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Resumen

Los residuos antimicrobianos en los alimentos de origen animal pueden tener
un doble efecto implicando riesgos para la salud del consumidor asi como la
consecuegnte aparicidn de cepas patdgenas multiresistentes. El objetivo del presente
trabajo fue la determinacion de residuos de sustancias antimicrobianas al sacrificio
por medio del método de la triplaca y determinacion de la presencia de tetraciclinas
en hueso de gallina de postura por medio de la técnica de luz ultravioleta. Las
muestras utilizadas se recolectaron en el Rastro de Aves “Los Gavilanes” en el
municipio de Tlajomulco en los meses de abril a junio del 2004. Las muestras fueron
procesadas en el area de residuos tdxicos en alimentos del Departamento de Salud
Publica de la Division de Ciencias Veterinarias del Centro Universitario de Ciencias
Biclogicas y Agropecuarias de la Universidad de Guadalajara. Resultando de los 153
canales para deteccion de antimicrobianos en tejidos fue en musculo 49 (32%)
fueron positivos, 104 (68%) negativos y ningun dudosos y en rifién, 79 (52%) fueron
positivos, 55 (36%) negativos y 15 (12%;) dudoscs. DO< ios 120 higado muestreados
73 (61%) fueron positivas, 29 (24%) negativas y 18 (15%) fueron dudosas y de los
247 canales para determinacion de tetraciclinas en hueso 100% fueron negativos.
Los resultados anteriores demuestran que es alto el porcentaje de inhibidores
antimicrobianos lo que hace suponer que es frecuente el envio al rastro de animales
con residuos antimicrobianos. En hueso se deduce que por el poco tiempo de vida
reproductiva de una gallina de postura, ésta no logra acumular suficiente tetraciclina
para ser detectada al momento del sacrificio.



Introduccién

Los productos avicolas como la carne de pollo y el huevo, representan una
fuente de proteina de origen animal que es nutritiva y barata. El pollo en México se
comercializa principalmente en canal, El tipo de distribucién o presentacion es: vivo
en 30%, rosticero 23%, mercados publicos 26%, en supermercados 5%, en partes el
11% y productos de valor agregado 5% (Zarate y col., 2004). La carne, visceras,
huesos y plumas de gallinas cfe postura enviadas al rasiro; son procesadas vy

ultilizadas como subproductos en plantas de rendimiento (Lyons, 2001).

Jalisco ocupa el primer lugar con el 11% de la produccion nacional proyectada
al 2004, México se ubica como el cuarto producter de pollo a escala mundial y su
consumo per-capita es de 22.9 kg (Secretaria de Desarrollo Rural, 2004). En el caso
de la produccién de huevo Jalisco esta en primer lugar teniendo para esta actividad
cerca de 56'835,384 aves de postura, seguido de los estados de Puebla, Soncrz,
Guanajuato y Yucatan (Servicio de Informacion y Estadistica Agroalimentaria y

Pesquera, 2005).

Se espera gue la produccion pecuaria y la demanda de productos animales
aumenten con rapidez en los proximos 20 afos, debido al crecimiento acelerado de
la poblacién mundial, y ademas porque la mayor proporcion de ésta se ubica en las
grandes ciudades, la ganaderia nacional en general demanda de la incorporacion de
nuevas y mejores tecnologias en la mayoria de los procesos productivos (Zarate y
col., 2004).

La industria pecuaria para mantener una produccion optima requiere del uso
de sustancias aditivas y antibidticos que durante varias décadas se han utilizado
como promotores de crecimiento. El uso de promotores de crecimiento conduce a un
incremento del 4 al 5% en el peso corporal de los animales que los reciben (Witte,

1999; Gesche y Rojas, 1987).



Por mas de cincuenta arios los antibidticos han sido utilizados en forma
intensa y satisfactoria, tanto en terapéutica animal como para prevenir
enfermedades. Sin embargo, se han presentadec muchos problemas, que han
obligado a hacer una re-evaluacion acelerada y mas completa de la situacion. Los
antibioticos son sustancias producidas por varias especies de microorganismos que
suprimen el crecimiento de otros microorganismos y pueden incluso llegar a
destruirlos. La presencia de residuos de medicamentos en productos de origen
animal deberia ser muy facil de resolver, como se hace en numerosos paises: es
simplemente un problema de control y disciplina de la industria y los productores

(Sumanc y Ocampo, 2002).

