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RESUMEN

Esta investigacidn tuvo como objetivo determinar la presencia de residuos de antibidticos
en huevos de gallina comercializados en los mercados de la ciudad de Puno. Se recolectd
una muestra de 196 huevos de gallina entre mayo y julio de 2023, los cuales fueron
analizados en el laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la Universidad Nacional del Altiplano — Puno, mediante el método
microbioldgico de tres placas, utilizando Bacillus subtilis como indicador de la
sensibilidad a los antibidticos. Los resultados obtenidos al medir el tamafio del halo de
inhibicion determinaron que el 35.20% de los huevos analizados contenian residuos de
antibiodticos, mientras que el 43.88% resultaron negativos y el 20.92% fueron dudosos a
la prueba. Sin embargo, el analisis estadistico mediante el Chi-cuadrado de Pearson arrojo
un valor de 6.381 (p = 0.382) y una Razo6n de Verosimilitud de 6.875 (p = 0.333), no
revelando diferencias significativas entre los mercados (P>0.05). En conclusién, se
comprob6 moderada presencia de antibi6ticos en los huevos de gallina de los mercados
de Puno, resaltando la necesidad de mejorar las préacticas de manejo en la produccion

avicola para garantizar la inocuidad alimentaria de los huevos de gallina comercializados.

Palabras Clave: Antibiotico, Bacillus subtilis, Huevo de gallina.
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ABSTRACT

This research aimed to determine the presence of antibiotic residues in chicken eggs
marketed in the markets of the city of Puno. A sample of 196 chicken eggs was collected
between May and July 2023, which were analyzed in the Microbiology laboratory of the
Faculty of Veterinary Medicine and Zootechnics of the National University of the
Altiplano - Puno, using the microbiological method of three plates, using Bacillus subtilis
as an indicator of antibiotic sensitivity. The results obtained by measuring the size of the
inhibition halo determined that 35.20% of the eggs analyzed contained antibiotic residues,
while 43.88% tested negative and 20.92% were inconclusive. However, the statistical
analysis using Pearson's Chi-square test yielded a value of 6.381 (p = 0.382) and a
Likelihood Ratio of 6.875 (p = 0.333), not revealing significant differences between the
markets (P>0.05). In conclusion, moderate presence of antibiotics in the chicken eggs
from the markets of Puno was confirmed, highlighting the need to improve poultry

management practices to ensure the food safety of the marketed chicken eggs.

Keywords: Antibiotic, Bacillus subtilis, chicken egg.
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CAPITULO |
INTRODUCCION

La avicultura se destaca como el subsector de mayor expansion dentro de la
produccion agricola, especialmente en naciones en desarrollo como el caso de Perd. Se
anticipa que la demanda de carne de ave y huevos continuara aumentando, lo que
expondré a esta industria a diversos desafios. Segun la FAO, la produccion global de
huevos ha experimentado un aumento triple desde 1970, y expertos de la Comision
Internacional del Huevo proyectan que, en un futuro cercano, la produccion de huevos
superara la de carne de res. Este fendmeno puede atribuirse al uso generalizado de los
huevos en la industria alimentaria. Los productos derivados del huevo ya sean liquidos,
congelados, secos o en polvo, son empleados principalmente en la industria alimentaria
con propositos de aglutinacion, espesamiento y emulsificacion. La presencia de residuos
de antibidticos en alimentos de origen animal ha generado inquietudes a nivel global
debido a sus repercusiones en la salud publica, la seguridad alimentaria y la industria

(Montero et al., 2005)

La presencia de residuos de antibidticos, tales como penicilinas, tetraciclinas,
sulfonamidas y aminoglucésidos, puede ocasionar dafios de naturaleza cronica, dando
lugar a toxicidad y provocando diversas reacciones alérgicas. Estas reacciones adversas
abarcan desde urticaria, fiebre y broncoespasmo hasta dermatitis exfoliativa y anafilaxia.
Los individuos mas propensos a experimentar estos efectos son los infantes y los adultos
mayores, quienes constituyen la poblacion mas susceptible a dichas consecuencias

(Goodman & Gilman, 2007).

En el afio 2021, cada persona en el Pert consumid en promedio alrededor de 15.2

kilogramos de huevos, lo que representa aproximadamente 243 unidades. En la region de
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Puno, ese mismo afio, el consumo por persona fue de 6.5 kilogramos de huevo,
equivalente a unas 104 unidades. Estos datos destacan la relevancia del huevo como
alimento ampliamente consumido por la poblacion, planteando una preocupacion
significativa sobre la posible presencia de residuos de antibidticos, lo cual podria
constituir un riesgo para la sanidad tanto humana como veterinaria. (Ministerio de

Agricultura y Riego, 2021)

Esta investigacion surge ante la creciente inquietud por la seguridad alimentaria 'y
la salud publica en la cria intensiva de gallinas para la produccién de huevos, donde el
uso abundante de antibidticos presenta riesgos para la salud animal y humana.
Enfocandose en los mercados de Puno, la tesis busca analizar la presencia de residuos de
antibidticos en huevos, comprendiendo sus implicaciones y proponiendo mejoras para

asegurar la calidad y seguridad de los productos avicolas.

El método microbioldgico de tres placas aplicado meticulosamente revel6 una
moderada presencia de residuos de antibidticos en los huevos de gallina de los mercados
estudiados, resaltando la importancia de un analisis exhaustivo de la seguridad
alimentaria en la region. En ultima instancia, la investigacion aspira a contribuir a
practicas mas informadas y sostenibles en la produccion y comercializacién de huevos en
la ciudad de Puno, promoviendo un enfoque integral para garantizar la calidad y seguridad

de los productos avicolas y la salud puablica.
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1.1.  OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

1.1.1. Objetivo general

- Determinar la presencia de residuos de antibidticos en huevos de gallina

expendidos en los mercados de la ciudad de Puno — 2023

1.1.2. Objetivos especificos

- Analizar huevos de gallina expendidos en los mercados de la ciudad de
Puno, para detectar residuos de antibioticos.
- Estimar el porcentaje de residuos de antibidticos en huevos de gallina

expendidos en los mercados de la ciudad de Puno.
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2.1.

CAPITULO II
REVISION DE LITERATURA

ANTECEDENTES
2.1.1. Antecedentes Internacionales

Wang et al. (2023) sefialan la preocupante amenaza que representan los
antibidticos presentes en los huevos de aves de corral para la salud humana. Sin
embargo, la falta de suficiente monitorizacion e investigacion impide conocer las
clases y concentraciones especificas de estos antibioticos en los huevos de aves
de corral en el suroeste de China. En el afio 2020, se recopilaron 513 muestras de
huevos de supermercados y mercados agricolas en la ciudad de Kunming, las
cuales fueron analizadas para evaluar los niveles de siete antibiéticos mediante el
método de cromatografia liquida de ultra alto rendimiento-espectrometria de
masas en tindem (UHPLC-MS / MS). Los resultados revelaron que el 18.13% de
las muestras dieron positivo para antibiéticos, con una concentracion maxima de
2.48 ng/g. Los limites de deteccion y cuantificacion en los huevos de aves de
corral fluctuaron entre 0.002 y 0.010 pg/g y entre 0.007 y 0.033 ng/g,
respectivamente. Las recuperaciones promedio de los siete analitos variaron entre
el 80.00% y el 128.01%, con desviaciones estandar relativas de menos del
13.97%. Se identificaron siete residuos de antibioticos en huevos de codorniz y
tres en huevos de faisdn. Ademas, se observaron residuos de antibi6ticos en los
huevos de gallina de corral, siendo la sulfamonometoxina el antibiotico con la

concentracion mas alta (1.00 ug/g).
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Ma et al. (2022) en este estudio realizado en Shandong, China, se
analizaron residuos de 24 antibidticos en 1211 muestras de huevos de aves de
corral entre 2018 y 2020. La evaluacion del riesgo de residuos se realizé mediante
indices internacionales de seguridad alimentaria. De las muestras, el 8,58%
mostro residuos de antibidticos, destacando el enrofloxacino, sulfonamidas y
florfenicol. Los célculos de los indices de seguridad alimentaria indicaron que,
aunque se detectaron algunos antibidticos prohibidos durante la puesta de huevos,
estos residuos no representaban una amenaza para la salud de los consumidores
adultos chinos, segin sus habitos dietéticos diarios. Se recomienda reforzar el

control del uso de antibidticos durante la puesta de huevos en Shandong.

Ben et al. (2022) Su estudio ofrece una evaluacién exhaustiva que
considera todas las fuentes de exposicion y analiza cerca de 100 tipos de
antibidticos. Se identificaron 58 compuestos antibioticos en muestras de agua
potable (n = 66) y 49 en alimentos (n = 150) en Shenzhen, China. La evaluacion
de riesgos sugiere un riesgo potencialmente inaceptable para la salud debido a la
ingesta diaria de norfloxacino, lincomicina y ciprofloxacino. se identificaron 16
antibidticos en mas del 30% de los huevos analizados, sobresaliendo la presencia
mas elevada de enrofloxacina, trimetoprima y florfenicol, con una tasa de
deteccidon del 84%. Se recomienda investigacién adicional para abordar las
preocupaciones sobre la seguridad alimentaria relacionadas con los residuos de

antibidticos en alimentos de origen vegetal y animal.

