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Resumen

La industria avicola desempena un rol fundamental en la produccién pecuaria en el Peru,
empleando antibiéticos con fines profilacticos, terapéuticos y como promotores del
crecimiento en aves de fin comercial. Entre estos, las sulfonamidas son compuestos
sintéticos de amplio espectro, eficaces contra la coccidiosis y ciertas enfermedades
respiratorias. Sin embargo, su uso inadecuado y el incumplimiento de los tiempos de
retiro previos a la comercializacién, puede conllevar a la presencia de residuos en
diferentes tejidos del ave, incluyendo los huevos. Esto representa un riesgo para la salud
publica, dado que los residuos pueden inducir reacciones de hipersensibilidad, alterar el
equilibrio de la microbiota intestinal y contribuir al desarrollo de resistencia

antimicrobiana.

En este contexto, el objetivo de la presente tesis fue determinar la presencia de
sulfonamidas en muestras de huevo de gallina recolectadas en un mercado mayorista
de Lima Este, en 2024. Se realizd6 un muestreo sistematico y se aplicaron dos métodos
analiticos: el método microbiolégico de “cinco placas”, adaptado a una placa para
evaluar exclusivamente sulfonamidas, el cual no resulté aplicable por su elevado limite
de deteccidon de 15,4 g/kg, y un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas de tipo
competitivo (cELISA) del cual se identificé un 14,3% de muestras positivas con residuos
antimicrobianos en el rango de 0,434 pg/kgy 0,662 pg/kg. Estos hallazgos evidencian la
necesidad de un monitoreo constante de la inocuidad alimentaria en huevos de gallina,
debido a su alto consumo representa un riesgo sobre todo en escenarios de exposicidon

prolongada.

Palabras clave: Sulfonamidas, huevos de gallina, método microbiolégico, cELISA, Limite

Maximo Residual (LMR).



Abstract

The poultry industry plays a fundamental role in livestock production in Peru, using
antibiotics for prophylactic, therapeutic purposes and as growth promoters in
commercial poultry. Among these, sulfonamides are synthetic broad-spectrum
compounds effective against coccidiosis and certain respiratory diseases. However, their
improper use and failure to comply with withdrawal periods prior to commercialization
can lead to the presence of residues in different bird tissues, including eggs. This poses
a risk to public health, as residues may induce hypersensitivity reactions, alter the
balance of intestinal microbiota, and contribute to the development of antimicrobial

resistance.

In this context, the objective of this thesis was to determine the presence of
sulfonamides in hen egg samples collected from a wholesale market in East Lima in 2024.
A systematic sampling was carried out, and two analytical methods were applied: the
microbiological “five-plate” method, adapted to a single plate to exclusively evaluate
sulfonamides, which proved inapplicable due to its high detection limit of 15,4 g/kg, and
a competitive enzyme-linked immunosorbent assay (cELISA), through which 14,3% of
samples tested positive for antimicrobial residues in the range of 0.434 pg/kg to 0.662
ug/kg. These findings highlight the need for constant monitoring of food safety in hen
eggs, as their high consumption represents a risk, especially in scenarios of prolonged

exposure.

Keywords: Sulfonamides, hen eggs, microbiological method, cELISA, Maximum Residue

Limit (MRL).



. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

Desde una perspectiva global, los farmacos antimicrobianos no son solo de uso exclusivo
en el campo de la medicina humana, también son ampliamente utilizados en la medicina
veterinaria. Los antibidticos veterinarios cumplen con multiples propdsitos [1], ya sea
como promotores del crecimiento, o con un fin profilactico o preventivo, asi como un
fin terapéutico [2]. Y el sector pecuario, de importante produccién de alimentos de

origen animal, no es la excepcidn.

A nivel mundial, el sector avicola es uno de los mas importantes de la industria pecuaria
y en los ultimos afios ha tenido un gran crecimiento debido al aumento del consumo de
sus productos [3]. En el Perd, la industria avicola que tiene una representacion del 2%
del Producto Interno Bruto (PIB) nacional y posee una participacion del 26,2% del Valor
Bruto de la produccién Agropecuaria, siendo la carne de ave y huevo de gallina las

principales fuentes de proteina de origen animal mas consumidas a nivel nacional [4,5].

Este sector ha mostrado un crecimiento sostenido entre 2007 y 2023, como se observa
en el Anexo 1. La producciéon de aves aumentd de 939,6 mil toneladas en 2007 a 2.197,3
mil toneladas en 2022. De manera similar, la produccién de pollo mostré un incremento
significativo, de 870 mil toneladas en 2007 a 2.057,1 mil toneladas en 2022. En cuanto a
la produccion de huevos de gallina, esta ha crecido de manera mas estable, desde 257,6
mil toneladas en 2007 hasta alcanzar 511 mil toneladas en 2022. Sin embargo, los datos
preliminares a 2023 muestran una leve disminucidon en la produccién de estos
productos, lo que sugiere una posible desaceleracion en el crecimiento del sector. A
pesar de esta ligera baja, la tendencia general muestra un incremento en la demanda de
productos avicolas en el pais, lo que resalta la relevancia de este subsector dentro de la

economia nacional [6].

En este contexto, la gestidon sanitaria en la produccién avicola es fundamental para
asegurar la salud y bienestar de las aves, asi como la calidad de sus productos. Un

aspecto clave, es la bioseguridad, que comprende un conjunto de medidas orientadas



para prevenir la entraday la propagacion de agentes patdgenos, lo que incluye el control
de accesos a las instalaciones, limitando el ingreso a personal autorizado, la desinfeccién
de ambientes y el manejo de aves enfermas [7]. Es importante sefalar que estas
practicas estan reguladas por normativas nacionales e internacionales que establecen
estandares para la sanidad avicola. En muchos paises, organismos como el Servicio
Nacional de Sanidad Agraria (SENASA) son responsables de supervisar y hacer cumplir
estas regulaciones, asegurando que todos los actores en la cadena productiva cumplan

con las medidas sanitarias necesarias [8,9].

Las gallinas son susceptibles a diversas enfermedades, lo que refuerza la importancia de
una adecuada gestion sanitaria en la industria avicola. Entre las enfermedades
bacterianas mas comunes se encuentra el célera aviar, causado por Pasteurella
multocida, puede presentarse de forma aguda o crdnica. Los sintomas incluyen goteo
nasal, pérdida de apetito y cojera, siendo comun la muerte subita en casos agudos. Otra
enfermedad relevante es la colibacilosis, provocada por Escherichia coli, afecta varios
organosinternosy puede causar diarrea y deshidratacion. Asimismo, la coriza infecciosa,
causada por Haemophilus gallinarum. Esta enfermedad se manifiesta con secreciones

nasales y oculares, estornudos y dificultad para respirar [10].

Ademas, las enfermedades parasitarias también representan un riesgo significativo para
la salud de las gallinas. La Coccidiosis es una enfermedad parasitaria provocada por
protozoos del género Eimeria, que afecta el tracto intestinal y causa diarrea, pérdida de
apetito y debilidad. Ademads, los piojos y dcaros son parasitos externos que causan
irritacion en la piel, picazén y pérdida de plumas, lo que puede llevar a una disminucién

en la produccién de huevos [10].

A la par con el aumento de la produccién avicola, también se ha intensificado el uso de
antibidticos que en su mayoria se utilizan como suplementos en alimentos para la
profilaxis, asi como para la promocion de crecimiento, esto ocasiona la administracién
de dosis subterapéuticas sin tomar en cuenta el estado de salud del animal [11]. La via

mas frecuente utilizada para la administracién de antibidticos es la oral y se da a través



de soluciones preconstituidas que se colocan en la bebida del animal, pero también se

pueden encontrar en polvo o como premezcla para administrarse en su alimento [12].

Las sulfonamidas son un tipo de antibidticos que juegan un rol importante como
medicamentos eficaces para tratar enfermedades bacterianas y protozoarias. Se derivan
de la sulfanilamida, una sustancia con una estructura similar al 4cido paraaminobenzoico
(PABA). La variabilidad en las sustituciones del grupo amina en su estructura determina
la potencia, el espectro antibacteriano y el indice terapéutico de las sulfonamidas. En la
figura 1, se muestra el nucleo basico de todas las sulfonamidas: la p-amino-

bencenosulfonamida [13].
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Figura 1: Nucleo p-amino bencenosulfonamida

Las sulfonamidas son sustancias cristalinas de color blanco o amarillo, que actiian como
acidos organicos débiles. Al reaccionar con bases fuertes, estas forman sales, lo que las
clasifica como compuestos anféteros. Su solubilidad mejora al formularse con sales de
sodio; por ello, algunos de estos preparados solo mantienen su estabilidad en un pH
alto, lo que dificulta la administracién de manera intramuscular (IM) o subcutdnea

(SC)[13].

Estos antibidticos, en concentraciones terapéuticas tienen un efecto bacteriostatico y
en altas concentraciones tiene efectos bactericidas. Son antagonistas competitivos del

acido p-aminobenzoico (PABA) que interfieren en la biosintesis de acido fdlico, en
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consecuencia, obstruyen la sintesis de timina y purina. Esta accién se lleva a cabo
mediante la competencia con la enzima bacteriana encargada de incorporar el PABA en
la sintesis del acido dihidrofélico. La disminucion en la produccién de dihidrofolato
provoca una reduccion en los niveles de tetrahidrofolato (acido folinico), que es la forma
activa y reducida. El tetrahidrofolato es crucial para las coenzimas involucradas en el

metabolismo celular, ya que participa en la sintesis de bases puricas [13].

En cuanto a la farmacocinética en aves, algunas sulfonamidas se absorben bien por via
digestiva en el intestino delgado. Se distribuyen facilmente en el cuerpo, incluidos
tejidos de baja penetracion como el Sistema Nervioso Central (SNC) y articulaciones. La
unidn a proteinas varia entre 15y 90%, lo que afecta la vida media del farmaco, siendo
mas prolongada cuando hay mayor union a proteinas, esto explicaria el hallazgo del
estudio de Enomoto et. al. (2021) que cuantific la acumulacién de sulfametoxazol tanto
en albumina como en yema de huevos de gallina y determind que principalmente se
acumulan en la albumina, en donde se concentran en su mayoria todas las proteinas del
huevo. Estas sustancias se metabolizan en el higado y pulmones mediante acetilacidon
qgue ocurre en el grupo p-amino de la estructura sulfonamidica. Su excrecidon puede
producirse a través de las heces, y en este proceso intervienen factores como el nivel de
absorcién intestinal, el estado de hidratacién del organismo, la solubilidad de la

sulfonamida y la dosis administrada. [13].

Las sulfonamidas mas utilizadas en el sector avicola son la sulfadimidina,
sulfaquinoxalina, sulfamonometoxina, sulfametazina, sulfatiazol, sulfamerazina,
sulfadiazina y sulfametoxazol. Sin embargo, un inadecuado uso de sulfonamidas en la
avicultura puede tener como resultado la presencia de residuos en diversos tejidos
como el higado, musculo, ovario, oviducto y, consecuentemente, en el huevo de gallina
destinado al consumo humano, lo cual constituye un riesgo para la salud publica. Por
ejemplo, como se muestra en el Anexo 2, los residuos de sulfonamidas, como la
sulfadimidina, alcanzan niveles de 0,34 pg/g en el tejido ovarico. Asimismo, la
sulfaquinoxalina, otra de las sulfonamidas mas utilizadas, se detecté en concentraciones

de hasta 12,12 pg/g en plasmay 2,20 pg/g en los ovarios. La presencia de estos residuos



también varia en otros tejidos como el oviducto y el istmo, donde los niveles de

sulfonamidas pueden superar los 2,0 ug/g en algunos casos [13].

La contaminacién del huevo con antibidticos, como las sulfonamidas estd asociada a la
administracion de estos farmacos a las gallinas ponedoras, ya sea a través del alimento
o del agua. Los antibidticos son absorbidos a nivel gastrointestinal y distribuidos a
diversos tejidos, incluyendo los ovarios, lo que facilita su incorporacién tanto en la yema

como la clara durante la ovogénesis [14].

Otra posible fuente de contaminacidon de huevos de gallina con antimicrobianos, es el
hecho de no cumplir con el periodo o tiempo de retiro adecuado ya que supondria una
pérdida econdmica para los productores. El periodo de retiro se refiere al tiempo
requerido que debe transcurrir desde la Ultima dosis del antibidtico aplicado al animal,
para que los niveles de residuos alcanzados en productos obtenidos de este sean
considerados seguros para el consumo humano [13]. El periodo de retiro depende del
principio activo y la formulacién del preparado; el tiempo de retiro adecuado para las
sulfonamidas en general es de 12 dias, aunque puede variar dependiendo del tipo de

sulfonamidas (7 - 21 dias) [13].

El huevo al ser un alimento muy consumido por las personas, reflejandose en su elevada
ingesta per cdpita reportada por el boletin del Ministerio de Desarrollo Agrario y Riego
(MIDAGRI) [6], la presencia de trazas antimicrobianas en este producto podria generar
una exposicion continua, la cual podria promover el desarrollo de resistencia
antimicrobiana (RAM) en bacterias, al generar presion selectiva y favorecer la
supervivencia de cepas resistentes [15]. Este tema en cuestion no es de menor
importancia pues en el afio 2019, se realizé un estudio sobre la carga mundial de RAM
en el que se atribuye que la resistencia a sulfametoxazol con trimetoprim causé mas de

110.000 muertes a nivel mundial [16].