En México encontramos una gran cantidad de medicamentos con caracter
residual disponibles comercialmente que son empleados en aves, bovinos de carne,

bovinos de leche, cerdos ovinos y caprinos (Amezquita y col., 1994).

En la industria avicola se utilizan abundantemente farmacos y antibidticos para
prevenir un gran nimero de enfermedades que sufren las parvadas, son utilizados
por tres razones principales, ayudan en la promocion y mejora de la conversién
alimenticia, ayudan en el tratamiento y prevencion de enfermedades. Estos pueden
ser administrados a través del alimento, del agua de bebida (Tabla 1). Los
antibidticos se utilizan para controlar enfermedades en las aves, sus efectos
benéficos se deben a la capacidad de interrumpir varias fases del metabolismo de la
célula, y actian modificando la flora intestinal. Algunos antibiéticos se agregan en
forma continua y en pequenas dosis a la racién con el fin de mejorar el crecimiento y

la conversién alimenticia (North y Bell, 1993).

La presencia de residuos en alimentos de origen animal puede interferir en la
elaboracién de productos lacteos y carnicos fermentades, pero también implica
riesgos toxicologicos, microbiolégicos e inmunopatolégicos para el censumidor
(Booth 1988).



En México la NOM-004-ZO0O-1894. Grasa, Higade, musculo y RiAdn en Aves,
Bovinos, Caprinos, Cérvidos, Equinos, Ovinos y Porcinos. Residuos Toxicos, Limites
Maximos Permisibles y Procedimientos y Muestreo, es de cbservancia en todo el
territorio nacional y tiene por objeto establecer los limites maximos permisibles de
residuos téxicos (Diario Oficial de la Federacion, 1994).

\

Para proteger al consumidor de pollos y huevos la Food and Drug
Administration (FDA) Estados Unidos ha marcado tolerancias muy precisas para los
residuos de farmacos, el tiempo de eliminacion antes de sacrificio para muchos
farmacos estd dado en el nimero de dias que deben pasar entre el ultimo
tratamiento con el farmaco y el dia en que los pollos pueden enviarse para el
sacrificio (North y Bell, 1993).

Con el fin de lograr un equilibrio 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 alimentos que consume el hombre, se han hecho
estudios para determinar a que concentracién el consumo de una sustancia o su
metabolito no representa riesgo para la salud del consumidor y cuanto tiempo debe
transcurrir para que se permita establecer periodos de suspensién o retiro del
medicamento pre\{ic al sacrificio de los animales, de los limites maximos permitidos
de sustancias, asi como el desarrollo de métodos de deteccidén de residuos y la
implementacion de programas de control (USDA). Para la identificacion de residuos
se emplean métodos microbiolégicoes, fisicoquimicos y seroldgicos. Aungue carecen
de especificidad de los métodos de tamizaje microbioldgico, permite detectar un
amplio rango de grupos antimicrobianos en un corto tiempo (24hrs.) comparado con
otros métodos a un bajo costo, y sus veniajas los hacen ideales para implementarse
como pruebas de tamizaje a nivel rastro, pues ayuda a que los tiempos de deteccion

de canales sospechosas de contener residuos, sean breves (Korsrund y col., 1995).

Lamentablemente los datos sobre la susceptibilidad a los antibidticos son

escasos y la vigilancia de la resistencia no se lleva a cabo en todos los paises. La
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falta de vigilancia lleva a que los antibiéticos se distribuyan y se vendan libremente
sin prescripcion medica (Salvatierra, 2000).

