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RESUMEN

La presencia de residuos antimicrobianos en alimentos de origen animal pueden
implicar riesgos paré la salud del consumidor.

El drea metropolitana de Guadalajara, Jal., es abastecida de carne procedente
de varios rastros. El objetivo de este trabajo fue investigar la frecuencia de inhibidores
microbianos en carne de animales sacrificados en el rastro de Tlaquepaque, Jal.,
recolectandose de junio a agosto de 1994, muestras de musculo, rifion e higado de
bovinos y porcinos. Las muestras fueron analizadas por el método microbiolégico de
las tres placas con trimetoprima.

De 108 bovinos estudiados 42 (38.9%) fueron positivos a la presencia de
inhibidores microbianos, 45 (41.7%) negativos y 21 (19.4%) dudosos. En rifién el
24.1% de las muestras fueron positivas, 64.8% negativas y 11.1% dudosas. En
misculo se encontraron 24.1% de muestras positivas, 57.4% negativas y 18.5%
dudosas. 10 (9.3%) bovinos fueron positivos por ambos tejidos.

De 110 cerdos estudiados 68 (61.8%) fueron positivos, 30 (27.3%) negativos
y 12 (10.9%) dudosos. En rifién se detectaron 51.8% de muestras positivas, 38.2%
negativas y 10% dudosas. En misculo 26.4% muestras fueron positivas, 69.1%
negativas y 4.5% dudosas. 18 (16.4%) cerdos fueron positivos por ambos tejidos.

En las muestras de higado de bovinos se encontré que el 75% fueron positivos,
14.8% negativas y 10% dudosas. En higado de cerdos el 89.9% de muestras fueron
positivas, 10% negativas y el 9.1% dudosas.

Los resultados obtenidos hacen suponer que el envié al rastro de animales con residuos

de antimicrobianos es frecuente.
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INTRODUCCION

En la produccién pecuaria se emplea una gran variedad de procedimientos con el fin
de proporcionar alimentos en cantidad suficiente y de calidad 6ptima para el consumidor.
Dentro de éstas practicas, se encuentra el uso de antimicrobianos, los cuales son empleados
en los animales con fines terapéuticos, profilacticos y de promocion de crecimiento. Tan solo
en Estados Unidos, los antibacterianos junto con los antihelminticos, representan alrededor
del 70% de los medicamentos usados por veterinarios

El empleo de medicamentos y otros compuestos quimicos, puede ocasionar que éstas
sustancias o sus metabolitos se depositen en células, 6rganos o tejidos animales recibiendo
el nombre de residuos ® ‘

La presencia de residuos en alimentos de origen animal puede interferir en la
elaboracion de productos licteos y cirnicos fermentados > pero, también implica riesgos
toxicoldgicos, microbioldgicos e inmunopatolégicos para el consumidor **

Dentro de los efectos tdxicos por antimicrobianos, se ha identificado que la anemia
apldstica, una discrasia sanguinea la cual por lo general es fatal en individuos susceptibles,
ha sido asociada con exposiciones a concentraciones muy bajas de cloramfenicol %247
como las que pudieran persistir como residuos en tejidos comestibles de animales tratados
con cloramfenicol, es por este motivo por lo que no se permite la presencia de residuos de
cloramfenicol en alimentos ni su uso en animales destinados para consumo humano ¥

En eswdios de toxicidad crénica, realizados en ratones y ratas, que consumieron
alimento con cantidades graduales de sulfametazina durante 24 meses, desarrollaron
(relacionado con la dosis de antimicrobiano consumido) adenomas en células foliculares de
la gldndula tiroides ****, Aunque la sulfametazina por si misma no es carcinogénetica, causa
un incremento en las concentraciones de la hormona estimulante de la tiroides, dicho aumento

se cree que es la causa de los tumores encontrados en los estudios arriba mencionados *



El riesgo microbiolégico se relaciona con la capacidad de los residuos antimicrobianos

para perturbar la flora intestinal del consumidor, pues esto podria inducir: a) una
modificacién en la ecologia bacteriana, b) un debilitamiento en el efecto de barrera a nivel
intestinal, ¢} mayor vulnerabilidad del consumidor a bacterias patégenas ®.
Actualmente se estin desarrollando métodos para la evaluacién del riesgo microbiolégico por
residuos antimicrobianos *'°, En un estudio realizado en humanos que consumieron 2 mg de
oxitetraciclina/dfa durante 7 dfas, se encontr6é un incremento estadisticamente significativo
(P = 0.05) en la proporci6n de enterobacterias resistentes 2. También, ha sido reportado que
combinaciones de antimicrobianos, a las concentraciones sefialadas por la FDA como niveles
permitidos en carnes, mostraron una tendencia a la seleccion de resistencia en una cepa de
Staphylococcus aureus ATCC 9144 1,

Las penicilinas, tetraciclinas, sulfonamidas, aminoglucésidos como la estreptomicina
y neomicina asi como la nitrofurantoina, son substancias que se conoce pueden producir
reacciones alérgicas **'¢. Se calcula que alrededor del 10 % de la poblacién humana es
alérgica a la penicilina * y que entre el 0.3 y el 7.8%, es hipersensible a la bacitracina *.

