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Resumen

El control de residuos de sustancias antimicrobianas en productos de
origen animal como la carne bovina, es de gran importancia porque los
residuos pueden generar en las personas que los consumen problemas de
salud como alergias, cambios en la flora intestinal vy resistencia
antimicrobiana en bacterias. En Colombia, la vigilancia del
cumplimiento de los Limites Maximos de Residuos LMRS de
antimicrobianos veterinarios en carne bovina es limitada, debido a que
la capacidad analitica es insuficiente para monitorear un gran numero
de muestras y un amplio rango de antibidéticos. Uno de los métodos de
eleccidén para la deteccidén de residuos, es el biocensayo microbioldgico
descrito en la Guia de Laboratorio de Microbiologia MLG 34.02,
desarrollado por la agencia de salud publica FSIS del Departamento de
Agricultura de Estados Unidos USDA, para la deteccién, identificacién
y semi-cuantificacién de residuos antimicrobianos. Este documento
presenta la evaluacidén preliminar que se realizdé del bioensayo por
primera vez en Colombia, para la determinacién de residuos de cuatro
antimicrobianos en musculo diafragmdtico de bovinos machos y hembras
de varias edades y ©procedencias, sacrificados en la planta de
beneficio ubicada en Bogotd D.C. “Frigorifico Guadalupe EFEGE”, como
contribucidén al sistema de gestidén de inocuidad en el marco del
Acuerdo sobre la aplicacién de Medidas Sanitarias y Fitosanitarias.

El protocolo de estandarizacién del bioensayo usd tejidos provenientes
de animales no tratados con medicamentos veterinarios, las matrices se
fortificaron con diferentes concentraciones de penicilina G potésica,
oxitetraciclina, eritromicina y estreptomicina, como representantes de
cuatro familias de antimicrobianos de uso veterinario, % se
establecieron preliminarmente criterios de funcionamiento del método
bajo algunos lineamientos de la guia de 1la Decisidén Europea
2002/657/CE.

El bioensayo mostrd excelente especificidad (ningtn falso-positivo);
los limites de deteccidn se determinaron para los cuatro antibidticos
en relacidén con sus respectivos limites maximos de residuos:
Betalactémicos (penicilina G =LMR) , tetraciclinas
(oxitetraciclina=LMR), macrdlidos (eritromicina =LMR) %
aminoglucdsidos (estreptomicina >4 ILMR); sin embargo, la sensibilidad
del Dbiocensayo para este Ultimo no fue satisfactoria. La exactitud



relativa calculada para los limites de deteccién de los cuatro
antimicrobianos fue satisfactoria; la estabilidad de los analitos en
la matriz fortificada al limite de deteccidn, resultd adecuada durante
el periodo de tiempo evaluado.

Una vez estandarizado el bioensayo, se evaluaron ciento cuatro
muestras de mUsculo bovino tomadas en la planta de beneficio, no
detectando residuos gque violaran los limites permitidos por el Codex
Alimentarius. De manera paralela, las muestras fueron procesadas vy
analizadas mediante los métodos microbioldégicos del hisopo y la prueba
comercial Premi® Test, determinando resultados concordantes en todas

las pruebas. Adicionalmente, se analizaron tejidos de un bovino
dosificado con un antibidético compuesto de penicilina %
estreptomicina. Los tejidos probados presentaron residuos violatorios
de penicilina, pero resultaron negativos para el caso de

estreptomicina, corroborando la baja sensibilidad del método para la
deteccidén del aminoglucédsido.

La evaluacién preliminar del bioensayo, mejord la capacidad analitica
del laboratorio oficial (Laboratorio Nacional de Insumos Pecuarios-—
LANIP) en su calidad de autoridad sanitaria responsable de 1la
inocuidad de los alimentos en Colombia, contribuyendo a la
implementacién del “Programa de Control de Residuos de Medicamentos
Veterinarios” para el pails, orientado a garantizar la inocuidad
alimentaria para mejorar las condiciones de competitividad y cumplir
los requisitos del comercio internacional de alimentos de origen
animal.

Palabras clave: residuos antimicrobianos, bioensayo, Limite Maximo de
Residuos LMRs, inocuidad alimentaria, medidas sanitarias y
fitosanitarias.



Abstract

The control of antimicrobial residues in cattle meat is important,
since these residues can generate 1in people who consume health
problems 1like allergies, changes 1in the intestinal flora and
antimicrobial resistance. In Colombia, the wvigilance of the Maximum
Residue Limits MRLs of veterinary antimicrobials in cattle meat 1is
limited, because the analytical capacity is insufficient to monitor a
large number of samples and a wide range of antibiotics. One of the
methods of choice for the detection of residues microbiological
bioassay is described in the Microbiology Laboratory Guide MLG 34.02
that is a microbiological method developed by the health public agency
of the United States Department of Agriculture (USDA) for the
detection, identification and semi-quantification of antimicrobial
residues. This paper shows the preliminary evaluation of biocassay was
performed for the first time in Colombia, for the detection of four
antimicrobials in diaphragm muscle of bovine males and females of
various ages and backgrounds, slaughtered in the processing plant
located in Bogota DC "Frigorifico Guadalupe EFEGE", as contribution to
the safety management system under the Agreement on the Application of
Sanitary and Phytosanitary Measures.

The standardization protocol of bioassay used tissues from animals not
treated with veterinary drugs, the matrix were fortified with wvarying
concentrations of penicillin G potassium, oxytetracycline,
erythromycin and streptomycin, as representatives of the four most
important families of antibiotics used in veterinary, and it was
preliminarily established the method performance criteria under some
guidelines of the European Decision 2002/657/.

The test showed excellent specificity (no false positive); detection
limits were determined for the four antibiotics in relation to their
respective Maximum Residue Limit MRLs: Beta-lactams (penicillin G
=MRL), tetracyclines (oxytetracycline =MRL) and macrolides
(erythromycin =LMR), the detection limits meet with the LMRs in bovine
muscle according to national legislation. However, the sensitivity of
the Dbioassay aminoglycosides (streptomycin >4 MRL); however, the
sensitivity of Dbicassay for the last one was unsatisfactory. The
relative accuracy for limits of detection of antimicrobial four was
satisfactory. Stability of the analytes in the matrix was adequate
during the period evaluated.



With the standardized bioassay method, it were evaluated one hundred
four bovine muscle samples taken at the ©processing plant, not
detecting residues breaking out the permit limits allowed by the Codex
Alimentarius. In parallel, samples were processed and analyzed by swab
microbiological methods and the commercial test Premi ® Test,
determining concordant results among all tests. Additionally, incurred
tissues with a product containing penicillin and streptomycin were
evaluated. Muscle samples analyzed by Dbicassay showed penicillin
violated residues, but were negative for streptomycin, which confirms
the low sensitivity of the method for detection of aminoclycoside.

The preliminary assessment of the microbiological bioassay analytical
method made, improved analytical —capability official laboratory
(Laboratorio Nacional de Insumos Pecuarios-LANIP) 1in his capacity as
health authority responsible for food safety in Colombia, will support
the implementation of the "Programme for Control of Veterinary Drugs"
in our country, contributing to ensure food safety to enhance the
competitiveness and meet the requirements of international trade in
food of animal origin.

Keywords: antimicrobial residues, bioassay, Maximum Residue Limit

MRLs, innocuity food, sanitary and phytosanitary measures.
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Introduccion

En la especie bovina los antimicrobianos son administrados con fines
terapéuticos para el tratamiento de infecciones, o como profildcticos
en el control de entidades infecciosas (1). Sin embargo, el uso
inapropiado o indiscriminado de estos medicamentos, asi como errores
en la posologia o el incumplimiento del tiempo de retiro, pueden
generar la presencia de residuos en los alimentos de origen animal
destinados al consumo humano, lo cual supone un grave riesgo para la
salud de los consumidores (2). Aunque los problemas de toxicidad aguda
son poco probables (3), los residuos pueden tener efectos toéxicos
crénicos directos en los consumidores, ©por ejemplo, reacciones
alérgicas en individuos sensibilizados, o la induccién de resistencia
antimicrobiana en aislamientos bacterianos (4); (5) vy 1la eventual
transmisidén de organismos zoondticos resistentes (o de determinantes
genéticos de resistencia) al hombre (6).

Por otra parte, es importante considerar el efecto de los residuos
antimicrobianos sobre la composicién de la microflora intestinal
humana y los problemas tecnoldgicos para la elaboracidén de productos
carnicos fermentados (7).

La importancia de garantizar la inocuidad de los  productos
alimentarios de origen animal radica en salvaguardar el bienestar de
las personas, procurando que se comercialicen con la méxima
certidumbre sobre su procedencia y calidad. Esto se traduce en un
razonable grado de confianza de los consumidores hacia los productos
gque adguieren y en el incremento de la posibilidad de acceder
exitosamente a mercados internacionales. En ese sentido, la aplicacidn
de las Medidas Sanitarias y Fitosanitarias —-MSF- afecta la
competitividad de los productos agroalimentarios en el mercado. Por
esta razdn, es necesario garantizar la inocuidad con el debido soporte
técnico, que conlleve un grado adecuado de proteccidédn para brindar la
seguridad requerida para el comercio, evitando trabas injustificadas.

En este contexto, el Gobierno Nacional, consciente de la necesidad de
fortalecer el sistema nacional MSF con el fin de mejorar las
condiciones de sanidad e inocuidad de los productos agroalimentarios y
facilitar su acceso a los mercados i1nternacionales, establecid la
Politica Nacional de Sanidad Agropecuaria e Inocuidad de Alimentos.
Esta adopta como fundamento del sistema MSF los conceptos %“de la
granja a la mesa” y “andlisis de riesgo”, entendido como la capacidad



20

de un sistema para desarrollar sus actividades soportado en 1los
principios de evaluacidén, gestidén y comunicacidédn del riesgo (8).

Con base en el trabajo conjunto del Instituto Nacional de Vigilancia
de Medicamentos y Alimentos —-INVIMA-y del Instituto Colombiano
Agropecuario -ICA-, Colombia inicié el monitoreo de residuos de
medicamentos veterinarios y contaminantes qguimicos en alimentos de
origen animal, lo cual fundamentdé la determinacidén de la “linea base”
de aquellas sustancias a ser consideradas en el Plan Subsectorial de
Vigilancia vy Control de Medicamentos Veterinarios vy Contaminantes
Quimicos en Carne de Bovino a implementarse en el pais, con el
propdésito de evaluar gradual vy progresivamente la presencia de
residuos de medicamentos veterinarios (incluidos algunos
antimicrobianos de uso prohibido o restringido) en carne de bovino por
ser uno de los alimentos que representa el mayor impacto y riesgos en
términos de seguridad alimentaria e inocuidad para los consumidores, y
para poder estructurar de una forma mas objetiva un Plan de Control de
Residuos de Medicamentos Veterinarios. La vigilancia del cumplimiento
de los Limites Ma&ximos de Residuos LMRs de medicamentos veterinarios
en carne bovina establecidos en la Resolucidén 1382 de 2013 (9) del
Ministerio de Salud vy Proteccién Social, se constituye en una
estrategia del referido Plan Subsectorial.

En Colombia existia formalmente un plan especifico para el monitoreo y
control de residuos en alimentos de origen animal para la exportacién
de productos de la acuacultura, mas no para el consumo interno (10).
No se han realizado suficientes estudios que indiquen la incidencia de
residuos de antimicrobianos en alimentos de origen bovino. En parte
esta situacidén se explica por la escasa capacidad analitica para la
determinacidén de residuos de antimicrobianos en tejidos, 1la cual
resulta limitada para la realizacidén de andlisis rutinarios basicos o
de screening que permitan monitorear una gran cantidad de muestras vy
un rango amplio de antimicrobianos.

En consideracidén al gran numero de muestras y de antimicrobianos a
determinar, en nuestro pais se hace inviable la utilizacidén desde el

principio de técnicas de alta especificidad como métodos
fisicoquimicos cromatograficos, debido a su elevado costo \%
laboriosidad. Para monitorear la presencia de residuos

antimicrobianos, el primer paso es el de la deteccidn, cribado o
screening; con frecuencia la etapa de cribado se basa en métodos
microbioldédgicos porque son econdmicos, rédpidos y multiresiduos. Estos
métodos son definidos por la Decisidén Europea 2002/657/CE (11) como
“los utilizados para detectar la presencia de una sustancia, o tipo de
sustancias, al nivel de interés. Estos métodos permiten tratar un
elevado nUmero de muestras y se utilizan para cribar grandes
cantidades de muestras en busca de posibles resultados no conformes.
Estan disefiados especificamente para evitar resultados de falso
conforme”. El1 Dbiocensayo descrito en la Guia de Laboratorio de



Microbiologia, MLG 34.02 del Food Safety and Inspection Service —-FSIS-
agencia de salud publica dentro del United States Department of
Agriculture -USDA-, es un método microbioldégico de referencia
internacional que se evalud por primera vez en Colombia para la
deteccidén de residuos de cuatro antimicrobianos en musculo de bovinos
sacrificados en la planta de beneficio més grande del pais. E1
bioensayo trabaja con diferentes placas de agar con condiciones
especificas que las hacen sensibles preferencialmente a una familia de
antibidéticos mediante el uso de 7 placas: la placa 1 a tetraciclinas,
la 2 y la 3 a B-lactémicos, la 4 y la 7 a aminoglucdsidos y las placas
5 y 6 a macrdélidos (12). De esta manera el método permite realizar
simultadneamente el screening y el post-screening, ya que es posible
identificar presuntivamente los residuos antimicrobianos detectados, a
partir de los perfiles de susceptibilidad de las especies bacterianas.
Las tres Ultimas décadas han mostrado un significativo desarrollo de
los métodos de inhibicién microbioldgicos, en el que la tendencia méas
importante que puede ser observada es el reconocimiento del hecho de
que la deteccidédn adecuada de varios grupos antibidticos, es posible
unicamente usando pruebas multiplacas basadas en la combinacidén de
diferentes microorganismos de prueba (13).

El trabajo conjunto del sector académico y del oficial, representado
por el Laboratorio de Residuos de Medicamentos Veterinarios -area de
microbiologia analitica- del Laboratorio Nacional de Insumos Pecuarios
del ICA-LANIP, se constituye en una contribucidén al sistema de gestidn
de inocuidad en el marco del Acuerdo sobre la aplicacién de MSF, que
apoyard la implementacién de un programa nacional de residuos de
medicamentos veterinarios, en defensa de la salud publica y en la
generacién de confianza en los alimentos de origen animal en el
contexto del comercio internacional.
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Objetivos

Objetivo General

Detectar, identificar y cuantificar residuos de cuatro antimicrobianos
de uso veterinario en musculo diafragmdtico de bovinos sacrificados en
la planta de beneficio “Frigorifico Guadalupe EFEGE”, como
contribucidén al sistema de gestidén de inocuidad en el marco de
aplicacién de Medidas Sanitarias y Fitosanitarias (MSF).

Objetivos Especificos

Adecuar un bioensayo para la deteccidén e identificacidn de residuos de
penicilina G, oxitetraciclina, estreptomicina vy eritromicina en
masculo diafragmdtico de bovinos beneficiados, acorde con una
metodologia de referencia internacional en el ambito de la
microbiologia analitica del “Servicio de Inspeccién de Inocuidad de
Alimentos” FSIS.

Calcular la concentracién de residuos de penicilina G,
oxitetraciclina, estreptomicina y eritromicina de uso veterinario en
tejido muscular diafragmdtico de bovinos beneficiados mediante la
técnica de bioensayo descrita por el FSIS.

Evaluar el cumplimiento de los “Limites Maximos de Residuos” en carne
bovina establecidos por el ICA como autoridad sanitaria competente en
Colombia y del “tiempo de retiro” de 1los <cuatro antimicrobianos
veterinarios usados en los bovinos beneficiados, para contribuir a la
evaluacién y proteccidédn de la inocuidad alimentaria.

Relacionar la presencia de residuos de los cuatro antimicrobianos de
acuerdo al género, edad y procedencia de los bovinos sacrificados.

Contribuir al establecimiento de un “Programa de control de residuos
de medicamentos” y al mejoramiento de las condiciones sanitarias
requeridas por el pais para su adecuacién a las reglas del comercio
internacional de alimentos de origen animal.



1. Marco tedrico

1.1 Politica nacional de inocuidad alimentaria

Mediante la Ley 170 de 1994 Colombia aprobdé el Acuerdo de la OMC, el
cual contiene entre otros, el ™“Acuerdo sobre Medidas Sanitarias vy
Fitosanitarias” y el "“Acuerdo sobre Obstaculos Técnicos al Comercio”
que representan los lineamientos de la politica de inocuidad
alimentaria, al reconocer la importancia de que los Paises Miembros
adopten las medidas necesarias para la proteccién de la salud y vida
de las personas, los animales, las plantas y la preservacidén del medio
ambiente y para la proteccidén de los intereses esenciales en materia
de seguridad de todos los productos, comprendidos los industriales vy
agropecuarios, dentro de los cuales se encuentran, 1los reglamentos
técnicos (14).

Segun la Ley 170 de 1994 se denomina MSF, toda medida aplicada:

“.b) Para proteger la vida y la salud de las personas y de los
animales en el territorio del Miembro de los riesgos resultantes de la
presencia de aditivos, contaminantes, toxinas u organismos patdgenos
en los productos alimenticios, las bebidas o los piensos. En materia
de inocuidad de los alimentos se crean las normas, directrices vy
recomendaciones establecidas por la Comisidén del Codex Alimentarius
sobre aditivos alimentarios, residuos de medicamentos veterinarios vy
plaguicidas, contaminantes, métodos de anédlisis y muestreo, y cdbédigos
y directrices sobre practicas en materia de higiene..”.

Las MSF comprenden todas las leyes, decretos, reglamentos,
prescripciones y ©procedimientos pertinentes, <con inclusibén, entre
otras cosas, de: criterios relativos al producto final; procesos vy
métodos de produccién; procedimientos de prueba, inspeccién,
certificacién y aprobacidén; regimenes de cuarentena, incluidas las
prescripciones pertinentes asociadas al transporte de animales o
vegetales, o a los materiales necesarios para su subsistencia en el
curso de tal transporte; disposiciones relativas a los métodos
estadisticos, procedimientos de muestreo y métodos de evaluacidén del
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riesgo pertinentes; y ©prescripciones en materia de embalaje vy
etiquetado directamente relacionadas con la inocuidad de los
alimentos..” (14).

La Organizacidén Mundial de Sanidad Animal (OIE), refiere al
surgimiento “..de un nuevo concepto: «un mundo, una salud», que subraya
la subita toma de conciencia colectiva del vinculo existente entre las
enfermedades animales y la salud publica” (15). En este sentido el uso
responsable de los medicamentos veterinarios por parte de productores
para controlar las enfermedades de sus animales, y las labores de
Inspeccidén, Vigilancia y Control (IVC) que desarrollen las autoridades
sanitarias y de inocuidad del orden nacional, en la evaluacidén del
riesgo en cuanto a la ©presencia de residuos de medicamentos
veterinarios, deben direccionar en cierta medida las acciones a tomar
para gestionar los riesgos a través del desarrollo normativo y el
mejoramiento de la capacidad operativa, técnica y cientifica del pais,
con el fin de mitigar los impactos sobre la salud publica, en lo que
atafie a la resistencia a los antimicrobianos y su relacidén con 1los
residuos generados en los alimentos.

En el marco internacional, los Sistemas MSF requieren actualmente que
no solo se evalten vy controlen al final de 1los ©procesos 1las
condiciones de sanidad e inocuidad de los productos agroalimentarios,
sino que el Sistema con toda su institucionalidad sea capaz de
demostrar a través de acciones desarrolladas con el enfoque “de 1la
granja a la mesa” la reduccidén del riesgo a lo largo de cada etapa
para lograr la minima incertidumbre en aspectos de sanidad e
inocuidad. Este propdsito requiere de los Sistemas MSF, un
planteamiento preventivo, de estructura integrada y sistemdtica, con
la capacidad suficiente para ofrecer la seguridad que los consumidores
y el comercio requiere (16).

Estos aspectos son pilares del desarrollo de la politica sanitaria vy
de inocuidad. El1 Estado colombiano cuenta con los Consejos Nacionales
de Politica Econdémica y Social, instancias en donde se estructuran las
politicas publicas de acuerdo a las necesidades que como pais se
tienen. En el afio 2006, el Departamento Nacional de Planeaciédn,
mediante el Decreto No. 2833 del 23 de agosto, crea la Comisidn

Instersectorial de Medidas Sanitarias y Fitosanitarias. Esto
representa un avance en la elaboracién de un plan nacional
interinstitucional (17), planteado en los documentos CONPES 3375

(Politica Nacional de Sanidad Agropecuaria e Inocuidad de Alimentos
para el Sistema de MSF) y 3376 (Politica Sanitaria y de Inocuidad para
las Cadenas de la Carne Bovina y de 1la Leche), cuyo objetivo es
mejorar el estatus sanitario de la produccidén agroalimentaria del
pais, con el fin de proteger la salud y vida de las personas, los
animales y las plantas, preservar la calidad del medio ambiente, y al
mismo tiempo mejorar la competitividad de la produccidén nacional a
través de su capacidad para obtener la admisibilidad sanitaria de sus



productos pecuarios en los Estados Unidos, la Unibén Europea y otros
mercados internacionales (16), (8). Estos CONPES tuvieron una vigencia
de 5 afios y su continuidad se consolidé en la “Politica sanitaria y de
inocuidad para las cadenas léactea y cérnica”, mediante el documento
CONPES 3676 de 2010 (18).

