/OS5

sy
ONIVERSIAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICD

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
CUAUTITLAN

A0 ACOMAL DATRCS

e, i (2

GRADO DE CONTAMINACION CON RESIDUGS DE

CLORANFENICOL Y NOVOBIOCINA DE LA LECHE

COMERCIAL QUE SE CONSUME EN EL DISTRITO FE-
DERAL Y SU AREA METROPOLITANA.

T E S | S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
MEDICO VETERINARIO ZOOTECNISTA
P R E S € N T A 1

CESAR RAUL SANCHEZ HERNANDEZ

DIRECTOR: DR. MARCELO PEREZ DOMINGUEZ
ASESOR: Q. FRANCISCO VELAZQUEZ QUEZADA

CUAUTITLAN J1ZCALLI, MEX. 1987



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



I NDTICE

RESUNEN

INTROBUCCIDN

GENERAL IDALCES

HIPOTESIS

CBIETIVOS

MATERIAL Y METDDOS

RESULTADDS

OISCUSION OE LOS RESUL.TADOS

CONCLUS TONES

CUADROS

BIBLIOGRAFIA CITADA

17

23

37



FESUMEN.

Se svalud la especificidac de la técnica microbioclfgica de difusién
de cilindro en placa, para la deteccidn de residuos de cloranfenicol y -
novobiocina, en leche pasteurizada, la cual es nula, y la sensibilidad -~

la cual ss alta.

Se evalud la especificicad y la sensibilidad de la técnica de croma
tograila en capa gelgacda, pora lo ocioccidn de residuos de cloranfenicol

y novabiocina, en lechas pasteurizada, la cual es alta en ambas cases.

Sa determing 21 porcentaje de contaminacién con residuos de inhibi-—
dores bacterianos, de leche pasteurizada Gue se consume en el Distrito -
Federal y su &rea metropolitana, emoleanda la técnica microubiclégica ré-—

pida =on Sacillus stearpthermophilus y se enceontrd un S5% de muestras -

contaminadas,

Se empled la técnica de crumatograffa en cape delgeada, para detec—
tar la presencia de residucs de cloranfenicol y novobiccina, sa encontrd
un 2% de muestras contaminadas con residuos de cloranfenicol y 1% con —
rasiduns de novotiocina; en =21 51% restantg no se determind el tipo de -

inhibidor presents.

Sa calculd la concontracidn de caca una de los muastras positivas a
cloranfenciol y novobiocina, empleando la técnica microbiolSgica de difu
sifin de cilindro en placa, por su alta sensibilicdad. Se estind una con—
centrecidén minima para cloranfenicol de 0.3285 mcg/ml y una méxima de —
1.4030 meg/ml; y une concentracidn mfnima para novobioccina de 0.1719 —

meg/ml y una médxima de 0.3898 mcg/ml.

Aunque el porcentaje de musstras positivas a los antibidticos estu-
diados es bajo, esta situacién no deja de representar un serio peligro -
para la salud pdblica, ya gue la peligrosidad de sstas drogas y las con-

‘centr'aciones detectadas asf{ lo indican.
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INTRODUCCIDN,

La leche de vaca es un alimento bisico e indisrensable para la vida
del hombre (1), ya que proporcicna protefnas, azicares, minerales y vita
minas que satisfacen una buena parte de las necesicades del hombre {43},

par lo tanto debe formar parte de la alimentacidn, principelmenta de ni-

fos y JGvenes (1).

Es recomendado, por 1cs Qrganismas de salud, que los nifos reciban

por lo menos 780 mililitrous de leche al dfa rasta los i< afos de edad.
Por otro lade, las personas de edad avaniada teben de recibir por lo me-
nos medig litro de leche al dfa para mantenerse en dptimas congdicicnes -
da salug {31). Cstudigs realizados en 1985 demuestran que el pueble me
xicano consume menos leche en Su dieta que los minimos recomendables. -
Se astima que al 40% de la poblacidn total del pafs nunca toma lacha y -
que al 159 lo hace rara vez. Asf mismo 21 85% del consumo lo hacen los
adultos; el consumo per cépita de este alimento es de 270 mililitros al

ofs (1),

£1 reglamentg para el contrul sanitario de la leche de la 5.5.A. es
tablece en sl capftulo Ssgunao, Artfculs 13, fraccidn VI, que la lache y
sus derivados destinados & consumo humano geben de estar libres da Subs—
tancias sxtrafias a su énmposicién normal, talss como bactericidas, bacte
riostéticos, preservativos quimicos o bioldgicos, antibidticos o substan
cias téxicas. Para dar cumplimiento a esta regla, es necesarioc mante -~
ner un muestreo constantes de estos productos y enviarlos al laboratorio
para su identificacién, capftule Décimo segundo, Artfculs 134 (35)

Un alimento estd contaminado cuando contiene microorganismos, cugr—
pos extrafios o substancias gqufmicas como hormonas, antibidticos, plagui-
cidas, toxinas, etc., en cantidades superiores a un Umite que las auto—

ridades sanitaerias deben de establecer para cada caso (41).

Osbido & las caracter{sticas nutritivas de la leche, es indispensa-
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ble gue &sta reuna las condiciones sanitarias acecuadas y que esté libre
de contaminantes que puedan causar problemas de salud, como s el caso -

de los residuos de antibidticos (22).

No sizmore es factible, técnica y escondmicamente, evidenciar la con
taminacifin de los alimentos durante la inspeccidn sanitaria, debido al -~
volimen de los mismos, la falta de personal capacitads, el tiempo y cos—

to que implica realizar las técnicas [21).

Es importante tener en cuenta gue el Médico veterinario no solamer—
te debe curar o salvar la vida cel animal enferme o prevenir enfermeda -
des sino tambifn debe prever gue los elementos quimicos y bioldgicos no
produzcan la contaminacidn del animal productor de carme, lache o huevo
pars consumo humano . £3 necesario qua se encuentre informado de .ios -
agentes q‘ue ae utilizan para estimular sl crecimiento de los animales de
ebasty, tales como antibidtice, hgrmonas, arsenicalss orgdnicos y com -
puestos anabSlicos y de aguelles gue se emplean para prevenir o curar en
fermedades. E1 conocimiento ce los agentes nufmicos 5 LSiuldgicos cebe
de comprender la manera de compartarse localmente y dentro dal arganismo;
mado de eliminarsé en cuanto a drganc y tiempo y si tiene poder resigual

en los tejidos destinados a lz alimentacidn humana (21).

Actualments se estdn empleando en la alimentacidn animal preparados
de antibidticos, los gue en muchos casos superan a los recomendados par
los Organismos mundiales (FAQD, OMS y otrus) como suficientes para estimu:
lar gl crecimiento animal y adecuades para nog origimar residusos en los -
tejidos (21). Ademds el uso de drogas en la produccidn animal se ha he
cho tan extensoc qQue aproximagamente entre g8l 78 y 80% de todos los anima
les producidos para el abasto reciben medicamentacidn en una parte o en

la mayorfa de su vida productiva (3, 22, 28, 40, 45).