Es importante mencionar que estos residuos de antibiéticos en huevos también pueden
provocar reacciones adversas en individuos sensibles, los cuales pueden presentarse
como erupciones cutdneas, dificultad para respirar, hinchazén, nduseas y vomitos [17].

Ademas, los residuos de antibidticos, incluyendo las sulfonamidas, pueden tener un



efecto negativo mediante la alteracién del equilibrio de la microbiota intestinal; en

consecuencia, puede repercutir en la salud digestiva de las personas [15].

Dada la relevancia de estos posibles efectos adversos en la salud de los consumidores,
se han desarrollado métodos analiticos para detectar y/o cuantificar estos residuos en
matrices alimentarias, se han desarrollados distintas estrategias que permiten su
deteccion y evaluacién. A grandes rasgos, los métodos analiticos para el control de los
residuos de antibidticos se agrupan en dos categorias: métodos de cribado (screening)
y confirmatorios. Los métodos de screening desarrollados para determinar los
antibidticos se basan principalmente en ensayos microbioldgicos, inmunoquimicos y
biosensores, estos presentan la ventaja de ser mas accesibles, econdmicos y de alto
rendimiento, permitiendo evaluar un alto nimero de muestras en un menor tiempo. No
obstante, su limitacién radica en que solo proporciona informacidon de ausencia o
presencia de residuos antimicrobianos, en caso de las técnicas inmunoquimicas si
presentan la ventaja de ofrecer resultados cuantitativos, sin embargo, no son técnicas

de cuantificacidén confirmatoria [18].

Por otro lado, los métodos confirmatorios se basan en determinar la concentracién del
analito, para ello se utilizan técnicas analiticas como la cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas, la cromatografia liquida con deteccién UV vy electroforesis
capilar, las que permiten la cuantificaciéon precisa de los residuos detectados. Sin
embargo, estos métodos suelen ser mas costosos, requieren mayor tiempo,
equipamiento especializado y personal capacitado para su manejo. Ademas, la
preparacion de muestras es mas compleja, implicando técnicas como la extraccion en

fase solida, extraccion en fase normal y multiples pasos de purificacién [18,19].

Entre los métodos de cribado, el ensayo microbiolégico de cinco placas es ampliamente
utilizado para la deteccidn de residuos de antibiéticos en alimentos como huevos, carne

y leche.



En esta técnica las placas se preparan con medios especificos y se incuban entre 18 y 24
horas, interpretando como positivo la presencia de zonas de inhibicion iguales o
superiores a 2 mm. La primera placa, con Bacillus subtilis a pH 6, estd orientada a la
deteccién de tetraciclinas y algunos B-lactamicos. La segunda placa, también con Bacillus
subtilis pero suplementada con trimetoprim, se utiliza para la deteccion de
sulfonamidas. La tercera placa, sembrada con Bacillus subtilis a pH 8, es sensible a
aminoglucésidos. La cuarta placa, sembrada con Escherichia coli a pH 8, se emplea para
la deteccidon de quinolonas. Finalmente, la quinta placa, sembrada con Kocuria rhizophila
a pH 8, permite identificar B-lactamicos y macrdlidos. Aunque no es un método
confirmatorio, se ha utilizado para detectar residuos de antibiéticos diversas matrices

alimentarias [20].

Del mismo modo, existen los métodos inmunoquimicos, como el método de ensayo
inmunoadsorbente ligado a enzima (ELISA) que también es ampliamente utilizado para
detectar residuos de antibidticos ya que ofrece una alta sensibilidad y especificidad y
eficiencia. Aunque no se considera una técnica confirmatoria, su rendimiento lo hace
una opcioén viable [21]. Ademas, que a través de la medicién de densidad éptica (OD) es

posible realizar una cuantificacién dichos residuos.

Por otra parte, esta el método por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), que
es ampliamente reconocido como el método por excelencia para la deteccién y
cuantificacion de residuos de antibidticos en muestras bioldgicas. Aunque es altamente
preciso y especifico, se caracteriza por tener un proceso mas lento y laborioso en
comparacion con otras técnicas como los inmunoquimicos o los microbioldgicos.
Mientras que la prueba ELISA permite analizar rdpidamente una gran cantidad de
muestras para realizar un screening general y es muy util cuando se desea analizar
muestras de un mercado mayorista en busca de contaminantes, la técnica por HPLC se
enfoca en la cuantificacidn precisa de los residuos detectados y a pesar de su eficacia, la
técnica mediante HPLC puede resultar mas tardado en su ejecucién, lo que lo hace mas
adecuado para andlisis detallados, siendo asi un método confirmatorio y no se

encuentra alineado a nuestro objetivo [22].



Las diversas técnicas analiticas descritas, tales como los métodos microbiolégicos,
espectrofotométricos, inmunoensayos tipo ELISA, o cromatograficos como
Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC) o Cromatografia Gaseosa (GC) han sido
ampliamente utilizados en estudios cientificos a nivel internacional para la deteccién y

cuantificacion de residuos antimicrobianos [22].

Por otra parte, la evidencia cientifica reflej6 problemas asociados con el uso de
sulfonamidas en la produccién de gallinas ponedoras, incluyendo la presencia de
residuos en huevos. Por ejemplo, el estudio realizado por Sasanya J. et al., 2005, se
enfocd en la relacién del uso de sulfonamidas en gallinas ponedoras de Kampala, Uganda
y la presencia de residuos de sulfonamidas en huevos, el andlisis se realizd mediante
cromatografia liquida de alta resoluciéon en fase inversa con detector de matriz de
fotodiodos. Estos antibidticos son comunmente utilizados en la industria avicola de la
regidn, pero su uso sin la debida regulacién y de manera excesiva conlleva a obtener
presencia de residuos en los huevos. El articulo concluye, que los consumidores de
huevos del distrito de Kampala estan expuestos a residuos de sulfonamidas debido a

malas y deficientes practicas agricolas y regulatorias [23].

Una investigacién del afio 2021, realizada en Estados Unidos por Enomoto H. et al, se
enfocaron en determinar la cantidad, duracién y acumulacion de residuos de
sulfonamidas, en especifico residuos de sulfametoxazol y trimetoprim (SMZ-TMP) en
huevos de gallina Rhode Island Red. En este estudio se administré6 SMZ-TMP oralmente
durante 7 dias a una dosificacion determinada (régimen de 46 mg/kg.dia para
sulfametoxazol y 25 mg/kg.dia para trimetoprim) y se encontré que el sulfametoxazol
se distribuyd mayoritariamente en la albumina (91,53 - 96,74%) mientras que
trimetoprim se distribuyd mas en la yema (63,92 - 77,36%) durante el tratamiento con
antibioticos. Posterior a dicho tratamiento, los niveles de residuos en huevo de gallina
descendieron por debajo o alcanzaron el limite de cuantificacidon hasta los 13 dias. El
andlisis de las muestras se realizé6 mediante cromatografia liquida y espectrometria de

masas [1].
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Asimismo, existen estudios que demuestran la acumulacién de residuos de antibidticos
no solo en el huevo, sino también en multiples tejidos de aves que estan destinadas al
consumo humano; lo cual se detalla en un articulo del afio 2022 que se centrd en la
deteccién de residuos de tetraciclinas y sulfonamidas en tejidos hepaticos de pollo de
engorde obtenidas de dos mercados de la ciudad de Dar es Salaam, Tanzania, mediante
el método de ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima (Elisa). En este estudio
transversal realizado por Ulomi WJ. et al encontraron residuos de sulfonamidas en el
21,4% de muestras analizadas; también, se hallo tetraciclinas en todas las muestras de
higado y ademads se encontrd en niveles elevados. El estudio subraya la necesidad de
una vigilancia mas estricta y de hacer cumplir la normativa para garantizar la seguridad

alimentaria [24].

En particular, un articulo de investigacion del afio 2022 realizado en el distrito de
Kunming, China por Wang, R et al , destacé la presencia y concentracion de residuos de
antibioticos, en especifico de tipo sulfonamidas y fluoroquinolonas en 513 muestras de
huevos de aves [25]. Los residuos antimicrobianos de mayor concentracion hallados en
este estudio fueron de antibidticos tipo sulfonamidas como la sulfamonometoxina y
sulfametoxazol encontradas en huevo de gallina y codorniz en un rango de

concentraciones de 0,06 - 1,00 pg/gy 0,07 - 2,48 ug/g respectivamente.

En un articulo mas reciente del afio 2023 realizado por Sarkar S. et al, en el estado de
Tennessee, EE. UU., se evalud y midid la presencia de residuos de tetraciclina en
muestras de carne de res, huevos y miel ademas de evaluarse residuos de eritromicina
en muestras de carne de res y miel vendidos como productos “libre de antibidticos” en
mercados de agricultores. Esta investigacion se realizdé mediante un ensayo
inmunoadsorbente ligado a enzima competitivo (cELISA) y encontraron que todos los
productos alimenticios analizados contenian niveles variables de residuos de tetraciclina
en el que las concentraciones medianas fueron de 51,75 ug/kg - 30,25 ug/kg - 77,86
ug/kg ademas de encontrar residuos de eritromicina con concentraciones medias de
3,67 ug/kgy 0,68 ug/kg [26]. Y aunque las concentraciones medianas de estos residuos
estuvieron por debajo de los LMR establecidos en los EE. UU para tetraciclinas y

eritromicina, el articulo enfatiza en que se deberia investigar la posible fuente de la
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causa de residuos antimicrobianos en estos alimentos debido a los posibles dafios al

consumidor que se pueden generar.

Estos estudios no solo constituyen antecedentes relevantes para la presente
investigacion, sino que también refuerzan la importancia de continuar evaluando la
inocuidad alimentaria en huevos de gallina mediante herramientas analiticas validadas

y adaptadas a la situacién nacional.

Por ultimo, cabe resaltar que en Perd no se han encontrado estudios que aborden la
determinacién de la presencia de estos antibidticos en huevos de gallina. Sin embargo,
un reciente estudio realizado en 2024 por Rufasto S. evidencio residuos de sulfonamidas
en huevos de codorniz. En dicho estudio, se detecté sulfadiazina en el total de las
muestras y sulfametoxazol en el 95,8%, todas provenientes de productores locales. La
concentracion promedio de sulfonamidas determinada mediante HPLC-DAD, fue de 2,8
ug/Kg + 4,7, siendo la mas elevada la de sulfadiazina, con un valor de 57,0 ug/Kg,

registrada en el distrito de San Juan de Lurigancho" [27].
1.2 Planteamiento del problema

El huevo es un alimento que estd incluido como parte de la dieta diaria segun la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y Alimentacién (FAO) ya que es
un alimento econémicamente accesible y ampliamente consumido debido al gran
aporte de nutrientes como proteinas, diversas vitaminas (A, B12, D, E y folato) y
minerales biodisponibles (Fe, Zn) [28,29]. En este contexto, la Asociacidn Peruana de
Avicultura ha promovido campafas para incrementar el consumo per capita, teniendo

como objetivo el consumo de 300 huevos por habitante al aifo [30].

Segun el MIDAGRI, el consumo per capita, en el afio 2021, de huevo fue de 19 kg (304
unidades) en Lima. En ese sentido, el Boletin Avicola Mensual de la Produccién y
Comercializacidn de Productos Avicolas, indica que en el mes de enero de 2023 se tuvo
una produccién nacional de 41,9 miles de toneladas de huevo de gallina para consumo
[6]. La produccidn de huevo esta concentrada principalmente en las regiones costeras

del pais. Las principales dreas productoras incluyen Ica (41,3%), Lima (27,7%), y La
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Libertad (16,9%), lo que subraya la importancia geografica en la produccién avicola

nacional (ANEXO 3) [31].

Respecto a la regulacion de antibidticos, de manera internacional, el Codex
Alimentarius, es reconocido por contener normativas y directrices que garantiza que los
alimentos sean saludables, ademas que debido a su caracter técnico-cientifico y su
reconocimiento global ha hecho que numerosos paises adopten o adapten sus
normativas nacionales y reglamentos técnicos, utilizdndolo como base para la
formulacidon de politicas regulatorias. En este contexto, la normativa CXM 2-2024
“Limites Mdximos de Residuos (LMR) y recomendaciones sobre la Gestion de Riesgos
(RGR) para Residuos de Medicamentos Veterinarios en los Alimentos” establece que el
LMR fijado para antibidticos tipo sulfonamidas es de 100 pg/kg para el caso de grasa,

musculo, higado y rifidn de todas las especies productoras de alimentos [32]

Por su parte, la normativa estadounidense, establecida por la Food and Drug
Administration (FDA) en el Titulo 21 del Code of Federal Regulations (CFR),
especificamente en la Parte 556 “Tolerances for Residues of New Animal Drugs in Food”,
define los limites maximos permitidos para residuos de medicamentos veterinarios en
alimentos destinados al consumo humano. Esta regulacién establece tolerancias
especificas para cada sustancia activa y tejido animal, con el objetivo de garantizar la
inocuidad alimentaria y proteger la salud publica. Por ejemplo, para sulfonamidas como
la sulfadimethoxina, se fija un limite de 100 pg/kg en tejidos comestibles de bovinos,
avesy peces, y 10 pg/kg en leche; mientras que para sulfamethazine y sulfaquinoxaline,
el LMR es de 100 pg/kg en tejidos de bovinos, porcinos y aves. En contraste, otras
sulfonamidas como sulfachloropyrazine y sulfomyxin tienen tolerancia cero en tejidos
de aves. Cabe destacar que en la mayoria de los casos la normativa indica “excluding
eggs”, lo que significa que no se establece un LMR para huevos [33].