Mejoramiento de la capacidad operativa, técnica y cientifica

Teniendo en cuenta que el Sistema MSF se rige por el “andlisis de
riesgo”, el documento CONPES 3375 de 2005 recomendd el fortalecimiento
en cuanto a la evaluacidén de riesgo para la expedicién de medidas, la
gestidén y comunicacidén del riesgo. Dentro de las principales medidas
adoptadas por el CONPES 3375 para la evaluacién de riesgo estén las
agendas de investigacidén que el Ministerio de Agricultura y Desarrollo
Rural, el Ministerio de Proteccidén Social, el Ministerio de Ambiente y
el de Comercio, presentaron para establecer lineas base vy poder
desarrollar evaluaciones de riesgo en las areas de sanidad
agropecuaria e inocuidad de alimentos (16).

En cuanto a la gestidén de riesgo, dichas entidades fortalecieron la
base normativa y las acciones de control y prevencién. De este modo se
realizbé una evaluacién de la normativa para priorizar las necesidades
y disefiar una agenda que adecuara la base normativa (Ministerio de
Agricultura y Desarrollo Rural y demds instituciones). La comunicacién
del riesgo se hace través de las entidades productoras de MSF con
protocolos y manuales de procedimientos. Por su parte el Ministerio de
Comercio desarrolldé un mecanismo para atender las consultas publicas
internacionales de MSF del pais (16).

Mediante el Decreto 1500 de 2007 (19) expedido por el Ministerio de la
Proteccidén Social, se establece el reglamento técnico a través del
cual se crea el Sistema Oficial de Inspecciédén, Vigilancia y Control de
la Carne, Productos Carnicos Comestibles y Derivados Céarnicos,
destinados para el Consumo Humano y los requisitos sanitarios y de
inocuidad que se deben cumplir en su produccién primaria, beneficio,
desposte, desprese, procesamiento, almacenamiento, transporte,
comercializacidn, expendio, importacidn o exportacidn, como una medida
necesaria para garantizar la calidad de estos productos alimenticios,
con el fin de proteger la salud humana y prevenir posibles dafios a la
misma. El desarrollo de esta nueva normativa permite al pais
armonizarse con las directrices internacionales vy modernizar el
sistema oficial de inspeccidén, vigilancia y control de acuerdo con los
esquemas de los sistemas sanitarios en el mundo, para facilitar los
procesos de equivalencia estipulados en el Acuerdo de MSF de la OMC.

En el Articulo 29 del mencionado Decreto 1500 de 2007, se formula el
“Plan de Residuos de Medicamentos Veterinarios y Contaminantes” para
la carne y los derivados céarnicos, que se soportard en la integracidn
de todas las actividades en la cadena agroalimentaria para prevenir,
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controlar y vigilar la presencia de los residuos y contaminantes que
ofrezcan riesgo a la inocuidad del producto. Para ello, el INVIMA
articulard el disefio e implementacién de este plan, con las demas
autoridades sanitarias, de acuerdo con sus competencias. El1 plan de
residuos contendrd, entre otras:

Nl l. El cumplimiento de los LMRs % contaminantes quimicos
establecidos en la legislacidén vigente y la deteccidén de la presencia
de productos guimicos no aprobados.

2. Las acciones para la planeacidén, evaluacidén y verificacidén con el
fin de supervisar, detectar, reducir 'y controlar residuos vy
contaminantes quimicos.

3. Actualizacidén anual del plan, con base en la evaluacidén del riesgo,
para determinar su ambito de aplicacidén y el desarrollo de medidas de
gestidén del riesgo.

4., Los procedimientos de toma de muestra, técnicas de muestreo,
frecuencia, personal autorizado, condiciones de transporte en caso de
requerirse, metodologia analitica, sistema de registro de resultados
de las pruebas, criterios para la evaluaciédn de los resultados de las
pruebas y acciones correctivas. Este programa estarda disponible para
ser verificado por las autoridades sanitarias competentes con el fin
de tomar medidas en caso de incumplimiento”.

1.2 Antimicrobianos

Los antibidéticos son sustancias producidas por organismos vivos, que
tienen la capacidad de destruir microorganismos o de inhibir el
crecimiento de los mismos. De acuerdo al sentido literal de la frase,
las sustancias producidas sintéticamente (entre ellas sulfonamidas vy
quinolonas) no se considerarian antibidéticos, pero la definicidén de
antibiéticos también ha sido wusada para incluir 1las sustancias
derivadas quimicamente (20) ; (21) . En la ©presente revisidén de
literatura se usa el término “antimicrobiano”, haciendo referencia a
las sustancias producidas por organismos vivos y a las sustancias
producidas sintéticamente.

Los antimicrobianos son clasificados de varias formas, la primera es
de acuerdo a la estructura quimica (cada familia se caracteriza por un
nucleo estructural tipico y sus miembros se diferencian por la adicidn
o la supresién de estructuras quimicas secundarias al ntcleo
estructural), también pueden clasificarse por su espectro de accidn
(amplio o reducido), dependiendo del rango de especies bacterianas
contra las que son activos o eficaces; y una tercera clasificacidén de
los antimicrobianos estd dada por el mecanismo de accidn, los dque



blogquean el <crecimiento y 1la multiplicacién celular, se denominan
bacteriostaticos, y los que tienen la capacidad de eliminar bacterias
son conocidos como bactericidas (20).

Estos mecanismos se dividen en cuatro categorias: inhibicién de 1la
sintesis de 1la pared celular, dafio a la funcidén de la membrana
celular, inhibicidén de la sintesis o la funcidén del &cido nucleico, e
inhibicién de la sintesis de proteinas (21).

Los agentes antimicrobianos han sido ampliamente usados en medicina
veterinaria con tres fines principales: como agentes antiinfecciosos
en la terapia de enfermedades de origen Dbacteriano, empleandolos
durante un tiempo determinado; como profiladcticos en el control de
entidades infecciosas por un periodo establecido; y como aditivos
alimenticios promotores de crecimiento, con el fin de mejorar la
eficiencia alimenticia en los animales de consumo, a dosis
subterapéuticas, durante practicamente todo el tiempo de wvida de 1los
mismos (22), (23), (6) y (24).

Las familias de antimicrobianos mas cominmente usados terapéuticamente
en los animales productores de alimentos incluyen los Pf-lactémicos,
las tetraciclinas, los aminoglucdsidos, las lincosamidas, los
macrélidos, las gquinolonas y las sulfonamidas (1); (24). Los agentes
antimicrobianos son administrados a los animales por inyecciones
(intravenosa, intramuscular, o subcutdnea), oralmente en el alimento o
el agua, toépicamente sobre la piel y por infusiones intramamaria e
intrauterina. Tedbricamente, todas estas rutas pueden dejar residuos en
alimentos de origen animal tales como leche, carne y huevos (21);
(24) .

1.2.1 Penicilinas

Las penicilinas constituyen un grupo de sustancias antibacterianas
naturales o semisintéticas que derivan directa o indirectamente de
cepas de hongos del género Penicillium spp. y otros hongos del suelo.
La estructura basica de las penicilinas es un anillo de tiazolidina
conectado a un anillo betalactémico, al que se une una cadena lateral
(R) (Figura 1). Las alteraciones quimicas o metabdélicas de este nucleo
permiten la inactivacidn (5).
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Figura 1. Estructura quimica de las penicilinas
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Las penicilinas en solucidédn acuosa se absorben ripidamente a partir de
los lugares de inyeccidn parenteral, presentan excelente distribucidn
en el organismo; generalmente se obtienen concentraciones importantes
en el higado, bilis, rifidén, intestino, mGsculo y pulmones, pero solo
concentraciones reducidas en otras &reas con poca perfusidén, como la
cbébrnea, cartilago y hueso. Las penicilinas se unen de forma reversible
a las proteinas plasmaticas y se excretan en forma inalterada
principalmente a través de filtracidén glomerular (25). Su mecanismo de
accién consiste en la interferencia en los ultimos pasos de la
sintesis del peptidoglicano, por lo que su efecto es bactericida. Los
B-lactédmicos son activos frente a bacterias Gram-positivas patdgenas
(estreptococos, estafilococos), clostridios, ciertas formas Gram-
negativas, algunas espiroquetas y hongos (26). Los Pf-lactamicos son
probablemente la clase de antimicrobianos mé&s ampliamente usada en
medicina veterinaria para el tratamiento de infecciones bacterianas de
bovinos criados para la produccidén de carne y/o leche (5). Entre otras
indicaciones, la Penicilina G administrada parenteralmente ha sido
usada para el tratamiento de mastitis, artritis e infecciones
respiratorias (27).

En 1991, la OMS expresdé que, a pesar de su naturaleza no téxica, los
B-lactédmicos parecen ser los responsables de la mayoria de las
reacciones alérgicas por antimicrobianos reportadas en humanos (28) vy,
en un estudio sobre los residuos de farmacos veterinarios en carnes
procesadas y sus riesgos potenciales para la salud, se argumenta que
la prevalencia de alergias por la penicilina en diferentes poblaciones
ha sido estimada del 3-10% y que existen evidencias de personas con
sensibilidad conocida a las penicilinas que sufren una reaccidn
alérgica cuando consumen alimentos que contienen residuos de éste
antibiético. La resistencia a los P-lactémicos, también ha sido
reportada vy segun (29), ésta es debida a la produccidén de una
penicilinasa o P-lactamasa.

1.2.2 Tetraciclinas

La estructura basica de las tetraciclinas es un esqueleto
hidronaftaceno gque contiene cuatro anillos fusionados. Las diversas
tetraciclinas difieren principalmente en sus patrones de sustitucidn
en las posiciones C5, C6 y C7 (Figura 2) (5).
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Figura 2. Estructuras de tetraciclinas

Las tetraciclinas no deben administrarse por via oral en dosis
terapéuticas a los rumiantes porque se absorben mal y pueden reducir
sustancialmente la actividad de la flora ruminal. Se  pueden
administrar por via intramuscular e intravenosa soluciones de
tetraciclina. Se distribuyen rédpida y extensamente en el organismo
tras su administracién parenteral. Penetran en casi todos los tejidos
y liquidos <corporales; se encuentran concentraciones elevadas en
rifiones, higado, bilis, pulmones, bazo 'y huesos. Se detectan
concentraciones menores en los liquidos seroso, sinovial, liguido
cefalorraquideo prostadtico y humor vitreo. Debido a su tendencia a
quelar iones calcio, estos antibidéticos se depositan irreversiblemente
en los huesos, dentina y esmalte dental. Las tetraciclinas se unen en
proporciones variables a las proteinas plasmaticas (por ejemplo,
oxitetraciclina 30%; doxiciclina 90%). En la mayoria de los animales
domésticos, la Dbiotransformacién de las tetraciclinas parece ser
limitada, y normalmente se excreta un tercio de la dosis administrada
sin transformar. Las tetraciclinas se excretan principalmente via
urinaria por filtracidén glomerular, vy en el tracto digestivo por
eliminacién biliar y directamente. En general se recupera en orina
entre el 50 y el 80% de la dosis administrada (30).

Las tetraciclinas son antimicrobianos bacteriostédticos que inhiben la
sintesis de proteinas bacterianas, ligandose a la subunidad 30S del
ribosoma bacteriano (20) vy tienen un amplio espectro ya dque son
eficaces frente a cepas de estreptococos, bacilos Gram-negativos,
bacterias del género Rickettsia y espiroquetas (26). Las tetraciclinas
pueden alterar el equilibrio de 1la flora bacteriana intestinal vy
genitourinaria favoreciendo la presentacidén de infecciones secundarias
en el tracto gastrointestinal o genitourinario. Por otra parte, las
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tetraciclinas se emplean cada vez menos en humanos debido a la
aparicién de un gran nuUmero de cepas bacterianas resistentes. Segun
Berends y su grupo, se ha reportado que a dosis terapéuticas, las
tetraciclinas estdn asociadas ocasionalmente con manchas en 1los
dientes y cambios en la presidén periférica; ademés pueden causar

reacciones alérgicas y téxicas en humanos y animales a esas dosis
(31) .

La oxitetraciclina (OTC) es un antibidético wusado para tratar una
variedad de infecciones y también es empleado como promotor de
crecimiento en animales (5); de acuerdo a estudios toxicoldgicos éste
farmaco no fue mutagénico, carcinogénico o teratogénico, pero la OTC
induce resistencia antibidética en coliformes en el intestino humano
(28) .

1.2.3 Aminoglucosidos

Los aminoglucdésidos (AMG) son una gran familia de antibidéticos que
caracteristicamente contienen dos o mds aminoazucares unidos por
enlaces glucosidicos a un alcohol ciclico hexagonal con grupos aminos
(aminociclitol) (Figura 3) (32).
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Figura 3. Estructura quimica de los aminoglucdsidos

La absorcién a partir de los lugares de inyeccidédn intramuscular es
rapida y casi completa (disponibilidad >90%). Las concentraciones
sanguineas maximas generalmente se logran en los 30-90 minutos
posteriores a la administracidén intramuscular. Debido a su polaridad a
pH fisioldégico, los AMG se distribuyen en el espacio del 1liquido
extracelular y apenas penetran en la mayoria de los tejidos. Se



acumulan en la corteza renal y en la endolinfa del oido interno. Los
antibiéticos AMG no se metabolizan en el organismo. Se eliminan
inalterados en la orina por filtracidén glomerular, recuperandose en la
orina del 80 al 90% del farmaco administrado en las 24 horas
siguientes a su administracidén intramuscular (30).

Los AMG son antimicrobianos de espectro restringido gque inhiben la
sintesis de ©proteinas Dbacterianas en Dbacilos Gram-negativos vy
estafilococos (32), ligadndose irreversiblemente a la subunidad 30S del
ribosoma bacteriano (25). Los AMG mé&s conocidos son la gentamicina, la
neomicina y la estreptomicina (5); aunque los més de 30 AMG existentes
pueden causar efectos adversos de nefrotoxicidad y ototoxicidad (33),
ocasionalmente se emplean para el tratamiento de infecciones serias vy
con frecuencia se utilizan en combinacidén con penicilina. A parte de
los efectos adversos mencionados, los AMG pueden provocar reacciones
de hipersensibilidad en humanos susceptibles (34), (35) vy, a pesar de
la introduccidén de los AMG en 1944, en el afio 1950 emergieron lineas
de Staphylococcus aureus resistentes a AMG (29).

La estreptomicina es uno de los AMG més antiguos y Jjunto con la
penicilina, es de los antimicrobianos mas utilizados (206).

1.2.4 Macrolidos

La estructura quimica de todos los macrélidos se compone de un anillo
lacténico macrociclico wunido por un enlace glucosidico a diversos
desoxiazucares aminados. Se clasifican segun el numero de 4atomos de

carbono presentes en el anillo lacténico (Figura 4) (32).
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Figura 4. Estructura quimica de eritromicina
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La absorcidén tras la inyeccidédn intramuscular es rapida. Los macrdlidos
se distribuyen ampliamente en los tejidos, y las concentraciones son
practicamente iguales a las plasmaticas; tienden a concentrarse en el
bazo, higado, rifién, y especialmente en los pulmones. Hasta un 75% de
la dosis se une a proteinas plasmaticas. Los antibidéticos macrdlidos
se excretan principalmente en la bilis (>60%) . El aclaramiento
urinario suele ser lento y variable pero puede representar una via mas
importante de eliminacidén tras la administracidén parenteral (25).

Los macrdélidos tienen una accidédn bacteriostédtica de amplio espectro
que inhibe la sintesis de proteina mediante la unidén reversible a las

subunidades ribosomales 50 S en microorganismos sensibles (32). Son
extensamente usados en la préactica veterinaria para tratar
enfermedades respiratorias, o adicionados al alimento como promotores
de crecimiento (5). Algunos de los efectos secundarios de 1los

macrélidos incluyen nauseas, vémitos y diarrea; y pueden producir, de
forma excepcional, alteraciones auditivas transitorias (26).

1.3 Residuos de antimicrobianos en alimentos de origen animal

Los residuos, segun el Codex Alimentarius son 1los compuestos que
permanecen en el organismo animal o en cualquier porcidén comestible
del producto animal como consecuencia de un tratamiento, incluyendo el
principio activo original vy/o los productos de Dbiotransformacidén o
metabolitos (36). La presencia de estos residuos, en mayor O menor
proporcién, estd relacionada con la naturaleza del producto, la dosis
utilizada, la forma de aplicacidén y el tiempo transcurrido desde su
aplicacién hasta la faena (en el caso de la carne y las visceras) o
hasta la recoleccidén del producto (cuando se trata de leche y huevos).

Los efectos de los residuos antimicrobianos no se presentan como un
problema de toxicidad aguda, la manifestacidén es a largo plazo por la
ingestidén de pequeflas cantidades de residuos por periodos prolongados
(26) . Ademéas de los efectos tdéxicos, son importantes los efectos sobre
la flora intestinal vy el sistema inmune (37), (38),(39). En 1la
evaluacidén de los residuos antimicrobianos originarios de animales de
produccidn, se consideran mas sensibles las consecuencias
microbioldgicas que los efectos toxicoldégicos (40).

1.3.1 Efectos sobre la flora intestinal humana

La administracién de agentes antimicrobianos puede causar disturbios
en las funciones de la comunidad ecoldégica (41). La magnitud de las
alteraciones que se producen en el equilibrio ecolbégico entre el
huésped vy los microorganismos, dependen del espectro del agente



antimicrobiano, la dosis, las propiedades farmacocinéticas %
farmacodindmicas, y de la inactivacidén in vivo del agente (42). Se han
identificado cuatro efectos microbioldégicos relacionados con 1los
residuos y la salud publica. Los residuos pueden modificar la
actividad metabdélica de la microbiota, asi como generar cambios en las
poblaciones bacterianas, favorecer la seleccidn de bacterias
resistentes, y perturbar o alterar el efecto barrera (40), (37), (39).

En casos de reduccidén de resistencia a la colonizacidén, no son
GUnicamente las infecciones minimas o las dosis de patdgenos
colonizadoras o la resistencia bacteriana considerablemente méas baja,
pero los animales también excretan estas bacterias en gran cantidad y
por un periodo de tiempo prolongado comparado con los animales con una
resistencia intacta a la colonizacidén (43).

Se han reportado algunos datos sobre la susceptibilidad antimicrobiana
y la apariciédn de bacterias resistentes con dosis bajas de agentes

antimicrobianos (44), (45), (46). Del mismo modo, se ha descrito el
aumento de la susceptibilidad a la infeccidén por Salmonella con dosis
bajas de antimicrobianos. Las tetraciclinas pueden, en dosis

relativamente bajas, tener algun impacto sobre la microbiota anaerobia
intestinal de seres humanos (47), (38).

Se encontrd wuna relacidén estrecha entre residuos de tetraciclina,
estreptomicina, gentamicina y cloranfenicol y la resistencia de las
bacterias aisladas a partir de muestras, 1lo gue sugiere dque la
presencia de niveles bajos de antimicrobianos podria ejercer una
presidén positiva hacia la seleccidén y la expresidédn de la resistencia
en las bacterias que colonizan los tejidos animales (48).

Es posible, aunque no se ha demostrado, que las dosis Dbajas de
medicamentos antimicrobianos podrian alterar la actividad enzimética
intestinal y tener un efecto sobre ciertas hormonas y farmacos (37).

1.3.2 Reacciones de hipersensibilidad

Los residuos de medicamentos antimicrobianos en tejidos animales
pueden causar reacciones de hipersensibilidad en humanos. Una reaccidn
alérgica puede desencadenarse por residuos de antimicrobianos en un

individuo previamente sensibilizado (49). A pesar de su naturaleza no
téxica, los p-lactédmicos son los responsables de la mayoria de
reacciones alérgicas reportadas en humanos (50). También estéan

implicados en reacciones alérgicas los aminoglucdésidos, sulfonamidas,
tetraciclinas y ciertos macrdélidos (49), (35).
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Sin embargo, solo se han reportado unos pocos casos de
hipersensibilidad como resultado de wuna exposicidédn a residuos en
carne. Se han descrito reacciones anafiléacticas debidas a residuos de
penicilina en carne porcina y bovina (51), (52).

1.3.3 Problemas tecnoldgicos

En wvarios trabajos se describe 1la influencia de 1los procesos
tecnoldégicos sobre los residuos que se pueden encontrar en los
alimentos. Los tratamientos térmicos, pueden disminuir las
concentraciones residuales de estos compuestos en los alimentos (53).
Se han realizado varios estudios de estabilidad para residuos de
penicilina (54), cloranfenicol (55), sulfonamidas vy tetraciclinas
(56), (57), (58) durante procesos de calentamiento, aunque la mayoria
de ellos sélo estudian la desaparicidén del compuesto principal y no
tienen en cuenta la aparicidén de otros compuestos de degradaciédn.

Las carnes contaminadas con residuos de antibidéticos, si se utilizan
para la obtencidén de productos fermentados, pueden presentar
fermentaciones anormales vy fallos de los cultivos iniciadores.
Asimismo, la presencia de estos residuos en la leche puede inhibir o
alterar el crecimiento de los microorganismos necesarios para la
fabricacién de queso y/o yogur (59), (60).

Ademas, los residuos de antibidticos podrian llegar incluso a alterar
el desarrollo de la flora microbiana contaminante, 1lo que podria
ocasionar el enmascaramiento de algunos agentes patdgenos durante el
control bacterioldégico de los alimentos (61).

1.3.4 Resistencia bacteriana

En los microorganismos patdgenos pueden producirse mutaciones para
obtener resistencia a los agentes qguimioterapéuticos y, en presencia
del medicamento, la forma mutante tiene una ventaja selectiva y puede
sustituir al tipo original de microorganismo (1).

