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RESUMEN

Objetivo. Determinar el efecto de la coccién en el nivel de residuos de antimicrobianos
en productos carnicos contaminados previamente con oxitetraciclina y enrofloxacina,
medido por la técnica de técnica de cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) y
técnica microbioldgica de difusidn en agar. Métodos. Para la deteccion de residuos de
oxitetraciclina (OTC) y enrofloxacina (ENR) en muestras de carnes se empled la prueba
de cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC), mientras que la actividad
antimicrobiana de las carnes con residuos de OTC y ENR fue medida por la técnica
microbiol6gica de difusion en agar. Se recolectaron muestras de carne de pollo (n=30)
y res (n=30) en tres mercados tradicionales de Lima Metropolitana. Las muestras
negativas fueron contaminadas experimentalmente con uno de los dos antimicrobianos
y cocidas mediante la técnica de hervido y microondas. Los promedios de niveles de
residuos y halos de inhibicién fueron comparados mediante la prueba U de Mann
Whitney. Resultados. Todas las muestras provenientes de los mercados fueron
negativas a residuos antimicrobianos mediante HPLC. Los niveles de residuos de OTC
y ENR fueron significativamente menores en las muestras cocidas a los 9 y 12 minutos,
mediante hervido y 30 segundos mediante microondas comparado con las muestras sin
coccion, p<0.05. De igual modo la actividad antimicrobiana de las carnes con residuos
de OTC y ENR fueron significativamente menores a los 9, 12 y 20 minutos al hervido y
30 segundos al microondas, siendo esta diferencia estadisticamente significativa.
Conclusiones. La cocciéon redujo significativamente la cantidad de residuos de
antimicrobianos y la actividad antimicrobiana de muestras de carnes con residuos de
OTC y ENR conforme se incrementd el tiempo de coccion.



ABSTRACT

Objective. To determine the effect of cooking on the level of antimicrobial residues in
meat products previously contaminated with oxytetracycline and enrofloxacin, measured
by the technique of high-performance liquid chromatography (HPLC) technique and
microbiological agar diffusion technique. Methods. For the detection of oxytetracycline
(OTC) and enrofloxacin (ENR) residues in meat samples, the high-performance liquid
chromatography (HPLC) test was used, while the antimicrobial activity of meats with
OTC and ENR residues was measured by the microbiological agar diffusion technique.
Samples of chicken meat (n = 30) and beef (n = 30) were collected in three traditional
markets of Metropolitan Lima. The negative samples were experimentally contaminated
with one of the two antimicrobials and cooked using the boiling and microwave
technique. The averages of levels of residues and inhibition halos were compared using
the Mann Whitney U test. Results. All samples from the markets were negative for
antimicrobial residues by HPLC. The levels of OTC and ENR residues were significantly
lower in the samples cooked at 9 and 12 minutes, by boiling and 30 seconds by
microwave compared to the samples without cooking, p <0.05. Similarly, the
antimicrobial activity of the meats with OTC and ENR residues were significantly lower
at 9, 12 and 20 minutes after boiling and 30 seconds when microwave, this difference
being statistically significant. Conclusions. Cooking significantly reduced the amount of
antimicrobial residues and antimicrobial activity of meat samples with OTC and ENR
residues as cooking time increased.

Vi
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INTRODUCCION

En la actualidad la resistencia antimicrobiana es uno de los principales problemas de
salud mundial ocasionando millones de infecciones y muertes en todo el mundo (1), los
residuos antimicrobianos en los alimentos se deben al sobreuso de antibiéticos que en
su mayoria son empleados como dosis de profilaxis para mejorar el rendimiento del
crecimiento de los animales de ganaderia, lo cual ocasionaria riesgos para la salud del
consumidor; como problemas toxicologicos, efectos mutagénicos y carcinogénicos,
cambios de su microbiota intestinal ocasionando un desequilibrio en el mantenimiento
gastrointestinal, entre otros (2,3).

Pocos estudios han demostrado el efecto de la coccion en el nivel de residuos de
antimicrobianos o si lo han hecho no han utilizado métodos de referencia para su
determinacion. Por lo tanto, se considera relevante investigar la presencia y actividad
de antimicrobianos en alimentos de consumo diario. Es asi que se origina la pregunta
de si la coccion podria tener un efecto reductor del nivel de restos de antimicrobianos,
sin embargo, para demostrar ello, se debe utilizar métodos muy sensibles como la
técnica de cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC).

Debido al efecto de la temperatura en la degradacion de las moléculas de residuos de
antimicrobianos, los niveles de residuos podrian ser menores en los alimentos cocidos
(carne de pollo y res) en comparacion a los no cocidos. Para ello, proponemos
determinar la presencia de niveles de residuos de antimicrobianos pre y post coccion de
los alimentos y la medicion de actividad antimicrobiana mediante la técnica de HPLC y
la técnica microbioldgica de difusién en agar, respectivamente.

La presencia de residuos de antimicrobianos en los alimentos podria exponer a alergias,
incremento de la resistencia antimicrobiana, entre otros, motivo por el cual el Codex
Alimentarius y la Norma Sanitaria del Ministerio de Salud del Pert proponen valores
maximos permitidos que seran empleados en el estudio.

Asi, nosotros proponemos determinar el efecto de la coccién en el nivel de residuos de
antimicrobianos en productos carnicos contaminados previamente con oxitetraciclina y
enrofloxacina, medido por la técnica de técnica de cromatografia liquida de alta eficacia
(HPLC) y técnica microbioldgica de difusion en agar.

El presente estudio busca contribuir en el entendimiento de la termoestabilidad de
antimicrobianos presentes en los alimentos, asimismo pretende contribuir con los
conocimientos sobre inocuidad y manejo de los alimentos que son frecuentemente
consumidos por la poblacion.



CAPITULO I. EL PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1

Situacién problematica

La resistencia antimicrobiana se considera como uno de los principales problemas
de salud mundial segin el Centro para la Prevenciéon y Control de Enfermedades de
los Estados Unidos (CDC), ocasionando 2 millones de infecciones y 23,000 muertes
en los Estados Unidos; es probable que en otras regiones del mundo esta
informacion pueda ser igual o mayor, como por ejemplo en los paises que se
encuentran en via de desarrollo (América Latina) subyaciendo bajo un creciente
namero de muertes y prolongadas estancias hospitalarias debido a las dificultades
para tratar los patégenos de una manera efectiva (1).

Los residuos antimicrobianos en los alimentos de origen animal se deben al mal uso
y abuso de estos, ocasionando diversos riesgos para la salud de los consumidores;
como la produccién de toxicidad aguda o crénica, efectos mutagénicos vy
carcinogénicos, desérdenes en el desarrollo corporal, reacciones alérgicas y
fendmenos de resistencia bacteriana, entre otros (2).

La transmision antimicrobiana en alimentos se desencadena por la exposicion de
los antibidticos que son ampliamente utilizados en la produccion animal para
prevenir y tratar enfermedades, asi como para mejorar el rendimiento del
crecimiento; el mayor riesgo debido al uso de antibi6ticos en la ganaderia, para los
seres humanos, es la creacion de un ambiente que promueve la aparicion de
bacterias resistentes (3).

Para regular y asegurar la inocuidad alimentaria, la Organizacién de las Naciones
Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO), junto con la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) elaboraron las normas internacionales del Codex
Alimentarius para los alimentos; en ello se determina el limite maximo de residuos
antimicrobianos (4). En el &mbito nacional el Servicio Nacional de Sanidad y Calidad
Agroalimentaria (SENASA), regula la implementacion de alternativas para reducir
los residuos de antibiéticos debido a su posible efecto toxico en el consumo humano.

En la actualidad el rol de la cadena alimentaria en la dispersion y adquisicion de la
resistencia a antimicrobianos es muy importante en la salud publica. Asi, Azafieroy
col. detectaron y cuantificaron los residuos antimicrobianos en tejidos musculares
de pollo en cuatro mercados de Lima; obteniendo resultados positivos por pruebas
microbioldgicas y por el método de HPLC (5). Del mismo modo, Al-Mashhadany y
col. determinaron la presencia de residuos de antibiéticos en carne de res cruda en
la ciudad de Erbil, en Irak, asi como el impacto de la temperatura en los residuos de
antibiéticos; concluyendo que la presencia de residuos antibioticos en muestras de
carne eran altos y su persistencia se reducia notablemente con la coccion (6).

Con relacion a lo anterior se realiz6 un estudio con el objetivo de cuantificar los
niveles de antibiéticos por el HPLC en pollos comercializados en el mercado Bazurto,
tiendas de barrio y supermercados de la ciudad de Cartagena en Colombia (7). Se
obtuvo como resultado que todas las muestras sobrepasaron los limites maximos,
excepto las que provenian de supermercados.

Los tipos de coccion son empleados para diversas preparaciones culinarias y estas
pueden influenciar en la cantidad de residuos antimicrobianos que presente el
alimento (8). Se han demostrado en algunos estudios que estos residuos se ven
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disminuidos conforme al tipo de coccidn, quedando productos de degradacion que
representan un riesgo para la salud de la persona que lo van a consumir (9).

Por lo expuesto, la presencia de residuos de antimicrobianos representa un riesgo,
no solo por el aumento en la resistencia antimicrobiana sino también por los efectos
téxicos como consecuencia de la degradacion de estos antibiéticos sometidos a los
procesos de coccioén. El presente estudio busca determinar el efecto de la cocciéon
en el nivel de residuos de antimicrobianos en productos carnicos contaminados
previamente con oxitetraciclina y enrofloxacina.

Formulacion del problema

1. Problema general

¢, Cual es el efecto de la coccién en el nivel de residuos de antimicrobianos en
productos carnicos contaminados previamente con oxitetraciclina vy
enrofloxacina?

