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RESUMEN
La investigacion determino las bacterias presentes en huevos desechados del periodo de
incubacion natural en semi cautiverio de Rhea Pennata. El estudio se llevo a cabo en
Per(, Regién de Puno, Provincia El Collao, sector de Humajalso, médulo Chapuco y las
muestras se analizaron en el Laboratorio de Microbiologia de los Alimentos de la
Universidad Nacional del Altiplano desde diciembre del 2018 hasta mayo del 2019. Se
tom6 como muestra, 38 huevos desechados del periodo de incubacion natural en semi
cautiverio. Se analiz0 la carga bacteriana con dos criterios, huevos que tenian formacién
de embrién y los que no. Las estructuras analizadas fueron la membrana de la cascara,
albimina, vitelo, membrana corioalantoidea y embridn. Se realizé el conteo de aerobios
mesdfilos viables mediante el método de recuento en placa y para el aislamiento e
identificacion, se utiliz6 medios de cultivo y pruebas bioquimicas. Los datos obtenidos
fueron analizados mediante pruebas de analisis de varianza (ANOVA) y prueba de rango
multiple de Duncan. En huevos sin embrion, se determind una carga bacteriana media de
504 x 106 UFC/mI en la membrana de la cascara; en la albumina y vitelo se obtuvo una
carga bacteriana media de 166 x 10° y 163 x 10° UFC/ml. El andlisis estadistico sefiala
que la mayor contaminacion bacteriana se presenta en la membrana de la cascara
(p<0.0001). En los huevos con embridn se determind un valor de carga bacteriana de 448
x 108 UFC/ml; en la membrana corioalantoidea se obtuvo una carga 11 x 10° UFC/ml. El
andlisis estadistico sefiala que la mayor contaminacion bacteriana se presenta en el
embrion (p<0.0001). Se logré aislar e identificar cuatro tipos de bacterias, Staphylococcus
aureus, Bacillus sp., Eschericha coli, Pseudomonas sp. Se concluye que la especie
bacteriana més frecuente en las cinco estructuras internas del huevo del Suri analizadas

fue Eschericha coli.

Palabras Clave: Bacterias, Eclosion, Huevos, Contaminacion, Suri.
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ABSTRACT
The investigation to determine the bacteria in discarded eggs during the natural incubation
period in semi-captivity of Rhea Pennata. The study was carried out in Peru, Region of
Puno, EI Collao Province, Humajalso sector, Chapuco module and the samples were
analyzed in the Food Microbiology Laboratory of the National University of the Altiplano
from December 2018 to May 2019. The sample was taken of 38 discarded eggs from the
natural incubation period in semi-captivity. The bacterial load was analyzed taking two
criterias, in the eggs that had embryo formation and those that did not. The internal
structures analyzed were the shell membrane, albumin, yolk, chorioallantoic membrane
and embryo. The numbering of viable mesophilic aerobes was performed by the plate
count method and culture media and biochemical tests were used for the isolation and
identification. Statistical analysis was performed with descriptive statistics, analysis of
variance (ANOVA) and Duncan's multiple range test with 95% confidence. A medium
bacterial load of 504 x 10° CFU/mI was determined in the shell membrane; in albumin
and yolk, a medium bacterial load of 166 x 10° y 163 x 10® CFU/mI respectively was
obtained in eggs without embryo formation. The Statistical analysis indicates that the
highest bacterial contamination occurs in the shell membrane (p <0.0001). A bacterial
load value of 448 x 10° CFU/ml was determined in embryonic eggs and a load of 11 x
10 CFU/mI was obtained in the chorioallantoic membrane. Statistical analysis indicates
that the highest bacterial contamination occurs in the embryo (p <0.0001). Four types of
bacteria were isolated and identified: Staphylococcus aureus, Bacillus sp., Eschericha
coli, Pseudomonas sp. In conclusion, the most frequent bacterial species in the five

internal structures of the Suri egg analyzed were Eschericha coli.

Keywords: Bacteria, Hatching, Eggs, Contamination, Suri.
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CAPITULO |
INTRODUCCION

Existen diferentes especies habitando el sur del Per(, una de las principales es el Suri
(Rhea pennata) que se distribuye en la zona sur del Peru entre los departamentos de Puno,
Tacna y Moquegua. Con el trascurrir de los afios, su poblacion ha disminuido de forma
alarmante, por eso fue considerado en la categoria en peligro critico (CR) de la lista de
clasificacion y categorizacion de las especies amenazadas de fauna silvestre legalmente
protegidas (D. S. N° 04-2014-MINAGRI), prohibiéndose su caza, captura, tenencia,

trasporte o exportacion con fines comerciales (PELT, 2008).

Razon por la cual, es importante contribuir con investigaciones que ayuden a preservar
al suri. El suri es un animal perteneciente al grupo de aves, que no estan adaptadas para
el vuelo y que poseen miembros posteriores muy desarrollados que les permiten correr a
grandes velocidades, tienen una singularidad y es asi que el macho es el que incuba los
huevos ya que las hembras solo ponen los huevos en el nido y se retiran. Los huevos
usualmente son depositados por las hembras e incubados por macho en nidos en los cuales
existen algunos huevos que no llegan a eclosionar por diferentes factores que condicionan
los indices de fertilidad estos son basicamente, las condiciones ambientales, el
comportamiento reproductor, la edad de los reproductores, la genética, la nutricion, el
manejo y la contaminacion microbiana. La contaminacion microbiana es uno de los
factores en controversia como causa de menor fertilidad e incubabilidad de los huevos y

la muerte embrionaria en avestruces (Carbajo et al.1997).

En el caso del suri no se posee informacion especifica de bacterias que hayan sido
identificadas en huevos que fueron desechados durante el periodo de incubacién natural

en semi cautiverio de Rhea pennata. Un caso especial de pérdida de huevos en algunos
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nidos lo constituye la infeccion bacteriana de los mismos que provoca la putrefacciony a

la larga su estallido (SERFOR 2015).

Por lo que esta investigacion busca aislar e identificar tipos de bacterias que se encuentran
presentes en los huevos de suri desechados durante el periodo de incubacion en semi
cautiverio de Rhea pennata. Las bacterias son un grupo de organismos gue se encuentran
presentes como parte normal en diferentes ambientes, y algunas son causantes de
enfermedades que conllevan a la muerte. En el caso de los huevos desechados del periodo
de incubacion no se han identificado y no se tiene conocimiento especifico de cuéles

podrian ser causales de muerte embrionaria y contaminacién de sus estructuras internas.

Es de vital importancia, identificar las bacterias que causan contaminacion en
huevos de suri ya que, con su identificacion exacta, se podrian tomar medidas
preventivas de bioseguridad y disminuir la muerte embrionaria. Algunos estudios
encuentran un 13% de embriones muertos con infecciones bacterianas,
reduciéndose el porcentaje de fertilidad e incubabilidad, particularmente en las

infecciones por Staphilococcus spp y Streptococcus spp. (Brown et al., 1996).

1.1. OBJETIVO GENERAL.:
- Determinar las bacterias presentes en huevos desechados durante el periodo de
incubacion natural en semi cautiverio de Rhea pennata mediante el analisis

bacteriolégico.

1.2.  OBJETIVOS ESPECIFICOS:
- Cuantificar la carga bacteriana presente en diferentes estructuras internas
(Membrana de la cascara, Albumina, Vitelo, Membrana corioalantoidea y
Embrién) de huevos desechados durante el periodo de incubacion natural en

semi cautiverio de Rhea pennata.
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Aislar e Identificar bacterias presentes en diferentes estructuras internas
(Membrana de la cascara, Albumina, Vitelo, Membrana corioalantoidea y
Embrién) de huevos desechados durante el periodo de incubacion natural en

semi cautiverio de Rhea pennata.

CAPITULO II
REVISION DE LITERATURA
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2.1. ANTECEDENTES:

Ortiz & Cumpa ( 2016), determinaron las causas de mortalidad embrionaria tanto en
incubacion natural como en incubacion artificial de los huevos de la pata criolla. Se
incubaron 900 huevos de los cuales 778 fueron fértiles. Las principales causas de
mortalidad embrionaria tanto para incubacién natural como artificial son consecuencia de
la contaminacién de los huevos, asi como de las mal posiciones y malformaciones
embrionarias.se concluye en tres importantes motivos para la presentacion de
malformaciones con mayor frecuencia, caracteristicas genéticas almacenamiento

prolongado y contaminacion de la cascara de los huevos.

Campuzano et al. (2015), evaluaron la calidad microbioldgica de algunos alimentos
preparados y servidos en puestos ambulantes cercanos a la universidad de Bogota, en
donde se realizo el recuento de mesofilos aerobios y otros microorganismos. Este
recuento refleja la calidad sanitaria de un alimento, las condiciones de manipulacion y las
condiciones sanitarias de la materia prima. Para el analisis de microorganismos aerobios
mesofilos, mohos y levaduras se utilizo la técnica de recuento en placa por profundidad
en donde se sembro por duplicado cada una de las diluciones. Los hallazgos obtenidos en
este estudio en la universidad de Bogota D. C. califican la mayoria de los puestos de
venta ambulatoria de alimentos con un conteo de mesofilos aerobios que superan los
limites permitidos de inocuidad de los alimentos y califican los puestos con un riesgo

sanitario alto.

Vasquez et al. (2018), realizaron un estudio en el queso fresco industrial proveniente de

las principales empresas de la ciudad de Cajamarca, la investigacion determino la carga
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microbiana del queso fresco industrial, asi como evalud la calidad bacteriolégica del
mismo, mediante lo establecido por la Norma Sanitaria que constituye los Criterios
Microbioldgicos de Calidad Sanitaria e Inocuidad para los Alimentos y Bebidas de
Consumo Humano. Para ello se tom6 un total de 30 muestras de 0.5 kg cada una

proveniente de 6 empresas productoras de queso fresco industrial (A, B, C, D, Ey F).

Se realizaron los analisis microbiolégicos pertinentes para la determinacion de mesofilos
viables, coliformes, Escherichia coli, Salmonella spp. y Staphylococcus aureus. Se uso6
el disefio completamente al azar con 5 repeticiones. Al concluir el proceso de analisis se
reporto los siguientes valores promedio de carga microbiana: mesofilos viables 1.06x105
UFC/g, coliformes totales 6.32x103 NMP/g, coliformes fecales 4.75x103 NMP/g,
muestras positivas para Escherichia coli 33.3%, Staphylococcus aureus 4.02x103 UFC/g

y ausencia de Salmonella spp.

Cubillos et al. (1981), investigaron la presencia bacteriana en 115 huevos de ganso,
desechados en diferentes etapas de incubacion (58 huevos al primer miraje, 40 al segundo
miraje y 17 no eclosionados), examinandoseles diversas estructuras segun su etapa de
desarrollo (membrana de la céscara, albumina y vitelo, ademas de membrana
corioalantoidea y embrion). Del total de huevos desechados el 35.65 % presento6
crecimiento bacteriano. Entre los gérmenes aislados el de mayor presentacion fue:
Escherichia coli (46.34 %), Staphylococcus (31.70 %) y Alcaligenes (19.51 %). La
distribucion de gérmenes segun tincién y morfologia permitié evidenciar un 54.75 % de
bacilos Gram negativos, 11.73 % de bacilos Gram positivos y 33.50 % de cocos Gram

positivos (tablas 15, 16, 17,18).
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Bruce & Drysdale (1994), mencionaron la microbiota de los huevos de diferentes aves en
porcentaje de aislamientos (tabla 11) (pata, aves acuéticas, gallina y pava.)
encontrandose:  Enterobacterias,  Staphylococus, Micrococcus,  Streptococcus,

Enterococcus, Pseudomonanas, Acinetobacter, Bacillus, Mohos, y otros sin identificar.

Brown et al. (1996), mencionaron que la industria del avestruz en Sudéfrica (y en otros
lugares) experimenta una alta tasa de mortalidad de embriones durante la incubacién
artificial de huevos. La mayor parte de esta mortalidad tiene lugar en los Gltimos 10 a 14
dias de incubacion. Se realizaron examenes post mortem en 111 embriones que murieron
dentro de este periodo para evaluar las causas de esta mortalidad. La mala posicion y el
edema severo fueron los sintomas predominantes de los embriones muertos en el
caparazon, con un 55% de mala posicion y un 41% con edema grave. De estos, 22
embriones (24%) mostraron ambos sintomas. La mala posicién generalmente es el
resultado de un montaje incorrecto de los huevos o un giro inadecuado y el edema se
correlacion6 significativamente con la cantidad de agua perdida de los huevos, lo que a
su vez se correlaciond con el tamafio del huevo. Se encontraron miopatia, lesiones
macroscopicas de los oOrganos internos, hemorragia, infecciones bacterianas y
deformidades congénitas en menos del 10% de los pollitos examinados para estos

sintomas.

Chang et al. ( 2004a), realizaron un estudio durante la temporada de reproduccion del
2000, se monitored el éxito de eclosion y la mortalidad embrionaria de 724 huevos de
fiandd menor de 12 granjas en el norte de la Patagonia, Argentina. En donde infertilidad

promedio fue 24,5%, la mortalidad embrionaria fue 33,5%, la incubabilidad de huevos
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fértiles fue 66,5% y la mortalidad neonatal fue 57,0%. La contaminacion bacteriana fue
altay laincubabilidad de los huevos también se vio afectada por la aparicion de embriones
edematosos y malformados. No se encontraron relaciones significativas entre la pérdida
embrionaria, la duracion del almacenamiento del huevo, el peso inicial del huevo o la
pérdida de peso de los huevos eclosionados y fallidos. La baja productividad en las
granjas de fiandu menor se debe no solo a la mortalidad embrionaria, sino también a una
alta incidencia de huevos infértiles y mortalidad neonatal. La infeccidn bacteriana puede
no haber sido la causa méas importante de falla en la incubacion, lo que indica que las
deficiencias nutricionales y la endogamia pueden jugar un papel importante en la

productividad de estas granjas.

Chang (2001), realizo un informe técnico en donde se determinG los pardmetros
fisiolégicos normales y los principales problemas sanitarios de choiques o fiand( overo
(Pterocnemia pennata) durante los meses de agosto — diciembre un total de 9 granjas de
choiques enviaron huevos (infértiles y con mortalidad embrionaria) al laboratorio de
Salud Animal del INTA Bariloche, donde se recibieron 88 huevos descartados durante el
periodo de incubacion artificial para cultivo bacteriologico y analisis patoldgico, solo se
realizé analisis bacteriologico de 84 huevos (figura 34 , 35y Tabla 12) y los 4 restantes

se observo la presencia de deformaciones congénitas

Cabassi et al. ( 2004), realizaron un estudio entre enero de 2001 hasta diciembre de
2002, en donde se enviaron 543 huevos de avestruz para investigacion bacterioldgica.
Los huevos fueron puestos por 387 avestruces domesticadas que sufrian trastornos de

fertilidad y que provenian de 44 granjas ubicadas en diferentes areas del norte y centro
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de Italia. Las investigaciones microbiolégicas mostraron aislamiento bacteriano en 105
(19,3%) de 543 huevos examinados, con una alta prevalencia de enterobacterias de la
albimina y la yema. En s6lo unos pocos casos, el aislamiento bacteriano fue el resultado
de la yema o la albimina solamente. Se realizé una prueba de sensibilidad a antibi6ticos
en aislamientos mediante el método de difusion en disco de Kirby-Bauer. Siendo este el
primer informe sobre el estado microbioldgico de los huevos de granjas de avestruces

ubicadas en diferentes regiones italianas

Carbajo et al. (1997), mencionaron que los Hongos y bacterias detectados en huevos y
embriones-Foggin 1992; Deeming 1996; Brown, 1996: Bacterias (Acinetobacter spp,
Aeromonas spp, Bacillus sp, Eschericha coli, Enterobacter agglomerans, Klebsiella
pneumoniae,Moraxella spp,Nocardia spp, Pleisomonas shigelloides, pseudomonas spp,
Salmonella spp, Staphilococcus aureus, Streptococcus faecalis, Bortedella spp,
Alcaligenes spp) y hongos (Mucor spp, Scediosporum spp, Aspergillus spp, Fusarium

spp, Penicillium spp).