En cuanto a la regulacion nacional de residuos antibidticos, existen normativas peruanas
como la NTS N° 120-MINSA/ DIGESA-V.01 “Norma Sanitaria que establece los Limites
Maximos de Residuos (LMR) de medicamentos veterinarios en alimentos de consumo
humano” aprobada por la Resoluciéon Ministerial 372-2016-MINSA, que establece los

limites maximos residuales (LMR) de medicamentos veterinarios en alimentos de origen

13



animal destinados al consumo humano, estos limites se aplican a diversos tipos

medicamentos veterinarios, entre ellos antibidticos tipo sulfonamidas (ANEXO 4) [34].

Especificamente para las sulfonamidas, se establecen limites maximos residuales de 100
ug/kg en musculo, grasa, higado, rifidn de todas las especies productoras de alimentos
y 25 ug/kg en leche bovina, sin haberse establecido un LMR para huevos [32,33,34].

Sin embargo, la ausencia del limite para este tipo de antibidticos en huevos de ave en la
lista de los LMR implica un vacio normativo en cuanto al control del uso de este
antibiotico en esta matriz alimentaria. Esta situacidn facilita el uso inadecuado del
antibiotico puesto que la falta de un LMR especifico impide establecer criterios claros

de seguridad y evaluacién del riesgo para los consumidores.

Por otro lado, como normativa internacional se tiene la de la Comisién Regulatoria de la
Unién Europea (EU) No 37/2010 “of 22 December 2009 on pharmacologically active
substances and their classification regarding maximum residue limits in foodstuffs of
animal origin” [35].

En esta normativa se establece explicitamente que las sulfonamidas estan prohibidas en
aves ponedoras cuyos huevos se destinan al consumo humano, por lo tanto, tienen un

LMR de 0 ug/kg [35].

En ese sentido, es importante que se realice una evaluacidn en alimentos de origen
avicola, ya que la inocuidad es un aspecto de calidad basico, lo cual evita que contengan
residuos o sustancias nocivas para el consumidor. Para esto, hay multiples metodologias
gue permiten evaluar residuos antimicrobianos con exactitud y precision, hay algunos
gue se encuentran en constante desarrollo [36]. Como se ha descrito previamente, el
uso de antibidticos en la crianza de aves es habitual para fines terapéuticos, profilacticos
o para el control de infecciones. Sin embargo, la NTS N° 120-MINSA/ DIGESA-V.01 no
especifica un valor limite maximo para residuos de sulfonamidas en huevos de gallina.
En contraste, la normativa europea, a través del Reglamento (CE) N° 37/2010, establece
que no deben detectarse residuos de sulfonamidas en este tipo de matriz alimentaria.

Esta discrepancia normativa refuerza la necesidad de realizar estudios orientados a la
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evaluacidén de la presencia de dichos residuos en matrices alimentarias destinadas al

consumo humano en el mercado peruano [34,35].

Por ello, en el presente estudio se investigd la presencia de residuos de antibidticos tipo
sulfonamidas en muestras de huevo de gallina que fueron recolectadas en un mercado
mayorista, principal centro de comercializacion de huevo en Lima Este, utilizando dos
métodos, un método microbioldgico, ampliamente utilizado y mediante un ensayo
inmunoadsorbente ligado a enzimas (ELISA) de Elab Science, el cual es mas sensible y

especifico.

Il.  PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Qué presencia y proporcion de residuos antimicrobianos tipo sulfonamida se
detectan en muestras de huevo de gallina recolectadas en un mercado mayorista de

Lima Este?

lll.  OBIJETIVOS

3.1 Objetivo general

Determinar la presencia de residuos antimicrobianos tipo sulfonamida en muestras de
huevo de gallina recolectadas en un mercado mayorista de Lima Este, utilizando el
método microbioldgico de “cinco placas”, empleando Unicamente la placa destinada a

sulfonamidas y el método inmunoenzimatico competitivo (cELISA).
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3.2 Objetivos especificos

e Verificar la capacidad de deteccién del método microbioldgico de “cinco
placas” para residuos antimicrobianos en huevos de gallina, a través de ensayos
de recuperacion y determinacion de su limite de deteccion.

e Evaluar la presencia de residuos de sulfonamidas en las muestras de huevo de
gallina mediante el método microbiolégico previamente verificado

e Evaluar la presencia de residuos de sulfonamidas en las muestras de huevo de
gallina mediante un ensayo inmunoenzimatico competitivo (cELISA), como

técnica analitica mas sensible y especifica.

IV. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION:

4.1 Diseno:

Este estudio es cuantitativo y observacional primario. Se colectaron muestras de huevos
de manera sistematica provenientes de diferentes locales avicolas de un mercado
mayorista de Lima Este, con el objetivo de obtener una muestra representativa de la

poblacién de huevos disponible en dicho mercado.
4.2 Aspectos éticos:

El registro de este procedimiento se llevd a cabo en el Sistema Descentralizado de
Informacién y Seguimiento a la Investigacién (SIDISI) - Direccién Universitaria de Asuntos
Regulatorios de la Investigacién (DUARI), y su valoracion ética fue realizado por el
Comité de Etica - Oficina de Regulacién y Valoracién Etica de la Investigacién de UPCH

(ORVEI - UPCH) previo a su ejecucion.
Debido a la naturaleza de las muestras, segun la FAO, al huevo se denomina alimento

altamente nutritivo [28]. Por lo cual se trata de un proyecto que no involucra humanos

ni animales como sujeto de estudio.

16



4.3 Lugar de muestreo:

Las muestras se recolectaron en el Mercado de Productores en el distrito de Santa Anita,
ya que es un importante punto de comercio de una amplia variedad de productos
frescos y de abarrotes [37]. El mercado abastece “al 70% de comerciantes minoristas
gue tienen bodegas y consumidores finales (amas de casa) de los distritos de San Juan
de Lurigancho, Ate, Santa Anita, La Victoria, Comas, Lima, Callao, provincias, etc.” [37]
Este mercado se ha posicionado como el principal punto de referencia para los
productores avicolas, por ello, la Direccién General de Estadistica, Seguimiento vy
Evaluacién de Politicas del MIDAGRI realiza un seguimiento diario de los precios
mayoristas de gallina y huevo [38].

Ademas, en este mercado mayorista se ofrece una amplia gama de huevos provenientes
de granjas locales de Lima y regionales de Ica. Se puede encontrar una variedad de
opciones del producto (huevos blancos, pardos, rosados de diferentes tamafios y

fuentes) [39].
4.4 Lugar de Trabajo

La presente investigacidn fue ejecutada en el laboratorio de Microbiologia Molecular en
la sede de los Laboratorios de Investigaciéon y Desarrollo de la Facultad de Ciencias e

Ingenieria de la Universidad Peruana Cayetano Heredia.
4.5 Tamaiho de muestra

El tamafio de muestra se determind mediante la formula para calcular el tamafio de
muestra de una proporcion de muestras con restos de sulfonamidas del 50% con una

precision del 6%.

4 fl—a/z)XPXq n = (1,96) 2 x0,5%(1-0,5)

L7 o0 2 = 267 unidades

n =

Siendo:
n: tamafio muestral

d: precisién o error permitido
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p: proporcidn esperada
q:1-p

Z  (1-q/2) + Valor Z correspondiente al nivel de confianza

4.5.1. Recoleccion de muestras

Con el objetivo de tener una muestra representativa de los huevos disponibles en el
mercado asi como garantizar la mayor cobertura posible de los establecimientos de
venta junto con la mayor cantidad de muestras posibles en el lugar de estudio. La
recoleccion de muestras se ejecuté por duplicado, con un tiempo de una semana de
diferencia, una vez por cada tesista, asegurando que se recolectaran muestras
provenientes de puntos distintos dentro de cada establecimiento de venta. Este
enfoque permitio evaluar la diversidad de los huevos ofrecidos y garantizar que la
muestra refleje adecuadamente las variaciones en la produccidn de huevos que se

ofrece al publico en dicho mercado.

4.5.2. Procedimiento de muestreo

Se llevd a cabo un estudio de mercado a fin de determinar la cantidad y ubicacién de los
principales puestos dedicados a la venta exclusiva de huevos al por mayor.

Asitambién el propdsito del censo fue el de recopilar datos relacionados con las distintas
marcas disponibles, calidad de los huevos y los precios correspondientes a fin de

establecer el procedimiento de muestreo.

Por lo tanto, al momento de realizar la recoleccidon de datos, la relacion de tiendas en el
mercado fue de 14, las cuales venden diferentes marcas (Figura 2). Este grafico refleja
que mas de la mitad de las muestras analizadas corresponden a huevos sin marca
identificable (S/M: 57%). El resto estuvo constituido por marcas comerciales, entre las

cuales la Marca A alcanzd el 19%, la C el 10%, laB el 9% y la D el 5%.
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Frecuencia de marcas en las tiendas del mercado
mayorista

~ BE

10% = S/M

57%

Figura 2: Frecuencia de marcas de huevos en las tiendas del mercado mayorista.
Fuente: Elaboracion propia

A, B, C, D: Marcas comerciales de venta al publico

S/M: Sin marca identificable

Asi mismo a fin de obtener una muestra representativa de la totalidad de tiendas se
redonded el tamafio de muestra a 290, recolectando por lo menos 10 muestras por cada

tienda por cada tesista como se muestra en la tabla 1.

Tabla 1: Recoleccion de muestras por tienda

Tienda Recoleccion
R1 R2
1 10 10
2 10 10
3 10 10




4 15 15
5 10 10
6 10 10
7 10 10
8 10 10
9 10 10
10 10 10
11 10 10
12 10 10
13 10 10
14 10 10

n: 290 unidades de huevos de gallina
R1: Tesista 1
R2: Tesista 2

4.6 Materiales, reactivos y equipos

4.6.1. Material de laboratorio

- Matraces aforados de 50 mL, 100 mL, 500 mL, 1000 mL
- Micropipetas 100 uL, 1000 uL

- Frasco de pirex de 500 mL, 1000 mL con tapas.

- Papel filtro Whatman #42

- Placa petri 90 mm

- Pipetas de 2mL, 5 mL, 10 mL.

- Probetas 25 mL
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Soporte de tubos de ensayo

Tubos de ensayo de 10 mL

4.6.2. Medios de cultivos, cepas y muestra

Agar Mueller Hinton Il (HiMedia, USA)
Caldo Tripticasa de soya (HiMedia, USA)
Cepa de Bacillus subtilis (ATCC 6633)

Huevo de gallina

4.6.3. Reactivos

Acetonitrilo grado HPLC (Mercantil S.A., China)
Acido acético glacial (CDH, India)

Acido clorhidrico (J.T. Baker, USA)

Agua destilada y desionizada

Alcohol 70% (AKF, Peru)

Clorhidrato de tris (Sigma Aldrich, USA)

Hidroxido de sodio (J.T. Baker, USA)

N-hexano > 98.5% (Mercantil laboratorio SAC, USA)
Sulfametazina (Sigma Aldrich, USA)

Trimetoprim (ANDHRA ORGANICS LT, India)

4.6.4. Elisa Kit SAs ( Sulfonamidas):

Placa de microtitulacién ELISA, marca ElabScience

Estandares (0 pg/kg; 0,1 pg/kg; 0,3 ug/kg; 0,9 ug/kg; 2,7 pg/ke; 8,1 ug/kg)

Soluciones de anticuerpo y conjugados propios del kit
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4.6.5. Equipos

- Lector de microplaca SpectraMax 190 (Molecular Devices, USA)
- Bafio maria WTB (Memmert GmbH,Alemania)

- Centrifuga universal PLC-12E (Gemmy Industrial Corp, Taiwan)
- Agitador vortex digital (Thermo Scientific)

- Pipetas graduadas de 1 canal y multicanal (Thermo Scientific, USA)
- Balanza (OHAUS, USA)

- Autoclave Vertical Steam Sterilizer LDZX-50B (Shenan, China)

- Densitdmetro (Biosan DEN-1, Letonia)

- Estufa de incubacién 37 +- 1°C

- Congeladora 20°C +- 1°C (ARCTIKO, Dinamarca)

- Potencidometro digital (OHAUS, USA)

4.7 Procedimiento para la determinacion de residuos de

sulfonamidas:

4.7.1. Método microbioldgico de cinco placas

La determinacién de sulfonamidas se realizé utilizando un método microbioldgico con
el objetivo de determinar si existen o no inhibidores bacterianos pertenecientes al grupo
de las sulfonamidas. Por lo cual se utilizé el método de “cinco placas” para muestras de
huevo [40], aplicando Unicamente la placa correspondiente a sulfonamidas, dado que el
estudio se enfoco en este tipo de antimicrobianos.

La metodologia de cinco placas fue validada por la Agencia Espafiola de Seguridad
Alimentaria y Nutricién de la Union Europea con el Reglamento N° 470/2009, el cual
establece los limites maximos residuales de sustancias farmacoldgicas en alimentos de
origen animal [41].

Se llevd a cabo el ensayo de deteccién de residuos antibidticos a fin de poder verificar
la factibilidad de la metodologia propuesta, adaptando aspectos técnicos como la

reactivacion del cultivo del microorganismo Bacilus subtilis ATCC6633, estandarizacién
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de la turbidez de la suspensidon bacteriana segun la escala McFarland y la preparacion
del medio de cultivo.

