasionando una pancitopenia. “La pancitopenia es debido a la reduccion de

eritocitos, leucocitos y las plaquetas” (Hildebrando, 2015, p.1).
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La anemia aplasica a menudo dificil de revertir, la mortalidad hasta el 80 %,
algunos pueden desarrollar leucemia mieloide, que es un tipo comun de leucemia,
aunqgue se suprimen las células denominadas mieloblastos que se encuentran en
la médula O0sea encargadas de la defensa del organismo (Cardenas, 2019).
También podemos encontrar la anemia hemolitica.

En segundo lugar, la supresion de la funcion de la médula 6sea. Luo et al. (2011)
comenta, que el efecto toxico del cloranfenicol actia dentro de las mitocondrias de
las células hematopoyéticas que son las encargadas de la produccion de células
sanguineas que se encuentran en la médula 6sea.

En tercer lugar, el sindrome del bebe gris (sindrome del nifio gris), el efecto en

nifios recién nacidos y prematuros cuando son expuestos a la sobredosis es que

puede producir insuficiencia circulatoria, la cual se debe a su hipoplasia del
higado (Medicine Online, 2016)., hipoplasia se refiere a un desarrollo incompleto
del higado, y por ende ellos tienen nula capacidad de excrecion, esto se debe
que los neonatos son deficientes en el sistema de conjugacion que se presenta
en la biotranformacioén de farmacos, y por ende no pueden biotransformar el
cloranfenicol para su eliminacién en el organismo (Clark et al., 2012, p.405).
Haciéndolos vulnerables, ya que su funcion hepatica no es completa, por lo que

se da una acumulacion de cloranfenicol en el cuerpo, resultando en efectos
toxicos.

En cuarto lugar, otros trastornos relacionados al cloranfenicol en los nifios, es la
incidencia de leucemia, por lo general es la mas comudn respecto a la probabilidad
de ocurrencia, aparte, éste compuesto puede causar: nduseas, vomitos, dolor de
cabeza, diarrea, tinnitus, deficiencia de &cido folico, disfuncién hepatica, neuritis
periférica (Xu y Lu, 2008).

Otras reacciones adversas son de tipo gastrointestinal y en cierto pequefio
namero de pacientes puede causar una variedad de erupciones cutaneas alérgicas,

dermatitis y angioedema y otras reacciones alérgicas.
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2.2.15 Métodos para la deteccion y confirmaciéon de residuos CAP

Los métodos analiticos para determinar cloranfenicol han ido evolucionando
conforme el tiempo. Los métodos pueden ser presuntivos y confirmatorios, de
acuerdo a: La sensibilidad, especificidad, confiabilidad y rapidez;

Existen muchos métodos para la deteccion, determinacion y confirmacion de
residuos, tales como: microbiolégicos, inmunoensayos (ELISA), HPLC, LC-MS y
LC/MS/MS, de los cuales hoy en dia hay una preferencia por métodos rapidos.
Estos métodos estan regidos por normas relativas a los métodos analiticos
establecidas por la legislacion europea, FAO, FAOLEX mediante la decision
2002/657/EC (FAO, 2002).

Los métodos inmunoldgicos (biosensores, ELISA), microbiolégicos, se
caracterizan por ser de tipo presuntivos, entre sus ventajas tenemos que son
sencillos y practicos, son rapidos, y médicos, por otra parte, no dan falsos positivos,
son muy Uutiles en planes de vigilancia para la deteccién de residuos (Montoya,
2002).

Estos métodos nos permiten lograr posibles resultados (no conformes), pero el
meétodo aprobado por la FDA para determinar analitos de interés de uso prohibido
como el cloranfenicol, es el método inmunoenzimatico ELISA.

Los métodos confirmatorios tienen una capacidad superior de cuantificacion,
especificidad y sensibilidad, se llaman confirmatorio debido que son utilizados para
confirmar que una muestra es no conforme, generalmente este tipo de métodos se
encuentran combinados, entre ellos se encuentran: LC-MS (cromatografia liquida-
espectrometria de masas) y LC/MS/MS, este ultimo es aprobado por la FDA y EU

en la confirmacion de residuos de cloranfenicol (Reig , 2010).
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Para poder entender estos métodos confirmatorios, debemos conocer qué es
una cromatografia liquida (LC) y espectrometria de masas (MS):

La cromatografia liquida (LC), se fundamenta en la separacion de los diferentes
componentes de una mezcla. Es el resultado de las diferentes interacciones de la
fase movil y la fase estacionaria, la fase movil es aquella que estd compuesta por
disolventes o mezcla de ellos, en esta fase se coloca la muestra a analizar; y la fase
estacionaria no polar (columna), lo que hace es interactuar con las sustancias que
se desean separar (Gomez y Valcarcel, 2003).

La espectrometria de masas (MS), se basa en la obtencién de iones a partir de
moléculas organicas en forma gaseosa; una vez obtenidos estos iones, se separan
de acuerdo con su masa y su carga, y finalmente se detectan por medio de un
dispositivo adecuado (Lora , 2016).

La cromatografia liquida / espectrometria de masas (LC/MS), se basa en el poder
de resolucion de la cromatografia liquida con la especificidad de deteccion de la
masa, el LC (cromatografia liquida) separa los componentes que forman parte de
la muestra, y el MS (espectrometria de masas) puede detectar masas
caracteristicas de un compuesto o de una clase de compuestos. Este método
facilité el analisis para muestras que tradicionalmente han sido dificiles de analizar
(Hewlett Packard, 2016). Se puede utilizar para proporcionar informacion sobre el
peso, estructura, identidad y cantidad de componentes especificos que conforman
la muestra.

La Espectrometria de masas en tandem (LC / MS / MS), basicamente esta
ajustada a dos espectrometros de masas, en los primeros filtros MS para el ion
precursor seguido por una fragmentacion del ion precursor con alta energia. Un

segundo analizador de masa filtra entonces los iones del producto generado por la
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fragmentacion. Pudiendo de esta manera obtener informacion estructural detallada
con alta precision y alta selectividad para el analisis cuantitativo (Gémez y
Ballesteros, 2010).
2.2.16 Técnica de ELISA “Enzyme Linked InmunoSorbent Assay” para
determinar cloranfenicol

La técnica de ELISA (Enzyme Linked InmunoSorbent Assay) es un
procedimiento de ensayo inmunoenzimatico. Se basa en la deteccién de antigenos
(Ag) o anticuerpos (Ac), inmovilizados sobre una fase sélida y mediante anticuerpos
gue directa o indirectamente producen una reaccion, la prueba recurre a él empleo
de inmunogenos, haptenos 6 anticuerpos marcados con enzima cuyo producto

coloreado, puede ser medido espectrofotométricamente (Pérez y Sevilla, 2009).

2.2.17 Kit ELISA Veratox para prueba cuantitativa de cloranfenicol

Actualmente existen kits de ELISA que muestran buenos resultados para la
determinacién de residuos de antibiéticos. El Kit de ELISA de cloranfenicol
representa un sistema de deteccion altamente sensible y es particularmente capaz
de cuantificar cloranfenicol en productos alimenticios.

De acuerdo a Neogen (2022), el método ELISA para determinar cloranfenicol es
un ensayo de inmunoabsorcion enziméatica (ELISA). Se basa en una competencia
entre el conjugado cloranfenicol-enzima y cualquier cloranfenicol libre proveniente
de la muestra por un numero limitado de sitios de enlace a los anticuerpos que
recubren los pocillos de microplaca.

En este ensayo se extraen las muestras y se afiaden los extractos y soluciones
de los patrones de cloranfenicol a los pocillos de microplaca. Una solucion del
conjugado de cloranfenicol-enzima también se afiade a cada uno de los pocillos.

En este momento, se permite que cualquier cloranfenicol libre y el conjugado de
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cloranfenicol-enzima compitan por los sitios de union en la placa (ver Anexo 3,
Figura 16).

A continuacion, se lava la placa para eliminar el material no unido y se afiade
solucion de sustrato a cada pocillo. Durante el periodo de reaccion, cualquier
conjugado de enzima unida reacciona con el sometido para producir una solucion
de color azul. La reaccion de formacion de color se termina cuando se aflade a los
pocillos de la placa una solucion para detener la reaccion, volviendo el color azul a
amarillo. La absorbancia de cada pocillo se mide a continuacion usando un lector
de microplacas fijado a 450 nm.

El grado de formacion de color es inversamente proporcional a la cantidad de
cloranfenicol presente en ese pocillo. Las muestras que contienen poco o0 ningun
cloranfenicol tendr4 una absorbancia relativamente grande mientras que una
muestra que contiene mas cloranfenicol tendra una absorbancia mas pequefa. Se
pueden obtener resultados cuantitativos comparando la absorbancia de las
muestras con una curva estandar generada a partir de los pocillos que contienen

los estandares para cloranfenicol.

2.2.18 Deteccion de residuos de cloranfenicol

El cloranfenicol segun las normativas FDA (USA) y EMEA (UE) son regulados
mediante un valor especifico de cero tolerancia. El nivel tolerable de cloranfenicol
en las muestras varia segun las normativas gubernamentales de cada pais; en el
caso de las normativas de Estados Unidos de América su estandar de deteccion es
< 5 ppb, a diferencia de las normativas de Union Europea que es un valor menor o

igual a 0,3 ppb (Montoya, 2002).
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Para la detecciéon de cloranfenicol existen muchos kits comerciales basados en
las pruebas de ELISA, solicitados para el control de camarén de exportacion a los

Estados Unidos, rigiéndose en las normas FDA.

