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RESUMEN

El presente estudio, tuvo como objetivo determinar la presencia de
residuos del antibiético enrofloxacina en la carne de pollo comercializada
en el mercado La Hermelinda del distrito de Truijillo, Provincia de Truijillo, La
Libertad, Pera.

La metodologia empleada en este proyecto fue a través de la
prueba de ELISA y se utilizaron 25 muestras de carne de pollo (pechuga),
las que se recolectaron a lo largo de 25 dias; las muestras fueron
congeladas para posteriormente medir los niveles de enrofloxacina con el

método indicado.

Los resultados obtenidos nos indican la presencia del antibiético en
un 56% de las muestras y en un 44% de las mismas no se detectaron
residuos. Los niveles variaron en un rango de 0.00 ug/kg a 41.20 ug/kg Sin
embargo, los residuos detectados estan dentro del limite maximo permitido
por la norma sanitaria de medicamento veterinarios en alimentos de
consumo humano, que especifica para carne de 100 pug/kg Norma Técnica
de Salud N° 120—-MINSA/DIGESA-V.01.

Se concluye que a pesar de encontrar restos de enrofloxacina en carne de
pechuga de pollo, estos se encuentran dentro del limite de seguridad para

la alimentacidon humana.



ABSTRACT

The objective of the present study was to determine the presence of
residues of the enrofloxacin antibiotic in chicken meat sold in the La

Hermelinda market of Truijillo district, Trujillo province, La Libertad, Peru.

The methodology used in this project was through the ELISA test
and 25 samples of chicken meat (breast) were used, which were collected
over 25 days; the samples were frozen to subsequently measure

enrofloxacin levels with the indicated method.

The results obtained indicate the presence of the antibiotic in 56% of
the samples and in 44% of them, no residues were detected. The levels
varied in a range from 0.00 pg/kg. To 41.20 pg/kg However, the detected
residues are within the maximum limit allowed by the sanitary norm of
veterinary drugs in foods for human consumption, which specific for meat of
100 ug/kg. Technical Health Standard N°120—MINSA/DIGESA-V.01.

It is concluded that despite finding enrofloxacin residues in chicken breast

meat, these are within the safety limit for human food.



. INTRODUCCION

Junto con la globalizacion y el vertiginoso cambio a nivel
tecnolégico y mejora en la calidad de vida de las personas, dia a dia surge
la busqueda y satisfaccion de nuestra alimentacion a través de alimentos
inocuos y saludables. Segun la FAO inocuidad de los alimentos engloba
acciones encaminadas a garantizar la méxima seguridad posible de los
alimentos. Cuando se habla de inocuidad de los alimentos se hace
referencia a todos los riesgos, sean crénicos o agudos, que pueden hacer
gue los alimentos sean nocivos para la salud del consumidor. Por lo tanto
el apropiado control en el proceso, bioseguridad, adecuada trazabilidad e
higiene y buenas practicas de manufactura constituyen los principales

requerimientos (Carlos y Alvarado, 2010).

El uso de medicamentos veterinarios es esencial durante la crianza
de animales productores de alimentos. Estos productos son empleados con
fines terapéuticos y preventivos en caso de infecciones o enfermedades no
contagiosas y en otros casos se aplican como promotores del crecimiento
(Kilinc y otros, 2007). En los ultimos afios el sector agroalimentario en todo
el mundo se ha enfrentado a la diseminacion de brotes de enfermedades
transmitidas por alimentos en los que intervienen, entre otros agentes,
residuos de medicamentos veterinarios; lo cual pone de manifiesto el
manejo indebido de los farmacos durante las practicas agropecuarias y el
incumplimiento de los tiempos de retiro de los medicamentos (Lozano y
otros, 2008).

Sin embargo, los antibioticos constituyen uno de los agentes
farmacoldgicos peor usados, siendo administrados en muchas ocasiones
de forma irracional y en dosis inadecuadas. El empleo indiscriminado de
estos productos puede acompafiarse de complicaciones tales como

reacciones alérgicas, superinfecciones, retrasos en la identificacion del



germen causal; quizas, una de las complicaciones mas importantes es la
aparicion de gérmenes antibiotico—resistentes que, a su vez, crea la

necesidad cada vez mayor de nuevas drogas (Canalejo y Corufia, 1990).