Para esta técnica también se usaron muestras de huevo de gallina provenientes de un
productor con certificacion internacional de bienestar animal. Se emplearon muestras
conceptualmente libres de antibidticos las cuales sirvieron como control negativo, a las
que también se les agregaron diferentes concentraciones de estandar de sulfametazina
con el propdsito de elaborar una curva de calibracion, a fin de determinar el limite de

deteccion de la técnica y asi como otros parametros [42].

Verificacion de la Técnica

Se siguid el protocolo detallado a continuacion, se utilizaron discos controles con
solucidn estandar de sulfadimidina (sulfametazina) de concentraciones conocidas.

El objetivo de esta fase fue verificar los parametros de la técnica, como el limite de
deteccion de la técnica, mediante la adicion de estandar de sulfametazina a muestras
de huevo libres de residuos antimicrobianos en diferentes proporciones de pg/kg de
muestra. Estas muestras libres de residuos antimicrobianos también sirvieron como
control negativo y provenian de un productor con certificado de bienestar animal que

produce huevos de gallina a las que se le brinda alimentos libres de antibidticos [42].

Preparacion de la solucion de trimetoprima

La trimetoprim genera un efecto sinérgico de potenciacidn con las sulfonamidas,
aumentando asi la sensibilidad para la deteccién de sulfonamidas [43].

Se hizo uso de una solucion estandar de trimetoprim con una potencia de 98,5%.

Se pesd 50 mg de trimetoprim, la cual se debe disolver con 5 mL de acido acético 5% v/v
y se enraso con agua en un matraz aforado de 500 mL. Posteriormente, al momento de
utilizar esta solucidn se realizé una dilucién 1:20 obteniéndose una solucién de 5 pg/mL,
la cual se esterilizé por filtracion.

Esta solucidon se conservé a temperatura refrigerada (entre 2 a 8°C) un tiempo maximo
de 2 semanas [19,44].

Asi también se utilizaron discos de papel filtro de 6 mm de didmetro que se utilizé para

la inoculacion de muestras y controles en placa.
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Preparacion de placa Agar Mueller Hinton a pH 7,2 - trimetoprim 0,05 ug/mL

Se prepararon medios de cultivo agar Mueller Hinton (Merck 15787) de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante (disolver y llevar a volumen establecido).
Luego se esterilizé a 121 +/- 1°C durante 15 minutos. El pH se corrigié mediante un
potencidmetro (45°C) y la adicién de acido clorhidrico e hidroxido de sodio. Después de
enfriar a 30°C se agrego la solucién de trimetoprim estéril a una concentracion final de
1% v/v.

El pH a 30°C fue 7,2 +/- 0,1.

Luego se distribuyé 15 mL del medio preparado con trimetoprim en placas Petri de 90

mm de manera que se obtenga 2 mm de espesor [19,44].

Disco control de sulfametazina 0,5 ug/disco

Se pesd 50 mg de sulfametazina en un matraz aforado de 50 mL y se solubilizé con 2mL
de NaOH 0,2N enrasando con agua destilada, posteriormente se realizé una dilucién
1/20 v/v. Esta ultima solucién tuvo una concentracion de 0,05 mg/mL el cual se usé para
poder elaborar los discos control. Por lo cual se le colocé 10 ulL de esta solucién sobre el
disco control.

La solucién inicial de sulfametazina se conservd en refrigeracién (2 - 8°C) hasta un
maximo de 2 semanas [45].

Los discos de papel filtro estériles se sumergieron en la solucion diluida de sulfametazina
mediante el uso de pinzas estériles, se drend el exceso de solucién y se presiond

levemente sobre el centro del agar MH para que se adhieran [44].

Preparacion de microorganismo (0,5 escala Mc Farland) y sembrado de placas

Se hizo uso del microorganismo Bacillus subtilis (ATCC 6633) a partir de ampollas
comerciales.

Estas se sembraron en agar sangre, y se tomaron colonias aisladas del microorganismo
mediante un asa de siembra.

Posteriormente se transfirid en tubos de ensayo con 4 a 5 mL de caldo Tripticasa de Soya

(TSA) y se incubd a una temperatura de 35-37°C mediante una estufa hasta alcanzar por
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lo menos una turbidez de 0,5 escala de Mc Farland. Y de ser necesario, se puede ajustar
la turbidez mediante el uso de solucion salina o caldo TSA.

Para la estimacion de turbidez en escala Mc Farland, se utilizé un equipo densitdmetro
gue mide la turbidez de suspensiones bacterianas en escala Mc Farland.

Tiempo después de la turbidez ajustada se sumergid hisopos estériles en los tubos de
ensayo con microorganismos B. subtilis.

La siembra se realizé en placas de agar Muller Hinton a pH 7,2 - trimetoprim 0,05 ug/mL
mediante estrias en 3 direcciones diferentes cubriendo toda la superficie del agar. Luego

se dejé reposar por 3 a 5 minutos [40].

Tratamiento y preparacidon de muestras

Los huevos recolectados se limpiaron con alcohol 70% mediante algoddn estéril. Se
rompio y vertid el contenido a un frasco de vidrio estéril. Se pesd y se homogeneizé
afadiendo 10 mL de solucién tampdn fosfato (pH 7) [39]. La muestra fue homogeneizada
mediante un agitador de alta velocidad durante 30-60 segundos y se calenté en bafio
maria a 85°C durante 5 minutos y centrifugar a 4000 rpm durante 5 minutos[19].

Luego se vertid 100 plL de la solucién de muestra en pocillos de 6 mm de didmetro

realizados en la placa de cultivo mediante sacabocados estériles.

Inoculacion de las muestras

Se colocd un disco de sulfametazina de 0,5ug/disco control en el centro, usando una
pinza estéril.

Se vertieron 2 pocillos contrapuestos (duplicados), cada uno con 100 uL de la misma
muestra. Analizando 3 muestras diferentes por duplicado por cada placa sembrada,
estas muestras se dejaron difundir durante 30-45 minutos antes de incubarse.

Se sacé con una pinza estéril los discos controles y se colocé en las placas sembradas
con Bacillus subtilis, se presioné levemente para que se adhiera al agar e incubd a 37°C
por 18 - 24 horas.

Las muestras se colocaron por duplicado en posiciones opuestas en cada una de las

placas [45].
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Lectura de resultados

Se debe verificar la existencia de halos de inhibicidn alrededor de las muestras y los
discos control [46].

Resultados de discos control

Posterior a la incubacion de los discos, se debe presentar un halo de inhibicién de al

menos 6 mm.

Lectura de muestras

Verificar la existencia de un halo de inhibicion alrededor de las muestras sembradas de
al menos 2 mm para poder considerarse un resultado positivo.

Si el resultado fue ambiguo, se repitié el ensayo. Si en la repeticién no se observa un
resultado claramente positivo, la muestra se considera negativa.

Los resultados provenientes de las mismas muestras deben presentar el mismo

resultado.

4.7.2. Método Inmunoensayo enzimatico competitivo

(cELISA)

Pretratamiento de la muestra de huevo:

Se tomd en un beaker, la cantidad correspondiente de huevos recolectados segun la
tabla 1 para posteriormente ser homogenizados.

Luego se pesd 2 +0,05 g de muestra de huevo homogeneizada en un tubo de centrifuga
de 50 ml. Luego se agregd 8 ml de acetonitrilo, se agité de manera inmediata durante
10 minutos y se centrifugd a 4000 r/min durante 5 min a temperatura ambiente.

Se llevd 2 mL del del sobrenadante a un tubo de vidrio de 10 mL (limpio y seco) y se secé
a 50-60°C con el evaporador de nitrégeno.

Se disolvid el residuo con 1 mL de N- hexano y se agitd durante 30s. Se agregd 1mL de
tampdn de reconstitucion (solucién 5) y se agité durante 1 min y posterior a ello, se
centrifugd a 4000 r/min durante 5 min.

Se desechd la fase organica superior, se tomd 50 plL de la capa inferior para su analisis.
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Los extractos de muestra fueron usados al dia siguiente de haber concluido con su
pretratamiento. De acuerdo con los estudios de estabilidad proporcionados por el
fabricante, los extractos de las muestras de huevos se pueden conservar hasta 1 semana

a una temperatura de 2- 8 °C.

Procedimiento de ensayo:

Limite de deteccion: 0,1 ug/Kg

Todos las muestras y reactivos se encontraron a temperatura ambiente (25 °C) previo a
su utilizacién y se mezclaron bien antes de pipetear. También se evitd la formacién de
espuma.

En el primer paso se enumerd la muestra y el estdndar en orden (multiples pocillos) y se
mantuvo un registro de los pocillos del estandar y de cada muestra (por duplicado).
Luego, se agregd 50 L de estandar o muestra por pocillo con 50 pL de conjugado HRP
(antigeno marcado con la enzima peroxidasa de rabano picante), consecutivamente se
agrego 50 pL de solucién de trabajo de anticuerpos y se cubrié la placa con el sellador
de placas incluido en el kit.

En el siguiente paso, se oscilé suavemente durante 5 s para mezclar bien y se incubd a
25 ° C durante 45 minutos en ausencia de luz.

Finalizado el paso anterior, se destapo el sellador con cuidado y se retir6 el liquido de
cada pocillo. Se agregé inmediatamente 300 uL de tampdn de lavado (Solucién 6) a cada
pocillo y se repitié el procedimiento de lavado 5 veces, a intervalos de 30 s/tiempo y se
invirtio la placa, se golped contra papel absorbente.

Luego se agregd 50 plL de Reactivo Sustrato A a cada pocillo y posteriormente se agregé
50 ulL de Reactivo Sustrato B. Y se agitd suavemente durante 5 s para mezclar bien.

El paso siguiente fue incubar a 25°C durante 15 minutos en ausencia de luz.
Posteriormente se agregd 50 L de solucion STOP a cada pocillo, y se agité suavemente

para mezclar bien.

Lectura de resultados
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Finalmente, se realizé la medicién de Densidad Optica (OD) de cada pocillo a 450 nm
con un lector de microplacas. Este paso debe realizarse en un lapso maximo 10 minutos
tras finalizar la reaccion. Es importante completarlo dentro de este periodo de tiempo

para garantizar la precision de los resultados

4.8 Analisis de datos

Para determinar el limite de deteccién se desarrolld una regresion lineal en hojas Excel,
utilizando como variable independiente (eje X) la concentracién conocida del disco
control impregnado del antibidtico patron, en este caso sulfametazina o sulfadimidina 'y
como variable dependiente (eje Y) el didmetro del halo de inhibicién medido en
milimetros.

Los datos fueron ingresados y graficados aplicando la funcién de regresion lineal de Excel

para obtener la ecuacion de la recta:
y =mx +b

Siendo:

y: Halo de inhibicién

x: Concentracion de sulfametazina (sulfadimidina)
m: pendiente de la recta

b: ordenada

Se utilizé el criterio estadistico convencional segun lineamientos establecidos en la guia

internacional ICH Q2, en la cual se puede estimar como [47]:

33x0 + |b|
m

LOD =

Siendo:
o : desviacion estandar de muestras control (sin adicidn de analito)

m: pendiente de la recta
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b: intercepto

En cuanto al procedimiento de determinacion de residuos mediante el ensayo
inmunoenzimatico ELISA de tipo competitivo, se utilizd el programa provisto por el
fabricante y siguiendo sus instrucciones.

El principio del ensayo ELISA competitivo establece que la respuesta obtenida como
Densidad Optica (DO) es inversamente proporcional a la correspondiente concentracién
del analito. Por lo que, debido a esta relacion no lineal, es necesario transformar los
datos a fin de elaborar una curva de calibracién linealizable que permita un ajuste mas
preciso.

Para ello se aplicé la funcion matematica logit/log, por lo que inicialmente se hallé el

porcentaje de absorbancia para cada estdndar mediante la siguiente férmula.

% Absorbancia = DO de estdndar /muestra 100
¢ Absorbancia = ( DO de blanco (0 ppm) )X

Y posteriormente se aplicd la funcién logit como:

%Absorbancia
100 — %Absorbancia

Logit (%Absorbancia) = In(

La funcién logit permite transformar la curva de naturaleza sigmoidal proveniente de
ensayos ELISA en una relacion lineal [48], a ello se relaciona con una funcién logaritmo
(log) de la concentracién del analito obteniendo asi una curva calibrada sobre la cual se
puede ajustar una recta y por ende permite interpolar de forma confiable

concentraciones desconocidas de las muestras analizadas.

Finalmente, se estimé la proporcién de muestras con presencia de residuos de
sulfonamidas con respecto al total de las muestras evaluadas. Se calculd el intervalo de

confianza al 95% segun la férmula: [49].

. _ AT L. p*xA—=P)
Intervalo de confianza 95% = p — Z critico —
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Siendo:

p: Proporcién muestral

Z critico: Valor critico de la distribucion normal estandar (1,96 para un 95% de
confianza)

n: Tamano de la muestra total

Se utilizé una hoja de Excel al cual se le digitalizaron los datos y resultados obtenidos,

por duplicado, a fin de asegurar la correcta digitalizacion.

V. RESULTADOS

5.1 Verificacion de la Técnica del método microbiologico:

En las pruebas realizadas en la verificacién de la técnica, se sembrd una suspension de
microorganismos a una escala McFarland de 0,5 en placas con 15 mL de agar Mueller
Hinton Il con una concentracion de trimetoprim de 0,05 pg/mL.