2.2.19 Control de residuos de antibiéticos en el Ecuador

La legislacion Ecuatoriana respecto a las sustancias farmacolégicamente activas
utilizados en medicamentos veterinarios, tiene como propaosito principal asegurar la
proteccion de los consumidores frente a posibles efectos nocivos de la exposicion
a los residuos de medicamentos veterinarios presentes en los productos
alimenticios (FAO, 2002).

Respecto al control del producto de acuacultura como el camarén de piscina, se
aplicaran los controles oficiales que se encuentran especificados en la Unién

Europea, Codex Alimentarios, INEN, FDA.

2.2.20 Planes nacionales de control de residuos de antibiéticos en pescay
acuacultura

Estos planes de control de residuos se realizan para verificar la conformidad de
los productos en términos de inocuidad, los cuales estan basados en las exigencias
de los mercados internacionales. Este plan se basa en la inspeccién, vigilancia y
control en la produccién de estos productos, incluyendo su procesamiento, como
también las plantas procesadoras. Su objetivo es asegurar la inocuidad de los
productos de exportacion.

En el Art. 143 del Reglamento General a la Ley de Pesca y Desarrollo Pesquero
establece que “Previo a la exportacion de productos de la acuicultura, el Instituto
Nacional de Pesca (INP) realizara los analisis para verificar la ausencia de
cloranfenicol en los productos a exportarse, bajo los métodos que éste considere

adecuado, (...) (CCODEM, 2002, pag. 33).
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El INP en la dltima década, realizo planes de control de residuos de antibiéticos
en productos en exportaciones pesqueras y acuicolas del pais, en el ambito
sanitario, e inclusive tuvo el reconocimiento como autoridad competente por parte
de las autoridades sanitarias de varios paises del mundo; sin embargo, a raiz del
Decreto Ejecutivo 1435 del 23 de mayo del 2017, se define a la entidad como
Instituto Publico de Investigacion de Acuacultura y Pesca (IPIAP).

En el Ecuador el organismo reconocido como la autoridad competente en materia
sanitaria de los productos pesqueros y acuicolas es el IPIAP, el mismo que lleva a
cabo el Plan Nacional de Control (PNC), administrado anteriormente por el ex INP,
gue consiste en un plan de monitoreo de dichos residuos en productos de pescay

acuacultura, con destino a la exportacion (INP, 2015).

El IPIAP cuenta con un protocolo de controles oficiales para sus productos de
exportacion, los cuales se encuentran especificados en normas nacionales e
internacionales tales como: NTE INEN, Codex Alimentarius, Normativa FDA y otros.
En los controles oficiales se encuentran los examenes organolépticos, indicadores

de frescura, residuos y contaminantes, pruebas microbiolégicas y parasitos, etc.

Los productos de la pesca y acuacultura seran declarados no aptos para el
consumo humano si en los examenes mencionados anteriormente han mostrado
no cumplir la legislacién gubernamental pertinente, o en caso de contener agentes
contaminantes o residuos en cantidades superiores a los limites establecidos en la

legislacion.

El IPIAP realiza monitoreo en estos productos pesqueros y acuicolas en el cual
ejecuta las verificaciones del grado de cumplimiento de la normativa en lo que
respecta a la alimentacion, salud animal, y para cumplirlo se hace necesario los

muestreos y analisis correspondientes. EI monitoreo de residuos en productos de
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la acuicultura se encuentra basados en las exigencias de los mercados

internacionales.

Se realizan inspecciones periddicas a las empresas exportadoras de estos
productos, estas inspecciones se encuentran programadas y disefiadas en los
planes de vigilancia y control de residuos, y se ejecutan en presencia de
representantes de FAO y Union Europea con el objeto de evaluar la conformidad y

llevar control a los establecimientos.

Dentro de la verificacion de condiciones y sistemas en productores acuicola (ver
Anexo 12, Figura 1) se encuentra como prerrequisito el sistema de control respecto
a la aplicacion de medicamentos veterinarios basados en el Reglamento
37/2010/CE (ver Anexo 9, Figura 45); el monitoreo de residuos de antibi6ticos en
los animales vivos y sus productos estan establecidos en la Directiva 96/23/CE (ver
Anexo 11, Figura 49). Estos prerrequisitos se caracterizan por ser exigidos por las

reglamentaciones.

Los métodos presuntivos o para deteccidn que actualmente utiliza el INP para
el control de residuos del antibiético cloranfenicol son los métodos HPLC y ELISA,
siendo el método HPLC solicitado para camarones de exportacion con destino a la
unién Europea y el método ELISA para Estados Unidos, estos dos métodos son

aprobados para muestreos preliminares.

2.2.21 Muestreo no probabilistico por cuota

El muestreo por cuotas es un método de muestreo no probabilistico en el que
los investigadores pueden formar una muestra que involucre a individuos que
representan a una poblaciéon y que se eligen de acuerdo con sus rasgos o

cualidades (Torres, 2017).
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Para determinar el tamafio de una muestra con este tipo de muestreo,
primeramente se divide a toda la poblacion en subgrupos, donde los elementos de
cada uno de los subgrupos deben ser parte de sélo uno de esos subgrupos,
segundo se evalua la proporcidn en gque los subgrupos existen en la poblacion, y
tercero el investigador debe seleccionar el tamafio de la muestra bajo criterio del
investigador o mediante criterios estadisticos; la muestra elegida después de seguir

los tres primeros pasos debe representar la poblacion objetivo.

2.3 Marco legal

= Acuerdo Ministerial Ecuatoriano (No. 006) del 29 de enero de 2002, donde
prohibe el uso del cloranfenicol y comercializacion de productos acuicolas.

= Unidn Europea, la evaluacién de la seguridad de los residuos se realiza de
acuerdo con el Reglamento (CEE) n° 2377/90 del Consejo de Europa,
siguiendo un proceso conocido como analisis de riesgos que abarca tres
fases que discurren de forma secuencial (CVMP 2001)

» Decision de la comision del 13 de marzo del 2003, enmendando la Decision
2002/657/CE en lo que respecta a la fijacién de los Limites Minimos de
Rendimiento Exigidos (MRPLSs) para determinados residuos en los alimentos
de origen animal, encontrandose el limite minimo de funcionamiento exigido
para cloranfenicol.

» Reglamento de Ley de Pesca y Desarrollo Pesquero, en el capitulo 1 de los
productos de uso veterinario para la actividad acuicola: En el Art 140.- se
prohibe el uso de cloranfenicol en la actividad acuicola, (...) en el Art 143.-
previo a la exportacion de productos de la acuicultura, el INP realizara los
analisis para verificar la ausencia de cloranfenicol en los productos a

exportarse, (...)


http://cbs.wondershare.com/go.php?pid=5257&m=db

mm Wondershare
PDFelement

Quita marcas de agua

= Acuerdo Ministerial 241 de 17 de junio de 2010, publicado en el Registro
Oficial Ecuatoriano No. 228 de julio de 2010; establece los requisitos de
inocuidad que deben cumplir las industrias pesqueras y acuicolas los
mismos que deben ser verificados por el INP.

= NTE INEN 456: Langostinos y camarones congelados (crustaceos).
Requisitos y muestreo.

= Determinacion de residuos de cloranfenicol por el método de ELISA de la

Association of Official Agricultural Chemists (AOAC).
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3. Materiales y métodos
3.1 Enfoque de la investigacion

3.1.1Tipo de investigacion

Es de tipo no experimental transeccional descriptivo, porque la variable
independiente no se manipula, por esta razén es no experimental, y con la técnica
ELISA se busca caracterizar y describir la situacion respecto a residuos de
cloranfenicol en  muestras de camarones adquiridas en cinco mercados
municipales del Sureste de la ciudad de Guayaquil, convirtiéndose en tipo
descriptivo.

3.1.2Disefo de investigacion.

Este proyecto no requirié disefio experimental ya que es un estudio descriptivo.
Esta investigacion nos permiti6 comparar los datos obtenidos en los analisis de
cloranfenicol en camarones segun las especificaciones de la norma internacional
FDA respecto a la calidad del camarén para exportacion; y por consiguiente
verificar si son aptos para el consumo humano. El tipo de muestreo que se realizé
es no probabilistico con un tamafio a muestrear de 250 g.

3.2 Metodologia
3.2.1 Variables
3.2.1.1. Variable dependiente:
= Concentracion de residuos de cloranfenicol presente en las muestras de
camaron

3.2.1.2. Variable independiente:

» Muestras de camarones tomadas de los diferentes mercados

correspondientes al Sureste de la ciudad de Guayaquil
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3.2.2 Recoleccion de datos
Para la recoleccion de datos utilizamos recursos humanos, bibliogréaficos,

materiales y equipos de campo, de laboratorio, reactivos, etc.
3.2.2.1. Recursos
Recursos humanos:

= Docentes de la Universidad Agraria del Ecuador.

= Comerciantes de los mercados

= Personal del laboratorio del IPIAP
Recursos bibliograficos

= Biblioteca Universidad Agraria del Ecuador

= Sitios web

= Libros

= Tesis de investigacion

» Periddicos

» Reuvistas cientificas.
Materiales y equipos de campo

= Hoja de registro de toma de muestra y marcador permanente

» Recipientes para muestras (bolsas plasticas de cierre hermético)

» ROtulos para muestra

» Guantes de latex desechables

= Recipiente térmico para las muestras

» Marcador permanente

= Hielo
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Materiales y equipos de laboratorio
Se trabajo con un kit ELISA de la marca comercial Veratox, para deteccion de
cloranfenicol.