La resistencia a los antibiéticos es un grave problema de salud
publica en diferentes partes del mundo, debido a que muchas
enfermedades han de dejado de responder a los antibiéticos de uso comun
(Montalvo y otros, 2004), tanto por su uso excesivo como por la falta de
nuevos agentes en el mercado (Serrano, 2009). La aplicacién a gran escala
de los antibidticos conlleva una presion selectiva que ha favorecido la
diseminacién de cepas bacterianas resistentes, Fernandez (2009). Esto se
debe a que los genes de resistencia pueden provenir de mutaciones

espontaneas y quedar fijadas genéticamente (Trolldenier, 1980)

Algunas drogas veterinarias son potencialmente tan peligrosas que
la FDA (Food and Drugs Administration) prohibe totalmente su uso en
animales de consumo, son el caso del cloranfenicol y los nitrofuranos. La
administracion prolongada o sobredosificacion de nitrofuranos produce
problemas en la fertilidad, cardiacos y reduccién de la produccion mientras
gue los residuos de cloranfenicol pueden producir en el humano anemia
aplasica que puede llegar a ser letal. Los residuos de cloranfenicol y sus
metabolitos son encontrados en todos los tejidos comestibles, leche y

huevos (Falcon y otros, 2009).

Si bien el uso de medicamentos con fines terapéuticos, profilacticos
y promotores de crecimiento en animales destinados al consumo humano
resulta benéfica tanto en términos econdmicos como sanitarios al mejorar
la rentabilidad de las explotaciones ganaderas y el bienestar animal, los
residuos de esos medicamentos pueden llegar al consumidor a través de
la cadena alimenticia produciéndole efectos nocivos como reacciones

alérgicas resistencia bacteriana y otras formas de toxicidad aguda, asi



como efectos mas sutiles pero con efectos notables en la salud publica,
como la perturbacion de la flora bacteriana intestinal (Diez y Calderén,
2009).

La normativa de los antibiéticos permitidos como aditivos asi como
los limites maximos de residuos (LMR) de antibiéticos para cada alimento
segun especie y tejido de procedencia, la Union Europea (UE) tiene
establecido el Reglamento 2758/99 Pérez, (2005) el cual sirve de base para
algunos paises gque aldn no poseen sus propios reglamentos acordes a su
realidad no siendo el caso de Estados Unidos quien cuenta con su propio
reglamento al igual que otros paises de Latinoamérica como Argentina y
Uruguay Pérez (2005), en el | Peru ya existe la Norma Técnica de Salud
N° 120 (Ministerio de Salud y la Direccién Regional de Salud) que establece
los limites méaximos permisibles de medicamentos veterinarios en alimentos

carnicos y derivados como huevo y leche(Ministerio de Salud, 2016).

Debido a lo expuesto y por la importancia del tema, se plantea la
realizacion de este estudio con el fin de determinar los niveles de
enrofloxacina en carcaza de pollo comercializado en el mercado La
Hermelinda de la ciudad de Trujillo, que es uno de los principales pues un
20% de la poblacion hace su compra directa de productos de primera
necesidad en este mercado y gran parte de los mercadillos zonales y
bodegas, se abastecen de este gran mercado con productos de primera
necesidad para atender la poblacion, sumando entre ambos el 58% ( UPAO
2010).



II. REVISION DE BIBLIOGRAFIA

2.1. Enrofloxacina

La enrofloxacina es un derivado del acido carboxilico y su nombre
quimico es 1-ciclopropil-7—(4—etil-1—piperazinil)—6—fluoro—1,4—dihidro—
40x0—3é&cido quinolincarboxilico. Se encuentra en forma de cristal y tiene
color amarillo palido. Su punto de fusion se en encuentra entre 219-221°C
y es ligeramente soluble en agua. Se debe proteger de la luz solar y no

congelar (Sumano y Ocampo, 2006).

