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RESUMEN

El uso indiscriminado de sustancias antimicrobianas durante la produccién
pecuaria ha provocado que estas sustancias permanezcan de manera residual
en los tejidos de los animales sacrificados y destinados para el consumo
humano. Las sulfonamidas son utilizadas en la produccion animal como
promotores de crecimiento y como terapéuticos. El objetivo del presente trabajo
fue investigar la presencia de sulfametazina en tejidos de bovino y cerdo
sacrificados en el rastro de Tonala, Jalisco con el método de Inmuno Ensayo
Enzimatico Absorbente (ELISA). Se recclectaron muestras de musculo y rifidn
de bovino (n=260) y de cerdo (n=179) las cuales fueron analizadas con el
métode cualitativo microbiolégico de inhibicién en placa que emplea el Bacillus
subtullis BGA como cepa de referencia y un medio de cultivo a tres niveles de
pH 6.0, 7.2, y 8.0. Las muestras positivas a pH 7.2, lo cual puede referir 3
residuos de sulfonamidas, se sometieron al analisis con el método de (ELISA)
para detectar la presencia de sulfametazina. Del total de las muestras de
bovino (N=260) y de cerdo (n=179) investigadas para la presencia de residuos
antimicrobianos resultaron positivas 52 {20 %) en bovinos y 87 (54 %) en
cerdos. De las muestras sometidas al analisis de ELISA, en bovinos 4 tuvieron
concentraciones de 71.1, 18.5, 14.0, 12.9 partes por billon {ppb), y en cerdos
14 tuvieron concentraciones de 64.7, 60.3, 49.0, 31.1, 29.8, 25.0, 17.4, 14.2,
11.0, 10.5, 9.7 y 8.3 ppb. Para evitar la exposicién del consumidor a estos
residuos, es necesario establecer programas de control que evite el envio de
animales al rastro conteniendo tales sustancias, y en la produccién animal un
estricto cumplimiento a los tiempos de retiro.



INTRODUCCION Y MARCO TEORICO

La creciente demanda de productos de origen animal por parte de la poblacién
humana, ha llevado a la intensificacion de los sistemas de produccién. Esto
conduce a que los animales estén cada vez mas expuestos a sufrir enfermedades
de diversa indole (San Martin, 2001). Esta situacién da lugar a gue se utilicen los

antimicrobianos para controlar las enfermedades.

El estado de Jalisco es el primer productor agropecuvario del pais contribuyendo
con el 17 % de la produccion de leche de boving y mas del 11.3 % de carne de
ganado bovino y 19.3 % de carne de cerdo (SIAP, 2007). Para mantener una
produccion 6ptima se utilizan los antimicrobianos de manera profitactica o
terapéutica. Si éstos son empleados de manera erronea pueden quedar residuos

en los tgjidos de los animales enviados a consumo.

Reciben el nombre de residuos, las pequefas cantidades de ciertas sustancias
v/o de sus metabolitos, vy de elementos quimicos que se encuentran a veces en
los alimentos, como consecuencia de la utilizacidon de estas sustancias en la
produccién animal y que son extrafios a su composicién natural o exceden esta

pudiendo resultar nocives para la salud humana (Moreno, 2003).

La localizacién de estos residuos es variable. El tejido muscular y la grasa son los
lugares preferentes aunque también se han identificado en los tegjidos menos

consumidos como son el higado y el rifddn (Simal, 2000).



Los posibles efectos toxicos de los residuos de medicamentos veterinarios han
llevado a las autoridades sanitarias de los paises a establecer limites maximos de
estos residuos (LMR) para poder garantizar la inocuidad de fos alimentos. A nivel
internacional la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) y 1a QOrganizacién de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAQ), han formado un
programa conjunto, a través det Codex Alimentarius, para establecer y
recomendar los LMR de medicamentos de uso veterinario. A nivel nacicnal, cada
pais implanta sus propias regulaciones al respecto. Se ha observado que en los
paises donde se tienen programas periodicos de seguimiento de residuos se ha

logrado disminuir su incidencia (Honkanen y Reybroek, 1997).

En Meéxico, La Norma Oficial Mexicana NOM-004-Z00-1994 meodificacion 2001,
Grasa, Higado, Musculo, y Rifién en aves, bovinos, caprinos, cérvidos, equinos,
ovinos y porcinos.  Residuos toxicos. Limites maximos permisibles v
procedimientos de muestreo. Especifica un limite méximo de residuos {LMR) 100
partes por billdbn (ppb} de sulfonamidas en musculo y rifion de bovino y cerdo

{(SAGARPA 1994).

En comparacion con el Codex Alimentarius-que recomienda un limite maximo de
residuos (LMR) en mosculo y rifion de bovino y cerde 100 ppb de sulfonamidas
{Codex Alimentarius 1993). Esto con el fin de lograr un equilibdic entre la
utilizacion de farmacos, con las ventajas que representan y la necesidad de
reducir los riesgos que implican los residuos de medicamentos en los atimentos

de consumo humano.