St bien se considera que la alergia ocasionada por residuos antimicrobianos es rara
3 estos residuos pueden evocar reacciones inmunolégicas en personas previamente
sensibilizadas %,

Booth y McDonald * mencionan el caso de alergia en un carnicero que comié carne
picada con un alto contenido de penicilina, al parecer, procedente del lugar donde se aplicé
una inyeccién intramuscular al animal 3 dias antes de su sacrificio. Kanny y cols. %,
reportan que una mujer alérgica a penicilina, experimenté 2 shock anafildcticos después de
ingerir carne de cerdo y de res, siendo muy plausible la hipétesis de que la anafilaxis
inducida por el alimento, estuvo relacionada a la presencia de residuos de penicilina en la
carne.

Existen reportes que muestran que los procedimientos ordinarios de coccion y

almacenamiento en frio no inactivan los residuos antimicrobianos 384
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Ademids del riesgo que representa para el consumidor, la presencia de residuos tiene
repercusiones en el mercado internacional de productos de origen animal ya que los
productos que tienen concentraciones de residuos por arriba de los limites maximos
permitidos en un pafs importador, son rechazados "*. Cordle en 1989 * menciona que, al
tener dudas respecto a la seguridad en cuanto al riesgo para el consumidor por }a presencia
de suifonamidas en carne, Japn amenaz6 a Estados Unidos con suspender sus importaciones
de carne de cerdo en 1988.

Con el fin de lograr un equilibrio entre la utilizacién de firmacos, con las ventajas
que representan y la necesidad de reducir los riesgos que implican los residuos de
medicamentos en los alimentos que consume el hombre, se han hecho estudios para
determinar a que concentracién el consumo de una substancia o su metabolito no representa
un riesgo para la salud del consumidor >’ y cudnto tiempo debe transcurrir para que se
llegue a esta concentracion después de la dltima aplicacion del medicamento **°. Esto ha
permitido establecer tiempos de suspension o retiro del medicamento previos al sacrificio de
los animales, limites maximos permitidos de substancias **2%, ¢l desarrollo de métodos de
deteccion de los residuos * y la implantacién de programas de control de residuos (USDA).

Para la identificacion de residuos se emplean métodos microbioldgicos, fisicoquimicos
y serologicos .

Aunque carecen de especificidad *', los métodos de tamizaje microbiolégico,
permiten detectar un amplio rango de grupos de antimicrobianos en corto tiempo (24 horas)
y comparado con otros métodos, a un costo bajo %, sus ventajas los hacen ideales para
implementarse como pruebas de tamizaje a nivel de rastro, pues ayuda a que los tiempos de
retencion de canales sospechosas de contener residuos, sean breves 2, En Estados Unidos y
Bélgica, la deteccién de substancias inhibitorias en rifion mediante pruebas de tamizaje tiene
por consecuencia que la canal sea retenida y se realice un andlisis para la identificacion y
cuantificacién del inhibidor presente . Lo anterior se debe a que la falta de especificidad
de los métodos microbioldgicos de tamizaje hace necesaria la confirmacion de los resultados
mediante fa identificacién de los inhibidores presentes antes de declarar una canal como no
apta para el consumo humano *'. Por otra parte, en Canada, si el rifién es positivo pero el
misculo es negativo a la prueba microbidlogica de tamizaje , el rifin y el higado se

decomisan pero la canal es aprobada para et consumo *2,



4

Las pruebas tamiz para residuos antimicrobianos varian de un pafs a otro *, de una
especie a otra e incluso, dentro de una misma especie variardn segiin sea la edad al sacrificio
. Asi pues, mientras que en Europa la prueba de difusi6n en agar empleando 4 placas
(EEC four-plate method) es la reconocida para la deteccién de residuos de antibidticos %, en
Alemania se han utilizado para este fin, los métodos de dos placas (pH6 y ph8, empleado de
1974 - 1986) y tres placas (Hemmstoffe in muskulatur und Nieré - Dreinplattentest mit
TMP: Método de inhibidores en misculo y rifidbn -Prueba de las tres placas con
trimetoprima)?, el cual es el método oficial vigente en ese pais y, en Bélgica se ha usado
durante 5 afios la prueba de tamizaje microbiol6gico de una placa *. En Estados Unidos y
Canadi se utiliza e! Swab Test on Premises (STOP) como método de tamizaje en bovinos
adultos a nivel de rastros, en tanto que el Calf Antibiotic and Suifa Test (CAST) es utilizado
en éstos paises para determinar la presencia de residuos en becerros *»® y, en Estados
Unidos, el Sulfa on Site (SOS) es utilizado para detectar residuos de sulfonamidas en orina
de cerdos *.

Para poder establecer la magnitud del problema de residuos en un lugar, es necesario
conocer con que frecuencia y en que especie destinada a consumo humano se observan
concentraciones de residuos arriba de los limites maximos permitidos, esta actividad es
conocida como monitoreo *2.