» Equipos

Espectrofotometro (lector de microplacas con filtro de 450 nm)

Centrifuga para tubos de ensayo de 10 mL

Hot plate

Licuadora o procesador de alimentos
» Materiales

» Pipeta automética de 100 uL

Pipeta multicanal de 100 pL
» Toallas de papel o material absorbente equivalente
» Pipeta automética de 1000 uL
*» Pipetade 10 mL
» Pipetas desechables capaces de medir 4 mL de solvente
» Tubos de ensayo de vidrio con tapa rosca (16 x 100 mm preferido)
para centrifugacion
= Vortex
= Cronometro
* Probeta de 100 mL
» Descartador (para residuos solidos)
» Descartador (para coleccion de reactivos usados)
» Reactivos y productos quimicos
Reactivos provistos por el kit ELISA Veratox, catalogo #9551.:

= 1 microplaca de 96 pocillos recubiertos con anticuerpo
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= 1 vial de cloranfenicol 0.0 ng/mL estandar, 2 mL.

= 1 vial de cloranfenicol 0.02 ng/mL estandar, 2 mL

= 1 vial de cloranfenicol 0.05 ng/mL estandar, 2 mL

= 1 vial de cloranfenicol 0.1 ng/mL estandar, 2 mL

= 1 vial de cloranfenicol 0.5 ng/mL estandar, 2 mL

= 1 vial de cloranfenicol 2 ng/mL estandar, 2 mL

» Frasco de conjugado de enzima de cloranfenicol listo para usar, 20 mL
= 1 frasco de tampon de dilucién de muestra, 100 mL
» 1 frasco de tampon de lavado, 28 mL

= 1 frasco de solucion de sustrato, 28 mL

» 1 frasco de solucion stop, 28 mL

= Cloroformo

* |sooctano (2,2,4- trimetilpentano)

= Agua desionizada o destilada

= Acetato de etilo (grado de reactivo ACS o mejor) (100 %)

3.2.2.2. Métodos y técnicas

En esta investigacion se utilizé la técnica ELISA para determinar cloranfenicol en
muestras de camardn (Litopenaeus vannamei) provenientes de cinco mercados
municipales de la zona Sureste de la ciudad de Guayaquil.

Esta técnica requiere la extraccion del tejido de camarén con un disolvente
organico y una vez extraidos, se afladen los extractos y soluciones de los patrones
de cloranfenicol a los pocillos de microplaca.

A continuacion de la pagina se presenta los siguientes diagramas con su

respectiva descripcion:
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3.2.2.2.1 Diagrama de flujo para la obtencion del extracto del tejido de camardn

Litopenaeus vannamei

Recepcion del camardn (2s0g) Evaporar
+4°C a sequedad 80 °C
¥ ¥
Reactivar
Descabezado
0,5 mL 2:3 de Isooctano /
¥ cloroformo (v/v)
Descascarado ‘!_ »
Homogenizacién
¥ 10 seg
Triturado
¥
>350¢g Adicién de tampon de
¥ dilucién de muestra
Pesado 1mL
39 ¥
¥ Homogenizacion
Adicion de solvente 10 seg
6 ml de acetato de etilo . !
¥ Centrifugar
Agitado manual .
3300 rpm x 10 min
30 se
b 2
¥ Obtencién del extracto del
Centrifugar tejido para deteccion de
antibiético
2200 rpm x 10 min
¥ Sobrenadante 4 mL
Separacion del sobrenadante
4 mL y transvasar a otro tubo

Figura 2. Descripcion del diagrama de flujo para la obtencion del extracto del
tejido de camardn Litopenaeus vannamei
Andrade, 2022
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3.2.2.2.2 Descripcion del diagrama de flujo para la obtencion del extracto del
tejido de camardn Litopenaeus vannamei

» Recepcion: La muestra de camaron proveniente de los mercados
municipales, son almacenados a — 18 °C en el area de recepcion de
muestra, estos son transportados al laboratorio, deberan examinarse
primero en ese estado, procediéndose posteriormente a descongelar a
una temperatura (£ 4 °C) las unidades de muestreo. Una vez
descongelado se procede al inicio del procedimiento de extraccion de
tejido.

» Descabezado: Para quitar la cabeza del camardn se lo sujeta por el
centro del cuerpo y se arranca la cabeza.

» Descascarado: Retirar las cascaras del camaron.

» Triturado: Moler al menos 5 camarones (> 50 g) en una licuadora o
procesador de alimentos durante aproximadamente 1 minuto o hasta que
el material sea una pasta uniforme.

» Pesado: Pesar 3 g del tejido triturada y colocarla en un tubo de ensayo.
Opcional: Centrifugar él tubo brevemente (aproximadamente 200 rpm
durante 2 minutos) para transferir el tejido a la parte inferior del tubo.

»= Adicion de solvente: Afladir 6 ml de acetato de etilo al tubo. Usando una
espatula de acero inoxidable, raspe el tejido de las paredes del tubo y
rompa cualquier agregado grande. Todo el tejido debe suspenderse en
el disolvente.

= Agitado manual: Tape el tubo y agite vigorosamente durante 30
segundos.

» Centrifugar: El tubo durante 10 minutos a aproximadamente 2200 rpm.
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Separacion del sobrenadante: Retirar 4 mL de la capa de acetato de
etilo y transferirla a un tubo de vidrio limpio.

Evaporar: El acetato de etilo hasta la sequedad a 80 °C, se utilizo aire
comprimido o nitrégeno y un bloque de calentamiento.

Reactivar: Afadir 0,5 mL de isooctano 2: 3 / cloroformo (v / v).
Homogenizacién: Agitar brevemente en el vértex para asegurar que
todo el residuo se levante de las paredes del tubo durante 10 segundos.
Adicion de tampon de dilucion de muestra: Afadir 1 mL de tampon de
dilucion de muestra.

Homogenizacién: Agitar durante 10 segundos en el voértex, se debe
evitar exponer tiempos mayores de homogenizacion ya que favorece la
formacion de emulsiones.

Centrifugar: El tubo durante 10 minutos al 3300 rpm.

Separacién del sobrenadante: Con la ayuda de una pipeta tomamos
4 mL (extracto de tejido de la muestra) del sobrenadante y Trasvasamos
4 mL a otros tubos. En este ultimo paso obtenemos el extracto del tejido

para la deteccion del antibidtico.
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3.2.2.2.3 Diagrama de flujo de protocolo para determinacion de cloranfenicol en

tejido de camardn usand n o un kit Veratox mediante técnica ELISA

Afiadir 100 pl de extracto de tejido de la
muestra, por duplicado, a los micropocillos
recubiertos con anticuerpos.

¥
Anadir 100 pl de conjugado enzimatico
diluido a los pocillos.

¥

Incubar

T Ambiente x 10 min
¥

Vaciar el liquido de los pocillos.

i
Lavar cada pocillo con 300 yl de tampén de
lavadeo diluido.
Hepatir 3 vaces
¥

Anadir 100 pl de la solucion de sustrato a
cada pocillo.

¥
Incubar
T Ambignte x 10 min
¥
Afadir 100 yl de solucidn de parada a cada
pocille

¥

Medir la absorbancia de cada pocillo a 450 nm
usando un lactor de microplacas ELISA.

¥

Reporte.

Figura 3. Descripcion del diagrama de flujo de protocolo para determinacién de
cloranfenicol en tejido de camardn usando un kit Veratox mediante técnica ELISA
Andrade, 2022
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3.2.2.2.4 Descripcion del diagrama de flujo de protocolo para determinacion de

cloranfenicol en tejido de camardn usando un kit Veratox mediante técnica ELISA

Primeramente, se deben de diluir el reactivo concentrado del kit, en este caso el
concentrado del tampdn de lavado 10 x, a una concentracion de trabajo 1 x, se lo
diluye con agua desionizada. En segundo lugar, debemos determinar el nimero
total de reacciones, por cada lote de muestra se deben incluir los 6 estandares
proporcionados por el kit, estos tienen diferentes concentraciones que son 0,0
ng/mL; 0,02 ng/mL; 0,05 ng/mL; 0,1 ng/mL; 0,5 ng/mL; 2 ng/mL, es importante
colocarlos en los pocillos en este orden y a continuacion el extracto de tejido de la

muestra.

1. Anfadir 100 ul del extracto del tejido de camardn (muestra) y 100 ul de los
estandares a los pocillos correspondientes. Nota: No diluya los
estandares proporcionados.

2. Anadir 100 ul de conjugado enzimatico diluido a los pocillos. Utilice una
pipeta multicanal para la adicion rapida.

3. Incubar a temperatura ambiente durante 10 minutos. Nota: Mantenga la
placa alejada de corrientes de aire y fluctuaciones de temperatura.

4. Una vez finalizada la incubacion, vaciar el liquido de los pocillos. Cubra
el plato con una toalla limpia sin pelusa para quitar cualquier liquido que
guede en los pocillos.

