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RESUMEN

El presente estudio busca evidenciar la presencia de residuos de sustancias
inhibidoras del crecimiento microbiano en huevos de gallinas destinados al
consumo humano a nivel de Lima Metropolitana. La hipétesis consiste en
encontrar al menos que el 1% de huevos de gallinas que se expenden en
diferentes mercados y supermercados de Lima presentan residuos de
sustancias inhibidoras detectables a la prueba de diagndstico microbioldgico.
Se tomaron un total de 315 muestras, 15 por cada punto de
comercializaciébn, en 2 supermercados y 5 mercados minoristas,
localizados en las zonas norte, sur, este, oeste y centro de Lima Metropolitana,
con un intervalo de 2 semanas a mas en promedio en tres ocasiones
diferentes. Para determinar el numero muestral se utilizé el disefio de Férmula
de Prevalencia Limite al P=0.01. La presencia de residuos de sustancias
inhibidoras se demostré como zonas claras de inhibicion de crecimiento de la
bacteria alrededor del hisopo con la muestra. Muestras con halos de inhibicién
igual o0 mayor a 2 mm son considerados positivos. Se encontraron 148
muestras positivas (46.98%) a la presencia de residuos de sustancias
inhibidoras del crecimiento microbiano en huevos de gallina destinados al
consumo humano y 167 muestras negativas (53.02%). Todas las areas
muestreadas mostraron presencia de residuos de sustancias inhibidoras del

crecimiento microbiano en mayor o menor grado.

Palabras Clave: residuos, sustancias inhibidoras, huevos, microbiolégico.
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ABSTRACT

This study aimed to reveal the presence of residues of inhibitory substances
of microbial growth in chicken eggs for human consumption at the level of
metropolitan Lima. The hypothesis consists in find at least 1% of eggs from
hens that are sold in different markets and supermarkets in Lima have
detectable residues of inhibitory substances for microbiological diagnostic test.
It took a total of 315 samples, 15 for each point of commercialization, 2
supermarkets and 5 retail markets, located in the north, south, east, west and
center of metropolitan Lima, with an interval of 2 weeks or more on average on
three different occasions. To determine the sample number was used the limit
prevalence formula at P = 0.01 as design. The presence of residues of
inhibitory substances was demonstrated as clear zones of inhibition of bacterial
growth around the swab sample. Samples with inhibition zones equal or greater
than 2 mm are considered positive. 148 samples were found positive (46.98%)
to the presence of residues of inhibitory substances of microbial growth in
chicken eggs for human consumption and 167 samples were found negative
(58.02%). All sampled areas showed presence of residues of inhibitory

substances of microbial growth in greater or lesser degree.

Keywords: residues, inhibitory substances, eggs, microbiological
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. INTRODUCCION

La aparicion de los antibioticos a inicios del siglo XX, su uso, desarrollo e
investigacién han constituido uno de los principales sucesos no sélo para el
campo de la medicina humana, sino también para la medicina veterinaria, tanto
para su aplicacibn a nivel individual como productivo. En las diversas
producciones de alimentos de origen animal destinados al consumo humano
(carne, leche, huevos, mieles, etc.), se les usa como terapéuticos, profilacticos

y también como promotores del crecimiento.

En avicultura en general, tanto en la produccién de carne 6 huevo, la
impresionante magnitud que actualmente alcanza la poblacién avicola mundial,
ha creado complejas situaciones de caracter sanitario al tener que afrontar el
desafio de multiplicidad de enfermedades tipo bacteriosis, virosis, micosis y
micoplasmosis, entre otras, que hace algunas décadas no tuvieron la
significacidbn que hay que advertir en nuestros dias. Este panorama ha dado
lugar a la busqueda de soluciones para prevenir las enfermedades, con apoyo
de productos biolégicos vy, otras veces, a tratarlas mediante el camino de la
quimioterapia o terapia antibiética (llender, 1999), por lo que éstos vienen a
constituir una herramienta muy Gtil en el area de sanidad animal. Como
contraparte, un uso inadecuado e indiscriminado de los antibidticos puede
conllevar a la presencia de residuos, en este caso en el huevo de gallina

destinado al consumo humano, asi como a la presencia de resistencias
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bacterianas en las propias aves, y su transferencia en algunos casos hacia el

hombre.

En la sociedad actual se esta incrementando la tendencia hacia la busqueda
de alimentos que sean “naturales u organicos”, evitandose productos que
puedan contener residuos o sustancias nocivas en general, tendencia que
probablemente ird aumentado a medida que pase el tiempo. A su vez hay
constantes avances y mejoras en cuanto a metodologias y tecnologias de
deteccion de residuos de medicamentos veterinarios (entre ellos los residuos
de antibiéticos), en los diferentes productos de origen animal destinados al
consumo humano, asi como en trabajos de investigacion, permitiendo que los

residuos sean evaluados con mayor exactitud y precision.

Dentro de la metodologia analitica para la deteccidn de residuos de
antibiéticos de los diversos productos de origen animal, se encuentran los
“screening tests” o métodos de cribado, la mayoria trata de pruebas de tipo
microbiolégico de difusién en agar, de tipo cualitativo, que son considerados de
“primera mano” es decir determinan o no la presencia de residuos de algun
inhibidor bacteriano (Nouws, 1981; Aerts et al., 1995), y son elegidos por ser de

bajo costo, de alto rendimiento, rapidos, accesibles y de resultados fiables.

El huevo de gallina al ser un alimento que posee una gran demanda tanto a
nivel mundial como nacional, ya que tiene un excelente contenido nutricional
aparte de un precio accesible para la mayoria de los consumidores, ha sido
nombrado por la Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion (FAO), como “uno de los alimentos més completos y nutritivos de
la naturaleza” (D"Marino, 2005).

Por ello el presente estudio busca evaluar la presencia de residuos de
sustancias inhibidoras del crecimiento microbiano en huevos de gallina
destinados al consumo humano en el distrito de Lima Metropolitana con un

método de deteccidn microbiolégica de difusién en agar.
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Il. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. SUSTANCIAS INHIBIDORAS

El término “sustancias inhibidoras” reline a todas las sustancias capaces de
inhibir el crecimiento microbiano en los animales de abasto (Residuos de
Medicamentos Veterinarios). Segun Pascual (2000), el grupo de residuos de
antibiéticos determinados mediante pruebas microbiolégicas se suelen

denominar como “inhibidores del crecimiento bacteriano”.
2.1.1. Los Antibioticos
2.1.1.1. Definicion:

Los antibiéticos son sustancias antimicrobianas producidas por diversas
especies de microorganismos (bacterias, hongos, y actinomicetos) que
suprimen el crecimiento de otros microorganismos. Sin embargo, por
costumbre este término abarca también a los antibiéticos sintéticos como las

sulfonamidas y quinolonas (Goodman, 2007).
2.1.1.2. Clasificacion:
2.1.1.2.1 Segun su efecto:

2.1.1.2.1.1 Bacteriostaticos: Son aquellos antibiéticos que, a las
concentraciones que se alcanzan en el suero o los tejidos, inhiben el
crecimiento y la multiplicacién bacteriana, favoreciendo su ulterior destruccion

por el sistema inmunol6gico del paciente, pero que por si mismos, no destruyen
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a las bacterias, Ejemplos: cloranfenicol, clindamicina, eritromicina, lincomicina,

nitrofurantoina, sulfonamidas, tetraciclinas y trimetropin (Alvarado, 1997).

2.1.1.2.1.2. Bactericidas: Son aquellos antibiéticos que ocasionan la
lisis de las bacterias, con efectos irreversibles. Ejemplos: aminoglucésidos,
bacitracina, carbapenemas, cefalosporinas, fosfomicina, monobactamicos,
penicilinas y demas betalactamicos, polimixina B y demas antibidticos

polipeptidicos, quinolonas, rifampicina, y vancomicina (Alvarado, 997).
2.1.1.2.2. Segun su mecanismo de accion

- Antibiéticos que inhiben la sintesis de la pared celular: Ejemplos:
betalactdmicos  (penicilinas, cefalosporinas, ipenemem, aztreonam),

bacitracina, vancomicina, cicloserina y fosfomicina (Alvarado, 1997).

f— oty lactamicos,
peptidos y

glucopeptidos,
nitrofuranos /
Sulfas
Ionof«ns Aminoglucd trimetoprima
Péptidos tetraciclinas
Quinolonas —]

Ribosoma 305
S—

Rifamicinas

Ribosoma 505 i \ ,\qf\-'
ARN

mensajero —

Cloranfenicol
Macralidos

Axicares complejos /
ADN

Membrana bacteriana

Parad harctariana

Figura 1. Mecanismos de accion de los antibidticos (Tomado de
Errecalde, 2004)

- Antibidticos que alteran la funcion de la membrana celular: Se
incluyen: polimixina B, anfotericina B, colistina y nistatina (Alvarado, 2007).

- Antibiéticos que inhiben la sintesis proteica: Se incluyen:

- Antibacterianos que actien sobre la subunidad 30-S:

aminoglucésidos, tetraciclinas.
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- Antibacterianos que actuan sobre la subunidad 50-S: macrélidos
(eritromicinas), cloranfenicol, lincosamidas (Alvarado, 1997).

- Antibiéticos que inhiben la sintesis o funcion de los acidos
nucleicos: Inhibiendo la replicacion del ADN (quinolonas), impidiendo la
transcripcion  (rifampicina, actinomicina), inhibiendo la sintesis de
metabolitos esenciales (bloqueo de la formacion de bases purinas y
pirimidinas  (sulfonamidas, diaminopirimidinas (trimetropin, pirimetamina,
metotrexate)) (Alvarado, 1997).

2.1.1.2.3. Segun su espectro antimicrobiano:

De acuerdo a la variedad de especies sobre las cuales ejercen su
accion, los antibacterianos pueden dividirse en tres grupos:

- De espectro reducido: Agentes que sélo actuan sobre un escaso
grupo de bacterias: Ejemplo: penicilina G, que es activa basicamente contra

COCOS grampositivos.

- De espectro ampliado: Término usado para designar aquellos
agentes que son eficaces contra bacterias grampositivas y, ademas contra un
grupo significativo de gramnegativas. Ejemplo: ampicilina, que es activa contra
los mismas bacterias que la penicilina G y que, ademas, es activa contra

algunos gramnegativos.

- De amplio espectro: Son activas contra multiples grupos de
bacterias (grampositivas y gramnegativas, rickettsias, espiroquetas), abarcando
un gran numero de especies de los mismos. Ejem: tetraciclinas, cloranfenicol,

macrélidos, etc (Alvarado, 1997).

2.1.1.3. Uso de los Antibidoticos en Medicina Veterinaria

Se usa principalmente en forma terapéutica para el tratamiento de
determinadas enfermedades infecciosas; luego viene la profilactica, que implica

su uso para la prevencién de la enfermedad en animales individuales o en un
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grupo de ellos. Ademas estd su uso como promotores del crecimiento a
concentraciones subterapéuticas (Errecalde, 2004).

Cuando son utilizados como agentes terapéuticos en el tratamiento de
enfermedades infecciosas agudas, los agentes antimicrobianos se administran
durante un corto periodo de tiempo (1-7 dias) y en dosis altas. Sin embargo,
cuando se busca su efecto promotor de crecimiento o cuando se usan en el
marco de una profilaxis colectiva, las dosis de administraciéon son bajas y se
mantienen durante periodos muy prolongados de vida de los animales
(Residuos de Medicamentos de Uso Veterinario).

2.1.1.3.1. En Avicultura:

Se utilizan igualmente de forma: Terapéutica, profilactica, y como promotor
de crecimiento (Mack, 1998).

Los antibiticos se suelen usar en la industria de ponedoras comerciales
mayormente prevenir o tratar las infecciones bacterianas secundarias durante
una enfermedad viral y con menos frecuencia para tratar una enfermedad

producida por un agente bacteriano primario (Kreager, 1995).

Entre las enfermedades bacterianas primarias se puede mencionar al
Mycoplasma gallisepticum (MG) causante de la Enfermedad Respiratoria
Cronica (ERC) y a la Coriza infecciosa (Haemophilus paragallinarum), que por
lo general se pueden controlar en mejor forma mediante la vacunacion. Los
agentes secundarios son mucho mas comunes, generalmente estan asociados
con un agente viral primario, infecciones por Mycoplasmas: MG, Mycoplasma
sinoviae (MS) y factores medio ambientales estresantes como el polvo y el
amoniaco. La infeccion secundaria mas frecuente es ocasionada por la
Escherichia coli y otras bacterias coliformes que producen aerosaculitis y
peritonitis. También los problemas de enteritis son bastante frecuentes en las
granjas. El uso menos justificado de los antibiéticos es el reportado para tratar
el estrés (Kreager, 1995).

Entre las enfermedades causadas por virus en ponedoras podemos citar:
Enfermedad de Marek, Leucosis Linfoide, Encefalomielitis aviar, Enfermedad

18



de New Castle, Bronquitis Infecciosa, Viruela Aviar, Laringotraqueitis
infecciosa, Enfermedad de Gumboro, Sindrome de la caida de puesta 76 (EDS

76), Influenza Aviar, Artritis virica (Buxade, 1987).

Entre las principales enfermedades de tipo bacteriano en las cuales es
necesario el uso de antibiéticos se pueden mencionar: Micoplasmosis (MG,
MS), Coriza Infecciosa (Haemophilus paragallinarum), Célera Aviar (Pasteurella
spp), infecciones por Streptococos spp., Staphylococcus spp., Salmonella spp.
(tifosis, paratifosis, pullorosis), infecciones por E. coli (colibacilosis,
aerosaculitis, salpingitis, onfalitis) enteritis necrética (Clostridium perfringens)
(Buxade, 1987; Dhillon et al, 2004).

Entre los antibidticos mas utilizados como promotores del crecimiento en
ponedoras tenemos: bacitracina de zinc, clortetraciclina, eritromicina,
neomicina (con oxitetraciclina), novobiocina, oxitetraciclina, penicilina y tilosina
(Kreager, 1995). En el ambito nacional los antibiéticos mas usados como
promotores del crecimiento en la avicultura son: lincomicina, zinc bacitracina,

tilosina (tartrato, fosfato), clortetraciclina y oxitetraciclina (CMVP, 2006).

La Comision de la Unién Europea (UE), ha prohibido como aditivos para
piensos en alimentos para animales cuyos productos son destinados al
consumo humano la avoparcina, zinc bacitracina, espiramicina, virginiamicina,
fosfato de tilosina, monensina soédica, salinomicina sdédica, avilamicina y
flavofosfolipol (Memo 02-66, 2002).

2.1.1.4. Vias de Administracion de los Antibiéticos en Avicultura

La via oral (VO) es la preferida y la mas recomendable dentro de la practica
sanitaria avicola, para administrar medicamentos en general y antibiéticos en

particular (llender, 1999).
2.1.1.4.1. Medicamentos en el agua de bebida:

Se administran mayormente antibibticos, coccidiostaticos, agentes
antiprotozoarios y antihelminticos. Esta es preferible a menudo, ya que el ave
de corral usualmente bebe cuando deja de comer, sin embargo este consumo

puede variar debido a las condiciones climaticas, a la facilidad de acceso, a la
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higiene de los bebederos, o a la palatabilidad del medicamento en el agua. La
cantidad de agua medicada consumida por las aves durante los ensayos de
residuos debe ser comunicada, para permitir la determinacién de la dosis
recibida (mg/kg) (Residue Guideline N°31, 2004).

También se debe tener en cuenta la composicion de los sistemas de riego o

contenedores, y la calidad del agua real (Residue Guideline N°31, 2004).

La administracion en el agua de bebida, debe hacerse en forma intensiva
por un corto periodo de tiempo, obligando a las aves a consumirla, previo
bloqueo al consumo de agua, de modo que se genere sed. Este tipo de
medicacion es denominada “pulsatil” y busca obtener altas concentraciones
sanguineas y/o tisulares, que superen ampliamente el CIM en corto tiempo
(Serrano, 2002b).