Las pruebas de monitoreo en planta utilizando como prueba de tamizaje el STOP,
indicaron que en Estados Unidos, la frecuencia en 1989, de bovinos positivos a la prueba fue
del 2.9% y del 1.2% en cerdos ®. En un eswudio de 2 afios en un rasiro de Canad, el
porcentaje de bovinos positivos al STOP fue del 2.5% *. En Alemania, empleando el método
de las tres placas, las frecuencias reportadas de residuos antimicrobianos durante 1988 en
bovinos y cerdos fue de 0.0038% y 0.0029% respectivamente ', Utilizando también el
método de las tres placas, Zamora y Yabut ** en Filipinas encontraron una frecuencia del
12% de muestras positivas a residuos antimicrobianos procedentes de carne de cerdo
recolectada en 6 expendios. Lara y Lara y cols. # utilizando ei método de cilindro en placa,
reportan un 44 % de muestras con residuos de antibioticos en carne de cerdo procedente del

rastro municipal de Mérida, Yucatan.
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Mediante espectrofotometria, Sinchez Rodriguez y cols.* detectaron sulfonamidas en
carne y visceras de bovinos sacrificados en rastros de la zona metropolitana del Distrito
Federal, encontrando un 20% de muestras positivas en misculo, 70% en higado y 30% en
rifién. Sdnchez Chédvez *, empleando la prueba de las dos placas (pH 6 y pH 8), reporta un
12.7% de bovinos positivos en el rastro municipal de Guadalajara, Jal. Bayardo Uribe y
Pelayo Ramirez ¥, empleando el método de 4 placas (pH 6, pH 7.5, pH 7.5 adicionado de
trimetoprima y pH 8) encontraron una frecuencia del 3.2% de residuos de antimicrobianos

en misculo de cerdos sacrificados en el rastro municipal de Guadalajara.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En nuestro pais ademds de [a carne, [as visceras de {os animales son consumidas
habituaimente, por lo que es necesario establecer la frecuencia de residuos en esos productos.

El drea metropolitana de Guadalajara, que comprende los municipios de Guadalajara,
Tlaquepaque, Zapopan, y Tonald, es abastecida de carne de animales sacrificados en rastros
ubicados en esos municipios. Al carecer de informacion sobre la frecuencia de residuos en
la carne que se consume en esta drea se hace necesario determinar la situacidn de residuos
en nuestro medio, y establecer los métodos de andlisis apropiados para determinar la
presencia de estos en la carne y visceras de los animales de abasto, contribuyendo asi a

controlar y asegurar la inocuidad de estos productos.



JUSTIFICACION

Si bien ya se han hecho wabajos para detectar residuos de inhibidores microbianos en
bovinos y cerdos sacrificados en el rastro municipal de Guadalajara(tesis bovinos y tesis
cerdos), se desconoce la situacion presente en otros rastros del drea metropolitana de
Guadalajara. E! presente trabajo aportard informacién sobre la frecuencia de residuos en
animales sacrificados en el rastro de Tlaguepaque Jal, con lo que contribuird a la
determinacion de la frecuencia de residuos en carne y visceras que se consumen en e} area

metropolitana de Guadalajara.
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HIPOTESIS

En Meéxico la escasa vigilancia y control sanitario del uso de antimicrobianos en
animales proveedores de alimento, favorecen su uso indiscriminado y de este modo en los
alimentos de origen animal destinados al consumo humano es de esperarse una elevada

frecuencia de productos contaminados con residuos de antimicrobianos.



OBJETIVOS

GENERAL

Determinar la frecuencia de inhibidores microbianos en carne y visceras de

bovinos y porcinos sacrificados en el rastro de Tlaquepaque, Jal.

PARTICULARES

1.- Determinar la frecuencia de inhibidores microbianos en mdsculo, rifién e

higado de bovinos sacrificados en el rastro de Tlaquepaque, Jal.

2.- Determinar la frecuencia de inhibidores microbianos en misculo, rifion e

higado de cerdos sacrificados en el rastro de Tlaquepaque, Jal.
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MATERIAL Y METODO

La recoleccién y andlisis de las muestras se hicieron, salvo algunas modificaciones
que se indican, conforme a la prueba para inhibidores en misculo y rifién (prueba de las tres
placas con trimetoprima) ? , la cual es el procedimiento oficial de rutina en Alemania, para
la deteccion de inhibidores microbianos en carne. Un diagrama del proceso seguido se

presenta en la figura 1.

MUESTREO Y RECOLECCION DE MUESTRAS

Se colectaron asépticamente muestras (cubos de 3 cm de lado)* de musculo, rifién
e higado de 108 bovinos y 110 cerdos sacrificados en el rastro municipal de Tlaguepaque,
Jal, durante los meses de junio a agosto de 1994. En este periodo los animales muestreados
se seleccionaron de una poblacién de 2,160 bovinos (108) y 2,220 cerdos (110). Las
muestras se tomaron inmediatamente después de la evisceracion de los animales. Los
musculos de donde se tomaron las muestras estuvo condicionada a la factibilidad de
recoleccién al momento de la toma de muestra, en los bovinos las muesiras se obtuvieron del
esternocefalico, diafragma y elevador del ano. En los cerdos las muestras de musculo se
tomaron de {os pectorales y del semimembranoso.

