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RESUMEN

Antecedentes: En Colombia, la vigilancia del cumplimiento de los Limites Mdximos de Residuos
LMRs de antimicrobianos veterinarios en carne bovina es exigua, debido a que la capacidad analitica es
insuficiente para monitorear un gran nimero de muestras y un amplio rango de antibiéticos. El bioensayo
es un método microbioldgico desarrollado por la agencia de salud ptblica (FSIS) del Departamento de
Agricultura de Estados Unidos, para la deteccién, identificaciéon y semicuantificacién de residuos anti-
microbianos. Objetivos: Se evalué preliminarmente el bioensayo para determinar su uso como prueba
de deteccidn cualitativa para el monitoreo y vigilancia de residuos de cuatro antimicrobianos en musculo
bovino, como contribucién al sistema de gestién de inocuidad en el marco del Acuerdo sobre la aplicaciéon
de Medidas Sanitarias y Fitosanitarias, bajo lineamientos de la Comisién Europea, Decision 2002/657/
CE. Métodos: El protocolo de experimentacién usé tejidos fortificados con diferentes concentraciones
de penicilina G potisica, oxitetraciclina, eritromicina y estreptomicina, como representantes de cuatro
tamilias de antibidticos de uso veterinario en Colombia. Para el establecimiento de los criterios de fun-
cionamiento del bioensayo se prepararon seis repeticiones de cada uno de los niveles o concentraciones
probadas por antimicrobiano, incluyendo un nivel sin fortificacién y cinco niveles de concentraciones
antibidticas menores, iguales y superiores al Limite Mdximo de Residuos LMRs de cada uno de los anti-
microbianos analizados. Resultados: Se establecieron preliminarmente los criterios de funcionamiento
del método (especificidad, limites de deteccion y estabilidad). La técnica mostrd excelente especificidad
(ningun falso-positivo); los limites de deteccion se determinaron para los cuatro antibidticos con relaciéon
a sus respectivos LMRs: Betalactimicos (penicilina G =LMR), tetraciclinas (oxitetraciclina =LMR),
macroélidos (eritromicina =LMR) y aminoglucésidos (estreptomicina >4 LMR); sin embargo, la sensi-
bilidad del bioensayo para estreptomicina no fue satisfactoria. La estabilidad de los analitos en la matriz
fortificada al limite de deteccidn, resulté adecuada durante el periodo de tiempo evaluado. Conclusiones:
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El método del bioensayo preliminarmente evaluado es aplicable a la deteccién de una amplia gama de
residuos antimicrobianos en misculo bovino, a concentraciones iguales a los LMRs.

Palabras clave: Residuos antimicrobianos, Limite Maximo de Residuos LMRs, bioensayo.

ABSTRACT

Background: In Colombia, the vigilance of the Maximum Residue Limits MRLs of veterinary
antimicrobials in cattle meat is limited, because the analytical capacity is insufficient to monitor a large
number of samples and a wide range of antibiotics. The bioassay is a microbiological method developed
by the health public agency (FSIS) of the United States Department of Agriculture (USDA) for the
detection, identification and semiquantification of antimicrobial residues in cattle muscle. Objective: It
was evaluated preliminary the bioassay for use as a test for the qualitative detection for monitoring and
surveillance of four antimicrobials in cattle muscle, as contribution to the inocuity management system
within the agreement framework about the application of Sanitary and Phytosanitary Measures; using
some guidelines of the European Decision 2002/657/EC. Methods: The experimental protocol used
fortified tissues with varying concentrations of penicillin G potassium, oxytetracycline, erythromycin
and streptomycin, as representatives of the four important families of veterinary antibiotics used in Co-
lombia. To establish the performance criteria of the bioassay were prepared six replicates of each of the
levels or concentrations tested for antimicrobial, including a level without fortification and five levels
of lower antibiotic concentrations, equal and above MRL Maximum Residue Limit for each one of the
tested antimicrobials. Results: The performance characteristics of method were preliminarily determi-
ned (specificity, detection limits and stability). The test showed excellent specificity (no false positive);
detection limits were determined for the four antibiotics in relation to their respective Maximum Residue
Limit MRLs: Beta-lactams (penicillin G =MRL), tetracyclines (oxytetracycline =MRL), macrolides
(erythromycin =MRL) and aminoglycosides (streptomycin >4 MRL); however, the sensitivity of bioassay
tor the streptomycin was unsatisfactory. Stability of the analytes in the matrix was adequate during the
period evaluated. Conclusions: The preliminary bioassay method evaluated is applicable to the detection
of a broad range of antimicrobial residues in bovine muscle at concentrations at the MRLs.

Keywords: antimicrobial residues, Maximum Residue Limit MRLs, bioassay.

INTRODUCCION

deteccion de residuos de cuatro antimicrobianos
en musculo bovino. El trabajo de investigacién
fue desarrollado en el Laboratorio de Residuos de
Medicamentos Veterinarios (drea de microbiologia

En la especie bovina los antimicrobianos son
administrados con fines terapéuticos o profilicticos
(1) (2). Errores en la posologia y el incumplimiento

del tiempo de retiro, podrian generar la presencia de
residuos en la carne destinada al consumo huma-
no, pudiendo afectar la salud del consumidor por
reacciones alérgicas o alteraciones de la microbiota
intestinal o favoreciendo la seleccién de bacterias
resistentes (3) (4). Se considera que las condiciones
de inocuidad de la carne son un requisito indispen-
sable para mejorar la competitividad de la cadena
cdrnica bovina y el acceso a mercados internacio-
nales (5) (6), por lo que es fundamental contar con
una técnica analitica microbiolégica de referencia
internacional como el bioensayo (7). Como una
contribucién al sistema de gestiéon de inocuidad en
el marco del Acuerdo sobre la aplicacién de Medidas
Sanitarias y Fitosanitarias MSF mediante el trabajo
conjunto del sector oficial y académico, se evalud
por primera vez en Colombia el bioensayo para la

analitica) del Laboratorio de Insumos Pecuarios
LANIP del Instituto Colombiano Agropecuario
ICA, ubicado en Mosquera-Cundinamarca.