La historia ha mostrado que la introduccidn de un nuevo antimicrobiano
es seguida frecuentemente por el desarrollo de bacterias resistentes
al mismo, y su uso provee el potencial para la seleccidén de lineas
resistentes. Segln Schito (29), hay varias razones fundamentales para



este fendémeno, entre ellas el mal uso de los antimicrobianos por la
dificultad de acceso a tratamientos apropiados, vy la falla para
completar el curso del tratamiento; también las caracteristicas
inherentes al microorganismo Jjuegan un papel importante ademas de las
caracteristicas sociales y tecnoldgicas que contribuyen a la difusidn
de la resistencia antibidética debido al incremento sustancial en la
disponibilidad y facilidad de viajar dentro y entre paises.

La resistencia puede desarrollarse casi en todos los féarmacos, y se
sabe que tiene lugar tanto in vivo como in vitro. La resistencia puede
no ser controlable por otros agentes quimioterapéuticos y pasarse de
un individuo a otro; al respecto Shea (62) también argumenta que el
uso incontrolado de agentes antimicrobianos en medicina veterinaria vy
humana es responsable por el incremento en las crisis de resistencia a
los antimicrobianos y  que entre el 40-80% de los agentes
antimicrobianos usados en los Estados Unidos cada afio son usados en
los alimentos animales; muchos son idénticos o muy similares a 1los
fdrmacos usados en humanos. La mayor parte de estos medicamentos se
usan como promotores de crecimiento o profildcticamente. No obstante,
es conveniente aclarar dque a pesar de los muchos afiocs en dgue se
aplican 1los antimicrobianos en la alimentacién animal es dificil
determinar los efectos debidos a la aplicacidén subterapéutica de
antimicrobianos. En la actualidad existen alrededor de treinta
antimicrobianos de uso comin en humanos y en animales (1), (63), (21),
(62) .

Se considera que la resistencia se puede minimizar si solamente se
utilizan los farmacos para enfermedades severas y se dan en dosis
suficientes de modo que se reduzca la poblacidédn antes que los mutantes
tengan la posibilidad de aparecer. Otra manera dque puede reducir al
minimo la resistencia es combinando dos agentes quimioterapéuticos no
relacionados, de modo que haya un eventual mutante resistente a uno y
que sea sensible al otro (26).

1.4 Control oficial de residuos antimicrobianos

De acuerdo con Aerts y colaboradores (64) los principales objetivos
del control regulatorio de residuos de antimicrobianos son garantizar
y asegurar la sanidad del suministro de 1los alimentos, vy aplicar
acciones después de la identificacién de los productos adulterados.
Para que los mencionados propdsitos se cumplan, autoridades
regulatorias como por ejemplo la EMA, establecen los LMRs para todas
las sustancias farmacoldgicamente activas para las especies animales y
los tejidos o productos relevantes. Estos LMRs son la base para la
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determinacién de los limites de deteccidén (LDD) de varios métodos
analiticos usados en la vigilancia de residuos (21).

Por otra parte, la estrategia para la evaluacién de residuos de
productos medicinales veterinarios dentro de la UE es muy similar a la
empleada por el Comité Mixto FAO/WHO de Expertos en Aditivos en
Alimentos (JECFA), que determina la evaluacidén de la seguridad de
residuos de medicamentos veterinarios en nombre del Codex
Alimentarius. En la UE este trabajo es desarrollado por el Comité para
Productos de Medicina Veterinaria (CVMP) de la EMA, y en los Estados
Unidos por EU Administracidén de Alimentos y Farmacos (US FDA) (21).

Andlisis y control de residuos de medicamentos veterinarios en
Colombia

Debido a 1los avances cientificos y técnicos es posible detectar la
presencia de residuos de medicamentos veterinarios en productos de
origen animal como la carne. En este sentido, la deteccidén de estas
sustancias en matrices bioldgicas es un indicador del uso de 1los
medicamentos veterinarios en la produccidén primaria y por tanto de la
inocuidad de los alimentos destinado al consumo humano. El
conocimiento de la magnitud de exposicién de la poblacidédn a estos
compuestos es de importancia fundamental para desarrollar acciones de
vigilancia y control encaminadas a proteger la salud de 1los
consumidores.

En Colombia, la responsabilidad de la vigilancia de los residuos de
medicamentos veterinarios en los alimentos, es compartida entre el ICA
y el INVIMA y algunas entidades territoriales de salud. De acuerdo con
la normatividad, ambas instituciones tienen facultades en esta
materia, la competencia y marco institucional del ICA estéd dirigida
esencialmente a la vigilancia de estos residuos en la cadena pecuaria
en la produccién primaria y las del INVIMA y entidades territoriales
de salud, sobre alimentos que han sido sometidos a procesamiento (2).

El ICA, segun la Ley 101 de 1993 o Ley Marco de Desarrollo
Agropecuario y Pesquero y su Decreto reglamentario 1840 de 1994 (65),
tiene asignada la funcidn del desarrollo de las politicas
institucionales y planes dirigidos a la proteccién de la sanidad,
produccidén y productividad del sector agricola y pecuario, y asumid la
responsabilidad de ejercer el control técnico de las importaciones,
exportaciones, manufactura, comercializacién y uso de insumos
agropecuarios destinados a proteger la produccidn agropecuaria
nacional y a minimizar los riesgos alimentarios vy ambientales que
provengan del empleo de los mismos y a facilitar el acceso de los
productos nacionales al mercado internacional (66).



El ICA es responsable de la vigilancia y control zoosanitario de los
animales y sus productos. La entidad fue reestructurada mediante el
Decreto 4765 de 2008, disposicién esta que de manera formal le asigna
responsabilidad de inspeccidén, vigilancia y control de la inocuidad en
la produccidén primaria de especies animales, vegetales y sus productos
(67) .

Dentro de la legislacidén sanitaria y de inocuidad al respecto de las
funciones del 1ICA, pueden mencionarse las siguientes competencias
relacionadas con el Plan de Monitoreo para la Vigilancia y Control de
Residuos de Medicamentos Veterinarios en la produccién primaria de
carne bovina:

Es la entidad responsable de minimizar los riesgos sanitarios,
alimentarios vy ambientales provenientes de la wutilizacidén de 1los
medicamentos veterinarios vy otras sustancias quimicas en salud vy
produccidén animal (66).

- Es responsable de ejercer vigilancia sobre los riesgos
sanitarios, biolégicos y quimicos para la produccidén agropecuaria
y facilitar mediante controles técnicos vy certificaciones el
acceso de productos de origen animal y vegetal a los mercados
internacionales (68).

- Debe impedir el ingreso, comercializacidén y salida del pais de
productos de origen animal con residuos quimicos que excedan los
niveles maximos de residuos aceptados nacional e
internacionalmente. Igualmente puede interceptar, destruir
productos que superen los niveles y realizar investigacidn basica
¢ aplicada para resolver los problemas que afecten la
comercializacién de animales, vegetales y sus productos (68).

- Es responsable del control técnico de insumos veterinarios,
registro de medicamentos veterinarios y alimentos medicados para
animales (69). El1 Laboratorio de Andlisis de Insumos Pecuarios
LANIP, tiene a cargo el desarrollo del diagnéstico y andlisis en
el control de residuos de medicamentos veterinarios en la
produccién primaria.

- Audita a los 1laboratorios productores de los medicamentos
veterinarios, los cuales deben estar registrados ante el ICA.
Igualmente lleva a cabo esta labor en las fédbricas productoras de
piensos o alimentos balanceados para comercializacién %
autoconsumo (69).

- Es el encargado de registrar los establecimientos que
comercializan medicamentos veterinarios, controla la
comercializacidébn restringida bajo férmula del Médico Veterinario,
de algunos medicamentos como antibiodéticos, hormonales,
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analgésicos narcdéticos, tranquilizantes, relajantes musculares,
entre otros productos (69).

La Subgerencia de Anadlisis y Diagndéstico del ICA, a través de su
Laboratorio Nacional de Insumos Pecuarios (LANIP), cred el
“Laboratorio de Residuos de Medicamentos Veterinarios” que tiene entre
otras funciones la generacidén de normas y parametros para el control
de residuos, y la estandarizacidén y evaluacidn de técnicas analiticas
para la determinacidén de ciertas sustancias (2), cuyo control es
requisito para el comercio internacional de productos e insumos
pecuarios.

Los criterios wutilizados por el ICA para la evaluacién de estos
residuos, se fundamentan en las normas del Codex Alimentarius, normas
de la UE, de la FDA o de requerimientos especiales de paises
compradores, asi como en las licencias de venta otorgadas por el ICA a
los medicamentos, sefialando ademds, las sustancias que se deben
controlar en un programa de residuos(2).

En este sentido los planes de monitoreo de residuos de medicamentos
veterinarios gque el ICA viene desarrollando a partir del afio 2006, se
basan en las labores desarrolladas en el marco del sistema oficial de
IVC para la implementacidén y certificacidén de las Buenas Préacticas
Ganaderas y trazabilidad; la reglamentacién nacional sobre sustancias
prohibidas, de uso restringido y permitidas en Colombia en animales;
la frecuencia del wuso de medicamentos veterinario en la especie
bovina; la disponibilidad de metodologias analiticas confiables, y la
capacidad analitica del Laboratorio de Residuos de Medicamentos
Veterinarios de LANIP vy finalmente, los referentes internacionales
reconocidos en cuanto a las sustancias prohibidas y permitidas para su
uso en la especie bovina (68).

El ICA en la Resolucién 2341 de 2007, reglamenta las condiciones
sanitarias y de inocuidad en la produccidén primaria de ganado bovino vy
bufalino destinado al sacrificio para consumo humano, entre ellas, las
Buenas Préacticas para el Uso de Medicamentos Veterinarios (BPUMV)
(70) . Asi, los antimicrobianos usados deben ser oficialmente
autorizados por el ICA y prescritos mediante la correspondiente receta
veterinaria; vy después de su utilizacién es necesario respetar el
periodo de supresidén o tiempo de retiro consignado en el rotulado,
antes de utilizar los productos alimenticios obtenidos a partir de los
animales tratados.

Un aspecto importante es la fijacidén de LMRs; a este respecto a través
de la Resolucidén No. 1382 de mayo de 2013, el Ministerio de Salud vy
Proteccidén Social y el Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural,
establecieron los limites maximos para residuos de medicamentos
veterinarios en los alimentos de origen animal, destinados al consumo
humano (9). Es asi que por medio de la Resolucidén 1382 de 2013,



Colombia basicamente adopta los LMRs de sustancias farmacoldbdgicas de
uso veterinario incluidas en los documentos del Codex Alimentarius.

1.5 Aspectos toxicologicos de los residuos de medicamentos veterinarios

Para la evaluacién del riesgo de los residuos de medicamentos
veterinarios en alimentos, se toman en cuenta pardmetros establecidos
mediante estudios de toxicidad llevados a <cabo en animales de
laboratorio y en especial se consideran los resultados de los estudios
a largo plazo por ingestidn regular del producto, definiéndose asi el
Nivel Sin Efectos Adversos Observables (NOAEL), que es la dosis méas
alta que no produce efectos adversos observables en la especie méas
sensible estudiada (1).

Otro aspecto importante relacionado con los residuos de medicamentos
veterinarios es la Ingesta Diaria Admisible (IDA). La IDA se define
como la cantidad diaria de un determinado residuo que puede ingerir el
hombre durante toda su vida sin riesgo para la salud (71). Se calcula
dividiendo el NOAEL por un Factor de Seguridad (FS) que se fija
arbitrariamente, teniendo en cuenta el grado de certeza con que los
resultados toxicoldégicos pueden extrapolarse a los humanos.

Considerando los dos parédmetros anteriormente mencionados se define un
Limite Maximo de Residuos (LMR), que es la concentraciédn madxima de un
residuo expresada en mg/kg del peso del producto fresco, que es
legalmente permisible o se reconoce como aceptable dentro de un
alimento o en la superficie del mismo y que no representa riesgo para
la salud del consumidor (36) . Se calcula tomando la IDA,
multiplicdndola por el peso de una persona promedio de 60 kg vy
dividiendo esa <cifra por la ingesta media diaria del alimento
considerado. Cuando se establece un LMR para una sustancia, se
especifica en qué tejido deben cuantificarse los residuos y cuadles son
los compuestos que deben analizarse. La Tabla 1 contiene los LMRs en
masculo bovino de cuatro antimicrobianos. Se define como tejido/s
marcador/es (masculo, higado, rifdén, grasa) a aquel para el cual se
fija el ILMR y que debe ser analizado para los fines de control de
residuos. Con frecuencia es el tejido en donde los metabolitos
permanecen un tiempo prolongado (71). Los LMR son fijados basados en
los datos toxicoldgicos relevantes vy la informacidén incluye 1la
absorcién, distribucidén, metabolismo y excrecidn (1).
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Tabla 1. LMR de cuatro antimicrobianos en musculo bovino

Sustancia LMR MUSCULO BOVINO (ug/g)

farmacolégicamente

. COLOMBIA EE.UU CA UE

activa

ERITROMICINA -—-- 0.1 0.2
ESTREPTOMICINA 0.6 0.5 0.6 0.5
BENCILPENICILINA 0.05 0.05 0.05 0.05
OXITETRACICLINA 0.2 0.2 0.2 0.1

EE.UU: Estados Unidos de América CA: Codex Alimentarius UE: Unidén Europea

Para garantizar gque la concentracidén residual de los antimicrobianos
no sea superior a su correspondiente LMR, se hace necesario establecer
un tiempo de espera en funcién del perfil cinético de la eliminacidn
tisular del farmaco (inalterado y/o metabolitos) en los animales (26).

El tiempo de retiro garantiza que los residuos del antimicrobiano han
declinado a concentraciones seguras luego del uso del producto en el
animal. El1 tiempo de retiro es el periodo de tiempo que transcurre
entre la UGltima dosis administrada al animal y el momento en el que la
concentracién de residuos en los tejidos (mGsculo, higado, rifidn,
piel/grasa o productos como leche, huevos y miel) es menor o igual que
el IMR (1l). El tiempo de retiro debe ser respetado hasta el sacrificio
de los animales para poder consumir la carne o recoger sus productos
para su comercializacién e ingestidn. E1 irrespeto del cumplimiento
del periodo de retiro recomendado es la causa primaria de la presencia
de niveles no permitidos de residuos de antimicrobianos veterinarios
en los alimentos (28).

1.6 Métodos de andlisis de residuos de antimicrobianos veterinarios en
alimentos de origen animal

Las muestras Dbioldégicas (leche, huevos, higado, rifibn, grasa vy
masculo) utilizadas para el control de residuos en produccidén animal
pueden contener concentraciones traza del analito de interés del orden
de ung/Kg. La estrategia de andlisis vy control de residuos de
antibidéticos de uso veterinario en alimentos de origen animal debe



basarse en tres pasos secuenciales: tamizaje o cribado (screening),
segundo nivel de tamizaje y finalmente confirmacidén (72).

Un método ideal detectaria todos los antimicrobianos autorizados por
debajo de sus LMRs y deberia ser robusto, rapido, simple
(preferiblemente automatizado), de alto rendimiento, econdémico y capaz
de identificar eficazmente potenciales muestras no conformes a partir
de una gran cantidad de muestras negativas (11), (13), (73).

Métodos de screening

Para monitorear la presencia de residuos antimicrobianos, el primer
paso es el de la deteccién, cribado o screening. El1 gran numero de
muestras y de antibidéticos a determinar hace inviable la utilizacién
desde el principio de métodos de alta especificidad debido a su
elevado costo y laboriosidad. Es necesario recurrir a una técnica de
cribado que seleccione aquellas muestras que, en principio, pueden
contener algun residuo de antibiético. Una técnica de cribado de
residuos de antibidticos debe tener una serie de caracteristicas:
Econémica vy sencilla, vya gue se aplica a un numero elevado de
muestras; rapida, porque en ocasiones se retiene la canal o deben
proseguir otros andlisis de post-cribado, confirmacién,
contradictorios o dirimentes; multiresiduo, capaz de detectar varios
compuestos, dado que 1lo que se busca al principio es un grupo de
inhibidores y no un antibiético concreto; con un LDD ajustado al LMR.
No solo se debe alcanzar el limite méximo establecido para evitar
falsos resultados negativos sino gque conviene que ambos limites estén
cercanos para evitar falsos resultados positivos que llevan a
confirmar muestras que no deberian pasar la fase del cribado.

Los métodos de screening comprenden pruebas de inhibicidén
microbioldgicas, pruebas enzimaticas, pruebas de receptores,
inmunoensayos (ELISA), pruebas de biosensores y cromatografia de capa
delgada (74).

Las pruebas de inhibicidén microbioldégicas fueron los primeros métodos
desarrollados para la deteccidén de residuos antibidticos y atn son
ampliamente usados. Ellos son muy costo-efectivos y en contraste por
ejemplo con pruebas inmunoldgicas, tienen el potencial de cubrir un
amplio rango de compuestos antimicrobianos con un solo andlisis (73).

Se distinguen dos principales formatos de pruebas microbioldgicas: la
prueba multiplacas y la prueba de tubo. Una prueba de placa consiste
de una capa de agar nutriente inoculado, con muestras aplicadas sobre
la capa, o en pozos en el agar. El crecimiento bacteriano torna el
agar en una capa opaca, lo que genera una clara &rea de crecimiento
inhibido alrededor de la muestra si contiene sustancias
antimicrobianas. En Europa esta ha sido la prueba principal desde que



42

inicié el screening para la determinacién de la presencia de
antibiéticos en animales destinados al sacrificio (73). Una prueba de
tubo, wvial o ampolla, consiste de un medio de crecimiento inoculado
con esporas de una bacteria de prueba sensible, suplementado con un
indicador de pH o redox. A la temperatura apropiada, la Dbacteria
empieza a crecer y produce &cido, gque causard un cambio de color. La
presencia de residuos antimicrobianos prevendrd o retrasarda el
crecimiento bacteriano, y asi es indicado por la ausencia o retraso
del cambio de color. Este formato es comUnmente aplicado en screening
de rutina de leche, pero también se ha incrementado su uso para
andlisis de otras matrices como misculo, higado y rifén(74).

Los métodos microbioldégicos poseen alta sensibilidad pudiendo medir en
ppm. Sin embargo, su relativa inespecificidad hace que su utilidad
esté en las fases de cribado y post-cribado antes de pasar a la
confirmacidén definitiva (75).

Aunque las pruebas de screening microbioldgicas pueden revelar alguna
informacidén sobre la naturaleza del residuo antibidético, una
caracterizacidén post-screening del residuo reducird significativamente
los esfuerzos dedicados a la identificacidén y cuantificacidén por
métodos quimicos. El uso de un método microbioldgico en la etapa post-
screening tiene muchas ventajas en términos de costos, practicidad vy
manejo de las muestras. Ademéds, los procedimientos de extraccidn son
simples o no son necesarios (21).

Las pruebas de identificacién microbioldgica usan lineas bacterianas
con sensibilidades diferentes a determinados antimicrobianos sobre
medios de cultivo con valores de pH que incrementan la actividad de
los antibiéticos. El1 medio puede ser suplementado con sustancias que
blogquean o aumentan la accién de ciertos antimicrobianos o grupos de
antimicrobianos. Algunos ejemplos los constituyen la adicidén de
penicilinasa, que Dbloquea la accién de penicilinas sensibles; el
sulfato de magnesio heptahidratado (MgSO,.7H,0) bloquea la accidn de
tetraciclinas; la cisteina bloquea la accidén de la estreptomicina; la
accién de las sulfonamidas es blogqueada por el PABA y el trimetoprim
por el contrario ejerce sobre las sulfas una accidn sinérgica que
favorece su identificacidén (21).

Ademds del uso de agentes bloqueadores, los antimicrobianos pueden
identificarse con bacterias selectivamente resistentes, es el caso de
Kocuria rhizophila ATCC 9341a que es resistente a
dihidroestreptomicina y estreptomicina y de Kocuria rhizophila ATCC
15957, resistente a eritromicina, lincomicina y espiramicina.

El pH del medio también puede ayudar en la identificacidédn de residuos
antimicrobianos, asi, la disminucidén del pH del medio de 8 a 6
incrementa la actividad de tetraciclinas y cefalexina. En contraste,
el incremento del pH del medio de 6 a 8 aumenta la actividad de



aminoglucdsidos, macrdlidos, fluoroquinolonas, trimetoprim,
sulfadoxina % sulfadiazina. La identificacidn se desarrolla
visualmente por observacidén de los perfiles obtenidos. En éste
sentido, la formacidén técnica y la experiencia son fundamentales para
realizar de manera exitosa la identificacidn (21).

Métodos confirmatorios

En el caso de un resultado sospechoso no conforme obtenido con pruebas
de screening y post-screening, debe ser corroborado mediante un método
confirmatorio. Los métodos de confirmacién son aquellos que permiten
obtener informacién adicional para la cuantificacidén e identificacidn
inequivoca del analito (11).

En los ultimos afios, los avances técnicos de la cromatografia de
ligquidos acoplada a la espectrometria de masas (LC-MS-MS) han
contribuido a su eleccidén como método oficial de confirmacidén en el
campo del anédlisis de residuos de algunos compuestos (20), (5).

1.7 Bioensayo para la deteccion, identificacion y semi-cuantificacion de
residuos antimicrobianos en musculo bovino

El bioensayo es un método microbioldgico desarrollado por el Food
Safety and Inspection Service (FSIS) como prueba de screening para
determinar la presencia de residuos antimicrobianos en muestras de
bovinos y aves. Alternativamente, es posible utilizar las siete placas
que lo componen para realizar de manera simultdnea la identificacidn
presuntiva y la semi-cuantificacién. En los casos en que se conoce
anticipadamente cudl es el residuo antimicrobiano presente, puede
realizarse de forma directa la semi-cuantificacidén para calcular su
concentracién.