5. Lavar cada pocillo con 300 pl de tampdn de lavado diluido. Para los
procedimientos de lavado manual repita un total de 3 lavados, invierta y
seque entre cada lavado. Si se utiliza una lavadora de placas
automatizada, lavar la placa 3 veces con 300 ul de tampdn de lavado

diluido. Después de completar el altimo lavado, apriete el plato con una
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toalla limpia sin pelusa para quitar el liquido que queda en los pocillos y
limpie el fondo del pocillo para quitar cualquier liquido en el exterior.

6. Anadir 100 ul de la solucion de sustrato a cada pocillo. Utilice una pipeta
multicanal para obtener los mejores resultados

7. Incubar a temperatura ambiente 10 minutos. Agite suavemente la placa
peridodicamente.

8. Anadir 100 ul de solucion de parada a cada pocillo para detener la
reaccion. Utilice una pipeta multicanal para obtener los mejores
resultados. Mezcle agitando suavemente la placa.

9. Mida la absorbancia de cada pocillo a 450 nm usando un lector de
microplacas.

10.realizar el respectivo reporte de los analisis.

3.2.3 Analisis estadistico

Las muestras se tomaron de los mercados que comprenden el Sureste de la
ciudad de Guayaquil, los mercados que se encuentran dentro del cuadrante Sureste
son: Mercado Caraguay, mercado Las Esclusas, mercado Guasmo Sur, mercado
Este, mercado San Gregorio.

La cantidad de mercados dentro de esta zona son 5, de las cuales se
contabilizaron de entre 3 a 5 locales de venta de camarén por mercado. Se
seleccionaron 4 muestras en el mercado Caraguay y 1 muestra para los mercados:
Esclusas, Guasmo Sur, Este, San Gregorio; con un numero de 8 muestras
recolectadas para el mes de abril, ocho muestras para el mes de mayo y ocho en
junio; se tomo6 muestras en tres periodos, dando un total de 24 muestras. Para este
estudio se aplico la técnica de muestreo que comprende la norma NTE INEN 456,

se utilizé el tipo de muestreo no probabilistico por cuota.
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Tabla 1. Muestreo de los cinco mercados de venta de camaron
correspondientes al mes de abril, mayo y junio.

Mercado Mercado Las Mercado Mercado Mercado San
Caraguay Esclusas Guasmo Sur Este Gregorio
Locales de
venta de 5 3 3 3 3
camaron

Muestras tomadas en el mes de abril

Muestras por
Muestras tomadas en el mes de mayo

mercado

4 1 1 1 1

Muestras tomadas en el mes de junio

4 1 1 1 1
Total de

muestras por 12 3 3 3 3
mercado

total 24 muestras

Los nimeros de muestras de camardn a analizar de los cinco mercados fueron estimados de
acuerdo al nimero de locales de expendio, en el mercado Caraguay consto de cinco locales de las
cuales se tomo cuatro muestras representativas. En los mercados: Las Exclusas, Guasmo Sur, Este,
San Gregorio constaron de tres locales de expendio de los cuales se tomdé una muestra
representativa por cada mercado. La toma de muestras se realizd en el mes de abril y se repitid
mayo Y junio con el fin de obtener una muestra representativa para determinar cloranfenicol residual.
Andrade, 2022

3.2.3.1. Técnica de muestreo
El muestreo se realiz0 aplicando la Norma NTE INEN 456, con la cual se
determiné el tamafio (cantidad) de muestra extraida segun la porcidn que

dispongan los establecimientos de venta de camaron. Una vez analizado, se tomo
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250 g de muestra por cada establecimiento, para un total de 24 muestras entre los
5 mercados analizados que fueron: El mercado Caraguay, mercado Las Esclusas,
mercado Guasmo Sur, mercado Este y mercado San Gregorio.

En esta investigacion se selecciond a los establecimientos con mayor lote de
venta de camardn, siguiendo determinados criterios procurando, en lo posible, que
la muestra sea representativa. El tipo de muestreo que se utilizo fue el no

probabilistico por cuota.
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4. Resultados
4.1 Determinacion de los puntos de muestreos para camarones expendidos
en los mercados municipales comprendidos en el Sureste de la ciudad de
Guayaquil basandose en la norma NTE INEN 456

Primero se definié la informacién requerida, esta ciudad esta dividida en 16
parroquias urbanas y 5 parroquias rurales y con cuatro cuadrantes (cuadrante
Suroeste, Sureste, Noreste, Noroeste), en el cual el lugar de investigacion se
encuentra en el cuadrante Sureste, de aqui se tomaron las muestras respectivas
de camardn que se encuentran en los mercados de este lugar.

El cuadrante Sureste comprende las parroquias: La Fortuna, Bolivar, Olmedo,
Rocafuerte, Ximena, esta u(ltima subdividida por los siguientes sectores: de
ciudadela 9 de Octubre, Los Almendros, Las Américas, Centenario, Cuba, Astillero,
Floresta, Guasmo Este, La Pradera, Rio Guayas, La Saiba, Unidn.

Guayaquil cuenta con 33 mercados municipales entre area urbana y rural, los
mercados que se encuentra dentro del cuadrante Sureste son mercado Caraguay:
Ubicado en Robles y la F; mercado Las Esclusas: Ubicado en la avenida 25 de Julio
y Las Esclusas; mercado Guasmo Sur: Ubicados 2do. Pasaje 12 A SE y ler. Pasaje
56 calle 571 SE; mercado Este: Ubicados en Gomez Renddén y Chimborazo;
mercado San Gregorio: Ubicado en Guasmo Sur, precooperativa Reina del
Quinche.

Una vez que se caracterizo la zona en la cual se realizé la investigacion, se
identifico el segmento de la poblacion a muestrear, la cantidad de mercados dentro
de esta zona son 5, de las cuales se contabilizé de entre 3 a 5 locales por mercado,

en los que se tomO 4 muestras especificamente en el mercado Caraguay y 1
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muestra en los diferentes mercados nombrados, dando un numero de 8 muestras
recolectadas de los locales con mayor comercializacion y venta.

El muestreo de todas las 24 muestras se realiz6 mediante tres salidas durante
los meses de abril, mayo y junio y en cada mes se tomaron 8 muestras. Para este
estudio se aplico la técnica de muestreo basada en la norma NTE INEN 456, y se
utilizé el tipo de muestreo no probabilistico por cuota; norma que especifica que el
muestreo se realiza de acuerdo al tamafio de lote; como se comprobd que el
tamafo de lote de estos locales eran masas menores a 250 kg, segun la tabla de
la norma, el tamafio de la muestra fue de 0,25 kg o 250 g.

Para muestrear se dividi6 la poblacion objeto de estudio, luego fijamos el tamafio
de muestras segun el tamafio de lote de los locales y seleccionamos los
participantes que expenden mayor volumen de camaron.

Una vez que se receptaron las muestras, fueron colocadas en fundas herméticas
debidamente rotuladas en un recipiente térmico, manteniendo la cadena de frio y
fueron transportados al laboratorio del IPIAP para la realizacién de los andlisis
correspondientes.

Codificacion de muestras.

Las muestras fueron codificadas con letras y nimeros correspondientes a cada
mes, indicando el mercado y mes de muestreo, que se detalla a continuacion en la

Tabla 2.
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Tabla 2. Descripcion del codigo de muestras

Codigo de muestra Descripcidn

MCO04 (4 muestras)

MC 05 (4 muestras)

MC 06 (4 muestras)

ML 04 (1 muestra)

ML 05 (1 muestra)

ML 06 (1 muestra)

MG 04 (1 muestra)

MG 05 (1 muestra)

MG 06 (1 muestra)

ME 04 (1 muestra)

ME 05 (1 muestra)

ME 06 (1 muestra)

MS 04 (1 muestra)

MS 05 (1 muestra)

MS 06 (1 muestra)

Mercado Caraguay muestreada el mes de abiril

Mercado Caraguay muestreada el mes de mayo

Mercado Caraguay muestreada el mes de junio

Mercado Las Esclusas muestreada el mes de abril

Mercado Las Esclusas muestreada el mes de mayo

Mercado Las Esclusas muestreada el mes de junio

Mercado Guasmo Sur muestreada el mes de abril

Mercado Guasmo Sur muestreada el mes de mayo

Mercado Guasmo Sur muestreada el mes de junio

Mercado Este muestreada el mes de abril

Mercado Este muestreada el mes de mayo

Mercado Este muestreada el mes de junio

Mercado San Gregorio muestreada el mes de abril

Mercado San Gregorio muestreada el mes de mayo

Mercado San Gregorio muestreada el mes de junio

Las muestras fueron codificadas con letras y nUmeros correspondientes a cada mes
indicando el mercado y mes de muestreo.
Andrade, 2022
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4.2 Determinacion del residual de cloranfenicol en las muestras de los
tejidos de camardn, mediante técnica ELISA, utilizando un Kit comercial
Veratox

Las muestras de camarones fueron sometidas a un ensayo inmunoabsorbente
ligado a enzimas (ELISA) utilizando un kit comercial Veratox para prueba
cuantitativa de cloranfenicol. Los analisis fueron realizados en el laboratorio IPIAP,
cabe recalcar que el laboratorio esta acreditado por la Sociedad de Acreditacion del
Ecuador (SAE), y que el kit comercial es también validado por la SAE.

Los resultados finales de las 24 muestras de los mercados comprendidos en el
sector Sureste (los mercados Caraguay, Las Exclusas, Guasmo Sur, Este, San
Gregorio) fueron negativas, ya que los niveles de residuos de cloranfenicol de todas
las muestras estuvieron por debajo del limite detectable (< 0,1 ppb).