TETRACICLINAS

Las tetraciclinas son antibidticos de amplio espectro con caracteristicas
antimicrobianas similares, aunque difieren entre si en cuanto a sus espectros y
distribucion farmacocinética.  Existen tetraciclinas naturales y varios derivados
semisinteticos. Los tiempos de eliminacion permiten clasificarlas en compuestos de
accién corta (tetraciclina, oxitetraciclina, clortetraciclina), de accién intermedia
(demetilclortetraciclina y metaciclicina) y de accién prolongada (doxiciclina y
minociclina). Tienen un amplio espectro contra bacterias Gram positivas y Gram
negativas. Scn un grupo de antibidticos producidos por el género Streptomyces, que
es la fuente mas abundante de antibidticos utilizables para combatir las
enfermedades bacterianas en los tejidos animales. Por via oral, las tetraciclinas se
absorben en el estdmago y la porcién inicial del intestino delgado. Los valores se
reducen de modo gradual hasta gue solo quedar} residuos a las 24 horas y se
concentran en higado las cuales son excretadas en bilis y reabsorbidas por el
intestino, gracias a esto persisten en la sangre mucho tiempo después de su
administracion. Todos los derivados de las tetraciclinas son sustancias cristalinas,
amarillentas anfoteras que forman sales con acidos y bases en solucion acuosa. Los
componentes tienen afinidad por iones de calcio, de aqui que los residuocs llegan a
ser depositados en dientes y huesos. Presentan fluorescencia cuando se exponen a
la luz ultravioleta (Diaz y Calderdn, 1997, Merck, 2000; Sumano y Ocampo, 2002).

USO Y EFECTOS DE LAS TETRACICLINAS:

Las tetraciclinas han sido ampliamente utilizadas para fines terapéuticos y
como promotores de crecimiento, a pesar de la advertencia sobre el incremento de la
resistencia de microorganismos hacia estas, y de su prohibicién como promotores de

crecimiento.  Actualmente mas del 65% de los medicamentos prescritos en



veterinaria son con tetraciclinas (Kuhne, 2000). En 1968, su uso como promotorss
de crecimiento fue discutido porque los cientificos fueron alarmados por la alta
resistencia que producian. Las tetraciclinas fueron la base terapéutica usada en
medicina veterinaria y medicina humana, asi como aditivos en alimentos en Europa.
En Estados Unidos las tetraciclinas son todavia aceptadas como promotores de

crecimiento (De Wasch y col., 1998).

En aves provoca una reduccién de los requerimientos de energia y
mantenimiento, mejorando la produccion de huevo, ademas de disminuir los

problemas ocasionados por el estrés calérico (Sumano y Ocampo, 2002).

£l debate cientifico sobre los posibles riesgos que acarrea para la salud
publica el uso de antimicrobianos en los animales productores de alimentos ha
durado mas de 30 anos (Salvatierra, 2000). La utilizacion indiscriminada de
antibidticos como aditivos en el pienso con el fin de estimular el crecimiento y la
produccién animal tiene varios inconvenientes. El riesgo mas grande para la salud
de los consumidores que implica la utilizaciéon de los antibiéticos en los animales no
esta dada por los residuos, sino por el desarrollo de resistencias en bacterias de los
mismos animales. Estas resistencias pueden, dar lugar a fallos terapéuticos en
tratamientos veterinarios, y riesgo de transferencia de bacterias residentes de los
animales al hombre, o de los genes por'taddres de informacidon que codifica

resistencia de bacterias de animales a bacterias humanas (Errecalde, 2004).



Tabla1. Periodo de eliminacion para farmacos y antibidticos

Ingrediente activo

[

Dias de eliminacion

Copidol ‘ 5

| Clorotetraciclina I 1
Sulfato de dehidroestreptomicina y sulfato de estreptomicina 30
Furazolidona 5
Monensina | 5

| Nicarbazina I a

i Nitrofurazona 5

; Novabiocina B
Oxitetraciclina 3 (alimento)
Sodio de sulfacloropirazina monchidratada 4
Dihidreclorida de estreptomicina sentahidratada 5 (agua)
Sulfato de estreptomicina " 4 (agua)
Sulfadimetoxina 5 (agua)
Sulfanitran y aklomida 5
Sulfaquinoxalina 10
Tilosina | 5 (alimento)

Fuente: North y Bell, 1993




Planteamiente del problema

La produccién de aves en México durante los Ultimos diez afios ha aumentado
a un ritmo de crecimiento anual del 5.6% y el consumo per-capita se ha
incrementado del 19.6 a 23.4 kg entre el 2000-2004.

En nuestro pais la gallina de desecho es aprovechada para la elaboracién de
embutidos y productos procesados. Los subproductos como los huesos son
utilizados como suplemento en la alimentacion animal y en la fabricacion de
grenetina.  En Jalisco son pocos los estudios scbre la presencia de residucs en
gallinas de desecho. Dada la importancia estatal de la produccion avicola es

importante determinar la situacion actual de los residuos.