Deeming (1995a), investigo un lote de 320 huevos de avestruz de 9 granjas diferentes en
Zimbabwe se incubaron en una operacion de una sola etapa y se registré el destino de
cada uno, la Incubabilidad fue s6lo 37,2% vy el resultado de las altas tasas de infertilidad
y la contaminacion (22,2% y 22,8%, respectivamente); variaba entre los huevos de
diferentes granjas y la contaminacion microbiana de los huevos era un problema
importante y variado en los huevos de diferentes granjas que indican que se necesita mas

atencion, tanto en aves criador y gestion nido.
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Deeming (1996), investigo la incidencia del deterioro microbiano en tres lotes de huevos
de avestruz, uno de Africay dos de Europa, 18% y 21% de los huevos en cada lote estaban
contaminados con bacterias y hongos, en este Gltimo se encontr6 con mayor frecuencia
en los huevos que contenian embriones mas avanzados, aunque la infertilidad y el
prolongado almacenamiento reducen la eclosion, la alta incidencia de la contaminacion

microbiana se considera un problema significativo.

Ghalib et al. (2020), realizaron un estudio sobre la contaminacidn bacteriana en huevos
con la cascara rota y su contenido, un total de 50 huevos fueron colectados de los
mercados de la ciudad de Baghdad en Iraq, los resultados revelaron que la bacteria aislada
en los huevos rajados es de 46 % Yy el contenido de los huevos 44%. las bacterias mas
frecuentes fueron las especies de la familia Enterobacteriacea principalmente E. coli, (18
%) seguido de Staphylococcus que representa el 18% del total otras bacterias, Enteroccus
faecalis (6%), Enterobacter (4%) (figura 12) y en el contenido se aislé6 Pseudomonas
14%, Enterococcus faecalis (8%), Enterobacter (2%) (figura 13). Se concluye que el

consumo de los huevos con cascara rajada no deben ser usados para consumo humano.

Pereira et al. (2007), Investigaron la Penetracion de Vibrio mimicus a través de la cascara
del huevo de tortuga lora (Lepidochelys olivacea) esta investigacion consistio en
determinar la capacidad de penetracién del Vibrio mimicus a través de la cascara del
huevo. La investigacion se realizé en el Centro Nacional de Ciencia y Tecnologia de
Alimentos en el afio 2000. Se inoculé la superficie de la cascara con la bacteria y se
procedié a incubar las muestras por 72 horas a 25°C. Después de este periodo se

observaron las muestras bajo el microscopio electrénico. Los resultados obtenidos
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demuestran que el Vibrio mimicusse se reproduce en la superficie externa de la cascara
del huevo de tortuga lora, y no es capaz de penetrarla después de las 72 horas de

incubacidn a 25°C.

Carrillo & Audisio ( 2007), mencionan que el huevo al momento de la postura es esteril
Y posee pocos microorganismos, para que un microorganismo produzca alteraciones en
el huevo debe penetrar a través de los poros de la cascara hasta la membrana interna y
crecer sobre la membrana y alcanzar la clara o la yema, las bacterias asociadas con méas
frecuencia al deterioro son bacilos Gram-negativos: Pseudomona fluorescens

Acinetobacter, Moraxella, alcaligenes,Proteus,Escherichia y Serratia.

Labaque et al. (2003), realizaron un informe de los agentes bioldgicos que contaminan
los huevos de fiandu (Rhea americana) durante la incubacion artificial. La limpieza de
los huevos cuando se reciben y el periodo de almacenamiento antes de la incubacion, se
investigaron para evaluar sus efectos sobre la contaminacion microbiana y la capacidad
de eclosion. Un total de 14 bacterias (Acinetobacter sp, Aeromonas sp, Alcaligenes
sp,Bacillus sp,Cedecea sp,Citrobacter sp,Citrobacter freundii, Eschericha coli, Proteus
sp, Pseudomonas sp, Salmonella gallinarum, Serratia ficaria, Serratia marcescens,
Staphylococcus aureus ) y 4 (Alternaria sp, Aspergillus sp, Fusarium sp, Mucor sp)
especies de hongos fueron aislados dentro del huevo en el laboratorio. La contaminacién
microbiana fue mayor (24%) en huevos muy sucios que en los huevos que estaban limpias
0 sucio (16%). El éxito de eclosion fue menor (30%) para los huevos muy sucios, en
comparacion con 42% para huevos limpios o sucios. El porcentaje de contaminacion

microbiana de los huevos almacenados (10%) no difirié significativamente de los no
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almacenados (5%). Los limites extremos inferior y superior de la tasa de infeccién
estimada para huevos de fiandd (Rhea americana) incubados artificialmente eran 4% y
40%, respectivamente, siendo mas alto que en las especies de aves de corral. Se concluye
que la recogida de los huevos poco después por el que se reducird el riesgo de

contaminacién microbiana.

Loaiza et al. ( 2011), realizaron un estudio para buscar Salmonella y otras bacterias
contaminantes en huevos comerciales. Se muestrearon aleatoriamente 38 graneros
expendedores de huevos de Medellin y Area Metropolitana, a su vez se escogieron al azar
6 huevos por granero para un total de 228 huevos estudiados. A cada huevo se le
extrajeron 4 muestras, para un total de 912 muestras que se dividieron en grupos. Cada
grupo de muestras fue procesado para cultivo bacteriano y PCR para Salmonella. Como
resultado se aislaron Bacillus sp; Pseudomonas sp, Enterobacter sp, Serratia sp.,
Citrobacter sp., E. coli, Streptococcus viridans, Klebsiella sp., Staphylococcus sp.,
Aeromonas sp., Sarcinas sp., Acinetobacter sp, E. hermanii, Proteus y Stenotrophomonas

maltophilia. todos los cultivos y PCR fueron negativos para Salmonella.

Dominguez (2012), recopila informacion en su trabajo monogréafico Aspectos
microbioldgicos del huevo y sus Derivados en donde menciona: Microbiota de la
superficie de la cascara del huevo y del interior de los huevos alterados (podridos)
encontrandose los siguientes tipos de microorganismos: Micrococcus, Achromobacter,
Enterobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus, Cytophaga, Eschericha,
Favobacterium, Pseudomonas, Staphylococcus, Aeromonas, Proteus, Sarcina, Serratia,

Streptococcus.
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Sanchez (2013), determino la prevalencia de salmonelosis en huevos frescos de granjas
avicolas en la provincia de Tungurahua. En total, se seleccionaron 450 huevos de gallina,
distribuidas en 150 muestras procedentes de 50 granjas avicolas. Del total de las muestras
fueron procesadas y analizadas, se encontrd una prevalencia de Salmonella Enteritidis de
0.0133% (2/150). Estas muestras fueron confirmadas por pruebas bioquimicas y

serotipificacion.

Akbar et al. (2015), recolectaron un total de 16 huevos de diferentes granjas y mercados
para aislar la carga microbiana aerdbica total y la carga de bacterias patdgenas en su
caparazon y en su contenido. Las bacterias aerdbicas 118 se aislaron de las muestras, de
las cuales 116 provenian de céscaras de huevo y 2 de los contenidos de huevos de una
muestra de huevo individual. Las bacterias positivas de Gram (Staphylococcus) se
encontraron predominantemente presentes en la cascara de huevo. Las cascaras de huevo
también se encontraron contaminadas con bacterias patdégenas (Salmonella y Escherichia

coli).

Solis (2016), menciona que en los huevos aparece principalmente Micrococcus sp que
resiste a las condiciones de sequedad que presenta la superficie de la cascara. Otras
bacterias encontradas son: Staphylococcus sp, Pseudomonas sp, Acinetobacter sp,
Aeromonas sp, Alcaligenes sp, Escherichia coli, Salmonella sp, Enterobacter sp, Proteus

sp y Flavobacterium sp.
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Brand et al. (2017), refieren que el éxito de eclosion de huevos de avestruz es pobre (50-

60% de los huevos fértiles)

2.2.  MARCO TEORICO:

2.2.1. Suri (Rhea pennata)

El suri es el ave més grande de Peru, sin capacidad de vuelo, en contraposicion posee los
miembros posteriores muy desarrollados que le permiten desplazarse a una gran
velocidad, desarrollan velocidades de hasta 60 Km/hora; llegan a medir en total un
promedio 1,5 m. y 1m de las patas al lomo, con un peso promedio al estado adulto, de
25kg en hembras y en machos 26 Kg. (PEBLT, 2017). El Suri o “fiandl petizo” se
distribuye en el altiplano andino del Perd, Bolivia, Chile y Argentina y; se encuentra
amenazada de extincion, razén por la cual esté protegido en los paises donde se distribuye
(SERFOR, 2015). Para este estudio se trabajé con la sub especie Rhea Pennata

tarapacensis.

2.2.2. Clasificacién taxondmica

La posicion taxondmica del suri es la siguiente (PELT, 2008):

Reino: Animal
Divisién: Chordata
Subphylum: Vertebrata
Superclase: Gnathostomata
Clase: Aves
Subclase: Neornitthes
Superorden: Neognathae

Orden: Struthioniformes
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Suborden: Struthioni
Familia: Rheidae
Género: Rhea
Especie: Rhea pennata (D.S. N° 034-2004-AG).
Sinénimo: Pterocnemia pennata
Sub especies: Rhea pennata pennata d’Orbigny, 1834
Rhea Pennata tarapacensis Chubb, 1913

Rhea pennata garlepi Chubb, 1913

Figura 1. El suri (Rhea pennata).

2.2.3. Habitat del Suri

El Suri habita desiertos y arenales altoandinos de la ecorregion puna desde los 3,800
msnm hasta las mas altas cumbres; presenta una diversidad vegetal escasa con
predominancia de pajonales y bofedales. Habita la zona Altiplanica sobre los 4,000
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msnm. El habitat de esta especie pertenece a la Zona de Vida de Tundra Muy HUmeda
Alpina - Tundra Pluvial Alpina, entre los 4,500 a 5,300 msnm. Encontrandose suelos con
caracteristicas de vegetacion arbustiva especialmente de “tholas” de los géneros
Parastrephya y Baccharis, extensas zonas de pajonales del tipo Stipa ichu y Festuca
orthophyla entre otros, también se caracteriza por la presencia de bofedales.Entre las
caracteristicas del habitat del Suri, se definen dos areas de preferencia: los bofedales o
zonas humedas como areas de alimentacién, cuya composicion floristica estd dado
principalmente por los Géneros Distichia, Oenothera, Hypsela, y otros; estratos vegetales
mas altos como estepas de gramineas constituida por diversas especies, que junto con
Parastrephya, en lugares rocosos conforman &reas preferidas de anidacion de estas

aves(PELT, 2008).

2.2.4. Sistema reproductivo en la Hembra

El ovario esta situado en el abdomen, al lado izquierdo del rifion, produce 6vulos
(yemas) y hormonas sexuales como el estrogeno. Todos los 6vulos que el ave producira
estan ya presentes al empollar. Una vez maduros, los 6vulos son liberados dentro del
oviducto para ser fertilizados por los espermatozoides del macho y dar asi inicio a la
formacion del huevo. Durante la estacion de apareamiento el ovario es semejante a un
racimo de uvas. El oviducto es un 6rgano tubular, unido al ovario y a la pared
abdominal, es el que transporta la yema, produce albimina, membranas de céscara, la
cascara y la cuticula. Este 6rgano expele el huevo ya formado hacia la cloaca y de alli al
exterior. Como las gbnadas se agranda enormemente durante la estacion de

apareamiento, para acomodar la produccion de huevos (PELT, 2008).

2.2.5. Conducta reproductiva
Tanto las hembras como los machos son muy similares en apariencia. Las hembras son

un poco mas pequefias y livianas en su peso corporal. Esta especie es poligama; el macho
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es poliginico, retnen a varias hembras a las que corteja y fecunda. Las hembras son
poliandricas, ya que copulan con varios machos. En agosto comienzan los cortejos, las
bandadas comienzan a disgregarse, por lo que comienzan los enfrentamientos entre
machos para disputarse a las hembras y ver quién es el dominante, se aprecia el
incremento de la agresividad. Por lo general las hembras no emiten sonidos, solo los
machos emiten fuertes sonidos guturales, parecido al sonido del motor de camion,
Ilamado que puede oirse a gran distancia. La defensa del territorio por parte del macho
dominante es constante y no permite que ningln otro macho invada su territorio (PELT,

2008).

Una vez definido el harén se dedica al cortejo de las hembras para ello exhiben su
plumaje erecto, abriendo sus alas en abanico, se aproximan a las hembras lentamente, al
comienzo se ve una cierta indiferencia por parte de las hembras, pero luego se sientan en
sefial de aceptacion de la cdpula. EI macho se le acerca 'y la hembra se echa apoyada sobre
su vientre. La postura de huevos gemelamente comienza en septiembre, donde varias
hembras colocan sus huevos en un mismo nido, en intervalos de dos dias. Llegan a colocar
de 10 a 20 huevos por hembra, dependiendo de su madurez sexual. EI macho es el
encargado de buscar un lugar adecuado para construir el nido y realizar la incubacién que
dura alrededor de 40 dias, etapa en el que el macho disminuye su alimentacion. Los
polluelos son nidifugos, no permanecen més de dos dias en el nido, el cuidado del macho
continua en esta época, les ensefia a comer, refugiarse, protegerse del frio y de
depredadores. Hasta los seis meses son asistidos por el macho, a los 16 meses alcanzan
su tamafio definitivo y a los dos o tres afios llegan a la madurez sexual. Pasada la época
reproductiva, los individuos se retnen formando una gran tropilla, no existiendo rivalidad

entre los machos (PELT, 2008).
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Porcentaje de mortalidad

12 huevos
Promedio de Huevos fértiles: Eclosin:50% Polluelos: 50% Juveniles: 20% Adultos: 10%
huevos pornido 60% —

Figura 2. Indicadores de reproduccion en el centro de rescate. (PELT, 2017).
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Figura 3. Macho realizando la incubacion y una hembra buscando dejar sus huevos.

2.2.6. Huevo

El huevo de gallina esta formado por un 9.5% de cascara, 63% de claray 27.5% de yema
la cascara posee muchos poros y esta constituido por carbonato de calcio y la recubre una
cuticula que es una barrera importante contra la invasién bacteriana siendo esta la
reguladora de gases, dos pares de membranas separan la clara de la cascara y la otra se
encarga de rodear a la yema, posee una camara de aire localizada en la parte ancha del

huevo (Carrillo & Audisio, 2007).
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El huevo de avestruz tiene un peso 1.300 y 1700 gramos y sus dimensiones son 13 x 16
cm poseyendo una coloracion de crema a beige, pueden llegar a pesar de 1kg a més de
2kg. El espesor de la cascara es de 2mm de grosor y representa el 15 al 20% del total del
peso del huevo aproximadamente unos 300g, el otro 25% corresponde a la yema o vitelo
con aproximadamente 400g y el 55% restante del albumen o clara es de 800g, el huevo

de avestruz es equivalente a 24 huevos de gallina (Carbajo et al 1997).

Los huevos de suri presentan una coloracion amarillo verdusco con algunos puntos
oscuros el tamafio es 12 a 15 cm de largo, posen un didmetro que va de 7 a 8 cm, su peso
es variable de 400g a 680g. Siendo 10 veces mas grande que el huevo de una gallina

(PEBLT, 2017). (Figura, 4).

Figura 4. Huevo de suri indicando sus partes. Laboratorio de Microbiologia de los

Alimentos de la Universidad Nacional del Altiplano (enero 2019).

2.2.7. Estructuras Internas del Huevo
El huevo de avestruz posee diferentes partes internas empezando por la membrana
testacea interna, albumen acuoso, albumen denso, yema con un disco germinal, ademas

también podemos encontrar la chalaza y la cdmara de aire (Carbajo et al 1997). (Figura,
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5). Ademaés, cuando el huevo es fecundado podemos encontrar la formacion del embrion,

saco vitelino, membrana corioalantoidea (Figura 6).

Membrana testdcea  Disco qerminal
externay cascara /.

Chalaza

Membrana
testacea
interna

Albumen acuoso

Albumen denso

Figura 5. Esquema del Huevo de Avestruz (Carbajo et al. 1997).