En Estados Unidos, la técnica es usada por USDA-FSIS como un
procedimiento de rutina post-screening para las muestras que resultan
positivas en las pruebas de screening iniciales tales como Swab Test
On Premises STOP, Calf Antibiotic and Sulfa Test CAST vy Fast
Antibiotic Screen Test FAST (73).

El biocensayo utiliza Dbacterias dgque son relativamente sensibles o
resistentes a determinadas clases de antimicrobianos. Las Dbacterias
son usadas en combinacidén con agares de cuatro pH diferentes, vy
extractos de muestras. Si un residuo antimicrobiano detectable esta
presente en una muestra, se produce una zona de inhibicién en una o
mas de las placas de Petri. Zonas superiores a 9 mm indican un
resultado positivo, considerando que corresponde a la medida del
didmetro externo de los cilindros en los que se depositan 1los
extractos.
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Aunque con esta técnica no es posible identificar inequivocamente el
antibiético presente en la muestra analizada, si se puede comparar el
tamafilo de los halos de inhibicién obtenidos, con el perfil de
actividad de distintos antibidéticos estudiados (76), (12), (77). Los
diferentes grupos antimicrobianos presentan variaciones en cuanto a
sus perfiles de susceptibilidad en las siete placas utilizadas. Asi,
las tetraciclinas causan las mayores zonas de inhibicidén en la placa
de Bacillus cereus a pH 4,5; los betalactémicos en la placa de Kocuria
rhizophila de pH 6,0; los aminoglucdésidos en la placa de Bacillus
subtilis pH 8,0; y los macrdélidos en la placa con Kocuria rhizophila
pH 8,0.

Ciertos residuos antimicrobianos pueden ser identificados
presuntivamente de acuerdo a sus patrones caracteristicos de
inhibicién o perfiles de actividad. Una vez han sido presuntivamente
identificados los residuos antimicrobianos, es posible determinar 1la
concentracién del residuo mediante una curva de calibracidén por
comparacién de los tamafios de las zonas producidos por la muestra, con
los causados por una concentracidén conocida de un antimicrobiano de
referencia esténdar (12).



2. Materiales y metodos

2.1 Adecuacion del bioensayo en placas de agar

Se realizé6 el Dbioensayo de siete placas ©para la deteccién,
identificacidén y semi-cuantificacidén de residuos antimicrobianos en
masculo bovino segin los lineamientos de la “Guia de Laboratorio de
Microbiologia, MLG 34.02” del USDA/FSIS, denominada “Bioassay for the
detection, identification and quantitation of antimicrobial residues
in meat and poultry tissue”.

2.1.1 Equipos, reactivos y medios

Cajas de Petri (100x15 mm), cilindros, homogenizador de alimentos,

bafio seroldgico, calibrador, pinzas, incubadoras, desecador,
micropipetas, balones volumétricos, botellas de Roux, bolsas para
homogenizar muestras, pipetas graduadas, refrigerador,

ultracongelador, balanza analitica, licuadora, mezclador vortex, HCIL,
NaCl, KH,PO,, K,HPO,, NaOH, MnSO,H,0, metanocl, penicilinasa, sensidiscos,
estandares certificados de estreptomicina, eritromicina, penicilina G
potésica, oxitetraciclina y neomicina, medios ©para antibidticos
(Merck) No.: 4, 5, 8, 11.

2.1.2 Organismos de prueba

Se utilizaron los siguientes microorganismos certificados de
referencia adquiridos por el ICA: Kocuria rhizophila (antes
Micrococcus luteus), ATCC 934la; Kocuria rhizophila, ATCC 15957;
Staphylococcus epidermidis, ATCC 12228; esporas de Bacillus cereus
var. mycoides, ATCC 11778 y esporas de Bacillus subtilis, ATCC 6633.
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2.1.3 Tejido blanco o de control

Con el fin de disponer de tejido proveniente de animales no tratados
con ningtn medicamento veterinario (tejido de control o tejido
blanco), para ser usado como control negativo en todos los ensayos
microbiolédgicos y para contar con matriz para fortificar como control
positivo, se obtuvo musculo esquelético de dos bovinos machos criados
en una granja del ICA ubicada en el municipio de Mosquera-
Cundinamarca. A estos animales no se les administraron productos
farmacéuticos de ninguna clase durante los cuatro meses previos al
sacrificio. El tejido muscular se mantuvo almacenado a -70°C en un
ultracongelador del LANIP hasta su uso.

2.1.4 Placas del bioensayo

Las caracteristicas y especificaciones para la preparacidén de cada una
de las siete placas se indican en la Tabla 2.

Preparacion de las soluciones antimicrobianas

Se utilizaron esténdares antibidéticos Sigma-Aldrich® certificados,
preparando soluciones stock de 1000 ppm de cada estédndar, después de
la correccién de la potencia: Penicilina G potasica se disolvid en
buffer fosfato 0.1 M, pH 6.0+0.1, clorhidrato de oxitetraciclina en HC1
0.01 N, eritromicina en metanol y buffer fosfato 0.2 M, pH 8.0£0.1 y
sulfato de estreptomicina en agua destilada, trisulfato de neomicina
en buffer fosfato 0.1 M pH 8.0+x0.1 (Anexos F y G).

Preparacion de los medios de cultivo

Los medios de cultivo se prepararon siguiendo las instrucciones del
fabricante. La composicidén y las especificaciones de su preparacidén se
encuentran descritas en el Anexo E.

Preparacion de las soluciones buffer

Las soluciones buffer se prepararon segln se indica en el Anexo F.
Luego se esterilizaron y se verificé su pH y esterilidad antes del
uso.



Preparacion de los indculos bacterianos

Para la obtencién de las suspensiones de células vegetativas, las
cepas de trabajo fueron sembradas e incubadas y sus cultivos
cosechados, lavados, centrifugados, resuspendidos y cuantificados para
usarse en la preparacién de las placas 2, 3, 5, 6 y 7 del bioensayo
(Anexo B).

Los microorganismos esporoformadores fueron activados y las esporas
obtenidas en agar esporulante fueron cosechadas y se lavaron por
centrifugacién (Anexo B).

El contenido de células vegetativas o esporas/ml de suspensidn se
calculd por recuento en superficie en placas de Petri (Anexos B y D).

Inoculacion de agares

Con el numero estimado de células vegetativas/esporas por ml de
suspensién, se calculd el volumen requerido para inocular el agar
antibiético correspondiente, de tal forma que se cumpliera con las
concentraciones finales de microrganismos especificadas en la Tabla 2.

Las suspensiones de células vegetativas o de esporas bacterianas a las
concentraciones indicadas fueron adicionadas a los medios de cultivo
correspondientes mantenidos a 48+2°C. En los casos requeridos se
adicioné 1 ml de ©penicilinasa concentrada (10,000,000 wunidades
Kersey/ml Difco®) por cada 100 ml de agar, posterior a la inoculacidn
de la bacteria y en las placas 1 y 4 con esporoformadores, luego de la
incubacién del medio en Dbafio seroldégico. E1l medio inoculado fue
vertido en volumen de 8-8.5 ml en placas de Petri de 100x15 mm. El
agar fue distribuido uniformemente hasta cubrir el fondo, permitiendo
que se solidificara sobre una superficie nivelada. Las placas se
rotularon y almacenaron entre 2 y 8°C hasta por siete dias.



Concentracién

Buffer inéculo células Disco Inc;igglon Adicién Incubacién
No. Propiedad Antib. Agar antibiético fosfato/ Organismo vegetativas o L. penicilinasa °C (lé6-18
: control serolégico
PH esporas/ml medio de N * h)
cultivo
» Bacillus
1  Deteccion 0 No. 8 0/1M PH eus aTCC 5x10° esporas/ml T30 ng 45 min. 1m1/100ml 291°C
tetraciclin. 4,5 agar
11778
Kocuria PLO
.2 _ 5 .
2 ]fitig;lon B p No. 4 0 éMOpH rhizophila 8x10 cel.;fmelgetatlvas nidad Ninguna Ninguna 29+1°C
ctam. ’ ATCC 9341a v :
Kocuria PLO
5 .
3 Confirmac.P p No. 4 %fii%) rhizophila 8x10 cel.x:fetatlvas nidad Ninguna lmijiﬂ?ml 29+1°C
PH o ATCC 9341a v : g
. ES.10
Bacillus
4 Deteccién ES ES No. 5 O,éMOpH subtilis 1x10* esporas/ml 75 min. lmifiﬂ?ml 29+1°C
’ ATCC 6633 ng g
Kocuria ER 15
.2 5 .
5 izzigiizgs ER No. 11 %{13%) rhizophila 8x10 cel.foetatlvas Ninguna lmi!iﬂ?ml 29+1°C
P <y ATCC 9341a Hg g
Kocuria ER 15
. 5 .
6 g;nflrmac. ER No. 11 %{13%) rhizophila 1x10 cel.foetatlvas Ninguna lmi!ii?ml 20+1°C
P <y ATCC 15957 ng g
Staphylococ G
. . 5 .
7 Detecc1onl N No. 11 0,1 M epidermidis 1x10°cel.vegetativas Ninguna 1ml/100ml 37+1°C
aminoglucés. pH 8,0 ATCC 12228 /ml N5 ug agar

O: Oxitetraciclina P:
*Bafio serolégico a 48+2°C. Esporas incubadas en el agar derretido.
**La adicidén de la penicilinasa se realizd después de la inoculacidédn de la bacteria y para las placas 1 y 4 después de la

incubacidén del medio con la bacteria.

Penicilina ES:

Estreptomicina ER: Eritromicina N: Neomicina



2.1.5 Control de calidad del bioensayo

De manera permanente se llevaron registros del funcionamiento de los
equipos empleados en todos los procedimientos, segun el sistema de
aseguramiento de la calidad del laboratorio del ICA.

Para cada una de las cepas de referencia cultivadas se confirmé la
pureza e identidad mediante pruebas microbioldgicas convencionales.
Mediante el uso de soluciones antimicrobianas y adicionalmente de
sensidiscos, se realizé la verificacién de los ©patrones de
susceptibilidad antimicrobiana reportados para cada cepa. La primera

prueba se hizo con un biocensayo en agar libre de penicilinasa
utilizando cilindros en los que se adicionaron 200 pl de las
concentraciones antibidéticas especificadas en la Tabla 3. Para la

interpretacién de los resultados en la prueba de sensibilidad se
observaron zonas de inhibicién de 9 a 15 mm y para concentraciones
>200ug/ml una zona de inhibicién inferior a 9 mm.

Tabla 3. Patrones de susceptibilidad antibiética de los microorganismos de prueba

Plato y Organismo | Agar Concentracién antibidético pg/ml
propiedad de prueba | antib
Eritromicina Neomicina Penicilina Estreptomicina Tetraciclina
1: Deteccidn BC
tetraciclinas 11778 8 0.25 2.00 20 1.00 0.08
2: Deteccidbn B-
lactémicos. KR
. . . > .

3: Confirmacidn 9341a 4 0.05 5.0 0.0125 200 0.5
penicilina
4: Deteccidn BS
estreptomicina 6633 5 0.04 0.25 0.0125 0.2 0.08
5: Deteccidn KR
macrolidos 93414 11 0.025 1.5 0.0125 250 0.4
6: Confirmacidn KR
eritromicina 15957 11 > 200 1.5 0.0125 1.0 0.2
7: Deteccidn SE
aminoglucdsidos 12228 L 0.075 0.25 0.8 1.5 250

La segunda forma consistid®é en realizar la verificacidén de 1la

susceptibilidad antimicrobiana con sensidiscos a las concentraciones
especificadas en la Tabla 4.
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Tabla 4. Control de calidad de las placas segun los patrones con sensidiscos

Placa No. & Organismo 99??. Sensidisco antibiético
antibiético Te30 | P10 S10 EL5 N5
;Tchilﬁgeus No. 8 s | R s s s
iTgCKé3Z?;ZOPhlla peiiéiliigsa S S R S R
;TgCKé3Z?;ZOPhlla piﬁlc;zfizga S R R S R
;TC_:CBéégbtilis No. 5 s | R s s s
2Tché3ﬁiZOphila No. 11 s R R s s
ngCKnggZOphila No. 11 s R s R s
ZTgcsﬁggédemidis No. 11 R | R R s s

S = Zona de inhibicién R = No produce zona de inhibicion

Adicionalmente en cada montaje del biocensayo se incluydé una placa
con extractos de tejido de control (negativo) y se usd una placa con
extractos de tejido fortificado con cada uno de los representantes
antimicrobianos, con el fin de comprobar la capacidad de cada placa
para la identificacidén presuntiva del antibidético en matriz.

A  los medios de cultivo se les realizd control de calidad
relacionado con los materiales (agua y placas de Petri), validaciédn
de la esterilizaciédn, caracteristicas macroscépicas del medio

vertido, ©prueba de esterilidad y pH (antes vy después de la
esterilizacién) (78), (79). A las soluciones buffer el control de
calidad se efectud depositando 200 pl en tres cilindros dispuestos
en sus correspondientes placas. Se comprobd que luego de la

incubacidén no se observara zona de inhibicién alguna. Previamente se
hizo control de esterilidad y verificacién del pH.

2.1.6 Curvas de calibracibn con soluciones estandares de
antimicrobianos

Las curvas de calibracidén se generaron para penicilina G potasica,
oxitetraciclina, eritromicina, estreptomicina % neomicina,
utilizando placas que cumplieron el control de calidad. Se rotularon
con las concentraciones antibidéticas, usando tres placas para cada
dilucién requerida para la curva, excepto para la concentracién del
estdndar de referencia designada como la concentracidén media, que
procurd ajustarse al LMR en mUsculo, para un total de doce placas.
Se dibujé una linea a un lado y al fondo de cada placa para el
alineamiento adecuado de los cilindros.



Con la ayuda de pinzas se ubicaron seis cilindros estériles
igualmente espaciados alrededor del perimetro de la placa, para
posteriormente 1llenar tres pozos alternados con 200+4ul de la
concentracién media del estandar de referencia, y los otros tres con
200+4 pl de cada una de las otras cuatro concentraciones del mismo
antimicrobiano (diluciones inferiores y superiores al LMR), como se
describe en la Tabla 5. Las placas 1, 2, 4 y 5 se incubaron 16 a 18
horas, a 29°C+1°C y la placa 7 a 37°C#1°C. Luego se removieron los
cilindros para leer los didmetros de las zonas de inhibicién a la
décima més cercana de un milimetro usando un calibrador.

Tabla 5. Antibidticos y concentraciones evaluadas en las curvas de calibracién

Antibidético LMR misculo bovino (ppm) Concentraciones escogidas
(ppm)
Penicilina G 0,05 0,0125 -0,025-0,05-0,1-0,2
Oxitetraciclina 0,2 0,05-0,1-0,2-0,4-0,8
Eritromicina 0,2 0,1-0,2-0,4-0,8-1,6
Estreptomicina 0,6 0,45-0,6-1,2-2,4-4,8
Neomicina 0,5 0,25-0,5-1,0-2,0-4,0

La concentracién o dilucidén mas baja debia producir una zona de
inhibicién clara, al menos de 9 mm que corresponde al didmetro de
los cilindros. Los resultados se registraron en un formato y se
calculdé la curva de calibracién y la regresiédn lineal usando Excel,
calculando el promedio de las zonas para las concentraciones de las
12 placas por cada antibidético, y se realizd una grafica usando los
valores corregidos de los diametros de las zonas de inhibicidn en el
eje x y los logaritmos naturales de las concentraciones antibidticas
en el eje y.

La linea de la regresién 1lineal se wusd para determinar la
recuperacidén o concentracidén en el andlisis semi-cuantitativo de los
antibiéticos en los tejidos fortificados y dosificados.

2.1.7 Evaluacion de los criterios de funcionamiento del bioensayo

Considerando algunos lineamientos de la guia de la Decisidén Europea
2002/657/CE  que se refiere al funcionamiento de los métodos
analiticos, se establecieron los criterios de funcionamiento para el
bioensayo en placas de agar con tejido muscular de control en blanco
fortificado a diferentes concentraciones de antibidéticos. Los
pardmetros evaluados fueron la sensibilidad, la especificidad y la
exactitud relativas. Adicionalmente se analizaron la estabilidad vy
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la recuperacidén. Las especificaciones de las placas usadas se
indican en la Tabla 6.

La evaluacidén de cada antimicrobiano se llevdé a cabo en la placa del
bioensayo que corresponde a la deteccidén del grupo, asi:
oxitetraciclina <con BC, ©penicilina vy eritromicina <con KR vy
estreptomicina con BS; teniendo en cuenta los resultados de estudios
previos de la sensibilidad de cada una de las placas de las que
consta la técnica, a diferentes soluciones de antibidéticos (76),
(12), (77), y considerando que en el biocensayo con las siete placas
(ver Tabla 2), las placas 3 y 6 son consideradas confirmatorias para
la deteccidédn de penicilina y eritromicina, respectivamente.

Tabla 6. Especificaciones de la preparacion de las placas del bioensayo para la deteccion de
antimicrobianos en musculo bovino

Concentracion
Buffer inéculo células Incubacion
Agar Incubacion
No. Antibidtico fosfato | Organismo vegetativas o Disco control bafio
antibiot. °C (16-18 h)
/pH esporas/ml medio de serol6gico*
cultivo
Bacillus
0,AM | cereus Tetraciclina
1 Oxitetraciclina No. 8 5x10° esporas/ml 45 min. 29+1°C
pH45 | ATCC 30 ug
11778
Kocuria
No. 2
Penicilina G 0,1M rhizophila 8x10°cel.vegetativas/ Penicilina 10
2 (con Ninguna 29+1°C
potésica pH6 | ATCC ml unidades
dextrosa)
9341a
Bacillus
0,1M Estreptomicina
3 Estreptomicina No. 5 subtilis 1x10* esporas/ml 75 min. 29+1°C
pH 8 10 ug
ATCC 6633
Kocuria
0,2M | rhizophila 8x10° Eritromicina
4 Eritromicina No. 11 Ninguna 29+1°C
pH8 | ATCC cel.vegetativas/ml 15 ug
9341a

*Bafio serolégico a 48+2°C. Esporas incubadas en el agar derretido.

Para el establecimiento de 1los criterios de funcionamiento del
biocensayo en misculo bovino, se prepararon seis (6) repeticiones de
cada uno de los niveles o concentraciones para los cuatro




antimicrobianos. Asi, el nivel 0 correspondidé a las matrices que no
fueron fortificadas, vy 1los niveles 1, 2, 3, 4 vy 5, a las
concentraciones antibidéticas menores, iguales y superiores al LMR de
cada uno de los cuatro antimicrobianos. Se analizaron extractos
obtenidos de 24 muestras de tejido blanco de bovinos. Estas matrices
se probaron con el Dbioensayo en las cuatro placas cuyas
caracteristicas estédn detalladas en la tabla anterior.

Determinacion de la sensibilidad, especificidad y exactitud relativas

Para cada una de las concentraciones antibidéticas o niveles de

fortificacidn, se calcularon tres parametros diferentes: la
sensibilidad relativa (Verdaderos Positivos / Verdaderos Positivos +
Falsos Negativos * 100); la especificidad relativa (Verdaderos

Negativos / Verdaderos Negativos + Falsos Positivos * 100) y la
exactitud relativa (Verdaderos Positivos + Verdaderos Negativos / n
* 100). El1 1limite de deteccidén se establecidé como la menor
concentracién evaluada que generd una sensibilidad relativa del
100%.

Analisis de la estabilidad

Soluciones de antimicrobianos a los limites de deteccidn
establecidos, fueron preparadas e inoculadas en misculo blanco que

. 7 o . . 7
posteriormente se congeld a -70°C. El1 bioensayo se le realizbd a
éstas matrices el dia en que fueron fortificadas y 30 dias después
de la adicién de los antibidticos.

Estudio de la recuperacion

La recuperacién de los antimicrobianos en los tejidos inoculados, se
calculd extrapolando las medidas de los diametros de las zonas de
inhibicién en la 1linea de regresién elaborada con las curvas de
calibracién con las soluciones estandares. Esto permitidé realizar
una estimacidén semi-cuantitativa de la concentracién de los
analitos.

El porcentaje de la concentracién aproximada de cada uno de los
antimicrobianos, recuperado durante el procedimiento analitico del
bioensayo, se determindé a través de experimentos con matriz en
blanco enriquecida con las concentraciones inferiores, iguales vy
superiores al limite permitido, mediante la siguiente ecuacidn: % de
recuperacidén = 100 x contenido medido/nivel de enriquecimiento.

Para el desarrollo de los ensayos de determinacién de los criterios
de funcionamiento del bicensayo multiplacas, se llevaron a cabo los
siguientes procedimientos:
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Preparacion de tejidos fortificados

Las muestras de tejido blanco se descongelaron a temperatura
ambiente vy luego se homogenizaron y pesaron individualmente en
bolsas estériles, cada una con 510,2 g de tejido.

La fortificacién de tejido de control con cada analito se realizd
mediante la adicién de las concentraciones antimicrobianas
mencionadas en la Tabla 7. Por ejemplo, para obtener una
concentracidén en muasculo equivalente a 0,05 ppm & 50 ppb de
penicilina G (nivel correspondiente al LMR), 125 pl de una solucidn
de 2 ppm del antibidético B-lactédmico se afiadieron a 5%#0,2 g de
misculo homogenizado. Después de la fortificacidn, el tejido se dejod
reposar durante quince minutos antes de la extraccidén. Los tejidos
fueron fortificados y analizados durante el mismo dia.