El disco control se evalud a 8 niveles de concentraciones conocidas: 0,5 pg/disco; 1
ug/disco; 1,5 pg/disco; 2 pg/disco; 2,5 ug/disco; 5 pg/disco; 7,5 pg/disco y 10 pg/disco
(Figura 3).
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Figura 3:Placas con 15 mL agar Mueller Hinton Il y trimetoprim (0,05 ug/mL)
sembradas por triple estiramiento de B. subtilis a escala 0,5 Mc Farland a las cuales se
sembraron discos con sulfametazina a una cantidad de 0,5ug ; 1ug ; 1,5ug (placas A 'y

B) 2ug; 2,5ug; 3ug (placas Cy D) y 5ug; 7,5ug ; 10ug (placas E y F).

Estas pruebas se realizaron por duplicado por cada tesista, y en cada una de las

concentraciones del disco control, se observaron halos de inhibicion que fueron

registrados y se presentan en la tabla 2. No se detectaron halos de inhibicién para las

concentraciones de 0,5 ug y 1 ug. A partir de 1,5 pg se observaron halos de inhibicion,

con didmetros que fueron incrementdndose conforme aumentaba la concentracion del

antibiédtico, alcanzando un maximo de 9,625 mm con discos de 10 ug de antibidtico. Los

resultados detallados se encuentran a continuacion:

Tabla 2: Resultados de verificacion de la Técnica del andlisis microbiolégico

Placa Disco antibiotico Halo de inhibicion
promedio
A-B 0,5ug ND
1lug ND
1,5ug 2,375 mm
C-D 2ug 1,5mm
2,5ug 5,5 mm
3ug 3,625 mm
E-F 5ug 5,625 mm
7,5 ug 7,625 mm
10 ug 9,625 mm

ND: No detectado
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En la figura 4, se muestra la grafica de dispersidn realizada con los datos de la tabla 2,
con una ecuacién de la recta obtenida de y= 0,9784x + 0,3986, y un coeficiente de
determinacion (R?) de 0,876, lo que indica una correlacién positiva considerable entre

ambas variables y la pendiente resulté estadisticamente significativa (p < 0.001).
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Figura 4: Relacion entre el halo de inhibicion obtenido por andlisis microbioldgico vs la
cantidad de sulfametazina (sulfadimidina).

Posteriormente se ejecutd el ensayo utilizando muestras fortificadas con diferentes
concentraciones del estdndar por cada 5 gramos de muestra. Ademas, se modificdé el pH
de las soluciones de extraccion y se utilizdé una concentracién de trimetoprim (TMP)

constante de 0,1 pg/mL en el medio.

En la tabla 3A, donde se empleé un pH de 11,2, se observaron halos de inhibicién
detectables con concentraciones de SMT desde 200 hasta 80 ug por cada 5 gramos de
muestra, con valores de halo de inhibicion que disminuyeron de 5,9 mm a 2,3 mm
conforme a la concentracion de SMT disminuyd. A partir de concentraciones menores

de 80 ug/5 g, es decir 16 partes por millén (ug/g), el halo de inhibicion no fue detectable.

En la tabla 3B muestra los resultados donde se empled un pH de 8,5. En este caso, el

tamafio de los halos de inhibicidn tiende a ser menor en comparacién con los resultados
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obtenidos con un pH mds alto (Tabla 3A). A partir de concentraciones menores de 100

pug de SMT en adelante, el halo de inhibicion no es detectado (ND).

Tabla 3A: Resultados de la verificacion de la técnica de ensayo microbioldgico

Concentracion (ug) | pH de solucion | Concentracion | Lectura de halo de
del Estandar | para extraccion | TMP (ug/mL) | inhibiciéon (mm)
£ afadido/ 5 g de
g
Q | muestra
1 200 11,2 0,1 5,9
2 150 11,2 0,1 4,6
3 100 11,2 0,1 3,2
4 80 11,2 0,1 2,3
5 60 11,2 0,1 ND
6 50 11,2 0,1 ND
7 40 11,2 0,1 ND
8 20 11,2 0,1 ND
9 0 11,2 0,1 ND

ND: No detectado

La grafica de regresion (Figura 5A) correspondiente a la tabla 3Ailustra la relacién de la
cantidad de sulfametazina (SMT) agregada a muestras negativas y los halos de inhibicidn
obtenidos utilizando un tampdn buffer como solucidn para extraccién con un pH de 11,2
con una ecuacioén de la recta de y = 0,0377x - 1,2525 y un coeficiente de determinacién

R2=0,9034, lo que indica un ajuste entre cantidad de SMT y el halo de inhibicién
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Figura 5A: Relacion de halo de inhibicion obtenido por andlisis microbioldgico
mediante solucidn de extracciéon a pH 11,2 a determinada cantidad de sulfametazina
(sulfadimidina) y concentracion de trimetoprim en medio de cultivo a 0,1 ug/mL.

Tabla 4B: Resultados de la verificacion de la técnica de ensayo microbioldgico

g | Concentracion (pg) | pH de solucion | Concentracion Lectura de halo de
2‘-‘ del Estandar | para extraccion TMP (ug/mL) inhibicion (mm)
= afadido/ 5g

1 200 8,5 0,1 4,6
2 150 8,5 0,1 3,5
3 100 8,5 0,1 2,2
4 80 8,5 0,1 ND
5 60 8,5 0,1 ND
6 50 8,5 0,1 ND
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ND: No detectado

La figura 5B correspondiente a la grafica de regresion lineal de la tabla 3B muestra la
relacion entre la cantidad de sulfametazina (SMT) agregada a muestras negativas y halos
de inhibicidon obtenidos utilizando un tampdn buffer como solucidn para extraccidn con
un pH de 8,5. Para lo cual se obtuvo una ecuacién de la recta: y=0,0346x - 2,011 y un

coeficiente de determinacion R?=0,8861.
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Figura 5B: Relacion de halo de inhibicion obtenido por andlisis microbiolégico
mediante solucion de extraccion a pH 8,5 a determinada cantidad de sulfametazina
(sulfadimidina) y concentracion de trimetoprim en medio de cultivo a 0,1 ug/mL.

En el andlisis de regresion lineal se demostré que el ensayo con pH 11,2 presentd un
mejor ajuste del modelo (R? = 0,9034) en comparacidon con el ensayo a pH 8,5 (R*=

0,8861) indicando asi una correlacién mas robusta entre la concentracion de antibiético
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patron y halo de inhibicion en condiciones alcalinas. Ademas, ambos modelos
producidos resultaron en intercepto negativos (ensayo a pH 11,2 con valor de -1,2525
mm y ensayo a pH 8,5 con valor de -2,011 mm), que, si bien no se ajusta idealmente a
un modelo bioldgico, debido a su valor negativo, se tratdé las muestras de forma
matematicamente ideal a fin de poder determinar el LOD sin necesidad de forzar el
intercepto a cero.

Asi también, se obtuvo que la significancia estadistica de las pendientes es valida para
los ensayos realizados (p < 0.001).

Ademas, se determind el LOD tedrico a 15,4 ug derivado de la curva de calibracion y
considerando una desviacidon estandar del blanco de 0,5 mm, aplicando la siguiente

férmula.

_ 33x05+|-12525mm| _ _
LOD = = R 76,98 ug/5g = 15,4 pg/g

Considerando como limite de deteccion practico 15,4 pg/g para la técnica
microbioldgica de cinco placas, se evidencié una sensibilidad insuficiente para su
aplicacion en la matriz de huevos de gallina, donde los residuos de sulfonamida suelen
encontrarse en niveles traza (ug/kg). En consecuencia, se optd por no continuar con la

evaluacion de las muestras.

Resultados utilizando el kit de inmunoensayo enzimatico competitivo:

Los extractos obtenidos en el pretratamiento de las muestras de huevo fueron
refrigerados por no mas de 24 horas para posteriormente ser usados para el analisis
mediante el kit de inmunoensayo enzimatico competitivo.

Se agrego por duplicado las muestras pretratadas y estandares provistos por el kit.

Las muestras estan numeradas seguin el niumero de recoleccidon consecutivo presentadas

en la Tabla 1.
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Resultados de lectura:

Tabla 5: Densidades dpticas obtenidas por lector de microplaca para cada pocillo a

450 nm

Estandar / Absorbancia Estandar / Absorbancia
Muestra Muestra

std1l 1,500 1,521 m19 1,643 1,693
std2 1,110 1,108 m20 1,422 1,447
std3 0,725 0,632 m21 1,480 1,423
std4 0,460 0,464 m22 1,496 1,469
std5 0,229 0,227 m23 1,362 1,434
std6 0,133 0,117 m24 1,454 1,519
m1l 1,469 1,453 m25 1,646 1,480
m2 1,440 1,399 m26 1,524 1,469
m3 1,370 1,365 m27 1,292 1,432
m4 1,462 1,368 m28 1,446 1,390
m5 1,253 1,379 m29 0,885 0,805
m6 1,404 1,378 m30 0,896 0,817
m7 0,775 0,694 m31 0,806 0,829
m8 1,296 1,369 m32 0,823 0,802
m9 1,406 1,356 m33 1,350 1,418
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5.2 Método Inmunoensayo enzimatico competitivo (cELISA)

m10 1,453 1,391 m34 0,826 0,882
mll 1,554 1,366 m35 1,407 1,551
m12 1,502 1,494 m36 1,432 1,482
m13 1,455 1,412 m37 1,350 1,460
m14 1,594 1,398 m38 1,458 1,494
m15 1,546 1,424 m39 1,297 1,460
m16 1,453 1,405 m40 1,267 1,412
m17 1,372 1,425 m41l 1,362 1,542
m18 1,496 1,344 m42 1,519 1,499
std: estandar : muestra

El procesamiento de datos se realizé mediante el software provisto por el fabricante del

kit, en el que se trabajo sobre los valores de absorbancia porcentual a las cuales se le

aplicaron la funcién matematica logit/log especificada anteriormente en el apartado de

analisis

de datos 4.9.

Los resultados expresados en valores de absorbancia porcentual se hallaron mediante

la siguiente ecuacion:

Siendo:

A: Absorbancia promedio del estdndar o muestra

A
Absorbancia % = A—x 100%
0




Ao: Absorbancia promedio del estandar 1 (std1) de O por billén (ppb).

e Standard curve
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Figura 6: Relacion entre concentracion de residuo antimicrobiano (sulfametoxazol,
sulfamonometoxina y sulfadiazina) y Absorbancia %

Los resultados de la curva de estandares mostraron un coeficiente de correlacion lineal

(r): 0,9938 y un coeficiente de determinacion (R?): 0,9876 (Figura 6).
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Tabla 6: Absorbancias promedio transformadas a concentraciones finales en ug/kg

Tienda- | Muestr Absorbancia Concentracio | Factor | Concentracion
Recoleccié a Promedi | (CV% (%) n (ug/kg) de Final (ug/kg)
n o ) dilucion
de
muestra

T1-R1 1 1,461 0,8 | 96,72 | <0,100 ug/kg 2,0 -
T1-R2 2 1,420 2 93,98 | <0,100 ug/kg 2,0 -
T1-R1 3 1,368 0,3 90,53 | <0,100 ug/kg 2,0 -
T1-R2 4 1,415 4,7 93,68 | <0,100 ug/kg 2,0 -
T2-R1 5 1,316 6,8 | 87,12 | <0,100 ug/kg 2,0 -
T2 -R2 6 1,391 1,3 92,09 | <0,100 ug/kg 2,0 -
T3-R1 7 0,735 7,8 | 48,63 0,331 2,0 0,662
T3-R2 8 1,333 39 | 88,22 | <0,100 ug/kg 2,0 -
T4 -R1 9 1,381 2,6 91,43 | <0,100 ug/kg 2,0 -
T4 -R2 10 1,422 3,1 94,14 | <0,100 ug/kg 2,0 -
T4 -R1 11 1,460 9,1 | 96,66 |<0,100 ug/kg 2,0 -
T4 - R2 12 1,498 0,4 99,14 | <0,100 ug/kg 2,0 -
T4 -R1 13 1,434 2,1 94,90 | <0,100 ug/kg 2,0 -
T4 -R2 14 1,496 9,3 99,04 | <0,100 ug/kg 2,0 -
T5-R1 15 1,485 5,8 98,31 | <0,100 ug/kg 2,0 -
T5 - R2 16 1,429 2,4 | 94,60 | <0,100 ug/kg 2,0 -
T6-R1 17 1,399 2,7 92,59 | <0,100 ug/kg 2,0 -
T6 - R2 18 1,420 7,6 94,01 | <0,100 ug/kg 2,0 -
T7-R1 19 1,668 2,1 | 110,43 N.C. 2,0 -
T7 - R2 20 1,435 1,2 94,97 | <0,100 ug/kg 2,0 -
T8 -R1 21 1,452 2,8 96,09 | <0,100 ug/kg 2,0 -
T8 -R2 22 1,483 1,3 98,15 | <0,100 ug/kg 2,0 -
T8 -R1 23 1,398 36 | 92,55 | <0,100 ug/kg 2,0 -
T8 - R2 24 1,487 3,1 98,41 | <0,100 ug/kg 2,0 -
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T9 - R1 25 1,563 | 7,5 | 103,48 N.C. 2,0 -
T9-R2 26 1,497 | 2,6 | 99,07 |<0,100ug/kg | 2,0 -
T10 - R1 27 1,362 | 7,3 | 90,17 |<0,100ug/kg | 2,0 -
T10 - R2 28 1,418 | 2,8 | 93,88 |<0,100ug/kg | 2,0 -
T11-R1 29 0,845 | 6,7 | 5594 0,226 2,0 0,452
T11-R2 30 0,857 | 65 | 56,70 0,217 2,0 0,434
T11-R1 31 0,818 2 | 54,12 0,248 2,0 0,496
T11-R2 32 0,813 | 1,8 | 53,79 0,252 2,0 0,504
T12 - R1 33 1,384 | 3,5 | 91,63 |<0,100ug/kg | 2,0 -
T12-R2 34 0,854 | 4,6 | 56,54 0,219 2,0 0,438
T13-R1 35 1,479 | 69 | 97,91 |<0,100ug/kg | 2,0

T13-R2 36 1,457 | 2,4 | 96,46 |<0,100ug/kg | 2,0

T13 - R1 37 1,405 | 55 | 89,71 |<0,100ug/kg | 2,0

T13 - R2 38 1,476 | 1,7 | 87,79 |<0,100ug/kg | 2,0

T14 - R1 39 1,379 | 84 | 91,26 |<0,100ug/kg | 2,0

T14 - R2 40 1,340 | 7,7 | 88,68 |<0,100ug/kg | 2,0

T14 - R1 41 1,452 | 88 | 96,13 |<0,100ug/kg | 2,0

T14 - R2 42 1,509 | 0,9 | 99,90 |<0,100ug/kg | 2,0

NC: No Cuantificable
T1-T14:Tienda 1 - Tienda 14

R1,R2:Recoleccién 1, Recoleccion 2

Los resultados de la técnica inmunoquimica mostraron que un 14,30% de las muestras
analizadas (6/42) contienen residuos de sulfonamidas (sulfametoxazol,
sulfamonometoxina o sulfadiazina) encontrandose dentro en un rango de concentracion
de 0,434 pg/kg - 0,662 pg/kg con un coeficiente de variacion promedio de 4,15% (0,3%
-9,3%).