La medicacién pulsatil es muy util en infecciones agudas, que necesitan de
una terapia rapida y con altos niveles tisulares del antibidtico; aqui juega un
papel importante el gradiente de concentracion que favorece una mayor
difusion tisular. Esta medicacién ha sido evaluada farmacocinéticamente en
aves por Ziv G. et al (1997) con amoxicilina y cefalexina y por Dijkstra J (1997)

con difloxina.

2.1.1.4.2. Aditivos para piensos:

Se admnistran antibidticos, promotores del crecimiento, endoparaticidas,
aditivos alimenticios, electrolitos y suplementos dietéticos. Los aditivos para
alimentos, incorporados en forma de "pellets", desmenuzados o en masa, se
utilizan en la medicacién masiva de las aves de corral, en particular cuando las
propiedades fisicoquimicas de la droga hacen que sea insoluble en agua. Las
variaciones en el consumo de alimento estan asociadas con el clima, los
cambios en la vivienda, raza, tipo, y edad de las aves, el peso corporal, rango
de postura, el contenido de energia y fibra de los piensos, y el tamaro de las
particulas de los ingredientes de piensos (Residue Guideline N® 31, 2004).

La absorcién de la droga de las aves tratadas puede ser imprevisible a
causa de los ingredientes vinculados a los piensos y su biodisponibilidad oral
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puede verse alterada por ciertas interacciones que se puedan presentar a lo
largo del intestino con otros compuestos presentes en el alimento o en la
misma agua de bebida; la practica de afadir otros medicamentos aparte de los
antibiéticos es muy conocida (Serrano, 2002b). Proceso como la molienda y
temperaturas de 75-95°C pueden afectar la estabilidad de la droga (Residue
Guideline N°31, 2004).

La medicacion en el alimento como una premezcla, no es la mas
aconsejada para el tratamiento de enfermedades agudas de tipo sistémico, ya
que pueden dar origen a resistencias, como lo menciona Sumano y Gutiérrez
(2000). Estas premezclas pueden ser Utiles en el tratamiento de enfermedades
entéricas, con antibioticos no absorbibles por el tracto gastrointestinal, o como
medicacion de control por largos periodos en enfermedades de tipo crénico, y
también en tratamientos profilacticos é preventivos y como promotores del

crecimiento (Serrano, 2002b)

2.1.1.4.3. Inyeccion:

La inyeccion intramuscular (IM) se suele dar en el musculo del muslo o en el
cuello de pollitos de un dia. La inyeccién en el muslo o el musculo del pecho en
aves adultas es una via potencial de administracion (Residue Guideline N® 31,
2004). Su uso solo se ve justificado si se trata de animales valiosos como
aquellos de exposicion o de competicion (gallos de pelea por ejemplo) en
donde si se hace viable la utilizacién de un tratamiento individual (Gémez et al,
1991). También en algunos casos se usa en la vacunacion de huevos, pollos
de dias y adultos (Residue Guideline N°31, 2004).

Otros métodos: de administracion son: gotas oculares, inhalantes, polvos,

aerosoles, etc. (Residue Guideline N°31, 2004).

2.1.1.5. Principales Tipos de Antibiéticos Usados en Avicultura
2.1.1.5.1. Quinolonas

Su principal mecanismo de accién parece estar medido por su capacidad de
interacciéon con la enzima bacteriana girasa del acido dexosirribonucleico (ADN-
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girasa) que es responsable de permitir el enlace circular de las cadenas del
ADN enrollado, para que el cromosoma sea organizado dentro de la célula
bacteriana (Glisson, 1995). Son bactericidas y poseen una buena actividad
frente a la mayoria de bacterias gramnegativas, especialmente de la familia
Enterobacteriaceae, y sensibilidad variable frente a grampositivas (Adams,
2004). Las principales quinolonas usadas en avicultura incluyen: enrofloxacina,
danofloxacina, norfloxacina, ciprofloxacina, sarafloxacina, difloxacina,

flumequina y acido oxolinico (Serrano, 2000).

Entre las quinolonas disponibles y mas usadas a nivel nacional en avicultura
se encuentran: enrofloxacina, ciprofloxacina, norfloxacina, norfloxacina mas
amoxicilina, y otros de manera escasa como: gatifloxacina, levofloxacina,
pefloxacina, difloxacina. Casi todas las presentaciones se administran via agua
de bebida, por un corto periodo de tiempo (3-5 dias en promedio), algunas que
otras presentaciones se aplican por via IM (CMVP, 2006).

En avicultura, generalmente la mayoria de las fluoroquinolonas son muy
potentes contra infecciones por E. coli, Salmonella spp., Pasteurella multocida,
Haemophilus sp. Adicionalmente poseen una potente actividad contra
Mycoplasma sp., etc. (Glisson, 1995).

2.1.1.5.2, Sulfonamidas

Son analogos estructurales y antagonistas competitivos del acido para-
aminobenzoico, (PABA), los microorganismos sensibles que sintetizan su
propio acido folico, no son afectados (Goodman, 2007). Afectan a bacterias
grampositivas y gramnegativas, y también a muchos protozoos, siendo su
accion mas bacteriostatica que bactericida. La combinaciéon de las sulfamidas
con las diaminopirimidinas mejora en gran medida su espectro de actividad

(Sumano, 2006) y se produce un efecto bactericida (Myllyniemi, 2004).

Entre las sulfonamidas que se encuentran disponibles en avicultura a nivel
nacional tenemos: Sulfamonometoxina — Trimetropim, Sulfadimidina -
Trimetropim, Sulfacloropiridazina sodica - Trimetropim, Sulfametoxasol -

Trimetropim, Sulfadiazina - Trimetropim, Sulfamerazina - Trimetropim,
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Sulfadimetoxina - Trimetropim, Sulfatiazol - Trimetropim, etc., asi como sulfas
sin combinar como: sulfadiazina, sulfaclozina, sulfamonoquinoxalina,
sulfamonometoxina, sulfaquinoxalina, etc., ademas de algunas que se asocian

con otro tipo de antibiéticos por ejemplo: norfloxacina (CMVP, 2006).

La gran mayoria de las presentaciones se administra en el agua de bebida
por un corto periodo de tiempo (3-5 dias en promedio), muy pocas se pueden
administrar en el alimento, asi como por via IM. Se usan en avicultura
principalmente para el tratamiento y prevencién de: infecciones por E. coli
Salmonella sp., Haemophilus paragallinarum, Pasteurella spp., infecciones por
Staphylococcus spp., Streptococcus spp., coccidias, etc. (CMVP, 2006; Calnek
2000).

2.1.1.5.3. Penicilinas y antibiéticos b-lactamicos relacionados

Los antibidticos b-lactamicos ejercen su efecto bactericida inhibiendo la
sintesis de la pared bacteriana y destruyendo la integridad de la misma
(Adams, 2004). Las penicilinas son uno de los grupos de antibiéticos mas
generosos desde el punto de vista de su eficacia y casi nula toxicidad
(Sumano, 2006).

Se pueden distinguir cuatro familias de penicilinas: las penicilinas naturales,
las aminopenicilinas, las penicilinas resistentes a penicilinasas y las penicilinas
de amplio espectro (Adams, 2004). Las cefalosporinas y cefamicinas inhiben la
sintesis de la pared bacteriana de manera semejante a como lo hace la
penicilina (Goodman, 2007).

Entre los antibiéticos b-lactamicos disponibles y mas utilizados en la
industria avicola a nivel nacional tenemos: amoxicilina, amoxicilina -
ciprofloxacina, amoxicilina - norfloxacina, ceftriazona y ceftiofur; la amoxicilina
se administra generalmente via agua de bebida por un corto periodo de tiempo,
aunque algunas presentaciones pueden darse a través del alimento, las
cefalosporinas son de uso IM, SC, frecuentemente asociados con la puesta de
vacuna de Marek en pollos BB. Se usan mayormente para el tratamiento y
prevencién de infecciones por Staphylococcus spp., Streptococcus spp., E. coli;

y bacterias sensibles anteriormente mencionadas (Calnek, 2000), en
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enfermedades como la salmonelosis, coriza infecciosa (CMVP, 2006), célera
aviar y enteritis necrética (clostridiosis) (CMVP, 2006; Calnek, 2000).

2.1.1.5.4. Tetraciclinas

Poseen actividad antimicrobiana por su unién a la subunidad 30s de los
ribosomas de microorganismos sensibles. A concentraciones terapéuticas son
antibiéticos  bacteriostaticos de amplio espectro (grampositivos vy
gramnegativos), inhiben el crecimiento de una extensa variedad de bacterias,
protozoos y muchos organismos intracelulares tales como Mycoplasma spp.,
Chlamydia spp., Rickettsia spp. (Prescott y Baggot, 1993).

Entre las tetraciclinas disponibles y mas usadas en avicultura a nivel
nacional tenemos: oxitetraciclinas, clortetraciclina, tetraciclinas, doxiciclinas.
Algunas presentaciones las asocian con cloranfenicol, florfenicol, tilosina,
sulfas, neomicina, etc. La clortetraciclina puede ser usada también como
promotor del crecimiento y se administra por medio del alimento; la mayoria de
las doxiciclinas se administran por medio del agua de bebida, y algunas por via
IM, SC. Las tetraciclinas se administran mayormente por via agua de bebida, y
la mayoria de las presentaciones de oxitetraciclina se administran por via IM,
SC, aunque también por VO (alimento, agua de bebida) (CMVP, 2006).

Se indican mas para el tratamiento y prevencibn en casos de
micoplasmosis, Coriza Infecciosa, Cdlera Aviar, en infecciones por E. col,
Salmonella spp., Clostridium perfringens (CMVP, 2006; Calnek, 2000), e
infecciones por Staphylococcus aureus (Calnek, 2000).

2.1.1.5.5. Macrolidos, Lincosamidas

Su accién antibacteriana se basa en la inhibicion de la sintesis proteica al
unirse a la subunidad ribosémica 50s de las bacterias. Se acepta en general

que son bacteriostaticos (Adams, 2004).

Son eficaces contra bacterias grampositivas (estreptococos, estafilococos),
también Mycoplasma spp., Corynebacterium, Erysipelothrix, Bordetella,
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Bartonella, también son sensibles unas cuantas bacterias gramnegativas
especialmente Pasteurella spp., la actividad frente a bacterias anaerobias es
solamente moderada. En el caso de la tilmicosina, su mayor interés reside en la
buena actividad que tiene frente a Pasteurella spp., y Haemophilus somnus
(Adams, 2004).

Los macroélidos se absorben muy bien por VO, aunque se suelen aplicar por
otras vias como son IM, IV, nasal, intraocular. Una vez que se absorben se
distribuyen muy bien por los tejidos y liquidos corporales, con excepcion del
liquido cefalorraquideo (LCR) y cerebro (Sumano, 2006).

Los macrélidos més usados en medicina aviar son la tilosina, espiramicina,
eritromicina, y la tilmicosina. La tilosina es quizas el compuesto mas conocido
en avicultura, tiene 2 sales: tartrato y fosfato. En términos de biodisponibilidad
se considera que el fosfato tiene una bajisima absorcién (Huber W.G. 1988), y
esa es la razdén por la cual se ha utlizado siempre como promotor de
crecimiento, se administra a través del alimento. El tartrato es la sal utilizada
principalmente como antimicoplasmatico en el agua de bebida; su absorcidon se
considera adecuada por este medio (Serrano, 2002a)

Entre los macrdélidos disponibles y mas usados a nivel nacional tenemos:
tilosina — tartrato, tilosina — fosfato ( también se asocia tilosina - tartrato con
otros antibiéticos como: doxiciclina, amoxicilina, lincomicina, gentamicina, etc.),
hay tilosinas que se pueden administrar via IM o SC, en especial las asociadas
con gentamicina; la tilmicosina, (se administra en agua de bebida y también se
puede usar en pollos BB, administrada al dia siguiente de una vacuna viva);
leucomicina (a través del alimento); espiramicina (IM) y el aivlosin (nuevo
macrélido) por VO a través del agua de bebida (CMVP, 2006).

Se usan principalmente para el tratamiento y prevencion de infecciones por
Mycoplasma spp, estafilococos, estreptococos, y en enfermedades como
cOlera aviar, enteritis necrética, etc. (CMVP, 2006; Calnek, 2000), coriza
infecciosa (Calnek, 2000) y célera aviar (CMVP, 2006).

Las lincosamidas tienen similar mecanismo de accién a los macrélidos y se

comportan como bacteriostaticos (Adams, 2004), y similar espectro de
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actividad so6lo que en comparacion con los macrélidos son menos eficaces

contra gramnegativos (Sumano, 2006).

La lincomicina es la mas utilizada en avicultura (Serrano, 2002a). Al
administrarse por VO (sea en agua de bebida o en el alimento) la absorcion a
nivel intestinal es apreciable para conseguir alrededor de las dos horas
adecuadas concentraciones sanguineas. No atraviesa la Dbarrera
hematoencefalica (BHE) (llender Corp, 2005).

Disponible a nivel nacional tenemos la lincomicina, que se usa mucho como
promotor del crecimiento, a través del alimentoy agua de bebida. Se indica
para la prevencion y tratamiento de micoplasmosis, en casos de enteritis
necrética, en infecciones por estreptococos, estafilococos (CMVP, 2006;
Calnek, 2000), y coriza infecciosa. Se le encuentra algunas veces asociado con
espectinomicina (aminociclitol) (CMVP, 2006).

2.1.1.5.6. Aminoglucoésidos

Entre los aminoglucésidos disponibles y usados en avicultura a nivel
nacional se encuentran: gentamicina, estreptomicina, neomicina, y la mayoria
se administran por via IM o SC. La presentacién de neomicina también se da
por VO. Se usan principalmente para el tratamiento y prevencion contra
infecciones por E. coli, Salmonella spp., en enfermedades como la coriza
infecciosa, colera aviar (CMVP, 2006; Calnek, 2000); algunas presentaciones
se aplican junto con la vacuna de la enfermedad de Marek en pollos bebé
(CMVP, 2006).

2.1.1.5.7. Nitrofuranos, bacitracinas, polimixinas

Los nitrofuranos son antibacterianos sintéticos y hasta ahora se han
sintetizado mas de 3500 de ellos. En Estados Unidos se ha limitado el uso de
nitrofuranos por VO para animales destinados al consumo, debido a que en
algunos estudios se ha demostrado que son cancerigenos, aunque éstas
evidencias son claras s6lo en animales de laboratorio y usando dosis elevadas
(Sumano, 2006), también han demostrado tener potencial mutagénico (la
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nitrofurazona como ungtiento tépico esta permitido) (Board and Agriculture,
1999).

Tiene accion contra bacterias grampositivas y gramnegativas, ademas de
algunos protozoos, pero son mas efectivas contra bacterias gram negativas. Se
pueden administrar por VO y tépica, la absorcién oral se incrementa cuando se
da junto con el alimento (Adams, 2004).

Entre los nitrofuranos disponibles a nivel nacional tenemos: furazolidona,
furaltadona, que se administran por medio del alimento por un corto periodo de
tiempo, y se utilizan principalmente para tratamiento y prevencion de
infecciones por E. coli, Salmonella spp. (CMVP, 2006; Calnek, 2000).

La bacitracina actla principalmente contra bacterias grampositivas, su
espectro es similar al de la penicilina G y actla contra microorganismos
resistentes a ésta (Sumano, 2006). Se encuentran disponibles a nivel nacional:
zinc bacitracina, y bacitracina metileno disalicilato, se administran en el
alimento como promotores del crecimiento y para control y prevencion de la
enteritis necrética (CMVP, 2006, Calnek, 2000).

Las polimixinas muestran actividad antibacteriana sobre microorganismos
gramnegativos y ninguna sobre grampositivos (Adams, 2004). Disponibles para
avicultura a nivel nacional tenemos la colistina sulfato (polimixina E1), que se
encuentra muy escasamente, se administra por medio del alimento, donde
puede ser usado también como promotor, y también por medio del agua de
bebida. Se usa parael tratamiento y prevencién de infecciones por E. coli
(CMVP, 2006; Calnek, 2000) y en casos de salmonelosis (CMVP, 2006).