El niimero de animales a muestrear se determiné utitizando la férmula:

TaMANO DE MUESTRA PARA ESTIMAR PROPORCIONES PARA

POBLACION FINITA CON ERROR DE MAGNITUD °,

n=——2——2ﬂ————u=108.l7
B (N-1) +pg
ZZ

n= Tamafio de muestra. p= proporcién aproximada del fendémeno en estudio
en la poblacién de referencia. g = proporcién de la poblacién que no presenta
el fenémeno en estudic. N= Tamafio de la poblacién. B= Error de magnitud. 2=
Valor de z critica correspondiente al nivel de error aceptado.

Se consideré una poblacién de 2200 animales, una frecuencia aproximada de 40%,
un error de magnitud de 0.09 y un nive de error aceptado de 5%.

* E| procedimiento aleman indica cubos de 6 cm de lado.
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Se tomaron muestras de uno de cada 20 animales sacrificados.

La seleccion de los animales se realizé mediante un muestreo
sistemético empleando la férmula:

SELECCION DE LAS UNIDADES DE OBSERVACION

PARA MUESTREO SISTEMATICO °

N_2200

n 108

=20.3

K = Constante. N = Tamafio de la poblaci6én. n = Tamafic de muestra.

Aunque se intenté establecer la procedencia de los animales muestreados, esto no fue
posible.

Los tejidos, debidamenie identificados, se transportaron por separado en bolsas de
polietileno, y se mantuvieron en refrigeracién (5°C). Las muestras al llegar al laboratorio
se congelaron durante 2 horas a -10 °C para facilitar su munejo y conservacion del tejido y
del posible residuo antimicrobiano y se procedié a su andlisis. Las muestras se analizaron

dentro de las 6 horas posteriores a su recoleccion.

ANALISIS DE LAS MUESTRAS

El analisis de los tejidos se realizd en el Departamento de Salud Pidblica de la
Divisién de Ciencias Veterinarias del Centro Universitario de Ciencias Biolédgicas y
Agropecuarias de la Universidad de Guadalajara.

De cada una de las muestras colectadas, con un sacabocados estéril, se cortaron
porciones cilindricas de 8 mm de didmetro y 2 mm de alto. En las muestras de rifién, las
porciones analizadas fueron tomadas de la médula renal. Las porciones fueron colocadas en
cajas Petri con agar nutritivo ajustado a pH 6, pH 7.2 y pH 8 inoculados con esporas
Bacillus subtilis ATCC 6633* a una concentracién de 10 000 esporas por ml. Al medio

ajustado a pH 7.2, se adicioné ademds trimetoprima (0.05 microgramos /ml).

* La cepa recomendada en el procedimiento alemén es el Bacillus subtilis BGA, como no se contaba con esa
cepa, se optd por el B. subrifis ATCC 6633 pues es utilizada en otras pruebas tamiz, Bogaerts ’ menciona su
empleo para la deteccién de sulfonamidas en tejidos y luego de observar que presentaba halos de inhibici6n en
los discos control, similares a los reportados para B. subtilis BGA.
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En cada placa con muestras, se colocé un disco de papel filtro (Whatman 4) de 6 mm
de didmetro con;

0.01 U.L. de Penicilina en el medio ajustado a pH 6.0
0.5 mcg de Sulfadiazina en el medio ajustado a pH 7.2
0.5 mcg de Estreptomicina en el medio ajustado a pH 8.0

Las muestras se incubaron a 35 °C * durante 18 a 24 h.

Terminado el tiempo de incubacién se verific6 que los discos control con
antimicrobianos presentaran halos de inhibiciéon de 5 a 10 mm **, procediéndose luego a
medir los halos de inhibicion observados en las muestras. El halo de inhibicién se midi6 del
borde del tejido al limite de la inhibicién. Cuando las zonas de inhibicién fueron menores
de 1 mm la muestra se considerd negativa, las muestras con zonas de inhibicién entre 1 y
2 mm se consideraron con resultado dudoso y aquellas que presentaron halos de inhibicién

de 2 o mas milimetros se reportaron como positivas a la prueba de inhibidores 2.

La Prueba de inhibidores en misculo y rifién o prueba de las tres placas con
trimetoprima es una prueba de tamizaje que emplea un procedimiento microbiolégico para
mostrar la actividad antibacteriana de una sustancia presente en misculo y/o riiién 2. Esta
prueba se basa en que al colocar una muestra de tejido que contenga un inhibidor, sobre un
medio nutritivo sélido que contiene una concentracién conocida de células bacterianas, el
inhibidor se difundird en el medio de cultivo y formara un halo de inhibicién alrededor del

tejido. El tamaiio de la zona de inhibicién es una medida del efecto inhibitorio 2.