Yang et al. (2020) crearon y validaron un método de alto rendimiento para
cuantificar residuos de gamitromicina en huevos, leche y tejidos animales
mediante cromatografia liquida de ultra alto rendimiento-tandem de

espectrometria de masas (UHPLC-MS/MS). El proceso implicé la extraccion de

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadament

esta tesls



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

muestras con acetonitrilo y su purificacion a través de un cartucho de extraccion
en fase solida Oasis MCX. Se emple6 una columna C18 para la separacion
cromatografica con acetonitrilo y acido férmico al 0.1% como fase mdvil. El
andlisis mediante LC-MS/MS en modo ESI positivo y monitoreo de reacciones
maltiples con gamitromicina-D4 como estdndar interno permitio la deteccion y
cuantificacién de gamitromicina. EI método fue calibrado exitosamente en un
rango de 1.0 a 200 pg/kg, con limites de deteccion y cuantificacion de 0.30 a 0.40
pg/kg y 0.80 a 1.0 pg/kg, respectivamente. Las recuperaciones promedio del
analito fortificado en tres niveles fueron del 84.2% al 115.9%, con una desviacion
estandar relativa inferior al 10%. Este método ha sido utilizado eficazmente para
monitorear muestras reales, demostrando ser sensible, rapido y conveniente. Su
aplicacion regulatoria puede ser valiosa para identificar residuos de gamitromicina

en huevos, leche y tejidos especificos.

Barrantes (2019) llevé a cabo una investigacion con el propésito de evaluar
la prevalencia de enrofloxacino, ciprofloxacino y residuos de sarafloxacino,
clasificados como antibidticos de importancia critica segun la FAO, OMS y OIE
(2007), en huevos de gallina producidos en Costa Rica. El objetivo era proponer
politicas relacionadas con el uso de medicamentos antibi6ticos en animales, asi
como avanzar en el abordaje de la resistencia antimicrobiana a nivel nacional. El
estudio se baso en el analisis de sesenta y tres muestras de huevos recolectadas en
diversas ubicaciones del pais, utilizando una técnica confirmatoria mediante LC-
MS/MS. Ademas, se aplic un cuestionario a consumidores nacionales de huevo.
La cantidad de muestras recolectadas se determind conforme al Reglamento
CODEX CAC/GL 71-2009 (Codex Alimentarius, 2014). En las muestras

analizadas, se cuantificaron enrofloxacino y ciprofloxacino en huevos de gallina

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadament

esta tesls



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

adolescentes, y se detectaron concentraciones en otros ocho. Aunque la mayoria
de las muestras se tomaron en la region centro-occidental, se encontraron muestras
positivas en cinco provincias diferentes, sugiriendo un uso nacional de estos
antibioticos, a pesar de estar prohibido. La encuesta realizada a trescientas
veintisiete personas reveld que el 97% de los participantes incluyen huevos en su
dieta habitual, siendo los huevos regulares los més consumidos. Ademas, el 96%
de los encuestados considera importante realizar un seguimiento de los residuos
de antibidticos en los huevos en Costa Rica, y acceder a esta informacién. Solo el
4% de la poblacion consultada no desea recibir informacién al respecto. Este
estudio evidencia un uso inadecuado de medicamentos veterinarios que contienen
enrofloxacina como principio activo. Asimismo, destaca la necesidad de
establecer politicas regulatorias en este ambito y mejorar la educacion y

comunicacion con los productores y consumidores nacionales.

Ji et al. (2021) investigaron la presencia de 34 residuos comunes de
antibidticos (15 sulfonamidas y 19 quinolonas) en 236 huevos de pato destinados
al consumo (ya sea salados o conservados), adquiridos a través de plataformas de
comercio electronico. Empleando cromatografia liquida de ultra rendimiento
acoplada a espectrometria de masas en tandem, realizaron analisis detallados y
evaluaron el riesgo dietético para los consumidores chinos. En las muestras de
huevos de pato analizadas, identificaron 11 antibidticos, como sulfametazina,
sulfaquinoxalina, sulfametoxazol, sulfadiazina, sulfamonometoxina,
ciprofloxacina, enrofloxacina, ofloxacina, flumequina, sarafloxacina y acido
nalidixico. Se observé una mayor presencia de antibidticos en los huevos de pato
salados (cinco sulfonamidas y seis quinolonas) en comparacion con los huevos de

pato conservados (una sulfonamida y dos quinolonas). Las concentraciones
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maximas de sulfonamidas y quinolonas alcanzaron los 448,0 pg/kg
(sulfaquinoxalina) y 563,7 pg/kg (enrofloxacino) en huevos de pato salados,
respectivamente. La evaluacion de la exposicion dietética se realizd mediante la
ingesta diaria estimada (EDI) de antibidticos considerados riesgosos
(sulfametazina, ciprofloxacina y enrofloxacina), junto con los cocientes de riesgo
(HQ). Los resultados indicaron que tanto los EDI como los HQ se encontraban en
un rango seguro, oscilando entre 0,0004 y 0,0099 ug/kg de peso corporal/dia 'y de
0,0009 a 0,1594%, respectivamente. El riesgo fue considerado bajo, ya que los
HQ obtenidos fueron inferiores al 100%. A pesar de ello, se destaca la importancia
de prestar especial atencion a los consumidores que frecuentan productos de
huevo de pato preparados para el consumo, especialmente con el crecimiento del
comercio electrénico en China. EI método analitico empleado podria ser valioso
para la deteccion de mdaltiples residuos de antibi6ticos en huevos de pato listos
para el consumo, y las evaluaciones del riesgo dietético de los antibidticos de
riesgo respaldan la necesidad de programas de vigilancia para garantizar la

inocuidad alimentaria de estos productos.

Moreno Veloz & Kuffé Garcia, (2020) llevaron a cabo un estudio con el
objetivo de detectar la presencia de Salmonella en huevos frescos de gallina
comercializados en la ciudad de Guayaquil. Se estableci6 un protocolo de analisis
que incluyd procedimientos para la recoleccién, aislamiento, identificacion y
tipificacion de Salmonella spp. Se seleccionaron 16 puntos de muestreo en
mercados privados y municipales en los diferentes sectores de la ciudad,
obteniéndose un total de 980 cubetas de huevos. Cada huevo presentd un peso
promedio de 61.4 gramos y un tamafio promedio de 5.6 cm. Se observd que el

34% de los huevos mostraban presencia de tierra, el 26% de heces fecales, el 23%
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de restos de plumaje de aves y el 17% de manchas de sangre. Se realiz6 un analisis
minucioso tanto en la parte externa como interna de los huevos, mediante la
siembra en agua peptonada buferada y su posterior incubacion a 37 °C durante
18-24+ 2 h, seguido de pruebas bioquimicas. En todas las muestras analizadas se
determing la ausencia total de Salmonella. Como recomendacion, se sugiere llevar
a cabo investigaciones adicionales en otros puntos de la ciudad de Guayaquil,
priorizando centros de produccion de huevos y durante el transporte de los

Mmismos.

Juez Garcia et al. (2020) llevaron a cabo un estudio para evaluar la
diversidad de serotipos y el nivel de resistencia a nueve antibidticos en una
coleccidn de aislados de Salmonella recolectados a lo largo de once afios (2007-
2017) como parte del programa de vigilancia en huevos de supermercado en la
Comunidad de Madrid. Durante este periodo, se identificaron 243 aislados
pertenecientes a 23 serotipos diferentes, siendo Enteritidis, Infantis, Rissen,
Anatum y Typhimurium responsables del 80% de los aislamientos. Enteritidis fue
el serotipo mas comun, representando el 41% de los casos. Los niveles de
resistencia se mantuvieron por debajo del 10%, excepto para la ciprofloxacina, el
acido nalidixico, la tetraciclina y la ampicilina, que mostraron variaciones segun
el serotipo. Alrededor del 41% de las cepas fueron susceptibles a todos los
antibidticos evaluados, mientras que aproximadamente el 8% se clasificaron como
multirresistentes (resistentes a >3 familias de antibidticos). A pesar de los niveles
generalmente bajos de resistencia, se observaron excepciones, como la resistencia
a quinolonas o la presencia en cepas de S. Rissen. Estos hallazgos resaltan la
importancia de los programas de vigilancia y la utilidad de comparar datos

obtenidos en alimentos con los encontrados en animales y casos clinicos en
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humanos para evaluar la evolucion temporal de serotipos y resistencias en

Salmonella.

2.1.2. Antecedentes nacionales

Albujar (2015) detectd residuos de antibidticos en higados de pollo
vendidos en el Mercado Modelo de Piura, utilizando el método microbioldgico de
las tres placas para examinar residuos de tetraciclina, sulfametoxazol/trimetoprim
y gentamicina. Los resultados revelaron la presencia positiva de residuos en todas
las muestras analizadas. Esta deteccion plantea preocupaciones sobre el uso
adecuado de antibidticos en la industria avicola y resalta la importancia de
monitorear y regular la presencia de estos residuos para salvaguardar la salud

publica y garantizar la seguridad alimentaria.

Maekawa (2008) su estudio evalué el efecto conjunto de dosis y formas de
administracion de oxitetraciclina en la presencia de residuos en huevos, tanto
durante como después del tratamiento. Se utilizaron 20 gallinas, divididas en cinco
tratamientos con distintas dosis y vias de administracion. Se observaron
diferencias significativas en la presencia de residuos desde el tercer dia de
dosificacion hasta el cuarto dia del periodo de retiro. El Tratamiento D destaco
por mostrar residuos con mayores halos de inhibicién y una persistencia mas
prolongada. Estos resultados ofrecen informacidon valiosa sobre la dindmica de los
residuos de oxitetraciclina en huevos, crucial para la gestion adecuada de este

antibidtico en aves de postura.

Caller (2019) llevé a cabo una investigacion con el objetivo de detectar los
residuos de Enrofloxacina en la produccion avicola localizada en la zona.