2.1.1.5.8. Cloranfenicol, florfenicol, fosfomicinas

El cloranfenicol inhibe la sintesis proteica, interfiriendo con la actividad
peptidiltransferasa de la subunidad 50S del ribosoma bacteriano, es un
antibiético de amplio espectro que actia sobre bacterias grampositivas y
gramnegativas, bacterias aerobias y anaerobias, y sobre muchos gérmenes
intracelulares (Adams, 2004).
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Es bacteriostatico y a la fecha su uso en animales de abasto se encuentra
prohibido (desde 1990), en muchos paises, debido a la toxicidad de sus
residuos, ya que un ppm (parte por millén) es suficiente para inducir anemia
aplasica en individuos susceptibles. Se habla de problemas de resistencia
sobre todo en bacterias gramnegativas (Sumano, 2006), especialmente en la
familia Enterobacteriaceae (Adams, 2004).

Para muchos de los farmacos se tiene valores maximos permitidos, para el
cloranfenicol existe la normal internacional de cero residuos admitidos
(Sumano, 2006).

El florfenicol es un derivado del cloranfenicol (al igual que el tianfenicol),
carece del grupo para-nitro que podria contribuir a la induccién de anemia
aplasica en el hombre, por lo tanto sus residuos en animales tratados no
conlleva riesgo alguno para la salud humana. Es tan potente o mas que el
cloranfenicol o tianfenicol contra muchas bacterias (Adams, 2004).

Se encuentran disponibles a nivel nacional: cloranfenicol (aunque en muy
pocas presentaciones), tanto para administraciébn por agua de bebida o
alimento, e IM (principalmente en asociaciones con oxitetraciclina), algunas
presentaciones limitan su uso en ponedoras; el florfenicol se administra tanto
en alimento como en agua de bebida, algunos se utilizan también como
promotores, y algunas presentaciones también limitan su uso en ponedoras. Se
utilizan principalmente para el tratamiento y prevencién de casos de
salmonelosis, colera aviar, infecciones por E. coli (CMVP, 2006; Calnek, 2000)
y también coriza infecciosa (CMVP, 2006).

La fosfomicina es altamente eficaz contra los gérmenes gramnegativos y en
menos proporcién frente a los grampositivos. Tiene efecto bactericida (Zaldivar,
2006).

Se encuentran disponibles a nivel nacional: fosfomicina, tanto para su
administracion por agua de bebida y alimento, y algunos para su aplicacién
junto con la vacuna de Marek como diluyente. Se utilizan principalmente en
casos de infecciones por E. coli, estreptococos, estafilococos; en
enfermedades como cdlera aviar, coriza infecciosa, salmonelosis, etc. (CMVP,
2006).
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2.2. EL HUEVO DE GALLINA

Segun el Consejo Americano de Ciencia y Salud (2002) el huevo de gallina
es un excelente alimento que tiene un rol invaluable en la dieta, ya que ayuda a
mantener una alimentacién balanceada, variada y nutritiva (Balmonde, 2006).
Ha sido considerado por la Organizacién de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura (Food and Agriculture Organization - FAO) como
el recurso mas nutritivo que existe en la naturaleza, ademas de representar una
gran alternativa para los sectores mas deprimidos por su costo mas bajo que
otros alimentos con similar aporte nutricional (D"Marino, 2005a).

Es un alimento de alto valor nutritivo, aporta cantidades elevadas de
proteinas, vitaminas (especialmente vitamina B12, acido pantoténico, biotina,
vitamina D, A, B2 y niacina) y minerales (fésforo, selenio), en una cantidad
relativamente baja de calorias (Ortega, 2003). Su tamarno varia entre 4.5 - 6 cm
y su peso entre 50 y 70 gr en promedio (Opielinski, 2007).

2.2.1. Estructura

En el huevo de gallina, la clara representa el 57,3% del peso total, la yema
el 30,9% y la cascara el 11,5% (Instituto de Estudios del Huevo, 2009).
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Figura 2. Partes y estructura del Huevo de Gallina:
Fuente: http://ogpta.polsl.pl/mga/files/28/pdf/203-216.pdf
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2.2.1.1. Cuticula

Es la capa compuesta de mucina y algunas glucoproteinas inespecificas
(Opielinski, 2007) que recubre la cascara y actia a modo de tapon sellante de
sus poros. Se comienza a perder a los 4 dias desde la puesta. Cuando esta
seca es una excelente barrera frente a la pérdida de humedad del huevo y a la

entrada de microorganismos (Vilca, 2006).

2.2.1.2. Cascara

Es la primera barrera de defensa que posee el huevo y se compone de
carbonato calcico (94%) (Di Marino, 2005b) y fibras proteicas (complejo-
mucopolisacarido) en la proporcion de 50:1. Ademas existen pequenas
cantidades de carbonato magnésico y de fosfatos. Emite hacia el interior
prolongaciones verrugosas. Posee alrededor de 7000-17000 poros por huevo

que discurren desde la membrana a la superficie (Dieter & Grosch, 1985).

2.2.1.3. Membranas Testaceas

La cascara esta revestida interiormente por dos finas membranas que
constituyen una envoltura, ambas telillas se separan entre si parcialmente en el
polo obtuso del huevo para constituir la camara de aire, que mide un promedio
de 5 mm, aumentando a medida que envejece el huevo (Dieter & Grosch,
1985).

2214 Clara 6 Albumen

Esta formada principalmente por agua y proteinas (Di Marino, 2005b). La
clara rodea a la yema y al embrién protegiéndolos, absorbiendo o atenuando
los golpes del manipuleo y sirve de alimento al embriéon (Bustamante, 1997).

La clara consiste de 3 partes: albumina fluida externa, albumina densa
interna, albumina fluida interna (Opielinski, 2007). La porcion espesa de la clara
se diferencia de la mas fluida en que contiene unas cuatro veces mas cantidad

de ovomucina (Dieter & Grosch, 1985). Las chalazas estdn formadas
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fundamentalmente por albumina densa, y su misidon es brindar sostén a la
yema manteniéndola en el centro del huevo (Buxade, 1987; Opielinski, 2007).
Su pH es de 7.6 a 8.5 (huevos frescos) con el paso del tiempo, el huevo
envejece y se va alcalinizando pudiendo llegar a un pH de 9,7 (Di Marino,
2005b).

Entre sus principales componentes tenemos: Proteinas (Ovoalbumina,
Conalbumina (Ovotransferrina), Ovomucoide, Lizosima (Globulina g1),
Globulina g2, Globulina g3, Ovomucina, Flavoproteina, Ovoglicoproteina,
Ocomacroglobulina, Ovoinhibidor, Avidina); lipidos (0.03%.); carbohidratos
(1%); minerales (S, P, Na, Mg, K, Ca, Fe); vitaminas: Tiamina, Rivoflavina,
Niacina, Piridoxina, Acido Pantoténico, Biotina, Acido Félico (Dieter & Grosch,
1985).

2.2.1.5. Yema:

Es la porcién amarilla del huevo, esta formada por lipidos y proteinas y es la
mayor fuente de vitaminas y minerales del huevo (Di Marino, 2005b). Sus

partes son:

e Blastodisco o Disco Germinativo: es la estructura celular germinal
femenina en forma de disco situado en la parte superior de la yema, se
encuentra presente en todos los huevos y que va a originar el embridn si
es que ha sido fecundado por el espermatozoide del gallo,
transformandose en blastodermo (Bustamante, 1997).

e Latebra: es un corddn de vitelo que se inicia en el disco germinativo y se
prolonga hasta el centro de la yema, su color es blancuzco (Buxadé,
1987).

e Vitelos blanco y amarillo: dispuestos en capas concéntricas de un color y
otro alternativamente, en torno a la latebra, el conjunto de éstas capas
supone la practica totalidad de la yema.

e Membrana Vitelina: Es una fina membrana, que rodea a todos los
componentes de la yema (Buxadé, 1987).
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Entre sus principales componentes tenemos: Proteinas (32.4 %)
(Lipovitelinas, Fosfovitina, Lipoviteleninas, Livetina); lipidos (63.5%)
(Triglicéridos 66%, Fosfolipidos 28%, Colesterol y ésteres 6%); carbohidratos
(1%); minerales (S, P, Na, K, Mg, Ca, Fe); vitaminas: Vit A, Tiamina,
Rivoflavina, Niacina, B6, Acido Pantoténico, Acido Foélico, Tocoferoles (Dieter &
Grosch, 1985).

2.2.2. Formacion:

Dia a dia, la gallina va formando y moldeando estructuras variadas cuyo
producto final es el huevo, su proceso de formacion, aun dentro de su
complejidad, sigue los pasos de modo que en un periodo de 24 horas, el 6vulo,
que es la yema, va a prepararse y protegerse en su salida al exterior (Instituto
de Estudios del Huevo, 2009).

MATRIZ DE
LA CASCAR A

i 2035 1 LIt GLAMDULA

TUBLLAR

albumen

m quelaciiera membrana cleposiciin CASCAra
' céscara zales de calcio

Figura 3. Formacion del Huevo de Gallina
Fuente: http://www.institutohuevo.com/scripts/formacion.asp

Los componentes de la yema (principalmente lipoproteinas) se forman en el
higado y se transportan a través de la sangre al ovario. El ovario de las gallinas
en produccion activa contiene tres tipos de foliculos que se podran depositar
como yemas: Foliculos muy pequenos en fase de desarrollo lento; foliculos que
pueden estar en la fase intermedia de crecimiento (unos 60 dias); foliculos en
fase de crecimiento rapido, (10 dias aproximadamente). Como un foliculo ovula
aproximadamente cada 24 horas, aproximadamente 10 foliculos estan
presentes en diferentes etapas de crecimiento rapido (Kan & Petz, 2000).
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Las proteinas de la clara del huevo solubles en agua son formadas y
secretadas por una parte del oviducto llamada magnum. La formacién de las
proteinas toma 1-2 dias y la deposicion de la clara alrededor de la yema toma
unas 2 o 3 horas (Kan & Petz, 2000). La formacién de las membranas se
realiza en la proxima hora, y por ultimo, el depésito de la cascara (carbonato de
calcio) se lleva a cabo en 18-20 horas (Bell & Freeman, 1971).

2.2.3. Composicion:

El huevo es rico en proteinas de alto valor biolégico y de facil digestiéon. La
proteina del huevo es tan buena que los cientificos la usan como patrén con la
que pueden comparar la calidad proteica de otros alimentos (Instituto de
Estudios del Huevo, 2009) ademas de tener un valor biolégico muy alto (94 en
escala de 100), ya que es rica en aminoacidos esenciales (Ortega, 2003),
conteniendo los 9 aminoéacidos esenciales e (imprescindibles para el organismo
humano (Di Marino, 2005a).

Un huevo aporta cantidades significativas de una amplia gama de vitaminas
(A, Bz, Bi2, D, E, etc.) y minerales (Fésforo, Selenio, Hierro, Yodo y Zinc)
(Instituto de Estudios del Huevo, 2009).

El contenido energético por huevo se acerca a las 75 kilocalorias
(Balmonde, 2006) es decir, el aporte caldérico de un huevo es relativamente
bajo. El huevo tiene 7,5 g de lipidos totales, de los cuales 2 g corresponden a
acidos grasos saturados (AGS), 1,1 g son acidos grasos poliinsaturados (AGP)
y 3 g de &cidos grasos monoinsaturados. La relacion AGP/AGS es 0,55,
considerada mas que aceptable y por tanto recomendable en términos de

nutriciéon (Instituto de Estudios del Huevo, 2009).

El huevo es la principal fuente de fosfolipidos de la dieta y contribuye a
satisfacer de forma significativa las necesidades de &cido linoleico, acido
esencial que el organismo no puede sintetizar. Posee colina, una sustancia
naturalmente contenida en la yema (la clara presenta sélo trazas) (Di Marino,
2005b).
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Aporta gran parte de la colina recomendada por los organismos
responsables de la educacion nutricional, unos 500 mg/dia (Instituto de
Estudios del Huevo, 2009) y que es considerado como esencial (Balmonde,
2006). También es la mejor fuente dietética de lecitina (fosfatidilcolina),

compuesto de gran interés nutricional (Ortega, 2003).

Es una fuente importante de minerales, siendo destacable el elevado aporte
de Yodo, Selenio y Zinc, asimismo de importantes cantidades de Potasio y
Fosforo, asi como de las vitaminas A, D, E, Vit B12, Complejo B, etc. (Ortega,
2003).

Recientes investigaciones ponen de relieve que los huevos son fuente de
carotenoides (luteina, zeaxantina) facilmente disponibles, y que estos
componentes antioxidantes pueden ayudar al mantenimiento de una visién
saludable (Balmonde 2006; Instituto de Estudios del Huevo, 2009). Apéndice
N°3.

2.2.4. Consumo Nacional y Mundial

En el Perd, el consumo per cépita de huevos a aumentado de 5 kg por
habitante a 6.5 kg por habitante desde el afo 1990 al 2005 (Asociacién
Peruana de Avicultores - APA, 2008). Apéndice N°4.

La produccion mundial de huevos de consumo alcanzé los 63 millones de
toneladas en el 2004 (segun FAOQO). El gran crecimiento se debe a la produccion
tradicional del continente asiatico que representa mas del 60% de la produccion
mundial (Curso de Actualizacién Produccién y Tecnologia Avicola, 2007).

China representa el 45% del mercado mundial, USA un 8%, Japén un 4%, y
Rusia, México, India, Brasil un 3% del mercado cada uno. La UE representa el
12% del mercado mundial, siendo Francia el 8avo productor mundial con un
gran desarrollo de ovoproductos (Curso de Actualizacidn Produccion y

Tecnologia Avicola, 2007).
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2.3. LOS RESIDUOS DE ANTIBIOTICOS
2.3.1. Residuos de Productos Veterinarios

El uso de antibidticos en los animales productores de alimentos genera
residuos en productos como carne, leche y huevos (Anadon, 2007).

Se define como residuos de medicamentos veterinarios a los productos
originales o sus metabolitos en cualquier porcion comestible del producto
animal, asi como los residuos de impurezas relacionadas con el medicamento
veterinario correspondiente (XOT10; Lucas, 2000). Son las sustancias
farmacolégicamente activas y sus metabolitos que permanecen en los
productos alimenticios obtenidos de animales a los que se ha administrado el

medicamento veterinario en cuestion (Residue Guideline N°31, 2004).

2.3.2. Factores que determinan el nivel del residuo de antibiético en

los productos de origen animal en general y en el huevo de gallina

La presencia de estos residuos, en mayor o menor proporcion, esta
relacionada con: la naturaleza del producto, la dosis utilizada, la forma de
aplicacién y el tiempo transcurrido desde su aplicacion hasta la faena (en el
caso de la carne y las visceras) o hasta la recoleccién del producto (cuando se
trata de leche y huevos) (Fernandez, 2003).

Estos residuos pueden abarcar el farmaco inalterado y/o el compuesto(s)
resultante del metabolismo del farmaco. Segun Anadon (2007) la formacién del
residuo del farmaco esta en funcion de la especie animal y su metabolismo, el
farmaco, la formulacion, la dosis, el modo de administracion y el tiempo tras la
administracion del farmaco.

Demicoli (2007) menciona, que entre los factores que contribuyen a la
presencia de residuos de antibidticos en los productos de origen animal, aparte
del incumplimiento del periodo de retiro, estarian los factores relacionados a
una incorrecta dosificacion de las aves, ya sea dosificando mas elevado de lo
usual, por méas tiempo del requerido, utilizando una via de administraciéon que
no es la indicada, 6 que se esté usando un antibiético que no esté indicado

para la especie requerida.
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2.3.3. Limite maximo para residuos de medicamentos veterinarios
(LMR 6 LMRMV)

El limite maximo para residuos de medicamentos veterinarios (LMRMV), es
la concentraciébn maxima de residuos resultante del uso de un medicamento
veterinario (expresada en mg/kg o ug/kg del peso del producto fresco) que la
Comisién del Codex Alimentarius recomienda como legalmente permisible o
reconoce como aceptable dentro de un alimento o en la superficie del mismo
(Lucas, 2000). Se basa en el tipo y la cantidad de residuos que se consideran
sin ningun riesgo toxicolégico para la salud humana (XOT 10).

Se calcula tomando la Ingesta Diaria Alimenticia (IDA), multiplicandola por
un peso promedio por persona de 60 kg y dividiendo esa cifra por la ingesta
media diaria del alimento considerado (Fernandez, 2003).