Allantois Embryo

Shell

Shell
membrane

Amnion

Chorion

+— Yolk sac

(@) (b)

Figura 6. (a) Partes internas del huevo con formacion de embrién (Allan Larson et al
2009) (b) Embridn de suri (Rhea pennata). Laboratorio de Microbiologia de los
Alimentos de la Universidad Nacional del Altiplano (enero 2019).

2.2.8. Calidad microbiologica del huevo
- Calidad microbioldgica
El criterio microbioldgico para un alimento define la aceptabilidad de un producto (o un

lote) de un alimento, basada en la ausencia o presencia, o en la cantidad de
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microorganismos, por unidad de masa, volumen, superficie o lote (MINSA/DIGESA,

2008).

- Norma microbiolégica

Los criterios microbiol6gicos de calidad sanitaria e inocuidad estan sujetos a lo expresado
en la Norma Técnica de Salud N° 071 — MINSA/DIGESA-V.01 del 2008 (Norma
Sanitaria que establece los Criterios Microbioldgicos de Calidad Sanitaria e Inocuidad

para los Alimentos y Bebidas de Consumo Humano).

Tabla 1. Huevos y ovoproductos

Huevos con céscara

Limite por g o ml

Agente microbiano Categoria | Clase [ n | ¢ o M
Aerobios mesofilos 2 3 5|2 10 102

10 2 |s5|o|Ausencial25 |
Salmonella spp. gomL

Huevo (clara y/o yema) y ovo productos pasteurizados, liquidos, congelado y/o
deshidratado.

Aerobios mesofilos 2 3(5|2]|5x10* 108
Mohos 2 3152 10 | 102
coliformes 5 3(5]2 10 | 107
10 2|5 |o|Ausencia2s |
Salmonella spp. gomL

Nota: Grado de riesgo de los microorganismos (categoria), no se tolera a cierto
microorganismo (clase 2), se tolera cierta cantidad (clase 3), muestras al azar (n), nimero
méaximo de muestras rechazables (c), limite minimo permisible (m) y limite maximo
permisible (M). Fuente: (MINSA/DIGESA, 2008)

2.2.9. Bacterias aerobias mesofilos
Conjunto de microrganismos capaces de desarrollarse a temperaturas que oscilan entre
30°C a 37°C. El recuento de aerobios mesotfilos estima la microflora total sin especificar

tipos de microorganismos (ICMSF, 2000).
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Recuentos altos, en alimentos estables, a menudo indican materias primas contaminadas
0 tratamientos no satisfactorios desde el punto de vista sanitario, mientras que, en los
productos perecederos, pueden indicar también condiciones inadecuadas de tiempo y

temperatura durante su almacenamiento (ICMSF, 2000).

Los recuentos de mesofilos aerobios en placa son Gtiles para determinar la potabilidad de
un agua, lo usual es que el agua de buena calidad para consumo humano tenga cuentas

bajas <100 UFC por mililitro (Castafieda Briones, 2013).

2.2.10. Aspectos generales sobre Recuento microorganismos Mesofilos

El objetivo de realizar este andlisis es conocer el niUmero de microorganismos aerobios
mesofilos (RAM) que contiene un alimento, este método es uno de los indicadores
microbiologicos de calidad mas utilizado y se aplica a todos los alimentos con excepcion
de los productos fermentados 0 madurados tales como queso, ciertos tipos de embutidos,

yogur, etc.(Pinto, 2017)
Los resultados de este analisis permiten:

o Verificar efectividad de los procedimientos de limpieza y desinfeccion.

e Determinar si las temperaturas aplicadas en los procesos fueron las adecuadas.

e Determinar el origen de la contaminacion durante los procesos de elaboracion de
los alimentos.

e Verificar condiciones dptimas de almacenamiento y transporte.

e Obtener informacion acerca de la vida util de los alimentos.

e Indicar alteracion incipiente en ciertos alimentos.

2.2.11. Vias que producen contaminacion en el huevo
La contaminacién microbiana del huevo puede producirse por dos vias (Bruce &
Drysdale, 1994):
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e Transmisién vertical, transovarica u oviductal: Contaminacién del albumen y/o
membrana vitelina y/o la yema por microorganismos que se encuentran en el

ovario de la gallina o durante su paso por el oviducto.

e Trasmision horizontal o transcascarida: contaminacion posterior a la puesta, cuya
causa suele ser ambiental. Esta via supone la contaminacion inicial de la superficie
del huevo, seguida de la penetraciéon subsiguiente del microorganismo en el

albumen o en algunos casos directamente en la yema.

2.2.12. Bacterias

Las bacterias agrupan el mayor nimero de especies patogenas para los seres humanos.
Son organismos unicelulares que contienen DNA y RNA, pero no estan diferenciadas en
nucleo y citoplasma; se reproducen por fision binaria (Koneman et al., 2008). EIl tamafio
de las bacterias es alrededor de 0.1 y 5 um 0 maés de longitud. Compuestas por ADN y
ARN, aungue la informacidn genética no esta organizada dentro del nucleo (procarionte)
(Mendo, 2003). las bacterias poseen una estructura relativamente simple ya que son
microorganismos procariotas, es decir unos microrganismos unicelulares sencillos, sin
membrana nuclear, mitocondrias, aparato de Golgi ni reticulo endoplasmatico y se
reproducen por division asexual. La pared celular que rodea a las bacterias es compleja,
y existen dos formas basicas una pared celular grampositiva con una gruesa capa de
péptidoglucano y una pared celular gramnegativa con una delgada capa de

peptidoglucano, asi como una membrana externa (Murray et al., 2009).

2.2.13. Formay Tamafo Bacteriano

= [Forma:
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Béasicamente las bacterias presentan tres formas: esféricas, cilindricas y helicoidales.
Dentro de las esféricas podemos encontrar las redondas (estafilococos), ovoides
(estreptococos), lanceoladas (neumococo), reniformes (neiserias) y segun su orientacion
de division y su rapidez en separase; diplococos, estreptococos, estafilococos, tétradas y
sarcinas. Dentro de las cilindricas (bacilos), podemos encontrar rectas (enterobacterias),
incurvadas (vibrion colérico), ramificadas (actinomices), y por otro lado los bacilos por
dividirse por fision binaria transversal mediante un plano perpendicular al eje mayor
como los diplobacilos, estreptobacilos, empalizadas o en L, V o letras chinas. Ademas,
encontramos las helicoidales que presentan una sola incurvacion o con varias

incurvaciones (Mendo, 2003).

Segun su morfologia las bacterias tienen cuatro morfologias basicas: células esféricas o
cocos; células en forma de bastones o bacilos; celulas en forma de espiral o espirilos; y
células en forma de coma o vibrios (Koneman et al., 2008).varios grupos de bacterias
pueden ser inmediatamente reconocidos gracias a sus formas peculiares. Por ejemplo, las
espiroquetas, que son bacterias con forma de sacacorchos y las bacterias con apéndices,
que presentan protuberancias celulares en forma de largos tubos o tallos o las bacterias
filamentosas que forman células largas y delgadas o cadenas de células (M. Madigan et
al., 2004). La tincion Gram es una técnica diferencial que divide a la mayoria de las

bacterias en dos grupos bacterias grampositivas y gramnegativas. (Koneman et al., 2008).

=  Tamafio:

Las bacterias tienen un tamafio entre 0.2-2 um de diametro y 1- 6 pm de longitud

(Koneman et al., 2008). Las bacterias suelen medirse en micrometros. Como término
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medio, un coco suele tener 1 um de didmetro, los bacilos oscilan entre 1-5 y 6-8 um de

longitud y las espiroquetas entre 10 y 15 pm (Mendo, 2003).

Cocos Bacilos Espirilos

o -
0° NS¢

cocos

hockos N~~~
=

&/ espiroqueta

diplococos CA&,

diplobacilos
estretptococos C_'_::Q::r- —
S estreptobacilos vibriones
QO o'Q‘
QO (O
tétradas carcinas “
cocobacilos

estafilococos

Figura 7. Diferentes formas y Tamarios de bacterias (Castafieda Briones, 2013).

2.2.14. Bacterias Grampositivas

Poseen una pared celular que es una capa gruesa y homogénea y el peptidoglicano tiene
un grosor de 10 a 20 nm. En algunas bacterias como el Streptecoccus pyogenes del grupo
A, se encuentran proteinas y polisacéridos y recubren al glucopeptido, formando un
polisacarido grupo-especifico (polisacarido C), que aparece recubierto as su vez por una
proteina (proteina M) tipo-especifico, se suele encontrar, aunque solamente en las
bacterias grampositivas, acidos teitoicos que parecen que intervienen en el mantenimiento

de la integridad de la pared celular y son lugares de recepcion de fagos, y su importancia
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es tal que pequefias modificaciones estructurales alteran tanto el patrimonio antigénico de

la bacteria como su suceptibilidad a la lisis fagica (Mendo, 2003).

La mayor parte de las paredes celulares de las bacterias grampositiva contienen
cantidades considerables de acidos teicoico y teicuronico, los cuales constituyen hasta el
50% del peso seco de la pared y 10 % del peso seco de la totalidad de la célula, algunas
paredes de las bacterias grampositivas pueden contener moléculas de

polisacaridos.(Carroll et al., 2016).

Una bacteria grampositiva posee una pared celular gruesa que consta de varias capas y
estd formada principalmente por peptidoglucano que rodea la membrana citoplasmica. El
peptidoglucano es un exoesqueleto en forma de malla con una funcion semejante a la del
exoesqueleto de los insectos. Sin embargo, a diferencia de esta Ultima estructura, el
peptidoglucano de la célula es lo suficientemente poroso como para permitir la difusion
de los metabolitos a la membrana plasmatica. El peptidoglucano es un elemento clave
para la estructura, la replicacion y la supervivencia de las células en las condiciones
normalmente hostiles en las que proliferan las bacterias. ElI peptidoglucano puede
degradarse mediante el tratamiento con lisozima. Esta enzima es capaz de degradar el
esqueleto de glucano del peptidoglucano. Sin el peptidoglucano, la bacteria sucumbe a
las grandes diferencias de presion osmatica existentes a uno y a otro lado de la membrana

citoplasmatica y experimenta un fenomeno de lisis (Murray et al., 2009).

2.2.15. Bacterias Gramnegativas

Las paredes celulares gramnegativas son mas complejas tanto desde el punto de vista
estructural como quimico. Desde el punto de vista estructural, una pared celular
gramnegativas contiene dos capas situadas en el exterior de la membrana citoplasmica.

Inmediatamente por fuera de la membrana citoplasmica se encuentra una delgada capa de
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peptidoglucano que representa tan sélo un 5% a 10% del peso de la pared celular.
Ademas, la pared celular gramnegativas no contiene acidos teicoicos ni lipoteicoicos. En
la parte externa de la capa de peptidoglucano se halla la membrana externa, la cual es
exclusiva de las bacterias gramnegativas. La zona comprendida entre la superficie externa
de la membrana citoplasmatica y la superficie interna de la membrana externa se conoce
como espacio periplasmico. Este espacio es un compartimento que contiene diversas
enzimas hidroliticas importantes para la degradacion y metabolizacion por la célula de
las macromoléculas de gran tamafio. Habitualmente, estas enzimas son proteasas,
fosfatasas, lipasas, nucleasas y enzimas metabolizadoras de carbohidratos. En el caso de
las especies bacterianas gramnegativas patdgenas, muchos de los factores de virulencia
liticos (p. €j., colagenasas, hialuronidasas, proteasas y b-lactamasa) se encuentran en el
espacio periplasmico. La pared celular de los gramnegativos esta atravesada también por
distintos sistemas de transporte, que incluyen los dispositivos de secrecion de tipos 1, 11,
I, IV y V. Estos sistemas de transporte aportan mecanismos para la captacion y

liberacion de distintos metabolitos y otros compuestos (Murray et al., 2009).

Ademas, el peptidoglicano es solo una pequefia porcién de la pared en la que predominan
las proteinas, fosfolipidos y lipopolisacaridos que se unen formando otras capas (Mendo,
2003). La estructura de la pared celular bacteriana tiene importancia practica y directa
para los microbidlogos porque su tipo es una gran parte responsable de la reaccion de

tincion de Gram (Koneman et al., 2008).
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Figura 8. Esquema general de un corte transversal de una célula bacteriana. Lado

izquierdo grampositiva, lado derecho gramnegativa (Murray et al., 2009).

2.2.16. Aislamiento de Bacterias

Permite la separacion de los microorganismos al estado de pureza a partir de una muestra
problema. Se requiere un medio solido con gran superficie para que los microorganismos
al ser diseminados sobre el medio, generen su progenie (cepa) por formacion de colonias
separadas. Si se aislan especies distintas, cada colonia tendra caracteres especiales, la
morfologia bacteriana serd también distintiva. Existen tres tipos de aislamiento (Mendo,

2003):
= Aislamiento por Estrias

La placa de estrias se utiliza fundamentalmente para aislar cultivos puros de muestras que
contienen flora mixta. En este aislamiento podemos estudiar la morfologia y la coloracion
de colonias, susceptibilidad a los antibidticos, es muy importante para el diagnéstico y la
identificacion. Las superficies de agar deben ser suaves y himedas, pero sin exceso de
humedad todo este proceso se debe realizar cerca de un mechero para evitar la

contaminacion.
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= Aislamiento por diseminacion

Se realiza mediante la pipeta Pasteur estéril se toma una minima cantidad de inoculo. El
dedo indice de la mano derecha debe cubrir la abertura superior, para evitar se vacie el
contenido, el inoculo es depositado en el margen de agar, con la varilla horizontal de la
espatula de Digralsky o alambre doblado de asa, se distribuye el inoculo por toda la
superficie del medio, evitando pasar dos veces por el mismo plano, la tapa de la placa

debe levantarse solo lo necesario para evitar la contaminacion.

= Aislamiento por difusion

Esta técnica se aplica de preferencia para anélisis cuantitativos bacterianos. Por ejemplo,
para conocer el N° de microorganismos por mililitro de muestra en agua, leche y
alimentos. Para preparar las diluciones basicas puede usarse agua amortiguada

esterilizada, solucion esterilizada de NaCl al 0.85% o medio de cultivo esterilizado.

2.2.17. Medios de cultivo

Los medios de cultivo son las soluciones nutritivas que se usan en el laboratorio para el
cultivo de los microorganismos. En microbiologia se usan dos tipos generales de medios
de cultivo: los quimicamente definidos y los complejos. Los medios definidos se preparan
afiadiendo cantidades precisas de compuestos organicos o inorganicos purificados a un
volumen en agua destilada, donde se sabe la composicion quimica exacta de un medio
definido. Los medios complejos pueden ser entonces adecuados e incluso ventajosos por
varias razones. Los medios complejos emplean hidrolizados de caseina, carne roja, soya,
levaduras u otras sustancias nutritivas (M. Madigan et al., 2004).la técnica y medios de
cultivo utilizado dependen de la naturaleza de la investigacion en donde podemos
encontrar tres situaciones: en donde sea necesario cultivar un grupo de células de una

especie en particular que se encuentren a la mano; puede ser necesario establecer el
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numero y tipo de microorganismo presente en un material dado, o podria desearse el
aislamiento de un tipo particular de microorganismo a partir de la fuente natural (Carroll

et al., 2016). Los medios de cultivo se clasifican (Mendo, 2003):

= Por su origen (medios sintéticos o definidos, medios complejos o indefinidos
Ilamados naturales).

= por su consistencia (medios liquidos Ilamados caldos y medios solidos los cuales
contiene agar).

= Por su composicién (medios semisolidos, medios enriquecidos, medios de
enriquecimiento, medios selectivos en los cuales encontramos los medios de
identificacion o diferenciales que son aquellos que permiten distinguir a simple
vista dos 0 mas tipos de bacterias en funcion de su distinto comportamiento
respecto de algin nutriente del medio que se traduce en un viraje de color de una
sustancia indicadora presente en el medio (medios diferenciales Unicos o simples,

por ejemplo: agua peptona da, medios de cultivo combinados, por ejemplo: TSI.).

La interpretacion de los cultivos primarios después de 24 a 48 horas de incubacion
requiere una habilidad considerable a partir de la observacion inicial el microbidlogo debe
determinar la naturaleza de las colonias aisladas y decidir si requieren de otros
procedimientos. Los pardmetros relevantes son las caracteristicas y el numero relativo de
cada tipo de colonia que se aislé en el cultivo de agar; la pureza, la reaccion Gram y la
morfologia de las bacterias en cada tipo de colonia; y los cambios en los medios, los
cuales reflejan la actividad metabdlica de las bacterias en las colonias adyacentes.