2. Problemas especificos

¢ Cudl es el efecto de la coccién en el nivel de residuos de antimicrobianos
presentes en carnes de pollo y res previamente contaminadas con oxitetraciclina
y enrofloxacina evaluados por la técnica de cromatografia liquida de alta eficacia
(HPLC)?

¢, Cudl es el efecto de la coccion en la actividad antimicrobiana presente en
carnes de pollo y res previamente contaminadas con oxitetraciclina vy
enrofloxacina evaluados por la técnica microbiolégica de difusion en agar?

Justificacion de la investigacion

En los paises desarrollados, se ha evaluado previamente si los residuos de
antibioticos pueden destruirse mediante procedimientos de coccién, pasteurizacion
o procesos de enlatado (10,11). Tradicionalmente, la estabilidad térmica de los
antibidticos se ha estudiado en base a un cambio en la concentracion utilizando
métodos de prueba microbioldgicos. Sin embargo, se han realizado pocos estudios
gue evallen la estabilidad térmica de los residuos de antimicrobianos utilizando
métodos microbiolégicos y por HPLC (10).

Se han publicado pocos reportes sobre el efecto de la coccién en la estabilidad de
los residuos de antimicrobianos en carne, o los resultados no estan claros (12).
Estudios previos reportaron la presencia de residuos de neomicina en huevos, y
estos fueron bastantes estables después de aplicar diferentes métodos de coccion,
aunque los estudios son antiguos (13). El problema mas importante de estos
estudios es el instrumento utilizado para medir los residuos de antimicrobianos los
cudles generalmente se encuentran en niveles infimos en los alimentos. Por ello, es
necesario una técnica con alta sensibilidad y especificidad para detectar los
residuos. El estudio actual propone utilizar el HPLC la cual es una de las técnicas
de mejor calidad y alta eficiencia que asegura una deteccion minima. Asi el presente
estudio podria contribuir en explicar el efecto de la temperatura sobre los residuos
de antimicrobianos asegurando una deteccién minima en las muestras procesadas,
especialmente después del tratamiento de coccién.



Actualmente, los laboratorios de inocuidad alimentaria cuentan con equipamiento
moderno para realizar pruebas de inocuidad y seguridad de los alimentos. Asi, los
equipos de HPLC estan siendo utilizados en diferentes laboratorios en el Pert y en
todo el mundo. Sin embargo, el potencial de estos instrumentos aun no ha sido
explorados en distintos escenarios como el que se propone en el estudio de
investigacion. Las técnicas propuestas en el presente estudio son de facil replicacion
y permitirdn en un futuro sentar las bases para el analisis de termoestabilidad de
diferentes antimicrobianos presentes en productos de consumo humanao.

Una de las principales consecuencias del consumo de alimentos de origen animal
con residuos de antimicrobianos es el aumento en el riesgo de trastorno de la
microbiota intestinal, pudiendo ésta causar un desequilibrio, debido a que se
considera crucial para la salud y bienestar, por sus funciones de: mantenimiento
gastrointestinal e inmunolégico, entre otros desdrdenes metabdlicos (14). Este
efecto podria verse modificado segun el tiempo y tipo de coccién al cual son
sometidos los alimentos. Asimismo, el efecto de la coccion en los residuos de
antimicrobianos podria generar sub productos téxicos para el individuo (9).

Sin embargo, algunos estudios reportan que a pesar que el alimento sea sometido
a algun proceso de coccién podrian contener residuos de antibiéticos, pero esto
varia segun el método de deteccion. Por lo expuesto y con el fin de controlar la
concentracion inicial de residuos antimicrobianos en las muestras de carnes, es
conveniente realizar un estudio de tipo experimental. En ese sentido, la presente
tesis buscdé conocer el efecto de dos tipos de coccién (hervido y microondas) sobre
residuos de antibidticos medido por un método de alta sensibilidad y especificidad,
asimismo determinar el efecto antimicrobiano in vitro de estos alimentos segun su
tiempo y tipo de coccidn.

Segun el Estatuto del Colegio de Nutricionistas del Peru: “el nutricionista, como
profesional de las ciencias de salud, desarrolla acciones de evaluacion en el campo
de alimentacién y control de calidad de recursos alimentarios y aseguramiento de la
inocuidad alimentaria con el propdsito de contribuir a la calidad de vida y bienestar
de la poblacién” (15), buscando el presente estudio contribuir con el conocimiento
para establecer mejoras en la seguridad y salud de las personas a través de la
calidad e inocuidad de los productos carnicos.

1.4. Objetivos de lainvestigacion

1.4.1. Objetivo general

— Determinar el efecto de la coccion en el nivel de residuos de antimicrobianos
en productos carnicos contaminados previamente con oxitetraciclina y
enrofloxacina, medido por la técnica de cromatografia liquida de alta eficacia
(HPLC) y técnica microbiol6gica de difusién en agar, 2020.

1.4.2. Objetivos especificos

— Determinar el efecto de la coccion en el nivel de residuos de antimicrobianos
presentes en carnes de pollo y res previamente contaminadas con
oxitetraciclina y enrofloxacina evaluados por la técnica de cromatografia
liqguida de alta eficacia (HPLC).



— Determinar el efecto de la coccion en la actividad antimicrobiana presente en
carnes de pollo y res previamente contaminadas con oxitetraciclina y
enrofloxacina evaluados por la técnica microbioldgica de difusién en agar.

1.5. Hipétesis

1.5.1. Hipétesis alterna

— El nivel de residuos de antimicrobianos, medido por HPLC, es diferentes en
los alimentos cocidos (carne de pollo y res) en comparacion a los no cocidos.

1.5.2. Hipotesis nula

— El nivel de residuos de antimicrobianos, medido por HPLC, es igual en los
alimentos cocidos (carne de pollo y res) en comparacion a los no cocidos.



CAPITULO II. MARCO TEORICO

2.1.

2.1

2.1

Antecedentes de la investigacion

En la busqueda de antecedentes tanto internacionales como nacionales, los
articulos encontrados son del 2010 al 2019.

.1. Antecedentes internacionales

.1.1. Antecedentes sobre residuos de antimicrobianos en productos

carnicos

En la tesis de Acevedo en el 2015, el objetivo de su trabajo fue cuantificar los niveles
de sulfametoxazol, norfloxacino, ciprofloxacino y lincomicina en pollo comercializado
en el Mercado Bazurto, tiendas de barrio y supermercados de la ciudad de
Cartagena en Colombia. Para este objetivo se obtuvieron 10 muestras al azar de
cada sitio de procedencia, teniendo en total 30 muestras para el estudio. La
cuantificaciébn de residuos de antimicrobianos fue realizada por HPLC vy los
resultados fueron comparados con los niveles maximos permitidos del Codex
Alimentarius. Finalmente, se obtuvo que el 100% de las muestras provenientes de
mercados y tiendas de barrio sobrepasaron los niveles de residuos permitidos.
Mientras que las muestras obtenidas de supermercados, fueron las que tenian los
niveles mas bajos de residuos permitidos, especialmente de sulfametoxazol y
ciprofloxacina (7).

Ramatla y col. en el 2017, evaluaron los residuos de antibioticos en carne cruda
utilizando diferentes métodos analiticos (ELISA, TLC y HPLC). Analizaron un total
de 150 muestras de carne cruda de los puntos de venta para detectar residuos de
ciprofloxacina, estreptomicina, tetraciclina y sulfanilamida. En general, el andlisis de
ELISA para los niveles medios de residuos de ciprofloxacina y estreptomicina
estaban por encima del limite recomendado por el limite maximo de residuos (LMR)
del Codex, mientras que el 3% de las muestras contenian residuos de mdltiples
farmacos (16).

Jammoul A. y col. en el 2019, realizaron una evaluacién de residuos de antibi6ticos
en muestras de carne de pollo en el Libano. El objetivo de este estudio fue detectar
los residuos de antibiéticos de 80 muestras de pollo recolectadas en granjas
ubicadas en diferentes regiones del Libano. Se evaluaron 30 antibidticos de cuatro
clases diferentes (sulfonamidas, tetraciclinas, quinolonas y betalactamicos)
mediante el uso de cromatografia liquida-espectrometria de masas. La evaluacion
de los residuos de antibiéticos en 80 muestras de musculos de pollo demostré que
el 77,5% de las muestras estaban al menos contaminadas con residuos de
antibiéticos, de los cuales el 53,75% estaban expuestos a la coexistencia de
residuos de multiples farmacos, asi mismo los niveles de residuos de sarafloxacina,
amoxicilina y penicilina G estaban por encima del limite de residuo maximo
recomendado (LMR) segun la Comunidad Europea (17).



2.1.1.2. Antecedentes de efecto de coccidn sobre residuos de antimicrobianos
en productos carnicos

Naoto Furusawa y col. en el 2000 demostraron el efecto de coccidn en residuos de
sulfonamida en musculo de pollo, a través de la prueba de HPLC. En este estudio
se cont6 con 15 pollos adultos de seis semanas, de los cuales se dividieron en 4
grupos y se les brind6é una dieta basal mas una concentracién de sulfonamida a
100mg/kg. Al séptimo dia de alimentacion fueron sacrificados y se procedieron a
analizar las muestras. Los procesos de coccién fueron hervidos, asado y
microondas. Se obtuvo como resultado que en el proceso de hervido se redujo entre
45% al 61% en 12 minutos y en asado entre 38% al 40%, al cocinar en el microondas
se redujo entre 35% al 40% en 1 minuto (18).

Gratacds-Cubarsi y col. en el 2007, evaluaron residuos antimicrobianos de
tetraciclina (TC) y anhidrotetraciclina (ATC) en pollo y carne de cerdo en diferentes
condiciones de procesamiento térmico. Estos fueron sometidos al microondas y
ebullicién por diferentes tiempos, para determinar la cantidad de antibiéticos se
empled la prueba de HPLC. Se encontr6 que los procedimientos térmicos de
microondas y ebullicion redujeron la concentracion inicial de TC entre el 56% y 82%,
lo cual puede confirmar la reducciébn en la concentracion de residuos de
medicamentos veterinarios en los alimentos, mientras que los residuos de ATC no
se vieron afectados. También se encontrdé que la actividad biol6gica de algunos
antibioticos puede disminuir en un 12% a 50% después de cocinarlo a una
temperatura de 50°C — 90°C por 20 minutos (19).