2.1.1. Espectro

La enrofloxacina tiene un amplio espectro de accién. Es
notablemente eficaz contra una gran variedad de bacilos gramnegativos
(Escherichia coli, Salmonella spp, Haemophillus spp, Pasteurella spp), con
excepcion de Pseudomona aeruginosa. Resulta menos potente contra
bacterias grampositivas como los Streptococcus spp, Staphylococcus spp
y la Erysipelotrix rhusiopathiae, pero de cualquier manera su eficacia es
clinicamente cuantificable. Tiene wuna accion importante contra
micoplasmas, aun a muy bajas concentraciones (Concentracion minima
inhibitoria, CMI = 0.01-0.5 mg/mL), (Sumano y Gutierrez, 2000)

2.1.2. Farmacodinamica

La enrofloxacina y su metabolito activo (ciprofloxacina), actian como
bactericidas porque inhiben la girasa de DNA (topoisomerasa Il) y evitan la
duplicacidén bacteriana; la respiracion y la division celular se detienen, se

interrumpen procesos celulares y se altera la integridad de la membrana.



Las fluoroquinolonas, como es el caso de la enrofloxacina, entran
en la célula por porinas y se acumulan rapidamente en las bacterias,
algunas de éstas, son capaces de rechazar la entrada del farmaco por un
sistema de transporte dependiente de energia, pero la eficacia de las

fluoroquinolonas depende de su concentracion (Sumano y Ocampo, 2006).

Tienen un efecto posantibiético, por el cual, se inhibe la
proliferacion de los patdgenos. La girasa de DNA de animales superiores y
mamiferos no es afectada por las fluoroquinolonas. La enrofloxacina es
bactericida con su concentracion minima inhibitoria (Sumano y Ocampo,
2006).

2.1.3. Farmacocinética

La adicion del grupo etilo en la molécula de enrofloxacina mejora su
absorcion, pero disminuye su actividad contra Pseudomonas sp. La
enrofloxacina muestra potencia y cinética muy parecidas a la
danofloxacina, aunque se ha puesto menos énfasis en su distribucion en
tejido pulmonar. La enrofloxacina sali6 al mercado antes que la
danofloxacina, y por ello, se conoce mas sobre sus usos. Cuando se
administra por via oral tiene biodisponibilidad alta y logra una buena
penetracion a los tejidos. Se absorbe rapidamente en especies
monogastricas y en becerros (Sumano y Ocampo, 2006).

2.1.4. Metabolismo y excrecion

Las fluoroquinolonas son eliminadas del organismo principalmente
por metabolismo hepatico y excrecion renal. Por lo general son
parcialmente metabolizadas en el higado, y excretadas en bilis y orina a
altas concentraciones de droga activa (droga inalterada o metabolito

activo). Las rutas metabolicas comunes de estos agentes son la de



alquilacion, glucuronizacién, oxidacion, sulfoxidacién, acetilacién y ruptura
del anillo piperazinico (1, 4). En animales la excrecion renal es variable,
aunque ocurre filtraciébn glomerular para la fraccion no ligada, y también
secrecion tubular activa. La filtracion glomerular y la secrecidon tubular
permiten alcanzar altas concentraciones urinarias. El proceso de secrecion
tubular es sensible al probenecid, y la excrecion urinaria disminuye en el
fallo renal. El porcentaje de excrecion varia entre especies (Otero y otros,
2000).

2.1.5. Concentracion plasmatica en pollos

La concentracidon plasmaética promedio en pollos a las 6,12 y 24 h.
después de administrar VO, una dosis de 25 ppm de enrofloxacina, en agua
de bebida fueron de 0.241, 0.317 y 0.381 pg/ml respectivamente, y después
de una dosis de 50 ppm, a las 6, 12 y 24h, fueron de 0.204, y 0.240 pg/ml,

en ese orden (Sumano y Ocampo, 2006).

2.1.6. Tiempo de retiro

Es el periodo apropiado de abstencion de un cierto farmaco de uso
veterinario, con el fin de cefirse al limite maximo de residuos asignado,
constituye una responsabilidad de la autoridad nacional, definido como el
intervalo transcurrido entre el momento de la dltima administracion de un
farmaco de uso veterinario y el momento en que el animal se puede
sacrificar sin peligro como fuente de alimentos o que se puede consumir
leche o los huevos sin que causen dafio. En pollos y pavos se recomienda

un tiempo de retiro de 7 y 10 dias respectivamente (Rico y Ferraro, 2013)

La FDA (Federal Drug Administration), prohibe en EUA el uso de
enrofloxacina inyectable en animales destinados al consumo humano. No

es recomendable utilizarla en vacas lecheras o que estén préximas a parir.