2.3.3.1. LMRs de antibiéticos en huevos de gallina

La Comision del Codex Alimentarius, con ultima modificacion en Julio del
2009, establece los LMRs en huevos de gallinas sélo para los siguientes
antibioticos:

- Clortetraclina/Oxitetraciclina/Tetraciclina: LMR 400 ug/kg.

- Colistin: LMR 300 ug/kg.

- Eritromicina: LMR 50 ug/kg.

- Espectinomicina: LMR 2000 ug/kg.

- Neomicina: LMR 500 ug/kg.

- Tilosina: LMR 300 ug/kg (Codex, 2009).

2.3.4. Nivel sin efecto adverso observado (NOEL)

Es la dosis de un principio activo que no produce ningun efecto negativo
cuando es suministrada por via oral a la especie mas sensible, es decir que no
se producen cambios en la actividad fisiolégica, en el peso de los 6rganos del
cuerpo, en la velocidad de crecimiento, la estructura celular o la actividad
enzimatica. Para su determinacién es necesario desarrollar estudios de
toxicidad cronica en ratas y otros mamiferos no roedores y se expresa en

mg/kg, se utiliza un factor de seguridad (FS), valor que reduce
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significativamente a la NOEL. En base a esto, se define la ingesta diaria
admisible (Minasen, 2009).

2.3.5. Ingesta Diaria Admisible (IDA)

Es una estimacion formada por el Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en
Aditivos Alimentarios (JECFA) de la cantidad de un medicamento veterinario,
expresada en funcion del peso corporal, que puede ingerirse diariamente a lo
largo de toda la vida sin riesgo apreciable para la salud (estandar hombre = 60
kg). Se expresa en términos de mg/ kg de peso corporal por dia (XOT 10).

2.3.6. Periodo de Retiro o Resguardo

Es el periodo de tiempo entre la Ultima administracién de un farmaco y la
recoleccion de tejidos comestibles o productos de un animal tratado. Asegura
que el contenido de residuos en los alimentos cumpla con el limite maximo de
residuos de este medicamento veterinario (XOT 10).

Sin lugar a dudas respetar este periodo, que es recomendado por las
industrias farmacéuticas para sus productos, es una de las medidas mas
adecuadas, para evitar la presencia de estas drogas en productos de origen
animal destinados al consumo humano; sin embargo esto no siempre se lleva a
cabo (San Martin, 1996). Apéndice N°2.

2.3.7. Residuos en el Huevo
Las propiedades fisicoquimicas de la droga, la fisiologia del ave y el
proceso de formacion del huevo determinaran que tanta droga podra ser
depositada en el huevo (Residue Guideline N®31, 2004; Kan y Petz, 2000).

Martinez (1998) en un reciente estudio presta atencion a los siguientes
factores: (i) la union a proteinas plasmaticas, ya que determina la disponibilidad
a otros compartimentos; (ii) peso molecular; las moléculas que son demasiado
voluminosas no son capaces de cruzar las membranas, (iii) la solubilidad
lipidica, medida por el coeficiente de particion octanol / agua, y (iv) el valor de
pKa, que determina si una molécula es ionizada a un determinado pH, ya que,

37



segun algunas teorias sé6lo los compuestos no ionizados penetran las

membranas bioldgicas.

Las drogas que tienden a ser solubles en lipidos se encuentran en
concentraciones mucho mas altas en yema. Las que tienden a ser solubles en
agua se encuentran en mayores concentraciones en clara. Se espera que en la
mayor parte de pruebas estandar para su deteccion, la mayoria de resultados
demuestren niveles mas altos de residuos en clara poco después del
tratamiento (Residue Guideline N°31, 2004).

Los residuos de las drogas aparecen primero en la clara del huevo y son un
reflejo de los niveles en plasma, por lo tanto, mostraran un nivel constante en el
tiempo cuando asi lo hagan los niveles plasmaticos. El tiempo necesario para
lograr un nivel constante en clara es una exposicién de generalmente 2 a 3
dias (Kan y Petz, 2000). En cambio, la yema se produce y excreta en 6-8 dias.
Hay pruebas que demuestran la transferencia de residuos de drogas antes de
la ovulacién en las yemas, y su secuestro hasta que las yemas en desarrollo

ovulan (Donoghue, 2001; Donoghue et al., 1996).

Los residuos en yema reflejan los niveles plasmaticos que hubo durante el
periodo de crecimiento rapido (10 dias), por lo tanto, dependiendo del
calendario de exposicion y duracion de las drogas veterinarias usadas en
relacion con la yema en crecimiento, los niveles puede aumentar, ser
constantes, o disminuir. Los residuos de las drogas en general, requieren de
una exposiciéon de 8-10 dias para que los niveles en yema sean constantes
(Kan 'y Petz, 2000)

Una sola exposicion a un medicamento podria ser suficiente para
detectar la droga, ya sea en clara o yema, dependiendo
de las caracteristicas de la droga y la sensibilidad del método analitico
utilizado. La desaparicion de las drogas en clara y yema depende en gran
medida de los niveles plasmaticos del farmaco probado. Las que desaparecen
rapidamente del cuerpo también desaparecen de la clara 2-3 dias después del
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cese de administracion. En yema desaparecen después de 10 dias desde el
cese de la administracion (Kan y Petz. 2000).

Anhalt (1977) y Hafez (1991) consideran a la yema como el principal
compartimiento del huevo a ser tomado en cuenta a la hora de evaluar residuos
de drogas. Esto en contraste a las observaciones de Blom (1975) citado por
ambos autores quienes reportan residuos muchos mas altos de algunas

sulfonamidas en clara que en yema.

Las sulfonamidas muestran apreciables niveles tanto en clara como en
yema. Los niveles en clara son al menos igual a los de la yema, aunque
muchas veces son mas elevadas. En un estudio sistematico en gallinas
ponedoras con 11 diferentes sulfonamidas con diferentes valores de pKa vy
lipofilia, se midié la distribucion de los residuos entre yema y clara y la
distribucién entre una fase de agua (buffer) y una fase organica. No se pudo
encontrar una correlacion evidente (Kan y Jacobs, 1998). Las tetraciclinas
como grupo, muestran una imagen mas divergente. La doxiciciclina vy
minociclina a pesar de ser las mas lipofilicas, muestran niveles mas altos en la

clara que en yema (Kan y Petz, 2000).

La flumequina, &cido oxolinico, y enrofloxacina también tuvieron muchos
mayores residuos en clara de huevo que en yema. Muchas otras sustancias,
como los macrdlidos y nitrofuranos muestran patrones divergentes de
distribucién, pero en todos los casos los niveles en clara son sustanciales.
Algunos compuestos, como el trimetoprim, pirimetamina, amprolio,
decoquinato, dinitolmida, y la ivermectina muestran niveles muy bajos en la

clara de huevo (Kan y Petz, 2000).

2.4. METODOS ANALITICOS UTILIZADOS EN LA DETECCION DE
RESIDUOS DE ANTIBIOTICOS

La Comision del Codex Alimentarius clasifica los métodos analiticos en tres
tipos: Tipo I; Tipo II; Tipo Il
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- Métodos Analiticos Tipo |

Ofrecen el mayor grado de fiabilidad en lo que respecta a la cuantificacion e
identificacion de la estructura del analito. Estos se denominan a veces métodos
confirmatorios o de referencia (San Martin y Cafndn, 2000). También se
denominan métodos instrumentales (Residue Guideline N 26). Ejem:
Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (High Performance Liquid
Chromatography - HPLC), Cromatografia Liquida ligada a Espectrometria de
Masas (Liquid Chromatography and Mass Spectrometry - LC- MS), etc.

- Métodos Analiticos Tipo Il

Suelen determinar la concentracién del analito, pero no permiten una
identificacion inequivoca de su estructura (San Martin y Cafnén, 2000), ejem:
Cromatografia Liquida ligada a Ultravioleta (Liquid Chromatography and
Ultraviolet -LC-UV), Cromatografia en Capa Fina (Thin Liquid Chromatography
-TLC).

- Métodos Analiticos Tipo lll

Son los que proporcionan una informacién menos definitiva pero util. Estos
procedimientos de ensayo determinan por lo general la presencia o ausencia
de un compuesto o clase de compuestos. Con frecuencia se basan en técnicas
no instrumentales. Por estos motivos se les denominan también métodos de
seleccion, semicuantitativos o de "screening". En esta categoria se incluyen
muchos de los métodos microbioldégicos de ensayo con placas y ensayos de
inhibicion de enzimas (San Martin y Candn, 2000).

Otra clasificacion de los métodos de deteccidén de residuos de antibidticos
puede ser en tres fases: cribado, post-cribado y confirmacién. En las dos
primeras se pueden utilizar pruebas microbiolégicas, mientras que la
confirmacion se realiza mediante técnicas de cromatografia liquida de alta

resolucion (Pascual, 1999; Fernandez, 2007).

Entre las técnicas post cribado se pueden citar:
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- Inhibicién microbiana post-cribado, HPTLC (Cromatografia de capa fina),
Métodos inmuno-enzimaticos: inmunolégicos (Ensayo por
inmunoabsorcién ligado a enzimas - ELISA, Radio Inmuno Ensayo - RIA,
etc.), enzimaticos (Pezym), Métodos de unién a receptores: receptores
microbiolégicos (Charm), receptores proteicos (Beta-star, Snap)
(Fernandez, 2007).

Entre las técnicas de confirmacion tenemos:

- HPLC/UV (HPLC ligado a ultravioleta), HPLC/DAD (HPLC ligado a una
matriz de diodos), HPLC/FLUO (HPLC ligado a fluorescencia),
HPLC/MS-MS, GS (Espectrometria de Gases) GS/MS, etc. (Fernandez,
2007).

2.4.1. Validacion de las metodologias analiticas

La validacién de los métodos analiticos se convierte en una actividad
fundamental en los sistemas de calidad de los laboratorios. Este proceso de
validacion guarda una estrecha relacion con la representatividad de los
resultados, dependiendo del objetivo de los analisis y del tipo de muestra (San
Martin y Candn, 2000).

Los principales parametros a determinar para validar un método son:

2.4.1.1. Especificidad: Es la capacidad de un método para distinguir
entre el analito de interés y otras sustancias que pueden estar presentes en la
muestra objeto de ensayo. En lo posible debe identificarse inequivocamente la
estructura quimica (San Martin y Carndn, 2000; Residue Guideline N°26).

2.4.1.2. Exactitud: Se refiere al grado de coincidencia entre el valor
verdadero de la concentracion del analito y el resultado medio que se obtiene,
aplicando un gran numero de veces el procedimiento experimental a un
conjunto de muestras homogéneas. Esta estrechamente relacionada con el
error sistematico y con la recuperacion del analito expresada en porcentaje.
(San Martin y Canén, 2000).
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2.4.1.3. Precision: Es el grado de coincidencia entre los resultados
obtenidos en ensayos independientes, a partir de un material de ensayo
homogéneo. La variabilidad analitica entre los diferentes laboratorios se
denomina reproductividad. La variabilidad analitica dentro de un mismo
laboratorio se denomina repetitividad. Tanto la reproductividad como la
repetitividad, se expresan habitualmente como desviacién tipica relativa o
coeficiente de variacion (San Martin y Candn, 2000; Residue Guideline N°26).

2.4.1.4. Sensibilidad: Es la capacidad para detectar la presencia de un
analito y discernir pequefas diferencias en la concentracion de éste (San
Martin y Candn, 2000).

Para determinar estas caracteristicas se necesitan estudios bien disenados
y que se realicen por diferentes analistas del laboratorio (San Martin y Canén,
2000).

2.4.2. Métodos Screening o de Cribado:

Un método screening o de cribado es el analisis de primera mano de la
muestra para establecer la presencia o ausencia de residuos (Aerts et al.,
1995). Tiene entre sus principales ventajas el ser de bajo costo y de alto
rendimiento (Heitzman, 1994; Korsrud et al., 1995 y 1998; Booth y Harding,
1986; Cullors et al., 1992) ademas de ser sencillas, rapidas, inespecificas o
multiresiduo, es decir capaces de detectar un gran numero de compuestos,
dado que lo que se busca al principio es un grupo de inhibidores, no un
antibiético concreto (Pascual, 1999), y otorgan una adecuada confiabilidad
(Booth y Harding, 1986; Cullors et al., 1992)

Est4d optimizado para evitar resultados falsos negativos y tener un
aceptable numero de resultados falsos positivos (Heitzman, 1994; Korsrud et
al., 1995 y 1998). Pascual (1999) menciona que deben contar con un Limite de
Deteccién (LOD) ajustado al Limite Maximo de Residuos (LMRs) para evitar
falsos resultados negativos, ademas conviene que ambos limites estén
cercanos para evitar falsos resultados positivos que llevan a confirmar

muestras que en realidad no deberian pasar la fase de cribado.
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Otros antibioticos se identifican y analizan de forma individual ya que no son
detectados adecuadamente por éstas técnicas (sulfamidas) o requieren unos
limites de deteccion muy bajos por tratarse de compuestos prohibidos
(cloranfenicol, nitrofuranos) (Pascual, 1999)

Si bien existen diversas metodologias de analisis cuantitativo para la
deteccién de inhibidores bacterianos en alimentos, como método de control de
rutina se prefiere la aplicacion de técnicas microbiolégicas de tipo cualitativo
gue no pretenden mas que indicar la presencia o ausencia de algun inhibidor
bacteriano (Nouws, 1981). Pero cabe mencionar que, es necesario realizar
pruebas posteriores para la caracterizacidén preliminar del residuo (Lott et al.,
1985; Aureli et al., 1996; Ferrini et al., 1997). El analista siempre debe recurrir

posteriormente a técnicas mas especificas de confirmacion (Gratacos, 2007).

2.4.2.1 Métodos Microbioldgicos:
La mayoria de métodos screening se basan en el cultivo de un
microorganismo en agar que tiene resistencia o sensibilidad frente a un
antibiético o grupos de antibidticos determinados que se encuentran como

residuos en los tejidos de origen animal o en sus productos.

Para conseguir un amplio espectro de identificacién, se juega con la
siembra en agares de distinta composicion y pH (Fernandez, 2007), hay
algunos métodos basados en la inhibicién del crecimiento en medios liquidos,
pero s6lo se han descrito unas pocas pruebas sobre la base de éstos métodos
microbiolégicos alternativos (Myllyniemi, 2004). Estas técnicas se han
perfeccionado constantemente con el fin de asegurar una sensibilidad tal que la
ausencia de inhibidores detectables asegure la inocuidad del alimento (Nouws,
1981).

Estos métodos permiten detectar la presencia de numerosos compuestos
antimicrobianos pero carecen de especificidad, al no discriminar entre
sustancias de una misma familia terapéutica y no son validos para la deteccion

de compuestos sin actividad antimicrobiana (Aerts, et al, 1995).
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El grupo de residuos de antibidticos determinados mediante pruebas
microbiolégicas se suelen denominar como inhibidores del crecimiento
bacteriano (Pascual, 2000). Los métodos microbiolégicos son adecuados para
Su uso a gran escala debido a su conveniencia y caracteristicas de amplio
espectro (Aerts et al., 1995; Haasnoot et al., 1999).

Entre los factores que pueden causar alteraciones y variacion de los
resultados en una prueba microbiolégica se encuentran: la concentracién del
inoculo, el tipo y pH del medio, el nivel de espesor del medio, el tiempo de
incubacion y la temperatura (Demicoli, 2007; Lorian, 1996).

2.4.2.1.1 Bacterias usadas en métodos microbioldgicos:

El limite de deteccién de una prueba microbiolégica para un determinado
antimicrobiano depende principalmente de la sensibilidad innata de la bacteria
usada (Cooper, 1972). A través de diferentes estudios se ha llegado a
seleccionar cepas de microorganismos con un comportamiento caracteristico
frente a determinadas familias de inhibidores en determinadas condiciones de
incubacion (Bogaerst y Wolf, 1980).