Los antibiSticos han sido utilizados intensivamente en las explota-

ciones lecharas en el tratamiento y control de la mastitis. En 21 tra-
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tamiento y control de otras enfermedades se administran les antibidticos
por diferentes vfas (10, 1€). _En cualcuiera de los casecs los antibisti
cos pasan a la leche por un aperents mecanismo cde oifusibdn a trayés del
alveolo (30). Alguncs estudios sefalan due la eliminacidn se prolonga
por mis tiempo e lo que especifiza el proveedor (10} Observaciones -
realizadas scbre ls farmacocinérica ge algunos antibidticos, demuestran
que el metabolisma de higago determina el tiempo de eliminacidn de los

mismos (5).

Debide & que los antibidticos no sufres varisciones y no se inacti-~
van con elevadas tempereturas, también se encuentran Tresiduos en la 1l -
che pasteurizaga (27) y en todos sus derivados industriales, tales como
la manteguilla, la creme y el cuesc, en donde Se reparten estos residugs
(39, 41) y comurmente no afectan las caracteristicas cryganolépticas, pe-

ro si su calidad {a1).

La presencia de antibifticos en la leche cestinada al consumo huma-—
no constituye un peligro potencial para la salud publica, va aue son —
substancias activas que tienen ceterminado efectn téxico en mayor'.o ma -
ror grade (11, 16, 24, 32). Los principeles problemas que se presentan

estdn relacionados con:

a. Sensibilizecidn de personas por el consumo de alimentos trata —
.dps con antibiéticos (19, 27, 4a1). '

b, Aparicidén de reacciones anafilécticas o alérgicas en personas -
susceptibles (12, 1S, 41, 43).

c. La trensmisidn de bacterias resistentes del animal al hombre -
(7, 12, 19, 27} ¥

d. E1 ‘incremento en la probabilidad ge aparicidn de cepas resisten
tes a los antibidticos como sucede ya con algunas cepas de Sale

monella, Escherichia y Stashylaococous (19, 40).

Por ser el cloranfenicol y la novobiccina antibidticos empleados’ en



las explotaciones lecheras y 1a arfdctica gel 4dico veterinario, el ore-
sente trabajo se enfoca a la deteccidn y cuantificacidn ce residuos de -
egtpe antibidticos en 12 loche pasteurizacda que se consume en el Distri-

tn Federal y =su 4rea metrooolitana.

Entre las técnicas empleacdas pare cdeterminar la presencia de anti -

bidticus en la lzong smcontramos las =iguientes:

a. Técrmica microbinldgica ae difusidn de cilinoro en placa, emplea
da para detorminar gl antibidtico presente en la leche y su ac-—
tividad ctericida o bacteriostética,

b. Técnica nicrobiclégica rdpigda, que emplea 3% horas para getec -
tar 1z opresencia ce antibifticos u ctros inhibidores, sin iden=—
tificarlos (36, aa),

c. Técnica de cromatograffa zn capa delgada, tue posee 1la caracte—
ristica de identificar sl tipo de antibidtico presente en la le

che (2, 3, 4, 25).



GENERALIDACES.

El cloranfaenicol {clcromicetina)} es un antibidtico de ampMoespeccro,
de accidn predominante bacteriostdtica Antiguamente fue extraido de -

los cultivos de un actinomiceto el Strentomvtes wveneZuelas; nero actual-

mente se prepara por sintesis; =5 muy estable, poco soluble en agus y -
muy soluble en alcaobal, La forma activa es 21 isdmerao levdgiro. Actia
sinérgicamente con las tetraciclimas y antagdnico con las penicilimas, -
Esta droga se ha considerado hasta la fecha comg 21 medicamento de elec-~

cién para el tretamiento de la fiebre tifoidea {11, 13, 23, 33, 37).

La novobiocina también llamada astreptonevicina, cardelmicina, bio-
texin, tiene eccidn bactericida o bactericstdtica centra gdrmenes Gram -
pasitivas especialmente a Streoroccccus grupe A y viricans y algunos gér

menes GBram negativos como: Protsus, Salmonella, Pasteurella y Klabsiegllas.

€s oroducida por 8l Straeptomyces niveus y spnarecides y sa utiliza en el

tratamiento de mastitis combindndola con penicilina (11). £s muy solu-

ble en metanol, poco soluble en acetona y ligeramente solublae an agua.

La penicilina en general es poca tdxica, pero puede dessncadenar -
reacciones alfirgicas al consumir alimentos que la contengan; &stas van -
desde urticarias con pequenas pdpulas pruriginosas y fiebre, hasta gl =

agudo y mortal choque anafiléctico (5, 17, 23).

La toxicidad de lg estreptomicina es debida a la lesidn que produce
en 8l octavo par craneal y en el aparato vestibular, causando vértigo y
sordera, también puede inducir rsacciones alérgicas ocasiognando Fisbre v

erupciones cutdneas (6, 17, 23).

Las tetraciclinas pueden causar trastornos gastrointestinales como
nauseas, vSmito y diarrea, en grado variable, erupciones cutdneas, le -
siones en las mucosas y fiebra. As{ también se depositan en astructu-—
ras 6seas y en los dientes, particularmente durante el desarrolla fatal

y los primeros seis afos de vida (14, 17, 23).



Estudios realizados en nifos recién nacidos, Cuyas madres durante -
el smbarazo ingirdieron novobiocina o cloranfenicol demsstrarcn lo siguier

te:

a. Novobipcina: Hiperbilirrubiremia.
Cloranfenicol: Oaficiencia hepdtica para degradar el e.ntibiét}_
ca, 1o cual oroduce niveles 5é&ricos muy altos de la droga y un
cuadro caracterizado por colapso circulatorio, cisnosis y muer—

ta -sincrome gris- (14).

Estudios realizados en 1972 en MSxico durante un trote de fiebre ti
Foidea demostroron que la mayor{a de las cepas aisladas fueron resisten—
tes al cloranfenicol, ademds a las tetraciclinas y a la estreptomicina -
(29). La eaministracidn prolongada de clorsnfenicol ec el hombre prova
ca discracias sanguineas y destruccidn gde células nerviosas en desarrg -

11s (17, 23, 39).
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HIPOTESIS.

La lecha pasteurizada qgue se consume en el Distrito Federal y su drea
metropolitana, estd contaminada con residuos de cloranfenicol y da novo-

biczina.

CBJETIVGS.

1. Evaluar la especificidad y 1a sensibilidad oe la técnica micro--
bioldgica de difusidén de cilindro en placa para la deteccidn de
resicuos ce clorenfenicol y de novobiocina, en leche pasteuriza

da.