Espinosa-Plascenciay col. en el 2012, evaluaron el efecto del congelado y cocinado
sobre residuos de oxitetraciclina (OTC) en camarén de cultivo. Los camarones
fueron sometidos a una dieta con OTC de 5000 mg/kg por 14 dias, posteriormente
se realiz6 el tratamiento de congelacion, hervido y frito por 3 minutos. Se determiné
la reduccion de OTC en un 29.72% por medio de la congelacién, 36.3% por el
hervido y 59.6% por el frito (20).

Vivienne y col. en el 2018, demostraron que el tostado y hervido redujeron
significativamente la concentracion de oxitetraciclina en la carne de aves en un
53.6%, asimismo demostraron que el microondas redujo la concentracién de
residuos en un 49.1%, sin embargo este Ultimo resultado no fue estadisticamente
significativo (12).

Al-Mashhadany y col. en el 2019, detectaron la presencia de residuos de antibiéticos
en carne de res cruda en la ciudad de Erbil en Irak, asi como el impacto de la
temperatura en los residuos de antibioticos. Para ello recogieron un total de 250
muestras de mercados minoristas y las analizaron con técnicas microbiologicas en
placas pre inoculadas con Bacillus subtilis. La incidencia global de residuos de
antibioticos fue de 10,8%. La tasa mas alta se detectd en enero (16,7%). La coccion
durante treinta minutos desactiva completamente los residuos de antibiéticos. En
conclusion, la presencia de residuos antibiéticos en muestras de carne en la ciudad
de Erbil eran altos y su persistencia se reduce notablemente con la coccién (6).



2.1.2. Antecedentes nacionales

A nivel nacional, estudios previos han descrito la presencia de residuos de
antimicrobianos en muestras de carne de pollo y res empleando el HPLC. Como por
ejemplo en:

Una tesis realizada por Azafiero en el afio 2010, detect6 y cuantifico el nivel de
residuos antimicrobianos en tejido muscular de pollo en cuatro mercados de Lima.
Se empleo el método microbioldgico de disco difusion de las cuatro placas, para
posteriormente cuantificarlos por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).
Obtuvieron resultados positivos por HPLC demostrando que los niveles
sobrepasaron el limite maximo de residuos (LMR) para sulfametoxazol en 75% de
las muestras (mayor a 100ug/Kg de musculo), para norfloxacino en 100% de las
muestras (mayor a 100 ug/Kg de musculo) y para ciprofloxacino en 50% de las
muestras (mayor a 100 ug/Kg de musculo) (5).

En la tesis de Albudjar en el 2015, el objetivo fue determinar la presencia de residuos
de antimicrobianos (tetraciclina, Sulfametoxazol/Trimetoprim y gentamicina) en
higados de pollo comercializados en el mercado modelo de Piura, mediante el
método microbiolégico de las tres placas. Las muestras obtenidas fueron sembradas
en placas con Bacillus subtilis y ajustado a diferentes Ph. Se encontré que 68
higados (34,69%) resultaron positivos, 22 higados (11,22%) resultaron negativos y
106 higados (54,08%) resultaron sospechosos a la prueba, concluyendo que los
higados de pollo que se expenden en el mercado de Piura presentan residuos de
antimicrobianos. Se encontraron  con mas frecuencia  Tetraciclina,
Sulfametoxazol/Trimetoprim y Gentamicina (21).

En la tesis de Villalobos en el 2018, determinaron la presencia de enrofloxacina en
carne de pollo adquirida del mercado La Hermelinda, en Truijillo. Para ello, analizaron
25 muestras de carne (pechuga de pollo) para presencia de residuos de
enrofloxacina mediante la técnica de ELISA. Finalmente, encontraron que el 58% de
todas las muestras tenian residuos de antimicrobianos, detectdndose hasta un
maximo de 41.20 ug/kg en algunas muestras. Sin embargo, y tomando como
referencia los valores de la Norma Técnica de Salud N° 120-MINSA/DIGESA-V.01,
los niveles de residuos detectados se encontraban dentro de los limites permitidos
para consumo (22).

Mediante la revision bibliografica a nivel nacional podemos concluir que no se han
realizado estudios a cerca del efecto de la coccién sobre los residuos
antimicrobianos en muestras de pollo y res.



2.2.

2.2.1.

Bases tedricas
Resistencia a los antimicrobianos

La resistencia antimicrobiana se origina cuando los microorganismos como
bacterias, hongos, virus o parasitos cambian y esto ocasiona que ciertos
farmacos usados en el tratamiento para infecciones sean ineficaces. Los
microorganismos que resisten la mayoria de antibiéticos se les conoce como
ultrarresistentes (23).

2.2.1.1. ¢Cbmo se produce la resistencia antimicrobiana?

2.2.2.

La resistencia a los antimicrobianos es un proceso que parece de forma natural
gue en su mayoria se deben por modificaciones genéticas. El principal problema
de esta resistencia es que ciertos factores pueden acelerarlos como: el mal uso
y/lo abuso de los antimicrobianos, debido a que no hay una correcta
administracion para tratar infecciones viricas, también se emplean como
estimulantes del crecimiento de animales o como dosis profilactica para prevenir
enfermedades (23).

Principales tipos de antibiéticos usados

2.2.2.1. Tetraciclinas

Poseen actividad antimicrobiana por su uniéon a la subunidad 30s de los
ribosomas de microorganismos sensibles. A concentraciones terapéuticas son
antibioticos bacteriostaticos de amplio espectro inhibiendo el crecimiento de una
extensa variedad de bacterias, protozoos y muchos organismos intracelulares
tales como Mycoplasma spp., Chlamydia spp., Rickettsia spp. (24). Entre las
tetraciclinas disponibles y mas usadas en avicultura a nivel nacional tenemos
oxitetraciclinas. Asimismo, algunos tipos de tetraciclinas pueden ser usadas
también como promotor del crecimiento y se administra por medio del alimento
o del agua de bebida (25).

La oxitetraciclina (OTC) es una sustancia producida por el crecimiento de ciertas
cepas bacterianas. La OTC es un polvo cristalino de color amarillo poco soluble
en agua, se puede disolver en mediante soluciones 4cidas o basicas; asi mismo
se clasifica por liposolubilidad como hidrosoluble que presenta una absorcion
oral disminuida (10).

2.2.2.2. Quinolonas

Su principal mecanismo de accién se encuentra medido por su capacidad de
interaccién con la enzima bacteriana girasa del acido desoxirribonucleico (ADN-
22 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 (26). Estas son bactericidas que poseen una buena actividad frente
a la mayoria de bacterias gramnegativas, especialmente de la familia
Enterobacteriaceae, y sensibilidad variable frente a grampositivas (27).

La enrofloxacina es una quinolona de tercera generacion. Este antibittico es de
amplio espectro, y es de uso exclusivo en veterinaria para el tratamiento y control
de enfermedades en animales de granja (por ejemplo, bovinos, porcinos, etc.) y



2.2.3.

2.2.4.

en animales de compafia (perros y gatos). La enrofloxacina también es
considerada una fluoroquinolona.

Efecto de la temperatura sobre la estabilidad de los antimicrobianos

La temperatura es uno de los factores mas importantes que pueden alterar la
estabilidad de los antimicrobianos. Las constantes de velocidad de reaccion
dependen de la temperatura las cuales se duplican o triplican cada vez que
aumenta la temperatura, causando una degradacion constante de las moléculas
presentes. Asi, el aumento de temperatura puede causar pérdida de estabilidad
y de accién de la actividad antimicrobiana o pérdida de la capacidad de actividad
farmacoldgica (28).

Mediante el microondas se emite irradiacion electromagnética de longitud de
onda desde un magnetron y ondas electromagnéticas, las cuales se dirigen de
manera directa a los alimentos produciendo un calentamiento rapido y desigual,
a menos que el producto sea pequefio (18).

Sobre el uso y consumo de alimentos, la coccion implica un aumento progresivo
de temperatura y es uno de los factores mas importantes que influyen en la
degradacién de antimicrobianos presentes en estos alimentos (28).

Métodos analiticos utilizados en la deteccion de residuos de antibidtico

2.2.4.1. Métodos microbioldgicos

Los métodos de screening se establecen en el cultivo de un microorganismo en
agar que tiene resistencia o sensibilidad frente a uno o varios antibiéticos que se
encuentran como residuos en los tejidos de origen animal o en sus productos.
Se permite detectar la presencia de numerosos compuestos antimicrobianos,
pero carece de especificidad, ya que no distingue entre sustancias de una misma
familia terapéutica y tampoco son apropiados para la deteccion de compuestos
sin actividad microbiana (29).

Los factores que pueden ocasionar alteraciones en los resultados en la prueba
microbioldgica son: la concentraciéon del indculo, el pH y espesor del medio, el
tiempo de incubacion y temperatura (30).

2.2.4.1.1. Bacterias usadas en métodos microbiolégicos

El limite de deteccion de la prueba microbioldgica para determinar antimicrobiano
depende en su mayoria de la sensibilidad innata de la bacteria usada (31). En la
presente investigacion se empleard la bacteria Bacillus subtilis, la cual se ha
utilizado en diversos estudios por su sensibilidad a una amplia gama de
antibiéticos, y por su disponibilidad comercial.