En un analisis mas detallado de los resultados, se encontré que 2 muestras positivas

(T11-R1 y T11-R2) pertenecian a un mismo proveedor dentro del lugar de estudio y al
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ser evaluadas por duplicado, se obtuvo valores similares de 0,452 ug/kg - 0,434 ug/kgy
0,496 ug/kg - 0,504 ug/kg; ademas se obtuvo un valor de coeficiente de variacion de
6,6% Yy 1,9% indicando asi una baja variabilidad en las mediciones realizadas. En términos
estadisticos, un coeficiente de variacion (CV) menor al 15% es considerado aceptable en
ensayos bioquimicos [50], lo que refuerza la confiabilidad de la técnica utilizada en
consecuencia de una baja dispersion de los datos.

De esta forma se utilizé la proporcién real obtenida de 14,30 % de muestras positivas
que contenian residuos de sulfonamidas, aplicando la férmula de intervalo de confianza

al 95% se tiene:

0,143 « 0,857
42

+
Intervalo de confianza 95% = 0,143 — 1,96

Por lo tanto, con una confianza del 95% se puede determinar que el promedio de
muestras de huevos de gallina que contienen residuos de sulfonamida, especificamente
sulfametoxazol, sulfamonometoxina o sulfadiazina comercializados en un mercado

mayorista de Lima Este, estara entre 3,71% y 24,89%.

VI. DISCUSION

El presente estudio tuvo como objetivo determinar la presencia de residuos
antimicrobianos tipo sulfonamida (sulfametoxazol, sulfamonometoxina o sulfadiazina)
en muestras de huevo de gallina recolectadas en un mercado mayorista de Lima Este en
junio del 2024 empleando dos metodologias: el método microbiolégico de “cinco
placas” y el ensayo por inmunoasdsorcion ligado a enzimas de tipo competitivo (cELISA).
En un contexto nacional, el estudio realizado por Alvarado Mamani [51] en la ciudad de
Puno en 2024, reportd la presencia de residuos antibidticos en huevos de gallina
comercializados en mercados locales, utilizando un método microbioldgico de cribado.
Aunque la técnica empleada no permitié identificar el tipo de antibidtico detectado
debido a su naturaleza inespecifica, este hallazgo constituye una evidencia relevante del
potencial de esta matriz como vehiculo de exposicidén para los consumidores. Es por ello
que, se refuerza la necesidad de aplicar métodos analiticos mas sensibles y especificos

gue permitan caracterizar con mayor precision dichos residuos antimicrobianos y
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garantizar la inocuidad de un alimento de consumo masivo como el huevo de gallina.

El método microbioldgico de cinco placas se encuentra validado como una técnica tipo
screening para multiples matrices alimentarias segun conformidad de la Decision
2002/657/CE por Comisidon de la Unidn Europea [46]. Sin embargo, en esta investigacion
se utilizéd unicamente la placa correspondiente al grupo de sulfonamidas, dado que el
objetivo fue evaluar exclusivamente este tipo de antimicrobiano. Durante la aplicacién
de esta técnica, se utilizaron muestras provenientes de un productor con certificacién
internacional de bienestar animal, estas muestras fueron consideradas como control
negativo debido a que al someterse al método microbiolégico no se observo respuesta
inhibitoria. Adicionalmente, esta técnica presenté limitaciones significativas para el tipo
de matriz trabajada. Pues se observd un coeficiente de determinacidn inicial de R2=
0,876. Posteriormente se optimizo el pH de la solucidn de extraccién a 11,2 que permitid
incrementar el coeficiente de determinacion de R?= 0,903, lo que refleja una relacién
mas precisa y lineal entre la concentracion del antibidtico patrén y el diametro del halo
de inhibicion medido. Esta mejora es consistente con las propiedades fisicoquimicas de
las sulfonamidas, las cuales presentan mayor solubilidad en medios alcalinos debido a
su caracter acido débil, puesto que, en medio alcalino, el grupo sulfonamida (-SO2NH-)
gueda ionizado, aumentando asi la solubilidad en fase acuosa y favoreciendo la
extracciéon desde la matriz lipidica del huevo de gallina [52].

Adicionalmente, se evaluaron distintas concentraciones de trimetoprim en el medio
(0,03; 0,05; 0,10y 0,15 pg/mL) con el objetivo de potenciar la sensibilidad del ensayo sin
comprometer el crecimiento del microorganismo. Esta estrategia se basa en estudios
como el de Varenina et al. quienes demostraron que la adicion de trimetoprim en
concentraciones entre 0,07 y 0,30 ug/mL mejora significativamente la sensibilidad del
método frente a sulfonamidas, al reducir el limite de deteccion en matrices como
musculo, rifién, suero y leche [53].

Sin embargo, en la verificacion de la técnica no arrojaron mejoras significativas ya que
el limite de deteccion del método fue de 15,4 ug/g, valor que supera ampliamente las
concentraciones esperadas de residuos en muestras de huevo, y que representa 154
veces el Limite Maximo de Residuos (LMR) permitido para sulfonamidas (100 pg/kg) en

otras matrices alimentarias. Estos hallazgos coinciden con lo reportado por Vercelli et
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al. en 2022, quienes destacaron que los métodos microbioldgicos, pese a su utilidad
como pruebas rapidas de cribado, presentan baja especificidad, lo que genera datos
incorrectos y ademds son susceptibles a interferencias, lo que puede ocasionar
resultados erréneos o falsos negativos, especialmente en matrices complejas como el
huevo de gallina, que contienen una elevada proporcién de proteinas y lipidos [54].
Uno de los factores que podria explicar la baja sensibilidad del método microbioldgico
aplicado a la matriz de huevo de gallina es la posible degradacién térmica de las
sulfonamidas durante la preparacion de las muestras. En la técnica fue necesario
calentar la muestra a 85°C por 5 minutos en bafio maria, con el objetivo de
desnaturalizar la lisozima, una enzima antimicrobiana naturalmente presente en la
albimina, cuya actividad podria interferir en el crecimiento del microorganismo
indicador del ensayo. No obstante, este tratamiento térmico podria afectar la
estabilidad de los residuos de sulfonamidas, disminuyendo asi la detectabilidad del
método [55]. Este aspecto metodoldgico representa un vacio importante en la
literatura, y su documentacion contribuye como reporte de referencia sobre las
limitaciones del método microbioldgico en matrices avicolas.

Debido a lo anteriormente mencionado, se optd por un ensayo inmunoenzimatico tipo
ELISA, el cual ofrecié una alternativa eficaz, accesible y alineada con los recursos
disponibles, sin comprometer la confiabilidad de los resultados.

Al aplicar el ensayo inmunoenzimatico se encontré que un 14,3% de muestras (pool)
analizadas (6/42) dieron positivo a residuos de sulfonamidas pudiendo tratarse de
sulfametoxazol, sulfamonometoxina o sulfadiazina con concentraciones que oscilan
entre 0,434 - 0,662 ug/kg. Estos resultados son comparables con los reportados por
Sarkar et. al., el cual evalué residuos antimicrobianos en alimentos “libres de
antibidticos” en los mercados agricolas del este de Tennessee (EE. UU.) entre julio y
septiembre de 2020, incluyendo huevos de gallina, el cual hallé un nimero alto de
muestras positiva (11/18)[25], posiblemente atribuida a un numero reducido de
muestras y al origen local de los productos, hallando concentraciones medias de 1,22
ug/kg de sulfonamidas, las cuales son similares a las obtenidas por el presente estudio.
Los valores obtenidos en las muestras positivas presentaron una baja variabilidad entre

réplicas de medicion, lo que respalda la precision del método utilizado. Debido a que el
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coeficiente de variacion obtenido (CV) fue menor a 15% y se encuentra dentro de los
criterios de aceptacion para ensayos bioquimicos, se demuestra que los resultados son
consistentes y reproducibles. En concordancia con lo reportado por Gaudin et al. (2009)
[20], este tipo de métodos de cribado han demostrado ser eficaz para un ndmero
elevado de muestras en menor tiempo, en comparacidon con métodos confirmatorios
mas complejos. Estos hallazgos refuerzan la utilidad del ensayo ELISA como herramienta

de vigilancia inicial en programas de inocuidad alimentaria.

Respecto a los parametros correspondientes al método inmunoquimico, se tiene
informacién proporcionada por el proveedor (ANEXO 5) en la que se determina el limite
de deteccidn (LOD) como 0,1 ug/kg. Obteniéndose una correlacion lineal en cuanto a la
determinacidn de residuos antimicrobianos tipo sulfonamida en el rango de 0,1 pg/kg a
8,1 ug/kg. Ademas, se indica una repetibilidad expresada como coeficiente de variacion
(CV) menor a 15% y una tasa de recuperacién para la matriz evaluada de 74,4%, que
segln guias internacionales, como el Codex Alimentarius (CAC/GL 71-2009) [57] y la Guia
SANCO/12571/2013 [56] de la Comisiéon Europea establecen como aceptables las
recuperaciones entre 70% - 120% para métodos aplicados a matrices alimentarias. Por
lo que todos los resultados obtenidos en el analisis de huevos de gallina, cumpleny estan
dentro de los rangos previamente definidos en cuanto a los pardmetros de desempefio
establecidos, lo que garantiza la validez del ensayo como método de screen para la
deteccidn presuntiva de residuos de sulfonamida. La eleccion de ELISA sobre HPLC se
justificd por la naturaleza exploratoria de la investigacion, la necesidad de analizar
multiples muestras y las limitaciones de recursos, dado que la técnica de HPLC, si bien
es confirmatorio, requiere equipamiento especializado, mayor tiempo y costos

elevados.

En este sentido, resulta oportuno comparar nuestros hallazgos con los resultados
obtenidos por Rufasto, S. [26], es importante considerar la diferencia metodolégica
entre ambos estudios. Mientras nuestro analisis se realizé mediante un kit de ELISA
cualitativo, que permite identificar la presencia o ausencia de sulfonamidas, el estudio

de Rufasto Santillan empleé HPLC-DAD, un método cuantitativo validado que posibilitd

45



determinar las concentraciones especificas de los residuos. En el caso del presente
estudio, se evidencid la presencia de sulfonamidas en el 14,3% de las muestras de
huevos de gallina comercializados en un mercado mayorista, lo que confirma la
existencia de exposicidn aunque en menor proporcidén. En contraste, en huevos de
codorniz provenientes de productores pequefios, se reporté que el 100% de las
muestras analizadas (n=24) resultaron positivas para sulfadiazina y que el 95,83% (n=23)
dieron positivo a sulfametoxazol, con una concentracion promedio de 2,8 pg/kg y un
valor maximo de 57,09 ug/kg. Estos resultados sugieren que, aunque la prevalencia en
gallinas es mas baja, la contaminacién en codornices es practicamente generalizada y en
algunos casos con niveles elevados. En conjunto, ambos estudios resaltan la necesidad
de un control sanitario mas estricto y de regulaciones especificas para evitar la presencia

de sulfonamidas en huevos, independientemente de la especie aviar de origen.