2. Evaluar ia especificidad y la sensibilidad de la técrica de cro
matograffa en capa delgacda para la deteccifn de residuos de clo

ranfenlcel y de novobiocina, en leche pasteurizada.

3. Determinar el porcentaje de contaminacidn con antibidticos de -
lecte pasteurizada que se mueatred en giferentes zaonas del Dis—
trito Fegeral y su drea metropolitana, cmpleando la técnica mi-

crobiolSgica rdpida con Bacillus stearothermophilus.

4. Determinar el grado de contaminacidn con residuns de claranfeni
col y das novabiocina, utilizandc la técnica mds especifica para
este fin, en muestras de leche cue resulten positivas a antibib

ticos por la técnica microbicléSgica répida.



MATERIAL Y METODOS.

El presente trabﬂjuAse realizé en el larorsztcrio del Proyecto Masti

tis, seccidn Antibifticos del Institute Nacional de Investigacionas Fo -

d

H g

stales y Agropecuarias, sector Peocuario, dependiente oe 1a S ARH., -

15.5 carretera ¥éxico-Toluca, Méxica, Distrito Federal.

Para la realizacisn del primar objetive, se contamind leche libre -
da antibidticos (L.LA), con los siguienctes antipiéticns: penicilina
(P}, estreptomicina (E), tetracizlina (T}, cloranfenicol (C) y nove
biacina (N}, en forma simple, Binaria (combinacidn de 2 antibifti -
cos) y terciaria (combinacién de 3 ar\tilbiéticns), las cuales se prg
sentan en el cuadro MNo. 1. ta concentracidn de cada antibidtico -

se presanta en el cuadro No. 2.

Cada una de las leches experimentalmante contaminadas con antibidti
cos mencionadas en el cuedro Mo. 1, fueron sometidas a la determina
cifn especffica para cada antibidtico, utilizando la técnica micro-
biolSgica de difusidn de cilindro en placa, establecidas por la Ad-
ministracidn de Orogas y Alimentos (FDA) de los Estados Unidos de —
Norteamérica (20)}.

A continuacifin se describen las técnicas microbiolSgicas para cada
uno de los antibifticos y la forma de preparar el indculo correspon
diente:

1.1.Panicilina: Para la deteccifn de residuos de penicilina se pre
pard, medio especial para antibidticos No. 1 de Grove y Randall,
sae esterilizé 'y se pasd a un bafio Marfa a 50°C, manteniéndolo a
esa temperatura; se agregs 1 ml de suspensidn estandarizada de
Sarcina lutea No, 9314 de 1la €cleccién Americana de Cultivos Ti

po (ATCC), por cada 100 ml de medic y se homogeneizé. A cada
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una de tres cajas de Petri de ICC x 20 mm, emplzagas per cada -
muestra de leche, se le pusieron 10 ml de medio de cultivo homo
geneiraco; se 2ejd soldificar el medio por 10-15 minutos, des -~
pués se colocaron & cilindros de acero inxcxidable de & mm de -
difmetro eguicistantes entre sI. €n tres cilindros alterngs -
se coplocaron 250 mcl de solucidn media de referencia (0.05 y, I.
de penicilina/ml) y en los otros tres restantes la muestra de -
leche, con su correspondiente concentracién, en el andlisis sim
ple, combinacidn binarie o combinacidn terciaria, s& incubd a -

30°C durante 18 horas.

Para la preparacidn del indculo de Sarcina lutea se empleS un -
Cultivo de &3 1 en tubo inclinado con medio de cultive espe -~
cial pare antibidticos No. 1 de Grove y Randall, se resembrd en
una bot=lla de Roux con 250 ml del misma medioc y se Cultiud cor
24 h a 30°C. Se casechd con S0 ml de solucidn salina estéril
(8SE) y se centrifugd a 3 OGO rpm durante 10 minutos, se decan—
t6 el sobrenadente y se resuspendif en 50 ml de SSE ({solucidn -

madre de bacterias}.

1.2.Para les deteccifin de residuns de estreptomicina se siguid el -

misme procedimiento con los siguientes cambiocs:

a) Suspensidn de esporas de Bacillus subtilis (ATCC-6633).

b} Mmedic especial para antibiéticos No. 34 de Grove y Randall.

e} 0.3 ml de suspensidn madre de esporas por cada 100 ml de medio.
d) Solucidn media de referencia .S mcg de estreptomicina/ml.

e) pH de la leche para la prueta 8.0.

f)} Temperatura: 37°C.

Para la preparacidn del indculo de esporas de Bacillus subtilis,

se empled un cultivo de 24 h en tubo inclinado con medio de cul

tivo especial para antibidticos No. 1 de Grove y Aendall, se re
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sembrd en una botella de Roux con 250 ml del mismo medic y se —
cultivé durante $ dfas a 3I79C. Se cosech$ con S0 ml de SSE, -
poniéndose en un bafip Marfa a2 70°C gurante media nora. Se cen
trifugd a 3 000 rpm durante 10 minutos, se decants el sobrena -
dante y se resuspendié en %0 ml cde 35S, {suspensifn madre de es
poras )}, la concentracidn de esporas se determind siguiendo un —

criteric de concentracién.

Para 1la deteccién de residuos de tetraciclina se siguid =l mis—

mo procedimiento, con las siguientes modificeciones:

a} Suspensidn de osporas de Sacillus cereus variedad mycoides -
(aTCC~11773).

b) Medio especial para antibidticos Mo. 8 de Growve y Randall.

c) 0.25 ml de suspensibdn madre de esporas por cada 100 ml ds mg
dio.

d) Sclucidn media de referencia 0.2 mcg de tetraciclina/ml.

a) pH de la leche para la prueba 5.0

Para la preparacién del indculo de esporas de Bacillus cersus -
var. mycgides, sa empled un cultive de 24 h  en tubc inclinado
con medio de cultivo especial para antibidticos Ne. 1 de Grove
y Randall, se resembrd en una totella de Roux con 250 ml del mis
mo medio y se cultivé durante S dias a 30°C. Se cosechS con —
SQ ml de SSE, ponidndose en un bafo Maria a 70°C, durante media -
hora. Se centrifugd a 3 000 rpm durante 10 minutos, se decan—
té el sobrenadante y se resuspendid en 50 ml de SSE (suspensidn
madres de esporas), la concentracién de esporas se determind si

guiendo un criterio de concentracidn.

.Para la deteccidn ce residucs de cloranfenicol se siguid el mis

mo procedimiento, con los siguientes cambios:
a) Suspensién estandarizada de Sarcina lutea [ATCC-9314).

>
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b} Medio especial para antibiSticos No. 1 de Grove y fandall.
c) 2 ml de suspensidn estandarizada par cada 100 ml de medio.

d) Solucidn media de referencia 12.5 mcg de cloranfenicol/ml.

€l infculo se prepard igual al gue se utilizd para detectar re—
aiduos de penicilina.