(Koneman et al., 2008).
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2.2.18. Estafilococos

Los estafilococos son células esféricas grampositivas por lo general dispuestas en racimos
irregulares parecidos a las uvas se desarrollan en muchos tipos de medios y tienen
actividad metabdlica, fermentan carbohidratos y producen pigmentos que van desde el
color blanco hasta un amarillo intenso (Carroll et al., 2016). EI nombre del género
Staphylococcus se refiere a que las células de estos cocos se desarrollan en un patron que
recuerda a un racimo de uvas, sin embargo, los microorganismos presentes en muestras
clinicas aparecen como células aisladas, en pares o en cadenas cortas. La mayor parte de
los estafilococos tiene un diametro de entre 0,5y 1 um y son anaerobios facultativos (es
decir, crecen aerobia y anaerobiamente) inmoviles capaces de crecer en un medio con una
elevada concentracion de sal (p. ej., cloruro sodico al 10%) y a temperaturas de 18-40 °C.
Las colonias de S. aureus son doradas como consecuencia de los pigmentos carotenoides
que se forman durante su crecimiento y que dan el nombre a la especie. Es la Gnica especie
presente en las personas que produce la enzima coagulasa. Cuando se suspende una
colonia de S. aureus en un tubo con plasma, la coagulasa se une a un factor sérico y el
complejo convierte el fibrindgeno en fibrina, lo que da lugar a un codgulo. Dado que las
restantes especies estafilococicas carecen de la capacidad de producir coagulasa (Murray

et al., 2009).

» Clasificacion Taxonémica de Staphylococcus aureus segin el manual de Bergey

segunda edicion (Koneman et al., 2008):

Dominio: Bacteria
Filo: Firmicutes
Clase: Bacilli
Orden: Bacillales
Familia: Staphylococcaceae
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Género: Staphylococcus
Especie: Staphylococcus aureus

2.2.19. Bacilos Grampositivos

El género Bacillus comprende grandes bacilos aerobios grampositivos que se organizan
en cadenas. La mayor parte de los miembros es saprofita y vive en la tierra, agua, aire y
en la vegetacion, como Bacillus cereus y Bacillus subtilis. Algunos son patégenos para
los insectos. Bacillus cereus puede crecer en los alimentos y producir una endotoxina o
una toxina emética que genera intoxicacion alimentaria. (Jawetz, et al., 2012). los bacillus
son catalasa positiva y facultativos caracterizados por la capacidad de formar esporas en
condiciones aerobias. Suelen crecer bien en agar sangre, miden 1 x 3 a 4 pm, poseen
extremos cuadrados y se disponen en formas de cadenas largas; las esporas se ubican en
el centro de bacilo movil (Koneman et al., 2008). Varias especies producen antibiéticos

(Tortora et al., 2007).

= Clasificacion Taxonomica de Bacillus sp segun el manual de Bergey segunda

edicion (Koneman et al., 2008).

Dominio: Bacteria
Filo: Firmicutes
Clase: Bacilli
Orden: Bacillales
Familia: Bacillaceae

Género:  Bacillus

Especie: Bacillus sp
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2.2.20. Bacilos Gramnegativos

La familia Enterobacteriaceae es un grupo heterogéneo y extenso de bacilos
gramnegativos cuyo hébitat natural es el intestino del ser humano y de los animales. La
familia comprende muchos géneros (Escherichia, Shigella, Salmonella, Enterobacter,
Klebsiella, Serratia, Proteus y otros mas). Algunos microorganismos entéricos como
Escherichia coli son parte de la microbiota normal y en contadas ocasiones originan
enfermedades, pero otros como las salmonelas y las shigelas siempre son patdgenos para
los seres humanos. La familia Enterobacteriaceae son bacilos anaerobios o aerobios
facultativos, fermentan una amplia gama de hidratos de carbono, poseen una estructura
antigénica compleja y producen diversas toxinas y otros factores de virulencia (Carroll et

al., 2016).

Eschericha coli suele producir pruebas con positividad para indol, lisina descarboxilasa
y fermentacion de manitol y produce gas a partir de glucosa. Produce hemdlisis en agar
sangre, su morfologia de colonia caracteristica con un “brillo” iridiscente en medios
diferenciales como agar EMB y una prueba de indol positivas. Méas de 90% de las cepas
de E. coli tiene positividad para glucuronidasa B si se utiliza el sustrato 4-
metilumbeliferil- B-glucurénido (MUG). La prueba de la oxidasa es negativa a menudo
se pueden confirmar como E. coli con una prueba de MUG positiva (Koneman et al.,

2008).

= Clasificacion Taxonémica de Eschericha coli seguin el manual de Bergey segunda

edicion (Koneman et al., 2008).

Dominio: Bacteria
Filo: Proteobacteria
Clase: Gamamaproteobacteria
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Orden: Enterobacteriales
Familia: Enterobacteriaceae
Género: Eschericha

Especie:  Eschericha coli

Salmonella son bacilos madviles que de manera caracteristica fermenta la glucosa y
manosa sin producir gas, pero no fermentan lactosa ni sacarosa, la mayor parte de las
salmonelas producen H2S. a menudo son patégenas para el ser humano o los animales

cuando se ingieren(Carroll et al., 2016).

= Clasificacion Taxonomica de Salmonella sp segun el manual de Bergey segunda

edicion (Koneman et al., 2008)

Dominio: Bacteria
Filo: Proteobacteria
Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Enterobacterales
Familia: Enterobacteriaceae
Género: Salmonella

Especie: salmonella sp

Las pseudomonas tienen una amplia distribucion en el suelo y el agua. Pseudomonas
aeruginosa a veces coloniza al ser humano y es el principal microorganismo patégeno
humano de las pseudomonas; es invasora y toxigena, produce infecciones en pacientes
con defensas alteradas y es un microorganismo patdgeno importante en los hospitales

(Carroll et al., 2016).
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= Clasificacion Taxonomica de pseudomona sp segun el manual de Bergey segunda

edicion (Koneman et al., 2008)

Dominio: Bacteria
Filo: Proteobacteria
Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Pseudomonadales
Familia: Pseudomonadacea
Género: Pseudomonas

Especie: Pseudomona sp
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CAPITULO I
MATERIALES Y METODOS

3.1 ZONADE ESTUDIO

El estudio se llevo a cabo en el Pert en la Region de Puno, Provincia del Collao, Distrito
de Capazo, Centro Poblado de Tupala, Centro de Rescate del Suri del PEBLT, mddulo
Chapuco, zona alto andina, ecorregion puna, altitud 4354 msnm, coordenadas UTM
WGS84 (Este 436 801 m Norte 8 118 384 m) y cuenta con un area de 230,12 hectareas,
el territorio se caracteriza por poseer especies tholares, el ichu y otros pastos propios de
la puna seca y cuenta con algunos espacios de bofedales. ademas, cuenta con manantiales
permanentes cuya calidad es apta para consumo de animales. Las muestras fueron
procesadas en el Laboratorio de Microbiologia de los Alimentos del Programa
Académico de Microbiologia y laboratorio clinico de la escuela profesional de Biologia
de la Universidad Nacional del Altiplano — Puno, ubicado al sureste del centro de la

ciudad.

Figura 9. Mapa de ubicacién de la zona de estudio (PELT, 2008).
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3.2 TIPO Y NIVEL DE INVESTIGACION

Se realiz6 un estudio de tipo descriptivo analitico, de nivel aplicativo, debido a que
miden o evallan y analizan diversos aspectos a investigar y en este caso se analiza la
carga bacteriana presente en diferentes estructuras internas de 38 huevos desechados
durante el periodo de incubacion natural en semi cautiverio de Rhea pennata y se relne
informacion sobre el tipo de bacterias aisladas e identifican en diferentes estructuras
internas del huevo de suri para conocer que bacterias son mas frecuentes y posibles

causantes de contaminacion bacteriana.

3.3 METODOLOGIA

3.3.1.1 Cuantificacion de la carga bacteriana presente en diferentes estructuras
internas de los huevos desechados durante el periodo de incubacion natural
en semi cautiverio de Rhea pennata.

a. Frecuencia y Muestreo

Considerando la naturaleza restringida del tamafio de la poblacion de estudio, la muestra
fue no probabilistica, utilizando la técnica de muestreo por conveniencia que
corresponden a 38 huevos desechados durante el periodo de incubacion natural en semi
cautiverio de Rhea pennata del Centro de Rescate del Suri del PEBLT, durante el mes de

diciembre del 2018 y en los meses de enero a mayo del 2019.

b. Descripcion detallada de los equipos y materiales
= Los equipos utilizados en este objetivo fueron Autoclave, Incubadora, Balanza
analitica, Destilador de agua, cocinilla eléctrica, contador de colonias, licuadora.
= Medios de cultivo e insumos que se utilizd. Agar Plate Count, agua tamponada

con fosfato, agua destilada.
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= Material Biologico utilizado en este objetivo fueron los huevos de suri (Rhea
pennata) desechados, sangre de conejo y plasma.

= Materiales de laboratorio utilizados en este objetivo fueron pipeta, papel aluminio,
cristaleria (Erlenmeyesr, Matraces, beakers), Cajas Petri, tubos de ensayo,

probetas, pipetas, gradillas, mechero.
Numeracién de microorganismos aerobios mesofilos viables

Metodo: Recuento estandar en placas o recuento en placa “por siembra en

profundidad

Para cuantificar la carga bacteriana, las muestras fueron llevadas al Laboratorio de
Microbiologia de los Alimentos de la Universidad Nacional del Altiplano, en donde se
procedié a analizar cada una de las muestras. Para ello, se esterilizo el material de vidrio
y metal utilizando en el Autoclave Marca Binder color plomo y para superficies legia
comercial al 5%, los huevos fueron desinfectados por fuera con povidona yodada al 10%
para eliminar bacterias externas, posteriormente se rompid los huevos con un estilete
estéril y se apertura el huevo con ayuda de unas pinzas, seguidamente se realizo
diluciones seriadas de cada una de las partes de las estructuras internas del huevo
mediante la técnica de dilucion de muestras de alimentos recomendada por el
International Standard Organizacion (ISO)(Mendo, 2003), se tom6 10ml de muestra en
las partes liquidas del huevo( clara'y yema) y en el caso de muestra solidas (membranas
y embrion) se tomo6 10g de muestra, se afiadio un volumen diluyente igual a 9 veces la
muestra (90ml) para obtener la primera dilucion, en caso de las muestras solidas se colocd
10g de muestra en 90ml de agua destilada estéril ,mediante el uso de una licuadora marca

Oster se homogeniza la muestra, de la muestra inicial y con la ayuda de una pipeta se
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trasfiere 1ml a otro tubo que contiene 9ml de diluyente, luego mesclar con una nueva

pipeta 1mly asi sucesivamente hasta lograr la dilucion deseada.( Figura 10).

MUESTRA
ﬁ 90 ml diluyente

10g iml iml iml iml

ﬁ 9ml diluyente

dilucién 1071 102 103 10+ | ——

Figura 10. Representacion esquematica de la técnica (Mendo, 2003).

Una vez obtenida las diluciones deseadas de acuerdo a la técnica anteriormente
mencionada se pipeted por triplicado a las placas Petri estériles, una alicuota de 1ml a
partir de la dilucion 10,102 ,103,10%,10° ,10°® de muestra por cada placa Petri (figura
14). Se sugiere esta serie de diluciones si no se conoce el rango aproximado del niUmero
de bacterias, se agrego rapidamente a las placas Petri 15 ml de agar Plate count (Figura
11), para el control de esterilidad, se adiciono una placa Petri agar sin inocular y agar
inoculado, las placas fueron llevadas e incubadas a 29-31 °C durante 48 horas, luego de
este periodo de tiempo se realizd el conteo de colonias, se selecciond 2 placas
correspondientes a una dilucién que contenga entre 30 y 300 colonias (figura 15), las
placas de todas las diluciones que mostraron mas de 300 colonias se las dividié a cada
duplicado de placas de la dilucién mas alta en secciones radiales convenientes (2,4,8) y

se conto todas las colonias en una o mas secciones, se multiplico el total de cada caso por
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el factor apropiado para obtener el nimero de colonias por toda la placa (figura 16). Para

calcular el namero de unidades formadoras de colonia se utilizo la siguiente formula:

UFC/ml o UFC/g = N° de colonias por placa x el factor de dilucion

ml de la muestra sembrada

im 1mi iml
Y \( V W
9 mi de mj n g
Muestra pafa 1710 1/100 110° 110 1110° 1110°
contar mr') (104) uO‘) uo") uo 4

Muestras de 1 ml l

CQOQOO

Demasiadas colonias colodas colonias coloruas ooloruas

!

150 x 10° = 1.50 x 10°
Contaje Factor Celulas (unidades
de formadoras de colonias)
dlucsdn por mililro de la
muestra onginal

Figura 11. Diluciones seriadas de la muestra y método de siembra en placa.
(M. T. Madigan & Clark, 2009)

c. Variables que se Analizan

En este objetivo las variables fueron: variable dependiente el cual es el nimero de UFC

en placay la independiente fueron las partes de la estructura interna del huevo desechado
d. Prueba estadistica

Para el andlisis de los datos se utiliz6 el software libre Lenguaje R. El cual realizo el
analisis de varianza (ANOVA) y prueba de rango mdultiple de Duncan con un 95% de
confianza, para determinar si existe diferencia significativa de la carga bacteriana entre
las diferentes estructuras internas del huevo del suri (Membrana de la cascara, Albimina,
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Vitelo, Membrana corioalantoidea y Embrion). Se utiliz6 un disefio muestral no
probabilistico, que es un muestreo por conveniencia, considerando la naturaleza
restringida del tamafio de poblacion de estudio. Los tratamientos fueron cinco con tres

repeticiones para cada tratamiento de 38 huevos desechados de suri.

3.3.1.2 Aislar e identificar bacterias presentes en diferentes estructuras internas
(Membrana de la cascara, Albumina, Vitelo, Membrana corioalantoidea y
Embrion) de los huevos desechados durante el periodo de incubacion

natural en semicautiverio de Rhea pennata.

a. Frecuenciay muestreo

Considerando la naturaleza restringida del tamafo de la poblacion de estudio, La muestra
fue no probabilistica, utilizando la técnica de muestreo por conveniencia que
corresponden a 38 huevos desechados durante el periodo de incubacion natural en semi
cautiverio de Rhea pennata del Centro de Rescate del Suri del PEBLT durante el mes de

diciembre del 2018 y en los meses de enero a mayo del 2019.

b. Descripcion detallada de los equipos y Materiales

= Los equipos utilizados en este objetivo fueron Autoclave, Incubadora, Balanza
analitica, Destilador de agua, microscopio bioldgico Optico, cocinilla eléctrica,
licuadora, centrifuga

= Medios de cultivo utilizados en este objetivo fueron Agar EMB (Agar Eosina Azul
de Metileno), Agar Sangre, Agar Manitol Salado, Agar Phenylalanina

»= Medios bioquimicos utilizados en este objetivo fueron TSI (Agar hierro tres
Azucares), LIA (Agar Lisina Hierro), Citrato de Simmons, Agua de Triptona,

Medio SIM (medio Sulfuro, Indol y Movilidad), Urea Agar Base (Christensen).
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= Material Bioldgico utilizado en este objetivo fueron los huevos de suri (Rhea
pennata) desechados y sangre de conejo y plasma.

= Reactivos y pruebas utilizadas en este objetivo fueron Reactivo kovacs, Agua
destilada, Rojo de metilo, Aceite de inmersion, Bateria Gram (Cristal violeta,
Lugol, Acetona, Safranina), prueba de oxidasa, peréxido de hidrogeno, Povidona
yodada al 10%, Agua destilada, agua tamponada con fosfato.