2.2.4.1.2. Pruebas de difusidon agar

Las pruebas de difusién en agar son métodos clasicos en microbiologia que
consiste en medir un halo de inhibicion alrededor de la muestra problema. El
fundamento es descrito a continuacion:
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2.24.1.2.1. Formacion de una zona de inhibicion

En las pruebas de difusion en agar, este se inocula en forma estandarizada, y la
muestra se coloca en su superficie. Durante las primeras horas de difusion, la
concentracion de los antimicrobianos en el borde de la muestra es relativamente
alta y disminuye drasticamente conforme se aleja de la muestra (32). El resultado
de una prueba de inhibicién es el resultado de una carrera entre la propagacion
de los antimicrobianos por difusion y el crecimiento de los organismos en la
prueba (33).

2.2.4.1.2.2. Composicion del medio de cultivoy pH

2.2.5.

Se ha determinado que el pH del medio afecta la actividad de ciertos
antimicrobianos por ese motivo en la tabla 1, se menciona que tipo de
microorganismo y que pH es 6ptimo para una adecuada deteccion de antibioticos
en las muestras.

Tabla 1: Composicién del medio de cultivo y pH. Tabla tomada de Azafero y col.

()

Grupos de inhibidores | Microorganismos | pH del medio (a
37° C)

Bacillus subtilis
Penicilina y tetraciclina 6.0
BGA ATCC 6633
Bacillus subtilis
Sulfonamidas 7.2
BGA ATCC 6633
Bacillus subtilis
Aminoglucdsidos 8.0
BGA ATCC 6633
Bacillus subtilis
Macrolidos 8.0
ATCC 9341

Riesgo del uso de antimicrobianos en la salud publica

El uso masivo e indefinido de antibidticos conlleva a consecuencias negativas
como la generacion de cepas bacterianas resistentes (34) y la presencia de
residuos en los productos de consumo humano, sobretodo enleche y carne (35).

Los residuos antimicrobianos en alimentos comprenden una variedad de riesgos
para la salud humana. Estos riesgos dependen de la frecuencia y grado de la
exposicion que tenga la persona al alimento (36).

2.2.5.1. Reacciones de hipersensibilidad

En su mayoria las bajas concentraciones de antibiéticos alergénicos, ejemplo los
B lactdmicos no alcanzan sensibilizar pacientes, sin embargo pueden haber
excepciones; si alcanzaran a desencadenar reacciones que en lo general no son
graves, eventualmente, pueden llegar a serlo (anafilaxia) (37).

Es importante mencionar que los B lactamicos como la penicilina amoxicilina-
cloxacilina y cefalosporinas, debido a que el 10% de la poblacion manifiesta
reacciones de hipersensibilidad cuando son expuestos a estos medicamentos,
alin en escasas concentraciones (38).
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2.2.5.2. Problemas toxicoldgicos

Los problemas toxicologicos son complicados de comprobar debido a las bajas
concentraciones residuales de estas drogas. El riesgo de toxicidad directa de
antibioticos o sus metabolitos en el tejido animal es bajo (39).

Los derivados fenicoles, tianfenicol y florfenicol, pueden generar algun tipo de
mielosupresién dosis dependiente, que conlleva a suprimir el tratamiento o la
dosis; no son capaces de producir anemia aplasica que puede producir el
cloranfenicol, por ese motivo el cloranfenicol ha sido prohibido en algunos paises
(37).

2.2.5.3. Cambios en la microbiota intestinal

Segun la OMS menciona que el riesgo de trastorno de la microbiota por
presencia de residuos de antimicrobianos en los alimentos es baja (36). Las
bacterias que se encuentran presentes en el intestino actian como barrera para
gue las bacterias patdgenas no se implanten y desencadenan una enfermedad,
sin embargo, los antibiéticos pueden disminuir la cantidad total de las bacterias
0 matar selectivamente algunas especies importantes (36).

2.2.5.4. Resistencia bacteriana por el uso de antimicrobianos en alimentos

En su mayoria se emplean la misma clase de antibidticos en animales y
humanos, en algunas ocasiones se le afiade a sus alimentos y agua para
promover el crecimiento. La exposicion a dosis bajas o subterapéuticas de
antibioticos presenta mayor probabilidad de generar resistencia a comparacion
de las dosis para tratamiento o prevencion de infecciones en animales
productores de alimentos (39).

Esta resistencia puede ocasionar fallos terapéuticos en tratamientos veterinarios,
riesgo de transferencia de bacterias resistentes de los animales al hombre o0 a
los genes que son portadores de informacién que codifica resistencia de
bacterias de animales a bacterias humanas (39). ocasionando que las
infecciones por bacterias patdgenas resistentes requieren un tratamiento mas
dificil y a la vez més caro, por ese motivo es un problema de salud publica y de
sanidad animal; de igual manera como una carga econémica (37).
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CAPITULO IIl. MATERIALES Y METODOS

3.1. Tipo de estudio y disefio de lainvestigacion

El presente estudio es de tipo experimental (40), debido que se tuvo control directo de
la variable coccion y se midi6 si esta influye en el nivel de residuos de antimicrobianos.
El enfoque del estudio es de tipo cuantitativo debido a la naturaleza y manejo de las
variables, ademas se midieron las variables en un determinado contexto y se analizaron
las mediciones obtenidas utilizando métodos estadisticos para llegar a las conclusiones.
El alcance es de tipo explicativo porque esta dirigido a responder por qué ocurre un
fendbmeno y en qué condiciones se manifiestan (40). Los residuos de antimicrobianos
fueron identificados por la técnica microbiolégica de difusién en agar y HPLC en
productos de carne de pollo y res, en muestras compradas de tres de los mercados
tradicionales mas grandes y frecuentados de Lima metropolitana.

3.2.  Poblacion y muestra
3.2.1. Tamafo de la muestra

Asumiendo un intervalo de confianza del 95%, un poder de estudio del 80%, una
diferencia minima esperada post coccién o entre carnes de pollo y res del 30% 0 mas,
que es lo que se ha reportado previamente en la literatura para presencia de
antimicrobianos en carnes con y sin coccion. Se estimo que se requerian un minimo de
12 muestras de carne pollo y 12 de res para realizar los experimentos.

3.2.2. Seleccién del muestreo

El presente estudio al ser un estudio de tipo experimental, no aplicé un tipo de muestreo.
Para adquirir los especimenes que fueron utilizados en el presente estudio, se
recolectaron 30 especimenes de carne de pollo y 30 de res, adquiridos de tres mercados
tradicionales de Lima. La ubicacion y distribuciéon de compra se muestra en la Figura 1.
Del total de especimenes recolectados, se seleccioné 6 de cada tipo (pollo y res) que
cumplan con los criterios de inclusion y exclusién, mencionados en la seccién 3.1.3.
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Figura 1. Puntos de recoleccién de muestras de carne en Lima Metropolitana.
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3.2.3. Criterios de inclusidon y exclusién

3.2.3.1. Criterios de inclusion

— Productos de carne de pollo o res del dia, conservando sus
caracteristicas organolépticas.

— Productos adquiridos en mercados de Lima Metropolitana.

— Para los experimentos, las muestras de res y pollo deben ser negativos
a residuos de oxitetraciclina (OTC) y enrofloxacina (ENR) por HPLC.

3.2.3.2.  Criterios de exclusién
— Productos céarnicos congelados.

3.3. Variables
3.3.1. Definicion conceptual y operacionalizacién de variables

Para el presente estudio, se trabajaron con dos variables dependientes que se
clasificaron como cuantitativas continuas. Las cuales fueron, residuos de
antimicrobianos que se determindé mediante HPLC dando valores finales en ug/kg y la
variable actividad antimicrobiana de los alimentos con residuos de antimicrobianos se
identific6 por la técnica microbiolégica de difusién de agar obteniendo un halo de
inhibicion en mm (Anexo N°1).
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3.4, Plan de recoleccién de datos e instrumentos

A continuacion, se detalla el plan de recoleccion, los instrumentos y el procesamiento
de las muestras.

3.4.1. Plan de recoleccién de datos

El esquema general de recoleccion y manejo de las muestras se detallan en el Anexo
N°2. Brevemente se describe los procedimientos los cuales incluyeron:

Tiempo 1. Obtencion y transporte de la muestra.

— Se recolectaron muestras de carne de res y pollo en los mercados tradicionales del
norte como Unicachi de Comas, Caqueta de San Martin de Porres y del centro La
Parada de La Victoria.

— Las muestras fueron transportadas en bolsas estériles a 4°C hasta las instalaciones
del Laboratorio de Microbiologia Molecular y Genémica Bacteriana de la Universidad
Cientifica del Sur en Villa El Salvador para su posterior procesamiento.

Tiempo 2. Preparacion de materiales.

— Para la técnica de HPLC, se preparé el Buffer Mcllavaine. Para ello se empled
13.805 g de fosfato de sodio y 4.656 g de &cido citrico. Estos se diluyeron en 500 mli
de agua destilada y se ajust6é a un pH de 5.

— Para la elaboracién de la fase moévil se adicion6 40 ml de acido oxalico, 2.5ml de
metanol y 7.5 ml de acetonitrilo.

— Para el método de cribado microbiolégico se prepard placas Petri con agar Mueller
Hinton segun la metodologia propuesta por Azafero (5). Brevemente, en tres
envases con 400 ml de agua destilada se disolvié 15.2 gramos de agar, los cuales
se ajustaron a un pH 6.0 y 8.0; luego se autoclavd a 121°C durante por 15 minutos.
Finalmente, se procedi6 a plaquear el medio en placas Petri en la camara de flujo
laminar para asegurar su esterilidad (Anexo N°3).

Tiempo 3. Preparacion de las muestras.

— Todas las muestras de pollo y res fueron analizadas por HPLC para determinar la
presencia de residuos antimicrobianos. Procedimiento explicado en el “Tiempo 4”.