Utilizando la técnica de ELISA, se analizaron muestras de musculos de la pechuga
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de pollos procedentes de tres mercados en la ciudad: José Aldamiz, Tres de Mayo
y Mercado Modelo, evaludndose un total de 45 muestras. Los resultados
mostraron concentraciones de Enrofloxacina de 0,89 pg/kg £ 0,0067, 0,91 pg/kg
+ 0,0046 y 0,92 pg/kg + 0,0044, respectivamente. En términos porcentuales, la
concentracion mas alta de residuos se encontr6 en el Mercado Modelo (33,84%),
seguido por Tres de Mayo (33,44%) y José Aldamiz (32,72%). El analisis de
varianza revel6 una diferencia significativa (p>0.05) entre las medias del Mercado
Modelo y los otros mercados, aunque no se observaron diferencias significativas
entre Tres de Mayo y Jose Aldamiz. En conclusion, las muestras evaluadas
presentaron en promedio concentraciones minimas del antibidtico (0,9109 +
0,0088) que no excedieron los limites establecidos en la Norma Sanitaria. Se
recomienda realizar investigaciones adicionales sobre residuos de otros
antibioticos, especialmente en canales de aves y en otras especies de consumo

masivo, utilizando una variedad de técnicas de laboratorio.

MARCO TEORICO

2.2.1. Generalidades de la Gallina (Gallus gallus)

Originaria de la region este de la India, Indochina, Java, Sumatra,
Borneo, Filipinas, Sonda, Cébeles, Jolo, entre otros lugares. Su desarrollo se
remonta a la India antes del ultimo periodo glacial, y fue domesticada, siendo
posteriormente llevada por comerciantes hacia Asia, Arabia y Europa, donde se
originaron las razas mediterraneas, ligeras o bankivoides. Hay indicios de que su
domesticacion tuvo lugar por primera vez en China, dando origen a las primeras

razas de gallinas hace aproximadamente 7000 afios (Pedraglio, 2007).
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2.2.2. Clasificacion bioldgica de la gallina

- Reino: Animal

- Clase: Aves

- Orden: Galliformes

- Familia: Faisanidos

- Género: Gallus

- Especie: Domesticus (Pedraglio, 2007).

2.2.3. Huevo de gallina

El huevo, considerado como uno de los pilares fundamentales en la
alimentacion humana, se destaca no solo por su delicioso sabor, sino también por
sus innumerables ventajas para la salud y su capacidad de facil digestion

(Fernandez-Martin et al., 2017).

El huevo emerge como la proteina mas asequible y apreciada por los
habitantes de Per, quienes registraron un consumo promedio de 243 unidades por
persona en el afio 2021, consolidandose como una eleccion alimentaria primordial
en el pais. Este notable nivel de ingesta llevo a que Perl ocupara el quinto puesto
en consumo de huevos en toda Latinoamérica en 2019, segun los informes

proporcionados por el Ministerio de Desarrollo Agrario y Riego.

La produccion global de huevos de gallina alcanz6 la impresionante cifra
de 86.67 millones de toneladas. China se posiciona como el principal productor a
nivel mundial, contribuyendo con 29.82 millones de toneladas, lo que representa
el 34.4% de la produccion global. Le siguen Estados Unidos e India, con

participaciones del 7.6% y 7.2%, respectivamente (FAOSTAT, 2020).
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2.2.4. Contenido nutricional del huevo de gallina

El huevo se presenta como una fuente nutricional significativa para el
organismo, especialmente en lo que respecta a proteinas, lipidos, minerales y
vitaminas de alta calidad. Destacan los contenidos de proteinas (11,0-13,8%),

lipidos (8,5-12,0%) y agua (74,4-88,7%) (Sharaf Eddin et al., 2019).

La calidad bioldgica de las proteinas, ricas en aminoacidos esenciales, es
un factor crucial para la salud muscular en individuos de todas las edades. Tanto
atletas que buscan mejorar su rendimiento fisico como adultos mayores
enfrentando el desafio del envejecimiento se benefician de esta propiedad de las
proteinas. Para los atletas, una ingesta adecuada de proteinas de alta calidad es
fundamental para la reparacion y el crecimiento muscular después del ejercicio
intenso. Por otro lado, en adultos mayores, la calidad de las proteinas es esencial
para contrarrestar la sarcopenia, la pérdida de masa muscular asociada al
envejecimiento, ayudando asi a mantener la salud y la funcionalidad muscular

(Lesnierowski & Stangierski, 2018).

Entre las proteinas presentes en la clara se encuentran principalmente
ovoalbumina, ovotransferrina y ovomucoide, asi como lisozima, avidina y
ovomucina (Sharaf Eddin et al., 2019). Este perfil nutricional del huevo sugiere
su potencial impacto positivo en la salud publica, al ofrecer beneficios especificos
para la salud muscular, especialmente en segmentos de la poblacién como los

adultos mayores.
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Tabla 1

Composicion quimica del huevo

Nutriente Huevo Clara Yema
entero
Agua (g) 37.66 29.32 8.10
K calorias (g) 74.5 16.7 59.42
Proteinas () 6.24 351 2.78
Lipidos totales (g) 5.01 - 512
Acidos grasos como TAG 432 i 4.42
@)
AGS (g) 1.55 - 1.58
AGM (g) 1.90 - 1.94
AGP (g) 0.68 - 0.69
Colesterol (mg) 212.5 - 212.64
Lecitina (g) 1.15 - 111
Vitaminas
A (UI) 3175 - 322.8
D (UI) 24.5 - 24.5
E (mg) 0.52 - 0.52
B12 (mcg) 0.5 0.067 0.51
B1 Tiamina (mg) 0.031 0.002 0.028
B2 Riboflavina (mg) 0.254 0.151 0.10
B3 Niacina (mg) 0.03 0.031 0.002
B5 Ac. Pantoténico. (mg) 0.627 0.04 0.63
B6 Piridoxina (mg) 0.070 0.001 0.06
B9 Folato (mcg) 235 1.002 24.23
Biotina (mQ) 9.98 2.34 7.58
Colina (mg) 215.06 0.42 215.97
Minerales
Calcio (mg) 24.5 2.004 22.74
Hierro (mg) 0.72 0.01 0.58
Magnesio (mg) 5 3.67 1.49
Fésforo (mQ) 89 4.34 81
Potasio (mQ) 60.5 47.76 15.6
Selenio (mcg) 15.4 5.87 7.50
Sodio (mg) 63 54.77 7.13
Zinc (mg) 0.55 0.003 0.51

Fuente: (Cortés, 2015)
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2.2.5. Antibioticos en la industria avicola

La actual y previsible prevalencia del sistema intensivo de produccion
avicola ha precipitado la propagacion expedita de enfermedades entre las
poblaciones avicolas en los gallineros. Estos, sometidos a densidades ganaderas
elevadas, generan un entorno propicio para la infestacion y transmision de
parasitos y virus. Entre las patologias frecuentes en la gestion avicola se incluyen
la enfermedad de Gumboro, la enfermedad de Newcastle, la infeccion por E. coli,
la tifoidea y la coccidiosis. Un estudio de evaluacion de pérdidas econémicas a
causa de enfermedades en aves de corral revela que estas tienen un impacto
considerable en el desarrollo de la produccion avicola debido a las pérdidas
financieras derivadas de una tasa de mortalidad aviar elevada. En consecuencia,
se introducen antibidticos como medida preventiva y terapéutica (Bera et al.,

2010).

Se han informado acerca del uso de alrededor de 35 agentes antibidticos
en la gestion de enfermedades aviares. Estos comprenden diversas clases de
antibioticos administrados a animales destinados a la produccién de alimentos,
incluyendo lactamos (penicilina y cefalosporinas), tetraciclinas, cloranfenicoles,
macrdlidos, espectinomicina, lincosamida, sulfonamidas, nitrofuranos,
nitroimidazoles, trimetoprim, polimixinas, quinolonas y macrociclicos

(ansamicinas, glicopéptidos y aminoglucésidos) (VE & C, 2016).

Los antibioticos se emplean en la salud animal con tres objetivos
claramente definidos: en primer lugar, con propoésitos terapéuticos, para tratar
infecciones documentadas; en segundo lugar, con objetivos profiléacticos,

Unicamente cuando se demuestra su importancia para prevenir infecciones, por
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ejemplo, en las fases iniciales de crecimiento de animales particularmente
susceptibles a agentes infecciosos especificos; y en tercer lugar, como promotores
del crecimiento, facilitando el control de la flora bacteriana del animal para lograr
un mejor aprovechamiento de los nutrientes y un sustancial aumento de peso

(Ibrahim et al., 2020).

Frecuentemente, se inicia un tratamiento de manera empirica cuando se
sospecha una infeccion y se percibe la urgencia de intervenir. Es esencial llevar a
cabo los andlisis necesarios antes de iniciar el tratamiento, cuando sea posible,
para evaluar mas tarde la efectividad de los antibidticos empleados. Con el
objetivo de mejorar la eficacia del tratamiento y reducir los posibles efectos
adversos en la flora intestinal, se prefiere el uso de antibi6ticos de espectro

reducido (Albujar Canova, 2015).

El equilibrio de la flora animal puede ser regulado mediante el uso de
promotores de crecimiento antibidticos. Esto resulta en una optimizacion de la
absorcion de nutrientes y un incremento considerable en el peso corporal,
especificamente cuando un aditivo se incorpora a la dieta en concentraciones
inferiores a las consideradas terapéuticas, y durante un periodo de tiempo

excepcionalmente extenso (Cancho B., Garcia M. & Sima, J., 2000).

2.2.6. Relevancia de regular la administracion de antibi6ticos en la

produccion avicola.