En caso de ser utilizadas, debe hacerse bajo vigilancia de un veterinario

(Sumano y Ocampo, 2006).

2.2. Aplicacién en la produccion avicola.

Los eventos que se desarrollan dentro una produccién avicola con
respecto al inicio de una enfermedad infectocontagiosa se da de manera
inmediata, por esta razon, no se medica en funciébn a un diagndstico
preciso, sino como respuesta a percepcion empirica de esta, guiandose el
médico veterinario por algunos signos y sintomas (Sumano y Gutierrez,
2000).

2.3. Aplicacién Sanitaria

Se ha documentado que para que la enrofloxacina y las
fluoroquinolonas tengan una mayor eficacia, se les debe medicar en forma
de bolo, con esta maniobra se procura lograr una concentracion plasméatica
maxima (Cpmax) en el menor tiempo posible (Tmax). Es ésta, una de las
razones por las cuales resulta incongruente el uso de la enrofloxacina en

premezclas (Sumano y Gutierrez, 2000).

2.4. Aplicacion como promotor de crecimiento

Las premezclas son consideradas como una presentacion
farmacéutica equivocada, susceptible de generar la aparicién de cepas
bacterianas resistentes a los antibacterianos mas potentes de la historia,
las fluoroquinolonas en general y en especial la enrofloxacina (Sumano y
Gutierrez, 2000).



2.5. Reglamentos (FDA o OMS) normativas

La Food Drugs Administration (FDA) y el Servicio de Inocuidad e
Inspeccién de Alimentos (FSIS) del USDA, estan a cargo de la regulacion
y el control de los residuos de antibioticos en la carne de res, de aves de
corral y en los productos derivados del huevo. Se emplea estrategias para
evitar que los residuos de antibidticos que superan una tolerancia
establecida entren en el abastecimiento alimentario. Incluye pruebas de
medicamentos aprobados y no aprobados cuyo uso se conoce 0 se
sospecha en animales utilizados para produccion de alimentos. El FSIS
toma muestras de la carne para verificar si hay residuos e informa a la FDA.
La Organizacion Mundial de la Salud, la Organizacion de las Naciones
Unidas para la Agricultura y la Alimentacion, la Oficina Internacional de
Epizootias y otras 14 organizaciones internacionales gubernamentales y no
gubernamentales y sociedades profesionales han elaborado un marco de
recomendaciones para reducir el uso excesivo y erroneo de
antimicrobianos en los alimentos animales, a fin de proteger la salud

humana (Organizacion Mundial de la Salud, 2005).

2.6. Residuos de antibidticos

Los residuos de medicamentos veterinarios en los alimentos de origen
animal generan productos de baja calidad y constituyen un riesgo para la
salud de los consumidores, produciendo toxicidad aguda o cronica, efectos
mutagénicos y carcinogénicos, desérdenes en el desarrollo corporal,
reacciones alérgicas y fenomenos de resistencia bacteriana, entre otros

(Lozano y otros, 2008).



2.7. Limites maximos permitidos para los principales antibidticos en

carne de ave

Los limites maximos permisibles de antibiéticos para productos
carnicos provenientes de ave, los que se muestran en el Cuadro 1, el cual

se presenta a continuacion:

Cuadro 1. Limites maximos permitidos para los principales antibiéticos en

carne de ave, establecidos por el Ministerio de Salud del Peru.

Principio Residuo Especie ) (LMR)”
. . Matriz
activo marcador animal (Mg/kg)
Musculo 100
Suma de )
_ ) Piel Grasa 100
Enrofloxacina  Enrofloxacin y Aves
. . Higado 200
de Ciprofloxacin
Rifion 300

(NTS N°120-MINSA/DIGESA,2016)

*LMR= Limite Residual Maximo

2.8. Resistencia antimicrobiana y dafos en la salud humana

La resistencia de las bacterias esta en aumento, amenazando nuestra
capacidad de tratar algunas de las enfermedades infecciosas mas
mortiferas. Enfermedades tales como la tuberculosis (TB), que se creia
bajo control, resultan cada vez mas dificiles de tratar, porque los
medicamentos son menos eficaces, agotando constantemente el arsenal

de medicamentos disponibles (Organizacién Mundial de la Salud, 2000).