** E| procedimiento aleman recomienda 30 °C. La incubacion se hizo a 35 °C. por que a esta temperatura, con
la cepa utilizada, se obtiene un crecimiento mas denso y uniforme =,

* Los halos promedio observados en éste trabajo fueron Penicilina: 7 mm, Estreptomicina: 8 mm,
Sulfametazina: 10 mm.
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De acuerdo con Ebrecht 'S, La prueba de las tres placas permite detectar desde:

0.001 mcg/ml de Penicilina
0.0075 mcg/mi de Ampicilina
0.0015 mcg/ml de Tetraciclina
0.04 mcg/ml de Aminoglucésidos
0.06 mcg/ml de Tilosina

Por ser un agente sinérgico de las sulfonamidas, la adicion de Trimetoprima al medio
permite aumentar hasta en 100 veces, Ia sensibilidad del microorganismo para la deteccion

de sulfonamidas, permitiendo detectar desde 0.024 mcg/ml de Sulfonamidas en tejidos *.

La composicién, preparacién e inoculacién del medio de cultivo ? se detallan a

continuacion.

a) Medio Nutritivo

Peptona carne..........c.oevviiiiiiiiiiiiian, 345¢
Peptona caseiNa.......c...ceveevenniinieninnnnn. 345¢g
Cloruro de s0dio..........eveeuieeeninninannnns 51¢g
ABAT. it e 13.0¢g
Agua destilada.............c.ooiiiinl, 1000.0 ml

El medio se prepara en 3 matraces para ajustar a los distintos pH requeridos: pH 6,
7.2 y 8. Se recomienda preparar volimenes de 500 ml para facilitar su manejo cuando se
adiciona la suspension de esporas de B. subtilis. Los ingredientes se mezclan con el agua
destilada y se agrega 0.1% de fosfato de potasio monobasico (KH,PO,). El medio se calienta
para obtener una adecuada disolucién de los ingredientes, posteriormente se ajusta el pH a
6, 7.2 6 8. Para ajustar el pH del medio se utiliza icido clorhidrico (HCl) o hidréxido de
sodio (NaQH). El medio se esteriliza en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.
El pH de los medios se debe verificar y de ser necesario, se ajusta nuevamente después de
la esterilizacion, en tal caso, se tomaran las medidas necesarias para evitar la contaminacién

del medio.
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Cuando la temperatura del medio ya esterilizado desciende a 50 °C, se le agregan y
mezclan muy bien, 0.5 ml de la suspensién de B. subtilis a 500 ml. de medio, obteniendo
una concentracién-en el medio de 10 000 esporas por mi. )

Al medio ajustado a ph 7.2, ademds de la suspensidn de esporas se le adicionan 0.5
ml (25 microgramos) de solucién de uso de Trimetoprima. De esta forma se obtiene una
concentracion de Trimetoprima de 0.05 microgramos /ml.

Los medios se vierten en cajas Petri. El grosor del medio ya solidificado debera de
ser de 2 mm (este grosor se obtiene adicionando 15 ml de medio en cajas de Petri de 9 cm
de didmetro). Una vez solidificado el medio, se mantiene en refrigeracién (3 - 5 °C) hasta
el momento de su utilizacion. Las cajas Petri con el medio preparado, deberan ser utilizadas

en ¢l transcurso de los 2 dias posteriores a su elaboracion.
b) Solucién de Trimetoprima

1. Solucién Madre.
Se colocan 10 mg de Trimetoprima en 10 ml de etanol, esta solucién se calienta a
50 °C para favorecer la completa disolucién de la Trimetoprima. Esta solucién se mantiene

estable durante 14 dias en un ambiente frio y obscuro .

2. Solucién de uso.

Esta solucién contiene 50 microgramos de Trimetoprima por mililitro. Dependiendo
de la cantidad de muestras que se procesen, es el volumen de solucién a preparar.
Considerando que la solucién madre tiene una concentracién de 1000 microgramos por
mililitro, se pueden preparar volimenes de 200 ml, y 100 ml. adicionando 10 ml de solucién
madre a 190 ml de agua destilada, o bien, 5 ml de solucidon madre a 95 ml de agua destilada
2, Orra opcion es medir en matraz volumétrico 0.5 ml de solucién madre y completar con 9.5
ml de agua destilada 2.

La solucion se puede mantener en refrigeracién por un maximo de 14 dias .
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¢) Suspensin de esporas*

El Bacillus subtilis se siembra en 3 tubos con Medio No. 1 para Antibidticos y se
incuba a 32 - 35 °C durante 24 h. Transcurrido el tiempo de incubacién se lava el
crecimiento de la superficie de los tubos con 3 ml de Solucién Salina Fisiolégica (SSF) estéril
y se pasa el liquido a una botella de Roux conteniendo 200 mi de Medio No. 1 para
Antibidticos. La suspension de microorganismos se distribuye sobre la superficie del medio
utilizando perlas de vidrio estériles. Se incuba a 32 -35 °C durante 5 dias. Se lava el
crecimiento de la superficie del agar con 50 ml de SSF estéril, esta suspensién se centrifuga
a 3 000 rpm durante 10 minutos y posteriormente se decanta el liquido sobrenadante. El
sedimento se resuspende en 50 - 70 ml de SSF estéril y se calienta a 70 °C durante 30
minutos y después se conserva en refrigeracién. La densidad de la suspension obtenida
deberi ser de 107 esporas por ml, la cual se determina mediante la técnica de vaciado en

placa.