1.5.Para la deteccifn de residuos de novobiocina se siguid el mismo

procedimiento con los siguientssa cambios:

a) Suspensifn astandarizada de Stapnylococcus epigermidis (ATCC~
12228).

b} Medio especiml para antibidticos No. 1 de Grove y Randall.
c) 1 ml de suspensidn estandarizada por cada 100 ml de medio.

d) Solucifin media de referencia 0.5 mcg de novobiocina/ml.

Pare la preparacién del inSculo age Stapnylococcus epidermidis,

se emple un cultivo de 24 h en tuvo inclinado con medio de cul
tivo especizl para antibifticos No. 1 de Grove y Randall, 35 rg
sembrd en una botella de Roux con 250 ml gel mismo medic y se -
cultivd por 24 h a 30°C. Se cosechS con 50 ml de SSE y se cen
trifugd a 3 000 rpm durante 10 minutos, sa decantd el sobrena -
dante y se resuspendld cn 50 ml de SSE (solucién madre de bacte

rias).

Se estimd la sensibilidad y la especificicad de la técnica mi -
crobinldgica de difusidn de cilindro en placa para cloranfeni -
col y novobiocina, considerendo: Sensibilidad como la probabi-
lidad de que la prueba sea positiva, cuando la muestra realmen—
te tiene antibidtico, P(+/A) (probabilidad P, de que la prusba

sea positiva +, dade /, gue tiene antibidtico A), scuacidn No. 1.

Especificidad como la probabilidad de que la prueba sea negativa,

cuando la muestra realmente no tiena antibidtice, P(-/A) (proba
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—1p-

bilidad P, de’ gqua la prueba zea negativa —, dado /, que no con—
tiene antibiético), ecuacifn No. 2.

Ecuacifn No. 1: Ecuacifn No. 2:
Ple/A)m & P(-/A)s _ 9
a+c "b+d
en donde:
a) Muestras verdaderas posi b) Muestras falsas positivas.
tivas.
c) Musstras falsas negativas. d} Muestras verdaderas negati~
vas,

Se estimd el valor de prediccifn ce una prueba positiva (ecu_g_ -
cidn Na. 3) y el velor de prediccidén de una prueba negativa -—
tscuacidn No. 4) considerando: £1 valor de prediccidn de una

prueba positiva como la probabilidad de que una muestra reslmen
te tenga antibidtico en una prueba positiva P{A/+) (probabili -
dad P, de gque la muestra tenga antibifticeo A, cado /, que es pg
sitiva +); ¥ el valor de prediccifn da una prueba negative como
la probabilidac de gue una musesira roazlmonts no tenga antibidtd
co en una prueba negativa P(&/-) {probabilidad P, de gue la mues

tra no tenga antibiftico A, dado /, que es negativa -). [25)

Ecuacién No. 3: Ecuacidn No. 43
e(a/+)=._8 PA/=-)=—d _
a+b c +d

Para la realizacifn del objetive Na. 2, se contamind leche libre de
antibifiticaos, con los siguientes antibifticos: penicilina {P), es -

traptomicina (E), tetraciclina (T), clorenfenicol (C) y novobiocina

En forma simple, combinaciones binarias y combinaciones ter-

ciarias, las cuales se presentan en el cuadro No. 1. Cada una de
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las leches contaminadas y mencionadas en el cuadro No. 1 se sometig
ron a la extraccidn de los antibidticos de la siguiente manera:

En un embudo ce separecifn se colocaron S ml de la muestra de leche
contaminada, con 30 ml de acetenitrilo, se homageneizd y se tratd -
con 10 ml ce hexano, se homogeneizd. En otro embudo de sepracidén
se colnedS 1z Fase inferior cue contenias ecetonitrils-agua. En la
fase superior guecaron l4{pidos. Se repitid el tratamiento con 10
ml de hexaro; se recogid la fase inferior y se llevd a un matraz de
bola con boca esmerilaca 24/40. Se acoplS a un aparsato rotatorio
dge destilacién al vecio y se destilS a SS°C y 15 libras/pulgada<€ de
vacfo hasta sequedad. Se recuperd el antibiftico en 2.5 ml oe me—
tanol y sa llevS a un tubo con tepdn de rosca. Da a5t oxtrecto -
se separd por la tfonice de cromatogratia en cape delgada para clo-
ranfenicol si estaba presente, o l& novobiocina en su caéo; cada -

uno por su respective m&todo.

S& preparcron cromatonlacas de Sf1lica gel G, de la siguilente manera;
en un mortero se colocaron 30 g de Sflica gel G (tipo 60) Merck y -
se homogeneiz& con 60 ml de agua destilada. Se colocd la mazcla - ‘
.en el aplicador calibrado a un grosor de 0.5 mm y se extendid en a—
placas de vidrio de 20 x 20 cm limpias y desengrasadas. Daspufis =
de le aplicaecidén se dejaron secar a temperatura ambiente por 30 mi-—

nutos, luego se colocaron an una estufa a 100°C por una hora,

Una vez obtenido 8l extracto de la muestra y estar preparadas las —

cromatoplacas cde Sflica gel G, se aplicd la técnica de la siguiente

manera:

2.1.Para la deteccién de residuos de claranfenicnl se utilizé una
cromatopleca, de 20 x 20 cm con Sflica gel G {tipo 60) Merck.
El estdndar de cloranfenicol cuya concentracién fue de 1 mcg/mcl

y el extracto de la muestra se colocaron a 15 mm del barde infe
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rior y se identificaron en el borde superior. Se colocaron en
cromatoplaca 1 y 5 mcl cdel esténdar de cloranfenicol elternados
con 1 y S mcl del extracto de la lgche contaminada. Se llevd
1s cromataplaca a la cémara de crumatografifa que contenia 10 vo
imenes de clorofarmo, saturados caon 2 volfimsnes de una mezcla
1:1 de metancl y dcids f&rmico Al 2% on 2gua destilada; se dejé
en la clmara hasta gque el solwvente hube ascendide 10 cm, una

vez que recarrid ls distancia se sacéd de la clmara y se dejf se

car a gempgerature ambiente. Se rocié com una solucién revelsa-

dora compueste por 3 ml de cloruro estanoso al 15% en dcido -
clorhfdrico concentrado, més 15 nl de &cido clorhfdrico concen—
trado y 180 ml ca agua destilade; se dejd secar a temperaturs —
ambiente y daspufs se rocif con otrm solucién reveladores forma-
da por 5 ml de p-dimetiloenzaldenfao al 10% en 4cido clorhfdri-
co concentrado, m&s 10 ml da &cido clorhforico concentrado y 20
mi ow ec&tonz, Se deaid secar a temperatura ambienta, E1l hﬂf

as de 9 y las manchas ss ven de color amarilio.