Muchos antimicrobianos utilizados en el ganado bovino y porcino son los mismos
a los prescritos para el tratamiento de un gran nimero de infecciones en
humanos. Las bacterias pueden desarrollar resistencia a uno o mas antibidtices.
Entre las sustancias ulilizadas con mas frecuencia estan las sulfas, penicilinas y

tetraciclinas (Errecalde, 2004).

La utilizacidn de los antimicrobianos con fines terapéuticos o profilacticos tanto en
medicina humana como en veterinaria, ha contribuido a2 mantener la Salud
Pdblica. Su uso en animales productores de alimentos proporciona, de igual
modo, innegables ventajas al promover el crecimiento y por lo tanto mejorar [a
produccion, &l mismo tiempo que facilita el control de sus enfermedades (Pérez

de Ciriza, 1999).

En las explotaciones actuales, convive una gran cantidad de animales confinados
en un pequefio espacio que favorece el rapido contagio de enfermedades. La
prevencion incluyendo antibidticos en la alimentacidon, es una practica ganadera
muy comun. Los antimicrobianos se anaden al pienso en dosis subterapéuticas
durante periodos de tiempos prolongados, ya gue esta forma de dosificacién
permite tratar al mismo tiempo a toda la poblacion. Este procedimiento se puede
utilizar en algunos casos de tratamiento terapéutico, puesto que en este tipo de
explotaciones seria imposible actuar tratando a cada individuo por separado

(Zamarreno, 1993).

Los productos terapéuticos, utilizados para el tratamiento de las enfermedades,

deben ser medicamentos autorizados prescritos mediante la correspondiente



receta veterinaria. Después de su utilizacion es necesario respetar un pericdo de
retiro antes de utilizar los productos alimenticios obtenidos a partir de ellos, para
que el producto anti-infeccioso haya sido eliminado y no queden residuos, o que
éstos se encuentren por debajo de sus limites maximos fijados (Pérez de Ciriza,

1999).

Algunos de estos medicamentos poseen una actividad doble, ya que al controlar
ta flora intestinal mejoran también el aprovechamiento del alimento ingerido,
actuando por lo tanto como promotores del crecimiento (Sumano, 2003). En
gitima instancia, los beneficios los alcanza el consumidor, que encuentra

disponibles con mayor facilidad proteinas de origen animal (OMS (A}, 1990).

Como consecuencia de lodo esto, existe el riesgo de que los residuos de
medicamentos o sus metabolitos persistan en el animal y en los alimentos
obtenidos a partir de él, llegando a la cadena de alimentacidn humana. Esto tiene
importantes repercusiones en la calidad de los alimentos y sobre todo en el

campo de la Salud Publica (OMS (B}, 1992).

Al ser consumidas por el ser humano pequefias dosis de antimicrobianos
presentes en los alimentos, se puede producir hipersensibilidad, de manera que al
tratar a las personas sensibles con el antibidtico respectivo se presentan
reacciones adversas que van desde un simple prurito hasta el shock anafitactico

(Ortega, 1988).



Igualmente hay que considerar la presion que ejercen estos residuos sobre la
flora intestinal, favoreciendo la proliferacién de microorganismos con resistencia.
Por otro lado alguna de estas sustancias puede tener caracter carcinogénico,
incluso teratogénico, o simplemente conducir a procesos degenerativos que

aceleran el envejecimiento (OMS (B), 1992).

Para evitar todos estos problemas es preciso en primer lugar disponer de
medicamentos de calidad, lo que implica compromiso entre eficacia y minime
residuo. Por otro lado, su utilizacion debe ser correcta, lo que implica un correcto
control veterinario y farmacéutico. Se debe procurar que estos farmacos no se
utilicen en medicina humana y a su vez modificarlos cada dos o tres afios con &l
fin de no crear resistencias. Un aspecto importante es la fijacién de limites
maximos de residuos en alimentos. Pero para implementar una legislacién
respecto al uso de un producto determinado, es condicidn indispensable disponer
de un método de deteccion de dicho producto. Esto lleva implicito el desarrollo de
técnicas analiticas que permitan comprobar esta presencia y su adecuacion a los

niveles permitidos {Pérez de Ciriza, 1999).