— Tres muestras negativas a residuos antimicrobianos confirmados mediante HPLC
fueron contaminadas de manera experimental con OTC y ENR. Para ello, en 40g de
carne previamente molida de pollo o res se le adicioné 0.25mg de OTC o ENR
respectivamente para las pruebas por HPLC y de 1mg de OTC o ENR para la técnica
microbiolégica de difusion en agar (ver mas adelante en “Tiempo 5”). La mezcla se
dejoé en reposo por 24h en refrigeracion a 4°C hasta su uso (Anexo N°4).

— Posteriormente las muestras fueron sometidas a la coccién de acuerdo al protocolo
propuesto por Gratacaos y col (19). Brevemente, se pesé 10 gramos de muestra y
fueron colocadas en tubos Falcon® de 50ml para realizar las cocciones
correspondientes. Se hirvié cada tubo con muestra durante 9 y 12 minutos (para los
experimentos con HPLC) y 9, 12 y 20 minutos (para la técnica microbiologica de
difusion en agar) a bafio Maria con una temperatura constante de 100°C.
Adicionalmente, un tubo muestra fue sometido al microondas (500W) durante 30
segundos. Después se procedid a enfriar las muestras en el congelador por 10
minutos. En cada tubo se adicion6 30 ml de buffer Mcllavaine y se procedi6 a sonicar
por 30 minutos. Se adicion6 a cada tubo 10 ml de etanol y se volvié a sonicar por 2
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minutos. Este procedimiento se repitié dos veces. Finalmente, se centrifugd cada
tubo por 5 minutos a 5,000 revoluciones por minuto (rpm) y se procedio a recolectar
el sobrenadante mediante filtracion por succion (Anexo N°5).

Tiempo 4. Determinacion de nivel de residuos de antimicrobianos por HPLC.

— Para el HPLC, se acondicionaron las columnas con 15 ml de metanol y 15 ml de
agua destilada para activarlas. Se procedi6 a cargar las muestras con el
sobrenadante, posteriormente fueron lavadas con 7 ml de buffer Mcllavaine y 7 ml
de agua destilada, se eluyé con 5 ml de metanol y por ultimo se seco lo eluido en
bafio Maria (Anexo N°6).

— Se reconstituyé con 1 ml de la fase movil, preparada previamente, y se sonico por 1
minuto. Posteriormente se recolectd lo reconstituido con ayuda de una jeringa de
tuberculina para ser trasladado a un vial de 1 ml procediendo a la lectura mediante
el equipo de HPLC (Anexo N°7).

Tiempo 5. Actividad antimicrobiana de productos alimenticios con residuos de
antimicrobianos.

— Para determinar la actividad antimicrobiana de productos alimenticios con residuos
de antimicrobianos se utilizé la metodologia propuesta por Azafero (5) (5).
Brevemente, en la camara de flujo laminar, una vez solidificado el agar se sembré
el Bacillus subtilis ATCC 6633 y se pesoO 2 gramos de la muestra de carne de res 'y
pollo previamente cocinada. Se colocé la muestra en la placa y se incub6 por 24
horas a 37°C. La lectura fue realizada mediante la medicion del halo de inhibicién
(Anexo N°8).

3.4.2. Instrumentos

Para medir la presencia de residuos de antimicrobianos se utiliz6 la cromatografia
liquida de alta eficacia (HPLC) mediante el método propuesto por Acevedo (7). Para
ello, se tuvo en cuenta las condiciones cromatograficas las cuales varian segun el tipo
de antibidticos. Primero las muestras pasaron por un proceso de purificacion con el
buffer Macllvaine que estuvo en un pH 5, este proceso consiste en que a cada muestra
se le adiciond en un tubo Falcon® 30 ml de este buffer, se pesaron todos los tubos para
gue sean homogéneos, después fueron llevados al equipo de sonicacién para romper
las interacciones intermoleculares, seguidamente se pasaron por la centrifuga por 5
minutos a 5,000 rpm. Se recolectd el sobrenadante y se pasé por un cartucho de
extraccion de fase solida C-18, previamente acondicionada para la recoleccion del
antibiético y su filtracion. La extraccion del analito en el cartucho fue realizada por
elucion con 5 ml de metanol.

La solucién de metanol se filtré e inyecto6 en el equipo de cromatografia. El instrumento
utilizado para detectar los residuos de antimicrobianos fue el cromatdgrafo 1260 Infinity
Il LC con detector de diodos (HPLC-DAD). EI HPLC es una de las técnicas con la mas
alta eficiencia y sensibilidad en la deteccién de residuos de antimicrobianos en muestras
de alimentos.

Para medir la variable actividad antimicrobiana de alimentos se realizé la técnica
microbioldgica de difusion en agar (5). Para ello, se colocé en una placa petri un medio
nutritivo (agar Muller-Hinton) sélido con un microorganismo sensible a los
antimicrobianos (Bacillus subtilis), sobre este medio se colocé un trozo de muestra de 2
gramos con antibiéticos con y sin coccion, posteriormente la placa se incubd a la
temperatura de desarrollo 6ptima del microorganismo por un periodo de 16 horas. Las
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muestras con residuos de antimicrobianos inhibieron el desarrollo de los
microorganismos con lo cual se observé una zona de inhibicion alrededor de la muestra;
obteniendo como resultado el halo de inhibicion (Figura 2). Es importante mencionar
que el medio utilizado (Muller Hinton) es considerado el mejor para la prueba de
sensibilidad; teniendo en cuenta para su preparacion la dilucion de la base deshidratada
gue varia de acuerdo a cada fabricante, el pH se determin6 después de la solidificacion
del agar y se ajust6 a 6.0 y 8.0 a temperatura ambiente; y se procedié a sembrar una
bacteria sensible a todos los antimicrobianos (Bacillus subtilis ATCC 6633) a una
concentraciéon de 0.5 McFarland.

Figura 2. Determinacion del halo de inhibicion formado alrededor de la muestra de carne
contaminada.
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Para el presente estudio, las tesistas tuvieron un periodo de entrenamiento de 2 meses
gue se realizé en paralelo durante la compra de productos carnicos. El entrenamiento
fue guiado por un quimico y una microbidloga y consistio en conocer el funcionamiento
del HPLC, preparacién de insumos como buffer Mcllavaine, fase movil, dilucién de los
antimicrobianos (OTC y ENR), recoleccion del antimicrobiano por las columnas de
extraccion de fase solida (acondicionamiento, carga de muestras, lavado o limpieza y
elucién) y ademas la técnica microbiolégica de difusién en agar; preparacion del agar
Muller-Hinton, bacteria Bacillus subtilis a una concentracién de 0.5 McFarland y
modificacion de pH. A pesar del entrenamiento las tesistas siempre contaron con el
acompafamiento de dichos profesionales para el momento de lectura e interpretacion
de los resultados.

3.5. Plan de andlisis e interpretacion de la informacién

Los datos recolectados fueron ingresados a una base de datos en Microsoft Excel y
posteriormente analizados mediante el programa estadistico de Stata® version 14.0. El
analisis descriptivo de las variables cuantitativas continuas residuos de antimicrobianos
y actividad antimicrobiana de los alimentos con residuos de antimicrobianos fueron
determinadas por el promedio + DS. Los datos obtenidos fueron evaluados por la prueba
de Shapiro-Wilk, demostrando no cumplir con una distribucion no normal, por lo que se
opté por una prueba no paramétrica para el analisis bivariado. Asi, para la comparacion
de las concentraciones de antimicrobianos y de halos de inhibicion bacteriana entre tipo
de muestras se utiliz6 la prueba estadistica U de Mann Whitney. Por dltimo, se considero
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una diferencia estadisticamente significativa a un p<0.05 y no significativas a un valor
de p=0.05.

3.6. Ventajas y limitaciones

Una de las ventajas del estudio, es que se emple6 una prueba altamente especifica para
determinar el nivel de residuos de antimicrobianos: HPLC. Adicionalmente, se midio la
actividad antimicrobiana de las muestras con residuos antimicrobianos, es decir si la
muestra realmente tenia un efecto antimicrobiano in vitro frente a bacterias sensibles
(Bacillus subtilis). Para esto ultimo, la presente investigacion contd con el uso de una
técnica microbioldgica de difusion en agar que determind el halo de inhibicion. Una de
las limitaciones mas importantes fue el costo de la prueba por ese motivo el tamafio de
muestras fue limitado y ajustado a los recursos propios del laboratorio que financié el
trabajo.

3.7. Aspectos éticos

El proyecto fue aprobado por el Comité de Etica en Investigacion de la Universidad
Catdlica Sedes Sapientiae, ver Reg: CE-507 (Anexo N°10). En todo momento se
mantuvo el anonimato de los puestos de expendio y de los vendedores que participaron
en el estudio.

El estudio tuvo como unidad de andlisis a las muestras de carnes compradas en los
establecimientos. No se requirié ningun tipo de participaciéon ni de informacién de los
vendedores. Al no involucrar sujetos humanos en el estudio de investigacion no se utilizé
ningun tipo de consentimiento informado.
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CAPITULO IV. RESULTADOS

Entre el periodo del 20 y 30 de diciembre del 2019 se recolectaron 30 especimenes de
carne de res y 30 especimenes de carne de pollo, de tres mercados de Lima
Metropolitana. Si bien no fue el objetivo del estudio de estimar la frecuencia (proporcion)
de residuos de antimicrobianos en productos carnicos, es interesante resaltar que todos
los especimenes que fueron analizados por HPLC fueron negativos para los residuos
OTCy ENR.

Los especimenes de carne y pollo sirvieron para los experimentos de contaminacién
con residuos de antimicrobianos obteniendo los siguientes resultados:

Resultado 1. Efecto de la coccion en el nivel de residuos de antimicrobianos en
carne de pollo evaluado por HPLC.

En las muestras de carne de pollo, las concentraciones de OTC y ENR fueron
significativamente mayores en las muestras no cocidas (tiempo 0) en comparacién con
las muestras hervidas o expuestas al microondas (Tabla 2). Esta diferencia fue mayor
conforme se incrementé el tiempo de coccidn: porcentaje de reduccion a los 12 minutos
de 60.8% y 63.04% para residuos de OTC y ENR respectivamente.