A continuacion de la pagina se presenta los resultados obtenidos de cada una

de las muestras:
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4.2.1 Mercado Municipal Caraguay

Tabla 3. Resultados del mercado municipal Caraguay
Reporte de Resultados

Muestras (c6digos) Resultados (ppb)

(ppb)
MC 04 0,00 <0,1
MC 04 0,02* <0,1
MC 04 0,00 <0,1
MC 04 0,00 <0,1
MC 05 0,00 <0,1
MC 05 0,00 <0,1
MC 05 0,00 <0,1
MC 05 0,00 <0,1
MC 06 0,00 <0,1
MC 06 0,00 <0,1
MC 06 0,01 <0,1
MC 06 0,00 <0,1

MC representa a la muestra mercado Caraguay y el valor numérico representa el
tiempo en que fueron tomadas, indicando de la siguiente manera: 04 (abril), 05
(mayo), 06 (junio). El nimero total de muestras dentro de este periodo es 12.

*El resultado maximo es de 0,02 ppb, esta concentracién no es significativa para
cloranfenicol por estar debajo del limite de < 0,1 ppb.

Andrade, 2022
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Figura 4. Resultados del mercado municipal Caraguay
Andrade, 2022

Las muestras tomadas del mercado municipal Caraguay, se encontraron dentro
de los limites de aceptabilidad por la FDA y EMEA, teniendo como resultado de las
12 muestras valores < 0,1. Siendo éstas aptas para el consumo humano.

4.2.2 Mercado Municipal Las Exclusas

Tabla 4. Resultados del mercado municipal Las Exclusas

Muestras (cédigos) Resultados (ppb) Reporte de Resultados (ppb)
ML 04 0,00 <0,1
ML 05 0,00 <0,1
ML 06 0,00 <0,1

ML representa a la muestra mercado Las Exclusas y el valor numérico representa
el tiempo en que fueron tomadas, indicando de la siguiente manera: 04 (abril), 05
(mayo), 06 (junio). El nimero total de muestras dentro de este periodo es 3.
Andrade, 2022
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Figura 5. Resultados del mercado municipal Las Esclusas
Andrade, 2022

Las muestras tomadas del mercado municipal Las Exclusas, se encontraron
dentro de los limites de aceptabilidad por la FDA y EMEA, teniendo como resultado
de las 3 muestras valores < 0,1. Siendo éstas aptas para el consumo humano.
4.2.3 Mercado Municipal Guasmo Sur

Tabla 5. Resultados del mercado municipal Guasmo Sur

Muestras (c6digos) Resultados (ppb) Reporte de Resultados (ppb)
MG 04 0,00 <0,1
MG 05 0,01 <0,1
MG 06 0,02* <0,1

MG representa a la muestra mercado Guasmo Sur y el valor numérico representa
el tiempo en que fueron tomadas, indicando de la siguiente manera: 04 (abril), 05
(mayo), 06 (junio). El nimero total de muestras dentro de este periodo es 3.

*El resultado méaximo es de 0,02 ppb, esta concentracion no es significativa para
cloranfenicol por estar debajo del limite de < 0,1 ppb.

Andrade, 2022
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Figura 6. Resultados del mercado municipal Guasmo Sur
Andrade, 2022

Las muestras tomadas del mercado municipal Guasmo Sur, se encontraron
dentro de los limites de aceptabilidad por la FDA y EMEA, teniendo como resultado
de las 3 muestras valores < 0,1. Siendo estas aptas para el consumo humano.
4.2.4 Mercado Municipal Este

Tabla 6. Resultados del mercado municipal Este

Muestras (c6digos) Resultados (ppb) Reporte de Resultados (ppb)
ME 04 0,00 <0,1
ME 05 0,00 <0,1
ME 06 0,01* <0,1

ME representa a la muestra mercado Este y el valor numérico representa el tiempo
en gque fueron tomadas, indicando de la siguiente manera: 04 (abril), 05 (mayo), 06
(jJunio). El numero total de muestras dentro de este periodo es 3.

*El resultado méaximo es de 0,01 ppb, esta concentracion no es significativa para
cloranfenicol por estar debajo del limite de < 0,1 ppb.

Andrade, 2022
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Figura 7. Resultados del mercado municipal Este
Andrade, 2022

Las muestras tomadas del mercado municipal Este, se encontraron dentro de los
limites de aceptabilidad por la FDA y EMEA, teniendo como resultado de las 3
muestras valores < 0,1. Siendo estas aptas para el consumo humano.

4.2.5 Mercado Municipal San Gregorio

Tabla 7. Resultados del mercado municipal San Gregorio

Muestras (cédigos) Resultados (ppb) Reporte de Resultados (ppb)
MS 04 0,07* <0,1
MS 05 0,00 <0,1
MS 06 0,00 <0,1

MS representa a la muestra mercado San Gregorio y el valor numérico representa
el tiempo en que fueron tomadas, indicando de la siguiente manera: 04 (abril), 05
(mayo), 06 (junio). El nimero total de muestras dentro de este periodo es 3.

*El resultado méaximo es de 0,07 ppb, esta concentracion no es significativa para
cloranfenicol por estar debajo del limite de < 0,1 ppb.

Andrade, 2022
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Figura 8. Resultados del mercado municipal San Gregorio
Andrade, 2022

Las muestras tomadas del mercado municipal Este, se encontraron dentro de los
limites de aceptabilidad por la FDA y EMEA, teniendo como resultado de las 3
muestras valores < 0,1. Siendo estas aptas para el consumo humano.

4.3 Evaluar los resultados obtenidos y compararlos con las normas FDA
para exportacion segun lo establecido en métodos presuntivos

Uno de los requisitos para exportar camarén, es que estos deben pasar por un
método presuntivo de analisis de cloranfenicol, como la técnica ELISA, también se
incluyen métodos confirmativos, como el LS/MS/MS, este ultimo tiene un costo
elevado y su realizacion toma mucho tiempo, por esta razén se opta por analisis
con la técnica ELISA.

Los resultados obtenidos de los analisis de las 24 muestras de camaréon de los
mercados ubicados en el sector Sureste de Guayaquil dieron como resultado
valores < 0,1 ppb de cloranfenicol residual. La norma FDA (ver Anexo 7, Figura 41)
indica que solo valores < 0,1 de cloranfenicol residual es aceptado para camaron
de exportacion. Los resultados obtenidos de esta investigacion comparados con la

norma, demuestran que cumplen con los requisitos para cloranfenicol, por
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consiguiente son aptos para consumo humano y no representa riesgos al
consumidor.
4.4 Determinacion del porcentaje de muestras positivas con cloranfenicol
residual en tejido de camardn, del total de muestras analizadas

Se reportan como negativo valores menores a 0,1 ppb, y positivo a valores
mayores o iguales a 0,15. De las 24 de muestras de camardn Litopenaeus
vannamei a nivel local en los mercados de la ciudad de Guayaquil, no se encontré
resultados positivos en las muestras procesadas por la técnica de ELISA, por lo que

el porcentaje de muestras positivas es cero.
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5. Discusion

En los puntos de muestreo de nuestra investigacion, se utilizé el tipo de muestreo
no probabilistico por cuota; donde el investigador puede formar una muestra que
representan a una poblacién y que se eligen de acuerdo a los mercados
comprendidos en la zona Sureste de Guayaquil, seguido del numero de locales de
expendio, siendo el mercado Caraguay el que tenia el mayor nimero de locales de
expendio de camardn, y por ende se tomo cuatro muestras, a diferencia de los otros
mercados que no tenian muchos locales de expendio, se eligié una sola muestra,
se repitid la misma forma de la toma de la muestra en tres periodos diferentes.
Rojano et al. (2008) Mencionaron que el nimero de puntos de muestreo dependen
también de otros factores, tales como: Objetivos perseguidos en la investigacion,
tipo de data necesitada, poblacion, distribucion espacial de las fuentes emisoras,
factores topograficos. Asi, ha sido sugerido que los puntos minimos necesarios
para determinar las tendencias de contaminantes en un area urbana, se encuentra
en funcion del nimero de habitantes, parametro indicador del tamafio de la zona.
En otro estudio se utilizo la ecuacion de muestreo probabilistico sistematico, en
referencia al estudio que realizé el autor Torres (2017), pero en mi investigacion no
hubo un nimero considerable de expendios de camar6n como para sugerir esta
técnica de muestreo, por lo que se decidié utilizar el tipo de muestreo no
probabilistico por cuota.