= Materiales de laboratorio utilizados en este objetivo fueron pipeta, papel aluminio,
cristaleria (Erlenmeyesr, Matraces, beakers), Cajas Petri, tubos de ensayo,
probetas, pipetas, gradillas, mechero, espatula Digralsky. Placas Petri, Laminas
porta objetos, Algodon, Asas de Kolle, pinza, estilete, mechero, papel kraff,

pavilo, guantes desechables, gasa, recipientes estériles, jeringas.
Aislamiento e identificacion de bacterias en huevos desechados de suri

Metodo: Para aislar e identificar bacterias en huevos desechados de suri se procedié en

tres etapas:

= Primera etapa: las muestras de las diferentes estructuras internas del huevo de las
diluciones tomadas para el conteo de UFC de la ultima dilucién fueron inoculadas en
dos medios de cultivo Agar sangre y Agar EMB (Koneman et al., 2008) (figura 14),
mediante el método de siembra en extensidn, en las placas se agregaron con una pipeta
graduada un 1ml de la muestra y con ayuda de una espatula Digralsky se disemina el
inoculo, luego fueron llevados a la incubadora por 72 horas a 37 °C.

= Segunda etapa: las placas que presentaron crecimiento positivo de colonias se les
realizo un marcado de las colonias por la parte posterior con un plumén indeleble
marca FABER -CASTELL (figura 15), y se les realizo la coloracion Gram a cada una

de ella. Estas se dividieron en dos grupos Gram - negativas y Gram — positivos de

56

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
.|



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

acuerdo a estos resultados se les realizo test bioquimicos y cultivo en medios

selectivos (Koneman et al., 2008).
Método de Tincion Gram

Fundamento: Cuando las bacterias se tifien con el complejo colorante basico-mordiente,
este queda atrapado en las bacterias grampositivas y no puede ser arrastrado por el
decolorante a causa de la naturaleza fisico-quimica de su pared. Por el contrario, en las
gramnegativas es arrastrado debido a su alto contenido lipidico (Mendo, 2003) (figura
16). Se realizo la toma de muestra de las colonias representativas de cada una de las placas
con una Asa de kolle. Se preparé en una ldmina porta objeto limpio y libre de grasa una
gota de solucién salina para disolver la colonia, se deja secar al aire, para luego fijar la
lamina por el mechero una o tres veces., una vez fijada la lamina se procedi6 con los

siguientes pasos para realizar la coloracion Gram de cada lamina:

1. Se colocé una cantidad suficiente de cristal violeta sobre la muestra, como para
lograr cubrirla por completo. Se dejo actuar al colorante por 1 minuto.

2. Al transcurrir el minuto, se enjuago la lamina conteniendo la muestra con agua
corriente. Para realizar el lavado, se debe tener en cuenta que el chorro de agua
no debe caer directamente sobre la muestra, ésta debe caer sobre la parte
superior de la ldmina que no contiene muestra. El chorro debe ser un chorro
delgado, aproximadamente de medio a un centimetro de espesor. También el
enjuague se debe realizar poniendo la ldmina en posicion inclinada hacia abajo.

3. Una vez enjuagado el portaobjetos, se aplico como mordiente yodo o lugol

durante 1 minuto mas.
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4. Pasado el minuto de haber actuado el mordiente, el frotis se decoloro con
alcohol-acetona, hasta que ya no escurra mas liquido azul. Para esto se utilizé
el gotero del frasco del decolorante. Se fue afadiendo cantidades suficientes
del decolorante, hasta lograr que éste salga totalmente transparente, es decir,
hasta que ya no escurra mas liquido azul.

5. Se lavé con agua para quitar los residuos de decolorante y se esperé que seque
la 1dmina al aire libre.

6. Una vez que la lamina ya seco, procedimos a tefiir nuevamente, pero esta vez
se utiliz6 un colorante de contraste como la safranina, y se dejo actuar durante
1 minuto.

7. Pasado el minuto correspondiente, se enjuago la lamina con agua, se escurrié

el agua sobrante y se dejo secar.

De esta manera, se obtuvo el frotis para su respectiva observacion microscépica a 100 X
de los cuales se obtuvieron las siguientes capturas de imagenes en el microscopio. (figura

17).

= Tercera etapa: se realizé las pruebas bioguimicas de acuerdo a la tincion Gram para

identificar las bacterias segun su especie:
Prueba de la oxidasa

Fundamento: La citocromooxidasa es una enzima del grupo de la porfirina ferrica muy
difundido en la naturaleza. Ella oxida el citocromo ¢ reducido y entonces se transforma
ella misma en la forma reducida e inactiva. Por trasferencia de los electrones a oxigeno
molecular la citocromooxidasa se transforma de nuevo en la forma activa. En presencia
de oxigeno molecular el sistema citocromooxidasa, citocromo ¢ puede reducir toda una

serie de sustancias organicas, entre otras el llamado reactivo NaDi (1-naftol +
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dimetilparafenilendiamina) con formacion de la molécula de condensacién, azul de

indofenol. Esta reaccion se emplea para clasificar e identificar bacterias.

Procedimiento, utilizamos un asa de kolle previamente esterilizado para coger una
colonia bacteriana, luego impregnamos la masa de la colonia en una tira reactiva para-
amino-N-dimetil-anilina, que se oxida por la citocromo-oxidasa. De la marca Bactidente
Oxidasa 113300- Merck millipore, al cabo de aproximadamente de 20 a 60 segundos
comparar con la escala colorimétrica. El resultado es positivo cuando la tira cambia a

azul. (figura 18).
Prueba de la catalasa

Fundamento: la catalasa es una enzima tipica de las bacterias aerobias que tienen un
metabolismo oxidativo, capas de descomponer el agua oxigenada, que es un producto

toxico, en agua y oxigeno (Mendo, 2003).

La prueba de la catalasa se usa menudo para diferenciar los estafilococos (positivos) de
los enterococos (negativo) o la especies Bacillus (positiva) la de clostridium tetani

(negativo) (Koneman et al., 2008).

Procedimiento, con un asa de kolle se toma una colonia y se extiende sobre una lamina
porta objetos. Luego se adiciono una gota de peroxido de hidrogeno (H2 02) al 3%. La
liberacion de burbujas indico la liberacidn de O2 caracteristico de un resultado de catalasa

positivo. (figura 19).
Prueba de la cuagulasa

Fundamento: la cuagulasa es una enzima que forma un coagulo cuando las bacterias son

incubadas en plasma de conejo. El test es utilizado para diferenciar Staphylococcus
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aureus (cuagulasa positiva) de staphylococcus sp. cuagulasa — negativa (Harvey et al.,

2013).

Procedimiento, se extrajo sangre de conejo con una jeringa de la vena marginal de la
oreja para obtener el plasma, se vertid 0.3ml de plasma de conejo en tubos estériles de 75
x 10mm, se toma con un asa las colonias de estafilococos y se mescla con el plasma, se

incubo a 35-37 °C, se examind después de cuatro horas de incubacion. (figura 20).
Prueba TSI

Fundamento: En este medio la fermentacion de los azucares, que da lugar a la
produccion de &cidos, se detecta mediante el indicador rojo fenol. Los cambios de color
(amarillo para la produccion de éacido) y rojo para la alcalinizacion, son notables. El
tiosulfato sodico se reduce a sulfuro de hidrogeno, el cual reacciona después de una sal
de hierro proporcionando el tipico sulfuro de hierro negro. La degradacion ocurre en la
parte superior (pico de flauta), de la sacarosa en La parte intermedia y la glucosa es
fermentada en la parte profunda (taco) y en condiciones aerdbicas. La presencia de
cavidades en el medio es debido a la formacidn de gas (CO2) producto de la fermentacién
(Mendo, 2003).

Procedimiento, se inoculo los tubos con TSI con un asa de punta, se introduce la punta
hasta unos 3 a 5mm de fondo del tubo, luego se retira el asa del fondo se estria el pico
con un movimiento en zigzag de un lado al otro y se incuba a 35- 37°C durante 24 horas.
(figura 21).

Prueba LIA

Fundamento: Es un medio al que se ha incorporado lisina y se ha eliminado la lactosa.
Este medio de diferenciacion permite evidenciar la descarboxilacion y la desaminacion

de la lisina, y también la produccion de &acido sulfihidrico cuando se identifican a las
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enterobacterias. Estas reacciones se ponen de manifiesto mediante el viraje del indicador
purpura de bromocresol; y la formacion de sulfuro de hidrogeno (H2S) a partir del
tiosulfato sodico, se manifiesta por la formacién de sulfuro ferroso. Aquellos organismos
que producen rapidamente descarboxilacion de lisina cambian la tipica reaccion acida
(color amarillo) y originan una reaccion alcalina (color purpura) en todo el medio,

aquellos sin la enzima, producen una pendiente alcalina y una base acida. (Mendo, 2003).

Procedimiento, se inoculo los tubos que contenian el medio LIA, con un asa de punta,
se introduce la punta a los lados del tubo hasta unos 3 a 5mm de fondo del tubo, luego se

retira el asa del fondo y se incuba a 35- 37°C durante 24 horas. (figura 22).

Prueba Citrato de Simmons

Fundamento: Recomendado para la diferenciacion de enterobacterias en base a la
utilizacion de citrato, siendo esta Unica fuente de carbono. Este agar es esencialmente
medio de Koser al cual se han afiadido azul de bromotimol y un 1.5% de agar. Los
organismos capaces de metabolizar el citrato crecen exuberantemente. EI medio esta
alcalinizado y cambia de su color verde inicial azul oscuro en 24-48 horas. Los coliformes
fecales 0 no crecen en este medio o0 crecen tan esparcidamente que no es aparente ningun

cambio en la reaccion (Mendo, 2003).

Procedimiento, se inoculo los tubos que contenian el medio Agar Citrato de Simons, con
un asa de punta, se estria el pico con un movimiento en zigzag de un lado al otro y se

incuba a 35- 37°C durante 24 horas. (figura 23).
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Prueba Indol

Fundamento: El indol es uno de los productos de degradacion metabdlica del
aminoéacido triptéfano. Las bacterias que poseen la triptoifanasa son capaces de hidrolizar
y desaminar el triptéfano con producion de indol, acido pirtvico y amoniaco.la prueba de
indol esta basada en la formacion de un complejo rojo cuando el indol reacciona con el
grupo aldehido de p-dimetilaminobenzaldehido. Este es el principio activo del reactivo

de Kovacs (Mendo, 2003).

Procedimiento, se inoculo con un asa de punta en el medio de agua triptona y se llevé a
incubacion a 37°C durante 24 horas, luego del periodo mencionado, se agregan 5 gotas

de reactivo de Kovacs (figura 24).

Manitol Salado

Fundamento: El alto contenido de sal suprime el crecimiento de la mayoria de otras
bacterias que no son Estafilococos. La degradacion del carbohidrato manitol hasta acido
hace virar el indicador rojo de fenol a un color amarillo, esta propiedad es por lo general

sinénimo de patogenecidad para el caso de Estafilococos (Mendo, 2003).

Procedimiento, se tomo una colonia con un asa de siembra y se inoculo en el medio

manitol salado, se llevo a incubacion a 37°C por 24 a 48 horas.

SIM (Indol, Movilidad y Sulfuro de Hidrogeno)

Fundamento: Se usa en la determinacion de la produccién de sulfuro de hidrogeno, la
formacion del indol y la movilidad de miembros de los grupos de Salmonella y shigella.
Cualquier ennegrecimiento a lo largo de la linea de inoculacion se considera una reaccion
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positiva al sulfuro de hidrogeno y por lo general se presenta entre 18 a 24 horas. Los
cultivos moviles muestran un crecimiento difuso de turbidez lejos de la linea de

inoculacion e intensifican las reacciones de H2S (Mendo, 2003).

Procedimiento, se inoculo los tubos que contenian el medio SIM, con un asa de punta se
introdujo una sola vez por el medio hasta una profundidad de unos dos tercios del medio

y se incubo a 37°C durante 24 horas (figura 25).

Urea Agar Base (Christensen)

Fundamento: Se utilizo6 para identificar bacterias que hidrolizan urea, tales como Proteus
spp., otras enterobacterias y estafilococos. la tripteina y la glucosa, aportan los nutrientes
para el desarrollo de microorganismos. El cloruro de sodio mantiene el balance osmético,
y el rojo de fenol es el indicador de pH. Algunas bacterias hidrolizan la urea por medio
de la enzima ureasa liberando amoniaco y diéxido de carbono. Estos productos
alcalinizan el medio haciendo virar el rojo de fenol del amarillo al rojo. En este medio, la
fermentacion de la glucosa activa la enzima ureasa, acelerando la velocidad del
metabolismo en aquellos organismos que hidrolizan lentamente la urea, como especies

de Enterobacter o Klebsiella (Mendo, 2003).

Procedimiento, se inoculo los tubos que contenian el medio Urea Agar Base, con un asa
de punta se introdujo una sola vez por el medio hasta una profundidad de unos dos tercios

del medio y se incubo a 37 °C de 1 a 6 dias (figura 26).
c. Variables que se Analizan

En este objetivo la variable dependiente son las Bacterias Aisladas e Identificadas y la

variable independiente fueron las partes de la estructura interna del huevo desechado.
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d. Prueba Estadistica

Para el analisis estadistico en esta prueba se utilizé el software Excel el cual describe el
porcentaje de frecuencia de las bacterias aisladas e identificadas en las diferentes

estructuras internas del huevo de suri.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Carga bacteriana presente en diferentes estructuras internas (Membrana de
la cascara, Albamina, Vitelo, Membrana corioalantoidea y Embrién) de

huevos desechados de incubacién natural en semi cautiverio de Rhea pennata.

4.1.1. Membrana de la cascara, albumina o clara y vitelo o yema.

En este primer objetivo se considera la totalidad de la muestra analizada de huevos (38),
considerando que en los mismos fue posible obtener muestras para cultivo bacteriano en

tres partes del mismo.

Tabla 2. Carga bacteriana (UFC/ml) en membrana de la céscara, alboumina y vitelo de
huevos desechados en incubacion natural en semi cautiverio de Rhea pennata.
(agosto, 2020).

Estadistico Membrana de la céscara Albumina o Clara Vitelo 0 Yema
N 38 38 38
Minimo 50000000.0 10100000.0 10100000.0
Méaximo 834000000.0 375000000.0 375000000.0
Media 503921052.6 165956842.1 162535789.5
D.E. 271659460.0 132247917.7 135484655.2

Fuente: elaboracion propia
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Membrana de la céscara Albumina o Clara Vitelo o Yema

Figura 12. Carga bacteriana en estructuras internas de huevos desechados en incubacion
natural en semi cautiverio de Rhea pennata (agosto 2020).

En la Tabla 2 y Figura 12, se observa que respecto a la carga bacteriana el valor minimo
se obtuvo en la albumina o claray en el vitelo o yema de huevo del Suri con 10100000.0
0 10 x 10° UFC/mI respectivamente, mientras que el valor maximo se present6 en la
membrana de la cascara 834000000.0 (834 x 10% UFC/ml, la media més elevada se
obtuvo en la membrana de la cascara con 503921052.6 ( 504 x 10° JUFC/mI, mientras
que la menor media se presentd en la aloumina o clara con 132247917.7 (132 x 10°)
UFC/ml, la desviacion estandar de los resultados indica que existe una mayor variacion

de la carga bacteriana en la membrana de la cascara de Rhea pennata.

En general se observa que la zona del huevo que presenta un mayor nivel de
contaminacion bacteriana fue la membrana de la cascara, mientras que la menor

contaminacion se observa en el vitelo o yema del mismo.

Estos resultados fueron comparados con la Norma Sanitaria que establece los Criterios
Microbioldgicos de Calidad Sanitaria e Inocuidad para los Alimentos y Bebidas de
Consumo Humano MINSA/DIGESA (2008), en donde indica que los parametros para

aerobios mesofilos en huevos son: los huevos con cascara en donde el minimo es 10
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UFC/ml 0 g y un maximo de 10> UFC/ml o gy en el caso de la clara y/o yema en donde
el minimo es 5 x 10* UFC/ml 0 g y un maximo de 10°. Seguin estos valores con los cuales
se comparan por los encontrados en esta investigacién podemos indicar que los huevos

de suri tanto en la membrana como en la albumina y la yema son elevadas.