Justificacion

Se han realizado investigaciones para detectar residuos de antimicrobianos en
los animales de abasto (bovinos y cerdos), pero se desconoce la situacion actual en
gallinas de desecho. Por lo cual el presente estudio contribuira a determinar la
presencia de residuos antimicrobianos en musculo, visceras y hueso que son

enviados a plantas de rendimiento.



Hipotesis

En la fase productiva de la gallina de postura se emplea un gran nimero de
antibioticos con fines terapéuticos, profilacticos y promotor de crecimiento. La
escasa vigilancia y control sobre el uso de estas sustancias en nuestro pais favorece
su utilizacidn indiscriminada. Por tanto, es de esperar la presencia de residuos en

los tejidos de las gallinas desecho enviadas para consumo.



Objetivo General

Determinar de residucs de sustancias antimicrobianas en gallinas de postura, al

sacrificio.

Objetivos Particulares

1. Determinar de residuos de sustancias antimicrobianas en higado, musculo y

rinén de gallina de postura, per el método microbiolégico de triplaca.

2. Determinar la presencia de tetraciclinas en hueso de gallina de postura por

medio de la técnica de luz ultravioleta.
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Material y Métodos

El presente estudioc se realizdo en el area de Residuos Toxicos del
Departamento de Salud Publica de la Division de Ciencias Veterinarias del Centro
Universitario de Ciencias Bioldgicas y Agropecuarias de la Universidad de

Guadalajara.
Muestreo y recoleccion de muestras

De acuerdo con el volumen de matanza por mes en aves en el rastro de los
Gavilanes, se registraron en enero, febrero y marzo un promedio de 309,347 de aves
sacrificadas al mes, de esta cantidad se obtuvo el tamano de muestra.

con la siguiente formula:

TAMANO DE MUESTRA PARA ESTIMAR PROPORCIONES PARA
POBLACION FINITA CON ERROR DE MAGNITUD

pgN
B:
JN=D=
Z: )+ pq

n = Tamarfio de muestra, p = proporcion aproximada del fenomeno de estudio en la poblacion
de referencia, q = proporcione de la poblacién que no representa el fenémeno en estudio, N=
Tamano de la poblacion, B = Error de magnitud, Z = Valor de z critica correspondiente a

nivel de error aceptado (Levin, 1998).
El presente trabajo se realizo en dos etapas.

Etapa | determinacion de residuos de sustancias antimicrobianas en higado,
musculo y rifién de gallina de postura por el método microbioldgico de la

triplaca
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La recoleccion y andlisis de les 153 muestras se hicieron, saivo algunas
modificaciones que se indican, conforme a la prueba para inhibidores en musculo y
rindn (prueba de las tres placas con Trimetoprim), la cual es el procedimiente oficial
de la rutina de Alemania, para la deteccién de inhibidores microbianos en carne
(Robert- Von — Ostertag —Institut, 1979).

Los tejidos, debidamente identificados, se transportaron por separado 2n
bolsas de polietileno, y se mantuvieron en refrigeracion (5°C). Las muestras al llegar
al laboratorio se congelaron durante 2 horas a —10°C para facilitar su manejo y
conservacion del tejido y del posible residuo antimicrobiano y después se procedid a

su analisis.
Analisis de muestras:

Se recolectaron asépticamente muestras de 3 cm® de musculo, rifién e higado.
De cada una de las muestras colectadas con un sacabocados estéril, se cortaron
porciones cilindricas de 8mm de diametro y 2 mm de alto. En las muestras de rifon,

las porciones analizadas fueron tcmadas de la medula renal.

Las muestras fueron colocadas en cajas de petri con agar nutritivo ajustado a
pH B, 7.2 v 8 inoculados con esporas Bacillus subtilis BGA a una concentracién de
107 esporas/ml de medio, Al medio ajustado a pH 7.2, se le adiciono ademas

Trimetoprim (0.05 microgramos / mi).

En cada placa con muestras se coloco un disco de papel filtro (Whatman 4) de

6 mm de diametro con antimicrobianos Standard:

U.l. de Penicilinas 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
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Las muestras se incubaron a 35°C * durante 18 a 24 h. Terminando el tiempo
de incubacion se verificé que los discos control con antimicrobianos presentaran
halos de inhibicion de 5 a 10 mn ** procediéndose luego a medir los halos de

inhibicion observados en las muestras.