La bacteria Bacillus subtilis se ha utilizado ampliamente (Huber et al., 1969;
Bartels et al., 1972; Fabiansson y Rutegard, 1979; Bogaerts y Wolf, 1980;
Nouws et al., 1988; Koenen-Dierick et al., 1995, etc) debido a su sensibilidad a
una amplia gama de antibidticos, y por su disponibilidad comercial. Entre los
métodos mas usados que usan esta bacteria se encuentran principalmente:
STOP (Swab Test on Premises — Prueba in Situ con Torundas) (USDA, 2005),
LAST (Live Animal Swab Test — Prueba con Torundas en animals vivos)
(Griffin, 2006), FPT (Four Plate Test — Prueba de las Cuatro Placas) (Bogaerts
y Wolf, 1980).

Bacillus megaterium es la bacteria usada en el método Calf Antibiotics And
Sulfa Test (CAST) (USDA, 1984). Cepas de Bacillus cereus se han utilizado
para la deteccién de residuos de tetraciclina (McCracken et al., 1976; Bugyei et
al., 1994; Okerman et al., 2001 y 2004).
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Bacillus stearothermophilus también ha sido ampliamente utilizado (Bielecka
et al., 1981; Braham et al., 2001). Es usada en los métodos PremiRTest (DSM
Food Specialities, Delft, Netherlands), en el Charm Farm Test (CFT) (Charm
Sciences Inc., Malden, MA, USA), y en el Brilliant Black Reduction Test Kit (BR
Test) (Enterotox Laboratories, Germany; Lloyd and van der Merwe, 1987). Sin
embargo su desventaja es su sensibilidad frente a la actividad inhibitoria de la
lizosima (van Schothorst and Peelen-Knol, 1970), haciéndola menos
conveniente para la deteccion de residuos en tejido renal. Presenta buena
sensibilidad frente a antibi6ticos b- lactamicos (Pascual, 1999).

Las bacterias no esporuladoras también se utilizaron como organismos de
prueba. Micrococcus Iuteus (Huber et al., 1969; van Schothorst y van Leusden,
1972; McCracken et al., 1976; Nouws, 1979; Bogaerts y Wolf, 1980; Okerman
et al., 2001) es especialmente sensible a b-lactamicos y macrélidos (Okerman
et al., 1998).

Asimismo cepas de Escherichia coli (Ellerbroek, 1991; Choi et al., 1999;
Okerman et al., 2001) se utilizaron para detectar residuos de fluoroquinolona.
Una bacteria bioluminiscente Photobacterium phosporeum se ha utilizado para

la deteccion de cloranfenicol y acido oxolinico (Tsai y Kondo, 2001).

2.4.2.1.2. Pruebas de difusién agar:
2.4.2.1.2.1. Formacion de una zona de inhibicion
En la pruebas de difusibn en agar, el agar se inocula en forma

estandarizada, y la muestra se coloca en su superficie. Durante las primeras
horas de difusion, la concentracién de los antimicrobianos en el borde de la
muestra es relativamente alta y disminuye drasticamente conforme se aleja de
la muestra (Barry, 1976). El resultado de una prueba de inhibicion es el
resultado de una carrera entre la propagacién de los antimicrobianos por
difusién y el crecimiento de los organismos en la prueba (Myllieniemi, 2004).

Al inicio, la difusién se produce en forma radial desde la muestra. Cuando la

parte inferior de la capa de agar se alcanza, la direccion se convierte en lateral.
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El espesor del agar es inversamente proporcional al tamafio de la zona de
inhibicién (Currie et al., 1998; Koenen-Dierick y De Beer, 1998).

Bajo condiciones estandarizadas, el tamano de la zona de inhibicién
muestra una relacion lineal con el registro de la concentracion logaritmica de la
droga. En alguna distancia en particular de la muestra los antimicrobianos se
diluyen hasta el punto de que ya no inhiben el crecimiento microbiano, y ya
esta formada una zona de inhibicién (Schoevers et al., 1994).

La tasa de difusién a través de un gel de agar por ejemplo, depende de la
concentracion de drogas en la muestra, el tamano y la forma de la molécula de
los antimicrobianos, la viscosidad del gel de agar y la temperatura (Barry,
1976). El tiempo de preincubacién, es el tiempo que permite a los
antimicrobianos difundirse en el agar antes que la bacteria en prueba comience
a crecer, sin embargo el efecto no es igualmente importante para todas las
sustancias (Koenen-Dierick y De Beer, 1998).

El ancho de la zona de inhibicién puede medirse con reglas o con sistemas
de analisis por imagen computarizada (Schoevers et al., 1994). Desde el borde
exterior de la droga difundida puede existir una inhibicion completa del
crecimiento microbiano, rodeado por una zona parcialmente inhibida, encerrada

en una zona de crecimiento microbiano estimulado (Barry, 1976).

La zona de inhibicion parcial, probablemente represente una breve
inhibicidon y un sobrecrecimiento eventual que a menudo se observan con
concentraciones subinhibitorias de los agentes antimicrobianos. Una zona
interna con retraso en el crecimiento se puede ver con medicamentos que son

principalmente bacteriostaticos (Barry, 1976).
2.4.2.1.2.2. Composicion del medio de cultivo y pH

La capacidad general de los nutrientes del medio tienen influencia sobre la

bacteria usada en la prueba (Barry y Effinger, 1974); los medios
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nutricionalmente deficientes producen grandes zonas de inhibicion a causa de

una prolongada fase de retraso en la bacteria (Barry, 1976).

El pH del medio afecta la actividad de ciertos antimicrobianos. La
actividad de las tetraciclinas y aminopenicilinas se incrementan en pH acidos, y
la actividad de los macrdlidos, las quinolonas y aminoglucésidos en pH alcalino
(Yamada et al., 1981; De Zutter et al., 1985). Los mecanismos del efecto de
pH sobre la actividad antimicrobiana no se entiende completamente y se
presenta de manera inconsistentemente entre droga y droga (Amsterdam,
1996).

Estudios de residuos de antibiéticos en leche demuestran que un pH de 8.0
es ideal para la expresién de quinolonas usando cepas de E. coli (Fernandez,
2007; Fuselier et al; Gatica, 2007). Asimismo los aminoglucésidos, mejoran su
expresion a un pH de 8.0 en general usando como microorganismo sensible
Bacillus subtilis (Bogaerts y Wolf, 1980; Gesche, 1986; San Martin, 1996, Inglis
y Katz, 1977; etc), al igual que los macrélidos pero usando Micrococcus luteus
(Fuselier et al; Bogaerts y Wolf, 1980).

Un pH de 7.0 usando Bacillus stearothermophilus demuestra mejoras en la
sensibilidad para la deteccion de betalactdmicos (Gatica, 2007). Lohajova,
(2006) usé un pH de 7.4 también con resultados fiables. Usando Bacillis
subtilis, Gesche (1986) usé un pH de 6.0 y San Martin (1996) us6 un pH de 6.2,
ambos demostraron buenos resultados. Para la expresidon adecuada de
sulfonamidas es ideal usar la bacteria Bacillus subtilis con un pH de 7.2,
siempre y cuando se le afiada trimetropin al medio (San Martin, 1996; Bogaerts
y Wolf, 1980; Gesche, 1986). Un pH de 6.0 usando Bacillus cereus es ideal
para detectar tetraciclinas y oxitetraciclinas (Fuselier et al); también un pH de
7.2 obtiene valores parejos al pH 6.0 con bacteria Bacillus subtilis (Gatica,
2007).
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2.4.2.1.2.3. Reacciones falsas positivas - zonas de inhibicion no
especificas
Los métodos de inhibicion microbiol6gica son inespecificos por naturaleza,
es decir, cualquier sustancia con actividad antimicrobiana podria inhibir el
crecimiento bacteriano. La inhibicion no causada por drogas antimicrobianas es
inespecifica, el resultado de esta inhibicidn se llama una reaccion falsa positiva,

y se ha demostrado que se producen con frecuencia (Myllyniemi, 2004).

Productos naturales de metabolitos fungicos, como las micotoxinas poseen
caracteristicas antibacterianas - las aflatoxinas, la ocratoxina A, la patulina,
citrinin, acido tenuazonico, rubratoxin, alternariol, y varios tricotenos (Berdy,
1974), y sustancias antibacterianas no identificadas de granos con moho
(Williams et al, 1992) podrian causar inhibicion en las pruebas.

El tejido de cerdo expuesto a dano mecanico por congelamiento ha sido
suspendido por ser causante de zonas de inhibicion inespecifica. Casi todos los
rifiones de animales sacrificados contienen una enzima bacteriolitica llamada
lizosima (Heinert et al, 1976). La lizosima es activa frente a las mayoria de
bacterias grampositivas, particularmente formadoras de esporas termofilicas
(Beuchat y Golden, 1989).

La contaminacién bacteriana puede ser una causa importante de falsos
positivos (Okerman et al., 1998) por la presencia de bacteriocinas, sustancias
producidas por diversas especies de bacterias que en contraste con todos los
demas sustancias antimicrobianas actian principalmente contra cepas de la

misma o de especies estrechamente relacionadas (Reeves, 1965).

Los cambios en el pH pueden provocar falsas reacciones positivas
(Tritschler et al, 1987). Un estudio realizado por Bielecka et al. (1981)
demostré que la orina de ganado con pH 7,5 inhibe el crecimiento de B.
stearothermophilus. La alta osmolaridad y pH en las muestras de orina muestra
correlacion con la inhibicion del crecimiento de B. subtilis (Terhune y Upson,
1989), aunque Erasmuson et al. (1998) encontré que, aunque la alcalinidad en
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las muestras de orina se asocié con falsas reacciones positivas, la inhibicion

fue causado por bicarbonato.

La aparicion de falsas reacciones positivas también esta asociada con el
tipo de matriz usada en la prueba, por ejemplo se han detectado en la prueba
CFT con musculo (Korsrud et al., 1995), pero no con la que usa plasma como
matriz (Boison et al., 1995). La prueba FAST que utiliza orina como matriz
parece también dar resultados falsos positivos (Tritschler et al., 1987; Seymour
et al., 1988).

Katz y Levine (1978), en un trabajo acerca de la determinaciéon de
neomicina en huevos de gallina, menciona que la lisozima del huevo interfiere
con los resultados, dando reacciones falsas positivas al inhibir el crecimiento
microbiano, pero que esta actividad es destruida al darse a la muestra un

tratamiento previo de calor durante el procedimiento.

2.4.2.1.2.4. Bacillus subtilis como cepa sensible

Este microorganismo esta caracterizado porque denota gran sensibilidad
frente a un amplio nUmero de antibiéticos (Levetzow, 1978; Nouws, 1981;
Korkeala et al. 1982; Lindsay, 1983). Bacillus subtilis, es una bacteria inocua,
segun regulaciones de la Food and Drug Administration (FDA) ésta esta
clasificada como “Generalmente Aceptada como Segura” (GAAS - Generally
Accepted As Safe), ya que este microorganismo no causa enfermedad en

humanos ni en animales domeésticos (Wasserman, 1984).

Los niveles de tolerancia o LMRs que han sido propuestos o fijados por
algunas instancias, quedan cubiertos en su mayoria por la sensibilidad de la
técnica microbiolégica del Bacillus subtilis B.G.A, que por sus bondades se
presta para la aplicacion rutinaria (Nouws, 1981).
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2.4.2.1.2.4.1. Prueba usada en el presente estudio

Se usé la técnica utilizada previamente por Maekawa (2008) en la tesis
“Deteccién de Residuos de Oxitetraciclina en Huevos de Gallinas Medicadas
Bajo Via Oral y en Diferentes Dosis”. Esta us6 la técnica de difusién en agar
modificada de Katz y Fassbender (1972), usada en un trabajo de Dipelou et al
(2004).

2.4.21.25. Pruebas screening de tipo microbiolégico
estandarizadas

Existen diferentes pruebas screening de tipo microbiolégico que se utilizan
en forma estandar para la deteccion de residuos de antibiéticos en productos
de origen animal, se encuentran disponibles sobretodo para productos como
leche y carnes. Apéndice N°5.

2.4.3. Métodos Inmunoquimicos

En los dltimos afos su uso se ha incrementado. Estos métodos se basan en
reacciones muy especificas entre antigeno - anticuerpo en la fase sélida de una
matriz, donde participan la conjugacién de una enzima a la droga analito y la
unién de anticuerpos especificos contra el analito. Entre las ventajas de los
inmunoensayos enzimaticos se incluyen su sensibilidad (por lo general en
ng/ml), la sencillez de la prueba, la estabilidad de los reactivos, la falta de uso
de radiois6topos y de sus peligros potenciales para su automatizacion y el

equipo relativamente barato (Dulin, 1998).

2.4.4. Métodos Cuantitativos Confirmatorios

Se incluyen las pruebas de cromatografia HPLC (High Performance Liquid
Cromatography), cromatografia de gases (CG), cromatografia en capa fina
(TLC) y espectrometria de masas (MS) (Aerts et al., 1995; McCracken et al.,

2000). Tienen el inconveniente de que la muestra necesita de un tratamiento
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previo lo que encarece los costos analiticos, ademas el rendimiento por hora de
trabajo es muy bajo (San Martin y Canén, 2000).

En los dltimos afos los avances técnicos de la cromatografia de liquidos
acoplada a la espectrometria de masas (LC/MS) han contribuido a su eleccién
como método oficial de confirmacion en el campo del analisis de residuos de
algunos compuestos (Kennedy y col., 1998; Niessen, 1998; Stolker y Brinkman,
2005).

Los métodos cuantitativos confirmatorios, ofrecen el mayor grado de
fiabilidad en lo que respecta a la cuantificacién e identificacion de la estructura
del analito (San Martin y Canén, 2000), ademas de ser los que poseen mayor
sensibilidad, sin embargo presenta entre sus principales desventajas sus altos
costos (San Martin y Moraga, 1996); y el inconveniente de no poder analizar
grandes volumenes de muestras en tiempo reducido (Pastor-Navarro et al,
2007), ya que necesitan un tratamiento previo de la muestra (lo que encarece
los costos analiticos), y hace que el rendimiento por hora de trabajo sea muy
bajo (San Martin y Cafén, 2000).

2.5. RIESGOS EN SALUD PUBLICA

El uso masivo e indiscriminado de antibidticos trae consigo algunas
consecuencias negativas como es la generacidbn de cepas bacterianas
resistentes  (Okolo, 1986) y la presencia de residuos en los productos
destinados a consumo humano, especialmente huevos, leche y carne (Ortega,
1988).

Los residuos de antibiéticos en el alimento constituyen una variedad de
riesgos para la salud humana. Estos riesgos dependen de la frecuencia y grado
de exposicion (Anadon, 2007).

Los dos principales riesgos estan relacionados con las reacciones de
hipersensibilidad que puedan ser inducidas en personas alérgicas y, la
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adquisicién de microorganismos patdgenos resistentes a ciertos antibiéticos
(Anadon, 2007).

2.5.1. Reacciones de Hipersensibilidad
Los problemas alérgicos son conocidos y afectan a la poblacién
sensibilizada. En general las bajas concentraciones de antibibticos alergénicos
(ejem. beta lactamicos) no alcanzan para sensibilizar pacientes (aunque puede
haber excepciones), pero si para desencadenar reacciones que en general no
son graves aunque, eventualmente, pueden llegar a serlo (anafilaxia)
(Errecalde, 2004).

Es importante mencionar el caso de los B lactamicos (penicilina amoxicilina-
cloxacilina y cefalosporinas), estimandose que alrededor de un 10% de la
poblacion manifiesta reacciones de hipersensibilidad cuando se exponen a
estos medicamentos, aun en concentraciones muy pequefias (San Martin,
1998).

En un estudio de 15 personas, que se sabe son muy sensibles a la
penicilina, se encontr6 que tres reaccionaron después de beber leche con un
total de 2,5 microgramos de penicilina, y dos voluntarios sensibles
desarrollaron erupciones después de comer carne de cerdo que contiene 0.02-
0.04 ppm de penicilina. Las sulfonamidas pueden causar reacciones alérgicas
hasta en un 3% de los usuarios de estas drogas. Otros antibi6ticos
(tetraciclinas, estreptomicina, etc.) son implicados con menos frecuencia
(Doyle, 2006). De todas maneras siempre hay un componente fuertemente
individual en estas reacciones que esta representado por el terreno
inmunoldgico del paciente (Errecalde, 2004).