Del mismo modo, al comparar los resultados obtenidos con los reportados por Galarini
et al. (2014), se identificaron coincidencias en la capacidad de los métodos ELISA para
detectar residuos de sulfonamidas en matrices de huevo. En dicho estudio [58], los
autores desarrollaron y validaron un ensayo competitivo indirecto de amplio espectro,
con capacidad de identificar hasta 11 sulfonamidas en distintas matrices, incluido huevo,
alcanzando limites de deteccion (LOD) cercanos a 10 pg/kg y capacidades de deteccion
confirmadas (CCPB) alrededor de 20 pug/kg. En el presente estudio, el kit empleado mostré
un LOD de 0,1 pg/kg, lo que representa una sensibilidad 100 veces mayor, permitiendo
asi evaluar residuos en concentraciones trazas. Sin embargo, su capacidad de deteccién
se restringe sélo a tres sulfonamidas: sulfametoxazol, sulfadiazina y
sulfamonometoxina. De este modo, mientras el ensayo de Galarini ofrece mayor
cobertura de compuestos con menor sensibilidad, el kit utilizado en este trabajo prioriza
la deteccién sensible de un grupo reducido de analitos. Esta relacidn inversa entre
amplitud de deteccidn y sensibilidad debe considerarse cuidadosamente al seleccionar

la herramienta analitica mas adecuada segun los objetivos del estudio.

Segun lo dispuesto en el Comisidn Regulatoria (EU) No 37/2010 “of 22 December 2009

on pharmacologically active substances and their classification regarding maximum
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residue limits in foodstuffs of animal origin”, se establece un limite maximo residual
(LMR) de 100 pg/kg para la suma de sulfonamidas presentes en tejidos comestibles de
diversas especies animales. Sin embargo, este mismo reglamento especifica de forma
expresa que estd prohibido el uso de sulfonamidas en animales que producen huevos o
leche destinados al consumo humano, razén por la cual no corresponde un LMR para
esta matriz. Por tanto, la deteccidn de residuos de sulfonamidas en las muestras
analizadas en este estudio constituye una situacién de incumplimiento regulatorio, aun
cuando las concentraciones detectadas se encuentren por debajo de los limites

establecidos para otras matrices alimentarias.

A pesar de que las concentraciones obtenidas durante el analisis ELISA competitivo se
encontraron en un rango bajo, la proporcién de mas del 14% en las muestras analizadas
representa una fuente potencial de exposicién contintda. En un articulo reportado por
Arséne et al. (2022), la ingesta continda de antibidticos tipo sulfonamida, incluso a
niveles traza, han tenido asociacion con alteraciones en la microbiota intestinal, lo cual
puede llegar a comprometer el equilibrio bacteriano y la integridad de la respuesta
inmune del individuo. Ademas, que se evidencid que estas sustancias pueden inducir
reacciones de hipersensibilidad o alergias, especialmente en personas sensibilizadas, asi
como efectos toxicos acumulativos a largo plazo incluyendo hepatotoxicidad, disfunciéon
reproductiva y potencial actividad mutagénica. En este contexto, segun informe del
MIDAGRI, el consumo per capita de huevo en Lima Metropolitana fue de 19,4 kg en el
afo 2023, con 308 unidades por personay en el afio 2024 con 312 unidades por persona
[58]. Esta clase de exposicion repetitiva adquiere una relevancia desde una perspectiva
de salud publica, lo que refuerza la importancia de fortalecer la vigilancia sanitaria, asi
como promover investigaciones que evallen los riesgos asociados a la ingesta crénica

de residuos de sulfonamidas en alimentos de origen animal.

Finalmente, los hallazgos del presente estudio confirman la presencia de residuos de
antibidticos tipo sulfonamida, especificamente sulfametoxazol, sulfamonometoxina y
sulfadiazina en huevos de gallina destinados al consumo humano y comercializados en

un mercado mayorista de Lima Este. Esta situacion representa un potencial riesgo para
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la salud publica, dado que la exposicién repetida a niveles subterapéuticos de
antibidticos en alimentos puede favorecer de forma progresiva el desarrollo de
resistencia antimicrobiana (RAM). Tal como advierten Arséne et al. (2022), incluso
residuos en concentraciones trazan pueden ejercer presion selectiva sobre la microbiota
intestinal y patégena, promoviendo la supervivencia y propagacidn de cepas resistentes.
comprometiendo los esquemas terapéuticos y aumentando la carga de enfermedades
infecciosas. Este fendmeno, al acumularse a nivel poblacional, contribuye al aumento
sostenido de la resistencia bacteriana, afectando la eficacia de los tratamientos
antimicrobianos disponibles [60].

En este contexto, la deteccidon de sulfonamidas en un alimento de consumo masivo
como el huevo de gallina refuerza la necesidad de implementar medidas de control,
trazabilidad y capacitacién técnica en el sector pecuario, como parte de una estrategia

integral de salud publica.

VIl. CONCLUSION

e Se verificé que la capacidad de deteccién del método microbioldgico de “cinco
placas”, empleando Unicamente la placa especifica para sulfonamidas, presentd
un limite de deteccion (LOD) de 15,4 mg/kg, valor que evidencia una baja
sensibilidad para detectar residuos de sulfonamidas.

e Laevaluacion de las muestras mediante la técnica microbioldgica resulto inviable
para los fines analiticos de este estudio. Debido al elevado LOD reportado, el
método no posee la capacidad necesaria para detectar residuos de sulfonamidas
en concentraciones traza (ug/kg).

e Los resultados obtenidos utilizando el método cELISA confirman la presencia de
residuos de sulfonamidas en huevos de gallina comercializados en Lima Este, con

una prevalencia del 14,3% y concentraciones cuantificadas entre 0,434 y 0,662

ug/kg.
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VIIl. RECOMENDACION

Se resalta la importancia de implementar programas de monitoreo sistematico en
matrices avicolas y de emplear técnicas analiticas mas especificas, con el fin de prevenir
efectos adversos y contribuir a la mitigacion del desarrollo de resistencia

antimicrobiana.
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ANEXOS

Anexo 1:

Tabla 7: Produccion pecuaria por afio, segun producto, 2007-2023

Producto | 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 | 2014 | 2015 | 2016 |2017 |2018 |2019 | 2020 |2021 | 2022 |2023P
Ave 1 939.6 1,069.7 | 1,176.1 | 1,243.8 1,358.7 | 1,477.0 | 1,529.7 | 1,606.6 | 1,736.1 | 1,846.3 | 1,913.8 | 2,058.1 | 2,149.8 | 2,101.8 | 2,136.1 | 2,197.3 | 2,172.5
'Pollo1 | 870.0 990.9 1,095.6 | 1,159.6 1,218.2 | 1,381.1 | 1,433.8 | 1,503.9 | 1,621.8 | 1,714.0 | 1,786.0 | 1,929.0 | 2,014.6 | 1,971.2 | 1,999.0 | 2,057.1 | 2,035.3
Huevo 257.6 266.5 268.7 285.1 317.7 314.0 349.8 358.6 386.3 401.0 415.3 452.2 488.5 497.5 504.1 511.0 503.1
gallina

P Preliminar

1 Peso de animal vivo

Fuente: Direcciones Regionales de Agricultura

Elaborado por: Ministerio de Desarrollo Agrario y Riego - DGESEP - DEIA. https://cdn.www.gob.pe/uploads/document/file/6837096/2730346-anuario-produccion-

ganadera-y-avicola-2023.pdf?v=1724689518
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Anexo 2: Informacion de la concentracién promedio en mg/g de sulfonamidas en varios tejidos de gallina

Tabla 8: Concentracion promedio en ug/g de sulfonamida en varios tejidos de gallina siete dias después de la administracion de cada
una de las sulfonamidas listadas a dosis de 100 mg/kg de alimento

Sulfonamida

Tejido Sulfadimidina (ug/g) | Sulfadiazina ( ug/g) | Sulfamonometoxina ( ug/g) | Sulfametoxasol ( pg/g) | Sulfaquinoxalina ( ug/g)
Plasma 1,72 0,25 3,25 1,66 12,12

Hola 0,33 0,29 0,85 0,77 2,43

Musculo 0,28 0,16 0,94 0,51 1,14

Ovario 0,34 0,11 1,02 0,85 2,2

Oviducto 0,29 0,08 0,74 0,33 2,17

Istmo 0,33 0,18 1,21 0,94 2,41

Fuente: Farmacologia Clinica en aves comerciales (2010)
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Anexo 3: Informacidon de produccion de huevos por region

Tabla 9: Peru. Produccion de huevo de Gallina por mes, segun region 2023

(Toneladas)

Region Ene-Dic Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Set Oct Nov Dic
Nacional 503,080 41,934 | 40,597 | 40,958 | 41,257 | 41,449 | 41,728 | 41,960 | 42,590 | 42,455 | 42,513 | 42,756 | 42,883
Tumbes 93 7 6 7 7 7 10 8 8 9 8 8 8
Piura 4,657 435 417 368 331 326 326 350 525 369 391 425 395
Lambayeque 7,016 605 607 594 552 563 606 582 542 561 575 562 665
La Libertad 85,697 7,051 7,107 7,007 6,547 6,919 6,853 6,797 7,277 6,989 7,281 7,962 7,906
Cajamarca 2,087 169 163 172 176 189 189 179 172 176 171 164 170

Cajamarca | 1155 92 90 90 96 106 106 92 86 101 97 97 101

Chota | 568 36 40 46 50 55 55 57 56 48 46 40 40
364 40 33 35 30 29 28 29 30 28 27 26 28
Jaén
Amazonas 1,297 139 140 138 131 131 130 129 96 68 67 67 59
Ancash 1,225 109 108 100 102 101 100 95 92 102 102 104 109
Lima 139,296 12,101 | 11,216 | 11,170 | 11,668 | 11,573 | 11,576 | 11,429 | 11,529 | 11,641 | 11,740 | 11,651 | 12,001
Ica 207,306 16,737 | 16,377 | 16,806 | 17,110 | 17,147 | 17,489 | 17,935 | 17,785 | 17,997 | 17,657 | 17,231 | 17,037
Hudnuco 1,160 91 87 91 91 90 89 94 96 110 108 106 109
Pasco 143 10 10 11 11 12 12 13 13 13 13 12 13
Junin 978 87 82 96 84 86 90 87 81 76 74 65 70
Huancavelica | 555 49 48 47 46 47 47 47 46 43 45 44 46
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Arequipa 17,770 1,497 1,469 1,406 1,438 1,446 1,500 1,457 1,451 1,451 1,480 1,630 1,544
Moquegua 309 27 24 29 25 26 22 23 24 28 32 27 24
Tacha 4,952 409 417 419 448 410 414 425 435 410 419 372 373
Ayacucho 726 42 40 62 71 77 75 74 74 51 52 54 53
Apurimac 440 37 37 40 43 44 42 37 34 21 32 36 36
Abancay 228 20 21 21 23 25 24 20 18 6 16 17 18
Andahuaylas 213 17 17 19 20 19 19 17 16 15 16 19 18
Cusco 749 45 46 65 73 81 85 80 69 52 50 52 52
Puno 1,526 110 113 125 135 136 145 142 136 127 122 121 113
San Martin 13,976 1,201 1,107 1,256 1,230 1,109 998 1,061 1,151 1,209 1,202 1,210 1,242
Loreto 4,644 418 417 390 370 379 345 353 386 391 402 391 403
Ucayali 3,327 300 293 282 285 270 265 275 283 306 270 246 250
Madre de Dios | 3,151 259 264 277 283 282 320 285 284 254 221 216 206

Recuperado de: https://cdn.www.gob.pe/uploads/document/file/6837096/2730346-

anuario-produccion-ganadera-y-avicola-2023.pdf?v=1724689518
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ANEXO 4:

Figura 7: Limites mdximos de residuos (LMR) de medicamentos veterinarios en

PROYECTO DE NTS N°420 -MINSA/DIGESA-V.01

NORMA SANITARIA QUE ESTABLECE LOS LIMITES MAXIMOS DE RESIDUOS (LMR) DE MEDICAMENTOS VETERINARIOS
EN ALIMENTOS DE CONSUMO HUMANO

__Leche (L)

- ’ : RS 5 D ESPECIE PR e LMR
. PRINGIPIO ACTIVO. " RESIDUO MARCADOR ANIMAL MATRIZ < |‘(ngikg)
Higado 1500
Esiiiia Rifién 1000
Musculo 100
Grasa 100
TILMICOSIN TILMICOSIN Mdsculo 50
Ovino Higado 1000
Grasa 100
RifdN 300
Peces Musculo/Piel(*) 50
Muscuio 200
AVILAMYCIN AVILAMYCIN FOrGDS Higado 0
Aves Grasa/Piel 200
Riaen | 200
SULFONAMIDAS
todas las Musculo 100
especies Grasa 100
SULFADIMIDINE SULFADIMIDINE productoras de Higado 100
alimentos 7
Rifidn 100
Bovinos

25

T SULFONAMIDES

(todas las sustancias que

pertenecen al grupo de las SULFONAMIDES Peces Musculo/Piel(*) 100
‘ Sulfonanj@das)
TETRACICLINAS

Leche (/L) 100

Bovino Musculo 200

Higado 600

Rifién 1200

CHLORTETRACYCLINE/ CHLORTETRACYCLINE/ Higado 600
OXYTETRACYCLINE/ OXYTETRACYCLINE/ Cerdo Rifién 1200
TETRACYCLINE TETRACYCLINE Musculo 200
Musculo 200

oveja Leche (/L) 100

Higado 600

Rifién 1200

15

alimentos de consumo humano - SULFONAMIDAS

Fuente:http://www.digesa.minsa.gob.pe/NormasLegales/Normas/RM_372-2016-

MINSA.pdf
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CxM 2-2024 41

SPIRAMYCIN (antimicrobial agent)

JECFA evaluation 38 (1991); 43 (1994); 47 (1996); 48 (1997)

Acceptable daily intake 0-50 pg/kg bw (JECFA43)

Residue definition Cattle and chickens, the sum of spiramycin and neospiramycin; pigs,
spiramycin equivalents (antimicrobially active residues).