La interpretacion de resultados de la prueba de inhibicién en placa se

consideraron de la siguiente manera:

Zona de inhibicién >2 mm el resultado es positivo
Zona de inhibicidon entre  1-2 mm el resultado es dudoso

Zona de inhibicion <1 mm el resultado es negativo

La prueba de inhibidores en musculo y rifdn o prueba de las tres placas con
Trimetoprim es una prueba de tamizaje en el que se emplea un procedimiento
microbiolégico para mostrar la actividad antibacteriana en la sustancia presente en
musculo y/o rifién. Esta prueba se basa en que al colocar una muestra de tejido que
contenga un inhibidor, sobre un medio nutritivoe solido que contiene una
concentracion conocida de células bacterianas, el inhibidor se difundird en el medio
de cultivo y formara un halo de inhibicién alrededor del tejido. El tamano de la zona

de inhibicion es una medida del efecto inhibitoric.

"El procedimiento aleman recomienda 30°C. La incubacién se hizo a 35°C porque a esta temperatura,
con la cepa utilizada, se obtiene un crecimiento mas denso y uniforme.
*"Los halos promedio de los discos testigos en este trabajo fueron Penicilinas: 7 mm, Estreptomicina:

8 mm, Sulfametazina: 10 mm.

De acuerdo con Ebrect, Ia prueba de las tres placas permite detectar desde:

0.01 mcg/ml de Penicilina
0.0075 mcg/ml de Ampicilina
0.0015 mcg/ml de Tetraciclina
0.04 meg/ml de Aminoglucosidos
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0.06 mecg/ml de Tilosina

Por ser un agente sinérgico de las sulfonaminas, la adicion de Trimetoprim al
medio permite aumentar hasta 100 veces la sensibilidad del microorganismao,
permitiendo detectar desde 0.024 mcg/ml de sulfonamidas en tejidos.

La composicion, preparacion e incubacién del medio de cultivo se detallan a

continuacion:

Medio Nutritivo

Peptonade carne............cccccceoeeeenn, 345¢g
Peptona de caseina 3.45¢g
Cloruro de sodi0..........ooueeeiiiiiiiiinnnnn, 51g

P2 o= | SO PSURIURONN 13.04g
Agua destilads. ... 1000.0 ml.

El medio se prepard en 3 matraces para ajustar a los distintos pH requeridos:
pH 6, 7.2 y 8. Se recomienda preparar volumenes 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
(KH2POg4). El medio se calienta para obtener una adecuada disolucion de los
ingredientes, posteriormente se ajusta el pH a 6,7.2 y 8. Para ajustar el pH del medio
se utiliza acido clerhidrico (HCL) o hidréxido de sodio (NaOH). El medio se esteriliza

en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

El pH de los medios se verificd y de ser necesario, se ajustd nuevamente
después de la esterilizacion, en tal caso, se tomaron en cuenta las medidas
necesarias para evitar la contaminacion del medio. Cuando la temperatura del medio
ya esterilizado descendio a 50°C, se le agregaron y mezclaron 0.5 ml de suspension
de B. Subtilis a 500 ml. del medio, se obtuvo una concentracion en el medio de

10,000 esporas por ml.
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Al medio ajustado a pH 7.2, ademas de la suspension de esporas se le
adiciond 0.5 mi (25 microgramos) de solucion de uso de Trimetoprim. De esta forma
se obtuvo una concentracion de Trimetoprim de 0.05 microgramos/ ml. Los medios
se vertieron en cajas de petri. El grosor del medio ya solidificado fue de 2 mm (este
grosor se obtuvo adicicnando 10 mi de medic en cajas de petri de 9 cm de diametro).
Una vez solidificado el medio, se mantuvc en refrigeracion (3 — 5°C) hasta el
momento de su utiliz_acicn. Las cajas de petri con el medio preparado, fueron

utilizadas en el transcurso de los 2 dias posteriores a su elaboracion.
b) Solucién de Trimetoprim
1.- Solucion Madre

Se colocaron 10 mg de Trimetoprim en 10 ml de etanol, esta solucidn se
calentd a 50°C para favorecer la completa disolucion de la Trimetoprim. Esta

solucion se mantuvo estable durante 14 dias en un ambiente frio y oscuro.