2.5.2. Problemas Téxicolégicos
Los problemas toxicologicos, por su parte, son bastante dificiles de probar,
dadas las bajas concentraciones residuales de estas drogas. El riesgo de

toxicidad directa de los antibiéticos o de sus metabolitos en los tejidos animales
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es extremadamente bajo, segun lo indicado por la falta de casos documentados
en la literatura (Errecalde, 2004; Corry et al. 1983).

Los nitrofuranos de uso interno no se han aprobado o su uso se ha
eliminado de la alimentacién de los animales, ya que han demostrado tener
potencial mutagénico y carcinogénico (la nitrofurazona como ungtiento topico
esta permitido) (Board and Agriculture, 1999) pero los peligros inherentes a su
genotoxicidad podria ser superado por el uso adecuado y la adhesién a los
protocolos conservadores de retiro (Somogyi, 1984).

Otro antibiético que si es capaz de dar lugar a problemas téxicos es el
cloranfenicol, y en este caso a dosis muy bajas. El cloranfenicol es capaz de
producir dos tipos de manifestaciones toxicoldgicas: una mielo depresion dosis
dependiente que se presenta en el curso de un tratamiento con la droga y una
anemia aplastica, que es dosis independiente y se desarrolla en individuos
susceptibles, siendo irreversible una vez instalada (Errecalde, 2004; San Martin
y Moraga, 1996) raz6n que ha motivado a los Estados Unidos, Canada y a los
paises de la UE, a prohibir o restringir su empleo en animales de abasto
(Settepani, 1984), existiendo penalidades a nivel de los productores y plantas
procesadoras si se encuentran trazas de esta droga en los productos finales
(Keukens y col., 1992).

Los derivados fenicoles tianfenicol y florfenicol, pueden generar algun tipo
de mielo depresién dosis dependiente, que cede al suprimir el tratamiento o
bajar la dosis, no son capaces de producir la anemia aplastica que puede
producir el cloranfenicol. Esta es la razén por la que el cloranfenicol haya sido
prohibido en algunos paises, pero no haya ocurrido lo mismo con los otros
fenicoles (Errecalde, 2004).

2.5.3. Cambios en la Microflora Intestinal:

Los datos indican que el riesgo de perturbacién de la microflora por
presencia de residuos de antimicrobianos en los alimentos es muy bajo (WHO,

2008). Las bacterias que viven normalmente en el intestino actian como una
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barrera para impedir que las bacterias patégenas se establezcan y causen
enfermedad. Los antibiéticos pueden reducir el nimero total de estas bacterias

o0 matar selectivamente algunas especies importantes (Doyle, 2006).

Las lincosamidas tales como la clindamicina pueden inducir enterocolitis
pseudomembranosa en el hombre originada por Clostridium difficile toxigénico;
estudios de implantacion de flora humana a ratones tratados con clindamicina
han demostrado que el farmaco puede romper los efectos barrera y desarrollar
esta enfermedad. Sin embargo, las concentraciones usadas fueron
relativamente altas (0,3 y 3 mg/ml de agua de bebida) y excedian a las que se
encuentran normalmente como residuos en los alimentos de origen animal
(Anadon, 2007).

2.5.4. Resistencia bacteriana por el uso de antimicrobianos en
alimento
Unos 30 antibiéticos son aprobados por la FDA para la administracién oral
en los alimentos animales (Board on Agriculture, 1999).

En gran medida, se utilizan las mismas clases de antibioticos en animales y
en seres humanos y en algunos casos se afladen a los piensos y al agua para
promover el crecimiento. Se considera que esta exposicidén prolongada a dosis
bajas o subterapéuticas de antibi6ticos tiene mas probabilidades de dar origen
a la aparicion de resistencias que las dosis para tratamiento o prevencién de
infecciones en animales productores de alimentos. Los datos indican que hay
un riesgo importante para la salud humana relacionada con la aparicion de
resistencias a antibiéticos en bacterias (WHO, 2008).

El riesgo méas grande para la salud de los consumidores que implica la
utilizaciéon de antibiéticos en animales esta dado por el desarrollo de
resistencias en bacterias de los mismos animales. Estas resistencias pueden,
por supuesto, dar lugar a fallos terapéuticos en tratamientos veterinarios, y al

riesgo de transferencia de bacterias resistentes de los animales al hombre, o
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de genes portadores de informaciéon que codifica resistencia de bacterias de
animales a bacterias humanas (Errecalde, 2004).

Como consecuencia tenemos que las infecciones por bacterias patégenas
resistentes exigiran un tratamiento mas dificil y caro; por consiguiente, la
resistencia a los antibioticos es un problema de salud publica y de sanidad
animal, asi como una carga econdémica (WHO, 2008).

No cabe duda de que el paso de bacterias resistentes a los antibiéticos de
los animales a los seres humanos se produce y puede ser el resultado de un
contacto directo con animales o sus excrementos, como puede ocurrir con los
trabajadores en la granja (Holmberg et al., 1984; Bates et al., 1994; Haapapuro
et al,. 1997), la exposicion indirecta a través de alimentos contaminados con
bacterias de origen animal (Witte y Klare, 1995), o de persona a persona
después de una exposicién primaria de las personas no agricolas (Lyons et al.
1980).

2.5.4.1. Resistencia a Salmonella, Campylobacter y otros

De los 10 agentes patdégenos mas importantes relacionados con
resistencias, la Food Safety and Inspection Service (FSIS) ha identificado a
Campylobacter, Salmonella y Shigella como los 3 mas frecuentes patdgenos
que causan enfermedades diarreicas notificables en los seres humanos (Board
on Agricutlure, 1999).

Entre los ejemplos mas relacionados con avicultura, Salmonella vy
Campylobacter son dos de las bacterias responsables més frecuentes de
enfermedades transmitidas por los alimentos, y se ha constatado una creciente
resistencia a los antibiéticos en ambas bacterias. La mayoria de las salmonelas
no tifoideas, en particular en los paises desarrollados, se propagan con los
alimentos, y la fuente inicial son sus animales productores. Se han registrado
brotes por salmonelas no tifoideas multirresistentes tanto en Europa como en
los Estados Unidos de América. En algunos casos no se ha dispuesto de un
tratamiento antibiotico eficaz (WHO, 2008; WHO, 1997).
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También se conoce resistencia transferible de bajo nivel a las
fluoroquinolonas en bacterias de la familia Enterobacteriaceae; Staphylococcus
aureus resistentes a la meticilina en animales y apariciones en todo el mundo
de aislamientos en humanos y animales de E. coliy Salmonella spp. con beta-
lactamasas de espectro extendido (WHO, 2008).

Cepas de E. coli multirresistentes han sido seleccionadas por el uso de un
amplio espectro de antibidticos en los animales de produccion y seres
humanos. El desarrollo de la resistencia antibiotica en E. coli crea problemas
debido a su propensién para difundir sus genes de resistencia. Han sido
localizados genes de resistencia de cepas de E. coli en los animales a E. coli
en los seres humanos (WHO, 1997).

2.6. CONTROL INTERNACIONAL Y NACIONAL

2.6.1. Comision del Codex Alimentarios y el Codex Alimentarius
(FAO/OMS)

La Comisiéon del Codex Alimentarius fue creada en 1963 por la FAO
(Organizacién de las Naciones Unidas para Agricultura y la Alimentacion) y la
OMS (Organizacién Mundial de la Salud). En términos sencillos, el Codex
Alimentarius es un conjunto de normas, cédigos de practicas, directrices, y
otras recomendaciones. (FAO OMS, 2006). Para el uso de medicamentos se
han establecido por recomendaciones del Codex las buenas practicas en el
uso de medicamentos veterinarios (BPMV), que corresponden a los modos
de empleo oficialmente recomendado o autorizado, incluidos los periodos de
suspension del tratamiento aprobado por autoridades nacionales y de los
medicamentos veterinarios administrados en condiciones practicas (Lucas,
2000).

2.6.2. JEFCA
El Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios (JECFA)

es un comité cientifico de expertos internacionales que administran
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conjuntamente la FAO y la OMS. Fue establecido para examinar aspectos
quimicos, toxicolégicos y de otro tipo de los contaminantes y residuos de

medicamentos veterinarios en los alimentos destinados al consumo humano

El JECFA ha evaluado mas de 1.500 aditivos alimentarios, alrededor de 40
contaminantes y sustancias toxicas presentes en la naturaleza y los residuos
de unos 90 medicamentos veterinarios (FAO OMS, 2009).

2.6.3. Unién Europea (EU) y Area Europea Econémica (EEA)

El proceso de armonizacibn de los controles legales sobre los
medicamentos veterinarios y humanos entre los estados miembros de la Unién
Europea viene desde hace mas de 20 anos. La Agencia Europea de
Evaluacion de Medicinas (EMEA) que se creé en 1993 (Reglamento 2309/93)
es responsable tanto de los medicamentos para medicina humana vy
veterinaria, y el Comité de Medicamentos Veterinarios (CMV) previamente
establecido, ahora es un comité dentro de su estructura (Subasinghe y

Alderman).

2.6.4. FDA Y FSIS

En los EE.UU, todas las aprobaciones de drogas, tanto para humanos
como veterinarios es responsabilidad de la USFDA (EE.UU Food And Drug
Administration). La USFDA Center for Veterinary Medicine (CVM) es
responsable de las autorizaciones de medicamentos veterinarios. Las
aprobaciones de productos bioldgicos (es decir, vacunas) son responsabilidad
de la US Department of Agriculture (USDA), asi como la mayoria de los
programas de control para residuos de medicamentos veterinarios tanto en
carnes rojas y de aves, se realiza a través de la Food Safety and Inspection
Service (FSIS) (Subasinghe y Alderman).

2.6.5. Control Nacional: SENASA (Servicio Nacional de Sanidad
Agraria)

El Servicio Nacional de Sanidad Agraria - SENASA, organismo publico

descentralizado del Ministerio de Agricultura de Per(, con autonomia técnica,
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administrativa, econdmica y financiera, es la autoridad nacional y el organismo

oficial del Perd en materia de sanidad agraria (SENASA, 2009a).

SENASA se encarga de la evaluacién de los productos de origen animal de
forma primaria, o con procesamiento primario (cortes). El Ministerio de Salud
(MINSA) con su area de Direccion General de Salud (DIGESA) se encarga de
la evaluacion en general de los alimentos de diverso origen dentro de ellos el
de origen animal con procesamiento posterior, y el Ministerio de la Produccion
(ITP) se encarga de todo lo relacionado a productos hidrobioldgicos (SENASA,
2009b; M. Flérez, Lima, comunicacion personal).

El area encargada del control de residuos de medicamentos en general en
los productos de origen animal es la Sub direccion de Inocuidad
Agroalimentaria, que se encuentra dentro de la Direccion de Insumos
Agropecuarios e Inocuidad Agroalimentaria, perteneciente a la Direccion de
Sanidad Animal. Esta area lleva 3 afnos desde sus inicios, y esta en constante
proceso de implementaciéon con respecto a todo lo relacionado al tema de la
presencia de residuos de medicamentos en los productos destinados a
consumo humano (SENASA, 2009b; M. Florez, Lima, comunicacion personal).

Actualmente SENASA menciona que no hay ningun control, monitoreo o
seguimiento a nivel nacional con respecto a residuos de antibidticos en
productos de origen animal, como carne, leche, huevos, etc. Sin embargo se
viene determinando el nivel de residuos de medicamentos veterinarios y otros
contaminantes en carne, grasa e higado de aves (pollos, pavos y avestruces),
provenientes de establecimientos autorizados por el SENASA y que deseen
exportar a la Union Europea y Japdén. Ademas menciona que tiene
contemplado brindar programas de capacitaciéon y cursos sobre inocuidad de
los alimentos para productores y personas interesadas en diversas regiones del
pais (SENASA, 2009b; M. Florez, Lima, comunicacion personal).

Las granjas que desean exportar a la Unién Europea (UE), deben cumplir
los requisitos expuestos por ellos en su Directiva 96/23/CE del Consejo, y para
ello deben realizar los analisis en laboratorios del extranjero que cuenten con
la certificacion 1ISO 17025, certificacion requerida por la UE. Ademas SENASA

se encarga a través de su Manual de Directrices, de asesorar a las granjas que
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necesitan analizar sus productos, dandoles las respectivas pautas y
procedimientos para poder ser llevadas y examinadas en el extranjero (Sub
Direccion de Inocuidad Agroalimentaria-SENASA, 2009; SENASA, 2009b; M.

Floérez, Lima, comunicacion personal).).

Con respecto a las legislaciones a nivel nacional se cuenta con la Ley de
Inocuidad de Alimentos, aprobado mediante Decreto Legislativo N° 1062, de
fecha 28 de junio del 2008, y con Decreto Supremo N? 034-2008-AG, de fecha
27 de diciembre de 2008. Asimismo con respecto al sector avicola se cuenta
con el Reglamento del Sistema Sanitario Avicola, aprobado con Decreto
Supremo N° 029-2007-AG (El Peruano, 2007; El Peruano, 2008; SENASA,
2009Db).

Asimismo contamos con las Normas Técnicas Peruanas NTP
011.217:1983, NTP 011.218:1983, NTP 011.219:1983, NTP 011.220:1983,
NTP 011.221:1983, NTP 011.222:1983, NTP 011.223:1983, NTP 206.019:1984
concernientes al huevo de gallina para consumo humano en temas de
definicién, clasificacion, requisitos, almacenamiento, embalaje, rotulado,
conservacion, transporte, preparacion de la muestra para los analisis

microbiolégicos, etc. (Indecopi, 2009).
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Il MATERIALES Y METODOS

3.1. Area de Estudios e Instalaciones:

Laboratorio de Microbiologia y Parasitologia Veterinaria — Seccion de

Bacteriologia y Micologia. Facultad de Medicina Veterinaria. Universidad

Nacional Mayor de San Marcos (FMV- UNMSM).

3.2. Materiales y Equipos:
3.2.1. Materiales

- Placas petri.

- Tubos de ensayo.

- Tapones de jebe para tubos de ensayo.
- Tubos vacutainers.

- Gradillas.

- Pipetas de 10 ml.

- Probetas.

- Pipeteador.

- Pinzas.

- Anza de siembra.
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Hisopos de madera estériles.

Frascos de vidrio.

Envases y botellas de vidrio con tapa de 400 ml estériles.

- Agua desionizada.

- Tiras indicadoras de pH.

- Bolsas Zip Loc.

- Regla medidora de halo de inhibicién.
- Lapiz o plumoén marcador indeleble.

- Mascarillas.

- Guantes.

3.2.2. Medios de Cultivos, Reactivos, Cepas Bacterianas
- Medio Agar Muller Hilton.

- Medio Agar sangre.

- Caldo Tripticasa de soya.

- Cepa de Bacillus subtilis (ATCC 6633).

- Discos control de neomicina (30 ug).

- Solucién al 0.75% de Tween 20 (Monolaurato de Sorbitan Polioxitilénico
-Polyoxyethene sorbitan monolaurete).

- Fosfato de potasio monobasico.

- Solucion estandar Mc Farland 0.5.

3.2.3. Equipos
- Balanza.
- Estufa de incubacion 37 + 1°C.

- Mechero.
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- Equipo de bafo maria.

- Centrifuga.

- Autoclave.

- Refrigeradora.

- Congelador a temperatura - 20°C + 1 °C.
- Potenciémetros — pH metro.

- Agitador Tipo Vortex.

Figura 4. Materiales y reactivos para la elaboracion del buffer fosfato a pH
4,5 mas Tween 20 (Polyoxyethene sorbitan monolaurete)

Figura 5. Cepa de Bacillus subtilis ATCC 6633
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Figura 6. Crecimiento de colonias de Bacillus subtilis ATCC 6633, en medio
agar sangre (izquierda) y vista al microscopio de la colonia con tincién gran
(derecha).