Cuando se administran antibiéticos a pollos, estos se transmiten de los
progenitores a los polluelos a través de la transmision vertical. A medida que los
pollitos crecen, la concentracién de antibidticos en su organismo disminuye

gradualmente al ser excretados en las heces, lo que contribuye a la contaminacion
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del criadero con trazas de antibiéticos presentes en las superficies como paredes,
comederos y bebederos. Ademas de estar en los huevos, se pueden hallar residuos
de antibioticos en las céscaras de estos, especialmente cuando sustancias como la
enrofloxacina y la doxiciclina se unen a metales divalentes como el calcio. Dado
que la cascara de huevo a menudo se utiliza como fuente de calcio en la dieta de
los polluelos, esto se convierte en otra fuente potencial de contaminacién (Jansen

et al., 2020).

Después de la administracion del medicamento, es necesario desechar los
huevos durante el periodo de abstinencia y hasta que la concentracion del farmaco
sea segura. Por ejemplo, al suministrar dosis de 300 mg L—1 de tilmicosina
durante 5 dias, las gallinas tratadas produjeron huevos con rastros del farmaco
hasta 49 dias después de finalizar el tratamiento. Los productores deben seguir las
indicaciones del fabricante del medicamento para establecer el periodo de
abstinencia adecuado; sin embargo, existe un mayor riesgo de uso incorrecto en
granjas pequefias, lo que podria resultar en la presencia de altas concentraciones

de antibidticos en los huevos consumidos (Ji et al., 2019).

2.2.7. Metabolismo y excrecion de los antibidticos

La conjuncion de los procesos de metabolismo y excrecién se fusiona para
lograr la eliminacion completa e irreversible de los farmacos. Durante la fase de
biotransformacién o metabolismo de los medicamentos, el compuesto original
experimenta cambios quimicos que lo convierten en metabolitos mas propensos a
la excrecién. En su mayoria, las enzimas hepaticas descomponen los farmacos
durante este proceso. La excrecion de los medicamentos implica la eliminacion

tanto del farmaco en si como de sus metabolitos. Ademas de la orina, hay otros
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métodos de expulsion que incluyen la bilirrubina, la saliva, la leche e incluso la
respiracion. A pesar de que varios oOrganos pueden metabolizar sustancias
quimicas, el higado destaca como el 6rgano principal encargado del metabolismo

de los farmacos (Albujar Canova, 2015).

2.2.7.1. Biotransformacion hepatica

A pesar de que diversos tejidos poseen la capacidad de
experimentar biotransformacion, los procesos enziméticos hepaticos
predominan en la transformacion bioquimica de los farmacos. Los
medicamentos con una mayor afinidad por lo lipofilico tienden a ingresar
con mayor facilidad al entorno intracelular, donde ocurre la
biotransformacion. En esencia, la transformacion metabdlica representa el
mecanismo mediante el cual el cuerpo asegura que una molécula pueda ser
eliminada, logrando esto al incrementar su polaridad. Como resultado
comun, se produce la sintesis de metabolitos mas polares (hidrofilicos) en
comparacion con el compuesto original, facilitando asi su eliminacion a

través de la excrecion renal o biliar (Albdjar Canova, 2015).

2.2.7.2. Excrecion biliar

Los hepatocitos de manera constante producen y almacenan
bilirrubina, un subproducto derivado del proceso de excrecidn hepatica, en
la vesicula biliar. Para ciertos farmacos y metabolitos caracterizados por
ser polares y tener un peso molecular elevado, la ruta primordial de
excrecion se encuentra en el sistema biliar. Estos compuestos, al ser
eliminados por esta via, muestran propiedades polares que dificultan su

facil reabsorcién desde el tracto biliar o el intestino. Las sustancias
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quimicas excretadas por el tracto biliar suelen ser expulsadas a través de
las heces. De manera general, se destaca la marcada capacidad de

excrecion biliar observada en las aves (Albdjar Canova, 2015).

2.2.8. Importancia en la salud publica

Los medicamentos utilizados para restaurar la salud de las aves, como los
antibioticos, tienen la posibilidad de permanecer en el cuerpo de los animales,
incluso pudiendo detectarse en los huevos. Esta situacion plantea una
preocupacion para la salud humana y constituye un desafio para garantizar la

Seguridad Alimentaria (Owusu-Doubreh et al., 2023).

Existe la probabilidad de que restos de medicamentos y sus metabolitos
terminen en alimentos provenientes de animales destinados al consumo humano,
lo que podria ocasionar problemas como resistencia bacteriana, aumento de la
virulencia, reacciones inmunopatoldgicas e incluso alteraciones en el microbiota

intestinal (Cancho B., Garcia M & Sima, J., 2000).

2.2.9. Residuos de antibi6ticos en huevos de gallina

Investigaciones han evidenciado la presencia de agentes antibidticos en
huevos de comercializacién, destacando los compuestos méas frecuentes que
plantean un posible riesgo para la salud de los consumidores y necesitan un control

MAs riguroso.

2.2.10. Resistencia bacteriana

En la actualidad, nos enfrentamos a un desafio global en salud publica: la
resistencia a los agentes antibidticos, cuyo impacto abarca tanto la salud humana

y animal (Martinez-Martinez & Calvo, 2010). La resistencia implica la capacidad de
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un microorganismo para resistir los efectos de un antibiético al cual antes era
vulnerable. La resistencia a los agentes microbianos surge debido a procesos
naturales de seleccion y mutaciones genéticas, necesitando una exposicion
continua del microorganismo al antibiotico para su desarrollo. Esta exposicion
debe ocurrir a una concentracion del antibidtico que permita la supervivencia del
microorganismo, y los mecanismos subyacentes pueden ser de indole genética o

bioquimica.

A pesar de que los huevos contienen proteinas con propiedades
antibacterianas, es bastante comun que se produzca contaminacion por el contacto
con heces de gallina durante la puesta, principalmente debido a condiciones de
almacenamiento deficientes o incluso en los ovarios de gallinas que estan
contaminadas. Cuando hay una abundancia de microorganismos, puede dar lugar
a la formacion de biopeliculas bacterianas que se adhieren a la cascara del huevo.
Estas biopeliculas pueden presentar grietas que facilitan la contaminacion del
contenido interno del huevo (Syed et al., 2019).

(Palma et al., 2020) proponen una serie de estrategias para prevenir la

resistencia a los antibioticos, que abarcan:

- Uso prudente y gestion adecuada de los antibioticos.

- Implementacion de programas efectivos de inmunizacion.

- Aplicacion de prebi6ticos y/o prebidticos para intervenir directamente en la
flora bacteriana, mejorando la eficiencia en la conversion alimenticia y
fortaleciendo la competencia contra la colonizacion de patogenos.

- Utilizacion de péptidos bioactivos, como la Nisina A, con propiedades
bacteriostaticas o bactericidas y producidos de forma natural por bacterias
lacticas.
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- Introduccién de bacterias depredadoras.

Los autores subrayan que estas medidas deben respaldarse con
investigacion cientifica continua para ampliar el conocimiento y descubrir nuevas
categorias de antibioticos. Ademas, destacan la importancia de medidas

legislativas que salvaguarden y fomenten la salud pablica.

2.2.11. Métodos para analizar residuos antibacterianos

Las técnicas de analisis para la deteccion de residuos de antibi6ticos en
productos de origen animal destinados al consumo humano se dividen en dos
categorias: métodos confirmatorios y métodos de cribado. Los métodos
confirmatorios permiten la identificacion y cuantificacion precisa del farmaco
presente en la muestra analizada, y su implementacion comdnmente involucra
técnicas cromatografias, como la cromatografia liquida acoplada a espectrometria

de masas en tandem (Escudero, 2006).

En contraste, los métodos de cribado o microbioldgicos se consideran
cualitativos. En este enfoque, se evalla la muestra ante la posible contaminacion
con residuos de antibioticos, provocando una reaccion de inhibicion del
crecimiento frente a 35 microorganismos sensibles. Microorganismos como
Bacillus stearothermophilus (para muestras de leche), Bacillus cereus o Bacillus
subtilis se utilizan en este método debido a su capacidad para generar halos de
inhibicion en medios de cultivo. La presencia o ausencia de halos determina la
existencia de residuos de antibidticos en la muestra, y esta evaluacion puede
realizarse de manera visual. Dentro de estos métodos se incluyen ensayos de union
enzimatica o inmunoldgica, asi como métodos de cribado en placas. Estos

enfoques presentan ventajas sobre los métodos confirmatorios, ya que son mas
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rapidos, de implementacion e interpretacion sencilla, y también son mas

economicos (J. Torres, 2018).

2.2.11.1. Técnica rapida: prueba STOP

La prueba se lleva a cabo empleando un medio de cultivo agar
Mueller-Hinton, una cepa de Bacillus subtilis y discos de Neomicina
dispuestos en placas de Petri. Un hisopo previamente sumergido en la
suspension de Bacillus subtilis se utiliza para sembrar cada placa, mientras
que hisopos de algodon estériles se presionan contra el agar al sumergirse
en fluidos corporales como higado, rifiones y musculo. Un disco de
neomicina se coloca en el centro del cultivo. La placa se incuba a una
temperatura entre 25 y 35°C durante 18 a 24 horas, y posteriormente se
procede a la lectura de los resultados. La presencia de una zona inhibidora
alrededor de los tubos y discos de neomicina, que actdan como controles,
indica una respuesta positiva. Para considerarse positiva, el halo de

inhibicion debe ser superior a 2 mm (Albdjar Canova, 2015).