Para la identificacién de residuos se emplean métodos microbioldgicos,
fisicoquimicos y serolégicos. Los métodos de tamizaje microbioloégico son de
utitidad para trabajos de monitoreo por su amplio espectro de deteccion, su facil
manejo, la posibilidad de trabajar sin equipo sofisticado ni personal entrenado y su
relativamente costo bajo. No obstante, estas pruebas tienen la desventaja de ser
inespecificas y que algunas sustancias del mismo grupo se detectan con mayor o

menor sensibilidad, dependiendo de su forma de actuar sobre el microorganismo



de prueba. Las pruebas de confirmacién pueden ser por inhibicion microbiana,
receptor microbiano, receplor de anticuerpos, inmun¢ ensayo enzimatico
absorbente (ELISA), cromatografia en capa fina (CCF), cromatografia en capa
fina de alta resoluciébn (HPTLC), cromatografia de liquidos de alta resolucion
{HPLC) o espectrofluorométricos. Algunas de estas pruebas sirven, ademds, para

identificar el tipo de sulfonamida presente (Suhren y Heeschen, 1996).

Aungue los métodos fisicoquimicos como cromatografia liquida de alta presién
son usados ampliamente para la deteccion de sulfametazina, su aplicacion de
rutina en numerosas muestras por supuesto es limitada por su costo y la
instrumentacion. Por otra parte, el inmunc ensayo enzimatico (ELISA) presenta
considerables ventajas sobre los métodos convencionales. Con respecto a una
alta sensibilidad, limite de deteccion, equipo técnico, y mayor numero de muestras
en menor tiempo. Es posible detectar sulfametazina en una gran variedad de
alimentos. Ademds todos los reactivos necesarios para el inmuno ensayo
enzimatico estan contenidos en los kits de prueba. El kit de prueba es suficiente
para 96 determinaciones (incluyendo los estandares) con una sensibilidad de 2
ppb dentro de un rango de 2-81 ppb. Las pruebas de ELISA son mas especificas
y proporcionar resultados mas rapidos y a menor costo. Por esto es un método
muy viable y confiable para la deteccion de sulfametazina en tejidos de cerdo y

bovino (Bioo Scientific Corp., 2008).

En México existen métodos oficiales para detectar residuos de antibidticos los
cuales se encuentran en la Norma Oficial Mexicana NOM-032-Z00-19298,

Determinacion de antibiéticos en higado, musculo y rifdn de bovinos, ovinos,



equinos, porcinos, aves, caprinos y cérvidos por la prueba de ba torunda vy por

bicensayo (SAGARPA 1996).

Dada la importancia de la produccidn pecuaria y el consumo de carne y sub-
productos en Jalisco, es importante conocer la situacidon de los residuos

antimicrobianos en tejidos de ios animales sacrificados para el consumo humano.

Con la presente investigacion se pretende aportar informacién de forma
descriptiva sobre la frecuencia que tiene la presencia de residuos de sulfonamidas

en tejidos de bovinos y cerdos sacrificados en rastros de Tonala, Jalisco.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las sulfonamidas son medicamentos muy eficientes y como grupo se colocan
como primera eleccion de uso en los animales de abasto (Sumano, 2003) con
diferentes fines: para combatir enfermedades infecciosas, para prevenir

enfermedades y como promotores def crecimiento.

La administracién inadecuada de estas sustancias y el no respetar los periodos
de retiro, es decir el ttempo en que no deberan consumirse los preductos o
subproductos de los animales tratados, puede conducir a la presencia de residuos

en [os tejidos destinados al consumo humano.

En México la falta de un programa adecuado de vigilancia y control oficial de
presencia de residuos antimicrobianos en carne y tejidos comestibles en los

lugares de sacrificio, favorece el uso indiscriminado de estas sustancias.

Los residuos de sulfonamidas en la carne representan un problema de Salud
Publica, ocasionaqdo preccupacién entre los consumidores a nivel mundial.
Varias investigaciones han evidenciado que con el transcurrir de los anos, estos
farmacos han inducido la aparncion de microorganismos patdgenos
multiresistentes, asi como hipersensibilidad en individuos susceptibles o cambics

en la microflora intestinal.



Por tanto es importante determinar la presencia de residuos en tejidos de estos
animales para conocer el grado de contaminacion con residuos de sulfonamidas
en musculo y rifidn de animales que se sacrifican en el rastro municipal de

Tonala, Jalisco y estimar su potencial impacto en ef consumidor.,
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JUSTIFICACION

Considerando la importancia de la ganaderia y el consumo de carne de bovino y
cerdo en la zona metropolitana de Guadalajara y otras entidades de Jalisco, se

hace necesario conocer |a calidad sanitaria de la carme.

El control sanitario de la carne en México es importante para garantizar una mejor
calidad e inocuidad para los consumidores y es indispensable si se quiere ser

competitivo en el mercado.

La sulfametazina es uno de los compuestos bacteriostaticos mas utilizados en la
produccién pecuaria (Escobedo, 2007). Por esto es necesario llevar a cabo
estudios para verificar la situacion actual de los residucs de sulfametazina en
estas especies y con ello informar a las autoridades en pro del control efectivo en
la deteccion de las mismas en carne de bovino y cerdo de esta manera impedir

que llegue al consumidor carne contaminada.