Los resultados de las 24 muestras seleccionadas de tejido de camaron de los
mercados comprendidos en el sector Sureste, fueron negativas para cloranfenicol,
ya que el nivel residual esta por debajo del limite detectable (< 0,1 ppb) al ensayo
inmunoenzimatico (ELISA). Estos resultados se asemejan a lo citado por los

autores Zheng, Zhang, y Yan (2011), quienes determinaron antibiéticos entre ellos
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cloranfenicol en varios mariscos comestibles, detallando que los resultados de los
mariscos probados estaban dentro de las normas de seguridad e higiene
alimentaria. Respecto a la extraccion de la muestra para analizar en laboratorio, en
nuestra investigacion se utilizé el tejido muscular de camarones pos-mortem, pero
los autores Urbina et al. (2006) determinaron cloranfenicol residual con la técnica
ELISA mediante la extraccion de hemolinfa en camarones vivos. Demostraron la
factibilidad de su uso, siendo una alternativa de muestreos para la deteccion de
antibiotico sin necesidad de sacrificar camarones. Sin embargo, Cuando se trata de
muestrear grandes lotes para determinar cloranfenicol, es mucho mejor realizarlos
en tejido muscular de camarones pos-mortem, debido al tiempo, a diferencia del
muestreo en hemolinfa de camarones vivos. En relacion a la técnica ELISA del kit
comercial Veratox que se utilizé en la presente investigacion, parte del mismo
fundamento técnico ELISAs, donde utilizan anticuerpos conjugados a una enzima
que, una vez afadido el sustrato cromogénico correspondiente, cataliza una
reaccion quimica produciendo en la muestra un cambio de color visible y
cuantificable, se comparo la técnica con los autores Gregorio, Arrieta, Maniglia,
Bricefio, Guevara (2015) quienes realizaron un estudio en muestras de higado y
riidn de bovinos, en rifion de cerdos, en higado de pollos de engorde mediante un
kit ELISA de la marca comercial Ridascreen; en ellos se demostré la presencia de
residuos de cloranfenicol. Sin embargo, el kit ELISA Veratox en comparacion con
el otro kit proporciona una significante sensibilidad, y ademas de ser un proceso
mas rapido y sencillo., el Unico inconveniente es que la lectura debe hacerse en un
corto periodo de tiempo desde la reaccion enzima sustrato.

Respecto a la evaluacion de los resultados obtenidos de las 24 muestras de

camaron de los mercados ubicados en el sector Sureste de Guayaquil, con la norma
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FDA para exportacion de productos acuicolas, demostraron que cumplen con la
norma segun lo establecido en métodos presuntivos, en el cual indica que solo
valores < 0,1 de cloranfenicol residual es aceptado para camaron de exportacion,
esto se asemeja a lo citado por el organismo INP (2015). Por consiguiente son aptos
para consumo humano y no representa riesgos al consumidor. Comentan los
autores Alonso y Poveda (2008), que la FDA es la agencia del gobierno de los
Estados Unidos responsable de proteger la salud publica de garantizar la
seguridad, eficacia de todos los productos alimenticios y sus derivados. A manera
de discusion, podemos decir que, falta mas informacién complementaria, en
términos de normas FDA sobre andlisis de cloranfenicol en camarén previo a la
exportacion, y en términos de estudios, que hagan evaluacion de métodos
analiticos presuntivos en Ecuador.

Se determiné como negativo valores menores a 0,1 ppb a todas las muestras
analizadas, en el cual no se encontré resultados positivos a valores mayores o
iguales a 0,15 en las muestras procesadas por la técnica de ELISA, por lo que el
porcentaje de muestras positivas es cero. Estos resultados difieren con Gregorio,
et al. (2015) donde encontraron muestras positivas de residuos de cloranfenicol en
un 66,67 % de total de las muestras de rifibn de cerdo procedente de diferentes
granjas de Venezuela a pesar de que estd prohibido su uso, los resultados se
obtuvieron con el método de cromatografia liquida de alta resolucion. De acuerdo
al autor Norofa (2017) no hallé cloranfenicol pero si encontré casos positivos a
otros antibidticos como: Penicilina, oxitetraciclina, gentamicina en diferentes tejidos
analizados de la carne y viseras del bovino que se expenden en mercados y
supermercados de la ciudad de Quito, en el cual se presento en el siguiente orden

con 21 casos positivos en el higado, 16 en rifidon y 10 en musculo. Respecto con
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los datos obtenidos de ésta investigacion, no se evidencié casos positivos a
cloranfenicol en camaron proveniente de diferentes mercados de Guayaquil
analizados con la técnica ELISA. Es importante hacer énfasis que en el Ecuador no
hay muchas investigaciones en la cual se determinen residuos de cloranfenicol en

alimentos.
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6. Conclusion

Al término de la investigacion y una vez recolectados los datos de la metodologia
no experimental aplicada se logro obtener las siguientes conclusiones:

En base a mapas y recorrido de la ciudad de Guayaquil, se concluyo que el area
de muestreo de la investigacion corresponde a cinco mercados, que son: Mercado
Caraguay, mercado Las Esclusas, mercado Guasmo Sur, mercado Este y mercado
San Gregorio, y se utilizé el método establecido por la norma NTE INEN 456, donde
nos indica que las muestras de camarones fueron tomadas al azar, obteniendo un
total de 24 muestras entre los cinco mercados analizados.

Respecto al nivel residual de cloranfenicol de las 24 muestras de tejidos de
camaron Litopenaeus vannamei tomadas de los diferentes mercados durante los
meses de abril, mayo y junio. El respectivo analisis de sus resultados cuantitativos
se obtuvo al comparar la absorbancia de las 24 muestras con una curva estandar
generada a partir de los pocillos que contienen los estandares de cloranfenicol, en
las cuales se encontré valores significativos en seis muestras debidamente
codificadas; MS04 (0,07 ppb), MC04 (0,02 ppb), MC06 (0,01 ppb), MGO5 (0,01
ppb), MGO06 (0,02 ppb), MEO6 (0,02 ppb); a pesar de que los valores encontrados
estdn por el limite inferior de deteccion del kit ELISA Veratox, que es
aproximadamente 10 ppb. Esta es la concentracibn méas baja que se puede
determinar lo cual es significativamente diferente del estAdndar cero en condiciones
ideales. Por lo tanto todos los resultados del presente estudio fueron reportados
con un valor residual de cloranfenicol < 0,1 ppb (menor al limite detectable en el kit
usado) y se concluyo que los kit comerciales ELISA son altamente sensibles, la

técnica es precisa y de facil uso.
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Se analiz6 los resultados y se comparé si estas se encuentran dentro de lo
establecido por la FDA con respecto al método presuntivo (ELISA) que se realizan
en camaron de exportacion. Segun los analisis de las muestras de camarones de
los cinco mercados pertenecientes al cuadrante Sureste, los valores de los
resultados de todas las muestras para residual de cloranfenicol se encuentran
dentro de lo establecido por la FDA, que es un valor < 0,1 ppb.

En los analisis de cloranfenicol por técnica ELISA se reportan como negativo
cuando arrojan valores menores a 0,1 ppb y se reportan como positivo valores
mayores o iguales a 0,15. Los resultados de las muestras analizadas arrojaron
valores menores a 0,1 ppb, reportdndose como negativo, por lo que no se pudo
establecer un porcentaje respecto a muestras positivas, por lo tanto, se concluye
gue los camarones adquiridos de los mercados municipales de la zona Sureste de
la ciudad de Guayaquil son seguros para su consumo debido a que las muestras
presentaron valores negativos para residual de cloranfenicol, dando como resultado

productos acuicolas aptos para su consumo.
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7. Recomendaciones

Es importante determinar los puntos de muestreo, el primer paso para decidir
sobre un método de muestreo apropiado es definir a nuestra poblacion, y de esta
manera asegurar que la muestra a la poblacion sea representativa. Respecto al
tamafo de una muestra para investigacion de mercado se debe considerar las
unidades de la poblacion objeto, si la seccidn de la poblacion es pequefia es
mejor considerar técnicas de muestreo del tipo no probabilisticas, y si la
poblaciébn es grande, utilizar tipos de muestreo probabilisticos. En mi
investigacion el tamafio de la poblacidn fue relativamente pequefia, por eso se
opto el tipo de muestreo no probabilistico por cuota, a decisidén del investigador
se hace repetir toma de muestras en tres sesiones de tiempo diferente para la
representatividad de la muestra. Otro aspecto importante a considerar antes de
elegir el tipo de muestreo, es el aspecto econdémico.

La variedad de residuos de antibiéticos que podriamos encontrar en tejido de
camaron, son muchos. Por esta razén es recomendable elegir un método que
permita la deteccién de un amplio espectro de antibiéticos de forma sencilla,
rapida y a un coste reducido. Para determinar el residual antibiotico y su
concentracion en la muestra es recomendable emplear métodos especificos
basados en técnicas inmunoenzimaticas (ELISAs) para identificacion y para
confirmacion usar técnicas cromatograficas (LC-MS). De esta manera se
identifica las muestras contaminadas y asi se evitar lleguen al mercado. También
se sugiere realizar mas investigaciones sobre residuos de antibidticos en
alimentos para que los consumidores conozcan el estado de seguridad

alimentaria de sus alimentos.
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En el Ecuador solo se les realizan las evaluaciones y monitoreo de residuos
de antibidticos a los camarones cuya produccion esta destinada a la exportacion.
Es recomendable que también se apliquen monitoreo a los camarones cuya
produccién esta destinada al consumo nacional. Las pruebas de ELISA que es
un método presuntivo, son recomendadas para los monitoreo de residuos, esta
técnica nos permitird cuantificar la presencia del antibiético cloranfenicol, con alta
sensibilidad, en tiempo corto, econdmico, resultando conveniente sobre todo
para las pequefias empresas de produccién de camarén. También es importante
que las entidades publicas realicen muestreos periodicamente en
establecimientos tales como los mercados municipales de la ciudad de
Guayaquil para verificar la ausencia de cloranfenicol de estos alimentos, todo
sea con el fin de prevenir que los camarones contengan agentes contaminantes
o residuos en cantidades superiores a los limites establecidos en la legislacion y
de esta manera asegurar la inocuidad de este producto.