En consideracién al gran nimero de muestras y
de antimicrobianos a determinar, resulta inviable la
utilizacién inicial de técnicas de alta especificidad
como los métodos fisicoquimicos cromatografi-
cos, debido a su elevado costo y laboriosidad. Por
tal razén para monitorear la presencia de residuos
antimicrobianos, el primer paso es la deteccidn,
cribado o screening (8). Este documento describe
una evaluacioén preliminar del bioensayo como un
método de screening para residuos de cuatro antimi-
crobianos en tejido muscular bovino.

La Decisién Europea 2002/657/CE (9) define
los métodos de cribado como los “utilizados para
detectar la presencia de una sustancia, o tipo de
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sustancias, al nivel de interés. Estos métodos per-
miten tratar un elevado nimero de muestras y se
utilizan para cribar grandes cantidades de muestras
en busca de posibles resultados no conformes. Estin
disenados especificamente para evitar resultados de
falso conforme”. Con frecuencia la etapa de cribado
se basa en métodos microbiolégicos porque son
econdémicos, ripidos y de amplia gama de deteccién
(multiresiduos) (8). El bioensayo trabaja con placas
de agar con condiciones especificas que las hacen
sensibles preferencialmente a una determinada
familia de antibidticos: la placa 1 a tetraciclinas, la
2 a B-lactdmicos, la 3 a aminoglucésidos y la placa
4 a macrdlidos (10).

El establecimiento de las caracteristicas de
funcionamiento de un método microbiolégico,
idealmente deberia emplear matrices usadas como
tejido blanco y musculo dosificado o incurrido
(procedente de un animal al cual se le ha admi-
nistrado el antibiético). Sin embargo, en la especie
bovina, la produccién de materiales incurridos para
cada antimicrobiano a concentraciones especificas,
consumirfa mucho tiempo y dinero (4). Por lo tanto,
para establecer si el bioensayo detecta la presencia de
residuos antibidticos al nivel de interés en musculo
y si puede cumplir los criterios de funcionamiento
descritos en la Decisién Europea 2002/657/CE (9),
se emplearon extractos de musculo blanco bovino
y de musculo bovino fortificado a diferentes con-
centraciones antimicrobianas, con el objetivo de
evaluar el método microbiolégico del bioensayo y
determinar su uso como prueba de screening para el

Tabla 1. Especificaciones de la preparacién de las placas

musculo bovino
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monitoreo y vigilancia de residuos antimicrobianos
en carne bovina, contribuyendo a garantizar la ino-
cuidad alimentaria.

MATERIALES Y METODOS

Soluciones antimicrobianas

Se utilizaron estindares antibiéticos Sigma-
Aldrich®, preparando soluciones stock de 1.000 ppm
de cada antibidtico, después de la correccién de la
potencia: Penicilina G potasica se disolvi en buffer
fosfato 0,1 M pH 6+0,1; clorhidrato de oxitetracicli-
na en HC1 0,01 N; eritromicina en metanol y buffer
fosfato 0,2 M pH 8+0,1; y sulfato de estreptomicina
en agua destilada.

Organismos de prueba

Kocuria rhizophila, ATCC 9341a; esporas de Ba-
cillus cereus var. mycoides, ATCC 11778 y esporas de
Bacillus subtilis, ATCC 6633.

Placas del bioensayo

Se realizé el bioensayo en cuatro placas para la
deteccién cualitativa de residuos antimicrobianos en
musculo bovino segtin los lineamientos de la “Guia
de Laboratorio de Microbiologia, MLG 34.02”
del USDA/FSIS (10), denominada “Bioassay for the
detection, identification and quantitation of antimicrobial
residues in meat and poultry tissue”. Las caracteristicas
y especificaciones para la preparacién de cada una
de las placas se indican en la tabla 1.

del bioensayo para la deteccién de antimicrobianos en

Concentracién in6- Incubacién
No.| Antibistico A.ga'r’ Buffer fosfato/ Organismo cu.lo células vegeta- Disco bafio serolé- oIncubacu’m
antibiot. pH tivas o esporas/ml control ico* C (16-18 h)
medio de cultivo g
0.1M Bacillus cereus Tetraciclina
1 | Oxitetraciclina No. 8 . 5x10° esporas/ml 45 min. 29+1°C
Penicilina G No. 4 (con 0.1M Kocuria rhizophila . . Penicilina 10 . o
+
2 potdsica dextrosa) pH 6 ATCC 9341a 8x10°cel.vegetativas/ml unidades Ninguna 29=1C
0.1M Bacillus subtilis Estre; ici
.. 4 streptomicina . N
3 | Estreptomicina No. 5 s ATCC 6633 1x10* esporas/ml 10 ug 75 min. 29+1°C
p
02M Kocuria rhizophil Eri ici
. . phila 5 . ritromicina . 1
4 | Eritromicina No. 11 oH 8 ATCC 93412 8x10° cel.vegetativas/ml 15 ug Ninguna 29x1°C

*Bano serolégico a 48+2°C. Esporas incubadas en el agar derretido.
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Preparacion de los inéculos bacterianos

Para la obtencién de la suspensién de células
vegetativas, la cepa de trabajo fue sembrada e incu-
bada y su cultivo cosechado, lavado, centrifugado,
resuspendido y cuantificado para usarse en la prepa-
racién de las placas 2 y 4 del bioensayo. Las esporas
de Bacillus subtilis y Bacillus cereus fueron obtenidas en
agar esporulante (previa siembra e incubacién), co-
sechadas y lavadas por centrifugacién. El contenido
de células vegetativas o esporas/ml de suspension se
calcul6 por recuento en superficie en placas de Petri.