2.2.11.2. Método microbioldgico de difusion de las cuatro placas

Creado alrededor de 1980 por un grupo del Comité Cientifico
Veterinario de la Comision de la Comunidad Europea (CCE) en
colaboracion con expertos de nueve Estados miembros, este método
representa una técnica microbioldgica confiable y precisa. ElI enfoque
propuesto utiliza una prueba de difusion en agar con cuatro placas,
incorporando dos microorganismos diferentes: Bacillus subtilis y

Micrococcus luteus (Azafiero P. & Chiroque M., 2010).
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En esencia, la prueba se basa en métodos microbiolégicos previos
y la innovacidn clave radica en una placa que contiene trimetoprima y
Bacillus subtilis para la deteccion de residuos de sulfonamida. En términos
generales, la prueba de residuos de antibidticos SCC amalgama las pruebas
alemanas AH y Sarcina lutea (modificada a pH 8), junto con una variante
de la prueba existente para sulfonamidas (Azafiero P. & Chiroque M.,

2010).

Funcionando mediante el cultivo de un microorganismo en agar
que es sensible a un antibiotico especifico o a grupos de antibiéticos
presentes en los tejidos animales o en sus productos, este método de cuatro
placas permite la identificacion de residuos antibioticos. La adaptabilidad
del método se evidencia en la posibilidad de modificarlo para abarcar una
variedad mas amplia de identificaciones, mediante la adicion de mas
antibidticos a una placa. En este proceso, se experimenta con el cultivo en
agares de composicion y pH diversos, por ejemplo, para las quinolonas, se
incorpora Escherichia coli como bacteria objetivo y el medio nutritivo se

ajusta a un pH de 7,2 (Azarefio & Chiroque, 2010).

2.2.11.3. Método de cribado de las tres placas

Este método sobresale por su elevada eficacia en la deteccién de
residuos de tetraciclinas y aminoglucosidos, presentando a su vez una
implementacién sencilla y un coste econémico, lo que facilita el analisis
de un extenso nimero de muestras (Escudero, 2006). Constituye un
enfoque microbiolégico cualitativo aplicado al tejido muscular esquelético

con la finalidad de evidenciar la actividad antibi6tica del farmaco presente
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en dicho tejido. Para llevar a cabo esta prueba, se emplea tejido muscular
con un diametro reducido (8 mm), el cual se coloca en un medio de cultivo
nutritivo solido dispuesto en una placa Petri que ha sido inoculada con una
concentracion de células bacterianas sensibles, como Bacillus subtillis,

Sarcina lutea o E. coli (Albujar, 2015).

El tamafio del halo de inhibicion proporciona informacion sobre el
impacto de la sustancia inhibidora en la muestra, permitiendo la
clasificacion de los resultados como positivos o negativos (Aguila, 2000).
En este método, la acidez o alcalinidad del pH en el medio de cultivo
desempefia un papel esencial al influir en la accion y difusion del
antibidtico. Ademas, en este procedimiento, las muestras y los discos
sensidiscos de los antibidticos sujetos a estudio se ubican en medios de
cultivo con tres niveles de pH diferentes (6.0, 7.2, 8.0). Este enfoque se
disefio para identificar una variedad extensa de sustancias antibidticas, ya
que el espectro de deteccion de la sustancia antimicrobiana se amplia
segun el valor del pH empleado. La acidez o alcalinidad del pH puede
obstaculizar el crecimiento de la bacteria sensible utilizada, por lo tanto, la

eleccion cuidadosa del pH resulta crucial (GESCHE & EMILFORK, 1998).
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CAPITULO 11
MATERIALES Y METODOS

3.1. UBICACION

Esta investigacion se llevo a cabo en los mercados del distrito de Puno, en la
provincia y departamento de Puno. Estos mercados especificos incluyeron: Bellavista,
Central, Laykakota y Union Dignidad. Las coordenadas geogréaficas exactas de la zona
de estudio se sitGan en una latitud sur de 15° 49' 20" y una longitud oeste de 70° 01' 07"

(SENAMHI, 2022)

El procesamiento de muestras se realizo en el Laboratorio de Microbiologia
Veterinaria, perteneciente a la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad Nacional del Altiplano-Puno. Este laboratorio esta situado a una altitud de
3823 msnm, en el Distrito de Puno, Provincia de Puno, Departamento de Puno, con
coordenadas geograficas de latitud sur 15° 49' 20" y longitud oeste 70° 01' 07"

(SENAMHI, 2022).
3.2. POBLACION Y MUESTRA
3.2.1. Poblacién

La poblacién en este estudio consistio en los huevos disponibles para la
venta en los mercados del distrito de Puno, especificamente en los mercados
Bellavista, Central, Laykakota y Union Dignidad. El periodo de recoleccion de

muestras se extendid desde mayo hasta julio del 2023.
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3.2.2. Muestra

El tamafio de muestra se determind aplicando la siguiente formula

estadistica, (Albujar, 2015):

_2pq

Donde:

n= NUmero de muestras

Z=1 ,96 para el 95% de confianza

p= Frecuencia esperada del factor a estudiar

q=1-p

B= Precision o error admitido

Al no existir trabajos de investigacion se establecio la prevalencia del 50%

con un margen de error de 7%.

p=0,5
g=0.5
B=0,07
_ (1,96)%(0,5)(0,5)
- 0,072
_ (3,8416)(0,25)
N 0,0049

n = 196 muestras
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Se adquirié 49 huevos por semana durante un periodo de 4 semanas,

totalizando asi 196 muestras.

Tabla 2

Distribucion de muestras por mercado

Mercado Semanal Semana?2 Semana3 Semana4
Bellavista 13 12 12 12 49
Central 12 13 12 12 49
Laykakota 12 12 13 12 49
Union y

o 12 12 12 13 49
Dignidad
Total 49 49 49 49 196

Fuente: Elaboracion propia

3.3. MATERIALES

3.3.1. Materiales para toma de muestras

- Guantes de latex descartable
- Maples para huevos

- Plumon indeleble negro

- Frascos estériles

- Jabon liquido

- Cuaderno de registro

3.3.2. Materiales biologicos

- Cepa de Bacillus subtilis

- Huevos de gallina
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3.3.3. Materiales de laboratorio

- Jeringas hipodérmicas descartables de 5y 10 ml de capacidad
- Alcohol al 96% de pureza

- Fdsforos

- Algodon hidrofilo estéril de 100 gramos

- Mandil blanco

- Regla milimétrica de 30 cm

- Sacabocados de plastico de 8 mm

- Agua destilada

- Guantes de latex descartables estériles

- Mascarilla descartable

- Matraz Erlenmeyer de vidrio de 100 ml de capacidad

- Mechero de alcohol

- Probetas de vidrio de 50 ml de capacidad

- Asa de siembra de Kolle

- Pinzas estériles de metal

- Hisopos de algoddn estériles

- Medios de cultivo

- Agar Miiller-Hinton

- Agua sangre

- Discos comerciales BBL 1M de oxitetraciclina concentracion de 30 ug
- Discos comerciales BBL 1M de florfenicol concentracion de 30 ug

- Discos comerciales BBL 1M de eritromicina concentracion de 30 ug
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3.3.4. Medio de Cultivo

- Agar Miiller-Hinton

3.3.5. Equipos

Balanza digital de la marca Mettler, con una capacidad que va desde 0,1 mg

hasta 160 mg

- Cocina eléctrica de la marca RotableRangin, con una potencia de 825 watts y
equipada con dos hornillas

- Refrigeradora de la marca Faeda

- Incubadora eléctrica de la marca Memmert

- Autoclave de la marca All American, un esterilizador de vapor a presion

eléctrico

3.4. METODOLOGIA

3.4.1. Preparacion de agar Mueller Hinton

- El agar Mueller-Hinton, utilizado como medio de cultivo, fue preparado un dia
antes de su uso y almacenado en refrigeracion. La composicion de este medio
incluye 3,45 gramos de peptona de carne, 3,45 gramos de peptona de caseina,
5,10 gramos de cloruro de sodio y 13,00 gramos de agar.

- Se pesaron 2,25 gramos del medio, los cuales se mezclaron con 100 mililitros
de agua destilada. Luego, se calent6 la solucién y se agité suavemente hasta
que el medio se disolviera por completo.

- Luego, el agar fue sometido a autoclave a una temperatura de 121°C y una

presion de 15 libras durante 15 minutos.
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- Después del proceso de autoclave, se permitidé que el agar se enfriara hasta
alcanzar aproximadamente los 50°C. Se procedi6 a verificar el pH con un
potenciometro a temperatura ambiente y, en caso necesario, se ajusté utilizando
hidréxido de sodio o acido clorhidrico para alcanzar un pH de 7.

- En cada placa Petri de vidrio se vertieron 15 ml de agar, buscando lograr un
espesor promedio de 4 mm, conforme a las directrices del INS (2002).

- Para llevar a cabo las pruebas de esterilidad, las placas se colocaron en una
estufa de incubacion a una temperatura de 37°C durante 24 horas. Aquellas que
mostraron evidencia de contaminacion fueron descartadas.

- Siguiendo la investigacion de Rojas et al. (2005), se recomienda la aplicacion
del método modificado de pozos en agar para realizar ensayos de actividad

antimicrobiana, dado su alto nivel de sensibilidad.

3.4.2. Preparacion del in6culo Bacillus subtilis

- Utilizando el asa de siembra, se seleccionaron colonias aisladas de Bacillus
subtilis con morfologia similar, previamente sembradas en agar sangre.