Tabla 7. Antibidticos y concentraciones evaluadas

Antibidtico LMR musculo bovino Concentraciones
(ppm) escogidas (ppm)
Penicilina G 0,05 0,025-0,05-0,1-0,2-0,4
Oxitetraciclina 0,2 0,05-0,1-0,2-0,4-0,8
Estreptomicina 0,6 0,45-0,0-1,2-2,4-4,8
Eritromicina 0,2 0,1-0,2-0,4-0,8-1,6

Preparacion de extractos de musculo bovino

A las porciones de 5x0.2 g de tejidos fortificados y no
fortificados, contenidos en bolsas estériles identificadas con los
tipos de soluciones buffer pH 4.5, pH 6.0, pH 8.0-0.1M y pH 8.0-0.2
M (ver preparacidén en el Anexo F), se les adicionaron 20+0.5 ml del
buffer correspondiente (Tabla 6).

Los tejidos vy las soluciones buffer fueron mezclados en un
homogenizador de alimentos (Stomacher® 400 Circulator Seward)
durante sesenta (60) segundos a 592 r.p.m. Los extractos obtenidos
se dejaron reposar por cuarenta y cinco (45) minutos y luego se
transfirieron a tubos, los cuales fueron centrifugados durante 10
minutos a 5°C y 4000 r.p.m.



Montaje del bioensayo con extractos de masculo fortificado

En placas de agar previamente preparadas para la determinacidédn de
cada grupo antimicrobiano, se ubicaron seis cilindros por placa,
identificando el inicial mediante una linea demarcada al reverso y
al lado de cada caja.

Tres placas enteras fueron usadas para cada concentracidén probada,
llenando tres cilindros alternos con 200x4 pl del extracto de la
matriz de prueba correspondiente, y los otros tres con el estandar
antibidético de referencia. Las placas se incubaron a 29+1°C durante
16 a 18 horas. En total se hicieron tres lecturas por repeticidn a
cada nivel de los antibidticos.

Después de la incubacién de las placas se removieron los cilindros
para leer los didmetros de las zonas de inhibicién a la décima més
cercana de un milimetro usando un calibrador.

Interpretacion de la lectura

Tras la incubacidén se comprobd la aparicidén de zonas de inhibicidn
del crecimiento de los microorganismos alrededor de los extractos de
los tejidos y alrededor de los discos de control. Desde el punto de
vista cualitativo, una zona de inhibicidén superior a 9 mm indicdé un
resultado positivo, considerando que corresponde a la medida del
didmetro externo de los cilindros. De manera posterior se realizé la
semi-cuantificacién wutilizando 1las curvas de calibracién de 1los
antimicrobianos, para calcular la concentracién de los analitos en
las matrices fortificadas.

2.2 Evaluacion del cumplimiento de los LMR y de los tiempos de
retiro en masculo bovino

Las muestras de musculo bovino tomadas en la planta de beneficio
fueron analizadas mediante el Dbioensayo, y adicionalmente con los
métodos microbioldégicos del hisopo y la prueba comercial Premi® Test

2.2.1 Bioensayo en placas con muestras de musculo diafragmatico de
bovinos faenados

El muestreo se realizdé en el Frigorifico Guadalupe EFEGE en Bogota,
a manera de un estudio piloto para la deteccidén de residuos
antimicrobianos en carne bovina como contribucidén al sistema MSF. El
estudio se realizd entre los meses de abril y Jjunio de 2011. Los
animales fueron seleccionados aleatoriamente de treinta vy ocho
turnos sacrificados durante el dia, se tomaron las porciones de
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masculo diafragmético, en consideracién a la disponibilidad
presupuestal y a aspectos logisticos como la velocidad de la linea
para la coordinacidén de la obtencidén de la informaciédn y de la toma
de las muestras.

Los criterios de inclusidén para tomar muestras de musculo
diafragmadtico, consistieron en que histoldégicamente corresponde a
misculo esquelético (células musculares esqueléticas gque aparecen
como fibras cilindricas largas y paralelas de diédmetro casi
uniforme) (80). De hecho, el Codex Alimentarius define “musculo”
como el tejido esquelético de wuna canal (36), por 1lo que la
deteccidén de residuos antimicrobianos en el diafragma, sugiere la
presencia de residuos en otros musculos. Adicionalmente, el
aprovechamiento de la canal bovina se ve menos afectado cuando se
usa diafragma como matriz de prueba.

La toma de las muestras se realizd con la participacién de seis
operarios de 1la 1linea de sacrificio. El1 proceso empezd con el
estudio de la “Planilla de Corrales”, que relaciona fecha, hora de
inicio vy finalizacidén, nUmeros de turnos o lotes (digitos que
corresponden a un duefio determinado), propietarios, cantidad de
animales por lote y numero total de bovinos a sacrificar.

La definicién de los lotes a muestrear se realizdé en funcidén de la
probabilidad de obtener informacién sobre la procedencia de los
bovinos, coordinando en la =zona de Dbéscula de ingreso, con dos
funcionarios del frigorifico con el fin de conocer los animales que
pertenecian a un mismo propietario y turno y que serian sacrificados
bajo igual turno y razdédn social, dado que la identificacidén podria
variar de acuerdo con el proceso de compra y venta de animales al
interior de la planta. Con éstos datos se establecieron los lotes y
animales a muestrear, por ejemplo el primer vacuno de cada turno o
muestras alternas de bovinos de un mismo lote.

En la zona de izado un operario indicaba el género del animal, vy
retiraba la cabeza que se identificaba con el numero del turno vy
otro funcionario, una vez expuesto el arbol de visceras rojas
realizaba incisiones sobre la superficie del higado sefialando el
turno. En ésta etapa el bazo, que forma parte del paquete con el
higado y el diafragma entre otros, fue identificado con una “X” para
indicar la toma posterior de la muestra de diafragma por parte de
otro funcionario.

En el &rea de cabezas con la ayuda de un trabajador de la planta, se
realizdé el registro fotogrdfico de la denticidén de cada vacuno con
el objeto de determinar la edad del animal.

Las muestras de musculo diafragmatico (n=138) fueron obtenidas de
bovinos machos y hembras sacrificados durante cuatro visitas a la
planta de beneficio. De 1las ciento treinta y ocho muestras se
seleccionaron ciento cuatro (n=104), de las cuales se obtuvo la
informacién referida a género, edad y procedencia de los animales
(Anexo I). Las dos primeras variables se determinaron por inspeccidn



visual y la procedencia mediante la revisién de la “Guia sanitaria
de movilizacidébn interna” expedida por el ICA. De cada uno de los
animales se tomaron 500 g aproximadamente que fueron colectadas en
bolsas estériles individuales, se rotularon vy transportaron al
Laboratorio de Residuos de Medicamentos Veterinarios (Area de
microbiologia) del Laboratorio Nacional de Insumos Pecuarios del
Instituto Colombiano Agropecuario, ubicado en Mosquera-Cundinamarca,
donde fueron preparadas retiradndoles la mayoria del tejido graso y
peritoneo parietal, para luego ser procesadas mediante screening
microbioldgico.

Las muestras fueron homogenizadas y pesadas conservando una contra-
muestra congelada a -70°C. Se usaron elementos limpios de corte,
pesaje y mezclado para cada muestra garantizando la separacidén de
las mismas. Posteriormente se pesaron cuatro porciones de 5+0.2 g en
bolsas estériles identificadas con los tipos de soluciones buffer pH
4.5, pH 6.0, pH 8.0-0.1M y pH 8.0-0.2 M (ver preparacidén en el Anexo
F), a las que se les adicionaron 20+0.5 ml del buffer
correspondiente (Tabla 2).

Los tejidos vy las soluciones buffer fueron mezclados en un
homogenizador de alimentos (Stomacher® 400 Circulator Seward)
durante sesenta (60) segundos a 592 r.p.m. Los extractos obtenidos
se dejaron reposar por cuarenta y cinco (45) minutos y luego se
transfirieron a tubos, los cuales fueron centrifugados durante 10
minutos a 5°C y 4000 r.p.m.

Montaje

Las placas se rotularon de acuerdo al cébdigo de la muestra vy
teniendo en cuenta los extractos que se analizarian.

Cuidadosamente se ubicaron seis cilindros (cilindros pléasticos de 8
mm de didmetro interno, 9 mm de didmetro externo y 10 mm de altura)
en cada placa, identificando el inicial mediante una linea demarcada
al reverso y al lado de cada caja.

Tres cilindros alternados se llenaron con la diluciédn
correspondiente a la concentracidén media del estadndar antibidtico de
referencia, establecida en la curva de calibracidén. Posteriormente
se llenaron los cilindros restantes con 200%f4 pl del extracto de la
muestra de prueba correspondiente. Los pozos fueron llenados en el
sentido de las agujas del reloj, una placa entera fue usada para
cada muestra.

Las placas 1 a la 6 se incubaron a 29+1°C por 16 a 18 h y la placa 7
a 37+1°C por 16-18 horas. Después de la incubacién de las placas y
la remocidén de los cilindros, las cajas se organizaron de acuerdo a
una secuencia numérica. La zona de lectura fue alineada a “0” y se
empezd a leer el resultado a la décima més prdxima de cada zona de
inhibicidén desde el primer pozo en el sentido de las manecillas del
reloj, empleando para tal efecto un calibrador. Los resultados se
registraron en un formato establecido para ese fin.
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Interpretacion de resultados

La concentracién del estindar antibidético de referencia o un residuo
antimicrobiano detectable en wuna muestra, producirian zonas de
inhibicidén en una o mads de las placas de Petri. Tras la incubaciédn,
una zona de inhibicién >9 mm indicaria un resultado positivo,
considerando que corresponde a la medida del diédmetro externo de los
cilindros en los que se depositaron las diluciones antimicrobianas y
los extractos de los tejidos.

Ciertos residuos antimicrobianos pueden ser identificados de acuerdo
a sus ©patrones caracteristicos de inhibicién o perfiles de
susceptibilidad. La Tabla 8 menciona las pautas para la
interpretacién de resultados. La presencia y/o ausencia de zonas de
inhibicidén en cada una de las siete placas y los tamafios relativos
de los halos son usados en la interpretacidén de resultados.

Tabla 8. Pautas para la identificacion presuntiva de residuos antimicrobianos

Placa
1 2 3 4 5 6 7

Antimicrobiano BC KR KR+penici- BS KR KRER SE

BE pH BF pH linasa BF pH BF pH BF pH BEF pH

4.5 6.0 BF pH 6.0 8.0 8.0 8.0 8.0

Zonas de inhibicién

Tetraciclina X
Penicilina X No*
Estreptomicina X
Eritromicina X No*
Aminoglucdsidos X X

*Placas 3 y 6 son consideradas confirmatorias

2.2.2 Pruebas microbioldgicas adicionales al bioensayo en placas con
muestras de musculo diafragmatico de bovinos faenados

La técnica microbioldgica del bioensayo en placas tiene la capacidad
de detectar residuos antimicrobianos, vy ademds permite orientar
sobre el tipo 'y concentracién de los residuos encontrados
preliminarmente por otras pruebas como el hisopo y Premi® Test. En
este sentido, las muestras de miGsculo diafragmdtico de los bovinos
faenados en la planta de sacrificio, fueron analizadas mediante el
biocensayo, vy adicionalmente con los métodos microbioldégicos del
hisopo y la prueba comercial Premi® Test.



Prueba del hisopo

El método del hisopo descrito en la Norma Oficial Mexicana NOM-032-
Z00-1996, es una prueba tamiz orientada a determinar preliminarmente
la presencia de residuos de antimicrobianos, en la cual un hisopado
procedente del misculo a evaluar es ubicado sobre una caja de agar
adicionada previamente con una concentraciédn conocida de esporas de
Bacillus subtilis y llevada a incubar a 35+1°C. La presencia de
zonas de inhibicién es la evidencia presuntiva de que el tejido
puede contener residuos antimicrobianos (81).

Cepa de prueba

La prueba se realizd con esporas de la cepa Bacillus subtilis
ATCC 6633. Luego de la confirmacién del microorganismo mediante
pruebas bioquimicas convencionales, la cepa madre fue mantenida
en congelacidén. Para su uso fue descongelada y sembrada en agar
CASO y se incubdé durante 18 a 24 horas a 35+1°C.

Preparacion de la suspension de esporas de Bacillus subtilis ATCC 6633

El microorganismo esporoformador fue activado y las esporas
obtenidas en el agar esporulante fueron cosechadas y lavadas
(Anexos B y C).

Las esporas fueron cuantificadas por recuento en superficie en
agar Plate count. Una vez determinado el numero de esporas/ml,
la suspensién fue almacenada en refrigeracidén y rotulada
indicando la concentracién, fecha de produccidén y de caducidad.
Para su uso la suspensién fue utilizada a una concentracidn
final de 1x10° esporas por ml de agar (Anexo D).

Preparacion de las placas

Para la prueba se utilizé Agar Antibidético No. 5 en placas de
Petri de 25x100 mm, dispensando 30 ml de agar, dejando
solidificar y luego dispensando 4 ml de agar con una
concentracién final de esporas de BS de 1x10° esporas por ml de
medio de cultivo.

Preparacion de las muestras

Para la obtencidén de los hisopados de las muestras de musculo
diafragmdtico se realizaron dos incisiones con bisturi en cada
uno de los tejidos, y se introdujeron hisopos de algoddén hasta
que se impregnaran con las muestras a analizar (Figura 5),
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moviéndolos de forma giratoria en el tejido. Los hisopos se
mantuvieron en el tejido wuna hora, removiéndolos cada 15
minutos para facilitar la impregnacidén con el liquido tisular.

Figura 5. Hisopados de musculo diafragméatico

Las muestras fueron procesadas por duplicado y se utilizaron
controles negativos de tejido de animales no tratados con
antibidéticos. Se usaron controles positivos de tejido
fortificado y de tejido dosificado, asi mismo se incluyd un
sensidisco de 5 pg de estreptomicina como control positivo.

Montaje

Los hisopados del tejido a evaluar fueron colocados en la
superficie de una caja de agar adicionada con las esporas segun
fue descrito (Figura 6). Las placas fueron incubadas a 35t1°C
durante 24 horas.

Figura 6. Montaje de hisopados de muestras

Interpretacion de resultados
Las muestras consideradas positivas fueron aquellas donde se

presentd un halo de inhibicidén alrededor del hisopo o negativas
si no se observaba inhibicién del crecimiento de la bacteria.

Prueba comercial

Paralelamente se utilizdé Premi® Test (R-Biopharm AG) gue es una
prueba comercial que consiste en un vial que contiene un medio de



cultivo con esporas de Geobacillus stearothermophilus (antes
Bacillus stearothermophilus), una bacteria sensible a beta-
lactémicos, tetraciclinas, macrélidos y sulfonamidas. La prueba se
basa en el principio de difusidén en agar y es visualizada por el
cambio de color del indicador de pH (purpura de bromocresol), debido
a la actividad metabdlica del microorganismo de prueba. Al
calentarlo a 64°C, las esporas germinan; si no se encuentran
sustancias antimicrobianas, las esporas se multiplican produciendo
4dcido carbdénico, y el indicador vira de violeta a amarillo. Si el
crecimiento de la bacteria es inhibido por la presencia de residuos
antimicrobianos el agar del tubo continta siendo violeta (82).

Preparacion de las muestras

Las muestras de diafragma bovino fueron descongeladas y se
procedidé a tomar aproximadamente dos centimetros cubicos de
misculo magro y se introdujo en una prensa de ajos para extraer
alrededor de 250 pl de fluido de musculo.

Montaje

Premi® Test se wusdé de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. En resumen, 100 pl del fluido cérnico a evaluar
fueron adicionados cuidadosamente en la superficie de cada
ampolla dejandola reposar durante 20 minutos a temperatura
ambiente para permitir la pre-difusién (Figura 7). Luego se
eliminé el exceso de fluido por lavado doble con agua destilada
que fue descartada. Las ampollas fueron cubiertas con la lamina
y llevadas a bafio seroldgico a 64°C durante tres horas, periodo
durante el cual el control negativo virdé a amarillo.

Figura 7. Viales de Premi® Test inoculados con fluido cérnico

Interpretacion de resultados

Se evalué el color del agar luego de la incubacidén del
organismo de prueba. El viraje de violeta a amarillo, indicaba
qgue la muestra no contenia sustancias antimicrobianas.

Si la esporulacidédn de la bacteria era inhibida por la presencia
de residuos antimicrobianos en las muestras de tejido muscular,



62

el color del indicador del tubo permanecia violeta, sugiriendo
un resultado positivo.

2.3 Calculo de la concentraciéon de residuos antimicrobianos en
tejidos dosificados

En las muestras incurridas de tejidos de un bovino dosificado, en
las que se detectaron e identificaron residuos de los
antimicrobianos, se realizdé la semi-cuantificacidén de los mismos
mediante la linea de regresidén lineal de la curva de calibracién de
las diluciones antibidticas.

2.3.1 Tejido dosificado

A un ternero Holstein macho de 35 kg de peso, se le administrd un
medicamento veterinario registrado ante el ICA, a una dosis préactica
de 1 ml por cada 15 kg de peso por via intramuscular profunda
(15.000 UI de penicilinas por kg de peso del animal y 20 mg de
estreptomicina por kg de peso vivo). Cada mililitro de la suspensidn
contenia 160.000 UI de penicilina G procainica, 80.000 UI de
penicilina G potésica y 0.32 g de estreptomicina. El1 tiempo de
retiro reportado y aprobado es de 30 dias. Se usé material
desechable para aplicar el producto cada 12 horas, alternando 1los
puntos de inyeccidén entre el glateo profundo derecho y el izquierdo,
hasta completar ocho inyecciones consecutivas.

Ocho horas después de la UGltima administracién del producto
antibiético, el ternero fue sacrificado y se tomaron muestras de los
puntos de inyeccidén (gluteo profundo izquierdo y derecho), asi como
de otros misculos de los miembros posteriores (semitendinoso vy
semimembranoso), musculos de los miembros anteriores (redondo mayor,
subescapular y triceps), dorsal largo, musculo diafragmatico, higado
y rifiones. De manera inmediata, los tejidos se almacenaron
individualmente en Dbolsas pléasticas estériles rotuladas, se
refrigeraron y transportaron al laboratorio, en donde se congelaron
a -20°C. Al dia siguiente, todos los tejidos obtenidos fueron
analizados de acuerdo a las pruebas o ensayos cuyas caracteristicas
estéan especificadas en la Tabla 9.



Tabla 9. Especificaciones de los ensayos microbiolégicos con tejido dosificado

PRUEBA BIOENSAYO LIQUIDOS TISULARES DE
BIOENSAYO EXTRACTOS DESCONGELACION (LTD)
7 T2 HISOPO

. Deteccién Deteccidn PARTE A PARTE B

CARACTERISTICA Betalactamicos | Aminoglucédsidos Bl B2
Extraccidédn en Extraccidédn en
Muestra buffer fosfato buffer fosfato LTD LTD LTD Descongelada
Cantidad
nuestra 200 pl / 40 pl 200 pl / 40 pl 120 pl 200 pl 200 pl Hisopado
Filtracion Si / No Si / No No No No No
muestra
AgaF s No. 4 No. 5 No. 5 No. 4 No. 5 No. 5
antibidtico
Volumen agar 8-8,5 8-8,5 30 8-8,5 8-8,5 30
(ml) por caja
Penicilinasa No Si No No Si No
Organismo r;?222221a Bacillus Bacillus r532222i1a iigiiéji Bacillus
93412 subtilis 6633 subtilis 6633 93414 6633 subtilis 6633
. 4 4 4
;o?centraCLOn 8x10°cél.veg/ml 110 1x10 8x10°cél.veg/ml 1x10 1x10? esporas/ml
indculo esporas/ml esporas/ml esporas/ml
Instrumento CIllndrPS / Clllndrgs / Perforaciones Cilindros Cilindros Hisopo
Perforaciones Perforaciones agar
agar agar 9

. ° 29+1°C o o o o
Incubacidn 29+1°C 16-18 horas 35+1°C 29+1°C 29+1°C 35+1°C
(°C) 16-18 horas 24 horas 16-18 horas 16-18 horas 24 horas




2.3.2 Bioensayo para deteccion de penicilina y estreptomicina en
extractos

El bicensayo para la deteccién de residuos de penicilina y de
estreptomicina se realizdé a los extractos de las muestras
homogenizadas de higado (5,037 g y 5,009 g), rifiones (5,099 g vy
5,060 qg), glateo profundo derecho (5,011 g vy 5,014 q) y
semitendinoso izgquierdo (5,018 g y 5,098 g).

Para la determinacién de residuos de cada uno de los
antimicrobianos, se usaron ocho placas de Petri con 8-8,5 ml de
medio de cultivo, en las que se dispusieron tres cilindros en los
que se adicionaron 200 pl de los extractos y se hicieron tres
perforaciones para depositar 40 pl de los extractos. En cuatro
placas se afladieron extractos filtrados de los tejidos y en las
otras cuatro cajas, extractos sin filtrar.

Para la preparacidén de las placas que se emplearon para la detecciédn
de residuos de penicilina, se usdé agar antibidético No. 4 inoculado
con Kocuria rhizophila ATCC 934la (8x10° células vegetativas/ml).
Los tejidos fueron extraidos en 20 ml de buffer fosfato 0,1 M pH 6.0
y centrifugados para su uso.

Las ocho placas para la deteccidén de estreptomicina, se sirvieron
con agar antibidético No. 5 inoculado <con esporas de Bacillus
subtilis ATCC 6633 (1x10* esporas/ml), luego de la incubacidén en
bafio seroldégico a 48%2°C por 75 minutos. Posteriormente se adicioné
penicilinasa al medio a razbén de 1Iml/100 ml de agar. Los tejidos
fueron extraidos en 20 ml de Dbuffer fosfato 0,1 M pH 8.0 vy
centrifugados para su uso.