HIPOTESIS

La sulfametazina es utilizada con frecuencia en Ia produccion de cerdos. Con
esto, es posible encontrar residuos de estas sustancias, en musculo y rifdn de

animales sacrificados para el consumo humano.



OBJETIVOS

GENERAL:

Determinar la presencia de residuos de sulfametazina en tejidos de bovinos y

cerdos sacrificados en el rastro municipal de Tonala, Jalisco.

PARTICULARES:

1. Determinar [a presencia de residuos de antimicrobianos en bovinos y cerdos

por el Método Micrabiologico de inhibicion en Placa como prueba tamiz.

2. Determinar la presencia de sulfametazina en bovinos y cerdos por el Método

de Inmuno Ensayo Enzimatico Absorbente (ELISA).



MATERIALES Y METODOS

El presente estudio se realizé en el area de Residuos Téxicos del Departamento
de Salud Pudblica de la Divisidn de Ciencias Veterinarias del Centro Universitario

de Ciencias Biclégicas y Agropecuarias de la Universidad de Guadalgjara.

Muestreo y recoleccién de muestras

De acuerdo con el nimere de animales en la matanza de bovinos y cerdos
durante el periodo de Enero a Oclubre de 2006, se recolectaron muestras de
muscuto y rifdn de bovinos y cerdos sacrificados en el rastro municipal de Tonalg,

Jalisco.

El tamaiio de muestra se determino con la siguiente férmula:

Tamano de Muestra para Estimar Proporciones para Poblacion Finita

N-Zi-p~q
Cd2A(N-1)+Zl+p=q

n
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Donde:

+ N =Total de la poblacidn

« 7%= 1.96 (sl la seguridad es del 95%)

« p = Proporcién esperada (en este caso 5% = 0.05)
« gq=1-p{enesitecaso 1-0.05 =0.95)

+ d = Precision.

(Levin, 1998).

Seguridad = 95%; Precisidn = 2.66%: Proporcion esperada = se asume gue
puede ser proxima al 5%; si no existiera ninguna idea de dicha proporcion se

emplea el valor p = 0,5 (50%) que maximiza el tamafio a muestrear:

15,000~1.962 0,05 %0.95

n= = = 254
0.0Z66% = (13,000 — 1) +1.96%* . U5* U.Y5

Métodos de analisis:

Las muestras se sometieron a dos procedimientos de analisis de determinacion

cualitativa y cuantitativa para antimicrobianos que son los siguientes:
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1) Determinacion de Residuos de Antimicrobianos en Misculo y Rifion por el

Método Microbioldgico de Inhibicion en Placa.

La recoleccion y analisis de las muestras se realizé conforme a la prueba para
inhibidores en musculo y rifién {prueba de las tres placas con Trimetoprim} para la

deteccion de inhibidores antimicrobianos en carne (Bogaerts, 1985).

Recoleccion Preparacién y Procesamiento de Muestras.

Los tejidos, fueron identificados, y se transportaron por separado en bolsas de
polietileno, y se mantuvieron en refrigeracion (4°C). Las muestras al llegar ai
laboraterio se congelaron durante 2 horas a -18°C para facilitar su manejo y
conservacion del tejido y del posible residuo antimicrobiano, después se procedid

a su analisis.

Se recolectaron asépticamente muestras de 3 cm® de musculo y rifdn de cada
una de las muestras con un sacabocados estéril; se cortaron porciones cilindricas
de 8 mm de diametro v 2 mm de afto. En las muestras de rinén, las porciones que

se analizaron se tomaron de la medula renal.

Las muestras fueron colocadas en cajas de petri con agar nutritivo, ajustado a pH
6.0, 7.2 y 8.0, inoculado con esporas de Bacillus subtilis BGA a una concentracién
de 107 esporas/ml| de medio, al medio ajustade a pH 7.2, se le adiciono ademas

Trimetoprim (0.05 pg/ml).



En cada placa con muestras sé coloco un disco de papel filiro (Whatman 4) de 6

mm de diametro con antimicrobianos de referencia (Fig. 1).

0.01 Ut de penicilina en el medio ajustado a pH 6.0
0.5 ug de estreptomnicina en el medio ajustado a pH 8.0

0.5 ug de sulfadimidin en el medio ajustado a pH 7.2

Figura 1: Halos de Inhibicion en Discos con Antibidtico de Referencia.

Las muestras se incubaron a 35° C durante 18 a 24 h. Terminando el tiempo de
incubacién se verificéd los discos control con antimicrobianos que presentaran
halos de inhibicidbn de 5 a 10 mm, se procedid luego a medir los halos de

inhibicion observados en las muestras (fig. 2).