Species Tissue {;?;ﬁc;] Motes CAC
Cattle Muscle 200 22 (1997)
Cattle Liver G00 22 (1997)
Cattle Kidney 300 22 (1997)
Cattle Fat 300 22 (1997)
Cattle Milk (ugil) 200 22 (1997)
Chicken Muscle 200 22 (1997)
Chicken Liver GO0 22 (1997)
Chicken Kidney 800 22 (1997)
Chicken Fat 300 22 (1997)
Pig Muscle 200 22 (1997)
Pig Liver 600 22 (1997)
Pig Kidney 300 22 (1997)
Pig Fat 300 22 (1997)

SULFADIMIDINE (antimicrobial agent)
JECFA evaluation 34 (1989); 38 (1991); 42 (1994)
Acceptable daily intake 0-50 pg/kg bw (JECFA42)
Residue definition Sulfadimidine

Species Tissue [p'l;?kl-g} Motes CAC
Cattle Milk (pg/l) 25 21 (1995)
Mot specified | Muscle 100 21 (19495)
Mot specified | Liver 100 21 (1995)
Mot specified | Kidney 100 21 (1995)
Mot specified | Fat 100 21 (1995)

Figura 8: Limites Mdximos Residuales (LMRs) y Recomendaciones de Gestion de
Riesgos (RGRs) para residuos de medicamentos veterinarios en alimentos

Fuente:https://www.fao.org/fao-who-codexalimentarius/codex-texts/maximum-

residue-limits/es/
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Diario Oficial de la Unién Furopea

20.1.2010

Ortras disposiciones
Sustancia farmacologica- . S _— N (con ameglo al articulo 14.7 _ - -
menie activa Residuo marcador Especie animal LMR Tejidos diana del Reglamento (CE) Clasificacion terapéutica
n” 470y 2009)
Sulfonamidas (todas las | Medicamento base Todas las espe- | 100 pglkg Miisculo Los residuos combina- |Antiinfecciosos|
sustancias que pertene- cies destinadas a | 19g pakg Grasa dos totales de todas las | Quimioterapéuticos
cen al grupo de las sul- la pn_)duccion 100 pajkg Higado sustancias del grupo de
fonamidas) de alimentos 100 pglkg Rifd las sulfonamidas no
fidn
K deben sobrepasar los
100 pg(kg.
Para los peces, el LMR
en el misculo se refiere
a «smisculo y piel en
proporciones natura-
less.
R R Los LMR en la grasa, el
Bo_\'lnqs. ovinos | 100 pg/kg Leche higado y el rifién no se
¥ caprinos aplican a los peces
No debe utilizarse en
animales que producen
huevos para consumo
humano,
Sustancias utilizadas en |No procede. Todas las espe- |No se exige No procede. Toda sustancia utili- | Nada
medicamentos veterina- cies destinadas a | LMR. zada en medicamentos
rios homeopdticos la produccidn veterinarios homeopd-
de alimentos ticos, siempre que su
concentracidn en el
producto no sea supe-
rior a una parte por
diez mil.
Symphyti radix No procede. Todas las espe- | No se exige No procede. Unicamente parauso  |Nada
cies destinadas a | LMR. tapico en piel intacta.
la produccidn
de alimentos
Syzygium curmini No procede. Todas las espe- | No se exige No procede. Unicamente parauso  |Nada
cies destinadas a | LMR. en medicamentos vete-
la produccidn rinarios homeopiticos
de alimentos preparados de confor-
midad con la farmaco-
pea homeopidtica, en
concentraciones
correspondientes a la
tintura madre y a sus
diluciones.
Tanninum No procede. Todas las espe- | No se exige No procede. Nada Nada
cies destinadas a | LMR.
la produccidn
de alimentos
Tartrato de butorfanol | No procede. Equidos No se exige No procede. Unicamente por via Nada
LMR. intravenosa.
Tau fluvalinato No procede. Abejas No se exige No procede. Nada Nada
LME.
Teflubenzurdn Teflubenzurdn Salmonidos 500 pg kg Misculo v piel | Nada Antiparasitarios| Agentes
en proporciones activos frente a los
normales ectoparisitos

Figura 9: Comision Regulatoria

(EU) No 37/2010 “of 22 December 2009 on

pharmacologically active substances and their classification regarding maximum
residue limits in foodstuffs of animal origin”,

Fuente:https://eur-lex.europa.eu/legal-content/ES/ALL/?uri=celex%3A32010R0037
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Title 21  Chapter| ' Subchapter E ' Part 556 Previous = Mext | Top

-
4 556,625 Sulfachloropyrazine.
H Tabie of
Contents {a) |Resered]
k] Tolerances. The tolerance for sulfachlorcpyrazine is:
EH Detnids & ORI
1) Chickens. Edible tissues [excluding eggs): Zer.
oy Print/PDF i@ [Ressrve]
D Display (£) | Related conditions of use. See & 5307184 of this chapter.
Opteans
B subscribe 5556.630 Sulfachlorpyridazine.
— {a) |Resered]
E Timeline () Toderances. The tolerances for sulfachlorpyridarne ae
(1) Catile and swine Editrle tisswss [axcluding milk): 0.1 ppow
E Ga bo Date . ) B -
2] |Reserved]
F Compans
Dates (&) | Related conditions of use. See £5 530 27200 and 522 3200 of this chapter
Pubslished § 556,640 Sulfadimethoxine.
Editsan (8] [Resered]
o (k) Tolerances The tolerances for sulfadimethoxine are:
— Devslapsear X .
= Tooks (1) Catfesh and ssdmanids, Edible tissues: 0.1 ppm.

(2] Catrle.
il Edibde tissues (excluding milkl 0.1 ppan.
{ii) | Milk: 001 pprn
3] Chickens, turkeys, ducks, and chukar partridges. Edible tissues (exchuding eggsk 0.1 ppm

{c] | Related conditions of use. Swe £5 530,720, 520022204, 520.2220e, 523 2720, and 558.575 af
this chapber.

§ 556.650 Sulfaethoxypyridazine.
() [Resered]
(k) Toderances. The ilerances for sulfaethaxypyrdacine are:
(1) Catrle.
il Edibde tissues (excluding milkl 0.1 ppan.
fii) | Milk: Zesa,
(2] Swine. Edible tissues: Zera.
(€] Related conditions of use. See £ 573072404, 52022408, and 522.2240 af this chapter.

4§ 556,660 Sulfamerazine.
{a) |Resered]
(k] Tolerances. The tolerance for sulfamerazines is:
(1) | Trowt. Edible tissues: Zao,
2] |Reserved]
(£) | Related conditions of use. See £ 530.2218 and 558 582 of thi

184 FR 32693, Jufy 11, 2019, a5 amended a2 85 FR 18121, Apr. 1, 2020]

4 556,670 Sulfamethazine.

() [Resered]

(k) Tolerances. The iolerances for sulfamethazine are
(1) Catrle. Edible tisswes (excludng mik): 0.1 ppm
(2] Chickens and hwkeys. Edible tissues (exchuding eggs): 0.1 ppm
3] Swine. Edible tis=sues: 0.1 ppm.

{c] | Related conditions of use. See £5 520,445, 52002218, 520.2260a, §20.2260b, 520.2260¢,
530.7261s, 5202261k, 572 7260, 550,140, and 558630 of this chapter

184 FR 32633, July 11, 2018, a5 o at B5 FR 18129, Ape 1, 2020; 86 FR 13108 Mar. 8, 2021]

Figura 10: Code of Federal Regulations. Title 21—Food and Drugs. Part 556—
Tolerances for Residues of New Animal Drugs in Food

Fuente: https://www.ecfr.gov/current/title-21/chapter-1/subchapter-E/part-556
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ANEXO 5:

Elabscience®

www elabscience.com Tel: 240-252-T368(USA) 240-252-T376(USA)

Certificate of Analysis

SAs (Sulfonamides of 3-in-1) ELISA Kit

Catalog No: E-FS-E(40 Size: 96T

Lot: CV0226489608 Exp: 2024-03-23
Principle: This ELISA kit uses Competitive-ELIS A as the method.

Product Performance Date: 2023-03-24

The product has been tested by Quality Control Department and meets performance specifications mentioned in the manual.

Concentration of standard (ppb) 0D-1 0D-2 Average OD (A/AQ)*100
0.00 2.758 2.693 2.726 100.0
0.10 2.176 2221 2.199 80.7
0.30 1.687 1.732 1.710 62.7
0.90 1.089 1.103 1.096 40.2
2.70 0.496 0.504 0.500 18.3
8.10 0.134 0.138 0.136 5.0

9.0
80 T+
70
.60 -
]
= -
‘f? 50 elabsgjence
—
L0 +
30
20 +
10
0 } } t }
01 03 09 27 8.1
Concentration (ppb)

Operator Menﬂjie Zhoo  Checker Shimi,n,s How Auditor fe,i,‘(a,n,s

Copyright ©2022-2023 Elabscience Biotechnology Inc. All Rights Reserved

Figura 11: Certificado de Andlisis SAs (Sulfonamides of 3-in-1) ELISA Kit
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LOD of Kit 0.1ppb

Sample LOD Sample dilution fact{Linear range |Repeatability CV

Muscle (method 1)§0.1ppb 1 0.1-8.1 < 15%
Muscle (method 2) Ippb 10 1-81 < 15%
Milk 2ppb 20 2-162 < 15%
Serum, Urine 0.4ppb 4 0.4-32.4 << 15%)|
Honey 0.1ppb 1 0.1-8.1 < 15%
Feed 4ppb 4 0.4-32.4 <15%
Egg 0.2ppb 2 0.2-16.2 < 15%)

Sample stability: Processed egg samples are recommended to be tested on the same day.
Store at 2-8°C for no more than one week.

Figura 12: Parametros del ensayo inmunoenzimdtico (Limite de deteccion,
repetibilidad CV, rango lineal, estabilidad de la solucion muestra) por matriz
alimentaria
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Concentration

of standard 0D-1 oDn-2 Average OD CV% “oncentration (ppb LogC (A/AD)*100
Standard 1 2.6536 2.6085 2.631 1.2 0 100.0
Standard 2 2.0327 2.1423 2.08% 37 0.1 -1.0000 79.3
Standard 3 L6067 1.6498 1.628 1.9 0.3 0.5229 61.9
Standard 4 0.9746 1.0433 1.009 4.8 0.9 -0.0458 38.3
Standard 5 0.5385 0.5236 0.531 2.0 2.7 04314 202
Standard 6 0.3268 0.3164 0.322 23 8.1 0.9085 12.2
Standard curve
90
80
70
&0
~
=]
& 50
-
2
:t_: 40
30
20
10
0
Concentration (ppb)
Sample
- oD-1 oD-2 cv Sample dilution I)l‘ti'il.‘l .\.ddl:ld Recovery rate
factor concentration ppb | concentration ppb -
Pork 1.3504 1.2505 5.4 1 0.54 0.6 89.4%
Chicken 1.6522 1.5492 4.6 1 0.32 0.5 63.0%
Fish 1.3795 1.375 0.2 1 0.47 0.6 T8.0%
Pork 1.2878 1.2387 2.7 10 5.73 [3 95.5%
Chicken 1.285 1.2945 0.5 10 5.47 [3 91.2%
Fish 1.3695 1.3981 1.5 10 4.63 5 92.6%
Egg 1.2642 1.2933 1.6 4 113 3 T4.4%
Serum 1.5152 1.5113 0.2 4 1.47 1.5 98.1%
Honey 1.3492 1.2637 4.6 1 0.53 0.6 88.5%
Urine 1.413 1.4189 0.3 4 1.75 2 87.4%
Milk 1.2211 1.2191 0.1 20 12.38 15 82.5%
Feed 1.5865 1.5911 0.2 40 12.87 15 85.8%

Figura 6: Parametros del ensayo inmunoenzimatico (tasa de recuperacion)
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ANEXO 6:

Método Microbiolégico

Acido acético al 5%

Solucién de Trimetoprim

Solucién de Stock madre

Huevos libres de antibiéticos

Peso del contenido del huevo libre de
antibiodticos

Comprobacion de los huevos libres

de antibidticos mediante técnica

microbiolégica : Sin

inhibicion

halo de

Bacillus Subtilis
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Kit de Elisa:

A =

Muestras recolectadas de un mercado Mayorista

de Lima Este

Pool de muestra

Secado de muestra en bafio maria con flujo de

nitrégeno

Resultado del secado
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Adicion de buffer de reconstitucion

B B | M m3|wu
sTL sT1 | Ma ma | w12
T2 52 | ms v | M1

ST3 513 | M6 w5 | M

m O 0O @ >»

ST sa M7 M7 m15

sTs | M8 M8 |Mis

G oML omlme me iz

M2 M2 MI0 Mio M8

M11
M12
M13
M4

‘M5

M16

w17

wis

w19
MZD
m21
w22
w
M;ti;-
i

M19 | M

M20
M 21
s
a3
24
was

vz

M29
M30
M31
M32
m33

M34

10

7 m27

‘M28
M29
{ M;}';
M31
M32
M33

M34

11 12

M35 M35
‘M35 M36
M37  M37
M38 M38
M39 M3
M40 M40
Ma1 M4l

Maz Maz

Plantilla para el kit

Microplaca posterior a reaccion

inmunienzimatica con solucion stop
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reaccion

Microplaca a la cual se le agreg6 el sustrato y
la solucion de anticuerpos para comenzar la
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