.Para la deteccifin de residucs de novobiocina se utilizé un czo-

matofclic Merc PL de Sflica Gel 60 Fpg,q de 20 x 20 cm. £l es
téndar de novebiocina cuye concentracién fue de 1 meg/mcl y el
extracto de la muastra se colocaron a 15 mm del bords inferior
y se identificerun en el borde superior. Se colocaron en el - -
cromatofolin 1 y 5 mcl del estdndur de novobiocina, alternados
conm 1y 5 mcl del extracto de la leche contaminada. Se 1levd
el cramatofelio a le cdmara de cromatograffa que contenfa una —
solucifn de stanpl - amonieco concentrado -~ agua destilada

{(8:1:1); se dajd en lz cmara hasta gue el sclvente ascendid 10
cm., Ura vez rue el solvente recorrid la distancia ‘se sacd de
1a cémare y se dejd secar en una campana extractora a temperatu

ra ambienta. Una vez seco el cromatofolio se interpretd con -
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luz U.V. de 254 nm. €1 hRf_ es de 82 y lzs manchas son obscu

ras en fondo verdoso.

1311, Pare la realizacidn del objstive Mo. 3, se analizaron 200 muestras
‘de leche de marcas comerciales, dispaonibles en el Distrito Federal
y su frea metropolitana. Las muestras fuarcn cclectadas al arer,
en frascos 1implios ca vidrio o pldstico y se congervaron en refri-
geracién hasta el momento cel andlisis al cdfa siguiente de su vb =
tencidn. Las muestras fueron colectades de casas particulares, -
expendions y establecimientos comerciales, registrdndose los siguien
tos datos: nombre y presentacidn comercial, fecha ge envasado, zo—

na y fecha de recoleccidn.

Se utilizé la tdcnica microbiclfgica rdpida con Bacillus stearather

mophilus, con una temperatura de incubacibn de 63°C durante 3% ho-—
ras{aa).

IV. Para la realizacién del objetivo No. 4, se analizaron agquellas mues
tras de leche del objetivo No. 3 que resultaron positivas a antioif
ticos mecionte 1a técnica microbinldgica rdpida, fueron sometidas a
1a identificacién de clorenfenicol y novobiocina, & través de la téc

nica mfs especifica para dicho fin.

La concentracidn de cloranfenicol o novobiocina se determind por me

dio de la técnica microbiocldgica de difusidn de cilindro en placa.’

Se estimd la ecuacidn de regresidn; y la correlacidn exsistente en—
tre el hals de inhibicidn en mm y la concentracidn del antibiédtico,

para cloranfenicol y novobiocina.

Para poder establecer la ecuacidn de regresidn correspondiente se -~
desarrollS una curva estéindar de 5 puntos para cloranfenicol y novg

biocina, en el cuadro No. 3 se presentan las concentraciones emplsa

das en la curva aestédndar.



Se realizd una prueba de. hipStesis para osterminar si los valores de

x eran iguales a cerc (Ho:X=0).
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RESULTADOS.

En el cuadro No. & se presentan leos halos de inhibicidn en mm en ca
da prueba microoiolfgica espec{fica con leches contaminadas con un sclo
antibiftico, por muaestra, para el objetivoc Mo. 1, en donde sa& observe Gue
la prueba de cloranfenicol registrd nalos de 1Mnivicidn adn cuando &ste
Nno se encontraba presente; en la prueca e novobiccina de los antibiSti-~

cos empleados con excopeifn de uno, todes se registraron.

El cuadro No. S se presenten los halos de inhibicidn en mm en cada
prueba microbicldgica especifica con lecres contaminadas con dos antibig
ticos (combinacidn cinaria), por muestra, gara sl sbiotiva No. 1.

-

En el cuardo Mo. 8 se presenton los halos de inhibicidn en mm en ca
da prueba microbioldgica especifica con leches contaninadas con tras an-—
tibidticos (combinacifn taerciaria), por musstra, para sl objetivo Mo. 1.

S sbssrv
novebiocina, tants =n los combiznciores binarias como en las combinacio-—
nes terciarias, se encontraron halos de innibicidn adn cuando no estaban

presentes dichos antibidticos.

Con baze cn 2l cumgra Mo, 7 se estimd la sensibilidad, escecificidad,
valor des prediccidn de una prueba positiva y el yalor de prediccidn de -
una prusba negativa, pare la pruaba mirrobiclSgica de difusién de ciline
dro en placa para cloranfenicol y para novobiocina, con leches contamina
das con ung, dos y tres antibidticos; empleando las ecuaciones Nos. 1, -

2, 3 y & respectivamante.

En el cuadro No. 8 se presentan las estimaciones obtenidas para la
sensibilidad, especificidad, valor de prediccidn de una prueba positiva
y valor de prediccidn de una prueba nagativa, para la prueba microbiold—
Agica de cloranfenicol y novabiocine, con leches contaminadas con uno, dos

¥y tres antibidticos.



Se observf Que existe una alta sensibilidad y una nula gspecifici—

dad, con excepcifin del andlisis simple para novobiccine que es baja.

El valor de prediccifn de una prueba positive es vajo en leches con
tamipadas con 1, 2 y 2 antibibdticos; el valor de predieccidn de una prue—
ba negativa 35 nuls on cuzligquierw de ins casons, aexcocto en 2l snflisis -

simpls para novobiocife gue es baja.

En el cuadro No. 9 se presentam las obssrvaciones de la técnica de
cromatograffa en capa delgada para cloranfenicol y novobiocina con un -
solo antibiftico, combinaciones binarias y combinaciocnes terciarias, pa-—

‘ra el objetivo No. 2. .

Con base en el cuadro No. 10 se estimd la sensibilidad, especifici-
dad, valor de prediccidn de una prugba positiva y valor de prediccidn de
una prueba negative, para la técnica de cromatografifa en capa delgada pa
ra cloranfenicol y novobiocina, con leches contaminadas con 1, 2 ¥y 3 an—
tibisSticos; cmpleando las ecuacionesl- nos. 1, 2, 3y 4 para el objetivo -~
No. 1.

£n ol cuadro Mo. 11 se presentan las estimaciones obtenidas pars la
sensibilidad, especificidad, valor de prediccidn de una prueba pesitiva
y valor de prediccidn de una prusba negativa, con leches contaminadas con
1, 2y 3 antibidt;cns. En donde se observd que la técnica de cn:!rﬁatg -
éref(a en capa delgada para cloranfenicol y para novobiocina es altamen--

te especifica.

€n el cuadro No. 12 se observan los nombres, prasentacién comercial
y porcentaje de muestras de leche analizadas en 2l objstivo No. 3. Oe
las 200 muestras se detectaron 110 muestras positivas (55%) y SO0 muestras

libras da antibiSticos {es().

Para la realizacidn del objetive Mo. 4@ sa utilizé la téicnica de cro

matograff{a en capa delgada para cloranfenicol y novobiocina, por su alta
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especificidad.