Tabla 2. Efecto del tiempo de coccidn en el nivel de residuos de antimicrobianos en carne de pollo medido por HPLC.

oTC ® ENR @
Tratamiento  Tiempo c® R ® Cc® R®
. Valor p ® Valor p ®
(min) (uglkg) %) P (uglkg) *) P
Hervido 0 6250.00 £ 0.00 0 Referencia 6250.00 £ 0.00 0 Referencia
9 4202.64 + 1218.05 32.76 0.0369 4319.09 + 196.27 30.89 0.0369
12 2449.69 + 665.95 60.8 0.0369 2309.1 £ 117.99 63.04 0.0369
Microondas 0.5 3648.56 + 930.67 41.62 0.0369 1411.55 £ 117.46 7742  0.0369

@ QOxitetraciclina, @ Enrofloxacina, ® Concentracion (promedio de concentracion = DS), ® Reduccién, ® Prueba de U
de Mann Whitney.

Resultado 2. Efecto de la coccién en el nivel de residuos de antimicrobianos en
carne de res evaluado por HPLC.

En las muestras de carne de res, las concentraciones de OTC y ENR fueron
significativamente mayores en las muestras no cocidas (tiempo 0) en comparaciéon con
las muestras hervidas (Tabla 3). Esta diferencia fue mayor conforme se incremento el
tiempo de coccidén: porcentaje de reduccién a los 12 minutos de 55.15% y 54.21% para
residuos de OTC y ENR respectivamente. Las muestras expuestas al microondas
presentaron una reduccién de mas de 60% de residuos de antimicrobianos, sin
embargo, no se pudo calcular diferencia estadistica debido al pequefio nimero de
muestras (n=2) de cada experimento.
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Tabla 3. Efecto del tiempo de coccidn en el nivel de residuos de antimicrobianos en carne de res medido por HPLC.

oTC ® ENR @
Tratamiento Tiempo c® R® c® R®
. Valor p ® Valor p ®
(min) (uglkg) %) P (ug/kg) (%) P
Hervido 0 6250.00 £ 0.00 0 Referencia 6250.00 £ 0.00 0 Referencia
9 5283.49 £ 293.54 15.46 0.0369 4988.00 = 563.07 20.19 0.0369
12 2803.11 +127.87 55.15 0.0369 2861.67 + 98.65 54.21 0.0369
Microondas 0.5 2353.65 + 910.53 62.34 1935.47 £ 61.35 69.03

@ Oxitetraciclina, @ Enrofloxacina, ® Concentracion (promedio de concentracion + DS), ® Reduccién, ® Prueba de U
de Mann Whitney.

Resultado 3. Efecto de la coccidn en la actividad antimicrobiana de carne de pollo
con enrofloxacina.

Para ENR en muestras de carne de pollo: en muestras realizadas con pH de 6, el halo
de inhibicién de las muestras antes de ser hervidas fue mayor al halo de inhibicién de
las que fueron hervidas 9 minutos (p = 0.0463), 12 minutos (p = 0.0431), 20 minutos (p
= 0.0463), asi como de las que fueron colocadas en el microondas por 30 segundos (p
= 0.0463). En muestras realizadas con pH de 8, el halo de inhibicién de las muestras
antes de ser hervidas fue mayor al halo de inhibiciéon de las que fueron hervidas 9
minutos (p = 0.0431), 12 minutos (p = 0.0431), 20 minutos (p = 0.0463), asi como de las
gue fueron colocadas en el microondas por 30 segundos (p = 0.0463) (Figura 3).
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Figura 3. Efecto del tiempo de coccién en la actividad antimicrobiana de carne de pollo
con enrofloxacino (1mg). Actividad antimicrobiana de la carne de pollo con ENR frente a
Bacillus subtilis mediante la técnica de difusién en agar bajo dos condiciones: agar Muller-Hinton
a pH 6 y a pH 8. Cada barra representa un promedio de 3 experimentos = DS. El asterisco (*)
representa una diferencia significativa (p<0.05) para la comparacién entre las barras de un
tiempo de coccion = 9 minutos mediante hervido y la coccién mediante microondas versus la
muestra sin coccién (0 minutos), mediante la prueba U de Mann Whitney.
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Resultado 4. Efecto de la coccidn en la actividad antimicrobiana de carne de res
con enrofloxacina.

Para ENR en muestras de carne de res: en muestras realizadas con pH de 6, el halo de
las muestras antes de ser hervidas fue mayor al halo de las que fueron hervidas 9
minutos (p = 0.0431), 12 minutos (p = 0.0431), 20 minutos (p = 0.0463), asi como de las
que fueron colocadas en el microondas por 30 segundos (p = 0.0431). En muestras
realizadas con pH de 8, el halo de inhibicion de las muestras antes de ser hervidas fue
mayor al halo de inhibicién de las que fueron hervidas 9 minutos (p = 0.0431), 12 minutos
(p = 0.0431), 20 minutos (p = 0.0431), asi como de las que fueron colocadas en el
microondas por 30 segundos (p = 0.0463) (Figura 4).
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Figura 4. Efecto del tiempo de coccién en la actividad antimicrobiana de carne de res con
enrofloxacino (1mg). Actividad antimicrobiana de la carne de pollo con ENR frente a Bacillus
subtilis mediante la técnica de difusion en agar bajo dos condiciones: agar Muller-Hinton a pH 6
y a pH 8. Cada barra representa un promedio de 3 experimentos + DS. El asterisco (*) representa
una diferencia significativa (p<0.05) para la comparacion entre las barras de un tiempo de coccion
= 9 minutos mediante hervido y la coccion mediante microondas versus la muestra sin coccién
(0 minutos), mediante la prueba U de Mann Whitney.

Resultado 5. Efecto de la coccidn en la actividad antimicrobiana de carne de pollo
con oxitetraciclina.

Para OTC en muestras de carne de pollo: en muestras realizadas con pH de 6, el halo
de inhibicion de las muestras antes de ser hervidas fue mayor al halo de inhibiciéon de
las que fueron hervidas 9 minutos (p = 0.0431), 12 minutos (p = 0.0431), 20 minutos (p
=0.0431), asi como de las que fueron colocadas en el microondas por 30 segundos (p
= 0.0431). En muestras realizadas con PH de 8, el halo de inhibicion de las muestras
antes de ser hervidas fue mayor al halo de inhibicion de las que fueron hervidas 9
minutos (diferencia no estadisticamente significativa, p = 0.1138), 12 minutos (p =
0.0339), 20 minutos (p = 0.0339), asi como de las que fueron colocadas en el
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microondas por 30 segundos (diferencia no estadisticamente significativa, p = 0.0990)
(Figura 5).
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Figura 5. Efecto del tiempo de coccién en la actividad antimicrobiana de carne de pollo
con oxitetraciclina (1mg). Actividad antimicrobiana de la carne de pollo con OTC frente a
Bacillus subtilis mediante la técnica de difusién en agar bajo dos condiciones: agar Muller-Hinton
a pH 6 y a pH 8. Cada barra representa un promedio de 3 experimentos + DS. El asterisco (*)
representa una diferencia significativa (p<0.05) para la comparacién entre las barras de un
tiempo de cocciéon = 9 minutos mediante hervido y la coccién mediante microondas versus la
muestra sin coccion (0 minutos), mediante la prueba U de Mann Whitney.

Resultado 6. Efecto de la coccidn en la actividad antimicrobiana de carne de res
con oxitetraciclina.

Para OTC en muestras de carne de res: en muestras realizadas con PH de 6, el halo de
inhibicion de las muestras antes de ser hervidas fue similar al halo de inhibicion de las
que fueron hervidas 9 minutos (p = 1.0000), y mayor a las que fueron hervidas 12
minutos (diferencia no estadisticamente significativa, p = 0.1213), 20 minutos (p =
0.0463), asi como de las que fueron colocadas en el microondas por 30 segundos
(diferencia no estadisticamente significativa, p = 0.6374). En muestras realizadas
con pH de 8, el halo de inhibicion de las muestras antes de ser hervidas fue mayor al
halo de inhibicién de las que fueron hervidas 9 minutos (diferencia no estadisticamente
significativa, p = 0,0679), 12 minutos (p = 0.0431), 20 minutos (p = 0.0431), asi como de
las que fueron colocadas en el microondas por 30 segundos (diferencia no
estadisticamente significativa, p = 0.0722) (Figura 6).
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Figura 6. Efecto del tiempo de coccidn en la actividad antimicrobiana de carne de res con
oxitetraciclina (Img). Actividad antimicrobiana de la carne de pollo con OTC frente a Bacillus
subtilis mediante la técnica de difusién en agar bajo dos condiciones: agar Muller-Hinton a pH 6
y a pH 8. Cada barra representa un promedio de 3 experimentos + DS. El asterisco (*) representa
una diferencia significativa (p<0.05) para la comparacion entre las barras de un tiempo de coccién
= 9 minutos mediante hervido y la cocciéon mediante microondas versus la muestra sin coccién
(0 minutos), mediante la prueba U de Mann Whitney.

Resultado 7. Efecto de la coccidn en la actividad antimicrobiana de residuos de
antimicrobianos.