3.3. Diseno experimental

Para la obtencién del tamafio muestral se utilizé la Férmula de Prevalencia
Limite con un intervalo de confianza del 99% (P=0.01). Se muestrearon 7
diferentes punto de comercializacion en Lima Metropolitana: 2 supermercados,
de cualquier zona, y 5 mercados minoristas, localizados en las zonas norte,
sur, este, oeste y centro. Se tomaron 15 huevos por punto, cada 2 semanas a
mas en promedio para verificar que no provengan del mismo lote y se

realizaron en tres ocasiones diferentes, danto un total de 315 huevos

muestreados.
n=  Lna n= Ln (0.05) = 298 unidades (minimo)
Ln ( 1-p) Ln (1-0.01)

a = nivel de significancia (0.05)

P = Prevalencia limite para el estudio (0.01)
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Figura 7. Uno de los mercados que se muestreo en el estudio.
3.4. Método

Se uso la técnica microbioldgica de difusion en agar modificada previamente
por Maekawa (2008), a su vez ésta es una modificacién del método descrito
por Katz y Fassbender (1972), usado en un trabajo de Dipelou et al (2004).

3.5. Procedimiento
3.5.1. Preparacion del Buffer Fosfato pH 4.5 + Tween 20 al 0.75%

- Se disolvi6 13.61gr de Fosfato de Potasio Monobasico en 750 ml de
agua desionizada.

- Se midi6 el pH con el Potenciémetro o con tiras medidoras de pH, debia
oscilar entre 4.5 + 0.1.

- Si era necesario se corregia el pH con hidréxido de potasio o acido
acetico.

- La solucion buffer fosfato se completaba con 250 ml de agua
desionizada.

- De la solucion anterior se extraia 7.5 ml y se agregaba 7.5 ml de Tween
20.
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- Se mezcl6 y autoclavé a 121°C por 15 minutos.
3.5.2. Procesamiento de muestras (huevos)

- Se limpid la superficie de cada huevo con alcohol, se rompio6 y vertié el
contenido en un frasco de vidrio estéril, se pes6, homogenizé y anadié la
solucion buffer pH 4.5 + Tween 20 al 0.75%, correspondiente al doble
del peso del huevo.

- Se homogeniz6 la mezcla en una agitador a alta velocidad por 30 - 60
segundos y se puso en bano maria a 85°C durante 5 minutos, luego se
centrifugo la muestra a 4000 rpm por 10 minutos.

- El sobrenadante obtenido se almacend en tubos de vidrio previamente
esterilizados o también vacutainers, se guardaron en la congeladora (-
20°C) hasta su posterior procesamiento.

3.5.3. Preparacion de las placas de agar Muller Hilton (MH)
sembradas con Bacillus subtilis (ATCC 6633)

3.5.3.1. Preparacion de agar MH:

- Se prepar6é a partir de la base deshidratada la cantidad requerida de
agar MH (segun las especificaciones del fabricante en el frasco).

- Se autoclavé a 121°C por 15 minutos.

- Se dej6 enfriar hasta que alcance los 50°C en promedio y se verificé el
pH (debia estar entre 7.2 y 7.4), con un potencidmetro a temperatura

ambiente.

- En cada placa petri de vidrio se colocé 25 ml, para dar un promedio de 4
mm de espesor (INS, 2002).

- Para realizar las pruebas de esterilidad se colocé las placas en la estufa
de incubacion (+ 37°) durante 24 horas a mas y se descarté aquellas

que presentaron contaminacion.
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3.5.3.2. Preparacion del indculo Bacillus subtilis (ATCC 6633)

Se tom6 con el asa de siembra colonias aisladas de Bacillus subtilis
(ATCC 6633), del mismo tipo morfolégico sembradas previamente en
agar sangre.

Se colocaron en tubos con 4 a 5 ml de caldo Tripticasa de Soya (TSA),
se incubd a 35°C — 37°C en la estufa hasta alcanzar o exceder una

turbidez de 0.5 en la escala de Mc Farland.

Si era necesario se ajustaba la turbidez del inéculo con solucién salina o
caldo TSA y siempre se realizaba una comparacion visual con el
estandar 0.5 de la escala de Mc Farland. Para ello se us6 una luz
apropiada y se visualizd los tubos contra un fondo blanco con lineas

negras como contraste.

Figura 8. Hisopos en los tubos con caldo con la cepa de Bacillus subtilis
ATCC6633 al 0.5 en la escala de Mc Farland.

3.5.3.3. Sembrado de placas

Previamente dentro de los 15 minutos siguientes al ajuste de turbidez se
sumergieron hisopos estériles en los tubos con indculos de Bacillus
subtilis (ATCC 6633) durante 30-45 minutos, para una correcta

saturacion.
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- Se realiz6 la siembra de la cepa en las placas de MH con la cepa,
estriando con el hisopo embebido, en 3 direcciones diferentes cubriendo
toda la superficie del agar. Se dejé reposar por 3 a 5 minutos para que
cualquier exceso de humedad superficial fuera absorbido (INS, 2002).

3.5.3.4. Inoculacion de la muestra (hisopos)

- Se colocé un disco de neomicina (30ug) como disco control en el centro,
con una pinza estéril.

- Se colocaron 2 hisopos en cada tubo que contenia el sobrenadante de la
muestra, se dej6é por 30-45 minutos, para su correcta saturacion, dichas
muestras fueron previamente sacadas de congelacion hasta que
alcancen la temperatura ambiente, para poder ser utilizadas.

- Luego se sac6 con una pinza estéril los hisopos, se corté y colocd en las
placas sembradas con Bacillus subtilis (ATCC 6633), se presion6
levemente para que se adhiera al agar e incub6 a 37°C por 18 - 24
horas.

Wil |

T Y m——

v

Figura 9. Tubo con el sobrenadante de la muestra y dos hisopos.

3.5.4. Lectura de resultados

- La lectura de resultados se realiz6 a las 18 — 24 horas de incubacion.
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La presencia de residuos de sustancias inhibidoras del crecimiento
microbiano en las muestras de huevo se observaron como zonas claras

de inhibicion del crecimiento de la bacteria alrededor del hisopo.

Solo son vélidos las lecturas de resultados de las placas cuyo disco
control de neomicina presenten un halo de inhibicion mayor a 17 mm de
diametro (N.C.C.L.S).

Se midieron los didmetros de la zona de inhibicion con una regla
medidora de antibiograma, tomando la medida en cuatro puntos
diferentes y obteniendo un promedio, se consideraron como muestras
positivas aquellas que presentaron un halo de inhibicién promedio igual

0 mayor a 2 mm.

Para una correcta visualizacion y medida se utilizé un fondo negro y una

correcta iluminacion.

Figura 9. Medicion del halo de inhibicién del disco de neomicina 30 ug con

la regla medidora de antibiograma

3.5.5. Analisis de datos:

La presencia de al menos un huevo positivo indica que la prevalencia de

residuos de sustancias inhibidoras del crecimiento microbiano en huevos de

gallina destinados a consumo humano en Lima Metropolitana es de al menos el

1% (prevalencia limite para el estudio). Se procedié a determinar la frecuencia

para cada tipo de comercializacion de las muestras positivas.
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IV. RESULTADOS

En el presente estudio se encontraron 148 muestras positivas (46.98%) a la
presencia de residuos de sustancias inhibidoras del crecimiento microbiano en
huevos de gallina destinados al consumo humano a nivel de Lima
Metropolitana y 167 muestras negativas (53.02%), de las 315 muestras
procesadas.

De acuerdo a los resultados por grupo tenemos:

Cuadro 1. Resultados positivos a residuos de sustancias
inhibidoras del crecimiento microbiano en huevos de gallinas destinados
a consumo humano en Lima Metropolitana

Tamano del halo de inhibicién (promedio)

>=2 mm >=3 mm >=4 mm Total (+) %
Supermercados
San Luis 20 2 0 22 6.98
La Molina 13 0 0 13
4.13
Mercados
Ate 29 1 0 30 9.52
Lince 18 3 0 21 6.66
Villa el Salvador 15 2 0 17 5.40
Independencia 19 7 2 28 8.89
San Miguel 14 2 1 17 5.40

Total (+): 148 46.98 %
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No se encontraron resultados opuestos entre los dos hisopos por muestra
en las placas, los halos de inhibicion del disco control de neomicina estuvieron
siempre entre 20 y 24 mm de diametro con un promedio de 22 + 0.5 mm,

Los controles negativos, usando sustancias sin presenciade inhibidores
como hisopos embebidos con suero fisiolégico o con la solucion Buffer fosfato
pH 4,5 + Tween 20 al 0.75%, no mostraron ningun halo de inhibicion.

Entre los distritos que presentan mayor frecuencia de residuos de
sustancias inhibidoras se encuentran: Ate (30), Independencia (28), San Luis
(22) y Lince (21). Los distritos que presentan menor frecuencia son: La Molina
(13), Villa el Salvador (17) y San Miguel (17).

Entre los distritos que presentan mayor tamafno de halo de inhibicion se
encuentran: Independencia (2 halos: de 7 mm y 10 mm respectivamente) y
San Miguel (1 halo: 4 mm).

Dentro de los resultados positivos, los que presentan halos de inhibicion
iguales 0 mayores a 2 mm ocupan un 86.49%, los iguales o mayores a 3 mm
un 11.48%, y los iguales o mayores a 4 mm un 2.03%.

Figura 10. Medicién con la regla medidora de antibiograma de una
muestra positiva igual 0 mayor a 2mm en promedio.
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Figura 11. Medicion de una muestra positiva con un halo de inhibicion
de 10 mm en promedio.

Figura 12. Medicion de una muestra positiva con halo de inhibicién de 3
mm en promedio.
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Figura 13. Medicion de muestra con 4 mm de halo de inhibicién en
promedio.

Figura 14. Muestra control negativo con suero fisiol6gico
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Figura 15. Muestra control negativo con Solucién Buffer Fosfato +
Tween 20.

Figura 16. Medicion de una muestra negativa que no supera los 2mm de
halo de inhibicion.
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Figura 17. Muestra negativa sin presencia de halo de inhibicion

Figura 18. Muestras negativas cuyo halo de inhibicién es menor a 2 mm
en promedio.
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V. DISCUSION

A nivel nacional y en Lima Metropolitana no se encuentran estudios previos
acerca de la deteccion de residuos de sustancias inhibidoras del crecimiento
microbiano de ningun tipo, en huevos de gallina destinados al consumo
humano a nivel de puestos de venta.

Los resultados encontrados en el presente estudio demuestran que el
46.98% de los huevos muestreados presentan residuos de sustancias
inhibidoras del crecimiento microbiano en huevos de gallinas destinados al

consumo humano a nivel de Lima Metropolitana.

Pascual (2000), define al grupo de residuos de antibiéticos determinados
mediante pruebas microbiolégicas como “inhibidores del crecimiento
bacteriano”, las zonas de inhibicién formadas en este tipo de pruebas también
pueden ser producidas por otros tipos de sustancias como micotoxinas en los
granos con moho, presencia de lisozima en los tejidos animales que sufren
dano mecanico, contaminacién bacteriana de la muestra con produccién de
bacteriocinas, orina con mayor alcalinidad, uso de una matriz diferente a la
correspondiente para la prueba, matriz, etc. (Berdy, 1974; Williams et al., 1992;
Heinert et al., 1976; Okerman et al., 1998; Korsrud et al., 1995; Tritschler et al.,
1987; Seymour et al, 1988, etc.) pero la mayoria de estos casos no son

aplicables al huevo.
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El huevo por sus caracteristicas de conformacién y estructura (al estar
protegido por una cascara) hace posible que sean pocos los factores que
contribuyan a formar zonas de inhibicién diferentes a los residuos de
antibiéticos. Entre éstos tenemos la presencia de la lisozima, una de las
proteinas de la clara, que es capaz de inhibir el crecimiento microbiano (Katz y
Levine, 1978) y la contaminacion bacteriana de la muestra (Okerman et al.,
1998).

Katz y Levine (1978) mencionan que la actividad de la lisozima es destruida
con un tratamiento previo de calor, con el fin de evitar falsos resultados
positivos, por ello en el presente estudio uno de los pasos en la preparaciéon de
la muestra consiste en calentarla en bafo maria a 85°C por 5 minutos.
Asimismo la contaminacién bacteriana de la muestra se trato de reducir en lo
posible al congelar las muestras hasta su procesamiento, y al tratar de siempre
mantener condiciones asépticas en todo el procedimiento realizado en el

laboratorio.

En los resultados positivos encontrados en el presente estudio se evidencia
la presencia del residuo de algun inhibidor, por lo mencionado anteriormente lo
mas probable es que se trate de residuos de antibidticos. Al ser ésta una
prueba de tipo cualitativa, no podemos determinar qué tipo de antibidtico
estamos encontrando con exactitud ya que no hay un seguimiento anterior
sobre el tipo de antibi6tico que se administrd a las gallinas ponedoras cuyos
huevos se tomaron como muestras, ni tampoco en que concentraciones se
encuentran, s6lo podemos determinar su presencia o ausencia (Aerts et al.,
1995; Nouws, 1981).

Con respecto a los probables grupos de antibibticos, que pueden estar
actuando como inhibidores en los resultados positivos, un estudio hecho por
Gatica (2007) comprob6 que usando cepas de Bacillus subtilis a un pH de 7.2
se logra facilitar la difusién de los antibiticos pertenecientes al grupo de las
tetraciclinas, antibidticos comunmente usados en avicultura. De acuerdo a esto

podriamos afirmar que la sensibilidad de la prueba en el presente estudio se
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orienta a detectar con mayor facilidad residuos de éste grupo en comparacion a
otros antibiéticos y que una gran parte de los resultados positivos, quizas sean
debido a Ila presencia de residuos de tetraciclinas (oxitetraciclina,

clortetraciclinas, tetraciclinas, doxiciclinas, etc).

Esto no indica, que los halos de inhibicién encontrados, no hayan sido
producidos probablemente por otros grupos de antibidticos diferentes a las
tetraciclinas, ya que tanto antibiéticos pertenecientes al grupo de las
quinolonas, penicilinas y b-lactdmicos, macrdélidos, lincosamidas, que son
antibiéticos bastante usados en avicultura en ponedoras, asi como otros de
menor uso como aminoglucésidos, bacitracinas etc. podrian estar dentro de
los causantes de los halos de inhibicion, debido a que la bacteria Bacillus
subtilis, es una bacteria sensible a una gran cantidad de antibi6ticos (Levetzow,
1978; Nouws, 1981; Korkeala et al. 1982; Lindsay, 1983), sélo que su difusion
se veria un poco disminuida en comparacion con las tetraciclinas debido al

factor pH del medio.

La probabilidad de detectar sulfonamidas en el presente estudio es limitada,
ya que no se adicioné trimetropin al medio, condicidén que es necesaria para
aumentar la sensibilidad de la prueba hacia este tipo de antibiético (San Martin
y Moraga, 1996; Bogaerts y Wolf, 1980; Gesche, 1986). Antibiéticos como el
cloranfenicol y nitrofuranos, se detectan necesariamente por medio de pruebas
de cuantitativas o de confirmacion como HPLC, LC-MS, etc., también se usa
métodos inmunoquimicos como el ELISA (Pérez de Ciriza et al., 1999), por ser
particularmente téxicas en cantidades muy pequefas (Errecalde, 2004;
Sumano, 2006).

Los controles negativos sin ninguna presencia de sustancias inhibidoras
como los hisopos embebidos con suero fisiologico o con la solucion buffer
fosfato, no produjeron halos de inhibicion en la prueba microbiolégica. Estudios
anteriores a nivel local hechos también con cepas de bacteria Bacillus subtilis

ATCC 6633, y con un procedimiento muy similar al usado demostraron que en
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los grupos control y en las etapas de pre-dosificacion, no se produjeron halos
de inhibicién (Maekawa, 2008; Chavez, 2008).

Entre los principales factores causantes de la presencia de residuos de
antibiéticos, se encuentra la falta de respeto al periodo de retiro de los
antibiéticos usados (San Martin, 1998; Fernandez, 2003; Demicoli, 2007). Los
resultados positivos podrian indicar que los huevos se estarian recogiendo
antes de cumplirse este plazo, e incluso durante la etapa de dosificacién de los
animales. Un cumplimiento inadecuado del periodo de retiro depende también
a su vez de diversos factores, como el manejo, donde adquieren gran
responsabilidad tanto productores como personal técnico que labora
directamente con las aves y en especial los médicos veterinarios a cargo del

galpén o granja.