Con el niimero estimado de células vegetativas/
esporas por ml de suspension, se calculé el volu-
men requerido para inocular el agar antibidtico
correspondiente, de tal forma que se cumpliera con
las concentraciones finales de microorganismos
especificadas en la tabla 1.

Inoculacion de agares

La suspension de células vegetativas o esporas
bacterianas a la concentracién requerida fue adicio-
nada al medio de cultivo correspondiente a 48+2°C
licuado y se mezclé mediante agitacién, vertiendo
8 - 8,5 ml del agar en placas de Petri de 100x15
mm. El agar fue distribuido uniformemente hasta
cubrir el fondo, permitiendo que se solidificara so-
bre una superficie nivelada. Las placas se rotularon
y almacenaron entre 2 y 8°C hasta el siguiente dia.

Tejido blanco

Con el fin de disponer de tejido proveniente
de animales no tratados con ningiin medicamento
veterinario (tejido blanco), para ser usado como
control negativo y para fortificarlo, se obtuvo mus-
culo de bovinos machos criados en una granja del
Instituto Colombiano Agropecuario ICA. A estos
animales no se les administraron productos farma-
céuticos de ninguna clase durante los cuatro meses
previos al sacrificio. El tejido fue homogenizado y
almacenado a -70°C.

Tejido fortificado

La fortificacién con cada analito se realizé me-
diante la adicién de las concentraciones antibiéticas
al tejido blanco antes de la extraccion. Por ejemplo,
para obtener una concentracién en musculo equi-
valente a 0,05 ppm 6 50 ppb de penicilina G (nivel
correspondiente al LMR), 125 ul de una solucién
de 2 ppm del antibiético B-lactimico se afiadieron a
5+0,2 g de misculo homogenizado. Después de la

fortificacion, el tejido se dejo reposar durante quince
minutos antes de la extraccién. Los tejidos fueron
fortificados y analizados durante el mismo dia.
Para el establecimiento de los criterios de fun-
cionamiento del bioensayo, se prepararon seis (6)
repeticiones de cada uno de los niveles o concentra-
ciones probadas por antimicrobiano. Asi, el nivel 0
correspondi6 a las matrices que no fueron fortifica-
das, y los niveles 1, 2, 3, 4y 5, a las concentraciones
antibidticas menores, iguales y superiores al LMR
de cada uno de los cuatro antimicrobianos (9, 10).

Preparacion de los extractos

A las muestras de musculo bovino fortificadas
y no fortificadas, pesadas en porciones de 50,2
g en bolsas estériles identificadas con los tipos de
soluciones buffer pH 4,5; pH 6; pH 8 0,1 M y pH
8 0,2 M, se les adicionaron 20+0,5 ml del buffer
correspondiente.

Los tejidos y las soluciones tamponadas fueron
mezclados en un homogenizador de alimentos
(Stomacher® 400 Circulator Seward), durante
sesenta (60) segundos a 592 r.p.m. Los extractos
obtenidos se dejaron reposar por cuarenta y cinco
(45) minutos y luego se transfirieron a tubos, los
cuales fueron centrifugados durante 10 minutos a
5°Cy4.000 r.p.m.

Montaje

Las placas se rotularon de acuerdo a lo indicado
en la tabla 1 y a la concentracién antibiética eva-
luada. Cuidadosamente se ubicaron seis cilindros
(cilindros plasticos de 8 mm de didmetro interno,
9 mm de didmetro externo y 10 mm de altura) en
cada placa, identificando el inicial mediante una
linea demarcada al reverso y al lado de cada caja.

Tres placas enteras fueron usadas para cada
concentracién probada, llenando los cilindros con
2004 ul del extracto de la matriz de prueba co-
rrespondiente. Las placas se incubaron a 29+1°C
durante 16 a 18 horas. Después de la remocién de
los cilindros, la zona de lectura fue alineadaa “0” y
se empezo a leer el resultado desde el primer pozo
en el sentido de las manecillas del reloj, empleando
para tal fin un calibrador.

Determinacién de la sensibilidad

Se empled un rango de cinco concentraciones
para fortificar misculo bovino del que se obtuvie-
ron los extractos. Adicionalmente se usé extracto
de tejido blanco como control negativo.
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Una zona de inhibicién > 9 mm indicé un
resultado positivo, considerando que corresponde
a la medida del didmetro externo de los cilindros.
Para fijar el limite de deteccidn se tuvo en cuenta el
criterio establecido por la Decisién 2002/657/CE,
de manera que el porcentaje de falsos resultados
negativos fuera inferior al 5% al nivel del limite
de deteccién (11). Se establecié como el limite de
deteccién del antibidtico para la matriz el nivel en
el que en las seis repeticiones (dieciocho lecturas)
se observaron resultados positivos.

Evaluacion de la especificidad

Se analizaron extractos obtenidos de 24 muestras
de tejido blanco de bovinos. Estas matrices se proba-
ron con el bioensayo en las cuatro placas. El calculo
de la especificidad relativa se realiz6 mediante la
téormula: Verdaderos Negativos/Verdaderos Nega-
tivos + Falsos Positivos * 100.

Analisis de la estabilidad

Para la determinacién de la estabilidad de los
analitos en la matriz, se consideraron las directrices
de la Comisién Europea (12), que al respecto plantea
en la Decision 2002/657/CE (9) el procedimiento
para enriquecer material en blanco con el analito
de interés, incluyendo las instrucciones sobre la
temperatura de conservacién de las muestras, indi-
cando que el tejido debe almacenarse como minimo
a -20°C, o menos si es necesario. Por esta razén y
considerando también los resultados de estudios
relacionados (13), se prepararon soluciones de anti-
microbianos a los limites de deteccién establecidos,
y se inocularon en musculo blanco que posterior-
mente se congel6 a -70°C . El bioensayo se realizé
a éstas matrices el dia en que fueron fortificadas y a
los 30 dfas posteriores a la adicién de los antibidticos.