Muestras de
rifion ¥ miisculo

Congelar

Cortar dlindros
gmm x 2 mm
de altara

Poner dlindros
en las cajas

Preparacién de medio
- peptona de carne

- peptona de caseina

- NaCl

- agar bacteriolégico
- KHyPOy

- agua destilada

ncubar
-35°%C
-18a 24 hrs.

Resultados

Figura 2: Procedimiento del Método Microbiclogice de Inhibicion en Placa.
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La interpretacion de resultados de la prueba de inhibicion en placa sé considero

de la siguiente manera:

Zona de inhibicidon <1 mm el resultado sera negativo
Zona de inhibicion 1-2 mm el resultado sera dudoso
Zona de inhibicidn >2 mm el resultado sera positivo

(Bogaerts, 1985).

Figura: 3 Resultados de Muestras en Placa.

La prueba de inhibidores en musculo vy rifén o prueba de las tres placas con
Trimetroprim es una prueba de tamizaje en el que se emplea un procedimiento

microbiolégico para mostrar la actividad antibacteriana de la sustancia presente

en musculo y rifidn.
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Esta prueba se basa en colocar una muestra de tejido que contenga un inhibidor,
sobre un medio nutritivo sélido que contiene una concentracion conocida de
células bacterianas, el inhibidor se difundira en el medio de cultivo y formara un
halo de inhibicion alrededor del tejido {Fig. 3). El tamafo de la zona de inhibicidn

es una medida del efecto inhibiterio.
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) Método de Inmuno Ensaye Enzimatico Absorbente (ELISA) para la

deteccion de sulfametazina.

Las muestras seleccionadas de los tejidos positivos a pH 7.2 con el método
microbiolégico se sometieron al analisis cuantitativo de Inmuno Ensayo

Enzimatico Absorbente (ELISA) para detectar sulfametazina.

Preparacion y Procesamiento de Muestras.
Las muestras se homogenizaron con Ultra Turrax en un vial (tubo conico), se
tomd de la mezcla 5 g en otro vial después se le afadié 20 mi de solucién de
Acetonitrilo al 84 % (84 ml de Acetonitrilo, 16 m| de Agua destilada) se agitaron
vigorosamente por 10 minutos para después centrifugarlas per 10 min/ 3000 ¢/
15°C {5310 rpm) luego se diluyeron 3 ml del sobrenadante con 3 mil de agua
destilada en otro vial y se le afadidé 4.5 ml de Acetato de etilo, nuevamente se
agitaron vigorosamente por 10 minutos y se centrifugaron por 10 min/ 3000 o/
15°C (5310 rpm) después se tomo 5 ml del sobrenadante con pipeta Pasteur a un
vial (Screw Thread with cap 16x50 mm)} para secarlas en uné placa de reaccidén
~con flujo de nitrégeno, finaimente se resuspendieron con 1.5 ml de buffer 1

incluido en el kit RIDASCREEN® para asi poder utilizarlas en el método de ELISA.

E! principio de la prueba de ELISA, consiste en la reaccién antigeno-anticuerpo.
Los microtitulos de los pozos estaran cubiertos con una proteina conjugada de
sulfametazina. Los estandares de sulfametazina, la solucién de muestra y los

anticuerpos anti-sulfametazina se afadieron. La sulfametazina libre y la
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sulfametazina inmovilizada compiten por la encuadernaciéon del espacio del
antickerpo para sulfametazina. Cualquier anticuerpo no unido serd después
removido en el paso de lavado vy se afiade una enzima secundaria etiquetada
como anticuerpe que serd dirigida contra el anticuerpo anti-sulfametazina.
Después de remover la enzima no unida etiquetada como anticuerpo en el paso
de lavado se afade un sustrato y un cromégeno en los pozos y se incuba. La
enzima conjugada unida cambiara con el cromodgeno sin color a un producto azul.
La adicién de un reactivo llegara a un cambio de color de azul a amarille. La
medicion estara hecha fotométricamente a 450 nm. La absorcién es
proporcionalmente inversa a la concentraciéon de sulfametazina en la muestra

(Manual de kit RIDASCREEN®) (Fig. 4 y 5).

E! célculo e interpretacion de resultados se considerd de acuerdo al Manual de kit

RIDASCREEN®Yy el software RIDASOFT-WIN® de Ia siguiente manera:

El kit establece un rango de 2 ppb a 81 ppb lo cual;
El resultado < 2 pph sera no detectable a 2 ppb
El resultado enire 2 ppb a 81 ppb sera positivo

El resultado > 81 ppb sera por arriba de limite maximo de deteccion
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Figura 4 Preparacion de la muestra para el método de ELISA.



PROCEDIMENT & DEL METODO DE ELISA PARA

LA DETERMINACION DE SULFOHAMIDAS

" N
Inserfar suficientes Aradir gstandarn e Afiadir anticuerpo ¥
0209 ¥ muestrag tonjugado & incubar
preparagas por 2 hrsfa0-25°C
#
o —

—> L

Afiadir sustiatey cromogenc

: N " Aftadit solucion STOP
yinculsr RaE 30 mind20- 25°C

Figura 4 Procedimiento delilétodo de ELISA.