2 .- Solucion a usar

Esta solucién contiene 50 microgramos de Trimetoprim  por mililitro.
Dependiendo de la cantidad de muestras que se procesaron, es el volumen de
solucién que se prepard. Considerando que la solucion madre tiene una
concentracion de 1000 microgramos por mililitro, se pueden preparar volumenes de
200 ml, y 100 ml adicionando 10 ml de solucién madre a 190 ml de agua destilada.
o bien. 5 ml de solucién madre a 95 ml de agua destilada. Otra opcidn es medir en
un matraz volumétrico 0.5 ml de solucién madre y completar con 9.5 ml de agua

destilada. La solucion se puede mantener en refrigeracién por maximo de 14 dias.
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¢) Suspension de esporas*®

El Bacillus subtilis se sembré en 3 tubos con el medio No. 1 para antibiéticos y
se incubaron a 32 - 35 °C durante 24 horas. Transcurrido el tiempo de incubacion se
lavé el crecimiento de la superficie de los tubos con 3 ml. de Solucién Salina
Fisiologica (SSF) estéril y se paso¢ el liquido a una botella de Roux conteniendo 200
ml de Medio No.1 para Antibidticos.

La suspension de microorganismos se distribuyd sobre la superficie del medio
utilizando perlas de vidrio estériles. Se incubaron a 32 — 35°C durante 5 dias. Se
lavé el crecimiento de la superficie del agar con 50 ml de SSF estéril, esta
suspension se centrifugo a 3000 rpm durante 10 minutos y posteriormente se
decanto el liguido sobrenadante. El sedimento se suspendio en 50 — 70 ml de SSF
estéril y se calentdé a 70°C durante 30 minutos y después se consernvo en
refrigeracion. La densidad de la suspension obtenida fue de 107 esporas por ml, la

cual se determind mediante la técnica de vaciado en placa.

*Procedimiento empleado en el Institut fur Veterindrmedizin (Robert- Von — Ostertag —Institut)
des Bundesgesund Heitsamtes 1,000- Berlin 33 (1979).
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Etapa Il Deteccidn visual de la fiuorescencia con lampara de luz ultravioleta en

fémur de gallina de postura

Se recolectaron un total de 247 huesos de fémur que fueron identificados y
transportados en boisas de plastico, donde se mantuvieron en refrigeracion (4 — 7°C)

hasta su analisis.
Meétodo de deteccion visual de la fluorescencia con luz ultravioleta:

Para su analisis los huesos ya debidamente identificados se limpiaron
minuciosamente separando la grasa, periostio y posteriormente fueron examinados
visualmente en un cuarto oscuro usando una lampara de luz ultravioleta (UV) (366
nm, 4w: Merck Nr. 13203) (Kinhe- Ebrecht, 1993). La fluorescencia en los huesos
con residuos de tetraciclinas es color amarilla, 2 mayor superficie del hueso que

muestre fluorescencia, mayor sera la concentracion de esta sustancia.
La intensidad de la fluorescencia se clasificé de la siguiente manera:

Positivo (+) extension de la fluorescencia en un area < 20%
Positivo (+ +)  extension de la fluorescencia en un area de 20% a 80%
Positivo (+ + +) extension de la fluorescencia en un area > 80%

(Kuhne 2000)

Después los huesos positivos se partieron en fragmentos que se dejaron secar
a medio ambiente durante 24 horas, posteriormente se verificé si hubo una

exposicion temprana a tetraciclinas por medio de luz ultravioleta.

El grado de intensidad de la fluorescencia de los huesos fue documentado en

hojas de registro de resultados.
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Resultados

La frecuencia de los residuos antimicrobianos en tejidos fue investigado
usando el metodo microbiolégico de triplaca con Trimetropim y en la frecuencia de
tetraciclinas en hueso de gallina de postura con la deteccién de fluorescencia con

lampara de luz ultravioleta.

Etapa | Determinacion de residuos de sustancias antimicrobianas en higado,
musculo y rifén de gallina de postura por el método microbiolégico de la

triplaca

La interpretacion de resultados con el método microbiolégico de la triplaca de
la prueba de inhibicién en placa se considerd segun el diametro del halo de inhibicién
de la siguiente manera: diametro >2 mm positivo, diametro de 1-2 mm dudoso y

diametro <1 mm negativo.

De las 153 muestras de canales de gallina de postura analizadas con el
método para residuos de antimicrobianos, se obtuvieron en musculo 49 (32%) fueron
positivos, 104 (68%) negativos y ningin dudosos y en rifdn, 79 (52%) fueron
positivos, 55 (36%) negativos y 19 (12%) dudosos (Figural). En higado 73 (61%)
muestras fueron positivas, 29 (24%) negativas y 18 (15%) dudosas (Figura 2).