Comparacion del desempeno del bioensayo y
prueba comercial

Con el fin de comprobar el adecuado desempe-
no del bioensayo evaluado, se analizaron muestras
de miusculo diafragmitico (n=100) obtenidas de
bovinos machos y hembras faenados en una planta
de beneficio ubicada en la ciudad de Bogotd D.C.
De manera paralela, las muestras fueron procesadas
mediante la prueba comercial Premi®Test (DSM)
que cuenta con la evaluacién de los criterios de
funcionamiento establecidos en la Decisién Eu-
ropea 2002/657/CE (9), con validacién de AOAC
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(Association of Analytical Communitie) (14) y AFINOR
(French Association for Normalisation), basada en la
comparacién con el método de referencia de las
cuatro placas, el cual es oficial en Francia, y con el
protocolo STAR (prueba con cinco placas) (15). La
prueba comercial se usé de acuerdo a las instruc-
ciones del fabricante. En resumen, 100 ul de fluido
carnico fueron adicionados en la superficie de cada
ampolla, dejindola reposar durante 20 minutos a
temperatura ambiente para permitir la pre-difusion.
Luego se elimind el exceso de fluido por lavado
doble con agua destilada que fue descartada. Las
ampollas fueron cubiertas con laliminay llevadas a
bano seroldgico a 64°C durante tres horas, periodo
durante el cual el control negativo viré a amarillo.
La prueba se fundamenta en la inhibicién del cre-
cimiento bacteriano de Geobacillus stearothermophilus
(antes Bacillus stearothermophilus).

Como controles positivos de ambos métodos
microbioldgicos, se usaron tejidos incurridos de un
bovino al que se le administr por inyeccién intra-
muscular un medicamento veterinario registrado,
que contenfa penicilina G procainica, penicilina G
potisica y sulfato de estreptomicina, cuyo tiempo
de retiro aprobado es de 30 dias. El producto se
usé a una dosis prictica de 1 ml por cada 15 kg
de peso vivo (15.000 UI de penicilinas por kg de
peso del animal y 20 mg de estreptomicina por kg
de peso vivo); se utilizé6 material desechable para
la aplicacién cada 12 horas, alternando los puntos
de inyeccién entre el gliteo profundo derecho y el
izquierdo, hasta completar ocho inyecciones con-
secutivas. Ocho horas después de la tltima admi-
nistracion, el bovino fue sacrificado y se tomaron
muestras de tejido muscular.

RESULTADOS

Determinacién de la sensibilidad

Los resultados de la sensibilidad para cada uno de
los antimicrobianos en musculo bovino se muestran
en la tabla 2. Los valores subrayados de las zonas
de inhibicién corresponden al nivel de fortificacién
establecido como el limite de deteccién para cada
uno de los antibidticos, en razén a que las dieciocho
mediciones tuvieron un porcentaje de falsos resul-
tados negativos inferior al 5% (error B) al nivel de
interés (11).
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Tabla 2. Sensibilidad de deteccién de los antimicrobianos en musculo bovino

Concentraciéon R PEPI\gggléllgi G OXITETRACICLINA ESTREPTOMICINA ERITROMICINA
ppb Diametro (mm) zonas de inhibicion (Promedio/Desviacion estandar)
1 N N N N
Nivel matriz sin 2 N N N N
fortificacién 3 N N N N
4 N N N N
0 ppb 5 N N N N
6 N N N N
Nivel fortificaciéon 1 | 1 N 11,67%+0,12 N 10,08=+0,81
2 N 10,13+1,29 N 10,52+0,93
3 N N N 905 | N | N
P25 4 N N N 10,13+0,44
0:50 5 N N N 12,35+0,71
ES: 450
6 N N N N 9,05 | N
ER: 100
Rango (mm) NA 0,00 11,67 NA 0,00 12,35
Nivel fortificaciéon 2 | 1 10.87+0,81 11,53+0,23 N 14.98+1,84
2 10,90+0.00 N N 15,53+0.96
3 11,27+0,40 12,27+0,51 N 14,00+1,56
P: 50 4 10.32+0.84 11,10%0,52 N 15.15+0.55
O: 100 5 10,20+0,79 11,90+0,17 N 13,52+0,43
ES: 600
6 11.23+0.64 10,900,72 N 13.52+1.13
ER: 200*
Rango (mm) 10,20 - 11,27 0,00 12,27 NA 13,52 15,53
Nivel fortificaciéon 3 | 1 17,47+0,12 13,50+0,78 N 16,48+1,34
2 17,22+220 13.43+0,46 N 17,60=1,51
3 14,93+0,40 13,30*+0,61 N 16,85+0,76
P:100 4 13,87+0,72 13,33+1,53 N 16,38+0,94
O: 200* 5 13,02+0,58 13,03+0,50 N 16,20+0,35
ES: 1.200
6 16,53%0,46 13.57+1.47 N 17,100,66
ER: 400
Rango (mm) 13,02 - 17,47 13,03 - 13,57 NA 16,20 — 17,60
Nivel fortificaciéon 4 | 1 20,60+0,35 16,40+0,00 19.10+0,17 18,97+0,25
2 20,23+0,33 16,07+0,46 18,90+0.,36 19,97+0,74
3 20,28+0,63 16,37+1,79 22,07+0,31 20,70+0,90
P:200 4 19,20+0,17 16,70+0,52 18.,66+0.,64 19,25+0,73
O: 400 5 20,75+0,55 16,10+0,10 20,25+0.,35 20,47+1,37
ES: 2.400*
6 20,73=1,38 17,83£0,58 19.52+0.73 20,00+1,74
ER: 800
Rango (mm) 19,20 - 20,75 16,10 - 17,83 18,66 — 22,07 18,97 — 20,70
Nivel fortificaciéon 5 | 1 26,73+0,46 24,03+0,06 22,55+0,61 21,60=0,00
2 25,73+1,27 23,50+1,45 22,83+0,29 21,67%0,36
3 25,43+0,66 23,00%0,30 22,57+0,98 23,98+1,63
P:400 4 26,00%=1,80 22,93+0,12 25,17%3,17 21,42+0,38
O: 800 5 26,70+1,23 22,80+0,17 22,57+0,51 23,92+0,53
ES: 4.800
6 26,22+0,50 23,47+1,36 22,88+0,20 23,73+0,29
ER: 1.600
Rango (mm) 25,43 - 26,73 22,80 - 24,03 22552517 21,42 - 23,98

Los valores subrayados de las zonas de inhibicién corresponden al nivel de fortificacién establecido como el limite de deteccién para cada uno
de los antibidticos.