Vaciar ebliquide, bavar con bufery
goipear conlra papel aboorbents
vigorssamaente, repetis 2 veces

Itedir absorbancia a 450 nm
Calculal e imarpratar resultados

....... /% {fﬁi R
- %

£e



RESULTADOS

1) Determinacién de residuos antimicrobianos en misculo y rifén de

bovinos y cerdos por el método Microbiolégico de Inhibicion en Placa.

Bovinos

La figura 6 permite observar l0s resultados de 260 bovinos estudiados para la
presencia de residuos antimicrobianos. De los cuales 52 bovinos fueron positivos

{20 %), 169 fueron negativos {65 %) y 39 dudosos (15 %).

= Positivo
Negativo

¥ Dudaso

Figura 6: Prueba microbiologica de inhibicion en placa en bovinos {n=260).
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En 1a figura 7 se muestran los resultados de los dos tejidos analizados. En
musculo se detectaron 19 {7 %) muestras positivas, 228 (88 %) negativas y 13 (5
%) dudosas. En rifién se encontraron 36 (14 %) positivas, 192 (74 %) negativas y
32 (12 %) dudosas. Del total de las muestras analizadas solo 3 fueron positivas
en ambos tejidos, y de los dos tejidos el rifdn resulto con mayor nimero de

muestras positivas.

250 7
g 200 +
7
w e
g 150 u Positivo
L3
£+ S + Negativo
o 100 - &
&
g ) Dudoso
z S0+ 7y

Bl

Muisculo Rifidn

Figura 7: Prueba microbiologica de inhibicidon en placa en masculo y rifién de bavino

(n=260).

En la figura 8 se observa que el mayor numero de muestras positivas para la
presencia de inhibidores en musculo y rifidén en relacion al pH del medio de
cultivo. Los resultados indican que las muestras positivas se presentaron en

mayor namero a pH 6 con 15 y 18 para musculo y rifién respectivamente.
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También se puede observar que el rifidn reacciondé positivamente en los

diferentes pH ajustados en el medio de cultivo.

& Musculo

it Rifidn

o Muse/Rifién

Niumero de muestras

Figura 8: Muestras positivas de bovinos en medios ajustados a diferentes pH {n= 260).



Cerdos

La figura 9 permite observar los resultados de los 179 cerdos estudiados para la
presencia de residuos antimicrobianos. De los cuales 97 cerdos fueron positivos

(54 %), 33 fueron negativos (19 %) y 49 fueron dudosos (27 %).

# Positivo
= Negativo

% Dudoso

Figura 9: Prueba microbiclégica de inhibicidén en placa en cerdos (n=179).

En la figura 10 se muestran los resultados de los dos tejidos analizados. En
musculo se detectaron 23 (13 %) muestras positivas, 109 {61 %) negativas y 47
(26 %) dudosas. En rifdn se encontraron 87 (49 %) positivas, 36 (20 %) negativas
¥y 56 (31 %) dudosas. Del totél de las muestras analizadas solo 13 fueron positivas
en ambos tejidos, y de los dos tejidos el rindn resulto con mayor nimero de

muestras positivas.
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Figura 10: Prueba microbiolagica de inhibicién en placa en muasculo y rindn de cerdo

(n=179)

En la figura 11 se observa que el mayor ndmero de muestras positivas para la
presencia de inhibidores en musculo y rindn en relacion al pH del medio de
cultivo. Los resultados indican que las muestras positivas se presentaron en
mayor numero a pH 6 con 18 y 40 para musculo y rifdn respectivamente.
También se puede observar que el rifidn reacciond positivamente en los

diferentes pH ajustados en el medio de cultivo.
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Figura 11: Muestras positivas de bovinos en medios ajustados a diferentes pH (n=179).

TESISICUCBA
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2} Determinaciéon de residuos de sulfametazina en muscule y rifdén de
bovinos y cerdos por el método Inmuno Ensayo Enzimatico Absorbente

(ELISA).

Bovinos

En bovinos, de las muestras que resultaron positivas con e meétodo
microbiclégico, se seleccionaron 20 muegstras de mdsculo y  rifién
correspondientes al medio ajustado a pH 7.2 para ser analizadas con el método
de ELISA para la determinacion de sulfametazina. En el cuadro 1 se observan las
concentraciones encontradas en 4 muestras (20 %) con un promedio de 29.1
partes por billén {(ppb) en un rango de 12.9 a 71.1 ppb, tomando como referencia
el rango establecido en el kit (2-81 ppb) para su interpretacion (Cuadro 3). En el

resto de las muestras no se detecto sulfametazina.
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Cuacdro 1: Concentraciones detectadas de sulfametazina en tejidos de bovinos

con el método Inmuno Ensayo Enzimatico Absorbente (n=20).