Los riesgos para la salud humana son cada vez mayores, y se tornan
evidentes cuando una sustancia cancerigena como el nitrofurano pasa de

la carne de pollo a los seres humanos. Pero también hay otras sustancias
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utilizadas en las raciones de alimentacion para animales, que tienen graves
efectos secundarios. Por ejemplo, el residuo de sustancias de la familia de
la penicilina, puede provocar reacciones alérgicas en algunas personas; el
uso prolongado y altas dosis de neomicina, gentamicina y estreptomicina,
pueden tener efectos secundarios como sordera y problemas renales; la
tetraciclina, puede empeorar una enfermedad renal. El trimetoprim esta
contraindicado para recién nacidos, mujeres embarazadas o personas con
problemas renales (Minagri, 2009).

En un estudio realizado en Tacna nos indica que el 100% de las
muestras de musculo e higado de pollo, presenta un nivel de residuos de
sulfamidas no superior a los limites maximos de residuos (LMR) permitidos
por las normas internacionales, esto indicaria que posiblemente esta droga
sea de mayor uso por los avicultores, pero que asi mismo no se esta
respetando los periodos de retiro de dicha droga de 05 a 07 dias y que
igualmente podria ser causante de problemas sobre todo de resistencia

bacteriana (Barrios, 2012).

2.9. Caracteristicas de los métodos de analisis de residuos de

medicamento veterinario

Segun el Codex Alimentarius, los métodos se pueden clasificar segun
la informacion y detalles analiticos, facilitados con respecto a la cuantia y

al caracter del analito o analitos de interés (Pérez, 2005) son de tres tipos:

a) Tipol

Cuantifican el volumen de un analito especifico o una clase de analitos
e identifican positivamente el analito, por lo que ofrece el mayor grado de
fiabilidad en lo que respecta a la cuantificaciéon e identificacion de la
estructura del analito en el tipo de interés. Estos métodos pueden constituir

un procedimiento Unico el que determinan tanto la concentracion como la
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identidad del analito o ser una combinacion de métodos para cuantificar y
confirmar la estructura del residuo de un medicamento veterinario. Por

ejemplo: Técnica Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC).

b) Tipo ll

Determinan la concentracion de un analito en el tipo de interés, pero no
permiten una identificacion inequivoca de la estructura. Estos métodos
pueden emplearse también para verificar la presencia de un compuesto o
clase de compuestos. Dos métodos de este tipo pueden facilitar
informacién oportuna para un método del Tipo | cuando aplican

procedimientos quimicos diferentes. Por ejemplo: Prueba de ELISA.

c) Tipo lll

Proporcionan una informacion menos definitiva pero atil. Estos
procedimientos de ensayo determinan por lo general la presencia o
ausencia de un compuesto o clase de compuestos en un tipo de interés
especificado. Con frecuencia se basan en técnicas no instrumentales. En
esta categoria se incluyen muchos de los procedimientos microbiolégicos
de ensayo con placas de agar, ensayos de inhibicion de enzimas y sistemas
basados en la inmunologia. Son utiles en los programas de control de
residuos debido a su gran capacidad muestral, su comodidad y su posible
adecuacion en los distintos laboratorios. Por ejemplo: Método de las cuatro

placas.
2.10. Método de ELISA (Enzyme Linked ImunoSorbent Assay)
Elisa se basa en el uso de antigenos o anticuerpos marcados con

una enzima, de forma que los conjugados resultantes tengan actividad

tanto inmunoldgica como enzimatica. Al estar uno de los componentes
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(antigeno o anticuerpo) marcado con una enzima e insolubilizado sobre un
soporte (inmunoadsorbente) la reaccidon antigeno—anticuerpo quedara
inmovilizada y, por tanto, sera facilmente revelada mediante la adicion de
un substrato especifico que al actuar la enzima producird un color
observable a simple vista o cuantificable mediante el uso de un

espectrofotometro o un colorimetro.