Adicionalmente, expusimos los residuos de antimicrobianos puros a la coccién durante
9, 12 y 20 minutos encontrando una menor actividad antimicrobiana frente a B. subtilis
a los 20 minutos para ENR (halo promedio + DS de 12.50mm + 0.71mm) y OTC (halo
promedio = DS de 6.50mm * 2.12mm). Sin embargo, no se pudo calcular diferencia
estadistica con el basal (sin exposicion a coccion) debido al pequefio numero de
muestras (n=2) de cada experimento.
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Figura 7. Efecto de la coccion en la actividad antimicrobiana de residuos de
antimicrobianos (1mg). Actividad antimicrobiana de la enrofloxacina (ENR) y oxitetraciclina
(OTC) frente a Bacillus subtilis mediante la técnica de difusion en agar agar Muller-Hinton a pH
6. Cada residuo fue hervido a 9, 12 y 20 minutos o expuesto al microondas por 30 segundos.
Cada barra representa un promedio de 2 experimentos + DS.
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CAPITULO V. DISCUSION
5.1. Discusion

El presente estudio tuvo como objetivo determinar el efecto de la coccion en el nivel de
residuos de antimicrobianos en productos carnicos contaminados previamente con
oxitetraciclina y enrofloxacina, medido por la técnica de técnica de cromatografia liquida
de alta eficacia (HPLC) y técnica microbiolégica de difusién en agar.

Para ello obtuvimos las muestras de carne de tres mercados representativos de Lima
metropolitana. Si bien no fue el objetivo principal del estudio, analizamos el total de
muestras de carne en busqueda de dos de los antimicrobianos mas utilizados en la
crianza de animales: ENR y OTC. Todos los especimenes analizados mediante HPLC
fueron negativas a ambos antimicrobianos y pudieron ser utilizadas en los experimentos
de contaminacién con residuos de dichos antimicrobianos y, de manera experimental,
poder controlar la concentracion de dichos residuos y estudiar su efecto ante la coccion.

Nuestro estudio determiné que los niveles de residuos de ENR y OTC en carne de pollo
y res contaminada experimentalmente con dichos residuos disminuyeron
significativamente conforme aumentaba el tiempo de coccién. Pudiendo reducir hasta
mas de 60% de los residuos de antimicrobianos. Si bien la temperatura es uno de los
factores mas importantes que pueden alterar la estabilidad de los antimicrobianos (29),
varios estudios han demostrado su efecto en la reduccion de tetraciclina (en carne de
pollo hasta un 56% y en carne de cerdo hasta un 82%) (19), sulfonamida (en carne de
pollo, hasta un 61%) (18) y OTC en (carne de camarén, hasta un 36.3%) (20).

La degradacién porcentual de las tetraciclinas se encuentra dentro del rango de 2% al
100%, incluso la OTC es menos estable al calor a comparacién a otros antibioticos de
esta clase como la doxiciclina. Asimismo, la OTC se puede degradar casi por completo
durante la ebullicion, debido a su inestabilidad en medios acuosos por reacciones
hidroliticas; a comparacion que en medios lipidicos (41). Del mismo modo, los procesos
de coccién causan desnaturalizacion de la proteina, pérdida de agua, grasa, entre otros;
lo cual conlleva a la modificacién de la concentracién de residuo, estructura quimica o
solubilidad del antibiético (8).

En un estudio previo, se determin6 que la OTC en carne de res disminuyd hasta un
69.6% al ser hervido, y hasta un 53.2% al ser expuesto al microondas (8). Si bien, Rana
y col. no utilizaron muestras de carne de pollo en sus experimentos, sus resultados si
concuerdan con nuestro estudio donde obtuvimos una reduccion de hasta un 62.34%
en carne de res y adicionalmente una reduccién de hasta 60.8% en carne de pollo.

Del mismo modo, en el caso de las muestras con residuos de ENR sometidas a coccién
se observo que la reduccién porcentual fue del 30.89% a 77.42% en carne de polloy en
carne de res 32.78% a 60.8%. De manera similar, el estudio de Lolo y col. demostr6 el
efecto de coccién en residuos de ENR en pechuga de pollo, la cual fue sometida a
proceso de hervido por 10 minutos y microondas 3.5 minutos, obteniendo como
resultados la disminucién porcentual de residuos de ENR en una 55.54% a 62.79% en
el hervido y 47.20% a 65.45% en el microondas, sin embargo, no incluyeron otro tipo de
carne en sus experimentos. Esta degradaciéon que presentan las quinolonas se puede
explicar por la cinética de primer orden y a la temperatura sometida, la ENR es un poco
mas estable en agua que el ciprofloxacino y norfloxacino (10).

Evidencia previa demuestra que la carne con alto contenido de grasa sometidas a
coccion en el microondas presenta una mayor degradacion de antibiéticos, a diferencia
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de las carnes con bajo contenido de grasa (10). Con el fin de maximizar el efecto en la
degradacién de los residuos de antimicrobianos, es que en el presente estudio no se
realizé la extraccion de soxhlet (desengrasado) en ninguna de las muestras utilizadas.

Si bien la evidencia existente utiliza el método de HPLC por ser una técnica altamente
eficaz y sensible para la deteccidon de residuos de antimicrobianos, en el presente
estudio quisimos detectar ademas si la coccion afectd a la actividad antimicrobiana de
dichos residuos mediante la técnica de difusion en agar. Para ello, realizamos los
experimentos bajo dos condiciones, agar a pH 6 y a pH 8 no encontrando diferencias
entre los resultados de ambos medios. Nuestros resultados muestran una disminucion
de la actividad antimicrobiana dependiente del tiempo de coccién, siendo mayor a los
20 minutos. Del mismo modo, Vivienne y col. describieron previamente que esta técnica
a un pH 6.0 ante Bacillus subtilis fue mas sensible a las tetraciclinas, obteniendo un halo
de inhibicién en carne de ave cruda contaminadas con OTC de 7 mm y después de la
coccion mediante hervido durante 30 minutos un halo promedio de 2.13 mm (p<0.05
para la comparacion de ambos halos) y mediante microondas un halo promedio de 3.56
mm (este Ultimo no significativo) (12).

Si bien el objetivo del estudio no fue determinar la frecuencia de residuos de
antimicrobianos en especimenes de carne, nuestro estudio es el primero que busco
identificar dos de los residuos de antimicrobianos mas utilizados (ENR y OTC) no
encontrando residuos mediante la técnica de HPLC. Estos resultados muestran que no
se utilizaron estos antimicrobianos para las especies animales analizadas o que estos
fueron utilizados, pero talvez fueron expulsados o degradados por el metabolismo
animal antes de ser sacrificados y distribuidos para su consumo. Ademas, nuestros
resultados no concluyen en que no se utilicen antimicrobianos, sino mas bien que
posiblemente otros antimicrobianos sean los mas frecuentes como previamente fueron
descritos por Azafero y col. en mercados tradicionales y supermercados de Lima
metropolitana en el afio 2010, detectando en su estudio: sulfametoxazol, norfloxacino y
ciprofloxacino en carne de pollo (5).

Segun la OMS, la seguridad alimentaria es “el acceso a alimentos inocuos, nutritivos,
en cantidad suficiente y es fundamental para mantener la vida y fomentar la buena
salud” (42). Por ello se debe considerar en la produccion ganadera que el uso excesivo
de medicamentos, como los antimicrobianos, expone a los consumidores a sustancias
o residuos potencialmente téxicos poniendo en riesgo a largo plazo la salud de las
personas.

Es importante tener en cuenta que la inocuidad de los alimentos, la nutricion y la
seguridad alimentaria estan estrechamente relacionadas para mantener la salud de los
consumidores. Por lo tanto, los residuos antimicrobianos presentes en los alimentos son
un problema de salud publica, debido al efecto perjudicial que tiene en las personas
como la alteracion de la composicién de la microbiota intestinal, ocasionando
desequilibrios homeostaticos intestinales predisponiendo a que la persona presente una
infeccion entérica y enfermedades inflamatorias intestinales (43).

Estos residuos también pueden ocasionar reacciones alérgicas o hipersensibilidad
inmediata de tipo | con presencia de IgE que es responsable de estas reacciones,
incluso en algunas ocasiones se pueden presentar ambas causando dificultades como
disfagia, disnea, dermatitis por contacto, anafilaxia, angioedema, broncoespasmo y
urticaria (44,45). De esta manera se evidencia que los alimentos insalubres generan un
circulo vicioso de enfermedad en la poblacion mas vulnerable, pudiendo la coccién de
los mismos ser un mecanismo para disminuir la concentracion de antimicrobianos.
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Nuestro estudio tiene algunas limitaciones, por ejemplo, solo se realiz6 el analisis de
dos antimicrobianos. Sin embargo, la ENR y OTC son dos de los antimicrobianos méas
utilizados en la crianza de animales. Por otro lado, en los andlisis mediante HPLC y
actividad antimicrobiana con carne contaminada con residuos de antimicrobianos solo
se trabajé con una concentracién en cada uno. Si bien nuestro estudio pudo demostrar
un efecto del tiempo de coccién sobre el nivel de residuos antimicrobianos, no pudimos
demostrar si este efecto cambiaba de acuerdo a la concentracion del residuo. Es
importante resaltar que la prueba de HPLC es una prueba costosa, por lo que se tuvo
gue priorizar los experimentos con una Unica concentracion.

5.2. Conclusiones

— La coccién disminuye significativamente la cantidad de residuos de OTC y ENR
presentes en productos de carne de pollo y carne de res evaluados por la técnica de
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC).

— La coccién disminuye significativamente la actividad antimicrobiana de productos de
carne de pollo y res con residuos antimicrobianos de OTC y ENR.

— El tiempo de coccion influye en el nivel de residuos antimicrobianos, resultando en
un menor nivel de residuos a un tiempo de coccion mas prolongado.

5.3. Recomendaciones

— Investigaciones futuras deberian experimentar con mayores rangos de coccion y
diferentes concentraciones de los antimicrobianos, para asi determinar el limite o el
maximo efecto de la coccién sobre el residuo.

— Se recomienda trabajar con un mayor tamafio de muestras y provenientes de
diferentes mercados tanto de Lima como de provincias.

— Se recomienda incluir otro tipo de coccién como frito, para asi poder compararlo con
las cocciones de hervido y microondas.

— Ampliar la deteccién a otros tipos de residuos de antimicrobianos empleados en la
industria ganadera.