R: Repeticion N: Negativo (Zona de inhibicién < 9 mm) NA: No Aplica P: Penicilina O: Oxitetraciclina ES: Estreptomicina ER: Eritromicina
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Las porciones de musculo fortificadas con 50
ppb de penicilina G potésica, produjeron zonas
de inhibicién cuya medida promedio fue de 10,79
mm con una desviacion estindar ¢ de 0,69. Para el
caso de oxitetraciclina, el promedio de los halos de
inhibicién generados a la concentraciéon de 200 ppb
fue de 13,36 mm con una o de 0,85. Las matrices
adicionadas con 2.400 ppb de estreptomicina forma-
ron zonas de inhibicién con una medida promedio
de 20,30 mm y con una ¢ de 2,30. Finalmente, el
promedio de los halos de inhibicién producidos
por las porciones de musculo fortificadas con 200
ppb de eritromicina, fue de 14,45 mm yla ¢ 1,29.
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La figura 1 muestra la relacién entre los limites
de deteccién establecidos para los cuatro antimi-
crobianos y sus respectivos LMRs en miusculo. Se
determiné que el bioensayo detecté penicilina G
potisica, oxitetraciclina y eritromicina al nivel de los
LMR en misculo bovino, establecidos por el Codex
Alimentarius para los tres primeros compuestos y
por la Agencia Europea del Medicamento EMA
para el caso de eritromicina, antibiético para el cual
el Codex Alimentarius no ha definido LMRs en la
especie bovina. Sin embargo, la sensibilidad frente
a estreptomicina (aminoglucésidos) se evidencid en
un nivel correspondiente a cuatro veces el LMR.

>2000
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Figura 1. Comparacién de los LMRs y los Limites de Deteccién de los antimicrobianos evaluados en el bioensayo.

Evaluacion de la especificidad

Se evaluaron extractos obtenidos de 24 muestras
de mdasculo bovino procedente de animales no
tratados previamente con ningtin antimicrobiano.
El anilisis de estos tejidos con el bioensayo en las
cuatro placas, no mostré resultados falsos positivos.
Por lo tanto, la especificidad determinada fue del
100%.

Analisis de la estabilidad

Las soluciones de antimicrobianos preparadas
a los limites de deteccién establecidos, con las que
se fortificaron cuatro porciones de 5+0,2 g de
musculo blanco por sustancia antibidtica, luego de

realizarles el bioensayo a dos muestras el mismo dia
de la fortificacién y a los 30 dias de congelacién a
-70°C, produjeron zonas de inhibicién superiores
a2 9 mm para todos los extractos de los tejidos. A
los didmetros de las zonas de inhibicién generadas
el dia cero y el dia treinta por las concentraciones
correspondientes al limite de deteccién de cada uno
de los antibiéticos en musculo bovino, se les realizé
la “Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas
desiguales”, con el propésito de investigar si habian
diferencias estadisticamente significativas en el ta-
maio de los halos, debidas al almacenamiento de las
muestras durante un mes a la temperatura de -70°C.
Los resultados pueden observarse en la tabla 3.
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Tabla 3. Estabilidad de los antimicrobianos en musculo bovino fortificado al LDD

Muestra 1 Muestra 2
Antibiético Dia 0 | Dia 30 Dia 0 | Dia 30
Zonas de inhibicién (mm)
Penicilina G potsica 50 ppb | 11,60 | 11,60 | 1050 [ 10,90 | 11,00 | 10,70 [ 1150 | 11,50 | 1080 [ 10,70 | 935 | 10,65
Promedio 1123 10,87 1127 10,23
Varianza 0,403 0,023 0,163 0,586
Estadjistico t 0,972 2,068
Valor critico de t (dos colas) 4,303 3,182
Oxitetraciclina 200 ppb 11,90 | 1410 | 1470 [ 11,70 [ 12,50 [ 13,00 [ 12,90 | 1400 [ 13,00 | 12,00 | 13,10 | 12,50
Promedio 13,57 12,40 13,30 12,53
Varianza 2,173 0,430 0,370 0,303
Estadistico t 1,252 1,618
Valor critico de t (dos colas) 3,182 2,776
Estreptomicina 2400 ppb | 22,40 [ 22,00 [ 21,80 | 22,50 [ 20,65 [ 19,40 [ 20,65 | 20,00 [ 20,10 | 20,30 | 19,20 | 20,00
Promedio 22,07 20,85 20,25 19,83
Varianza 0,093 2,432 0,123 0323
Estadistico t 1,326 1,081
Valor critico de t (dos colas) 4,303 3,182
Eritromicina 200 ppb 1570 | 14,60 | 15,15 | 13,80 | 14,75 | 1335 [ 1525 | 16,60 | 14,75 | 13,60 | 13,90 | 14,35
Promedio 15,15 13,97 15,53 13,95
Varianza 0,303 0,511 0,916 0,143
Estadistico t 2,273 2,666
Valor critico de t (dos colas) 2,776 3,182
Comparacion del desempeno del bioensayo y DISCUSION

prueba comercial

Las 100 muestras de musculo diafragmaitico
tomadas en la planta de beneficio y posteriormente
analizadas mediante los métodos microbiolégicos
del bioensayo y la prueba comercial, dieron como
resultado negativo para la inhibicién de crecimiento
bacteriano, indicando concordancia entre los resul-
tados obtenidos por los dos métodos.