En base a los resultados de los analisis para residual de cloranfenicol en
muestras de camarones provenientes de los mercados municipales de Guayaquil,
se puede recomendar el consumo de este producto a la poblacion Guayaquilefia,
pues no representa riesgo para la salud, debido a que el nivel residual de
cloranfenicol se encuentra dentro de los parametros segun la legislacion. En el
andlisis de las muestras se utilizdé el kit ELISA, y cabe aclarar que es muy
importante que la cadena de frio del kit no se rompa, esta debe mantener una
determinada temperatura y asi evitar que sufra transformaciones con la variacion
de la misma; con relacion a su temperatura de almacenamiento debe ser 2 — 6
°C (35— 46 °F) y respecto a la realizacion de los analisis hay que considerar el

uso correcto de los tiempos de incubacidn para no tener resultados inexactos.
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9. Anexos
9.1 Anexo 1. Informacion sobre Litopenaeus vannamei

Tabla 8. Taxonomia del camaroén (Litopenaeus vannamei)

Phylum Arthropoda
Subphylum Crustacea
Clase Malacostraca
Subclase Eumalacostraca
Superorden Eucarida
Orden Decapoda
Suborden Dendrobranchiata
superfamilia Penaeoidea
familia Penaeidae
Género Litopenaeus
Especie L. vannamei

Los camarones penaeidos (Litopenaeus vannamei) también se los conoce cominmente
como camarén blanco.
Pérez y Kensley, 1997
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9.2 Anexo 2. Informacién sobre cloranfenicol

HO Cl
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Figura 9. Estructura quimica de cloranfenicol
Talero, Julio, y Rozo, 2014
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Figura 10. Mecanismo de accion de cloranfenicol - el cloranfenicol entra a la célula,
una vez que el cloranfenicol se fija a la subunidad ribosomal 50S bacteriano de
forma irreversible, esto hace que interfiera la llegada del aminoacil tRNA al receptor
de modo que la nueva cadena peptidica en formacion queda bloqueada y por ende
inhibida

Goodman y Gilman, 2016
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9.3 Anexo 3. Informacién sobre la prueba cuantitativa de cloranfenicol del kit

comercial Veratox catalogo N° 9551

Figura 11. Instrucciones de la prueba cuantitativa de
cloranfenicol del kit comercial Veratox
Neogen, 2016
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Figura 12. Instrucciones de la prueba cuantitativa de cloranfenicol del
kit comercial Veratox
Neogen, 2016
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Figura 13. Instrucciones de la prueba cuantitativa de cloranfenicol del
kit comercial Veratox

Neogen, 2016
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Figura 14. Instrucciones de la prueba cuantitativa de cloranfenicol del
kit comercial Veratox
Neogen, 2016
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Figura 15. Instrucciones de la prueba cuantitativa de cloranfenicol del kit
comercial Veratox
Neogen, 2016
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Figura 16. Instrucciones de la prueba cuantitativa de cloranfenicol del kit
comercial Veratox

Neogen, 2022
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Figura 17. Diagrama del fundamento de la técnica del Kit ELISA Veratox para
prueba cuantitativa de cloranfenicol
Neogen, 2022
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9.4 Anexo 4. Informacién acerca de los mercados municipales

L

Figura 18. Entradas principales de los mercados municipales comprendidos en la
zona Sureste de la ciudad de Guayaquil
Andrade, 2022

Figura 19. Entradas principales de los mercados municipales comprendidos en la
zona Sureste de la ciudad de Guayaquil
Andrade, 2022
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Figura 20. Ingreso al mercado municipal San Gregorio para la toma de muestra
Andrade, 2022

N \

| - N L T
Figura 21. Expendios de camaron en los mercados municipales de Guayaquil

Andrade, 2022
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Figura 22. Muestras de camaron para analisis de cloranfenicol de los mercados
municipales de Guayaquil
Andrade, 2022
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9.5 Anexo 5. Procedimiento de analisis

Figura 23. Descabezado y descascarado de camarén Litopenaeus vannamei
Andrade, 2022

Figura 24. Triturado y pesado de camaron Litopenaeus vannamei
Andrade, 2022
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Figura 25. Adicién del solvente acetato de etilo, agitado manual, centrifugado
Andrade, 2022

Figura 26. Separacion del sobrenadante a otro tubo; llevar a evaporar
Andrade, 2022
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Figura 27. Reactivacion de las muestras con 0,5 mL de isooctano 2:3 / cloroformo
(v/v) y homogenizado
Andrade, 2022

Figura 28. Adicion de tampon de dilucion de muestra, homogenizado, centrifugado,
y por ultimo se separ6 4 mL de sobrenadante en tubos de ensayo
Andrade, 2022

Wondershare
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Figura 29. Kit ELISA Veratox para prueba cuantitativa de cloranfenicol
Andrade, 2022

Figura 30. Patrones utilizados para la curva de calibracion
Andrade, 2022
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Figura 31. Anadir 100 pl de muestra o patrones a los pocillos correspondientes
Andrade, 2022

Figura 32. Lavado de pocillo con 300 ul de tampdn de lavado diluido
Andrade, 2022
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Figura 33. Afiadir 100 pl de la solucion de sustrato a cada pocillo
Andrade, 2022

Figura 34. Anadir 100 pl de solucién de stop a cada pocillo
Andrade, 2022
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Figura 35. Medicion de la absorbancia de cada pocillo a 450 nm usando un lector
de microplacas ELISA.
Andrade, 2022
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9.6 Anexo 6. Norma NTE INEN 456: 1980
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9.7 Anexo 7. Requisitos de exportacién de los productos de conformidad

segun la FDA (Food and Drugs Administration)
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Figura 42. Requisitos de exportacion de los productos de conformidad segun la
FDA (Food and Drugs Administration)
Centro de exportaciones e Inversiones Nicaragua, 2011
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Figura 43. Requisitos de exportacion de los productos de conformidad segun
la FDA (Food and Drugs Administration)

Centro de exportaciones e Inversiones Nicaragua, 2011


http://cbs.wondershare.com/go.php?pid=5257&m=db

mm Wondershare
PDFelement

Quita marcas de agua g

9.8 Anexo 8. Decision de la comision de 13 de marzo de 2003, enmendando la
Decision 2002/657/CE, en lo que respecta a la fijacion de los Limites Minimos
de Rendimiento Exigidos (MRPLs), para determinados residuos en los

alimentos de origen animal
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Figura 44. Decision de la comision del 13 de marzo del 2003, enmendando la
Decision 2002/657/CE, en lo que respecta a la fijacion de los Limites Minimos de
Rendimiento Exigidos (MRPLS), para determinados residuos en los alimentos de

origen animal
Comision Europea, 2003
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Figura 45. Decisién de la comisién del 13 de marzo del 2003, enmendando la Decisién
2002/657/CE, en lo que respecta a la fijacion de los Limites Minimos de Rendimiento Exigidos
(MRPLSs), para determinados residuos en los alimentos de origen animal

Comisién Europea, 2003


http://cbs.wondershare.com/go.php?pid=5257&m=db

Wondershare
PDFelement

Quita marcas de agua .-

9.9 Anexo 9. Reglamento (UE) No 37/2010 de la Comision de 22 de diciembre
de 2009, relativo a las sustancias farmacoldgicamente activas y su
clasificacion, por lo que se refiere a los Limites Maximos de Residuos (LMR)

en los productos alimenticios de origen animal
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Figura 46. Reglamento (UE) No 37/2010 de la Comision de 22 de diciembre de 2009, relativo a
las sustancias farmacol6gicamente activas y su clasificacion, por lo que se refiere a los Limites
Méximos de Residuos (LMR) en los productos alimenticios de origen animal

Comision Europea, 2009
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Figura 47. Reglamento (UE) No 37/2010 de la Comision de 22 de diciembre de 2009, relativo a
las sustancias farmacol6gicamente activas y su clasificacion, por lo que se refiere a los Limites
Méximos de Residuos (LMR) en los productos alimenticios de origen animal

Comisién Europea, 2009
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Figura 48. Reglamento (UE) No 37/2010 de la Comision de 22 de diciembre de 2009, relativo a
las sustancias farmacoldgicamente activas y su clasificacion, por lo que se refiere a los Limites
Maximos de Residuos (LMR) en los productos alimenticios de origen animal

Comision Europea, 2009
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Figura 49. Reglamento (UE) No 37/2010 de la Comision de 22 de diciembre de 2009, relativo a

las sustancias farmacol6gicamente activas y su clasificacion, por lo que se refiere a los Limites

Méximos de Residuos (LMR) en los productos alimenticios de origen animal

Comision Europea, 2009
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9.10 Anexo 10. Medicamentos cuyo uso esta prohibido actualmente en la
cria de animales en los Estados Unidos (FDA 2002)

Tabla 9. Medicamentos prohibidos en la cria de animales en los Estados
Unidos (FDA 2002)

Medicamentos prohibidos FDA

Cloramfenicol
Clembuterol
Dietilstilbestrol (DES)
Dimetridazol
Ipronidazol
Otros nitroimidazoles
Furazolidona, Nitrofurazona, otros nitrofuranos

Medicamentos de sulfamida en vacuno lactante (excepto el uso aprobado de
sulfadimetoxina, sulfabromometacina, y sulfaetoxipiridacina)