Los diferentes tipos de ELISA son los que se enumeran a

continuacion:

e Anticuerpos marcados:
- ELISA Directo
- ELISA Indirecto
- ELISA sandwich f
- Doble (DAS) f
- Heterdlogo (HADAS)

e Antigeno marcado

- ELISA competitivo

2.11. Método de anéalisis Test de ELISA Enrofloxacino

La enrofloxacina es una fluoroquinolona que inhibe la actividad de la
ADN girasa bacteriana. Fue el primer antimicrobiano de fluoroquinolona
que se utilizd en infecciones veterinarias por E. coli, Salmonella,
Pasteurella, Mycoplasma y Hemophilus. Los LMR para la suma de
enrofloxacina y su metabolito activo ciprofloxacino se han establecido en
100 ug / kg (ppb) para el tejido muscular y la grasa, y 100 ug / kg (ppb) para
la leche. Max Signal Enrofloxacin ELISA kit, permite a las agencias
gubernamentales, fabricantes de alimentos y organizaciones de

aseguramiento de la calidad para detectar la Enrofloxacina y su principal
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metabolito ciprofloxacino a un nivel tan bajo como 0.5 ppb en varios tipos
de muestras y para satisfacer las necesidades de los clientes acerca de la
seguridad de alimentos. Max Signal Enrofloxacina ELISA kit de prueba
proporciona un meétodo de extraccion Unico, que es precisa, rapida, rentable

y facil de usar, las caracteristicas del kit son (Stephan y otros, 2008):

e La extraccion de enrofloxacina de pienso, miel, carne, leche, tejido,
huevos embrionarios, suero y orina puede ser terminada en 10-30
minutos con una alta tasa de recuperacion de 75% — 95%.

e Un ensayo ELISA rapido (menos de 2 horas con respecto al nimero
de muestras).

e Alta reproducibilidad



Il MATERIALES Y METODOS
3.1 Areade investigacion y toma de muestras.

Las muestras fueron tomadas de los puestos de venta de carne de
pollo del Mercado la Hermelinda, durante el mes de junio y los analisis de
ELISA se realizaron en el Laboratorio Microclin SRL de la ciudad de Truijillo.
3.2 Tamafo de muestra.

El disefio del muestreo toma como referencia el trabajo de Barrios
(2012) en el que se realiz6 un muestreo no probabilistico de la poblacion.
Para nuestro estudio se tomaron un total de veinticinco muestras.

3.3 Proceso de muestreo

El muestreo se realizé aleatoriamente en los diferentes puestos de
expendio de pollo en el mercado La Hermelinda, a lo largo de 25 dias, para
incrementar la posibilidad de encontrar residuos de antibiéticos.

Se adquirieron 25 muestras de 50 gramos c/u, de musculo de
pechuga. Las muestras se empacaron en bolsas de polietileno de primer
uso debidamente rotuladas y luego se congelaron a —18 +/— 1 °C hasta que
fueron analizadas.

3.4 Variable independiente

e Uso de enrofloxacina en la produccién de pollos.
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3.5 Variable dependiente

¢ Nivel de residuos de enrofloxacina en carne de pollo.

3.6 Materiales

3.6.1 Material bioldgico:

e Muestras de carne de pollo

3.6.2 Equipos empleados

e Lector Biotek EL X 800
e Centrifugadora

e Micropipetas

3.6.3 Otros materiales:

e Bolsas de polietileno.

e Guantes descartables.

e Cajas térmicas.

e Tijeras y pinzas.

e Etiquetas.

e Tubos de ensayo descartables
e Kitde ELISA
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3.7 Métodos

3.7.1 Preparacion de muestra

3.7.2

o o T p

®

h.

Se elimino la grasa de la muestra.

Se trituro la pechuga de pollo de forma homogénea.

Pesar 1.0 g de la muestra de pollo triturada

En un tubo ensayo descartable se agregd un gramo de muestra
de carne y se afiadié 4 ml de metanol al 35%.