Se analizaron 110 muestras positivas e antibidticos {55%), 6 mues—
tras contenfan residuos ge clorsnfenicol (3%); 2 muestras contenfan resi
cducs de novobiocina {i%) y para el restp de las pruebas positivas (51%)
contenfan antibifticon o intibicores booctoriznces difeorentes = cloranfensi

col o novebiocine, los cuales ro se determinoron.

Se empled la técnica microbiclégica de difusidn de cilindro en pla—
ca, para determinar la cantidad ce antibidtico presente en las muestras
verdaderas positives a cloranfenicol y la nowvobiocina, por su alta sensi

biliged.

Se deserrolls una curva estdndar para cloranfenicol y novebiocina;
con 1os resultados optenidos se calcularon las escuaciones de regresidn
correspondientes, las cuales se presentan en el cuadro to. 13: y el valor
de-correlacifn estimado para cloranfenicol fue ce §.52 y para novobioci-—
na fue de 0.8%9.

Ademds se determind si los valores de x = 0, se estimd una F calcu—
lada (Fc) para cloranfenicol co 15.77 y una F de tablas (Ft) conm 1,3 gra
dos de lidbertad y una'P (<.05) de 10.13; pars novobiocina la Fc fue de
12.29 y 1a Ft con 1,3 grados cde libertad y una P (<705} de 10.:3 (9).

Las estimaciones de la concentraciin de cloranfenicol y noveblocina

se presentan en el cuadro No. 14, empleendo la ecuacién correspondiente.



OISCUSION CE LOS RESULTADDS.

Se observ que la técnica microbiolfgice de cifusidn de cilindro en
placa demostrd falta de especificidad, ya que presentaba halos de inhibi

cifin afn cuando no estaban presentes los antibidticos de referencia,

La presencia de estos halos se deben a aque algunos antibidticos ac-
tdan en el mismo sitio del microarganismos, como sucede con 1a astrepto-
micina, las tetraciclinas y el cloranfenicol Gue actian inhibiendo l8 -

sintasis protéica.

iLa tfcnica de cromatograffia en capa celgada mostrd una alta especi-
ficidad, resultedo due concuerda con Allen (1585), Betina (1972) y - -
Mooaths (19685).

Se determind un 55% de muestras contaminadas con residugs de anti -
tdfticos los cuales estén rulacionados con los trabajos de Velizquez - -
{1580) vy Ciuz {i383) Sua csgortarsn wn 100% v un 21.0% respectivamente —
ce muestiras cantaminesas con residucs de penicilina, estreptomicina y te

traciclina.

La disminucién eh al porcentaje de contaminacifn posiblemente ssté
relacionada con la t&poca dsl muastres, yo que existen enfermedades de’ t1
po estacional dentro de las exploteciones lecheras, como sucede en la -
€época de lluvias en donde la incidencia de mastitis aumenta o un adecua—
cio mane jo sanitarioc acompadiado de un buen programa en el control de enf’e_z_"
medades dentro de la explotacifn o a un adecuado uso de los medicamantos
en el tratamiento de algdn tipo de padecimiento apoyado en un correcto -

diagnéstico.

ta técnica micrubiclSgica de difusién de cilindro en placa para clo
ranfenicol y novobipcina gs altamente sensible, por le que se recomienda
emplearle para cuantificar la concentracidn de anmtibiético pressnte en -

la leche pasteurizada, siempre y cuando se conozca el antibidticc pre -
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- sente y €ste no se encuentre combinado con otrv antibidtico, pues la téc
nica carece de especificidad.

-Mendez y col. {1984) describen gue el valor de correlacifn tiene un
rango de -1 a 1, y entre mis cercena esté e valor a 1 mejor serd la co-
rrelacidn. Se estimd una correlacidn cde 0.92 para clorenfenicol y de -
0.89 para novobiocina, 1o que cdemuestrs gGue exsiste un alto valor oe co-
rrelacidn entre el halo ce inhibicién en mm {x} y la cencentracién del -

antibi6tice (Y).

Se comprotd si los valores de x = 0. ée estimd une Fc para cloran—
fenicol ge 16.77 y una Ft ce 10.13; pera novobioccina la Fc fue ds 12.29
y la Ft de 10.13, por lo tento los valores ge x para claranfenicol y no—
vabiocina zon & O.

A pesar de que £l Reglamento pars el contrpl sanitario de ls leche,
especifica que la leche y sus derivados destinmados al consumo humano de—
ben de estar libres de antibidticos, se encontrd un elevado porcentaje -

de contaminacidn con residuns de antibilticos en la leche pastsurizada -

que se consume en el Distrito Federal y su 4drea metropolitana, lo que

representa un serio peligro para la salud nGblica, por el riesgo que im-

plican sstas drogas.
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CONCLUSTONES.

La técnica mibrobioldgica de difusién de cilindro en placa, cemos -
tré tener una baja especificided para deteciar residuos de cloranfenicol
y navobiocina, en leche pasteurizada, por lo gug no se recomienda emplear
la para dicho fin, Esta técnica &5 altamento sensible por lo que se -
pueds aplicar dnicaménte para cuantificar residuos en leche pasteurizada
en donde 36 sabc cl tipo de antibiftico presente, siempre y cuando Ao es

té en combinacisn con otros.

ta t&cnica de cromatogruffa en capa delgada, demosird ser altamente
especifica y sensible, para detectar residues de cloranfenicol y novobig
cina, en leche pasteurizada, por lo que =25 un procedimientoc recomendable

pgara identificar estos antibifticos en leche pasteurizada,

Se encontrd un 55 de conteminacién con residugs de inhibidores tac
terianos, en leche pastcurizada que se consume en al Ristrita Federal y

su drea metropolitena,

Se empled la técnica de cromatografia en copa delgada y se encontrd
un ¥ de muestras contaminaces con residuos de cloranfenicol y 1% con re

siduos de novoblocina.

Se utilizé 1a téenica microbiolSgica de difusidn de cilindro en pla-
ca para cuantificar la concentracifn de rasiduos y se estimd para cloren
fenicol una concentracién minima de 0.3283 mcg/ml y méxima de 1.4030 —

mecg/ml; para novobilocina la concentracién minime fue de 3.1719 mcg/ml y
méxima 0.3898 mcg/ml.

Aungue el porcentaje de muestras positivas a los antibisticos astu—
diados es bajo, esta situacidn no deja de representar un serio peligro -
para la salud pdblica, ya que la peligrosidad de estas drogas y 1as cor—
centraciones detectadas asf{ 1o indican. .



Cuadro Na. 1

COMBINACIONES DE ANTISIOTICOS ADICIONACOS A LECHE LIBRE DE ANTIBIOTICOS

PARA ESTABLECER LA ESPECIFICIDAD OE LAS TECNICAS:

MICROSICLOGICA OE DI-

FUSION DE CILINGRO EN PLACA Y CROMATODGRAFIA EN CAPA CELGADA.