* Procedimiento empieado en el Institut fiir Veterindrmedizin (Robernt-Von-Ostertag-Institut) des Bundesgesund
heitsamtes 1,000- Berlin 33. (1979).
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Fig. 1 Deteccidn de Inhibidores Microbianos por el
Método de las Tres Placas con Trimetoprima
(Método Oficial Aleman)

Mdusculo
(=59)

Transporte en refrigeracion
(5°C)

@ongelar 2h (-10° CD

Cortar trozos cilindricos
de 8 mm de diametro
y 2 mm de alto

|

r i |

MDI MDI + Tmp MDi
pH 6 pH 7.2 pH 8

L .|

Incubar 35 C/18-24 h

CLectura de Halos de Inhibicién}

2 Tomar cubos de 3 cm de lado. MDI = Medio para Deteccién de Inhibidores. Tmp = Trimetoprima
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RESULTADOS

Se considerd positive un animal cuando el resultado de la prueba de inhibidores fue
positivo en misculo y/o rifién, negativo cuando la prueba fue negativa por los dos tejidos y
dudoso cuando el resultado de la prueba fue dudosa en ambos tejidos o dudoso en un tejido

y negativo en el otro. Los resultados del higado se describen en un apartado especial.
BoviNOs

De los 108 bovinos estudiados, 42 (38.9%) fueron positivos, 45 (41.7%) negativos y
21 (19.4%) dudosos. Por sexo, de los 58 machos .estudiados, 28 (48.3%) fueron positivos
mientras que de las 50 hembras estudiadas, 14 (28.0%) fueron positivas (figura 2). En el
rifén se detectaron 26 (24.1%) muestras positivas, 70 (64.8%) negativas y 12 (11.1%)
dudosas. En miusculo se encontraron 26 (24.1%) muestras positivas, 62 (57.4%) negativas
y 20 (18.5%) dudosas. 10 (9.3 %) muestras fueron positivas por ambos tejidos (cuadro 1 y
2). Con base en sus caracteristicas fisicas, 52 de los bovinos muestreados, fueron cebuinos,
49 Holstein, y 7 pertenecieron a otras razas. El 40.4% (21 animales) de los cebuinos fueron
positivos a la prueba de inhibidores microbianos, de los positivos, 18 eran machos, en tanto
que en ganado Holstein 19 animales (38.8%) fueron positivos y de éstos 12 eran hembras.

Los medios con mayor nimero de muestras positivas fueron el ajustado a pH 7.2 y pH
6, con 27 y 23 muestras positivas respectivamente. Dieciocho (42.8 %) de las muestras fueron
positivas simultineamente a mas de un pH (cuadro 1).

El tamafio de las zonas de inhibicion en muestras positivas oscilé entre 3 y 10 mm,

predominando los halos de 4, 5 y 6 mm (figura 3).
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CERDOS

De los 110 cerdos muestreados, 68 (61.8%) fueron positivos, 30 (27.3%) negativos
y 12 (10.9%) fueron dudosos. Por sexo, de los 39 machos estudiados, 26 (66.6%) fueron
positivos mientras que de las 71 hembras estudiadas, 42 (59.1%) fueron positivas (figura 2).
En el rii6n se detectaron 57 (51.8%) muestras positivas, 42 negativas (38.2%) y 11 (10 %)
dudosas. En misculo se encontraron 29 (26.4%) muestras positivas, 76 (69.1 %) negativas
y 5 (4.5%) dudosas. 18 muestras (16.4%) fueron positivas por ambos tejidos (cuadros 1y
2).

Los medios con mayor nimero de muestras positivas fueron el ajustado a pH 7.2 y
pH 6 con 52 y 23 muestras positivas respectivamente. Cuarenta y dos (61.7%) de las
muestras fueron positivas solamente en pH 7.2 (cuadro 1).

El tamafio de las zonas de inhibicion en muestras positivas oscild entre 3 y 10 mm,

predominando los halos de 5, 6 y 8 mm (figura 4).
HiGADO

El higado present6 frecuencias similares en las 2 especies. En cerdos, 89 (80.9%)
muestras fueron positivas, 11 (10%) negativas y 10 (9.1%) dudosas. En bovinos, 81 (75%)
muestras fueron positivas, 16 (14.8%) negativas y 11 (10.2%) dudosas (cuadro 2).

En higado de cerdo los medios con mayor nimero de muestras positivas fueron el
ajustado a pH 7.2 y pH 6, mientras que en bovinos fueron los de pH 7.2 y el ajustado a pH
8 (fig. 3).

Se observaron halos de inhibicion entre 3 y 1S mm predominando en higado de cerdo
los de 7, 6 y S mm, en tanto que en higado de bovino, predominaron, en ese orden, los halos

de 3. 4, 7y 3 mm (figura 5).
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Al haberse tomado 3 diferentes tejidos de cada animal muestreado y teniendo 3
posibles resultados a la prueba de inhibidores, se observaron 20 combinaciones de resultados,
12 de ellas fueron comunes a las 2 especies (cuadro 2). En bovinos, hubo 17 combinaciones,
predominando la combinacién Miisculo negativo, Rifién negativo, Higado positivo,(M-R-H+)
y Misculo positivo, Rifién negativo, Higado positivo (M+R-H+).(cuadro 2). En cerdos se
encontraron 15 combinaciones predominando las combinaciones: Misculo negativo, Rifidn
positivo, Higado positivo, (M-R+H+) y Misculo negativo, Rifién negativo, Higado

positivo, (M-R-H+) en ambos sexos. (cuadro 2).
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Fig 2. Comportamiento a la prueba de inhibidores, por especie y sexo,
de animales sacrificados en el Rastro Municipal de Tlaquepaque, Jal.