Se centrifugo por 10 minutos a maxima velocidad 4000 rpm.
Después se agregd 0.5 ml del sobrenadante al vial,

Se afiadio al vial 0.5 ml. de extraccion de carne Il (dilucion de
10x a 9 volumenes con agua destilada, kit), mas 1.5 mL de
metanol al 35%

Se toma 50 pL del sobrenadante para el ensayo.

Nota: Diluciéon con factor 10.

Protocolo ELISA

Se afadi6 50 puL de cada uno de los estandares de
enrofloxacina en duplicado en diferentes pocillos.

Se adiciono 50 yL de cada muestra por duplicado en diferentes
pocillos de muestra

Se agreg6 50 pL del anticuerpo # 1 (kit) y mezclar bien, agitando
manualmente la placa de forma suave durante 1 minuto.

Se incubo la placa durante 30 minutos a temperatura ambiente
(20 — 25 °C).

Se decantd y se aspir6 la solucion de los pocillos y se desecho
el liquido. Se lavo la placa 3 veces, con 250 yL 1x solucién de
lavado(kit). Después del ultimo lavado, se invierta la placa y

suavemente y se colocd la placa seca sobre toallas de papel
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secante.

f. Se afadié 150 pL de 1 x anticuerpo # 2 a cada pocillo e incubo
por 30 minutos a temperatura ambiente.

g. Se decant6 y aspiro la solucion de los pocillos y desecho el
liquido. Se lavo la placa 3 veces con 250 ml de solucion de
lavado 1x. y después del ultimo lavado, se invirtié la placa y
suavemente se colocd la placa seca sobre papel secante.

h. Se agrego 100 uL de sustrato TMB (Tetrametil-Bencidina) kit,
después de afadi6 el sustrato, se mezclé la solucién agitando
suavemente la placa en forma manual durante 1 minuto
mientras se incuba.

i. Después se incubo por 15 min. a temperatura ambiente (20 —
25°C) se afiadié 100 pL Del tampdn de parada (kit) para detener
la reaccion enzimética

j.  Fue leida inmediatamente después de la adicion de tampdn de
parada en un lector de placas con 450 nm. Longitud de onda.
(Lector: BIOTEK X800)

3.8 Analisis de datos

Con los resultados obtenidos en el laboratorio a través de la técnica de
ELISA, permiti6 hacer una comparacion de los niveles de enrofloxacina
encontrados con el limite maximo permitido para este producto establecido
por la Norma Sanitaria N° 120—MINSA/DIGESA-V.01, ademas estos
valores se expresan en valores de frecuencia, porcentajes, promedios y

gréficos estadisticos.

Para una mejor expresion de los resultados y teniendo en cuenta otros
trabajos realizados, se optd por calificar los resultados en las siguientes
categorias:



<=LMR
>LMR
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(WL /kg)

: Sin contaminacion................ 0-0
: Nivel bajo de contaminacion... 01-100

: Nivel alto de contaminacion.... 101 a mas.



V.

RESULTADOS

En el Cuadro 2 se muestran los resultados de residuos de

enrofloxacina encontrados en las muestras de carne de pollo, mediante la

prueba de ELISA, donde se observa que los valores encontrados varian

entre O uL /Kg y 41.20 yL /Kg, el cual podemos visualizar en el Anexo 9

Cuadro 2. Contenido de enrofloxacina en muestras de carne de pechuga

de Pollos (ug/kg).

N° Muestras Mg/kg N° de muestras Mg/kg
1 0.00 14 0.40
2 0.00 15 0.00
3 0.00 16 1.80
4 0.80 17 0.00
5 41.2 18 0.60
6 0.20 19 0.20
7 0.00 20 0.00
8 0.00 21 6.60
9 0.00 22 27.80
10 0.20 23 0.20
11 0.00 24 0.40
12 0.00 25 2.00

=
w

0.40
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Tal como se indica en el Cuadro 3, de un total de 25 muestras
evaluadas, 14 mostraron nivel de contaminacion baja por enrofloxacina, lo
que corresponde a un 56%, mientras que el 44% muestras no tuvieron

ningun residuo de enrofloxacina.