El recuento alto de aerobios mesofilos determinan la calidad microbioldgica de los
alimentos, segun ICMSF (2000), los recuentos altos, en alimentos estables, a menudo
indican materias primas contaminadas o tratamientos no satisfactorios desde el punto de
vista sanitario, mientras que, en los productos perecederos, pueden indicar también
condiciones inadecuadas de tiempo y temperatura durante su almacenamiento ademas
Castafieda (2013), indica que los recuentos de meséfilos aerobios en placa son Utiles para
determinar la potabilidad de un agua en donde la calidad para consumo humano tengan

cuentas bajas <100 UFC por ml.

El recuento de aerobios mesofilos nos permite verificar la efectividad de los
procedimientos de limpieza, desinfeccion, el origen de la contaminacion, condiciones
Optimas de almacenamiento e indicar la alteracion de ciertos alimentos. El cual concuerda
con lo mencionado por Campuzano et al (2015),quien evalu6 la calidad microbioldgica
de algunos alimentos preparados y servidos en puestos ambulantes cercanos a la
Universidad de Bogota D.C. en donde se realizé el recuento de mesofilos aerobios, el
cual refleja la calidad sanitaria de un alimento, las condiciones de manipulacion y
condiciones sanitarias de la materia prima, quien encontr6 que la mayoria de puestos de
venta ambulatoria poseen un alto conteo de mesofilos aerobios que superan los limites
permitidos de la inocuidad de los alimentos y califican los puestos con un riesgo sanitario

alto.
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Para determinar la carga microbiana y evaluar la calidad bacterioldgica de los alimentos
se utiliza lo establecido por la norma sanitaria que constituye los criterios microbiolédgicos
de calidad sanitaria e inocuidad de los alimentos y bebidas de consumo humano Vasquez
et al (2018), quien obtuvo en su investigacién en el queso fresco industrial provenientes
de las principales empresas de la ciudad de Cajamarca menciona que determino la carga
bacteriana de 30 muestras provenientes de 6 empresas en donde determino los mesofilos
viables y otros microorganismos, reportando un valor promedio de mesoéfilos viables de
1.06 x 10° UFC/g. Los recuentos promedios de mesofilos viables encontrados en las
empresas han superado el limite establecido por ICMSF (2006), que es 10° UFC/g,

indicando que el alimento esta contaminado.

En conclusion, podemos decir que los valores encontrados de carga bacteriana de
mesdfilos aerobios son importantes para determinar la calidad microbiol6gica de los
alimentos y en el caso de esta investigacion los meséfilos aerobios en la membrana de la
cascara, albumina o clara y vitelo o yema superan los pardmetros establecidos por la
Norma Sanitaria que establece los Criterios Microbioldgicos de Calidad Sanitaria e
Inocuidad para los Alimentos y Bebidas de Consumo Humano MINSA/DIGESA (2008).
por consiguiente, podemos decir que estos huevos no son aptos para el consumo humano

y se encuentran contaminados por microorganismos.

Para analizar si existe diferencia respecto a las tres zonas del huevo respecto a la carga
bacteriana observada, se procedio con el analisis de varianza (ANOVA), considerando
como unica fuente de variacion la localizacion de la muestra en el interior del huevo del

Suri.
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Tabla 3. Analisis de varianza para carga bacteriana en membrana de la cascara, albumina
y vitelo de huevos desechados en incubacion natural en semi cautiverio de Rhea
pennata. (agosto, 2020).

Fuente GL Suma de cuadrados Cuadrados medios F Pr>F
Parte del huevo 2 2923155181922810000.000 1461577590961400000.000 38.938 < 0.0001
Error 111 4166489696905270000.000 37535943215362800.000

Total corregido 113 7089644878828080000.000

En la Tabla 3, el anélisis de varianza en un solo sentido, permitié determinar que existe
diferencia estadistica significativa entre las partes del huevo respecto a la carga bacteriana
obtenida (p<0.0001), de lo cual se interpreta que por lo menos una de las partes presenta
una media diferente al resto, para verificar diferencias especificas entre las mismas, se

procedio con la prueba de rango maultiple de Duncan.

Tabla 4. Prueba de rango multiple de Duncan para carga bacteriana en membrana de la
cascara, albumina y vitelo de huevos desechados en incubacién natural en semi
cautiverio de Rhea pennata. (agosto, 2020).

Categorias Media Grupos de Duncan

Membrana de la

cascara 503921052.632 A
Albumina o clara 165956842.105 B
Vitelo o yema 162535789.474 B

Las categorias con letra diferente son estadisticamente diferentes entre si (p<0.05)

En la Tabla 4, la prueba de rango multiple de Duncan, permitié diferenciar en forma clara
dos grupos (observe la letra de grupos), el primero formado Gnicamente por la membrana
de la céscara que presenta un valor superior de carga bacteriana con 503921052.632 (503
x 10%) UFC/mI, mientras que el segundo grupo formado por la albumina o claray el vitelo
0 yema presentan una similar carga, pero inferior en su media con 165956842.105 (165

x 10°) y 162535789.474 (162 x 10°) UFC/mI respectivamente.
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De acuerdo a los resultados podemos decir que la mayor carga bacteriana se encuentra en
la membrana de la cascara ya que esta parte del huevo se encuentra mas cercana a la
cascara en donde podemos encontrar la mayor carga bacteriana en caso de contaminacion,
el resultado es congruente por lo dicho por Deeming (1995b), quien indica que las vias
mas frecuentes de contaminacion de los huevos de avestruz es la cascara, debido a que
esta tiene contacto con las heces via transcloacal, por contacto de superficies
contaminadas o contaminacion del nido Pereira et al (2007), realizan un estudio sobre la
penetracion del Vibrio mimicus a través de la cascara del huevo de tortuga lora
(Lepidochelys olivacea) en donde determino que el Vibrio mimicusse se reproduce en la
superficie externa de la cascara del huevo de tortuga lora penetrando solo después de 72
horas de incubacion. Este resultado apoya lo encontrado en esta investigacion que
encuentra que la membrana de la cascara posee la mayor carga bacteriana ya que se

encuentra cerca de la cascara.

En caso de la albumina y la yema en donde la carga bacteriana es menor es posible que
corresponda a que el huevo posee barreras quimicas que retrasan el crecimiento
microbiano. Siendo los mas importantes la lisozima, la conalbimina y el pH alcalino
O’Leary & Busta (1974). Otro punto que apoya esta afirmacion es lo mencionado por
Carrillo & Audisio (2007), quien indica que un microorganismo pueda producir
alteracion en el huevo, primeramente debe penetrar a través de los poros de la cascara
hasta la membrana interna, crecer sobre la membrana y luego alcanzar la clara y luego la

yema.

En conclusion, podemos decir que para que un microorganismo pueda penetrar al interior
de la estructura del huevo, la carga bacteriana debe de ser alta en la cascara, penetrar
mediante los poros y crecer en la membrana interna para luego colonizar y crecer tanto

en la albumina y la yema.
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4.1.2. Membrana Corioalantoidea y Embrion

De la totalidad de 38 muestras de huevos de Suri, se determind que 10 de ellos llegaron a
la etapa de formacion de embriones, es decir que la contaminacion bacteriana se produjo
en una etapa posterior al primer grupo de huevos, los resultados de este grupo se muestran

considerando dos componentes adicionales.

Tabla 5. Carga bacteriana en membrana corioalantoidea y embrion de huevos desechados
en incubacion natural en semi cautiverio de Rhea pennata. (agosto, 2020).

Estadistico Membrana corioalantoidea Embrion
N 10 10
Minimo 4000000.0 44000000.0
Méaximo 20000000.0 642000000.0
Media 11236000.0 447700000.0
D.E. 4843135.8 202518665.8

Fuente: elaboracién propia

700000000.0
600000000.0

500000000.0

447700000.0

400000000.0

UFC/ml

300000000.0

200000000.0

100000000.0

11236000.0

Membrana corioalantoidea Embrion

Figura 13. Carga bacteriana en membrana corioalantoidea y embrion de huevos
desechados en incubacion natural en semi cautiverio de Rhea pennata. (agosto
2020).
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En la Tabla 5y Figura 13, se observa que respecto a la carga bacteriana el valor minimo
se obtuvo en la membrana corioalantoidea del huevo del Suri con 4000000.0 ( 4 x 10°)
UFC/ml, mientras que el valor maximo se present6 en el embrion con 642000000.0 (642
x 10%) UFC/ml, la media mas elevada se obtuvo en el embrién con 447700000.0 (448 x
10%) UFC/ml, mientras que la menor media se present6 en la membrana corioalantoidea
con 11236000.0 (11 x 10%) UFC/ml, la desviacion estandar de los resultados indica que
existe una mayor variacion de la carga bacteriana en el embrion formado en el huevo de

Rhea pennata.

En general se observa que la zona del huevo que presenta un mayor nivel de
contaminacion bacteriana se encuentra en el embrion, mientras que la menor

contaminacion se observa en la membrana corioalantoidea.

Para analizar si existe diferencia respecto a las dos zonas del huevo respecto a la carga
bacteriana observada, se procedié con el analisis de varianza (ANOVA), considerando
como Unica fuente de variacion la localizacion de la muestra en el interior del huevo del

Suri en la etapa de formacion de embrion.

Tabla 6. Analisis de varianza para carga bacteriana en membrana corioalantoidea y
embridn de huevos desechados en incubacion natural en semi cautiverio de Rhea
pennata. (agosto, 2020).

Fuente GL Suma de cuadrados Cuadrados medios F Pr>F
Modelo 1 952504116480000000.000 952504116480000000.000 41.779 < 0.0001
Error 18 410372659640000000.000 22798481091111100.000

Total corregido 19 1362876776120000000.000

En la Tabla 6, el analisis de varianza en un solo sentido, permitié determinar que existe

diferencia estadistica significativa entre las partes del huevo en etapa de formacién de
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embridn, respecto a la carga bacteriana obtenida (p<0.0001), de lo cual se interpreta que
por lo menos una de las partes presenta una media diferente al resto, para verificar
diferencias especificas entre las mismas, se procedio con la prueba de rango multiple de

Duncan.

Tabla 7. Prueba de rango multiple de Duncan para carga bacteriana en membrana
corioalantoidea y embrién de huevos desechados en incubacion natural en semi
cautiverio de Rhea pennata. (agosto, 2020).

Categoria Media Grupos de Duncan
Embrién 447700000.000 A
Membrana Corioalantoidea 11236000.000 B

Las categorias con letra diferente son estadisticamente diferentes entre si (p<0.05)

En la Tabla 7, la prueba de rango mdltiple de Duncan, permiti6 diferenciar en forma clara
dos grupos (observe la letra de grupos), el primero formado Gnicamente por el embrién
que presenta un valor superior de carga bacteriana con 447700000.000 (448 x 10°)
UFC/ml, mientras que el segundo grupo formado por la membrana corioalantoidea con

11236000.000 (11 x 10°%) UFC/m.

Interpretando los resultados obtenidos podemos decir que existen distintos factores
relacionadas con la aparicion de la muerte embrionaria, pudiendo estar relacionadas con
las cargas elevadas de mesofilos aerobios en huevos que desarrollaron embrién. Segln
Carbajo et al ( 1997), debido a una elevada carga bacteriana se pueden presentar
hemorragias en la membrana corioalantoidea produciendo muerte embrionaria, tal como
lo menciona Foggin (1992), que la mayor parte de las muertes embrionarias se producen
tardiamente en la Ultima semana de incubacion por lo que muchas muerte estan

relacionadas con infecciones bacterianas.

73

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

Chavez & Gavidia (2016), menciona que la principal causa de muerte embrionaria tanto
en incubacion artificial y natural de los huevos de pata criolla es la contaminacién de los
huevos, asi como las malformaciones y la mala posicién embrionarias, encontrando una
mortalidad embrionaria en incubacion natural del 34% y 76.27 % en incubacién artificial
de 778 huevos fértiles; asi también, Brown et al (1996),realizo un estudio en la industria
del avestruz en Sudafrica, analizo 111 embriones que murieron dentro de los 10 y 14
altimos dias de incubacion encontrando solo el 10% del total se debi6 a infecciones
bacterianas. Sin embargo Chang et al (2004), quien realiz6 un estudio durante la
temporada de reproduccion del 2000, donde se monitorio el éxito de eclosion y la
mortalidad embrionaria de 724 huevos de fiandd en Argentina, menciona que la infeccion
bacteriana pudo no haber sido la causa mas importante de la falla en la incubacion.

Estando en desacuerdo con dicha afirmacion.

Deeming (1996), investigo tres lotes de huevos de avestruz uno en Africa y dos en Europa
de los cuales el 18% y 21% de cada lote estaban contaminados con bacteria y hongos por
lo cual el considera que existe una alta incidencia de contaminacion microbiana para ser
considerado como un problema significativo; esta afirmacion concuerda por lo
encontrado en esta investigacion que de un total de 38 huevos desechados, un numero de
10 huevos presentaron formacion de embrion, el cual corresponderia al 26 % del total
de huevos examinados. En otro estudio, Chang et al (2001), reporta el porcentaje de
mortalidad embrionaria en 37 huevos recibidos por el INTA Bariloche en dénde; se
determind que la muerte por contaminacion bacteriana fue del 40% lo que equivale a 15

huevos del total, dicho estudio corrobora lo encontrado en esta investigacion.

En conclusion, podemos decir que al encontrarse una alta variacion de la carga mesoéfilos

viables en el embridn, sean estos los responsables de la muerte embrionaria debido a que
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estos microorganismos producen hemorragias e infecciones en los embriones,

produciendo su muerte mientras se encuentran dentro del huevo.

De todo lo analizado con respecto a la Carga bacteriana diferente en las estructuras

internas (Membrana de la céscara, Albumina, Vitelo, Membrana corioalantoidea y

Embrion) de huevos desechados de incubacion natural en semi cautiverio de Rhea

pennata. se acepta la hipotesis planteada, ya que la carga bacteriana es diferente en las

estructuras internas de los huevos desechados.

4.2 Aislamiento e identificacion bacterias presentes en diferentes estructuras

internas (Membrana de la cascara, Albumina, Vitelo,

Membrana

corioalantoidea y Embrion) de huevos desechados durante el periodo de

incubacion natural en semi cautiverio de Rhea pennata.

Tabla 8. Frecuencia de bacterias en diferentes estructuras internas (membrana de la

cascara, albumina, vitelo, membrana corioalantoidea y embrién) de huevos

desechados durante el periodo de incubacion natural en semi cautiverio de Rhea

pennata. (agosto, 2020).

Estructura Especie bacteriana N %
Membrana de la cascara Bacillus sp. 2.63
Eschericha coli 25 65.79
Staphylococcus aureus 8 21.05
Pseudomonas sp. 4 10.53
Total 38 100.00
Membrana corioalantoidea Eschericha coli 45.45
Pseudomonas sp. 4 36.36
Staphylococcus aureus 2 18.18
Total 11 100.00
Albumina Bacillus sp. 1 2.63
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Eschericha coli 25 65.79
Staphylococcus aureus 8 21.05
Pseudomonas sp. 4 10.53
Total 38 100.00
Vitelo Bacillus sp. 1 2.63
Eschericha coli 25 65.79
Staphylococcus aureus 8 21.05
Pseudomonas sp. 4 10.53
Total 38 100.00
Embrion Eschericha coli 5 45.45
Pseudomonas sp. 4 36.36
Staphylococcus aureus 2 18.18
Total 11 100.00

Fuente: elaboracion propia

En la tabla 8 se muestra el porcentaje de la frecuencia de bacterias presentes en las
estructuras internas de 38 huevos de Suri, encontrando una relaciéon de igualdad de
porcentaje de frecuencia en la membrana de la cascara, albumina y vitelo. Donde se
determind las siguientes especies; Eschericha coli con un 66 %, seguido en proporcién
por Staphylococcus aureus con un 21 %, Pseudomonas sp. con un 10 % y finalmente
Bacillus sp. con un 3 %. Sin embargo, el porcentaje de la frecuencia de bacterias
encontradas en la membrana corioalantoidea y el embridn son diferentes en donde se
determind las siguientes especies; Eschericha coli con un 46%, seguido en proporcién
por Pseudomonas sp. con un 36 % Yy finalmente Staphylococcus aureus con un 18
%.(Cubillos et al., 1981), obtuvo un resultado similar de un total de 115 huevos de ganso.
Entre las bacterias aisladas de mayor presencia fue: Eschericha coli con un 46.34 %
seguido por Staphylococcus con un 31.70 % y Alcaligenes con un 19.51 %. Siendo estos
datos similares a los encontrados en esta investigacion a excepcidn del genero Alcaligenes

el cual no se encontrd en los huevos de suri.
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El porcentaje de especies aisladas en diferentes huevos de aves por Bruce & Drysdale
(1994), sefialan que para el género Staphylococcus, se tiene un 2.5 % en huevos de pata,
66 % e huevos de aves acuaticas, 31.5 % en huevos de gallinay un 71.4 % en huevos de
pava. Para el género Pseudomonas se tiene un 56 % en huevos de pata, 0% en huevos de
aves acuaticas, 2.5 % en huevos de gallinay 1.5 % en huevos de pava y para el género
Bacillus se tiene un 8.6 % en huevos de pata, 0.9 % en huevos de aves acuaticas, 1.2 %
en huevos de gallina y finalmente 1.6 % en huevos de pava. De acuerdo a estos resultados
podemos mencionar que el porcentaje de aislamiento del genero Staphylococcus en
huevos de suri desechados con un 21% y 18 % es mayor al de la pata, aves acuéticas y
gallina y menor que el de la pava y aproximadamente cercana al de la gallina los cuales
fueron mencionados anteriormente. En caso del género Pseudomonas en huevos de suri
con un 10 y 36 % podemos decir que el porcentaje de aislamiento en los huevos de pata
es mayor a los encontrados en los huevos de suri desechados y estos a su vez son mayores
a los de los huevos de aves acuaticas, gallina y pava. Por ultimo, el género Bacillus en
huevos de suri con un 3 % el cual es menor al de la pata y la pava y mayor al de las aves

acuaticas y la gallina.