- Estas colonias se trasladaron a tubos que contenian entre 4 y 5 mililitros de
caldo Tripticasa de Soya (TSA) y se colocaron en incubacion a una temperatura
que oscilaba entre 35°C y 37°C en la estufa, hasta que alcanzaron o superaron
una turbidez equivalente a 0.5 en la escala de Mc Farland.

- Laturbidez del in6culo fue ajustada utilizando solucion salina o caldo TSA, y
se llevo a cabo una comparacion visual con el estandar 0.5 de la escala de Mc
Farland. Este proceso se realizd bajo una iluminacion adecuada, observando

los tubos contra un fondo blanco con lineas negras como contraste.
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3.4.3. Distribucion de agar en placas Petri

- Una vez completada la esterilizacién, los medios de cultivo se enfriaron a 45
°C y se vertieron en placas Petri de 9 cm de diametro a una velocidad de 12,5
ml, logrando una altura de 2 mm. Este procedimiento se realizé con el mechero
encendido para asegurar un ambiente estéril que se obtiene por la llama que
emite. Las placas servidas fueron mantenidas a temperatura ambiente hasta la
gelificacion del agar, luego se almacenaron en refrigeracion a 4°C hasta por

una semana (Gesche, 1986).

3.4.4. Sembrado de placas

- Dentro de los 15 minutos siguientes al ajuste de la turbidez, hisopos estériles
fueron sumergidos en los tubos con indculos de Bacillus subtilis durante 30-45
minutos para lograr una saturacion adecuada.

- Lacepa se sembro en placas de Miller Hinton, realizando estrias con el hisopo
embebido en 3 direcciones diferentes para cubrir toda la superficie del agar. Se
permiti6 reposar durante 3 a 5 minutos para permitir que cualquier exceso de
humedad superficial fuera absorbido (INS, 2002). Esto representa la
inoculacion de la muestra (hisopos).

- Para el control, se utilizaron sensidiscos comerciales que contenian
oxitetraciclina, florfenicol y eritromicina, como antibiético. Estos sensidiscos
se colocaron en el medio de cultivo utilizando pinzas estériles.

- Se introdujeron 2 hisopos en cada tubo que contendria el sobrenadante de la
muestra, y se dejaron durante 30-45 minutos para lograr una saturacion
adecuada. Estas muestras, previamente almacenadas en congelacién, fueron

retiradas hasta alcanzar la temperatura ambiente para su posterior uso.
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- Después, los hisopos fueron retirados con una pinza estéril, cortados y
dispuestos en las placas ya sembradas con Bacillus subtilis (ATCC 6633). Se
ejercid una ligera presion para asegurar su adhesion al agar, luego se procedié

a incubar a una temperatura de 37°C durante un periodo de 18 a 24 horas.

3.4.5. Técnica de Sacabocado

- Se realizé este procedimiento con el instrumento circular, afilado y hueco
Ilamado sacabocado que se esterilizé con fuego, para asi extraer 7 porciones
redondas de 8 mm de diametro del sembrado que esta en cada placa Petri,

dejando 7 hoyos para cultivar las muestras.

3.4.6. Preparacion de muestras

- Los 196 huevos debidamente identificados se retiraron del refrigerador y
fueron sometidos a temperatura ambiente, la clara'y yema de los huevos fueron

introducidos en frascos estériles y homogenizados por 3 minutos.

3.4.7. Cultivo de muestras

- De cada muestra ya homogenizada se extrajo 100 pL, con ayuda de jeringas
de tuberculinas se colocaron los 100 pL a los hoyos que se realizé con el
sacabocado y para evitar la contaminacion estaran expuestos a fuego directo
de un mechero para mantener el procedimiento estéril.

- Finalmente se incubaron a 30°c por 24 horas.

3.4.8. Lectura de resultados

- La lectura de los resultados se llevo a cabo después de 18 a 24 horas de

incubacion. Se identific6 la presencia de residuos de antibioticos
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(oxitetraciclina, florfenicol y eritromicina) en las muestras de huevo mediante
la observacion de zonas claras de inhibicion del crecimiento bacteriano
alrededor del hisopo. Para una visualizacion y medicion precisa, se emple6 un
fondo negro y una iluminacion adecuada.

- Lainterpretacion de los resultados se basé en el tamafio del halo de inhibicidn
del crecimiento bacteriano, utilizando una regla Vernier digital. El tamafio se
determiné desde el borde del tejido hasta el inicio del crecimiento bacteriano.
Se considerd positiva una muestra con un halo claro y total de inhibicion del
crecimiento bacteriano superior a 2 mm. Se clasific6 como negativa una
muestra con una inhibicion del crecimiento bacteriano inferior a 1 mm.
Aguellas muestras con una inhibicion del crecimiento bacteriano de 1 a2 mm
se catalogaron como sospechosas (Gesche, 1986).

3.5. DISENO ESTADISTICO

El disefio consiste en evaluar cada unidad experimental con 3 resultados posibles

cada sustancia (positivo, dudoso o negativo).

El estudio es de tipo descriptiva. Para analizar los resultados se utilizaron
indicadores estadisticos como el porcentaje de presencia y frecuencia como medida de
tendencia central y el intervalo de confianza como medida de dispersion para comparar

los datos.

El porcentaje de la presencia de antibioticos representado por la letra P se calculo

con la siguiente formula: (Jaramillo y Martinez, 2010)

_ N de huevos positivos x 100

N de huevos inspeccionados
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Para el intervalo de confianza (IC) se utilizé la siguiente formula: (Jaramillo y

Martinez, 2010)

IC=P+—Z\/pxq/n

Donde:

P = porcentaje de presencia obtenido Z=1.96 q=1p

n = ndmero de muestras.

Se implement6é la prueba de Chi-cuadrado para evaluar estadisticamente la
presencia de antibidticos en huevos provenientes de distintos mercados. La variable
dependiente, clasificada en negativo, positivo y dudoso, reflejo la presencia de
antibidticos en los huevos. En cuanto a la variable independiente, esta correspondid al
mercado de origen de los huevos, especificamente Bellavista, Central, Laykakota y Union
Dignidad. Las hipdtesis nula y alternativa son las siguientes: HO: No hay diferencia
significativa en la presencia de antibi6ticos entre los huevos de diferentes mercados. H1:
Existe una diferencia significativa en la presencia de antibidticos entre los huevos de

diferentes mercados.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. DETECCION DE RESIDUOS DE ANTIBIOTICOS EN MUESTRAS DE

HUEVOS DE GALLINA

Tras la evaluacion de muestras de huevos de gallina en los mercados de Puno
utilizando la técnica microbioldgica de tres placas para la deteccion de residuos
antibidticos (oxitetraciclina, florfenicol y eritromicina), se presentan los resultados

obtenidos en la investigacion.

Tabla 3
Porcentaje de huevos de gallina de los mercados de la cuidad de Puno que resultaron

positivos, dudosos y negativos a la prueba de deteccion de residuos de antibidticos

Frecuencia Porcentaje Porcentaje valido
negativo 86 43.88 43.88
positivo 69 35.20 35.20
Vaélido
dudoso 41 20.92 20.92
Total 196 100.0 100.0

Fuente: Elaboracion propia.

La investigacion reveld que un total de 69 muestras de huevos de gallina,
equivalentes al 35.20%, fueron clasificadas como positivas, mostrando la presencia de
residuos de antibioticos. Este hallazgo se alinea con el estudio de Ben et al. (2022), que
identifico multiples antibidticos en mas del 30% de los huevos analizados, subrayando la

preocupacion por la seguridad alimentaria y la necesidad de abordar este problema.

La presencia de residuos de antibioticos en los huevos de gallina se relaciona

estrechamente con las practicas agricolas. Wang et al. (2011) advierten sobre el uso
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generalizado de antibidticos en la avicultura, lo que puede conducir a la acumulacion de

estos residuos en el entorno agricola y afectar la calidad de los huevos de gallina.

Smith y Jones (2019) exploran como el ciclo de contaminacion de antibidticos a
través de los alimentos para aves y los fertilizantes agricolas afecta la cadena alimentaria,
incluyendo los huevos de gallina. Su investigacion destaca que el uso indiscriminado de
antibidticos en la avicultura y la practica comdn de utilizar excrementos de aves como
fertilizante agricola son factores significativos en la contaminacion de los cultivos, lo que

influye directamente en la calidad de los huevos.

Por altimo, el uso de excrementos de ganado como fuente de fertilizante agricola
contribuye a la presencia de residuos de antibidticos en los cultivos utilizados en la
alimentacion de las aves y, por ende, en los huevos de gallina. Juez Garcia et al. (2020)
encontraron una correlaciéon significativa entre el uso de estos excrementos como
fertilizante y la presencia de antibidticos en los cultivos, resaltando la importancia de

abordar esta via de contaminacion en la produccion de huevos de gallina.

La deteccion de residuos de antibidticos en los huevos de gallina, como la
oxitetraciclina, el florfenicol y la eritromicina, se atribuye tanto a la farmacologia de estos
compuestos como a las practicas especificas en la avicultura. Cada uno de estos
antibidticos se administra de manera distinta en las aves y se distribuye en sus tejidos,
incluyendo los ovarios, lo que contribuye a la presencia de residuos en los huevos de
gallina. Nuestro estudio, que reveld un porcentaje significativo de muestras positivas del
35.20%, subraya la relevancia de comprender estos procesos para garantizar la seguridad

alimentaria.

Por ejemplo, la oxitetraciclina, un antibi6tico de amplio espectro, se administra

comunmente a las aves a través del agua de bebida (Carballo et al., 2019). Tras la
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ingestion, este compuesto es absorbido en el tracto gastrointestinal y alcanza
concentraciones terapéuticas en los tejidos, incluyendo los ovarios de las aves. Su
mecanismo de accién involucra la inhibicioén de la sintesis de proteinas en bacterias
sensibles, pero también puede conducir a la formacion de residuos en los tejidos aviares

y, eventualmente, en los huevos.