Entre los otros factores que podrian estar relacionados a la presencia de
residuos de antibiéticos en el huevo, se encuentran la misma especie animal,
su metabolismo (Anadon, 2007), las propiedades fisicoquimicas de la droga, la
fisiologia del ave y el proceso de formacion del huevo (Kan y Petz, 2000;
Residue Guideline N°31, 2004), y sobretodo factores relacionados a la dosis,
forma de aplicacion y naturaleza del producto (Fernandez, 2003), es decir una
incorrecta dosificacion de las aves, ya sea dosificando mas elevado de lo usual,
por mas tiempo del requerido, utilizando una via de administracion que no es la
indicada, 6 usando un antibiético que no esté indicado para la especie
requerida, etc. van a relacionarse también con la presencia de residuos de
antibiéticos en el huevo (Demicoli, 2007).

La diferencia entre los resultados positivos encontrados en los distritos
obedeceria a que los huevos pueden provenir de distintos galpones 6 granjas
proveedoras, es decir estaria regido mas que todo por factores de mercadeo y
distribucidén en la compra y venta de huevos de gallina para consumo humano
en Lima Metropolitana.

El impacto en salud publica que tienen los resultados encontrados estarian

en discusion, porgue no sabemos qué tipo de antibidtico estamos encontrando,
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ni en que concentraciones se encuentran, por lo tanto no podemos determinar
si exceden o no los LMRs permisibles, y no podemos decir si es inocuo o no, lo
Unico que podemos demostrar es su presencia como residuos de sustancias
inhibidoras del crecimiento microbiano. Y a su vez ésta presencia evidencia el

uso de antibiéticos en la avicultura en ponedoras.

El uso masivo e indiscriminado de antibiéticos trae consigo algunas
consecuencias negativas como es la generacidbn de cepas bacterianas
resistentes transmisibles al hombre (WHO, 2008; Okolo, 1986) y la presencia
de residuos en los productos destinados a consumo humano, especialmente

huevos, leche y carne (Ortega, 1988).

El principal riesgo en salud publica debido a la presencia de residuos de
antibiéticos en huevos de gallina destinados al consumo humano, esta
representado principalmente por las reacciones alérgicas (Errecalde, 2004;
Doyle, 2006). La presencia de reacciones de toxicidad son bajas en si (Corry et
al. 1983) y se presentan mas con antibidticos como el cloranfenicol, que puede
causar anemia aplastica con pequenas dosis (Errecalde, 2004, San Martin y
Moraga, 1996) y los nitrofuranos, que tiene potencial mutagénico y
carcinogénico (Board and Agriculture, 1999).

La produccién de alteraciones a nivel de la microflora intestinal también es
baja (WHO, 2008), y se podria producir con determinados antibiéticos, como
las lincosamidas, y en concentraciones determinadas (Anadon, 2007). De todas
maneras todos estos efectos sumados, representan un riesgo en general para

la salud del consumidor.

A nivel nacional hay una amplia gama de antibiéticos provenientes de
diferentes laboratorios, puestas a las manos del productor y del médico
veterinario para tratar, prevenir o promover el crecimiento de las aves en la
industria avicola, tanto para la produccion de carne de ave, como para la
producciébn de huevos. Se pueden encontrar en diferentes tipos de
presentacion y formulaciéon, asimismo algunas presentaciones presentan

diversas restricciones en su uso, por ejemplo, advierten no aplicar en aves de
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postura que se encuentren en produccion de huevos para consumo humano
(CMVP, 2006),

SENASA menciona que hasta el momento no lleva a cabo ni realiza ningun
tipo de control ni monitoreo a nivel nacional con respecto a la presencia de
residuos de antibidticos en la produccion avicola en general, ni en ningun
producto de origen animal destinado al consumo humano (leche, carne, mieles,
etc.). Esto sélo se produce en el caso de que ciertas granjas o empresas en
general deseen exportar sus productos al extranjero, como es el caso de la
carne de ave que se exporta a la Unién Europea, pero que para ello tiene que
cumplir con los requisitos expuestos por ellos en su Directiva 96/23/CE del
Consejo; ademas de realizar los respectivos andlisis de sus muestras en
laboratorios del extranjero que cuentan con la certificacion 1SO 17025,
certificacién requerida por la UE (Sub Direccion de Inocuidad Agroalimentaria-
SENASA, 2009; SENASA, 2009b; M. Florez, Lima, comunicacién personal).

Asimismo SENASA menciona que el Laboratorio de Residuos Toxicos, ya
esta proximo a recibir esta certificacion internacional. Ademas recalca que tiene
contemplado brindar programas de capacitaciéon y cursos sobre inocuidad de
los alimentos para productores y personas interesadas en diversas regiones del
pais (Sub Direccién de Inocuidad Agroalimentaria-SENASA, 2009; SENASA,
2009b).

El tema del correcto uso de los antibiéticos, no sélo viene a tomarse en
cuenta por la presencia de residuos en los productos dirigidos al consumo
humano, sino por la produccion de resistencias microbianas transmisibles de
los animales al hombre, temas ya mencionados por la FAO y la OMS que
tienen un gran peso en la salud publica a nivel mundial. Por ello es necesario
una adecuada informacion y capacitacién por parte de los profesionales ligados
a la medicina veterinaria en el campo avicola y en general, logrando un
correcto uso de los medicamentos en general y de los antibidticos en cualquier
tipo de produccion que tenga como finalidad un producto de origen animal

destinado al consumo humano, como en éste caso el huevo de gallina.
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VI. CONCLUSIONES
La mayoria de todas las areas muestreadas presentan residuos de

sustancias inhibidoras del crecimiento microbiano en huevos de gallina
destinados al consumo humano en Lima Metropolitana.
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VIIl. APENDICES O ANEXOS

APENDICE 1. Clasificacién quimica de los antimicrobianos, algunos ejemplos,
modo de accién y espectro simplificados (Fuente: Errecalde, 2004)

Grupo Miembros Modo de accion Espectro
Beta lactamicos: Penicilina G inhiben sintesis de Bacterias G+
Penicilinas pared
Penicilina V Idem Ildem
Cloxacilina idem Estafilococos
productores de
penicilinasa
Ampicilina Idem Bacterias G+ y G-\
Carbenicilina Idem P. aeruginosa
Beta lactamicos: Cefaloridina Inhiben sintesis de Bacterias G+ y G-
Cefalosporinas pared
Cefalexina Idem ldem agregando
actividad frente a
Estafilococos
productores de
penicilinasa
Cefuroxima idem idem con menos
actividad frente a G+ y
mas frente a G-
Moxalactam idem Bacterias G+
Enterobacterias
Ceftiofur idem idem
Cefoperazona  idem Pseudomonas
aeruginosa
Cefepima idem Estafilococos y
enterobacterias
Beta lactamicos: Acido Seunealabeta Gérmenes productores
Inhibidores de la clavulanico lactamasa de beta lactamasa
Beta lactamasa inactivandola
Sulbactam idem idem
Tazobactam idem idem
Beta lactamicos: Imipenem- Inhiben sintesis de G+ y G- aerobios y
Carbapenems cilastatina pared anaerobios
Beta lactamicos: Aztreonam idem Gram negativos
aerobios
Monobactams Estreptomicina Inhiben sintesis Bacterias G-
Aminoglucésidos proteica porcion 30
S ribosomal
Kanamicina Idem Idem
Neomicina Idem Ildem
Gentamicina Idem Idem

Aminociclitoles Espectinomicina Idem Bacterias G-y

micoplasmas

Azucares complejos Lincomicina Inhiben sintesis Bacterias G+,
o proteica porcién anaerobios y
Lincosamidas 50S ribosomal micoplasmas
Clindamicina  idem idem
Pirlimicina Idem ldem
Rifamicinas Rifampicina Inhib e ARN Bacterias Gram positivas

polimerasa

micobacterias



Péptidos

Glucopéptidos

Estreptograminas

Macrdlidos

Fenicoles

Tetraciclinas

Sulfonamidas

Diaminopirimidinas

Fluoroquinolonas

lonoforos

Nitrofuranos

Nitroimidazoles

Polimixina B

Colistin
Vancomicina

Teicoplanina
Avoparcina
Virginamicina

Eritromicina

Oleandomicina
Tilosina
Espiramicina
Tilmicosina
Cloranfenicol

Tianfenicol
Florfenicol
Oxitetraciclina

Doxiciclina
Minociclina
Sulfanilamida

Sulfadiazina
Sulfatiazol
Ftalilsulfatiazol
Trimetoprima

Baquiloprima
Enrofloxacina

Danofloxacina
Marbofloxacina
Sarafloxacina
Monensina

Salinomicina
Nitrofurazona

Furazolidona
Metronidazol
Dimetridazol

Desorganizan
membrana
Idem

Inhibe sintesis de

pared

Idem

Idem

Inhibe peptidil
transferasa
Inhibe sintesis
proteica porcién
50S ribosomal
Idem

Idem

Idem

Idem

Inhibe sintesis
proteica porcién
50S ribosomall
Idem

Idem

Inhibe sintesis
proteica porcién
30S ribosomal
Idem

Idem

Interfieren sintesis

de acido félico
Idem
Idem
Idem

Interfieren sintesis

de acido
tetrahidrofélico
Idem

Inhiben ADN girasa

ldem
ldem
ldem

Alteran flujo de
membrana

Idem
Previenen
traslacion ARN
mensajero
Idem

Pseudomonas
aeruginosa

Idem

Bacterias G+ y G-

Idem
Idem

Bacterias G+ aerobias y
anaerobias

Bacterias G+ y G-

Idem
Idem
Idem
Idem

Bacterias G+ y G-
rickettsias y chlamydias

Idem

Idem

Bacterias G+ y G-,
Rickettsias, chlamydias
y algunos protozoos
Idem

Idem

Bacterias G+, G-y
coccidios

Idem

Idem

Idem

Bacterias G+, G-
aerobias

Idem

Bacterias Gram positivas
y Gram negativas

Idem

Idem

Idem

Coccidiosis, promocién
del crecimiento

Idem

Bacterias Gram positivas
y Gram negativas

Idem

Disrupcion del ADN Anaerobios

ldem

Idem
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APENDICE 2. Periodo de Retiro para Farmacos Antimicrobianos de Uso
Avicola

* No consumir husvos de aves fratadas hasta 24 horas post-tratamisnto
** No administrar niveles superiores a 200 g/ ton de alimento en aves ponedoras para consumo
+ Segun informacion del Fead Stuffs de ELUA
Fuiente: Gomez Jde J. Terapéutica Avicola. México, 1991,
1UZ



APENDICE 3. Composicion nutricional huevo de gallina

HUEVOS DE GALLINA (composicion por 100 g
de porciéon comestible)

‘Huevo‘ Yema‘CIara‘

Agua (g) 74,5 | 51,7 | 88
Energia (kcal) 162 | 353 | 49,1
Proteinas (g) 12,7 | 16,1 | 11,1
Carbohidratos (g) 0,68 | 0,3 | 0,7
Almidon (g) 0 0 0
Azucares sencillos (g) 0,68 | 0,3 | 0,7
Lipidos (g) 12,1 131,9| 0,2
AGS (9) 33 | 95 | -
AGM (g) 49 | 13 | -
AGP (g) 1,8 | 5,5 | -
Colesterol (mg) 410 |1260| O
C 18.1 A. oleico () 44 |11,7| ----
C 18.2 A. linoleico (g) 1,6 | 48 | -
C 18.3 A. linolénico (g) 0,098 | 0,26 | ----
Fibra vegetal (g) 0 0 0
Alcohol (g) 0 0 0
Tiamina (mg) 0,11 | 0,29 (0,022
Riboflavina (mg) 0,37 | 0,4 |0,32
Equivalentes de Niacina(mg) | 3,3 | 4,2 | 3,4
Vitamina B6 (mg) 0,12 | 0,3 |0,012
Eq. Folato dietético (ug) 51,2 | 159 | 9,2
Vitamina B12 (pg) 2,1 2 10,1
Vitamina C (mg) 0 0 |03
Pantoténico (mg) 1,8 | 3,7 |0,14
Vitamina A (ug) 227 | 886 | O
Retinol (ug) 225 | 881 | 0
Carotenoides (ug) 10 2 | 0
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Vitamina D (ug) 1,8 |56 | 0
Vitamina E (pg) 19 | 55| 0
Vitamina K (pug) 8,9 2 10,01
Calcio (mg) 56,2 | 140 | 11
Fésforo (mg) 216 | 590 | 21
Hierro (mg) 22 | 72102
lodo (ug) 12,7 | 12 | 6,8
Cinc (mg) 2 3,8 10,02
Magnesio (mg) 12,1 | 16 | 12
Sodio (mg) 144 | 51 | 170
Potasio (mg) 147 | 138 | 154
Manganeso (mg) 0,071 0,13 | 0,04
Cobre (mg) 0,065 | 0,35 |0,006
Selenio (ug) 10 19 | 5,4

Fuente: http://www.institutohuevo.com/scripts/composicion.asp
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APENDICE 4. Produccion y Consumo de Huevos Afos 1990-2006. Peru

1990
1991
1992
1993
1994
1995
1996
1997

1998

1999
2000
2001
2002
2003
2004
2005

7,413
7,942
7,667
6,604
6,964
8,519
7,326
7,893

7,698

8,005
8,076
8,619
8,382
9,454
8,834
9,739

109,014
116,788
112,754
97,118

115,900
144,200
130,000
149,400

154,468

161,291
162,280
152,242
181,601
181,783
175,464
182,347

NOTA : - 325 HUEVOS POR
GALLINA

FUENTE: O.E.A. (1982-1989)

S.L.P. (1993-1994)

ELABORACION : APA

80
84

98

101
100
92

109
107
102
104

5.0
5.3
5.0
4.2
4.9
6.0
5.4
6.1

6.2

6.3
6.3
5.8
6.8
6.7
6.4
6.5

21,753
22,180
22,597
23,009
23,421
23,837
24,258
24,681

25,104

25,525
25,939
26,347
26,749
27,148
27,547
27,947

- 16 HUEVOS POR KILO

C.P.H. (1990/1992 ABRIL)

O.1.A. (1995-2000)
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APENDICE 5. Screening Test Estandar de tipo microbiol6gico para la
Deteccién de Residuos de Antimicrobianos en Carne, Leche y Huevos.

5.1. Para tejidos de animales sacrificados: Test de Inhibicion tales
como: (Korsrud, 1998; Myllienimi, 2004).

- Swab Test on Premises (STOP).

- Calf Antibiotic and Sulfa Test (CAST).

- Fast Antibiotic Screen Test (FAST).

- Antimicrobial Inhibition Monitor 96 (AIM-96) assay.
- German Three Plate Test.

- European Union Four Plate Test (FPT).

- New Dutch Kidney Test.

- Screening Test for Antibiotic Residues (STAR) (Fuselier et al).
- Premi test. http://www.dsm.com/en _US/html/premitest/meat.htm (DSM

Premitest)
5.1.1. Para Plasma:
- Brilliant Black Reduction Test (BBRT)
5.1.2. Para Orina:

- Live Animal Swab Test (LAST)

- Premi test. http://www.dsm.com/en US/html/premitest/urine.htm (DSM

Premitest)
5.2. Para Leche:

- Screening Test for Antibiotic Residues (STAR) (Gaudin et al, 2004)
(Método de las 5 placas)
- Delvotest Delvotest® SP - DSM Food Specialities

http://www.dsm.com/en US/html/dfs/dairy-products-tests-delvotest.htm
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Copan Copan Milk Test - Copan Diagnostics Inc.
http://copanusa.com/products/cmt/cmt broch.pdf

Eclipse R (ZEUInmunotec, Zaragoza)

Técnica Microbiolégica de Cilindros en Placa (San Martin y Moraga,
1996)

Four Plate Test (FPT) (Jevinova, 2002)

The International Dairy Federation (IDF) microbial inhibition test. (IDF,
1970; IDF, 1991).

http://www.fsai.ie/publications/other/Rapid Test Kits.pdf

The Bacillus stearothemphilus var. calidolactis disk assay (BSDA)
5.3. Para Huevos:

Premitest. http://www.dsm.com/en US/html/premitest/eggs.htm (DSM

Premitest)
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