Se determind que Eschericha coli es la especie bacteriana mas frecuente en los huevos de
suri desechados con un porcentaje de frecuencia de 65.79% en la membrana de la cascara.
Se encontrd la misma especie en la membrana corioalantoidea con un 45.45%, en la
albumina del huevo con un 65.79%, en el vitelo con un 65.79% y en el embrion se
determind la presencia la misma bacteria con un 45.45%.Respalda este resultado Bruce
& Drysdale (1994), quienes indica que la microbiota de los diferentes huevos de aves se
encuentran en mayor proporcion las enterobacterias, siendo el porcentaje el siguiente;

huevos de pata con un 65.4 % , huevos de aves acuaticas con un 66 %, huevos de gallina
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31.5%y en los huevos de pava 71.4 %, ademas podemos mencionar lo hallado por Chang
et al (2001), quien también encontrd un porcentaje de frecuencia de Eschericha coli con
un 21.3 % en huevos de choique. En un estudio reciente por Rubaiey et al (2020), quienes
encontraron que la especie bacteriana de mayor prevalencia pertenecia a la familia
enterobacteriaceae, principalmente Eschericha coli. Por otro lado, Cabassi et al (2004),
en sus investigaciones microbiol6gicas mostraron aislamiento bacteriano en 105 huevos
de avestruz , equivalentes al 19.3 % de 543 huevos en ltalia, encontrando una alta
prevalencia de enterobacterias en la albumina y la yema, este resultado apoya lo
encontrado en esta investigacion que encontr6 una alta frecuencia de Eschereicha coli,

el cual pertenece a la familia enterobacteriaceae.

En general, se obtuvo que la bacteria de mayor presencia en las diferentes estructuras
internas de los huevos fue Eschericha coli mientras que las especies restantes presentaron

una menor presencia, siendo las de menor presencia Bacillus sp.
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Membrana de la cascara

M Bacillus sp.
M Eschericha coli
1 Staphylococcus aureus

Pseudomonas sp.

Figura 14. Porcentaje de frecuencia de las diferentes bacterias aisladas e identificadas en

la membrana de la cascara de los huevos desechados de suri, Puno 2020.

En la figura 14 se muestra el porcentaje de frecuencia de bacterias presentes en la
membrana de la cascara del huevo del Suri, en donde podemos apreciar que tenemos
segun porcentaje de frecuencia a las bacterias Eschericha coli con 66% seguido por
Staphylococcus aureus con un 21%, Pseudomonas sp. con 10% y por ultimo Bacillus sp.
con 3%. Estos resultados son comparados con los Hallados por; Cubillos et al (1981),
quienes aislaron e identificaron segln porcentaje en la membrana de la cascara de huevos
de ganso en un primer miraje Eschericha coli con 33.33%, Staphylococcus aureus con
33.33%, Streptococcus 33.33% y Proteus con 33.33%. Los resultados son menores y
proporcionalmente iguales por especie. Sin embargo, algunas especies encontradas son

iguales a los hallados en esta investigacion.
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Albumina

M Bacillus sp.
M Eschericha coli
W Staphylococcus aureus

Pseudomonas sp.

Figura 15. Porcentaje de frecuencia de las diferentes bacterias aisladas e identificadas en

la albumina de los huevos desechados de suri, Puno 2020.

En la figura 15 se muestra el porcentaje de frecuencia de bacterias presentes en la
albumina del huevo del Suri en donde podemos apreciar que tenemos segun porcentaje
de frecuencia a las bacterias Eschericha coli con 66%, seguido de Staphylococcus aureus
con 21%, Pseudomonas sp. Con 10% y Bacillus sp. con un 3%. Estos resultados son
comparados con los hallados por Ghalib et al (2020) quien encontr6 en su estudio del
contenido de 50 huevos de gallina , un numero de 19 bacterias en total, las cuales tiene
una distribucién de frecuencia: Eschericha coli con un 6 % , Staphylococcus aureus con
un 14 %, Enterococcus faecalis con un 8 %, Enterobacter con un 2 % y Pseudomonas
sp. con un 14 %. Podemos ver que existe una marcada diferencia entre el porcentaje de
la bacteria Eschericha coli en huevos de suri con un 66 % comparado con solo un 6%
encontrados en los huevos de gallina, también podemos comparar las bacterias
Staphylococcus aureus y Pseudomonas sp. cuyo porcentaje en la diferencia de

recuencias no es muy alto en huevos de suri con un o en comparacion de los
f It h d 21y 10 % de |
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huevos de gallina con un 14 y 14 % respectivamente, ademas no se encontrd los géneros

Enterococcus , Enterobacter en los huevos de suri.

Por lo que podemos concluir que las bacterias comunes encontradas en la albumina de

ambos huevos son Eschericha coli, Staphylococcus aureus y Pseudomonas sp.

Vitelo

M Bacillus sp.
M Eschericha coli
m Staphylococcus aureus

Pseudomonas sp.

Figura 16. Porcentaje de frecuencia de las diferentes bacterias aisladas e identificadas

en el vitelo de los huevos desechados de suri, Puno 2020.

En la figura 16 se muestra el porcentaje de frecuencia de bacterias presentes en el vitelo
de los huevos del Suri, en donde podemos apreciar que tenemos segln porcentaje de
frecuencia a las bacterias Eschericha coli con 66%, seguido de Staphylococcus aureus
con 21%, Pseudomonas sp. Con 10% y Bacillus sp. con un 3%.estos resultados son
comparados con los hallados por Loaiza et al (2011), en su estudio para buscar salmonella
y otras bacterias contaminantes en huevos comerciales en donde se muestra el porcentaje
de frecuencia de bacterias aisladas en la yema y la clara de 268 huevos de los cuales
tenemos Bacillus sp. Con un 23.5 %, Eschericha coli con un 7.1 %, Pseudomonas sp.,
con un 21.26 % y Staphylococcus aureus con un 2.4 % y otras bacterias con el 45.74 %

restante. En donde podemos observar que existe una alta diferencia en la bacteria Bacillus
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sp., segun esta investigacion en donde el porcentaje de frecuencia es de un 3 % y en
comparacion con los huevos comerciales que es un 23.5 %, siendo este resultado mucho
mayor al igual que Pseudomonas sp., con un 21.26 % mayor a la yema o vitelo de los
huevos de suri con un 10 %, sin embargo, se pudo observar que el porcentaje de
frecuencia de Eschericha coli y Staphylococcus aureus es mayor en los huevos de suri
con un 66 % y 21 % en comparacion con tan solo un 7.1% y 2.4 % en los huevos

comerciales

por lo que podemos concluir que se encontraron las mismas especies bacterianas tanto en
el huevo de suri como en los huevos comerciales, pero variando el porcentaje de

frecuencia.

Membrana corioalantoidea

M Eschericha coli

Pseudomonas sp.

B Staphylococcus aureus

Figura 17. Porcentaje de frecuencia de las diferentes bacterias aisladas e identificadas en

la membrana corioalantoidea de los huevos desechados de suri, Puno 2020

En la figura 17 se muestra el porcentaje de frecuencia de bacterias presentes en la
membrana corioalantoidea de huevo del Suri en donde podemos apreciar que tenemos
segun porcentaje de frecuencia a las bacterias Eschericha coli con 46%, seguido de
Pseudomonas sp. con un 36 % y Staphylococcus aureus con 18 %. Segln los resultados
reportados por, Cubillos et al (1981), en donde se aisl6 42 cepas en la membrana
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corioalantoidea de los huevos de ganso de acuerdo al siguiente orden; Eschericha coli
con 26.2 %,Staphylococcus sp., con un 21.4 %,Bacillus sp., con un 11.9% vy finalmente
Pseudomonas sp., con un 4.7 % y el 35 % restante por otras bacterias. Segun estos
resultados podemos comparar con los encontrados en esta investigacion en donde el
porcentaje de Eschericha coli y Pseudomonas sp., es mayor en la membrana
corioalantoidea de los huevos del suri con un 46 % y 36 %, en comparacion con la
membrana corioalantoidea de los huevos de ganso con un 26.2 % y 4.7 % mientras que
Staphylococcus sp., es menor en la membrana corioalantoidea de los huevos de suri con
un 18 %, en comparacion con la membrana corioalantoidea de los huevos de ganso con
un 21.4 % ademas en este estudio no se encontrd presencia de Bacillus sp., en la

membrana corioalantoidea de los huevos de suri.

Embrion

M Eschericha coli

Pseudomonas sp.

M Staphylococcus aureus

Figura 18. Porcentaje de frecuencia de las diferentes bacterias aisladas e identificadas en

el embrion de los huevos desechados de suri, Puno 2020.

En la figura 18 se muestra el porcentaje de frecuencia de bacterias presentes en el embrion
del huevo del Suri en donde podemos apreciar que tenemos segun porcentaje de

frecuencia a las bacterias Eschericha coli con 46%, seguido de Pseudomonas sp. con un
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36 % y Staphylococcus aureus con 18 %. Segun los resultados reportados por, Cubillos
et al (1981), en donde se aisl6 16 cepas en el embrion de los huevos de ganso de acuerdo
al siguiente orden; Eschericha coli con 37.5 %,Staphylococcus sp., con un 18.75
%,Bacillus sp., con un 6.25 % y finalmente Pseudomonas sp., conun 12.5 % yel 25
% Alcaligenes sp., y Shiguella sp., segin estos resultados podemos observar que
Escherica coli en ambos embriones tanto en suri como en ganzo son elevados con un 46
% y 37.5 % respectivamente, seguido por Pseudomonas sp., con un 36 %y 12.5 % y
finalmente Staphylococcus sp con un margen ligeramente igual con un 18 % y 18.75%,
no se encontraron Bacillus sp., Alcaligenes sp., y Shiguella sp., en los resultados
obtenidos en embriones de huevos de suri, Labaque et al (2003), menciona que aislé 7
cepas de bacterias en huevos fértiles descartados durante la incubacién artificial de Rhea
americana con un porcentaje de aislamiento de Pseudomona sp., con un 42.85 %, siendo

este resultado mayor al encontrado en esta investigacion con un 36 %.

De acuerdo a los resultados podemos concluir que la mayoria de los autores encontraron
especies similares en los embriones de huevos de diferentes especies de aves, pero con

diferencia en los porcentajes.

De todo lo analizado con respecto a que existen diferentes tipos de bacterias en las
estructuras internas (Membrana de la céascara, AlbUimina, Vitelo, Membrana
corioalantoidea y Embrion) de huevos desechados de incubacién natural en semi
cautiverio de Rhea pennata. se acepta la hipdtesis planteada, ya que se pudieron aislar e

identificar diferentes tipos de bacterias en las estructuras internas de los huevos del suri.
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V. CONCLUSIONES

- Se determind una carga bacteriana media de (504 x 10%) UFC/ml en la membrana de
la cascara, en la albumina y el vitelo se obtuvo una carga bacteriana media de (166 x
10%) UFC/mly (163 x 10%) UFC/ml respectivamente, el anélisis estadistico sefiala que
la mayor contaminacidon bacteriana se presenta en la membrana de la cascara
(p<0.0001). En el embrion se determind un valor de carga con (447 x 105 UFC/ml,
en lamembrana corioalantoidea se obtuvo una carga de (11 x 108) UFC/ml, el analisis
estadistico sefiala que la mayor contaminacion bacteriana se presenta en el embrién

(p<0.0001).

- Se aislé e identifico cuatro tipos de bacterias, Staphylococcus aures, Bacillus sp.,
Eschericha coli, Pseudomonas sp. y se determin6 que la especie bacteriana mas
frecuente en las cinco estructuras internas del huevo del Suri analizadas fue
Eschericha coli, en la membrana de la céscara con 65.79%, en la membrana
corioalantoidea 45.45%, en la albumina del huevo 65.79%, en el vitelo 65.79% y

embrién 45.45%.
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VI.RECOMENDACIONES

- Se recomienda realizar estudios sobre los tipos de especies de hongos que se
encuentran presente en los huevos desechados de suri, debido a que no se posee
informacion acerca de estos estudios y que pueden ser determinantes para adoptar

medidas sanitarias no solo enfocadas en bacterias.

- Se recomienda realizar estudios acerca de la carga bacteriana de suelos en los
nidos, debido a que en los resultados se observé que Eschericha coli esté presente
en la mayoria de los casos de huevos contaminados en el periodo de incubacién

natural.