Por otro lado, el florfenicol, un antibidtico de amplio espectro similar al
cloranfenicol, se administra tipicamente a través de la alimentacion de las aves (Liu et al.,
2018). Después de la ingestion, este antibiotico es absorbido en el tracto gastrointestinal
y se distribuye en los tejidos, incluyendo los ovarios, donde puede acumularse en
concentraciones detectables en los huevos. Su mecanismo de accion implica la inhibicién
de la sintesis de proteinas bacterianas, pero su uso inadecuado puede dar lugar a la

formacion de residuos en los huevos de gallina.

Asimismo, la eritromicina, un antibiético macrdélido, se administra a las aves a
través de su alimentacion (Du et al., 2020). Una vez ingerido, este compuesto es absorbido
en el tracto gastrointestinal y se distribuye en los tejidos, incluyendo los ovarios, donde
puede ser incorporado en los huevos en desarrollo. Su mecanismo de accién también
implica la inhibicion de la sintesis de proteinas bacterianas, pero su uso indiscriminado

puede resultar en la formacion de residuos en los huevos de gallina.

Los estudios de Yang et al. (2018), Zhang et al. (2021) y Wu et al. (2019) agregan
una perspectiva adicional a nuestra comprension de la farmacocinética de estos
antibidticos en aves de corral y su relacién con la presencia de residuos en los huevos.
Por ejemplo, Yang et al. (2018) sefialan como la edad de las aves puede influir en la
concentracion de residuos de florfenicol en los huevos, mientras que Zhang et al. (2021)

y Wu et al. (2019) destacan la importancia de considerar factores como la administracién
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a largo plazo y la composicion de la dieta en la farmacocinética de la oxitetraciclina y la
eritromicina, respectivamente. Estos hallazgos subrayan la complejidad del problema y

la necesidad de abordarlo de manera integral para garantizar la seguridad alimentaria.

Los resultados de nuestro estudio revelan que un 20.92% de las muestras fueron
clasificadas como sospechosas, mientras que un 43.88% arrojaron resultados negativos
en cuanto a la presencia de residuos de antibioticos en los huevos de gallina. Esta
diversidad en los hallazgos resalta la complejidad de detectar residuos en productos
avicolas y subraya la importancia de abordar tanto las muestras sospechosas como las
negativas para una evaluacion completa de la seguridad alimentaria, especialmente en el

contexto de la inocuidad de los huevos.

Estos resultados se alinean con investigaciones previas. Por ejemplo, el estudio
realizado por Li et al. (2017) también encontrd una variabilidad significativa en los
resultados de deteccidn de residuos de antibi6ticos en productos avicolas, lo que subraya
la necesidad de una vigilancia continua. Del mismo modo, el trabajo de Wang et al. (2019)
destaca la importancia de analizar muestras tanto sospechosas como negativas para
comprender mejor la prevalenciay distribucion de estos residuos en los huevos de gallina,
resaltando la relevancia de abordar estas muestras en la evaluacion de la seguridad

alimentaria.

La atencion a las muestras negativas y sospechosas en la evaluacion de la
seguridad alimentaria ha sido enfatizada por diversos expertos. Por ejemplo, Garcia et al.
(2018) subrayan que la ausencia de residuos detectables no garantiza necesariamente la
inocuidad, ya que otros factores pueden influir en los resultados de deteccion, lo que

destaca la importancia de una evaluacion exhaustiva y continua de las muestras.
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Figural

Huevos de gallina positivos, negativos y dudosos a residuos de antibioticos
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Fuente: Elaboracion propia.

La aplicacion de un intervalo de confianza a los resultados positivos y dudosos
sugiere una diferencia estadistica significativa entre ambos. Segun la investigacion de
Merino (2006), quien empled el método de las tres placas en el analisis, se obtuvo un
porcentaje del 60.83% en resultados positivos. Este valor resulta estadisticamente
superior al hallazgo del presente estudio, que registra un 35.20%. La posible explicacion
de esta disparidad radica en el cumplimiento por parte las aves de los periodos designados

para el retiro de estas sustancias.

Este aspecto resalta la importancia de considerar no solo la presencia de
antibidticos en los huevos, sino también las practicas especificas de manejo y los
protocolos de retirada de sustancias en la cria de aves. La variabilidad en estos
procedimientos entre estudios puede influir significativamente en los resultados y debe

ser tenida en cuenta al interpretar y comparar los datos obtenidos.
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ﬂ. UNIVERSIDAD

4.2. DETECCION DE HUEVOS DE GALLINA POSITIVOS EN MERCADOS

DE LA CIUDAD DE PUNO

Resultados de huevos de gallina positivos, negativos y dudosos en diferentes

mercados de la ciudad de Puno.

Tabla 4
Resultados de huevos de gallina positivos, negativos y dudosos en diferentes mercados

de la ciudad de Puno.

Mercado

Bellavista Central Laykakota Unién dignidad

% de N % de N % de N % de N

RecuentocolumnasRecuentocolumnasRecuentocolumnasRecuentocolumnas

Resultadonegativo 18  36.7% 21 42.9% 20  40.8% 27  55.1%
positivo 19  38.8% 15 30.6% 18 36.7% 17 34.7%
dudoso 12 245% 13 26.5% 11 22.4% 5 10.2%

Total 49  100.0% 49  100.0% 49  100.0% 49  100.0%

Fuente: Elaboracion propia

La tabla muestra los resultados de pruebas realizadas en cuatro mercados
diferentes (Bellavista, Central, Laykakota, Union Dignidad), dividiendo los resultados en

tres categorias: negativo, positivo y dudoso.

4.2.1. Positivos

En Bellavista se observo el mayor porcentaje de resultados positivos
(38.8%), seguido por Laykakota (36.7%) y Unién Dignidad (34.7%). Central, por
su parte, mostré un porcentaje ligeramente menor (30.6%). Estos resultados

indican una uniformidad en la presencia de residuos de antibi6ticos en los
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diferentes mercados analizados, sin mostrar una variabilidad significativa entre

ellos.

Nuestros resultados sugieren una homogeneidad en la contaminacién por
residuos de antibioticos en los huevos de gallina de la region estudiada. Este
hallazgo se asemeja a investigaciones previas, como la de Gupta et al. (2017) en
la India, que encontraron una distribucién uniforme de residuos de antibidticos en
diferentes mercados locales. Esto podria indicar una aplicacion generalizada de
practicas de produccion y regulaciones similares en la industria avicola en

distintas regiones geograficas.

La importancia de mantener una vigilancia constante y reforzar las
regulaciones sobre el uso de antibidticos en la produccién avicola se destaca en
nuestro estudio, respaldando hallazgos anteriores como los de Wang et al. (2011).
Estos autores resaltaron la amenaza que representan los residuos de antibidticos
en productos avicolas para la salud humana, enfatizando la necesidad de prevenir
la resistencia antimicrobiana y garantizar la seguridad alimentaria a través de una

mayor monitorizacion e investigacion en esta area.

A pesar de estos hallazgos consistentes, nuestros resultados contrastan con
investigaciones como lade Li et al. (2019) en China, que identificaron variabilidad
en la presencia de residuos de antibioticos entre diferentes regiones o tipos de
productos avicolas. Esto sugiere que pueden existir diferencias significativas en
las précticas de produccion y control de calidad entre especies avicolas y entre

distintas areas geograficas.

Por otro lado, nuestros hallazgos también coinciden con estudios como el

de Smith et al. (2018) en Estados Unidos, que encontraron una distribucion
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homogénea de residuos de antibidticos en huevos de gallina de diferentes
mercados locales. Esto respalda la idea de una posible aplicacion generalizada de
practicas de produccién y regulaciones similares en la industria avicola en
diferentes partes del mundo, lo cual puede contribuir a la homogeneidad

observada en nuestros resultados.

4.2.2. Negativos

Los resultados negativos encontrados en los distintos mercados
estudiados, como Bellavista (36.7%), Laykakota (40.8%), Unién Dignidad
(55.1%) y Central (42.9%), plantean interrogantes importantes sobre las practicas

de produccion y los controles de calidad en la industria avicola.

Estos hallazgos pueden relacionarse con investigaciones previas que han
identificado la presencia de residuos de antibioticos en productos avicolas. Por
ejemplo, el estudio de Caller (2019) encontré concentraciones de enrofloxacina
en muestras de pollo, lo que sugiere que estos medicamentos podrian estar
presentes en la cadena alimentaria avicola y, eventualmente, en los huevos de
gallina. Asimismo, el trabajo de Barrantes (2019) identificd residuos de
enrofloxacinay ciprofloxacina en huevos de gallina en Costa Rica, lo que respalda
la idea de que las préacticas de produccion podrian no estar cumpliendo con los
estandares necesarios para garantizar la ausencia de residuos de antibiéticos en los

huevos de gallina.

Estos resultados subrayan la importancia critica de reforzar las
regulaciones y los controles de calidad en la produccion avicola para garantizar la
seguridad alimentaria. Es fundamental abordar esta preocupacion mediante una

vigilancia continua y medidas efectivas para reducir la presencia de residuos de
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antibioticos en los productos avicolas. Como advierte Smith et al. (2018), la
seguridad alimentaria es un aspecto fundamental que requiere atencion constante
y medidas efectivas para garantizar la ausencia de contaminantes en los productos

destinados al consumo humano.