Fluoroquinolones

Glicopéptidos

Presentacion de medicamentos prohibidos en la cria de animales en los Estados
Unidos (FDA 2002).
FAO, 2002
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9.11 Anexo 11. Directiva 96/23/CE del consejo de 29 de abril de 1996, relativo
a las medidas de control aplicables, respecto a determinadas sustancias y
sus residuos en los animales vivos y sus productos. Seccion del Capitulo I
correspondiente a: Planes de vigilancia para la detecciéon de residuos o

sustancias
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Figura 50. Directiva 96/23/CE
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Figura 51. Directiva 96/23/CE
Consejo de la Union Europea, 2007
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Figura 52. Directiva 96/23/CE
Consejo de la Union Europea, 2007
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Figura 53. Directiva 96/23/CE
Consejo de la Union Europea, 2007
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9.12 Anexo 12. Modelos de formulario de verificacion del Instituto Nacional de

Pesca. Verificacion de condiciones y sistemas en productores acuicolas
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Figura 54. Modelos de formulario de verificacion del Instituto Nacional de Pesca.
Verificacion de condiciones y sistemas en productores acuicolas
INP, 2015
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Figura 57. Modelos de formulario de verificacion del Instituto Nacional de Pesca.
Verificacién de condiciones y sistemas en productores acuicolas
INP, 2015
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Figura 58. Lista de resultados impreso por el equipo lector de ELISA
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Figura 60. Resultado de laboratorio muestra 1 cédigo MC04
Laboratorio IPIAP, 2022


http://cbs.wondershare.com/go.php?pid=5257&m=db

Quita marcas de agua .- Wondershare

PDFelement

RASRTET R D PRSI e o - .
COMIEEND EUTH DR Sy TRLIONTL * FESCA U "'J;.:H_..i::'._ ‘
LABORATORIO DE ANALISIS QUIMICO ¥ MICROBIOLOGICO DE ALIMENTOS
SUBSECRETARIA DE CALIDAD E INOCUIDAD
ﬂmm ORENAL Py ¥
TRNSCIPLBARD

RO LIMBTD s F“H?H.H Lt 1 Sl b

PRI HOMANE  FTLASE B4 CHARE TH ANCRALE CLURCL

resalprahacns gob. DIRBCCION  CLABIAT 50N £t D MAMANIL RO B O § AL 305 3

L S

TIPO OF FRODUCTD CAMARCR IHTLRG CORGELADD

FaCTURS i CODINOLOTE WIRSLDO Salaciay 3 FECHA Ol e
S ERTION

PUAED DECLAMADD N4 MATE B fa FESHA . whas e
FRALITADISN D
A FiE5

VDN DI Ta CLARCACION 0 FECHE Ol EHTREGE 17 0x 010

TRAELIT ; O BENUL T AOS

CdbeRINE S e rpeitar ™0 0 F b0 HAUMEE DAL BELATIVE rigcad Fasted <

AUmENTALLS '

Musplren seulpats pat CLENTE
CHnhet e W
NOTA ! Faw poguote sniimwrey somie s iy O FHIPEE Sl y OO L) ahin e puw e O B0

EE Ayl prishets t (Proet o= 3 g Rreal ST [ AR S e A AR e e
Ensh e e B Pt ki O R AT AReCAR Tt ) Sratlacass SO eeREpaied i segree oy
o paadaly dae arcieacisy el o' LEowaitend piv § adon Se snullng Bag L porchoonl di s Sy g
ECEECOD g L it Ml'ﬂ_-#mfsﬂ_-m-!nm#hMHH

T OF SALYSTACOE
REGPONSABLE DE CALDAD ¥
TECHMICO SUPLINTE

Livtamwra (02 y b Flin " Tosslan (50043 3t FFD - 2400 F - 2008 FTy * Fee /00000 2000 304
ruhum IS100 * E tuml Boa el A pyeecs U ¢ * Dubgadid - E2Lindts

Figura 61. Resultado de laboratorio muestra 2 c6digo MC04
Laboratorio IPIAP, 2022
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Figura 62. Resultado de laboratorio muestra 3 cédigo MC04
Laboratorio IPIAP, 2022
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Figura 63. Resultado de laboratorio muestra 4 cédigo MC04
Laboratorio IPIAP, 2022
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Figura 64. Resultado de laboratorio muestra 5 cédigo ML04
Laboratorio IPIAP, 2022
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Figura 65. Resultado de laboratorio muestra 6 c6digo MG04
Laboratorio IPIAP, 2022
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Figura 66. Resultado de laboratorio muestra 7 codigo MEO4
Laboratorio IPIAP, 2022
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Figura 67. Resultado de laboratorio muestra 8 cédigo MS04
Laboratorio IPIAP, 2022
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Figura 68. Resultado de laboratorio muestra 9 c6digo MCO05
Laboratorio IPIAP, 2022
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Figura 69. Resultado de laboratorio muestra 10 cédigo MC05
Laboratorio IPIAP, 2022
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Figura 70. Resultado de laboratorio muestra 11 c6digo MC05
Laboratorio IPIAP, 2022
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Figura 77. Resultado de laboratorio muestra 18 cédigo MCO6
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Figura 78. Resultado de laboratorio muestra 19 codigo MC06
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Figura 79. Resultado de laboratorio muestra 20 c6digo MCO6
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Laboratorio IPIAP, 2022


http://cbs.wondershare.com/go.php?pid=5257&m=db

Quita marcas de agua .- Wondershare

PDFelement

na
BESAT TR B PRODUECIH, < y
COMTNCD CRTERAOR, INTRRSIONES ¥ FESCA ﬁ v, Sopleme | = e ¢

LABORATORIO DE ANALISIS QUIMICO ¥ MICROBIOLOGICO DE ALIMENTOS
SUBSECRET

lHilEEl:il.ﬂ.IBE
ﬂl‘ﬂ.m DREGHhA L Fag i
THORGRC WP AR
OO0 UCD e “AS. 777 LU Firgorrte ban % T Tl
[WrAlsa WOAUDRE RZEEWA ELETART T AMNHADE S
@i ok DMECCION  OLASAED B S LADR OF SAWALEFD BLOCAE BT 352 1
-
TWP0 G PADUCTD ERMLNCH ENTENG EOMOETADO
FRCTUEE bA m UERC DS GLALLG FETHA OF 'S ER TS
RS BECE 0N
PESO DEGLARADD  MaA MARACA LT FECHA pe 1

A AR TR
1 If
i rp——— N

HOTA: Este repote polatiety o o g o L SulnrLr A e ek o S
Eﬂﬂmmlﬂ MIH ermiATe o Eaf0 ey b je felee
md“m; e mplscematay drecisrecte a SR o erisyatss Loa ragas
o b Srahiin BT ST R mieS 8 AN 0§ el Ser A L G Ooecoeenl G RS el e
oo o L raeers | o sndiipie matgnide pov () NG mplan relsies eoond Slanoe O 0 aoredfacde ped LAS

e il .._..- = - -
AF SALYSTACOL

RESPONSANL I DE CALIBAL v
TECWCO SUPLENTE

Lptarral 100G y b Pl * Tosphia (BG@-4) Pedr] 773 - Ded 776 « BT 770 * FearS0-40 3405 20
PO By B0V 15130 " Eemdl sl acunciarrpiiesn gl de " Cusyniu - Esuase:

Figura 81. Resultado de laboratorio muestra 22 c6digo MG06
Laboratorio IPIAP, 2022


http://cbs.wondershare.com/go.php?pid=5257&m=db

Quita marcas de agua .-

Wondershare
PDFelement

- L L
M TERED D1 PROD O -

COUIBEIS CATIANGH, INVERSICOES ¥ FISTA v | ‘
LABORATORIO DE ANALISIS QUIMICO Y MICROBIOLOGICO DE ALIMENTOS
SUBSECRETARIA DE CALIDAD E INOCUIDAD
Wm O g 1

THSC AR

CODRGD0 UNICD e TR TR g it hen T

EaeFRERA _“- EEANA AR T AINSALE TR

mu-m CRUAEARY LI LIS OF AEMANGFL ILOCE SMI 3R 3

mum CAMRPCR ML P TP AT

FACTURA WA COMIGOLOTE  MEREADO CETE FECHA O 12 T
b il

S0 DOTEAMADD o & HARDE LT FLCHA = RF = ol ]

CRDEN DE e La ) CLANIMCACION A 4 mdm O e

TRABARS OF RESan TADS

COMTNCIONES Tt 1 18 8 HUMEDAD RELATIVE et et ") 4070

WOTA: {30 rvpirte n-—ﬁulﬁlllzuuﬁw Rt P ) G RS DO OO TR g S0
£t el idetnite i pritulety o ragnoete ey i e erue | s el avRaos A0 dalik Aear e e el e
Feibab et o el SN ) A M T SO VO T ety ek I:.-rru
O b5 Bhiei 008 Jecive S il et aiien Bev § ael B9 draailn B b SfeaRieioms (8

apswpen O L et 3 Lo Pakves Tueas fa 4 ND meien Sehusiog et o S o 6 acrmianse Gl SAT

CFEBALYSTADO S

CE CALDAD ¥
TRECHICO SLPLENTE

L (03 ¢ m Bla " Telelia /08040 200 771 . 201 TRE . 2090 778 * Faa D834 2400 204
PO Ban OF0N 181010 T B sl atuacawppesia gob ot * Guoryame - Erusiey

Figura 82. Resultado de laboratorio muestra 23 c6édigo MEO6
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Figura 83. Resultado de laboratorio muestra 24 cédigo MS06
Laboratorio IPIAP, 2022
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