Cuadro 3. Nivel de contaminacion por enrofloxacina en carne de pechuga

de pollos
Nivel de contaminacion Frecuencia %
Sin contaminacion 11 44
Baja contaminacion 14 56
Alta contaminacion 0 0

Total 25 100




V. DISCUSION

En el presente trabajo, se evidenci6é la presencia de niveles de
enrofloxacina en la carne de pechuga de pollo comercializada en el
mercado La Hermelinda en un 56% de las muestras, lo que coincide con lo
reportado por Barrios (2012), en un estudio realizado en la ciudad de
Tacna, donde encontré que el 85% de las muestras de carne de pollo
analizadas por HPLC (cromatografia liquida de alta resolucién) contenia

residuos de flouroquinolonas, familia a la que pertenece la enrofloxacina.

Estos resultados también coinciden con lo encontrado por Albujar
(2015), quien analizé muestras de higado de pollos comercializados en el
mercado Modelo de Piura, donde encontré que el 34.69% de los higados,
contenian residuos de alguno de cuatro antimicrobianos (tetraciclinas,
sulfametoxazol/trimetropin y gentamicina), analizados por el método de las

tres placas.

En este estudio, el méximo valor encontrado fue de 41.2 ug/kg, el
cual, se encuentra dentro del limite permisible establecido en la Norma
Técnica Peruana que establece un rango maximo de 100 ug/kg de musculo
de pollo. Estos resultados, son inferiores a lo encontrado por Barrios (2012)
en Tacna, quién reportd que el 35% de las muestras de carne de pollo
tenian valores superiores al limite maximo de residuo para fluoroquinolonas
e igualmente son inferiores con lo reportado por Azafiero y Chiroque (2010),
guienes encontraron en el Cercado de Lima el 100% de las muestras de
carne de pollo con residuos superiores al limite residual maximo para

norfloxacina y 50% para ciprofloxacina.

El nivel de contaminacion de la pechuga de pollo, con residuos de
antibioticos obtenidos en este trabajo es del 56%, lo que se contrapone a

lo mencionado por Lozano y Arias (2008), quienes nos dicen, que la carne
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debe estar libre de medicamentos veterinarios para ser un alimento inocuo,
ya que la presencia de estos residuos provoca problemas de salud al
humano, tales como: reacciones alérgicas, la generaciébn de cepas
bacterianas resistentes y su transmision, lesiones oticas, hepaticas y
renales, sordera congénita, afecciones endocrinas y la genotoxicidad y

generacion de anemia aplasica.

Con respecto a la resistencia bacteriana ocasionada por el
consumo de alimentos contaminados por estas drogas, el MINSA (2010),
nos informa, que la Direccion General de Medicamentos, Insumos y
Drogas, ha creido convenientes considerar levofloxacino (fluoroquinolona),
Gnica y exclusivamente para el tratamiento de pacientes con tuberculosis
multidrogoresistentes; esta droga pertenece a la misma familia que la
enrofloxacina por lo que podemos inferir que los residuos presentes en la
carne de pollo pueden estar influyendo en la resistencia a esta droga en

humanos.



VI. CONCLUSIONES

Después de comprobarse presencia de residuos de enrofloxacina en tejido
muscular de pollos (pechuga) por medio del método ELISA, se puede
concluir que no se estan respetando los periodos de retiro del o de los

productos utilizados, en la produccion de esta especie.

Al encontrar que el 56% de las muestras contenian residuos de
enrofloxacina, hace sospechar que lo mismo puede estar ocurriendo con el

resto de antibiéticos.



VII. RECOMENDACIONES

Realizar méas estudios en los cuales se analicen otros tipos de antibioticos
en carne de pollo que se expende en diferentes lugares de la ciudad de

Trujillo.

Realizar evaluaciones de residuos de antibiéticos en otros 6rganos y tejidos

comestibles de las aves como higado y grasa.

A nivel de ejercicio profesional, se debe respetar el periodo de retiro de
estas drogas para evitar la presencia de residuos que pueden afectar la

salud.

Alertar a SENASA y DIGESA para que cumplan el rol encomendado en las
labores de inspeccion y control y evitar los peligros para la salud.
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IX. ANEXOS

Anexo 1. Muestra de pechuga de Pollo. Anexo 2. Muestras de pechuga de Pollo
con metanol y centrifugadas.

Anexo 3. Kit de ELISA Max Signal. Anexo 4. Lector Biotek EL X800.