Los halos de inhibicién se midieron luego de la incubacidén de todas
las placas a 29+1°C por 16 a 18 horas.

2.3.3 Pruebas microbioldgicas adicionales al bioensayo en placas con
muestras de tejido dosificado bovino

Algunas de las muestras de tejido dosificado del ternero fueron
procesadas mediante el bioensayo. Adicionalmente varias matrices se
analizaron con el método microbioldgico del hisopo, y se realizaron
pruebas con liquidos tisulares de descongelacidédn bajo idénticas
condiciones del bioensayo en placas, exceptuando la extraccién de
las muestras.



Bioensayos con liquidos tisulares de descongelacion

Se consideran liquidos tisulares de descongelacidén LTD, aquellos que
resultan del proceso espontaneo de descongelacidédn de las matrices de
prueba. Los LTD del higado y de los musculos gluteo profundo
izquierdo vy derecho, semitendinoso izgquierdo vy derecho, redondo
mayor, semimembranoso izquierdo y derecho, dorsal largo,
subescapular, triceps y diafragma, se utilizaron en los dos ensayos
que se describen:

Parte A. La primera prueba usdé dos placas de Petri. A cada una se
adicioné 30 ml de agar antibidético No. 5 inoculado previamente con
Bacillus subtilis ATCC 6633 (1x104esporas/ml). Una vez solidificado,
se hicieron seis perforaciones al agar de cada caja, dispensando 120
pl de liquido de cada uno de los doce tejidos a probar (Figura 8).
Se tomaron las medidas de las zonas de inhibicidén luego de la
incubacidén de las placas durante 24 horas a 35%1°C.

Figura 8. Prueba con liquidos tisulares de descongelacidén (Parte A)

Parte B. En sels placas de Petri se vertieron 8 ml de agar
antibiético No. 4. El1 agar se 1inoculd previamente con Kocuria
rhizophila ATCC 9341la (8x105 células vegetativas/ml).

Seis cajas de Petri adicionales fueron servidas con 8 ml de agar
antibiético No. 5. El medio fue inoculado con esporas de Bacillus
subtilis ATCC 6633 (1x104 esporas/ml), luego de la incubacidén en
bafio seroldégico a 48%2°C por 75 minutos. Posteriormente se adicioné
penicilinasa al medio, a razdén de 1ml/100 ml de agar.

Se ubicaron seis cilindros en cada una de las placas y se sirvieron
200 pl de los liquidos de descongelacidén correspondientes a los doce
tejidos. El liquido de cada tejido se depositdé al interior de tres
cilindros. Los halos de inhibicién se midieron luego de que las
cajas se incubaron durante 16 a 18 horas a 29+1°C.

Prueba del hisopo

Se realizé6 la prueba del hisopo a los tejidos descongelados a
temperatura ambiente. A las muestras de rifiones, higado, diafragma,
gliteo profundo izquierdo (punto de inyeccidn), glateo profundo
derecho (punto de inyeccidén) vy semitendinoso izquierdo, se les
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hicieron incisiones con cuchillas individuales y estériles, en las
que se introdujeron hisopos por duplicado en <cada uno de los
tejidos, que posteriormente se ubicaron en placas de Petri con 30 ml
de agar antibidético No. 5 inoculado previamente con Bacillus
subtilis ATCC 6633 (1x10* esporas/ml) (Figura 9). Los controles
positivos  fueron soluciones antimicrobianas preparadas en el
laboratorio. Las placas se incubaron a 35+1°C durante 24 horas.

Figura 9. Prueba del hisopo a tejidos dosificados



3. Resultados

3.1 Adecuacion del bioensayo en placas de agar

De acuerdo a los lineamientos establecidos en la guia del Servicio
de Inspeccién de Inocuidad de Alimentos -FSIS por su sigla en
inglés- de Estados Unidos, se adecud el biocensayo de siete placas
para la deteccidn, identificacién y semi-cuantificacidén de residuos
antimicrobianos en miGsculo bovino. La pureza e identidad de 1los
organismos fueron confirmadas, asi como la viabilidad vy la
susceptibilidad de las cepas a los antimicrobianos. Los
procedimientos relacionados con la preparacién y montaje de las
placas también fueron estandarizados. De otra parte, los controles
con los sensidiscos y con tejidos blancos vy fortificados se
comportaron segun lo esperado para la prueba.

En consideracién a la importancia del Dbiocensayo como prueba
preliminar de screening para la detecciédn y segundo nivel de
tamizaje de residuos antimicrobianos, y de su valor para el sistema
de gestién de inocuidad en el marco de aplicaciédn de Medidas
Sanitarias y Fitosanitarias, de manera adicional a la adecuacién de
la técnica del bioensayo del FSIS, se realizd la estandarizacidén del
método % se evaluaron preliminarmente los criterios de
funcionamiento del bioensayo multiplacas, con el fin de contar con
una herramienta analitica confiable para apoyar la aplicacién de un
“Programa de control de residuos de medicamentos veterinarios” vy
mejorar las condiciones sanitarias requeridas por el pails para su
adecuacidén a las reglas del comercio internacional de alimentos de
origen animal.

3.1.1 Curvas de calibracion

Los ejemplos de las curvas de calibracidédn realizadas con diluciones
de cada uno de los estandares antimicrobianos, pueden observarse en
las tablas 10 a 14. Las diluciones designadas como concentraciones
medias, correspondieron a: 0,4 ppm de eritromicina, 0,2 ppm de
oxitetraciclina, 0,05 ppm de penicilina G potéasica, 1,2 ppm de
estreptomicina y 1,0 ppm de neomicina. Se presentan también las
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graficas correspondientes a la regresidén lineal de cada una de las
curvas de calibracidén (Figuras 10 a 14). Los diametros corregidos de
las zonas de inhibicién se encuentran en el eje x y los logaritmos
naturales de las concentraciones antibidéticas en el eje y.

Tabla 10. Curva de calibracion con soluciones de eritromicina

Concentracion | 0,4 0,2 0,4 0,8 0,4 1,6 0,4
(ppm)

20,50 | 25,60 | 23,10 | 25,00 | 28,40 | 25,10 | 30,90 | 23,80

éiAégm; 20,00 | 21,00 | 21.90 | 24,70 | 28,70 | 26,30 | 30,00 | 23,80
19,90 | 26,30 | 22,00 | 23,20 | 26,90 | 25,00 | 30,10 | 23,50
18,80 | 26,35 | 23,00 | 24,00 | 27,40 | 24,60 | 31,00 | 23,90

éiAégmiI 21,50 | 25,70 | 24,00 | 23,50 | 28,20 | 24,70 | 31,20 | 24,10
21,00 | 24,80 | 23,90 | 24,00 | 27,90 | 24,60 | 30,50 | 23,90
21,00 | 25,70 | 22,80 | 25,40 | 27,00 | 24,70 | 29,00 | 23,90

iiAégmiII 22,10 | 24,90 | 22,00 | 25,30 | 27,50 | 23,60 | 29,80 | 24,10
21,30 | 23,60 | 22,30 | 26,20 | 27,90 | 23,60 | 30,10 | 24,50

Promedio 20,68 24,88 22,89 24,59 27,77 24,69 30,29 23,94

Promedio RE

(36 pozos) 24,33

Factor de -0, 36 -0, 06 ~0,16 0,58

correcci1on

Promedio 20, 32 22,83 27, 60 30, 87

corregido

Figura 10. Regresién lineal curva de calibracién de eritromicina
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Tabla 11. Curva de calibracion con soluciones de oxitetraciclina

Concentracion | o 455 | g 2 0,1 0,2 0,4 0,2 0,8 0,2
(ppm)

20,50 | 24,60 | 22,00 | 24,00 | 30,00 | 23,80 | 33,30 | 23,50

éiAégm; 21,00 | 24,90 | 22,60 | 24,00 | 30,00 | 23,80 | 34,00 | 23,50
21,90 | 24,00 | 22,20 | 24,20 | 31,00 | 24,00 | 34,50 | 24,00
18,50 | 23,60 | 22,05 | 25,00 | 29,60 | 25,00 | 36,00 | 24,60

éiAégm;I 18,00 | 24,60 | 22,00 | 25,30 | 29,90 | 24,70 | 35,10 | 24,70
18,70 | 24,00 | 20,80 | 25,90 | 30,50 | 24,60 | 35,00 | 24,30
17,80 | 24,80 | 21,00 | 25,30 | 29,00 | 24,00 | 35,30 | 25,70

iiAégmiII 18,20 | 25,00 | 19,80 | 26,10 | 28,90 | 25,00 | 35,00 | 25,70
18,30 | 25,20 | 19,20 | 25,00 | 29,20 | 24,00 | 34,80 | 25,30

Promedio 19,21 | 24,52 | 21,29 | 24,98 | 29,79 | 24,32 | 34,78 | 24,59

Promedio RE

(36 pozos) 24,60

Factor de 0,08 -0,38 0,28 0,01

correccion

Promedio 19,29 20,92 30,07 34,79

corregido

Figura 11. Regresién lineal curva de calibracién de oxitetraciclina
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Tabla 12. Curva de calibracion con soluciones de penicilina G potasica

Concentracién 0,0125 0,05 0,025 0,05 0,1 0,05 0,2 0,05
(ppm)

2T (mm) 21,50 32,40 28,60 32,00 39,00 34,60 41,60 33,90

PLATO T 22,90 33,60 29,10 33,80 39,00 34,70 41,60 33,90
21,70 35,00 29,70 33,50 39,50 34,00 42,00 34,00

2T (mm) 22,40 35,60 28,80 34,20 39,40 32,00 42,20 35,00

PLATO TIT 23,00 36,00 28,80 34,20 37,30 33,30 42,00 36,00
24,00 36,50 27,00 33,60 37,90 34,00 42,00 34,20

2T (mm) 22,70 33,00 28,70 34,00 37,80 35,00 43,00 33,60

PLATO ITI 21,90 33,50 27,30 34,70 39,80 34,60 44,40 34,00
23,80 34,00 27,00 34,00 40,00 34,60 43,00 34,00

Promedio 22,66 34,40 28,33 33,78 38,86 34,009 42,42 34,29

Promedio RE

(36 pozos) 34,14

Factor Qg _0,26 0,36 0,05 015

correccidn

Promed}o 22,39 28, 69 58, 01 1227

corregido

Figura 12. Regresidén lineal curva de calibracién de penicilina G potésica
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Tabla 13. Curva de calibracion con soluciones de estreptomicina

Concentracion | , o 1,2 0,6 1,2 2,4 1,2 4,8 1,2
(ppm)
21 22,90 | 28,10 | 24,30 | 27,30 | 31,40 | 27,00 | 34,20 | 28,20
PLAégmi 22,00 | 28,10 | 24,60 | 27,80 | 30,00 | 28,30 | 34,20 | 28,50
22,00 | 28,00 | 24,90 | 27,90 | 31,10 | 29,00 | 34,50 | 27,50
21 20,351 28,00 | 24,60 | 27,90 | 31,00 | 27,00 | 36,00 | 28,45
PLAT(gm)H 22,40 | 27,60 | 24,20 | 27,40 | 31,70 | 27,20 | 35,80 | 28, 45
23,00 | 27,90 | 24,90 | 27,40 | 31,060 | 28,40 | 34,00 | 29,20
2T (mm) 22,40 | 28,20 | 22,80 | 27,60 | 31,70 | 27,30 | 37,80 | 28,45
mm
PLATO ITT 22,70 | 28,20 | 23,70 | 28,00 | 32,00 | 28,80 | 35,60 | 28,45
22,70 | 28,30 | 24,00 | 28,00 | 32,30 | 29,50 | 34,90 | 29,00
Promedio 22,27 | 28,04 | 24,22 | 27,70 | 31,42 | 28,006 | 35,22 | 28,47
Promedio RE
(36 pozos) 28,07
Factor de 0,02 0,37 0,01 -0, 40
correcclion
Promedio 22,29 24,59 31,43 34,82
corregido
Figura 13. Regresidén lineal curva de calibracidén de estreptomicina
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Tabla 14. Curva de calibraciéon con soluciones de neomicina

72

C°“°j;;;’;‘°1°“ 0,25 | 1,0 0,5 1,0 2,0 1,0 4,0 1,0
2T () 12,50 | 17,10 | 14,45 | 16,95 | 18,65 | 16,80 | 21,00 | 16,95
PLATng 12,75 | 17,40 | 15,00 | 17,40 | 19,00 | 17,15 | 20,90 | 17,20

12,30 | 17,50 | 14,25 | 17,20 | 20,40 | 17,35 | 20,20 | 17, 60

27 (mm) 13,10 | 17,95 | 15,05 | 17,60 | 18,65 | 17,40 | 21,40 | 17,50

PLATngI 12,50 | 17,05 | 14,05 | 16,80 | 19,75 | 16,90 | 20,95 | 17,10

13,20 | 17,20 | 13,75 | 17,00 | 18,85 | 17,15 | 21,00 | 17, 40
2T (o) 12,15 | 17,40 | 14,70 | 17,30 | 18,95 | 17,25 | 21,00 | 17,50
PLATngII 11,85 | 17,55 | 14,35 | 17,65 | 19,70 | 17,45 | 21,25 | 18,40
13,00 | 18,15 | 14,90 | 17,75 | 19,50 | 17,45 | 20,90 | 18,10

Promedio 12,59 | 17,48 | 14,50 | 17,29 | 19,27 | 17,21 | 20,96 | 17,53

Promedio RE

(36 pozos) 17,38

Factor de ~0,10 0,08 0,17 -0,15

correcci1on

Promedio 12,49 14,58 19,44 20,81

corregido

Figura 14. Regresién lineal curva de calibracién de neomicina
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3.1.2 Criterios de funcionamiento del bioensayo

Los criterios de funcionamiento establecidos para el bioensayo en
fortificado

placas de

niveles de

agar

con
antibidéticos

fueron la sensibilidad,
Adicionalmente se evaluaron la estabilidad y la recuperacidn.

tejido de
y comparados

control

con tejido no
la especificidad y la exactitud relativas.

diferentes

fortificado,




Determinacion de la sensibilidad, especificidad y exactitud relativas

Los resultados de la sensibilidad del Dbiocensayo con diferentes
concentraciones de diluciones antimicrobianas se muestran en la
Tabla 15. Los LDD correspondieron a la concentracidén antibidbtica més
baja que dio como <resultado positivo para cada una de las
repeticiones.

Tabla 15. Sensibilidad y LDD de los antimicrobianos en masculo bovino

PENICILINA G
P OXITETRACICLINA | ESTREPTOMICINA ERITROMICINA
POTASICA
Conce;;;:lac:.on R Caj as
a b c a b | c | a | b | c | a | b | C
Didmetros zonas de inhibicidén (mm)
1 N N N N N N N N N N N N
Nivel matriz 2 N N N N N N N N N N N N
s 3 N N N N N N N N N N N N
fortificacién
4 N N N N N N N N N N N N
0 ppm 5 N N N N N N N N N N N N
6 N N N N N N N N N N N N
Nivel 1 N N N 11,60 11,60 11,80 N N N 10,55 | 10,55 | 9,15
fortlficaClon 2 N N N 11,60 | 9,60 | 9,20 N N N 10,60 | 11,40 | 9,55
3 N N N N N N N N N 9,05 N N
P: 0,025 4 N N N N N N N N N 10,50 | 9,65 | 10,25
0: 0,05 5 N N N N N N N N N 12,45 | 11,60 | 13,00
ES: 0,45
ER: 0,1 6 N N N N N N N N N N 9,05 N
Nivel 1 10,00 11,00 11,60 11,40 11,40 11,80 N N N 13,80 | 17,10 | 14,05
fortlf;cac1on 2 | 10,90 | 10,90 10, 90 N N N N N N 15,25 | 16,60 | 14,75
3 11,50 11,50 10,80 | 12,70 | 12,40 | 11,70 N N N 14,90 | 14,90 | 12,20
P: 0,05%* 4 10,90 10,70 9,35 10,80 | 10,80 | 11,70 N N N 15,70 | 14,60 | 15,15
0: 0616 5 [ 10,75 | 9,30 | 10,55 | 12,00 | 12,00 | 11,70 | n N N 14,00 | 13,20 | 13,35
ES: ’
ER: 0,2% 6 | 11,60 | 11,60 | 10,50 | 11,70 | 10,30 | 10,70 N N N 13,50 | 12,40 | 14,65
Nivel 1| 17,40 | 17,40 | 17,60 | 13,00 | 14,40 | 13,10 N N N 15,45 | 16,00 | 18,00
fortlfécaClon 2 | 18,15 | 18,80 | 14,70 | 13,70 | 13,70 | 12,90 N N N 19,00 | 17,80 | 16,00
3| 15,40 | 14,70 | 14,70 | 12,90 | 14,00 | 13,00 N N N 16,25 | 17,70 | 16,60
P: 0,1 4 13,40 13,50 14,70 13,00 12,00 15,00 N N N 15,35 | 17,20 | 16,60
. *
O: 0122 5| 13,00 | 12,45 | 13,60 | 12,50 | 13,50 | 13,10 N N N 16,00 | 16,60 | 16,00
ES: ’
ER: 0,4 6 | 16,80 | 16,80 | 16,00 | 11,90 | 14,10 | 14,70 N N N 16,50 | 17,80 | 17,00
Nivel 1 20,40 20, 40 21,00 16,40 16,40 16,40 | 19,00 | 19,00 | 19,30 | 18,70 | 19,20 | 19,00
fOI:tJ'fZ(:aCJ“Dn 2 19,85 20,45 20,40 15,80 15,80 16,60 | 19,00 | 19,20 | 18,50 | 20,80 | 19,40 | 19,70
3 20,40 20,85 19,60 14,40 16,80 17,90 | 22,40 | 22,00 | 21,80 | 21,60 | 19,80 | 20,70
P: 0,2 4 19,00 19,30 19,30 17,30 16,40 16,40 | 18,20 | 18,40 | 19,40 | 18,55 | 20,00 | 19,20
0: 0,4 5 20,20 20,75 21,30 16,00 16,10 16,20 | 20,65 | 20,00 | 20,10 | 20,70 | 21,70 | 19,00
ES: 2,4%*
ER: 0,8 6 19,70 22,30 20,20 17,50 17,50 18,50 | 20,35 | 19,00 | 19,20 | 19,15 | 22,00 | 18,85
. 14
Nivel 1 27,00 27,00 26,20 24,00 24,10 24,00 22,45 | 22,00 | 23,20 | 21,60 | 21,60 | 21,60
fo}ft]'fé<:aCJJ°n 2 | 27,20 | 25,00 | 25,00 | 23,60 | 22,00 | 24,90 | 23,00 | 23,00 | 22,50 | 21,85 | 21,25 | 21,90
3 25,05 25,05 26,20 23,30 22,70 23,00 | 23,70 | 22,00 | 22,00 | 25,80 | 23,50 | 22,65
P: 0,4 4 25,50 24,50 28,00 22,80 23,00 23,00 | 23,00 | 28,80 | 23,70 | 21,20 | 21,20 | 21,85
0: 0,8 5 28,00 26,55 25,55 22,70 22,70 23,00 | 22,70 | 23,00 | 22,00 | 24,25 | 24,20 | 23,30
ES: 4,8
Cq 26,40 25,65 26,60 22,40 25,00 23,00 | 22,65 | 23,00 | 23,00 | 23,90 | 23,40 | 23,90
ER: 1,6

* LDD con 100% de resultados positivos (Zona de inhibicidén > 9 mm).

R:

Repeticiédn N: Negativo (Zona de inhibicién < 9 mm) P: Penicilina O:

Oxitetraciclina ES: Estreptomicina ER: Eritromicina
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Las porciones de musculo fortificadas con 0,05 ppm de penicilina G
potésica, produjeron zonas de inhibicidén cuya medida promedio fue de
10,79 mm con una desviacidén estdndar o de 0,69. Para el caso de
oxitetraciclina, el promedio de los halos de inhibicidén generados a
la concentracién de 0,2 ppm fue de 13,36 mm con una o de 0,85. Las
matrices adicionadas con 2,4 ppm de estreptomicina formaron zonas de
inhibicidén con una medida promedio de 20,30 mm y con una o de 2,30.
Finalmente, el promedio de los halos de inhibicidén producidos por
las porciones de muUsculo fortificadas con 0,2 ppm de eritromicina,
fue de 14,45 mm y la o 1,29

Se evaluaron extractos obtenidos de 24 muestras de musculo bovino
procedente de animales no tratados previamente con ningln
antimicrobiano. El1 andlisis de estos tejidos con el bioensayo en las
cuatro placas, no mostré resultados falsos positivos.

Para cada wuna de las concentraciones antibidéticas o niveles de

fortificaciédn, se calcularon tres parametros diferentes: la
sensibilidad relativa SR=VP/(VP+FN)*100; la especificidad relativa
ER=VN/ (VN+FP) *100 y la exactitud relativa ExR = (VP+VN)/n*100. Los

resultados se presentan en las Tablas 16 a 19.