100%%
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0T



Cuadro 1. pH de los medios en que se detectaron muestras positivas procedentes de animales
sacriticados en el Rastro Municipal de Tlaquepaque,Jal.

ORGANO pH TOTAL
6 7.2 6 -7.2 6-8 7.2-8 6-72-8
g Muiscula 3a 8 0 0 2 2 16
v Rifién 4 3 2 3 1 2 16
(
N Misculo y Rifién 3 1 2°° 0 2° 29¢ 10
o
s TovaL 10 12 4 3 5 6 42
Musculo 5 4 2 1 0 0 11
g Rifi6n 7 28 0 1 1 1 39
g Masculo y RiA6n - 2 10 33fo 0 1° 2" 18
o}
s ToraL 14 42 5 1 2 3 68
TOTAL 24 54 9 4 7 9 110

a = Misculo positivo en pH & y RiAdn positivo en pH 7.2

b = Misculo positivo en pH 6 y Rifién positivo en pH 6 y 7.2
c = Muiscuio positivo en pH 7.2 y RiAdn positivo en pH 7.2 y 8
d = Misculo positive en pH 6 y Rinén positivo en pH 7.2 y 8
e = Mdsculo positivo en pH 6 y Rifidn positivo a pH 6,7.2 y 8

f = Mdsculo positivo a pH 7.2 y RifAén positivo a pH 6 y 7.2

g = Musculo positivo a pH 6 y 7.2. Rifidn positivo a pH 7.2

f = Musculo positivo a pi{ 6 y 8. Rifidn positivo a pH 7.2

i = Mdasculo positivo a pH 6 y 7.2. Riién positivo a pH 6,7.2 y 8

12



No. de muestras

No. de muestras

Fig 3. Halos de inhibicién observados en érganos de bovinos
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sacrificados en el Rastro Municipal de Tlaquepaque, Jal.

Fig 3. Halos de inhibicién observados en dérganos de cerdos
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Fig 5. Halos de inhibicion observados en muestras positivas de higados
de animales sacrificados en el Rastro Municipal de Tlaquepaque, Jal.
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Cuadro 2. Combinaciones de resultados a la prueba de inhibidores en 6rganos de
animales sacrificados en el Rastro Municipal de Tlaquepaque Jal,

ORGANO COMBINACION ® TOTAL
MUscuLo — - + + - o - - - - + + o - - % +
RINGN  — + + - - - o - + o + + o + - o - -
Hicapo 4 + + + -~ + o + + [ - + o - o o - - )
B Macho 11 7 6 8 6 0 2 8 5 2 *° 0 1 * 0 1 1] 0 1 * 58
(o]
")
I Hembra 13 2 3 6 6 9 3 1 1 2 * 1 1] * 1 0 1 1 1] * 50
N
(o]
g TotaL 24 9 9 14 12 9 5 9 6 4 0 1 1 0 1 1 1 1 1 0 108
C  Macho 8 13 5 3 2 1 2 o0 1 % 2 0 1 0 o0 * *x x kx 39
£ ]
S Hembra 12 18 9 5 6 2 7 2 1 * 2 2 1 3 1 * * * * 1] 71
(o]
$  ToraL 20 31 14 8 8 3 9 2 2 [\} 4 2 2 3 1 0o o o 0 1 110
TOTAL 44 40 23 22 20 12 14 11 8 4 4 3 3 3 2 1 1 1 1 1 218
& 4 = Positivo — = Negativo o = Dudoso
b %

= combinacién no observada

114
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DISCUSION

Hasta 1994 en México, oficialmente la deteccidn de residuos solo era obligatoria en
las plantas tipo inspecci6n federal (TIF) y tenia por finalidad obtener carne con la calidad
sanitaria requerida internacionalmente para su exportacién **%*_1a Norma Oficial para el
Control de Residuos publicada en agosto de 1994 "tiene por objeto establecer las bases para
la deteccién y el control de residuos toxicos en tejidos alimenticios primarios de origen
animal y es aplicable a la carne, grasa, higado y rifién de bovinos, equinos, porcinos y
ovinos, provenientes de establecimientos de sacrificio ubicados en el pais o de una planta
aprobada por la Secretaria de Agricuitura y Recursos Hidraulicos, cuando éstos sean de
importacién” ®. Por tanto, los resultados del preSeme estudio nos dan una imagen de la
frecuencia de residuos antimicrobianos en animales sacrificados en el rastro municipal de
Tlaquepaque previa a la entrada en vigor de normas para el control de residuos en carne para
consumo nacional.