4.2.3. Dudosos

La disparidad en los porcentajes de resultados dudosos entre los mercados
analizados, con Central presentando el mayor porcentaje (26.5%) y Union
Dignidad el méas bajo (10.2%), plantea interrogantes significativos sobre la
consistencia y la fiabilidad de los datos obtenidos en el estudio. Estos resultados
sugieren la presencia de cierta ambigiiedad o incertidumbre en las pruebas

realizadas.

La incertidumbre en los resultados puede atribuirse a varios factores que
influyen en el proceso de muestreo, analisis y evaluacion de muestras. Por
ejemplo, la variabilidad en las condiciones de almacenamiento de los huevos, el
manejo durante el transporte y la manipulacion en el laboratorio pueden afectar la
integridad de las muestras y comprometer la precision de los resultados. Esta idea
es respaldada por Gesche (1986), quien enfatiza la importancia de condiciones
adecuadas de almacenamiento y manipulacion para evitar la contaminacion y el

deterioro de las muestras bioldgicas.

Ademas, la variabilidad en la técnica de analisis, especialmente en la
aplicacién del método de las tres placas, puede contribuir a la ambigliedad de los
resultados. Rojas et al. (2005) discuten como la técnica de siembra puede influir
significativamente en los resultados del método de las tres placas, destacando la

importancia de una técnica precisa para obtener resultados fiables. La
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inconsistencia en la cantidad de muestra aplicada o en la uniformidad de su
distribucion puede conducir a la aparicion de resultados dudosos, como los

observados en Central.

Ademas, las limitaciones inherentes al método de las tres placas, como su
sensibilidad y especificidad, pueden contribuir a la ambigtiedad de los resultados.
Rojas et al. (2005) sefialan posibles limitaciones en la sensibilidad y especificidad
de este método en la evaluacion de la actividad antimicrobiana, lo que podria
generar incertidumbre en la interpretacion de los resultados y justificar la

clasificacion de algunas muestras como dudosas.

Por lo tanto, la presencia de resultados dudosos en los mercados analizados
indica la necesidad de abordar y mitigar las posibles fuentes de ambigiedad e
incertidumbre en el proceso de analisis. Esto puede incluir la estandarizacion de
las técnicas de muestreo y andlisis, el mantenimiento de condiciones adecuadas
de almacenamiento y manipulacién de las muestras, y la consideracion cuidadosa
de las limitaciones del método utilizado, como sugieren Gesche (1986) y Rojas et
al. (2005). Estas medidas pueden ayudar a mejorar la calidad y la confiabilidad de

los resultados en futuros estudios de este tipo.

Un factor adicional a considerar es la presencia de propiedades
antimicrobianas naturales en los huevos, que pueden influir en los resultados de
las pruebas microbioldgicas. Por ejemplo, la lactoferrina, las ovodefensinas, la
lisozima y las inmunoglobulinas Y (IgY) presentes en los huevos poseen
propiedades antimicrobianas que pueden inhibir el crecimiento bacteriano y, por

ende, afectar los resultados de los analisis microbiolégicos.
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Por ejemplo, la lisozima en la clara de huevo puede destruir las paredes
celulares bacterianas, interfiriendo con la deteccion de contaminantes bacterianos
(Wellman-Labadie et al., 2008). Ademaés, la lactoferrina, con propiedades
bacteriostaticas y bactericidas, puede inhibir el crecimiento de Bacillus subtilis al
quelar hierro, un nutriente esencial para las bacterias (Ibrahim et al., 2000). Las
ovodefensinas, como se destaca en estudios recientes, también inhiben el
crecimiento bacteriano, contribuyendo a la aparicion de resultados dudosos
(Biatek et al., 2014). Las inmunoglobulinas Y (IgY) en las yemas actian como
anticuerpos especificos que neutralizan patdgenos, afectando los resultados segln

su concentracion en las muestras (Schade et al., 2005).

Figura 2
Resultados de huevos de gallina positivos, negativos y dudosos en diferentes

mercados de la ciudad de Puno.
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Fuente: Elaboracidn propia.
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4.3. COMPARACION ESTADISTICA DEL COMPORTAMIENTO DE LA
PRESENCIA DE ANTIBIOTICOS EN HUEVOS COMERCIALIZADOS

EN LOS DIVERSOS MERCADOS.

A continuacidn, se presenta una tabla que detalla los resultados del analisis Chi-
cuadrado, que se empled para investigar la relacion estadistica entre la presencia de
antibioticos en los huevos y los mercados de venta. Este estudio tiene como objetivo
determinar si hay variaciones significativas en la presencia de antibioticos entre los

diferentes mercados evaluados.

Tabla 5

Resultados del andlisis estadistico Chi-cuadrado de Pearson

Valor Grados de libertad p-valor
Chi-cuadrado de 6.381 5 0.382
Pearson
Razén de
Verosimilitud 6.875 6 0.333
N° muestras 196

Fuente: Elaboracion propia.

Nuestro analisis estadistico no reveld una asociacion significativa entre el
mercado de origen de los huevos y la presencia de residuos de antibiéticos. Los
resultados, con un Chi-cuadrado de Pearson de 6.381 y un p-valor de 0.382, asi como una
Razén de Verosimilitud de 6.875 y un p-valor de 0.333, no fueron lo suficientemente
bajos como para rechazar la hipdtesis nula. Este hallazgo coincide con investigaciones
previas que también encontraron una falta de asociacién entre el origen geografico de los
huevos y la presencia de residuos de antibidticos (Zhang et al., 2019; Chen et al., 2020;

Lietal., 2021).
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Al examinar la distribucion de los resultados entre los diferentes mercados para
las categorias de presencia de antibidticos, se encontré una uniformidad notable. Este
hallazgo sugiere que la presencia o ausencia de residuos de antibioticos en los huevos no
esta influenciada por el mercado en el que se comercializan, una observacion respaldada

por la investigacion previa (Wang et al., 2021; Zhou et al., 2022).

La falta de dependencia del mercado en la presencia de residuos de antibioticos
subraya la importancia de implementar medidas de control y regulacion estandarizadas
en toda la cadena de produccion avicola. Adoptar un enfogue coherente en la gestion de
la calidad y la seguridad de los huevos es esencial para proteger la salud publica y
mantener la confianza del consumidor en los productos avicolas, como se ha destacado

en estudios anteriores (Wang et al., 2021; Li et al., 2021; Zhou et al., 2022).
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V. CONCLUSIONES

PRIMERA: Los analisis realizados demostraron la presencia moderada de residuos de
antibioticos en los huevos de gallina comercializados en los mercados de
la ciudad de Puno, segln lo evidenciado en las muestras sometidas a

analisis.

SEGUNDA: La estimacion realizada sobre los huevos de gallina vendidos en los
mercados de la ciudad de Puno reveld que el 35.20% de las muestras

analizadas presentaban residuos de antibioticos.
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VI. RECOMENDACIONES

PRIMERA: Emplear un enfoque combinado de métodos cualitativos y cuantitativos,
como la cromatografia liquida de alta resolucién y la espectrometria de
masas, en futuras investigaciones sobre residuos de antibioticos en huevos
de gallina. Este enfoque permitira una deteccion precisa de la presencia y

concentracion de residuos, asegurando la fiabilidad de los resultados.

SEGUNDA: Considerando la presencia de residuos de antibidticos en los huevos de
gallina, se recomienda establecer un sistema de monitoreo continuo en los
mercados de Puno para detectar residuos de antibi6ticos en huevos de
gallina. Este sistema podria incluir el uso del método microbioldgico de
tres placas, junto con técnicas analiticas avanzadas como HPLC o MS.
Esto permitira una vigilancia constante de la calidad de los productos
avicolas y una deteccion temprana de posibles riesgos para la salud

publica.

TERCERA: Realizar campafias de sensibilizacion dirigidas a los consumidores,
destacando la importancia de conocer el origen de los huevos y preferir
aquellos provenientes de productores que practiquen métodos agricolas
libres de antibidticos. Estas campafias podrian incluir la distribucion de
folletos, charlas en los mercados y mensajes en medios comunitarios, con
el objetivo de promover una eleccion méas consciente al adquirir productos

avicolas.
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ANEXOS

ANEXO 1: Fotos de muestra y procedimiento

Foto 1. Muestra de huevo de gallina en frasco esterilizado

Foto 2. Preparacion de medios
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Foto 3. Agar Meller Hilton antes de ser sometido a autoclave a una temperatura de 121°C

y una presion de 15 libras durante 15 minutos.

Foto 4. Pesado del medio de cultivo Mueller-Hinton
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Foto 5. Placa Petri de vidrio en la que se vertio 25 ml de agar, buscando lograr un espesor

promedio de 4 mm.

Foto 6. Realizando la técnica del sacabocado, para asi extraer 7 porciones redondas de 8
mm de diametro del sembrado que esta en cada placa Petri, dejando 7 hoyos para cultivar

las muestras.
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Foto 7. Cultivo de las muestras ya homogenizada a los hoyos que se realiz6 con el
sacabocado y para evitar la contaminacion fueron expuestos a fuego directo de un

mechero para mantener el procedimiento estéril.
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Foto 9. Lectura sospechosa de resultados, con halo de inhibicion de 1.46mm
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ANEXO 2: Protocolo de la técnica cualitativa de deteccion de residuos antibioticos

TOMA DE MUESTRA

PREPARACION DE AGAR MUELLER HINTON

PREPARACION DEL INOCULO Bacillus subtilis

DISTRIBUCION DE AGAR EN PLACAS PETRI

SEMBRADO DE PLACAS

TECNICA DE SACABOCADO

PREPARACION DE MUESTRA

CULTIVO DE MUESTRA

LECTURA DE RESULTADOS
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