Andlisis Combinacidn Combinacidn
simple Binaria terciaria
Panicilina r) P-£ P-g-T
Estreptomicina (E) P=T P—E-C
Tetracicline (T} P..C ]
Clorenfenicol (C) PN P=T-C
Novobiocina {n) E.T PaTeN
E-C P=C~N
£-N E-T=C
T-C E-T-N
T-N E-~C-N
C-N T~C~N




Cuadro No. 2

CONCENTRACIDN CE CADA UNO DE LOS ANTIBIOTICOS, UTILIZADOS EN LOS
EXPERDENTGS Nos. 1 y 2.

AntibiStico .00 7 Concantracisn/ml
Penicilina R 0.05 W I.
Eatreptomicina [T 5.5 mcg
Tetraciclina 0.2 mcg
Cloranfenicol 12.5 meg

Novobiocina 0.5 mecg




Cuadro No. 3

CONCENTRACIDNES EMPLEADAS EN CADA ANTISIUTICO PARA DESARAROLLAR LA CURVA

PATRON. &)
Cloranfanicocl Novabiocina
meg/ml mcg/ml

=0 2

25 1

12.5% 0.5%
6.25 0.25
3.128 Q.125
1.5625% 0.0E25%*

(1) ceada concentracién se repitié 27 veces.
s concentracitn medis da referencia.

** la concentracifn mis baja generalmente as negativa.



Cuadra No. 4

HALOS DE INHIBICION OBYENIDOS EN CADA PRUEBA MICROBIOLOGICA ESPECIFICA, CON LECHES CONTAMINADAS CON
UN SOLO ANTIBIOTICO POR LECHE, PARA EL OBUETIVO No. 1 ;

PR UE B A*

PENICILINA ESTREPTOMICTNA - TETRACICLINA | CLORANFENICOL NOVOSIOCINA
Antibi6tico T 2 a3 1.2 .3 1 -3 1.2 0 .3 12 2
Penicilina e e —— 12,0 12.% 8.8 16.7 9.0°-8:8./15:1..9.57°8.8 - 16.0 6.8 8.8

Estreptomicina 15.5 9.3 8.8 ~——— ——— —— 16,6 9.0 é.B 15.0:9.2 8.8 16.0 10.7 8.8

Tetraciclina 15.2 8.8 8.8 12.1 12.4 B.é —— 5.0 9.5 8.8 16.0 9.4 8.8
Cloranfenicol 15.3 16.1 8.8 12.0 11.5 8.8 16.5 15:7 8‘.'8 s e s 16.0 15.0 8.8
Novobiocine 15.2 9.5 8.8 12.0 17,3 8.8 16.6..9.6. 8.8 15.0 9.1 8.8 —_— e ———

+ prueba microbiolégice especifica para cada antibiftico (3 repeticiones por lache contaminada).
1 Media ds los halos de inhibicién en mm del esténdar del antibibtico de la prueba.
2 Media de los halos de inhibicién en mm del esténdar del antibiético a probar.

3 Media de los halos de no desarrollo en mm de leche libre de antibiéticos,



Cuadro to. 5
HALOS DE INHIBICION OBTENIDOS EN CADA PRULEBA MICROBIOGLOGICA ESPECIFICA, CON LECHES CONTAMINADAS
CON OOS ANTIBIOTICOS POA LECHE, PARA EL OBJETIVO ho. 1.

PRUE B A*

Combinecibn  PENICILINA ESTREPTOMICINA  TETAACICLINA  CLORANFENICOL ~ NOVOBIOGINA
binaria T2 3 T 2 3 12 3 12 3 1.2 3
p-E 13.2 12.8 8.8 13.012.8 8.6 16.5 19,4 8.8 15.2 11.7 8.3 16.3 10.5 8.8
P-T 13,2 12.4 8.8 13.6 11.4 8.6 16.3 19.0 8.8 15.5 11.5 8.8 16,7 10.2 6.8
P-C . 13.114.5 B.6 13.6 15.9 S.8 16,5 22.2 B.8 15.2 15.9 8.8 ]
P-N i 13,1.12.9 8.8 13.4 12.8 B.8 16.319.8 8.8 15.3 14.1. B.8.. ,
E-T ..13.314.2 8.8 13.7 12.4 8.8 16.7 16.0 6.8 15.5 10.4 8.8 3
EC . 131155 8.8 13.615.5 8.8 16.3 10.3 6.8 15.3 14.9 6.8
E=N 13.1°15.6° 8.8 13.5 13.0 8.8 16.4 20.3 8.8 15.3 11.578.8
16 17 1315.00 8.8 13.7 16,3 8.8 16.9 20.3 6.8 15.3 14.8  B.6
CToN i 043209501 8.8 13.6 11.2 8.8 16.520.4 8.8  15.2 10.3. 8.8
e 5 6 19.8 B.8

3,1:15,1_ 8.8 13.6 16.2 8.8 16,

15.1718.9 8.8

* prueba microbiclégica especffica para cada combinacién binaria (3 repeticiones por’

nada). - st
1 Media de los halos de inhibicién en mn del estdndar del antibiético de la prueba.- -
2 Media de los halos ds inhibicién en mm de los estandares de la combinacién binaria.
3 Media de las 2onas de, no desarrollc en mm de leche libre de antibidticos.




Cuadro No. &

HALOS DE ThHIBICION OS‘TENIDCE EN CADA PRLEBA MICROBIOLOGICA ESPECIFICA, CON LECHES CONTAMINADAS
CON TRES ANTIBIOTICOS POR LEQHE, PARA EL OGBJUETIVO to. 1

PRUE B A*

Combinacidn Penicilina Estreptomicina Tetraciclina Cloranfenicol Novobiocina

terciaria 1 2 3 1 .2 3 1 2 .3 1 2 3 1 2 a
P-E-T 13,2°13,0 -8:8. 13,3 12.8 8.8 16.5 18.4 8.8 15.3 15.2 B.8 _ 16.617
P-E~C.. . "13.3 12.9 8.8 13.5 14,7 6.8 16.5 20.0 8.8 15.6 18,1 8.8 a16‘.15

1.9 8.8 16.4 18.4 8.8 15.2 14.9 0.8 ,'1:6'.5' y
15,9 8.8 16.520.9 8.8 15.4 14.7 8.8 15,613,
155 B8 16.4 201 8.8 15.6 14.2. 8.8, 16.a1
16.9 8.6 16.6 18.3 8.8 15.5 1a.8 8.8 16.6 19
i 18,2 B.8 16.3 18.8 8.8 - 15.3 15.0..8.8 ' 16.6

E=T=N 12.9 8.8 16.516.0 8.8  15.4 14.7::8.8 -16.6

E~C-N 12.5 14.9 8.8 16.,318.3 8.8. 15.6.14,9 8.8’ 16.7

T-C-N'":113.3:11:3 8.8 13.7 . 14.0 8.8 16.4.16.6 8.8 15.4:14.4- 8.8 16.7

* prueba micrablolSgica espacifica para caeda combinacién terciaria (3 repeticiones por leche con-
taminada) . : i

Media do los halos de inhibicidn en mn del estéAndar del antibiético de la prueba,
Mudia do los halos de inhibicién en mn de los estandares de la combinacién. terciaria.
Medlia de las zonas de no deserrollo en mm de leche libre de antibidticos.