Tabla 16. Parametros del bioensayo en musculo bovino fortificado con Penicilina G potésica

Concentraciédn VP FN FP VN SR ER ExR
Ppm % % %
0,025 0 6 0 6 0 100 50
0,05 6 0 0 6 100 100 100
0,1 6 0 0 6 100 100 100
0,2 6 0 0 6 100 100 100
0,4 6 0 0 6 100 100 100
Donde:

VP = Verdaderos Positivos
FN = Falsos Negativos

FP = Falsos Positivos
VN = Verdaderos Negativos
SR = Sensibilidad Relativa

ER = Especificidad Relativa
ExR = Exactitud Relativa

Tabla 17. Parametros del bioensayo en musculo bovino fortificado con Oxitetraciclina

Concentracién VP FN FP VN SR ER ExR
Ppm % % %
0,05 2 4 0 6 33,33 100 66,66
0,1 5 1 0 6 83,33 100 91,66
0,2 6 0 0 6 100 100 100
0,4 6 0 0 6 100 100 100
0,8 6 0 0 6 100 100 100




Tabla 18. Parametros del bioensayo en musculo bovino fortificado con Estreptomicina

Concentraciédn VP FN FP VN SR ER ExR
Ppm % % %
0,45 0 6 0 6 0 100 50
0,6 0 6 0 6 0 100 50
1,2 0 6 0 6 0 100 50
2,4 6 0 0 6 100 100 100
4,8 6 0 0 6 100 100 100

Tabla 19. Parametros del bioensayo en musculo bovino fortificado con Eritromicina

Concentraciédén VP FN FP VN SR ER ExR
Ppm % % %
0,1 4 2 0 6 66,606 100 83,33
0,2 6 0 0 6 100 100 100
0,4 6 0 0 6 100 100 100
0,8 6 0 0 6 100 100 100
1,6 6 0 0 6 100 100 100

La Figura 15 muestra la relacién entre los LDD encontrados en el
presente estudio para los cuatro antimicrobianos y sus respectivos
LMRs en muUsculo. Se determindé que el bioensayo detectd penicilina G
potédsica, oxitetraciclina y eritromicina al nivel de 1los LMR en
misculo bovino, establecidos por el Codex Alimentarius y Colombia
para los dos primeros compuestos y por la Agencia Europea del
Medicamento EMA para el caso de eritromicina, antibidético para el
cual el Codex Alimentarius y Colombia no han definido LMRs en la
especie bovina. Sin embargo, la sensibilidad frente a estreptomicina
(aminoglucésidos) se evidencid en un nivel correspondiente a cuatro
veces el LMR fijado por el Codex Alimentarius y Colombia.

Figura 15. Comparacién de los LMRs y los LDD de los antimicrobianos evaluados en el
bioensayo
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Anadlisis de la estabilidad

Las soluciones de antimicrobianos preparadas a los LDD establecidos,
con las que se fortificaron cuatro porciones de 50,2 g de tejido
blanco por sustancia antibidética, luego de realizarles el bioensayo
a dos muestras el mismo dia de la fortificacidén (dia 0) y a los 30
dias de —congelacién a -70°C, produjeron =zonas de 1inhibicién
superiores a 9 mm para todos los extractos de los tejidos.

A los diédmetros de las zonas de inhibicidén generadas el dia cero y
el dia treinta por las concentraciones correspondientes al LDD de
cada uno de los antibidéticos en musculo bovino, se les realizdé 1la
“Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas desiguales”, con el
propbdésito de investigar si habian diferencias estadisticamente
significativas en el tamafio de los halos, debidas al almacenamiento
de las muestras durante un mes a la temperatura de -70°C. Los
resultados pueden observarse en la Tabla 20.

Tabla 20. Estabilidad de los antimicrobianos en musculo bovino fortificado al LDD

Muestra 1 Muestra 2

Antibiético Dia 0 | Dia 30 Dia 0 | Dia 30

Zonas de inhibicidén (mm)

Penicilina
G potasica 11,60 | 11,60 | 10,50 | 10,90 | 11,00 | 10,70 | 11,50 | 11,50 | 10,80 | 10,70 9,35 10,65
0,05 ppm

Promedio 11,23 10,87 11,27 10,23

Varianza 0,403 0,023 0,163 0,586

Estadistico t 0,972 2,068

Valor critico
de t (dos 4,303 3,182
colas)

Oxitetrac.

11,90 | 14,10 | 14,70 | 11,70 | 12,50 | 13,00 | 12,90 | 14,00 | 13,00 | 12,00 | 13,10 | 12,50
0,2 ppm

Promedio 13,57 12,40 13,30 12,53

Varianza 2,173 0,430 0,370 0,303

Estadistico t 1,252 1,618

Valor critico
de t (dos 3,182 2,776
colas)

Estreptom.

2 4 ppm 22,40 22,00 21,80 22,50 20,65 19,40 20,65 20,00 20,10 20,30 19,20 20,00
4

Promedio 22,07 20,85 20,25 19,83

Varianza 0,093 2,432 0,123 0,323

Estadistico t 1,326 1,081

Valor critico
de t (dos 4,303 3,182
colas)

Eritromi.

0.2 ppm 15,70 14,60 15,15 13,80 14,75 13,35 15,25 16,60 14,75 13,60 13,90 14,35
4

Promedio 15,15 13,97 15,53 13,95

Varianza 0,303 0,511 0,916 0,143

Estadistico t 2,273 2,666

Valor critico
de t (dos 2,776 3,182
colas)




Estudio de la recuperacion

Los porcentajes de la recuperacidn aproximada de los antimicrobianos con
los que se fortificd matriz en blanco de mlsculo bovino, se presentan en
las Tablas 21 a 24.

Tabla 21. Recuperacion de eritromicina en bioensayo con musculo bovino fortificado

Conc. [ppm]= Conc.
Log C= Antilog. estimada
Nivel de Inhibicién de zI J [ppm] con
fortificacién crecimiento mm 0.1149*D- c=10" factor de R
3,2966 (0,1149*D- dilucién
3,2966)
5
Negativo NA NA NA NA NA
Negativo NA NA NA NA NA
Nivel O -
(Control Negativo NA NA NA NA NA
Negativo) Negativo NA NA NA NA NA
Negativo NA NA NA NA NA
Negativo NA NA NA NA NA
Positivo 10,08 -2,138408 0,00727096 0,03635482 36,35
Positivo 10,52 -2,087852 0,00816861 0,04084303 40,84
Nivel 1 Negét%vo NA NA NA NA 0,00
[0,1 ppm] Positivo 10,13 -2,132663 0,00736779 0,03683893 36,84
Positivo 12,35 -1,877585 0,01325608 0,06628038 66,28
Negativo NA NA NA NA 0,00
Promedio 30,05
Positivo 14,98 -1,575398 0,02658288 0,13291439 66,46
Positivo 15,53 -1,512203 0,03074659 0,15373297 76,87
) Positivo 14,00 -1,688 0,02051162 0,10255811 51,28
Nivel 2 —
[0,2 ppm] Positivo 15,15 -1,555865 0,02780577 0,13902887 69,51
Positivo 13,52 -1,743152 0,01806542 0,09032709 45,16
Positivo 13,52 -1,743152 0,01806542 0,09032709 45,16
Promedio 59,07
Positivo 16,48 -1,403048 0,03953229 0,19766146 49,42
Positivo 17,60 -1,27436 0,05316674 0,26583368 66,46
) Positivo 16,85 -1,360535 0,04359784 0,21798921 54,50
Nivel 3 —
[0,4 ppm] Positivo 16,38 -1,414538 0,03850011 0,19250056 48,13
Positivo 16,20 -1,43522 0,03670963 0,18354815 45,89
Positivo 17,10 -1,33181 0,04657898 0,23289491 58,22
Promedio 53,77
Positivo 18,97 -1,116947 0,0763929 0,3819645 47,75
Positivo 19,97 -1,002047 0,09952977 0,49764885 62,21
) Positivo 20,70 -0,91817 0,12073411 0,60367057 75,46
Nivel 4 —
[0,8 ppm] Positivo 19,25 -1,084775 0,08226687 0,41133437 51,42
Positivo 20,47 -0,944597 0,11360645 0,56803226 71,00
Positivo 20,00 -0,9986 0,10032288 0,50161441 62,70
Promedio 61,76
Positivo 21,60 -0,81476 0,15319338 0,7659669 47,87
Positivo 21,67 -0,806717 0,15605691 0,78028454 48,717
) Positivo 23,98 -0,541298 0,28754247 1,43771235 89,86
Nivel 5 —
[1,6 ppm] Positivo 21,42 -0,835442 0,14606898 0,73034491 45,65
Positivo 23,92 -0,548192 0,28301405 1,41507026 88,44
Positivo 23,73 -0,570023 0,26913923 1,34569613 84,11
Promedio 67,45

NA: No aplica ZI: Zona de inhibicién SR: Porcentaje de recuperaciodn




78

Tabla 22. Recuperacion de oxitetraciclina en bioensayo con masculo bovino fortificado

Conc. [ppm] = Conc.
Nivel de Inhibicion | gy Log &= Ant_llof . [epsz:;nl]maian
fortificacién crecic::iento mm 0.20752850*413_ (0 C0_71205*D_ factor de $ R
’ 5,5804) dllﬂ;lon
Negativo NA NA NA NA NA
Negativo NA NA NA NA NA
Nivel 0 Negativo NA NA NA NA NA
(Control Negativo NA NA NA NA NA
Negativo) Negativo NA NA NA NA NA
Negativo NA NA NA NA NA
Positivo 11,67 | =1,734325 0,01843635 0,09218176 184,36
Positivo | 10,13 |-1,845975| 0,0142569 | 0,07128448 142,57
) Negativo 0 NA NA NA 0,00
: ON,lOV5e lpplm] Negativo 0 NA NA NA 0,00
Negativo 0 NA NA NA 0,00
Negativo 0 NA NA NA 0,00
Promedio 54,49
Positivo 11,53 | -1,744475 0,01801047 0,09005234 90,05
Negativo 0 NA NA NA 0,00
) Positivo 12,27 | -1,690825 0,02037863 0,10189315 101,89
[Igf‘l’e;pi] Positivo | 11,10 | -1,77565 | 0,01676293 |0,08381466 83,81
Positivo 11,90 -1,71765 0,01915799 0,09578996 95,79
Positivo 10,90 -1,79015 0,0162125 0,0810625 81,06
Promedio 75,44
Positivo 13,50 -1,60165 0,025023061 0,12511806 62,56
Positivo 13,43 | -1,606725 0,0247329 0,12366449 61,83
) Positivo 13,30 -1,61615 0,02420193 0,12100965 60,50
[gf;e;pi] Positivo | 13,33 | -1,613975 | 0,02432344 | 0,1216172 60,81
Positivo | 13,03 | -1,635725| 0,02313529 |0,11567646 57,84
Positivo 13,57 | -1,596575 0,02531774 0,12658872 63,29
Promedio 61,14
Positivo 16,40 -1,3914 0,040060692 0,20303458 50,76
Positivo | 16,07 | -1,415325 | 0,03843041 |0,19215204 48,04
) Positivo 16,37 | -1,393575 0,04040400 0,2020203 50,51
[gfze;pi] Positivo | 16,70 | -1,36965 | 0,04269234 |0,21346172 53,37
Positivo 16,10 -1,41315 0,03862336 0,19311678 48,28
Positivo | 17,83 | -1,287725| 0,0515555 | 0,2577775 64,44
Promedio 52,57
Positivo | 24,03 | -0,838225 | 0,14513595 |0,72567975 90,71
Positivo 23,50 -0,87665 0,132846406 0,66423232 83,03
) Positivo 23,00 -0,9129 0,1222081 0,61104051 76,38
[gfge;pi] Positivo | 22,93 | -0,917975| 0,12078834 |0,60394168 75,49
Positivo | 22,80 | -0,9274 0,11819524 |0,59097622 73,87
Positivo 23,47 | -0,878825 0,13218282 0,66091408 82,61
Promedio 80,35
NA: No aplica NA: No aplica ZI: Zona de inhibicidén %R: Porcentaje de

recuperacién




Tabla 23. Recuperacion de estreptomicina en bioensayo con musculo bovino fortificado

Conc. [ppm] = Conc.
. Inhibicién Log C= Antilog. estimada
onm | a2 o oazren- [ ceron | fee e z
crecimiento 2,2489 (0,0837*D- dilucién
2,2489) 5
Negativo NA NA NA NA NA
Negativo NA NA NA NA NA
Nivel O Negativo NA NA NA NA NA
(Control Negativo NA NA NA NA NA
Negativo) Negativo NA NA NA NA NA
Negativo NA NA NA NA NA
Negativo NA NA NA NA 0,00
Negativo NA NA NA NA 0,00
: Negativo NA NA NA NA 0,00
Nivel 1 ;
(0,45 ppm] Negativo NA NA NA NA 0,00
Negativo NA NA NA NA 0,00
Negativo NA NA NA NA 0,00
Negativo NA NA NA NA 0,00
Negativo NA NA NA NA 0,00
) Negativo NA NA NA NA 0,00
Nivel 2 ;
[0,6 ppm] Negativo NA NA NA NA 0,00
Negativo NA NA NA NA 0,00
Negativo NA NA NA NA 0,00
Negativo NA NA NA NA 0,00
Negativo NA NA NA NA 0,00
) Negativo NA NA NA NA 0,00
Nivel 3 .
(1,2 ppm] Negativo NA NA NA NA 0,00
Negativo NA NA NA NA 0,00
Negativo NA NA NA NA 0,00
Positivo 19,10 | -0,65023 0,22375358 |1,11876792 46,62
Positivo 18,90 | -0,66697 0,21529304 |1,07646522 44,85
) Positivo 22,07 | -0,401641 0,39660574 |1,98302872 82,63
[gfze;pi] Positivo | 18,66 | -0,687058 | 0,20556161 |1,02780803 42,83
Positivo 20,25 | -0,553975 | 0,27927046 1,3963523 58,18
Positivo 19,52 | -0,615076 | 0,24261855 |1,21309274 50,55
Promedio 54,27
Positivo 22,55 | -0,361465 | 0,43504582 2,1752291 45,32
Positivo 22,83 ] -0,338029 | 0,45916735 |2,29583675 47,83
) Positivo 22,57 | -0,359791 0,43672595 |2,18362976 45,49
[sz‘ée;pfn] Positivo | 25,17 | -0,142171 | 0,72082360 |3,60411802 75,09
Positivo 22,57 | -0,359791 0,43672595 |2,18362976 45,49
Positivo 22,88 | -0,333844 0,46361342 |2,31806711 48,29

Promedio 51,25

NA: No aplica

recuperacién

NA: No aplica

ZI: Zona de inhibiciédn

%R: Porcentaje de
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Tabla 24. Recuperacion de penicilina G potasica en bioensayo con musculo bovino

fortificado
Conc. [ppm]= Conc.
Nivel de Inhibicion ZzI Log C= Anﬁfl??' E;;Emtﬁ;
fortificacién crecic::iento mm 0.30529850*8]3_ (0 C0—51905*D_ factor de $ R
! ¢ dilucién
3,2804) 5
Negativo NA NA NA NA NA
Negativo NA NA NA NA NA
Nivel O Negativo NA NA NA NA NA
(Control Negativo NA NA NA NA NA
Negativo) Negativo NA NA NA NA NA
Negativo NA NA NA NA NA
Negativo NA NA NA NA 0,00
Negativo NA NA NA NA 0,00
) Negativo NA NA NA NA 0,00
Nivel 1 .
[0,025 ppm] Negativo NA NA NA NA 0,00
Negativo NA NA NA NA 0,00
Negativo NA NA NA NA 0,00
Positivo 10,87 | -2,634035 0,00232255 0,01161275 23,23
Positivo 10,90 -2,63225 0,00233212 0,01166058 23,32
) Positivo 11,27 | -2,610235 0,00245338 0,01226691 24,53
[(ﬁlo‘;elp;m] Positivo [10,32] -2,66676 | 0,00215397 |0,01076986 21,54
Positivo 10,20 -2,6739 0,00211885 0,01059424 21,19
Positivo 11,23 | -2,612615 0,00243997 0,01219986 24,40
Promedio 23,03
Positivo 17,47 | -2,241335 0,00573674 0,02868369 28,68
Positivo 17,22 -2,25621 0,00554358 0,02771788 27,72
) Positivo 14,93 | -2,392465 0,00405075 0,02025373 20,25
[Igf‘l’e;pi] Positivo [13,87]-2,455535| 0,0035032 0,017516 17,52
Positivo 13,02 -2,50611 0,0031181 0,0155905 15,59
Positivo 16,53 | -2,297265 0,00504353 0,02521767 25,22
Promedio 22,50
Positivo 20,60 -2,0551 0,008808406 0,0440423 22,02
Positivo 20,23 | -2,077115 0,00837308 0,04186538 20,93
) Positivo 20,28 -2,07414 0,00843063 0,04215315 21,08
[gf;e;pi] Positivo [19,20| -2,1384 0,0072711 | 0,03635549 18,18
Positivo 20,75 | -2,046175 0,00899135 0,04495676 22,48
Positivo 20,73 | =2,047365 0,00896675 0,04483374 22,42
Promedio 21,18
Positivo 26,73 | -1,690365 0,02040023 0,10200114 25,50
Positivo 25,73 | -1,749865 0,01778832 0,08894161 22,24
Nivel 5 Positivo 25,43 | -1,767715 0,01707202 0,08536012 21,34
(0,4 ppm] Positivo 26,00 -1,7338 0,01845865 | 0,09229326 23,07
Positivo 26,70 | -1,69215 0,02031655 | 0,10158276 25,40
Positivo 26,22 -1,72071 0,01902348 0,09511741 23,78

Promedio 23,55

NA: No aplica

recuperacién

NA: No aplica

72I: Zona de inhibicidn

%R: Porcentaje de




3.2 Evaluacion del cumplimiento de los LMR y de los tiempos de
retiro en masculo bovino

Las muestras de mUsculo diafragmatico tomadas en 1la planta de
beneficio correspondieron a setenta (70) hembras de edades entre 1.5
y 8 afios y a treinta y cuatro (34) machos cuyas edades oscilaron
entre 1.5 y 13 afios. Los bovinos provenian de los departamentos de
Cundinamarca, Meta, Casanare, Antioquia, Santander y Arauca (Anexo
I).

Las ciento cuatro (104) muestras analizadas mediante las pruebas
microbioldégicas del hisopo, el bicensayo multiplacas y la prueba
comercial Premi® Test, dieron como resultado de screening negativo
para la inhibicién de crecimiento bacteriano, indicando que las
muestras evaluadas no contenian residuos que superaran los niveles
de 0,05 ppm de penicilinas, 0,2 ppm de tetraciclinas, 0,2 ppm de
macrdélidos y 2,4 ppm de aminoglucdésidos, 1lo cual sugiere el
cumplimiento de los limites méximos de residuos y de los tiempos de
retiro de antibidéticos de uso veterinario probablemente usados en
los bovinos beneficiados.

La Figura 16 ilustra a manera de ejemplo un resultado oficial del
Laboratorio Nacional de Insumos Pecuarios LANIP, al respecto del
andlisis de residuos de medicamentos veterinarios efectuado en el
drea de microbiologia analitica.

-
LABORATORIO NACIONAL DE INSUMOS PECUARIOS — LANIP
REPORTE DE ANALISIS
LANIP
Km 19 Carretera O Via Madrid. C
Teléfono 4238730 - 58 Fax 4238731 e-mail:lanip@ica.gov.co
Propietanc. Finca Solictante: N* de reporte
Frigorifico Guadalupe NA Direccion lecnn\;.:l:i'::?::):madelnswncs R-11-114
Tipo demuestra: Descnpcién de 'a muestra (identificacion Registio ICA N°
del animal)
Misculo 532A NO REGISTRA
Lugar donde se tomo |la muestra Municipio Departamento |N” de identificacion de la muestra
NA NA NA R-11.0326
Fecha de recepcidn de la Facha de analisis Fecha de emssion del resultado.
2011-04-01 2011-04-27 20 111 9014
ANALISIS METODO RESULTADO hiErtin it |
DETECCION DE RESIDUOS DE |Método interno de screening. Bioensayo de
ANTIMICROBIANOS EN TEJIDO | i del con Negativo
BOVINO hisopo.
Métado interno de screening. Bioensayo
dtipl de del
microbiane por difusién en Agar para
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Figura 16. Reporte oficial de resultados de pruebas microbioldgicas a muestra de
masculo



82

3.3 Calculo de la concentraciéon de residuos antimicrobianos en
tejidos dosificados

Los resultados de los ensayos microbioldgicos (bioensayo con
extractos y con liquidos tisulares de descongelacidén) realizados a
las matrices incurridas, se resumen en las Tablas 25 y 26. La
estimacién de las concentraciones de penicilina y estreptomicina se
realizbé usando las curvas de calibracidén y la ecuacidédn de la recta
de la regresidén lineal de los antibiodticos.

3.3.1 Bioensayo para deteccion de penicilina y estreptomicina en
extractos

Los resultados del Dbiocensayo realizado a los extractos de las
muestras de higado, rifiones, glUteo profundo derecho y semitendinoso
izquierdo, usados para la deteccidén de residuos de betalactamicos
(penicilina G procainica y potasica) % aminoglucésidos
(estreptomicina), pueden observarse en la Tabla 25 y en las Figuras
18 a 20. Los extractos fueron dispensados en cilindros vy/o en
perforaciones, tanto para extractos sin filtrar como para extractos
filtrados. Los controles realizados con los sensidiscos se
evidencian en la Figura 17. El1 cédlculo de 1la concentracidén se
realizé por extrapolacidén de los didmetros de las =zonas de
inhibicién (transformados a su logaritmo natural) en la curva de
calibracidén, usando la ecuacidén de la linea de regresidédn y teniendo
en cuenta los factores de dilucidén de las muestras y de correccidn
(en el caso de musculo) dada por la recuperacién del analito.

Figura 17. Control del biocensayo con sensidiscos: Caja izquierda BS 6633, caja

derecha KR 9341a.



En los tejidos hepédtico y renal se identificaron residuos de las
penicilinas. Todos los extractos formaron zonas de inhibicidn
superiores a 40 mm.