De las muestras de tejido muscular diafragmati-
co incurrido con penicilina G procainica, penicilina
G potisica y estreptomicina, evaluadas con el bioen-
sayo, se detectaron residuos del antibiético betalac-
tdmico en la placa inoculada con Kocuria rhizophila,
cuya medida promedio de las zonas de inhibicién
fue de 11,64 mm = 0,73. Las muestras analizadas
en la placa disefiada para la deteccién de residuos
de aminoglucésidos (Bacillus subtilis) en el método
del bioensayo, no generaron halos de inhibicién.
Finalmente, los tejidos incurridos procesados con
la prueba comercial, se evidenciaron positivos a la
presencia de residuos antimicrobianos.

El bioensayo multiplacas descrito en la Guia de
Laboratorio de Microbiologia del Food Safety and
Inspection Service —FSIS-, agencia de salud publica
dentro del United States Department of Agriculture
—USDA-, es un método microbiolégico de refe-
rencia internacional que se evalud por primera vez
en Colombia, empleando matrices fortificadas con
diferentes concentraciones de penicilina G potisica,
oxitetraciclina, eritromicina y estreptomicina, como
representantes de cuatro familias de antibiticos de
uso veterinario. Se establecieron los parimetros de
sensibilidad, especificidad y estabilidad, consideran-
do algunos lineamientos de la guia de la Decisién
Europea 2002/657/CE que se refiere al funciona-
miento de los métodos analiticos.

Un método de screening eficiente requiere ser de
bajo costo y alto rendimiento, capaz de identificar
potenciales muestras no conformes a partir de una
gran cantidad de muestras (9), (16). Las pruebas
de inhibicién microbioldgicas fueron los primeros
métodos desarrollados para la deteccién de residuos
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antibidticos, y atin son ampliamente usadas porque
son muy costo-efectivas y en contraste por ejemplo
con pruebas inmunoldgicas o basadas en recep-
tores, tienen la posibilidad de cubrir una amplia
gama de residuos antibidticos. Ademds, mediante
la introduccién de un procedimiento preliminar
de identificacién microbioldgica, es posible realizar
una caracterizacién post-screening del residuo que
reducira significativamente los costos y esfuerzos
dedicados a la identificacién y cuantificacién por
métodos quimicos confirmatorios.

En este sentido, la evaluacién de los criterios de
funcionamiento del método, resulta esencial en la
seleccion de una estrategia analitica para la deter-
minacién de residuos (4).

Al respecto de la determinacién de la sensibili-
dad, se ha demostrado que los residuos antibiéticos
tienden a acumularse en el tejido renal, por lo que
varias técnicas microbioldgicas y kits comerciales de
cribado como Belgian Kidney Test BK'T, New Dutch
Kidney Test NDK'T, Four Plate Test FPT, Swab Test
On Premises STOP, Two Plate Test, Calf Antibiotic
and Sulfa Test CAST, Fast Antibiotic Screen Test FAST
y Premi® Test, emplean de manera rutinaria esta
matriz de prueba (4, 8, 10, 17-19). Sin embargo,
teniendo en cuenta que la carne bovina es un pro-
ducto calificado como de potencial exportable (5)
y es el tejido que con mis frecuencia es consumido,
se seleccioné una técnica que usara muisculo como
matriz de prueba.

El bioensayo detectd penicilina G potésica, oxi-
tetraciclina y eritromicina al nivel de los LMRs en
musculo bovino, establecidos por el Codex Alimen-
tarius y en la normatividad nacional del Ministerio
de Salud y Proteccién Social (Resolucién 1382 de
2013) (20), para los tres primeros compuestos, y
por la Agencia Europea del Medicamento EMA
para el caso de eritromicina, antibidtico para el
cual el Codex Alimentarius no ha definido LMRs en
la especie bovina. Los limites de detecciéon se esta-
blecieron con base en el criterio establecido por la
Decision 2002/657/CE, segtin el cual el porcentaje
de falsos resultados negativos debe ser inferior al
5% al nivel del limite de deteccién (11). Para estas
concentraciones de antibidticos, una vez analizadas
las muestras de musculo bovino, en todos los casos
resultaron positivas al nivel del limite miximo de
residuos, provocando halos superiores 2 9 mm.
Por lo tanto se cumple con el criterio fijado en la
Decisién 2002/657/CE, dado que el porcentaje de
falsos negativos no supera el 5% a estas concentra-

VITAE

K.L. Vela P et al.

ciones y se concluye que la técnica es vilida para el
uso previsto.

Sin embargo, en éste estudio la sensibilidad
frente a estreptomicina no fue satisfactoria ya que
la deteccién se evidencié en un nivel correspon-
diente a cuatro veces el LMR en musculo. Esto es
concordante con los hallazgos de Gaudin y col.,
quienes validaron el protocolo STAR (Screening Test
for Antibiotic Residues) que comprende cinco placas
para el screening de residuos antibidticos en misculo
de diferentes especies animales, en el que se deter-
miné un limite de deteccién para estreptomicina,
ocho veces superior al LMR (21).

Otros estudios desarrollados por Stead y col.
(16) evidencian que la sensibilidad de Premi® Test
para compuestos aminoglucésidos en masculo fue
insuficiente. En el mismo sentido, Pikkemaaty col
(22) compararon tres métodos microbiolégicos
(Nows Antibiotic Test NAT, STAR y Premi® Test)
con muestras de bovinos y porcinos procedentes
de monitoreo de rutina. Con respecto a la detec-
cién de aminoglucdsidos, la mayor diferencia se
determind entre NAT y STAR, y fue asociada a la
matriz usada en las pruebas; NAT detecté mues-
tras positivas en rindn, de las cuales en cuatro se
confirmé por LC-MS-MS la presencia de residuos
de neomicina, estreptomicina y gentamicina, a
niveles de aproximadamente la mitad de los LMRs
en rinén. No obstante, ni el método STAR ni la
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
masas detectaron niveles de residuos en la carne
de esos animales.