WN =
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RESULTADOS OBTENIDOS EN LA
PLACA PARA CLORANFENICOL Y
TIVO Mo, 1.

Cuadro No, 7

TECNICA MICROBIOLOGICA DE DIFUSION DE CILINDRO EN
NOVOBIOCINA, CON LECHES CONTAMINADAS PARA EL OBUE

ANN_ISIS Lt ) COMBINACION COMBINACION

SIMPLE ... - BINARIA TERCIAAIA
Muestras Clor. - Nnvn . Glor. Novo. Clor. Novo .
Verdaderas positivas 1 “| a a 6 6
falsas positivas a : a 6 (<) a a
Falsas negativas 0 [s] 5] a] 2] o
Verdaderaes negativas 0 1 .o 0 o o.
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Cuadro

a.

ESTIMACIONES OOTENIDAS PAAA LA SENSIBILIDAD, ESPECIFICIDAD, VALDR DE PREDIC
CION DE UNA PAUEBA POSITIVA Y EL VALOR CE PREDICCION DE UNA PRUEBA NEGATIVA,

DE LA TECNICA MICROBIOLOGICA DE DIFUSION DE CILINDRO EN PLACA PARA CLORAN-
FENICOL Y NOVOBIOCINA, CON LECHES CONTAMINADAS PARA EL OBUETIVO No. 1.

ANAL ISTS COMBINACION COMBINACION
SIMPLE: (%) BINARIA (%) TERCIARIA (%)
Estimacién Clor Novo. Clor. Novo. Clor. Novo.
Sensibilidad 100 100 100 100 100 100
Espacificidad 5] as 0 [s] ] ]
Valor de prediccidn
de una pruaba positiva 20 25 .ag a0 60 60
Valor de prediccién
de una prueba negativa s] 100 0 0. 0 o




Cuadro to. 9.
DETECCION DE RESIDUOS DE CLDAANFEMICOL Y DE NOVOBIOCINA, POR LA TECNICA DE CROMATOGRAF IA
EN CAPA CELGADA, EMPLEANDO LAS COMBINACIONES PARA EL. DBJETIVQ Na. 1. = 5

ANAL ISIS COMBINACION COMBINACION =" ¢

IC!

SIMPLE - . Clor. Novo. BINARIA Clor. Nova.

‘zoo =4 mo
i
1

-e-




Cuadro No. 10,

RESWL.TAROS  DBTENIDOS EN LA TECNICA DE CRAOMATOGRAFIA EN CAPA DELGADA PARA QLO-
RANFENICOL 'Y NOVOBIOCINA, CON LECHES CONTAMINADAS PARA EL OBJETIVO No. 2.

ANALTISIS COMBINACION COMBINACION

SIWLE BINARIA TEACIARIA
Muestras Clor. Novo. . Clor, . Novo.:.  Clor. = Novo.
Verdaderas positivas 1 1 ‘4 ) . 6
Falsas positivas 0 [»] o . 0 200 .
Falsas negativas o [s] 0 o 0.
verdaderas negati-nas a a 5 4 e




Cuadro  No.

1"

ESTIMACIONES OBTENIDAS PAFA LA SENSIBILIDAD, ESPECIFICIDAD, VALOR CE PﬂéDI(_:
CION DE UNA PRUEBA POSITIVA Y EL VALOR DE PREDICCION CE UNA PRUEBA NEGATIVA,
DE LA TECNICA DE CAOMATOGRAFIA EN CAPA DELGADA PARA CLORANFENICOL Y PARA NO
VOBIOCINA, CON LECHES CONTAMINADAS PARA EL OBUETIVO No. 2.

ANALISIS COMBINACION COMBINACION
- SIVWPLE (%) . - -BINARIA (%) TERCIARIA (%)
Estimacibn Clor.”. - Navo. c1m-.r - - Novo. Clor. Nova.
Bensibilidad 100 100 100 100 100
Especificidad 100 100 100 100 100
valor de prediccién
de una prusba positiva 100 100 100 100
Vvaler de pr‘adlc_cidn .
de una prueba negativa 100 i 00 100 100




-ae-

Cuadro No. 12

NOMERE, PRESENTACION COMERCIAL, No. OE MESTRAS POR MARCA Y SU CORRES~
PONDIENTE PORCENTAJE, EN MESTRAS DE LECHE EMPLEADAS EN EL OBUETIVOD -~
No. 3.

Nombre Comercial No. de Porcentaje
y presentacifin® muestras (%)
tala 29 ‘44.5
tals 2 litros 14 7.0
Lala semidescremacs 9 a.5
Alpura 35 17.5
Alpura semidescremada 2 1.0
Alpura 2 000 =] 2.5
Boreal 24 12.0
Liconsa 4 litrus 27 13.5
Conasupo tetrapek 1.0
Rencho Santa Rosa 7 3.5
Rancho Mareda 16 8.0
Rancho £l Rosario 12 6.5
0 I F 200 ml 16 8.0
Rancho Santa MSnica 1 0.5
;F:IE 100.0

* En las marcas comerciales en donde no se especifica la presentacidn
ésta corresponde & un litro.



Cuadro No. 13

ECUACIONES DE REGRESION Y VALORES CE CORRELACION GLE EXISTEN ENTRE EL

DIAMETRO CEL HALD DE INHIBICION EN mm DE CADA ANTISIOTICO (x) Y LA
CONCENTRACION DE LOS MISMOS (Y). Y= a + bx.

Distencia
Antibidtico al orfgen (a) Regresidn {b) "2 A
Cloranfenicol ~-34.75 3.58 0.84 0.92
Kovobiocina - 1.63 Q.15 0.80 0.89




Cuadro No. 14

CONCENTRACION CE ANTIBIUTICGS ESTIMADD, EAPLEANDO LA ECUACION DE REGRE-
SION PARA CLOAANFENICOL O PARA NOVOBIOCINA EN SU CASO.

Nombre comercial Antibidtico meg/ml
Liconsa Clorantenicol 0.3289
Alpure Cloranfenicol 1.4030
Rancho Moreda Clorenfenicol 0.6859
Liconsa loranienicol 0.3289
Licansa ) Cleranfenicol 0.5859
Liconsa Cloranfenicol . 0.3289
Alpura Novobdocina 0.1219

Alpura Novabiocina 0.3898
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