El tamafio de las zonas de inhibicién en muestras positivas oscild entre 3mm y
6 mm predominando los halos 3mm y 4mm (Figura 3). En higado se observaron
halos de inhibicion entre 3mm y 7mm predominando los halos entre 4mm y 6mm
(Figura 4). Los medios con mayor numero de muestras positivas que se detectaron
fueron el ajustado a pH 7.2 y pH 6 con 154 y 94 muestras positivas respectivamente,
siendo el rifon el tejido con mas resultados positivos (Figura 5). En el caso de
musculo y rindn el mayor nimero de muestras positivas se observaron en el medio

ajustado a pH 7.2 mientras que en higado fue a pH 6 (Figura 6).

BIBLIOTECA CUCBA
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Fig.1 Comportamiento 2 la prueba inhibidores en canales de
gallina de postura (n = 153)
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Fig.3 Halos de inhibicion observados en musculo y rifdn (n = 79)
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Fig. 5 pH de los medios en el gue se detectaron las muestras positivas en gallina de
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Etapa Il Deteccion visual de la fluorescencia con lampara de luz ultravioleta en

fémur de gallina de postura

Con este método la medicion de la intensidad de la fluorescencia de los

‘huesos, se considerd de la siguiente manera:

Positiva (+):
Positiva (++):
Positiva (+++):

Negativa (-):

La extension de la fluorescencia se detectd en un area < 20 %
La extension de la fluorescencia se detectd en un area entre 20 y 80 %.
La extension de la fluorescencia se detectd en un area < 80%.

Cuando no se detecto fluorescencia.

En este estudio, las 247 muestras de fémur de gallina de postura que fueron

~studiadas en el primer semestre de 2004, fueron todas negativas (Tabla 1).

Tabla 1.
Deteccion de residuos de TTC en hueso de gallina

por medio de la luz ultravioleta n(247)

Fluorescencia (+)  (++) (+++) Negativo
No. Animales 0] 0 0 247
% 0 0 0 100
Interpretacion

Area fluorescencia del hueso < 20%
Entre 20% a 80% = {+ +)
>80%=(+++)
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Discusiéon

En México la deteccién de residuos tiene como finalidad obtener carne con la
calidad sanitaria requerida internacionalmente para su exportacién y consumo.
Actualmente se dispone de diversos métodos de andlisis cuantitativos para la
deteccion de inhibidores bacterianos en alimentos, sin embargo como método de
control rutinario se utilizan ampliamente los métodos de tamizaje microbiolagico que
aunque carecen de especificidad permiten detectar un amplio rango de grupos de
antimicrobianos en 24 horas, y comparado con otras técnicas, a un bajo costo. Estos
pueden implementarse como pruebas de tamizaje a nivel rastro, pues tienen la
ventaja de que requieren poco tiempo en su proceso. Los rastros municipales en
México tienen en términos generales un coman denominador, esto es, no se efectla,
entre otras cosas, una inspeccion sanitaria adecuada de los animales sacrificados y
no se realizan examenes para detectar residuos. Por esta razéon es muy probable
que liegue hasta el consumidor la carne y otros tejidos comestibles, que conforme la
legislacion y las normas sanitarias, no sean aptos para consumo humano. Por otro
lado, en nuestro pais se pueden encontrar un gran nimero de medicamentos con
caracter residual disponibles comercialmente que son empleados en aves, bovinos,
cerdos, ovinos y caprinos. La NOM-032-ZO0O-1996, Determinacion de antibidticos en
higado, musculo y- rifdn de bovino, ovino, equino, porcino, aves, caprino y cervidos
por la prueba de torunda y por bioensayo, en su objetivo establece el método de
prueba para la determinacion de antibidticos en higado, musculo y rifion de bovinos,
ovinos, porcings, aves, caprinos y cérvidos. Esta prueba no se lleva a cabo en los
establecimientos de sacrificio y raramente se realizan monitoreos por parte de las

autoridades de salud.