Muestras | Concentraciones| No detectable
Bovino Detectadas

B3 ND
B5 ND
B11 ND
B110 12.9

B118 14.0

B121 ND
B123 ND
B162 ND
B171 ND
B190 ND
B193 ND
B195 ND
B197 ND
B199 711

B202 ND
B215 ND
B220 ND
B226 18.5

B230 ND
B237 ND

ppb: partes por billdn; ND: no detectable
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Cerdos

En cerdos, de las muestras que resultaron positivas con el método microbiclégice,
se seleccionaron 25 muestras de rindn correspondientes al medio ajustado a pH
7.2 para ser analizadas con el método de ELISA para la determinacion de
sulfarmetazina. En el cuadro 2 se observan las concentraciones encontradas en 12
muestras (58 %) con un promedio de 27.6 partes por billén (ppb} en un rango de
8.3 a 64.7 ppb, tomando como referencia el rango establecido en el kit (2-81 ppb)
para su interpretacion (Cuadro 3). En el resto de las muestras no se detectd

sulfametazina.
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Cuadro 2: Concentraciones detectadas de sulfametazina en tejidos de cerdos con

el método Inmuno Ensayo Enzimatico Absorbente (n=25).

Muestras |Concentraciones! No detectable
Cerdo Detectadas
C13 ND
C26 31.1
C27 9.7
C28 ND
C29 25.0
C30 ND
C31 ND
C32 ND
C33 ND
C34 29.8
C35 11.0
C36 ND
C37 ND
C42 ND
C43 64.7
Ca4 8.3
C47 17.4
C110 ND
C120 ND
c125 14.2
C129 49.0
Ci32 10.5 |
C138 : ND
C143 60.3
C145 ND

ppb: partes por billén; ND: no detectable

Cuadro 3: Concentraciones de sulfametazina en masculo y rifion de bovinos y

cerdes (ppb).

Bovines Cerdos

n=20 n=25
Rango 129-71.1 83-647
Promedio 29.1 276
Desviacion 28.1 202
estandar




DISCUSION

Durante varias décadas se han utilizado agentes antimicrobianos con fines;
terapéuticos, profilacticos y como promotores de crecimiento (Wolfgang, 1999). El
uso de estas sustancias como aditivos en los alimentos pueden provocar la
aparicion de residuos en los tejidos del animal destinados para consumo humano,

1o cual representa un serio problema de Salud Piblica.

Por lo que, para salvaguardar la salud humana, varios paises han implementado
las medidas correctivas necesarias para disminuir la presencia de dichos residuos
en los tejidos animales. En México, la Secretaria de Agricultura, Ganaderia,
Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA) emitid a través del Diario
oficial de la Federacién la Norma Oficial Mexicana para el control de residuos
téxicos en productos de origen animal publicada en agosto de 1994 (NOM-004-
Z200-1994) que tiene por objelo establecer las bases para la deteccidn y el control
de residuos tdxicos en productos atimenticios de origen animal vy es aplicable a la
carne, grasa, higado, y rifion de aves, bovinos, caprinos, equinos, ovinos,
porcinos y cérvidos, especificando una concentracién de 100 partes por billon

{ppb)} como limite maximo permitido de residuos de sulfametazina.

En comparacidn con el Codex Alimentarius que recomienda un limite maximo de
residuos (LMR) 100 ppb de sulfonamidas en musculo y rifidn de bovino y cerdo

(Codex Alimentarius 1993).



La presencia de residuos en tejidos animales ha sido atribuida principaimente ala
falta de cumplimiento en el periodo de retiro, esto es el tiempo que debe
transcurrir desde la dltima aplicacién de un medicamento a cuando el animal se
sacrifica. Puede deberse también a la medicacion accidental por pre-mezclas
contaminadas ¢ residuos de una formulacion anterior en la mezcladora. (Sumano,

2003).

Los resultados del presente estudio indican que 20 % en tejidos de bovinos y 54
% de cerdos fueron positives a la presencia de residuos de antimicrobianos. Los
cuales son mayores a los reportados por Gesche (1998) de un 4.3 % de bovinos
positives, y son menores que las encontradas por Guerrero G. (1997) quien indicd
un 38.9 % de bovinos positivos y 61.8 % de cerdos. Por otro lado Espin (1985),
reporta un 22 % de muestras de bovinos positivas con residuos de antibidticos, lo
que es muy similar al resuitado obtenido en el presente trabajo en tejidos de
bovino. En Chile un programa de control de residuos en productos pecuarios
sefiala que un 10 % de tejidos de bovinos resultaron positivos y 17 % en cerdos a
la presencia de residuos {Chedy, 2005}, siendc un porcentaje muy por debajo de
lo encontrado en este estudio. En Venezuela, Albelin, (1994) al igual que Chedy
reporta un porcentaje de 28.66 % en cerdos a la presencia de antibiéticos menor
al obtenido en el presente trabajo. Por otro lado Lara y Lara (1991} utilizando el
método en placa difieren en sus resultados con un 44 % de muestras con