Tomando como referencia que en Estados Unidos. una frecuencia del 4% de residuos es
considerada inaceptable 2, los porcentajes de positividad encontrados, asi como los obtenidos
en otros estudios realizados en México >?*4"* hacen suponer que en nuestro medio, el envio
al rastro de animales con residuos de antimicrobianos es frecuente y que constituye un
problema que requiere de atencién. Las frecuencias de muestras positivas de este trabajo

4

fueron mayores a las reportadas para bovinos *' y cerdos ° sacrificados en el rastro

municipal de Guadalajara, Jal.

La presencia de residuos en tejidos animales a sido atribuida principalmente a: no
respetar el tiempo que debe transcurrir desde la dltima aplicaciéon de un medicamento a
cuando el animal se sacrifica, o bien al consumo de alimento medicado por animales que no
debian consumirlo, esto tltimo puede ocurrir por un error en la distribucién de alimento o

por presencia de medicamento en el equipo donde se prepara el alimento .
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La mayoria de las substancias son eliminadas rapidamente del tejido muscular, por
lo que las muestras de misculo positivas muestran mas un nivel farmacolégico que un nivel
de residuos .

La frecuencia con que se encontraron muestras positivas simultdneamente por miisculo
y rifién y el hecho que durante el tiempo que durd el estudio se detectaban cada semana al
menos un bovino y un cerdo positivo por los 3 tejidos estudiados, hacen suponer que era
frecuente el envio de animales al rastro de Tlaquepaque, sin respetar los tiempos de espera
para la eliminacién de medicamentos.

Por su funcién zootécnica, a las vacas se les considera ser un grupo sospechoso de
haber recibido tratamientos con antibidticos antes de ser enviadas al rastro 2. En nuestro
medio, los cebuinos generalmente se utilizan para la produccién de carne, los porcentajes de
muestras positivas a residuos encontrados tanto en bovinos Holstein como en cebuinos indicé
que ambos grupos fueron expuestos a inhibidores microbianocs. La frecuencia de muestras
positivas en cebuinos pudiera explicarse como una consecuencia del empleo de
antimicrobianos como profilacticos en las engordas de bovinos, prictica que ha sido
obse’ryada en varios municipios de Jalisco (Rosas Barbosa B., Comunicacién personal).

La difusion de los diferentes grupos de antimicrobianos se favorece a determinados
pH. Los macrélidos y aminoglucésidos son mucho mas activos a un pH alcalino (pH 8) que
a un pH 4cido ®, mientras que las penicilinas lo son a pH 6 y en las sulfonamidas la
solubilidad se eleva conforme el pH aumenta *.

El 43% de las muestras positivas de bovinos lo fueron simultineamente a 2-3 de los
distintos pH a que se ajustaron los medios (cuadro 1). Esto hace suponer que los animales
de donde procedian las muestras, fueron expuestos antes de ser enviados al rastro a mas de
un inhibidor microbiano o bien a un inhibidor con un rango de pH para difundir que abarcaba

los pH incluidos en este estudio.
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En los cerdos, el 62% de las muestras positivas fueron detectadas en rifién a pH 7.2
(cuadro 1). Tomando en cuenta que las sulfonamidas son excretadas fundamentalmente por
rifién * y que en la placa ajustada a pH 7.2 se favorecen las condiciones para la deteccion
de sulfonamidas, tentativamente puede suponerse que las muestras positivas a pH 7.2
provenian con frecuencia de cerdos que estuvieron expuestos a este tipo de antimicrobianos.

Se asume que la tasa de residuos en higado con relacién al mdsculo es de 3:1 2 pues
siendo un organo de destoxificacion, contiene de dos a cinco veces mayor cantidad de
residuos que la concentracion presente en musculo .

Sf bien la prueba de las tres placas no contempla su empleo para la deteccién de
residuos en higado, la proporcion entre muestras positivas por hl’gado y positivas por mdsculo
en ambas especies correspondié a 3:1 lo que consideramos es un indicador de que la prueba
es valida para deteccién de residuos en higado, pero es conveniente realizar una valoracion
mas a fondo la eficacia de esta técnica para [a deteccién de residuos en higado.

Es evidente que bajo las condiciones econémicas de México, el consumo de visceras
representa una opcion nutricional mas barata que las porciones musculares, sin embargo, su
consumo puede implicar una exposicién frecuente a niveles de residuos por arriba de los
limites maximos permitidos.

Para lograr una reduccion en la ocurrencia de residuos en los alimentos es necesario
implementar programas de orientacion al productor al mismo tiempo que se lieva a cabo un
programa de deteccion de residuos. En Estados Unidos empleando este sistema, se observé

que el porcentaje de muestras positivas al CAST se redujo de 5 % en 1984 a airededor del

2 % en 1986 .
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CONCLUSIONES

Es alta la frecuencia con que se detectan inhibidores microbianos en
carne de bovinos y cerdos sacrificados en el rastro de Tlaquepaque,

Jal.

Es posible que las frecuencias de residuos observadas en bovinos y
cerdos se deban a la falta de observancia del perfodo de retiro de

antimicrobianos previo al envio de los animales al sacrificio.
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