Esta observacién puede tener implicaciones
importantes para los métodos de screening micro-
biol6gicos basados en el anilisis de muestras de
rinén, y que usan Bacillus subtilis como organismo
de prueba. La sensibilidad de ésta bacteria a los ami-
noglucésidos, podria conducir a una condenacién
injusta a una canal bovina, fundamentada en un
resultado positivo a la prueba en rinén. En general,
el rifdén se considera un buen indicador de presencia
de residuos de antimicrobianos en otras partes del
organismo, pero debido al mecanismo de excrecién
renal de los aminoglucésidos, ellos representan una
excepcidn a ésta regla.

En éste sentido, se sugiere probar variaciones
al método del bioensayo en masculo, como pre-
tratamiento del tejido (17) o el uso de la matriz sin
dilucién ni extraccién como lo describe el método
alemdn descrito por Nouws y col (23), Nouws (24) y
Gesche (25), asi como el método de las cuatro placas
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(26), con el propésito de valorar la sensibilidad a los
aminoglucésidos en misculo.

Con relacién a la evaluacién de la capacidad de
deteccidn, serfa ideal emplear pruebas que analiza-
ran tejido intacto y calcular los limites de deteccién
usando muestras provenientes de animales medi-
cados experimentalmente (8, 27). Sin embargo,
en la especie bovina el uso de tejidos fortificados
para la determinacién de los limites de detecciéon
se constituye en una valiosa opcién, considerando
que la produccién de materiales incurridos para
cada antibiético a las concentraciones adecuadas
es una tarea que consumiria mucho tiempo y seria
extremadamente costosa. Ademds, seria realmente
dificil obtener de manera exacta las concentraciones
deseadas después del tratamiento de los animales
(21). Alternativamente, algunos otros estudios del
desempeno de métodos microbiolégicos de screening
usan muestras provenientes de programas de moni-
toreo (4, 8, 28). La mayoria de acercamientos prove-
chosos usaron animales sacrificados de emergencia,
de los que se disponia informacién que indicaba que
ellos fueron sacrificados antes del final del periodo
de retiro. Sin embargo, estos estudios arrojaron
Gnicamente un ndmero limitado de muestras po-
sitivas que representaban solo un grupo pequeno
de sustancias, planteando el cuestionamiento sobre
si otros residuos estuvieron presentes y no fueron
detectados debido a que el método fue insensible.

En el presente estudio las muestras de misculo
procedentes de bovinos faenados no mostraron
residuos antimicrobianos. Los resultados de los
métodos microbiolégicos del bioensayo y la prueba
comercial fueron compatibles al indicar la ausencia
de residuos antibidticos en los tejidos de los animales
sacrificados en la planta de beneficio. Los resultados
son confiables en razén a que los limites de detec-
cién establecidos para la prueba microbioldgica
del bioensayo cumplen con los LMRs en musculo
bovino fijados por la legislacién nacional. En el
mismo sentido, la capacidad de deteccién de la
prueba comercial Premi®Test, que es considerada
la dnica prueba microbiolégica de tubo para la cual
hay una cantidad sustancial de literatura disponible
(8), también se ajusta para penicilina G, oxitetraci-
clinay eritromicina, en relacién con los respectivos
LMRs en masculo bovino.

En contraste, las muestras dosificadas o incu-
rridas con penicilina G procainica, penicilina G
potisica y estreptomicina fueron identificadas por el
bioensayo como positivas a la presencia de residuos

de los antibiéticos betalactimicos, mas la prueba no
indicé resultados positivos para el caso de residuos
del antimicrobiano aminoglucésido, lo cual es con-
cordante con los hallazgos de Pikkemaaty col (22)
y con la sensibilidad de deteccién determinada para
la estreptomicina en el bioensayo. Por otra parte, la
prueba comercial con la que se analizaron los teji-
dos incurridos indicé que las muestras contenian
residuos antibiéticos. No obstante, teniendo en
cuenta la sensibilidad insuficiente de Premi®Test
para compuestos aminoglucésidos (16), es posible
afirmar que la deteccién de los residuos presentes
en las muestras incurridas correspondi6 a los ge-
nerados por las penicilinas.

Parece dificil comprender la verdadera capaci-
dad de deteccién de las técnicas microbioldgicas.
Debido a la carencia de métodos de fortificacién
apropiados y a la imposibilidad de obtener un
rango ajustado de tejidos incurridos a los niveles
adecuados, los métodos de screening con frecuencia
se validan usando tinicamente soluciones estindares
(28-30). De hecho, la guia de laboratorio de USDA/
FSIS que describe el bioensayo para la deteccion,
identificacién y semicuantificacién de residuos
antimicrobianos en tejidos de bovinos y aves (10),
establece que la concentracién mas baja de una
solucién estindar de referencia que produce una
zona de inhibicién de al menos 8 mm sobre una
placa en particular, es sefialada como la concen-
tracién minima inhibitoria, y es la que define los
limites de deteccion para los residuos antibidticos.
Sin embargo esto es altamente cuestionable puesto
que el alcance de la informacién obtenida no puede
compararse con la evaluacién del desempenio de una
prueba sobre tejidos incurridos, dado que se omite
el efecto potencial de la matriz (8).

Una cuarta posibilidad es trabajar “tejidos
simulados o fortificados” como lo presenta éste
documento. Bajo estas condiciones el efecto de la
matriz se tiene en cuenta, aproximindose mas a
muestras de masculo incurridas (21). La unién de
los antibiéticos al tejido muscular homogenizado
es posible durante la inoculacién (8) y esto fue
evidenciado en la determinacién de los limites de
deteccién de oxitetraciclina, penicilina G potisicay
eritromicina, casos en los cuales la sensibilidad fue
igual a los correspondientes LMRs.