residucs de antibidticos en carne de cerdo procedente del rastro municipal de

Mérida, Yucatan.
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En rifidn se detectd mayor frecuencia de residuos en las dos especies estudiadas,
esto, coincide con el estudio de Albelin, {1994) quien encontrd mayor nimero de
muestras positivas en rifion con 6.66 % positivas v 2.66 % en muisculo. La
presencia de antimicrobianos en rifidn sefala que el animal todavia estaba
eliminando el antimicrobiano cuando fue sacrificado. En muisculo la presencia
podria indicar que el animal fue tratado pocos dias antes del sacrificio, to que
hace suponer que no se respetan los tiempos de retiro del medicamento

{Escobedo, 2006).

De acuerdo a los diferentes pH ajustados en el medio de cultivo el analisis indica
que en bovinos y cerdos las muestras tuvieron mayor inhibicion en pH 6 tanto en
musculo como en rifién. Lo cual podria referirse a la presencia de B-Lactamicos.
Por otro lado el rifdn reacciond positivamente en los tres pH y teniendo mayor
numere de muestras positivas en pH 8 en bovinos y a pH 7.2 en cerdos. Esto
puede ser debido a la presencia de estreptomicinas y sulfonamidas
respectivamente. El pH es un parametro determinante en la reaccidon de las
sustancias antimicrobiznas en el método microbioldgico de inhibicién en placa
(Bogaerts, 1985). En el caso de los macrdlidos (eritromicina) y aminoglucocicos
(estreptomicina) son mucho mas activos a un pH alcalino (pH 8) que a un pH
acido (Jawets, 1991}, mientras que los B-Lactamicos (penicilinas y cefalosporinas)
lo son a pH 6 (Sumano, 2003). Por otro lado las sulfonamidas tienen una

tendencia a la alcalinidad en un pH de 7.2 (Prescott, 1991).
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Con el fin de cuantificar ia concentracion de sulfametazina en las muestras que
resultaron positivas en pH 7.2 se sometieron al analisis cuantitativo de Inmuno
Ensayo Enzimatico Absorbente (ELISA). En bovinos, 4 muestras tuvieron en
promedio una concentracién de 29.1 partes por billén (ppb), en cerdos 14
muestras con un promedio de 27.6 ppb. Resultados menores que los encontrados
por Wasch, (1998) utilizando el método de ELISA reporta una concentracion de
218 ppb de tetraciclinas encontradas en 12 muestras de cerdo. Siendo una
concentracién que rebasa los limites maximos de residuos establecidos tanto por
la Norma Mexicana como por €l Codex Alimentarius. Las concentraciones de
sulfametazina encontradas en el presente estudio con la prueba de ELISA no
manifiestan una relacién con los resultados obtenidos en la prueba microbiologica
de inhibicion en placa, aun asi se esta prueba confirma la presencia de dicha

sustancia en las muestras analizadas.

Es comun el mal uso de los antimicrobianos al ser aplicados por personal no
capacitado, y si es aplicado por un medico veterinario, no siempre se vigila que se
respete el periodo de retiro. Por lo general si el animal no responde

satisfactoriamente a dicho tratamiento, es enviado al rastro.

En Meéxico es deficiente el control tanto del uso de medicamentos en la
produccion animal como el de residuos de farmacos en alimentos de origen
animal por lo que favorece a su uso indiscriminado. Es por esto gue existe la
necesidad de continuar realizando estudios para documentar la presencia de

residuos antimicrobianos en productos derivados de animales destinadeos a
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consumo humano, Debido al potencial de riesgo que representa para la salud en
fa poblacidn a ta exposicion de estas sustancias y por ende, su contribucion a un
problema de Salud Publica. Asi mismo, establecer programas de vigilancia a nivel
local en acuerdo con las regulaciones a fin de dar cumplimiento a lo especificado

por la Norma Mexicana.
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CONCLUSIONES

Es evidente la frecuencia de que bovinos y cerdos son enviados al sacrificio

conteniendo cantidades residuales de sustancias antimicrobianas en sus tejidos.

De los tejidos analizados el rifion fue el que resulto con mayor nimero de

muestras positivas en ambas especies, asi como en los métodos empleados.

El método microbiclogico de inhibicion en placa resultd muy adecuado en la
deteccion de residuos antimicrobianos en forma cualitativa. Mientras que el

método de ELISA confirmé la presencia de sulfametazina en forma cuantitativa.
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