De este modo, el presente estudio aporta datos importantes sobre la situacién
de la contaminacién de los huesos y canales de gallina de desecho destinadas, entre

otras, a la produccion de embutidos y supiementos minerales.
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Los resultados en el presente estudio mostraron que en rindn se presentaron
la mayoria de los resultados positivos. En musculo se detectaron el menor numero
de resultados positivos. La mayoria de las sustancias son eliminadas rapidamente
del tejido muscular, por lo que las muestras de musculo positivas muestran mas un

nivel farmacolégico que un nivel de residuos.

El alto nimero de muestras positivas en rifion indica que los animales
estuvieron expuestos a los antimicrobianos pocas semanas antes de ser enviados al

sacrificio.

Se asume gue la tasa de residuos en higado en relacién al masculo es de 3 a
1, siendo un drgano de desintoxicacion. Contiene de 2 a 5 mayor cantidad de

residuos que la concentracién presente en musculo.

En la deteccion de residuos de antibidticos por el método microbiolégico de
inhibicién en placa se emplean tres diferentes pH (pH 6, 8 y 7.2). Los macrdlidos y
aminoglucésidos son mucho mas activos a un pH alcalino (pH 8) que a un pH acido,
mientras que las penicilinas lo son a pH 6 y en las sulfonamidas la solubilidad se

eleva conforme el pH aumenta.

El pH en el que se detectaron el mayor numero de muestras positivas fue de 6
y 7.2, lo cual podria indicar que probablemente los animales estudiados llegaron al

sacrificio conteniendo residuos de penicilina y sulfonamidas.

En el presente trabajo con 79 canales resultaron positivas. Esto coincide con
el dato del Plan Nacional de Residuos que se llevé a cabo en Portugal en donde
encontraron que de las 167 muestras de pollo, 82 fueron positivas (Organizacién de
consumidores y usuarios, 2003). La Soil Association del Reino Unido ha elaborado
un informe en el que constata, segun cifras del gobierno britanico, un incremento del
numero de huevos con residuos del antibiético lasalocid, que en ocasiones se

incorpora a los piensos utilizados por los ganaderos en la alimentacion animal.
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Segun el informe el porcentaje de huevos en los que se han encontrado residuos de
antibidticos ha aumentado del 1% en 1999 al 12% en el 2003. El uso de éste
antibidtico esta permitido en los piensos para gallinas, pavos, faisanes y codornices
destinados a carne. Sin embargo, no esta permitido su uso en gallinas ponedoras
(Anonymus, 2004). En otro estudio realizado en Francia demuestra que la
administracion de sulfonamidas en gallinas de postura produce un rapido vy
sustancioso incremento de residuos de éstas en huevos, especialmente en la

albtmina (Roudaut y Garnier, 2002).

El abuso de antibidticos como aditivo alimenticio puede provocar bacterias
resistentes a estos medicamentos poniendo en riesgo la salud de los consumidores.
Muchos de los antibidticos usados en las granjas, como las penicilina, tetraciclina y
eritromicina son los mismos o parecidos a los prescritos para el tratamiento de un
gran numero de infecciones en los humanos. Las bacterias pueden desarrollar
resistencia a uno o mas antibioticos, lo que crea un serio problema de efectividad en

el tratamiento médico de las personas infectadas (Antibiotica in Geflugelfleisch).

Varios estudios han evidenciado la presencia de residuos de antibidticos en
aves de consumo. Consideramos que medidas como la prohibicion legal no bastan
para asegurar que no se usen estas sustancias. Es preciso poner en marcha
sistemas de control rigurosos y fiables que garanticen la seguridad de los

consumidores.

La presencia de residuos en los tejidos animales ha sido atribuida
principalmente a no respetar el tiempo que debe transcurrir desde la ultima aplicacién
de un medicamento hasta cuando el animal se sacrifica, o bien al consumo de
alimento medicado por animales que no debian consumirlo, este ultimo puede ocurrir
por un error en la distribucion de alimento o por presencia de medicamentos en el

equipo donde se prepara el alimento (Guerrero, 1997).



Conclusiones

La deteccién de residuos antimicrobiancs en tejidos de gallinas ponedoras de
desecho indica que probablemente estuvieron expuestas a tales sustancias por error

o negligencia poco tiempo antes de ser enviadas al sacrificio.

El método microbioldgico de la triplaca es un procedimiento sencillo y rapido para

detectar sustancias antimicrobianas en tejidos de gallina de postura.

No se detectd la presencia de residuos de tetraciclinas en los huesos de las gallinas

muestreadas en el presente estudio.
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