En este sentido, se ha planteado limitar el nimero
de compuestos para validar los métodos de amplia
gama de deteccién senalando “compuestos represen-
tativos” ya que se asume que uno o dos miembros
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de un mismo grupo antibiético pueden actuar como
representantes para el grupo entero (21). No obstante,
esto hay que tratarlo cuidadosamente en razén a que
la bioactividad relativa de compuestos dentro de un
grupo puede diferir cuando cllos son expuestos a
diferentes bacterias de prueba (22).

Respecto a la evaluacién de la especificidad de los
métodos analiticos, la Decisiéon Europea 2002/657/
CE (9) describe dos pasos. El primero consiste en
examinar las sustancias estrechamente relacionadas
con el o los analitos, tales como isémeros, meta-
bolitos y productos de degradacién que pueden
interferir con la especificidad del método analitico.
Sin embargo, en razén a que el bioensayo es una
prueba de tamizaje disefiada para detectar una can-
tidad importante de sustancias antimicrobianas, la
medicién de la especificidad no es relevante para
este método.

Secundariamente, la gufa europea plantea la
importancia de estudiar cualquier interferencia que
pudiera resultar de los componentes de la matriz.
En virtud de ello, se evaluaron extractos obtenidos
de 24 muestras de musculo bovino procedentes de
animales que no habfan sido tratados con ningtn
antimicrobiano. El anilisis de estos tejidos con el
bioensayo en las cuatro placas, no mostré resultados
falsos positivos, indicando que los constituyentes de
la matriz no afectan la especificidad del bioensayo.

Finalmente, en relacién con el andlisis de la
estabilidad, a los didmetros de las zonas de inhi-
bicién generadas el dia cero y el dia treinta por las
concentraciones correspondientes al limite de de-
teccién de cada uno de los antibidticos en musculo
bovino, se les realizé la “Prueba t para dos muestras
suponiendo varianzas desiguales”, con el propédsito
de investigar si habfan diferencias estadisticamente
significativas en el tamafo de los halos, debidas al
almacenamiento de las muestras durante un mes
a la temperatura de -70°C. En todos los casos, el
“Estadistico t” tuvo un valor inferior al “Valor
critico de t (dos colas)”, por lo que la hipétesis nula
no fue rechazada, encontrando igualdad en los
didmetros de las zonas de inhibicién producidas
por las muestras analizadas el mismo dia de la for-
tificacién y treinta dias después de la misma. En
éste sentido, es posible afirmar que la capacidad de
deteccién de los antimicrobianos en los extractos,
no se ve afectada por las condiciones de tiempo (30
dfas) y temperatura (-70°C), y se concluye que los
analitos son estables en la matriz inoculada con la
concentracion establecida como limite de deteccién.
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Alrespecto de la estabilidad de antibiéticos beta-
lactdmicos en miusculo, se encontraron coinciden-
cias con los hallazgos de Verdon y col (13), quienes
mediante pruebas microbioldgicas demostraron la
estabilidad de residuos de ampicilina en muestras
incurridas de musculo porcino almacenadas duran-
te 30 dfas a -75°C. Al tenor de los avances realizados
en quimica analitica desde la adopcién de la Direc-
tiva 96/23/CE, que han dejado obsoleto el concepto
de métodos de rutina y métodos de referenciay lo
han reemplazado por un planteamiento en el que
se establecen criterios de funcionamiento y proce-
dimientos de validacién de los métodos de cribado
y confirmacién, consideramos importante validar
completamente el bioensayo de acuerdo a lo estable-
cido en la Decisién de la Comision 2002/657/CE,
con una optimizacién previa del limite de deteccién
para la placa de aminoglucésidos, el cual aunque es
mejor que el reportado para otros métodos micro-
biolégicos cualitativos, se determind superior al
LMR establecido para la matriz de misculo bovino.

CONCLUSIONES

En el presente estudio se evaluaron criterios
de funcionamiento del bioensayo (especificidad,
limites de deteccién y estabilidad) segtin algunos
lineamientos de la Decisién Europea 2002/657/
CE, para la deteccién de residuos de cuatro repre-
sentantes antimicrobianos en musculo bovino. La
prueba mostré excelente especificidad (ningin
falso-positivo); los limites de deteccién se deter-
minaron para los cuatro antibidticos con relacién
a sus respectivos limites miximos de residuos:
Betalactimicos (penicilina G =LMR), tetraciclinas
(oxitetraciclina =LMR), macrélidos (eritromicina
=LMR); sin embargo, la sensibilidad del bioensayo
frente a aminoglucdsidos (estreptomicina >4 LMR)
no fue satisfactoria. La estabilidad de los analitos en
la matriz fortificada al limite de deteccién de cada
uno de los antibiéticos, resulté adecuada durante
el periodo de tiempo evaluado. El método analitico
microbiolégico del bioensayo es aplicable a la de-
teccién preliminar de una amplia gama de residuos
antimicrobianos en musculo bovino.

La evaluacién preliminar que se realizé del
bioensayo, determiné que puede ser usado como un
método de screening para el monitoreo y vigilancia
de los residuos de antimicrobianos en carne bovina,
con la ventaja de mejorar las posibilidades y preci-
sién de la identificaciéon presuntiva de residuos de
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tetraciclinas, betalactimicos y macrélidos, lo cual
puede reducir los esfuerzos y costos en la confir-
macién. La evaluacion del desempeno del método
analitico microbioldgico del bioensayo, apoyari la
implementacién del “Programa de Control de Resi-
duos de Medicamentos Veterinarios” en Colombia,
contribuyendo a garantizar la inocuidad alimentaria
para proteger la salud de los consumidores, mejorar
las condiciones de competitividad y cumplir los
requisitos del comercio internacional de alimentos
de origen animal.
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