- Se recomienda realizar un estudio para determinar las causas de contaminacion
por Eschericha coli y su relacion con el manejo adecuado de los huevos y
ambientes de reproduccion con respecto a su limpieza y desinfeccion y namero
de individuos por area y de ser posible tomar como referencia la edad de los

individuos respecto a la experiencia reproductiva.
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ANEXOS

Tabla 9. Matriz bésica de datos de carga bacteriana (UFC/ml)

Numero de Membrana Albumina o
Muestra Membrana de la cascara corioalantoidea Clara Vitelo o Yema Embrién
1 63000000 53000000 30000000
2 256000000 252000000 252000000
3 55000000 40000000 28000000
4 456000000 220000000 220000000
5 750000000 10380000 10380000 10380000 532000000
6 724000000 111000000 111000000
7 689000000 10200000 10200000 10200000 479000000
8 64000000 4000000 43000000 33000000 44000000
9 542000000 244000000 244000000
10 64000000 39000000 28000000
11 834000000 20000000 20000000 20000000 642000000
12 634000000 350000000 350000000
13 552000000 232000000 232000000
14 65000000 5000000 53000000 30000000 65000000
15 389000000 215000000 215000000
16 728000000 375000000 375000000
17 475000000 200000000 200000000
18 60000000 41000000 29000000
19 586000000 299000000 299000000
20 724000000 11400000 11400000 11400000 524000000
21 579000000 254000000 254000000
22 720000000 300000000 300000000
23 560000000 230000000 230000000
24 820000000 19190000 19190000 19190000 620000000
25 50000000 37000000 27000000
26 699000000 350000000 350000000
27 734000000 326000000 326000000
28 752000000 10100000 10100000 10100000 552000000
29 578000000 276000000 276000000
30 685000000 354000000 354000000
31 645000000 327000000 327000000
32 699000000 10900000 10900000 10900000 489000000
33 724000000 351000000 351000000
34 65000000 48000000 30000000
35 590000000 289000000 289000000
36 54000000 40000000 29000000
37 725000000 11190000 11190000 11190000 530000000
38 760000000 254000000 254000000

Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 10. Matriz basica de datos de presencia bacteriana

Numero de Membrana de la Membrana
Huevo cascara corioalantoidea Albumina Vitelo Embrién
1 Bacillus sp. Bacillus sp. Bacillus sp.
2 Eschericha coli Eschericha coli Eschericha coli
Staphylococcus Staphylococcus Staphylococcus
3 aureus aureus aureus
4 Eschericha coli Eschericha coli Eschericha coli
5 Eschericha coli Eschericha coli Eschericha coli Eschericha coli Eschericha coli
Staphylococcus Staphylococcus Staphylococcus
6 aureus aureus aureus
7 Pseudomonas sp. Pseudomonas sp. Pseudomonas sp. Pseudomonas sp. Pseudomonas sp.
Staphylococcus Staphylococcus Staphylococcus Staphylococcus
8 aureus Staphylococcus aureus aureus aureus aureus
9 Eschericha coli Eschericha coli Eschericha coli
10 Eschericha coli Eschericha coli Eschericha coli
11 Pseudomonas sp. Pseudomonas sp. Pseudomonas sp. Pseudomonas sp. Pseudomonas sp.
12 Eschericha coli Eschericha coli Eschericha coli
13 Eschericha coli Eschericha coli Eschericha coli
Staphylococcus Staphylococcus Staphylococcus Staphylococcus
14 aureus Staphylococcus aureus aureus aureus aureus
15 Eschericha coli Eschericha coli Eschericha coli
Staphylococcus Staphylococcus Staphylococcus
16 aureus aureus aureus
17 Eschericha coli Eschericha coli Eschericha coli
18 Eschericha coli Eschericha coli Eschericha coli
19 Eschericha coli Eschericha coli Eschericha coli
20 Eschericha coli Eschericha coli Eschericha coli Eschericha coli Eschericha coli
21 Eschericha coli Eschericha coli Eschericha coli
22 Eschericha coli Eschericha coli Eschericha coli
Staphylococcus Staphylococcus Staphylococcus
23 aureus aureus aureus
24 Pseudomonas sp. Pseudomonas sp. Pseudomonas sp. Pseudomonas sp. Pseudomonas sp.
Staphylococcus Staphylococcus Staphylococcus
25 aureus aureus aureus
26 Eschericha coli Eschericha coli Eschericha coli
27 Eschericha coli Eschericha coli Eschericha coli
28 Eschericha coli Eschericha coli Eschericha coli Eschericha coli Eschericha coli
29 Eschericha coli Eschericha coli Eschericha coli
30 Eschericha coli Eschericha coli Eschericha coli
31 Eschericha coli Eschericha coli Eschericha coli
32 Pseudomonas sp. Pseudomonas sp. Pseudomonas sp. Pseudomonas sp. Pseudomonas sp.
33 Eschericha coli Eschericha coli Eschericha coli
34 Eschericha coli Eschericha coli Eschericha coli
35 Eschericha coli Eschericha coli Eschericha coli
Staphylococcus Staphylococcus Staphylococcus
36 aureus aureus aureus
37 Eschericha coli Eschericha coli Eschericha coli Eschericha coli Eschericha coli
38 Eschericha coli Eschericha coli Eschericha coli Eschericha coli Eschericha coli

Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 11. Microbiota de los huevos en diferentes aves segin porcentaje de aislamiento.

Microorganismos Pata Pata Aves Gallina | Gallina | Pava
acuaticas
Enterobacterias 65.4 40.0 66.0 11.8 315 71.4
Staphylococcus 2.5 4 114 23.0 9.2 71.4
Microccus 1.2 0 21.3 63.8 34.6 0
Streptococcus/Enterococcus 0 0 0 1.2 15.3 8.5
pseudomonas 16.0 56.0 0 0 2.5 15
Acinetobacter 6.2 0 0 0 0 0
Bacillus 8.6 0 0.9 0 1.2 3.9
Mohos 0 0 0 0 0.2 1.6
Sin identificar 0 0 0 0 55 5.4

Fuente: Bruce y Drysdale,1994.

Tabla 12. Distribucién de la frecuencia de los microorganismos aislados de la cascara de
los huevos rotos examinados (50 huevos).

Isolated organism N°.of isolates %
E. coli 9 18 %
Staphylococcus aureus 9 18 %
Enterococcus faecalis 3 6 %
Enterobacter 2 4 %
Total 23 46 %

Fuente : (Ghalib et al., 2020)

Tabla 13. Distribucion de frecuencia de microorganismos aislados del contenido de los
huevos (50 huevos).

ISOLATED ORGANISM N°. OF ISOLATES %
Escherichia coli 3 6 %
Staphylococcus aureus 7 14 %
Enterococcus faecalis 4 8 %
Enterobacter 1 2%
Pseudomonas spp. 4 14 %
Total 19 44 %
Fuente: (Ghalib et al., 2020)
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Tabla 14. Diagnostico bacteriolégico de 27 huevos de choique que presentaron
contaminacion.

Nro. De cepas DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO
aisladas (n=47)

5 Salmonela anatum

1 Salmonela cerro

1 Salmonela sp.

10 Escherichia coli

Pseudomona aeruginosa

Pseudomona pseudoalcaligenes
Pseudomona alcaligenes

Pseudomona diminuta

Klebsiella pseumoniae

Bacillus spp.

Citrobacter freundii

Enterobacter spp.

Enterobacteria grupo Providencia spp
Enterococcus avium

Enterococcus avium

Enterococcus sp

Corynebacterium diphtheriae tipo ulcerans
Staphylococcus aureus
Staphylococcus spp

Kurthia spp

1 Agrobacterium

Fuente: CT — 394. INTA EEA Bariloche 2001.

RRRRrRrN RPN R|IRlO R W R o

Tabla 15. Frecuencia de presentacion de microorganismos en 41 huevos desechados
durante el proceso de incubacién

Microorganismos aislados N° %

Eschericha coli 19 46.34
Staphylococcus sp. 13 31.70
Alcaligenes sp. 8 19.51
Bacillus sp. 7 17.07
Streptococcus sp 7 17.07
Pseudomonas sp 4 9.75
Micrococcus sp. 3 7.31
Corynebacterium sp. 3 7.31
Shiguella sp. 2 4.87
Arizona sp 1 2.43
Citrobacter sp. 1 243
Proteus sp. 1 2.43

Fuente: (Cubillos et al., 1981)
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Tabla 16. Distribucion de microorganismos aislados en diferentes estructuras del huevo
al primer miraje.

Cepas aisladas | Total Estructura del huevo

Membrana de la Albumina Vitelo

cascara

N° N° % N° % N° %

Eschericha coli 6 2 33.33 2 33.33 2 33.33
Staphylococcus 3 1 33.33 1 33.33 1 33.33
Streptococcus 3 1 33.33 1 33.33 1 33.33
proteus 3 1 33.33 1 33.33 1 33.33
Corynebacterium 1 - - - - 100.00

Fuente: (Cubillos et al., 1981)

Tabla 17. Distribucion de microorganismos aislados en diferentes estructuras del huevo
al segundo miraje.

Cepas aisladas Total Estructura del huevo

Membrana Albumina Vitelo

corioalantoidea

N° N° % N° % N° %

Eschericha coli 33 11 33.33 11 33.33 |11 33.33
Staphylococcus sp. 23 9 39.13 6 26.08 8 34.78
Alcaligenes sp. 18 6 33.33 6 33.33 6 33.33
Bacillus sp. 14 5 35.71 3 21.42 6 42.85
Streptococcus sp. 15 4 26.66 5 33.33 6 40.00
Micrococcus sp. 9 3 33.33 3 33.33 3 33.33
Corynebacterium sp 4 2 50.00 1 25.00 1 25.00
Pseudomonas sp. 4 2 50.00 1 25.00 1 25.00

Fuente: (Cubillos et al., 1981)
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Tabla 18. Distribucion de cepas aisladas en diferentes estructuras de huevos no
eclosionados.

Cepas aisladas Total Estructura del huevo

Membrana Vitelo Embrion

corioalantoidea

N° N° % N° % N° %

Eschericha coli 15 5 33.33 4 26.55 6 40.00
Staphylococcus sp. 7 2 28.57 2 28.57 3 43.85
Alcaligenes sp. 6 2 33.33 2 33.33 2 33.33
Pseudomonas sp. 5 1 20.00 2 40.00 2 40.00
Shigella sp 5 2 40.00 1 20.00 2 40.00
Arizona sp. 1 1 100.00 - - - -
Bacillus sp. 1 - - - - 1 100.00
Citrobacter sp. 1 1 100.00 - - - -

Fuente: (Cubillos et al., 1981)

Figura 19. Inoculacion de las diluciones seriadas con tres repeticiones por cada parte del
huevo (membrana interna, clara, yema, membrana corioalantoidea y embrion).
Laboratorio de Microbiologia de los Alimentos de la Universidad Nacional del
Altiplano. (enero, 2019).
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Figura 20. Seleccion de placas que contengan entre 30 y 300 colonias. Laboratorio de
Microbiologia de los Alimentos de la Universidad Nacional del Altiplano.
(enero, 2019).

Figura 21. Placas que mostraron mas de 300 colonias se las dividi6 en secciones radiales

convenientes (2,4,8) y se conto todas las colonias en una 0 mas secciones.
Laboratorio de Microbiologia de los Alimentos de la Universidad Nacional del
Altiplano. (enero, 2019).
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Figura 22. Medios de cultivo Agar EMB y Agar Sangre. Laboratorio de Microbiologia
de los Alimentos de la Universidad Nacional del Altiplano. (enero, 2019).

(@) (b)

Figura 23. Crecimiento positivo (a) Agar EMB (b) Agar Sangre. Laboratorio de
Microbiologia de los Alimentos de la Universidad Nacional del Altiplano
(enero, 2019).
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Figura 24. Método de tincion Gram, realizado para cada uno de los cultivos.
Laboratorio de Microbiologia de los Alimentos de la Universidad Nacional
del Altiplano. (enero, 2019).

Figura 25. Aislamiento de microorganismos: parte superior crecimiento en agar EMB y
en la parte inferior crecimiento en agar sangre. Laboratorio de Microbiologia
de los Alimentos de la Universidad Nacional del Altiplano (enero, 2019).
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(@) (b)

(c) Ad)

Figura 26. Imagenes capturadas a 100x (a) bacilos Gram (-) probable Pseudomona sp.
(b) bacilos Gram (-) probable Eschericha coli. (c) bacilos Gram (+) probable
Bacillus sp. (d) cocos Gram (+) probable Staphylococcus aureus. Laboratorio
de Microbiologia de los Alimentos de la Universidad Nacional del Altiplano.

(enero, 2019).
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(@) (b)

(c) ~Ad)

Figura 27. Prueba de la oxidasa (a) seleccién de colonia (b) aplicacién de la masa de la
colonia en la tira reactiva (c) prueba para Staphylococcus aureus con resultado
negativo (d) prueba positiva para Pseudomonas sp. Laboratorio de
Microbiologia de los Alimentos de la Universidad Nacional del Altiplano.
(enero, 2019).

(@) «Ab)

Figura 28. Prueba de la catalasa (a) Bacillus (b) Estafilococus. Laboratorio de Microbiologia de
los Alimentos de la Universidad Nacional del Altiplano. (enero, 2019).
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(b) (d)

Figura 29. Prueba de la coagulasa (a) Zona rasurada de la vena marginal (b) extraccion
de sangre (c) plasma de conejo (d) prueba coagulasa-positiva para
Staphylococcus aureus. Laboratorio de Microbiologia de los Alimentos de la
Universidad Nacional del Altiplano. (enero,2019).
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(b)

Figura 30. Prueba de TSI (a) medio sin inocular (b) prueba positiva cambio de colar
A/A Gas ++. Laboratorio de Microbiologia de los Alimentos de la
Universidad Nacional del Altiplano. (enero, 2019).

(b)

Figura 31. Prueba de LIA (a) medio sin inocular (b) prueba negativa no cambia de color
K/K. Laboratorio de Microbiologia de los Alimentos de la Universidad
Nacional del Altiplano. (enero, 2019).
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(b)

Figura 32. Prueba Citrato de Simons (a) medio sin inocular (b) prueba positiva, cambio
de color. Laboratorio de Microbiologia de los Alimentos de la Universidad
Nacional del Altiplano. (enero, 2019).

(@) (b)

Figura 33. Prueba indol (a) adicion del reactivo de kovacs (b) reaccion positiva del anillo
rojo que indica produccién de indol. Laboratorio de Microbiologia de los
Alimentos de la Universidad Nacional del Altiplano. (enero, 2019).
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(@) (b)

Figura 34. Prueba de SIM (a) adicion de reactivo de Kovacs (b) reaccion positiva a
sulfuro de hidrogeno, positivo indol, positivo Movilidad. Laboratorio de
Microbiologia de los Alimentos de la Universidad Nacional del Altiplano.
(enero, 2019)

(@) (b)

Figura 35. Prueba de Urea (a) medio sin inocular (b) reaccion positiva cambio de color.
Laboratorio de Microbiologia de los Alimentos de la Universidad Nacional
del Altiplano. (enero, 2019).
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RECOLECCION DE MUESTRAS IN SITU:

(a) (b)

(c) (d)

Figura 36. Lugar de recoleccion de muestras: (a)centro poblado de Tupala (b) Modulo
de rescate del suri Chapuco (c) Muestras de huevos de suri (d) Entrega de
muestras de huevo de suri por parte del encargado del modulo Chapuco.(Enero,
2019).
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(@) (b)
Figura 37. Materiales (a) Materiales esterilizados (b) placas dispuestas para plaqueo.

PROCESAMIENTO DE MUESTRAS:

(© (d)
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(k) U

Figura 38. Pasos del procesamiento de muestra (a) Muestra (b) Desinfeccion con
povidona yodada (c) Piquete del huevo con estilete (d) Ruptura de la cascara
con la ayuda de unas pinzas (e) Apertura completa del huevo (f) Vaciado de la
albumina en un envase estéril (g) albumina (h) yema (i) vertido de 10 ml de
yema (j) vertido 10ml de albumina (K) dilucion de muestra 10 (I) Tubos
dispuestos para realizar diluciones seriadas.

PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO:

¥.
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(@) (b)

(€) (f)

Figura 39. Preparaciones Agar sangre y Agar EMB (a) y (b) extraccion de sangre de conejo (c)
preparado de agar sangre (d) vertido en placas con agar sangre () medio EMB (f)
placas con agar EMB y agar sangre.
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PREPARACION DE PRUEBAS DIFERENCIALES

Figura 40. Medios de cultivo que fueron pesados de diferentes medios de cultivo
diferenciales de la marca HIMEDIA.

Figura 41. Medios de cultivo preparados, notese la diferencia de colores de derecha a
izquierda que pertenecen al medio TSI, LIA, Citrato de Simmons, Agua
trioptona, Manitol salado, SIM, Agar urea.
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Figura 42. Tubos con medios en pico de flauta.

@ Huevos infértiles descartados (53)

O Huevos fértiles descartados (31)

Nro. de Huevos

0 PEESiAS S } u
Contaminados No contaminados

Fig. 5. Diagnéstico bacterioldgico de 84 huevos de choiques recibidos por ¢l INTA
Bariloche

Figura 43. Diagnostico bacterioldgico de 84 huevos de choiques recibidos por el INTA
Bariloche 2001.
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Figura 44. Mortalidad embrionaria en 37 huevos (42%) recibidos por el INTA Bariloche
2001.
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CONSTANCIA

LA QUT. SUSCRIBE, JEFE DEL LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA DE LOS
ALIMENTOS DE LATACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNA  PUNO

HACE CONSTAR:

Que el Bachiller CARLOS ALBERTO PEREZ ACUNA. epresado e la Fscucla
Profesional de Biologia de la Universidad Nacional de! Altiplano de Puno, ha realizado su
trabajo de investigacién litwlado: “ANALISIS BACTERIOLOGICO EN HUEVOS
DESECHADOS DE INCUBACION NATURAL EN SEMICAUTIVERIO DE Rhea
pennata EN EL CENTRO DE RESCA'TE DEL PELT, 20187, cn el laboratorio de
Microbiologia de los Alimentos, del Programa Académico de Microbiclogia y Laboratoriv

Chlinico de la Escucla Profesional de Riologia, entre los meses de febreso a mavo del 2019
& }

Se le expide la presente Constancia a solicitod del interesado para los fines que se estime por

conveniente.

Punu, 03 de junio del 2019.
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