— Incluir el estudio de otros tipos de alimentos derivados de animales, como por
ejemplo, el huevo y la leche.
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ANEXOS

Anexo N°1: Operacionalizacion de variables

Variables

Clasificacion
de las
variables

Definicion
conceptual

Instrumentos

Indicador o
punto de
cohorte

Categorizacion o
valores finales

Residuos de
antimicrobianos

Cuantitativa
continua

Los antimicrobianos
son compuestos que
permanecen en el
organismo como
consecuencia de un
tratamiento o con
fines profilacticos
pudiendo dejar
residuos de los
medicamentos en
los animales
productores de
alimentos (42).

Cromatografia
liquida de alta

eficacia (HPLC).

No aplica

Valores numéricos en
Ug/Kg de cada residuo
de antimicrobiano

Actividad
antimicrobiana de
los alimentos con
residuos de
antimicrobianos

Cuantitativa
continua

Actividad inhibitoria
que presenta los
alimentos con
residuos sobre
cultivo bacteriano

(5)-

Técnica
microbiolégica
de difusién en
agar

Halo de
inhibicion

Halo de inhibicién en
mm

Tiempo de coccion

Cuantitativa
discreta

Exponer un
determinado
producto a la accion
del calor a fin que
cambie ciertas
propiedades.

Equipo de bafio
maria
Microondas

Hervido 100°C
Microondas
(500W)

Hervido: 9,12y 20
minutos.
Microondas: 30
segundos

Tipo de coccién

Cualitativa
dicotémica

Proceso por el cual
se eleva la
temperatura del
alimento mediante el
agua modificando
sus caracteristicas o
propiedades
originales.

Equipo de bafio
maria
Microondas

Hervido 100°C
Microondas
(500W)

Hervido
Microondas

Productos
alimenticios

Cualitativa
politémica

Productos de origen
animal

No aplica

No aplica

Carne de pollo

Carne de res
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Anexo N°2: Flujograma de plan de recoleccion de datos

MUESTRAS

+—I—+

Pollo

Res

I+I

HPLC

A\ 4
NEGATIVO a residuos
antimicrobianos

A
Contaminacion

P —

OTC ENR

\fl

Contaminacion con
ATB

v

Tipo de coccibn

|
v v

Hervido Microondas

| |
9-12-20 30 segundos

minutos
I I

A 4

POSITIVO a residuos
antimicrobianos

OoTC ENR

HPLC Actividad
antimicrobiana

pHG6YypHS

OTC: Oxitetraciclina
ENR: Enrofloxacina
ATB: antibiotico
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Anexo N°3: Preparacion de material para el método de cribado microbiolégico.
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Anexo N°5: Muestras sometidas a coccion, sonicacion y centrifuga.
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Anexo N°6: Acondicionamiento de columnas para el HPLC.

Anexo N°7: Acondicionamiento del HPLC.

35



Anexo N°8: Sembrado del Bacillus Subtilis y diametro del halo de inhibicion.
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Anexo N°9: Matriz de consistencia

Problemas Objetivos Hipotesis Variables e Poblacién y muestra Disefio Instrumentos Analisis estadistico
indicadores
Problema general Objetivo general Hipodtesis alterna 1. Residuos de Muestra: Disefio: 1. Cromatografia Andlisis descriptivo:

¢ Cual es el efecto de la
coccién en el nivel de
residuos de
antimicrobianos en
productos céarnicos
contaminados
previamente con
oxitetraciclina y
enrofloxacina?

Problemas especificos
¢, Cudl es el efecto de la
coccion en el nivel de
residuos de
antimicrobianos
presentes en carnes de
pollo y res previamente
contaminadas con
oxitetraciclina 'y
enrofloxacina evaluados
por la técnica de
cromatografia liquida de
alta eficacia (HPLC)?

¢ Cudl es el efecto de la
coccioén en la actividad
antimicrobiana presente
en carnes de polloy res
previamente
contaminadas con
oxitetraciclina 'y
enrofloxacina evaluados
por la técnica
microbiolégica de
difusion en agar?

Determinar el efecto de la
coccion en el nivel de
residuos de
antimicrobianos en
productos céarnicos
contaminados
previamente con
oxitetraciclina y
enrofloxacina, medido
por la técnica de
cromatografia liquida de
alta eficacia (HPLC) y
técnica microbioldgica de
difusién en agar, 2019.

Objetivos especificos
Determinar el efecto de la
coccion en el nivel de
residuos de
antimicrobianos
presentes en carnes de
pollo y res previamente
contaminadas con
oxitetraciclina 'y
enrofloxacina evaluados
por la técnica de
cromatografia liquida de
alta eficacia (HPLC).
Determinar el efecto de la
coccion en la actividad
antimicrobiana presente
en carnes de pollo y res
previamente
contaminadas con
oxitetraciclina 'y
enrofloxacina evaluados
por la técnica
microbiolégica de
difusioén en agar

El nivel de residuos
de antimicrobianos,
medido por HPLC,
es diferentes en los
alimentos cocidos
(carne de pollo 'y
res) en
comparacion a los
no cocidos.

Hipodtesis nula

El nivel de residuos
de antimicrobianos,
medido por HPLC,
es igual en los
alimentos cocidos
(carne de polloy
res) en
comparacion a los
no cocidos.

antimicrobianos.

Indicador: no aplica.

2. Actividad
antimicrobiana de
los alimentos con
residuos de
antimicrobianos.
Indicador: halo de
inhibicion.

3. Tiempo de
coccion.

Indicador: hervido
100°C, microondas
(500W).

4. Tipo de coccion.
Indicador: hervido
100°C, microondas
(500W).

5. Productos
alimenticios.

Indicador: no aplica.

El presente estudio al ser un
estudio de tipo experimental,
no aplicé un tipo de
muestreo. Para adquirir los
especimenes que fueron
utilizados en el presente
estudio, se recolectaron 30
especimenes de carne de
pollo y 30 de res, adquiridos
de tres mercados
tradicionales de Lima. Del
total de especimenes
recolectados, se seleccion6
6 de cada tipo (pollo y res).

Criterios de inclusién:

-Productos de carne de pollo
o res del dia, conservando
sus caracteristicas
organolépticas.

-Productos adquiridos en
mercados de Lima
Metropolitana.

-Para los experimentos, las
muestras de res y pollo
deben ser negativos a
residuos de oxitetraciclina
(OTC) y enrofloxacina (ENR)
por HPLC.

Criterios de exclusion:

-Productos carnicos
congelados.

Experimental
Alcance:

Explicativo

liquida de alta eficacia
(HPLC)

2. Técnica
microbiolégica de
difusién en agar

3. Equipo de bafio
maria y microondas

4. Equipo de bafio
maria y microondas

Las variables
cuantitativas fueron
analizadas como
media + desviacion
estandar

Andlisis inferencial:
Para la comparacion
de concentraciones y
los halos de las
muestras crudas,
hervidas y en el
microondas; se
empled la prueba de
U de Mann Whitney.
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Anexo N°10: Carta de aprobacién del protocolo de tesis por el Comité de Etica en
Investigacion de la Facultad de Ciencias de la Salud.

N@ Reg.: CE-507

Los Olivos, 19 de Diciembre de 2019

CARTA DE APROBACION DE PROTOCOLO DE TESIS POR EL COMITE DE ETICA EN INVESTIGACION
DE LA FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD

Sefioritas:

Medina Prada,Anicia Magaly
Lumbre Soles, Andrea Liliana.

Por medio de la presente me permito hacer de su conocimiento que se ha realizado la revisién de
su protocolo de tesis.

"Efecto de la coccién en el nivel de residuos de antimicrobianas en productos alimenticios
obtenidos en mercados de Lima Metropolitana”

Cuyo asesor es la Prof. Maria Taipe Aylas .Se emite la presente CARTA DE APROBACION, a fin de que
prosiga con los tramites correspondientes en la elaboracién de su tesis.

Sin otro particular me despido de usted.

Atentamente,

A&gﬁ%ﬁiés

Comité de Etica en Investigacién

UNIVERSIDAD LICENCIADA + RES. N° 117 - 2018 - SUNEDU / CD

Esq. Constelaciones y Sol de Oro s/n. Urb. Sol de Oro - Los Olivos (© 5330008 {© 963 345 415 @ www.ucss.edu.pe
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Anexo N°11: Glosario de términos

Actividad antimicrobiana: Es la actividad de ciertas sustancias capaces de inhibir el
crecimiento bacteriano (33).

Bacillus subtilis: Microorganismo sensible a los antimicrobianos (5).

Oxitetraciclina: Es un antimicrobiano bacteriostatico de amplio espectro que pertenece
al grupo de las tetraciclinas (10).

Enrofloxacina: Es un antimicrobiano de tercera generacién, de amplio espectro y que
pertenece a la familia de las quinolonas (26, 27).

Escalade McFarland: Es una escala de turbidez usada como referencia para aproximar
la cantidad de bacteria presente en una suspension liquida. Esta escala es usada
frecuentemente en la técnica de disco de difusion en placa (5).

Halo de inhibicidn: Es la zona alrededor de la muestra con antimicrobiano, donde se
observa que no ha habido un crecimiento bacteriano o este ha sido inhibido (33).

HPLC: Cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC). Es un tipo de cromatografia en
columna utilizada para separar los componentes de una mezcla. Es una de las técnicas
con la mas alta eficiencia y sensibilidad en la deteccién de residuos de antimicrobianos
en muestras de alimentos (7).

Miller-Hinton: Es un medio de cultivo enriquecido, utilizado comUnmente en las
técnicas microbiolégicas para detectar la susceptibilidad a antibioticos (33).

Prueba de difusion en agar: También llamada técnica de Kirby-Bauer. Es una técnica

microbioldgica para detectar la sensibilidad de un microorganismo frente a un
antimicrobiano (33).
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