En las muestras de tejido muscular incurrido o dosificado con
penicilina G procainica, potéasica y estreptomicina, evaluadas con el
biocensayo, se detectaron residuos de los antibidéticos betalactamicos
en la mayoria de las placas inoculadas con Kocuria rhizophila. La
medida promedio de las zonas de inhibicién fue de 10,51 mm en las
muestras de gliteo profundo derecho cuyos extractos (filtrados y no
filtrados) se sirvieron en cilindros. En el caso de los extractos
del mismo musculo, depositados en las perforaciones, no se
observaron zonas de inhibicién. E1 Dbiocensayo realizado a las
muestras (extractos con y sin filtracién) del misculo semitendinoso
izquierdo permitidé evidenciar halos de inhibicidén de 9.6 mm para el
caso de las perforaciones, y zonas de inhibicidén de un promedio de
12.76 mm para los extractos en los cilindros.

Para el bioensayo en cilindros realizado a los extractos del musculo
gliteo profundo derecho se efectudé la “Prueba t para dos muestras
suponiendo varianzas desiguales”, con el propdsito de analizar si
habian diferencias debidas a la filtracién y a la no filtracidén de
los extractos, que afectaran la capacidad de deteccidén de las
penicilinas. Para este caso, el “Estadistico t” tuvo un valor de
0,1717 y el “Walor critico de t (dos colas)” fue de 2,7764. (Anexo
K). En el mismo sentido se evaludé el bioensayo de manera
independiente en <cilindros vy en perforaciones del agar para el
masculo semitendinoso izquierdo, para indagar si la filtracidén de
los extractos influia en la deteccién. En ambas pruebas
estadisticas, el “Estadistico t” fue inferior al “Valor critico de t
(dos colas)” (Anexo K). En consideracidn a los resultados,
adicionalmente se realizé la “prueba t” para determinar si la
deteccidébn de penicilinas en semitendinoso izquierdo se afectaba o no
por el uso de cilindros o de perforaciones, encontrando que la
hipétesis nula (Ho) fue rechazada porque el “Estadistico t” cuyo
valor fue de 4,9144 resultd superior al valor critico 2,4469 (Anexo
K) .
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Figura 18. ZI promedio (mm) Bioensayo detecciédn betalactdmicos (penicilina). Arriba
izquierda: Rifién (>40). Arriba derecha: GlGteo profundo derecho (Negativo con
perforaciones y 10.51 con cilindros). Abajo izgquierda: Semitendinoso izgquierdo (9.6
con perforaciones y 12.76 con cilindros). Abajo derecha: Higado (>40)

En relacidén a los resultados del bioensayo para la determinacién de
residuos de estreptomicina en las muestras incurridas, se encontrd
lo siguiente: los extractos (con y sin filtracién) de las muestras
de los musculos gluteo profundo derecho y semitendinoso izquierdo
analizados con el método del bioensayo usando cilindros para
depositar los extractos, no generaron halos de inhibicién.

Por otra parte, los extractos filtrados del musculo glateo profundo
derecho no formaron halos alrededor de las perforaciones. En
contraste, se presentd una zona de inhibicién promedio de 10,7 mm
para los extractos no filtrados de gluteo profundo derecho
depositados en las perforaciones del agar.

El Dbioensayo realizado para la deteccidén de estreptomicina en
muestras de mUsculo semitendinoso izquierdo, con los extractos
servidos en las perforaciones del agar, presentaron zonas de
inhibicidén de 10.76 mm en promedio. Al aplicar la “Prueba t para dos
muestras suponiendo varianzas desiguales”, con el fin de evaluar si
habian diferencias debidas a la filtracidén y a la no filtracidén de
los extractos, que afectaran la capacidad de deteccidén de
estreptomicina, se obtuvo un valor para el “Estadistico t” de 2,2337
y un “Valor critico de t (dos colas)” de 2,7764. (Anexo K).



Las muestras de higado evaluadas en la placa sembrada con Bacillus
subtilis no contenian residuos detectables de estreptomicina. Por
tltimo, en las muestras de la matriz de rifibn se evidencid la
presencia de residuos de estreptomicina, midiendo zonas de
inhibicidén de 26,54 mm en promedio para los extractos depositados en
cilindros y en perforaciones del agar.

Se efectudé la “Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas
desiguales”, con el propdésito de analizar si habian diferencias
debidas a la filtracidén y a la no filtracidén de los extractos, que
afectaran la capacidad de deteccién de estreptomicina en rifién.
Tanto para los extractos servidos en <cilindros como para los
depositados en perforaciones del agar, las pruebas revelaron que el
“Estadistico t” fue inferior al “Walor critico de t (dos colas)”
(Anexo K). Teniendo en cuenta estos resultados, adicionalmente se
realizé la “prueba t” para determinar si la deteccidén de
estreptomicina en rifibn podia ser influenciada o no por el uso de
cilindros o de perforaciones, encontrando que la hipdétesis nula (Ho)
fue rechazada porque el “Estadistico t” cuyo valor fue de 3,1030
resultd superior al valor critico 2,4469 (Anexo K).

Figura 19. ZI promedio (mm) Bioensayo deteccidén aminoglucdsidos (estreptomicina) .
Arriba izquierda: Rifén (26.54). Arriba derecha: Gltteo profundo derecho (10,7 con
extractos no filtrados en perforaciones. Negativos en los demds ensayos). Abajo
izquierda: Semitendinoso izquierdo (10.76 con perforaciones. Negativo con
cilindros). Abajo derecha: Higado (negativos).



Figura 20.
filtracidn) :

Bioensayo deteccidn estreptomicina en rifidn

Caja izquierda:

sin filtracidn.
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Caja derecha:

(extracto con y sin
con filtracidn.

Tabla 25. Resultados del bioensayo con extractos de tejido dosificado

Deteccién Betalactamicos Deteccién Aminoglucésidos
Extracto Extracto no Extracto Extracto no
Tejido filtrado filtrado filtrado filtrado
C | P c | P c | P c | P
Promedios de las zonas de inhibicién (mm) / (Concentracién
pPpm)
Gluteo 10, 46 10,56
profundo (0,05) - (0,05) - - - - 10,70
derecho ! !
Semitendinoso 12,16 13,36
;2 - 10,4 - 11,1
izquierdo (0,06) 9,96 (0,07) 2,25 0,40 ’
Higado >40 >40
> > - - - -
(>0, 63) 40 (>0, 63) 40
. >40 >40 27,40 27,46
i > >
Rifiones (>0, 63) 40 (>0, 63) 40 (5,54) 26,10 (5, 60) 25,20

C: Cilindros

P:

Perforaciones




3.3.2 Bioensayos con liquidos tisulares de descongelacién

Para calcular la concentracién se procedidé de manera similar a la
semi-cuantificacidén en los extractos, con la diferencia que en el
caso de los LTD no se considerd el factor de dilucidn.

Parte A. Las medidas de las zonas de inhibicidén generadas por los
residuos de antimicrobianos presentes en los doce tejidos, cuyos
liquidos de descongelacidén fueron dispensados en perforaciones del
agar inoculado con BS ATCC 6633, se observan en las Figuras 2la y
21Db.

Figuras 2la y 21b. Prueba con LTD (Parte A). ZI (mm): 1. Higado (29.6). 2.
Semitendinoso derecho (17). 3. Semitendinoso izquierdo (17.5). 4. Redondo mayor
(17) . 5. Semimembranoso derecho (9.25). 6. Dorsal largo (10.2). 7. Semimembranoso

izquierdo (21.5). 8. Subescapular (15.9). 9. Gluteo profundo izquierdo (41.55). 10.
Triceps (9.25). 11. Gluteo profundo derecho (18.2). 12. Diafragma (18).

Parte B. Los liquidos tisulares de descongelacidén provenientes de
las muestras de higado y de los musculos diafragmatico, gltteo
profundo izquierdo y derecho, semitendinoso izquierdo vy derecho,
redondo mayor, semimembranoso izquierdo y derecho, dorsal largo,
subescapular y triceps, servidos por triplicado en los cilindros
ubicados sobre las cajas de agar inoculado con KR ATCC 934la (8x10°
células vegetativas/ml), y en el agar sembrado con BS ATCC 6633
(1x10* esporas/ml) e inoculado con penicilinasa, generaron los halos
de inhibicidén que se evidencian en las Figuras 22a a 22d y en la
Tabla 26.
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Figuras 22a y 22b. Prueba con LTD (Parte Bl). LTD agar KR 934la. ZI (mm): Cajas
Figura izquierda: Arriba izquierda: 1. Higado (>40) y 2. Semitendinoso derecho
(28.4) . Arriba derecha: 3. Semitendinoso izquierdo (28, un solo pozo) y 4. Redondo
mayor (29, 27.5, 28). Abajo: 5. Semimembranoso derecho (22.03, 22.10, 22.10) y 6.
Dorsal largo (22.40, 22.55, 22.50). Cajas Figura derecha: Arriba izquierda: 7.
Semimembranoso izquierdo (>40) y 8. Subescapular (>40). Arriba derecha: 9. Gluteo
profundo izquierdo (>40) y 10. Triceps (>40). Abajo: 11. GlGteo profundo derecho
(>40) y 12. Diafragma (>40)

Figuras 22c y 22d. Prueba con LTD (Parte B2). LTD agar BS 6633. ZI (mm): Cajas
Figura izquierda: Arriba izquierda: 1. Higado (17.25, 15) y 2. Semitendinoso
derecho (negativo en el uUnico pozo en el que se ubicd). Arriba derecha: 3.
Semitendinoso izquierdo (Negativos) y 4. Redondo mayor (Negativos). Abajo: 5.
Semimembranoso derecho (Negativos) y 6. Dorsal largo (Negativos). Cajas Figura
derecha: Arriba izquierda: 7. Semimembranoso izquierdo (12.55, 13.0, 9.8) y 8.
Subescapular (9.6, 10.45, 9.0 mm). Arriba derecha: 9. Gluteo profundo izquierdo
(22.0, 22.0, 22.0) y 10. Triceps (9.6 se ubicdé LTD en un solo pozo). Abajo: 11.
Glateo profundo derecho (9.7, 9.7, 11.55) y 12. Diafragma (Negativos).



Tabla 26. Resultados del bioensayo con LTD de tejido dosificado

Parte B
Bl B2
Parte A Deteccién Deteccién
Betalactamicos Aminoglucésidos
Tejido
Promedios de las zonas de inhibicién (mm) /
Concentracién (ppm)

Gluteo profundo 18,20 >40 (>0,56) 10,31 (0,39)
derecho
semltendlnoso 17,50 28,00 (0,11) -
izquierdo
Higado 29,60 >40 (>0,56) 16,12 (0,13)
Diafragma 18,00 >40 (>0,56) -
glutgo profundo 41,55 >40 (>0,56) 22,00 (3,71)
izquierdo
Semitendinoso
derecho 17,00 28,4 (0,11) B
semlmembranoso 21,50 >40 (>0,56) 11,78 (0,52)
izgquierdo
Semimembranoso 9,25 22,06 (0,05) -
derecho
Redondo mayor 17,00 28,16 (0,11) -
Subescapular 15,90 >40 (>0,56) 9,68 (0,35)
Triceps 19,25 >40 (>0,56) 9,60 (0,34)
Dorsal largo 10,20 22,48 (0,05) -

3.3.3 Prueba del hisopo

La prueba tamiz del hisopo se realizdé a los tejidos incurridos con
el propdsito de determinar preliminarmente la presencia de residuos
de los antimicrobianos administrados al ternero por via
intramuscular profunda.

Luego de 24 horas de incubacidn, se evalud la presencia de zonas de
inhibicidén alrededor de los hisopos como indicador de presencia de
residuos de antimicrobianos en las matrices (Figuras 23 vy 24). En
rifién e higado se observaron =zonas de inhibicidén mayores a las
visualizadas para los deméds tejidos probados, correspondientes a
misculos de los miembros posteriores (gluteo profundo derecho e
izquierdo, semitendinoso izquierdo) y a diafragma.




Figura 23.

Figura 24.

Prueba del hisopo en rifiones

Prueba del hisopo en‘higado
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4. Discusion

Los antimicrobianos se utilizan en el tratamiento y control de
enfermedades infecciosas de los animales productores de alimentos
(1). Se trata de un wuso legal que requiere cesar antes del
sacrificio de los animales porque los residuos pueden persistir en
los alimentos destinados al consumo humano, y generar efectos
adversos sobre la salud de los consumidores. La estrategia de
andlisis de residuos de antibidéticos en estos productos
alimenticios, debe fundamentarse en el cribado o screening y su
posterior confirmacidn.

Los métodos de cribado son utilizados para detectar la presencia de
residuos antimicrobianos al nivel de interés, que de acuerdo con la
legislacidén corresponde a la concentracidén sefialada como Limite
Maximo de Residuos en una matriz particular. Dentro de los métodos
de screening se incluyen las pruebas de inhibicién microbioldgicas,
enziméticas, de receptores, de biosensores, inmunoensayos (ELISA) vy
cromatografia de capa delgada.

Un método de screening eficiente requiere ser de bajo costo y alto
rendimiento, capaz de identificar potenciales muestras no conformes
a partir de una gran cantidad de muestras (11), (13). Las pruebas de
inhibicidén microbioldgicas fueron los primeros métodos desarrollados
para la deteccidén de residuos antibidticos, y atn son ampliamente
usadas porque son muy costo-efectivas y en contraste por ejemplo con
pruebas inmunoldégicas o basadas en receptores, tienen la posibilidad
de cubrir una amplia gama de residuos antibidéticos. Ademds, mediante
la introduccién de un procedimiento preliminar de identificacién
microbioldgica, es ©posible realizar una caracterizacidén post-
screening del residuo que reducird significativamente los costos vy
esfuerzos dedicados a la identificacién y cuantificacién por métodos
quimicos confirmatorios.

En el caso de un resultado sospechoso no conforme obtenido con
pruebas de screening y post-screening, debe ser corroborado mediante
un método confirmatorio. Los métodos de confirmacién son aquellos
que incluyen informacidén sobre la estructura quimica del analito,
permitiendo obtener informacidén adicional para su cuantificacidén e
identificacidén inequivoca. En consecuencia, los métodos Dbasados
exclusivamente en andlisis cromatogrdficos que prescinden de la
deteccidbn espectrométrica no convienen por si solos como métodos de
confirmacién (11).

En los afios recientes se han generado progresos considerables en el
desarrollo de las técnicas confirmatorias cuantitativas para la
deteccidén de residuos de antimicrobianos. Sin embargo, los métodos
microbioldgicos conservan un papel vital en el andlisis de residuos
debido a que sus caracteristicas de amplia gama de deteccidén los
constituyen en la opcidén més adecuada para la etapa de screening.
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Ademéds, las tres Ultimas décadas han mostrado un significativo
desarrollo de los métodos de inhibicidén microbioldégicos, en el que
la tendencia més importante que puede ser observada es el
reconocimiento del hecho de que 1la deteccidén adecuada de varios
grupos antibidticos, Unicamente es posible usando pruebas
multiplacas basadas en la combinacién de diferentes microorganismos
de prueba.

La ©posibilidad de la identificacién preliminar de residuos
antimicrobianos a partir de perfiles de susceptibilidad fue
explorada por el FSIS -agencia de salud puUblica del Departamento de
Agricultura de los Estados Unidos-, que en el afio 2007 presentd un
método microbioldédgico denominado “bioensayo”, para la detecciédn,
identificacién presuntiva vy semi-cuantificacién de residuos de
antibiéticos de cuatro familias distintas en miGsculo de bovinos vy
aves. El método comprende siete placas con agares especificos
inoculados con bacterias relativamente sensibles o resistentes a
algunos grupos antimicrobianos o antibidéticos en particular:
Bacillus cereus ATCC 11778 para la deteccidén de tetraciclinas,
Kocuria rhizophila ATCC 934la para la deteccidén de PB-lactémicos vy
macrélidos, Staphylococcus epidermidis ATCC 1228 para la deteccidn
de aminoglucédsidos, Bacillus subtilis ATCC 6633 para la deteccidn de
estreptomicina y dos derivados de Kocuria rhizophila, ATCC 15957 vy
9341a, resistentes a eritromicina y a estreptomicina
respectivamente.

El Dbiocensayo es empleado por 1las autoridades sanitarias de 1los
Estados Unidos como un procedimiento microbiolédgico post-screening
para las muestras que resultan positivas en las pruebas de screening
iniciales realizadas en plantas de beneficio, tales como Swab Test
On Premises STOP, Calf Antibiotic and Sulfa Test CAST y Fast
Antibiotic Screen Test FAST.

Teniendo en cuenta las cualidades técnicas del método de cribado del
bioensayo, como su alto rendimiento, gque es una caracteristica
intrinseca de una prueba de inhibicidén microbioldgica v,
considerando las propiedades particulares como su capacidad de
deteccién de una amplia gama de antibidéticos y la posibilidad de
realizar la identificacién preliminar de residuos antimicrobianos a
partir de los perfiles de susceptibilidad de diferentes especies
bacterianas, sumado a la conveniencia en términos econdmicos, el
biocensayo multiplacas se constituye en una opcidén muy apropiada para
su implementacidén en Colombia con el fin de ser wutilizado como
herramienta analitica para el monitoreo de residuos de antibidéticos
en carne bovina destinada al consumo humano.

En este sentido, la evaluacidén de los criterios de funcionamiento
del método del Dbicensayo multiplacas, resulta esencial para
determinar su eleccidén como componente de una estrategia analitica
para la determinacidén de residuos (21) . Para desarrollar 1la
evaluacidédn de los criterios de funcionamiento del método del
biocensayo, se tuvo en cuenta la recomendacidén del uso de “tejidos
simulados” o fortificados al tratarse de una matriz sdbdélida como el



masculo, y se considerd que en la especie bovina por razones
relacionadas con tiempo y costos, resulta casi imposible obtener
tejidos incurridos para cada antibiético a las concentraciones
adecuadas (83). Por esta razdn, empleando matrices de muasculo
fortificadas con diferentes concentraciones de penicilina G
potéasica, oxitetraciclina, eritromicina y estreptomicina, como
representantes de cuatro familias de antibidéticos de uso
veterinario, se establecieron los parédmetros de sensibilidad,
especificidad y exactitud relativas, asi como la estabilidad y la
recuperacidén, considerando algunos lineamientos de la guia de la
Decisibén Europea 2002/657/CE que se refiere al funcionamiento de los
métodos analiticos.

Las determinaciones de la sensibilidad, especificidad y exactitud
relativas calculadas para los LDD de los cuatro antimicrobianos, se
consideran satisfactorias puesto que fueron del 100%. Con relacidén a
penicilina G, oxitetraciclina 'y eritromicina, los resultados
permiten evidenciar que el biensayo es sensible, especifico y exacto
en muestras de mUsculo bovino que presenten niveles iguales o
superiores a los LMR establecidos para Colombia, y gque la prueba no
es sensible, especifica ni exacta para concentraciones por debajo de
los LMR. Esto puede ser interpretado de manera favorable, en el
sentido de que un LDD ajustado al LMR permitird dar resultados de
screening positivo a aquellas muestras que realmente contengan
residuos violatorios, evitando asi falsos resultados positivos a
niveles inferiores a los LMR, que lleven a confirmar muestras que no
deberian pasar 1la fase del cribado, y por tanto, orientar las
pruebas de confirmacién solo a muestras no conformes, sin que los
laboratorios responsables del andlisis de residuos deban incurrir en
costos injustificados.

Particularmente al respecto de la determinacién de la sensibilidad,
se ha demostrado que los residuos antibidéticos tienden a acumularse
en el tejido renal, por lo que varias técnicas microbioldgicas vy
kits comerciales de cribado como Belgian Kidney Test BKT, New Dutch
Kidney Test NDKT, Four Plate Test FPT, Swab Test On Premises STOP,
Two Plate Test, Calf Antibiotic and Sulfa Test CAST, Fast Antibiotic
Screen Test FAST y Premi® Test, emplean de manera rutinaria esta
matriz de prueba (21), (77), (82), (12), (84), (85). Sin embargo,
teniendo en cuenta que la carne bovina es un producto calificado
como potencial de exportacidén por el CONPES sobre la “Consolidaciédn
de la Politica Sanitaria y de Inocuidad para las Cadenas Léactea y
Cérnica” (86), y es el tejido que con méds frecuencia es consumido,
se selecciondé una técnica analitica que usara musculo como matriz de
prueba.

Al comparar los LMR con los LDD en musculo bovino determinados para
el biocensayo multiplacas, frente a los establecidos para otros
métodos microbioldgicos de screening como el protocolo STAR (87), la
prueba de las cuatro placas modificada (cinco placas) (88) vy la
prueba comercial de tubo Premi® Test (82), (89), (90), se encontrd
que el LDD de oxitetraciclina con el Dbioensayo (0,2 ppm) fue
equivalente al LMR, y mejor que los limites obtenidos con STAR (0,25
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ppm) vy las cinco placas (0,4 ppm), pruebas en las que el tejido
congelado se ubica homogenizado con el antibidético para el caso del
protocolo STAR, e integro sobre discos de papel con el antibidético
en el método de las cinco placas. En contraste, para este compuesto
la sensibilidad determinada con la prueba comercial correspondid a
0,1 ppm 1o cual respalda la capacidad de Geobacillus
stearothermophiluss para la deteccidédn en jugo carnico.

El bioensayo y STAR detectan penicilina G a la misma concentracidn
del LMR (0,05 ppm). Para este analito el test de las cinco placas
tiene un LDD de 0,02 ppm y Premi® Test de 0,0025 ppm. En este caso
es importante anotar que cuando se utilizan pruebas de screening con
una alta sensibilidad como la que confiere Geobacillus
stearothermophillus a Premi® Test o pruebas comerciales similares,
se pueden generar resultados positivos no violatorios para p-
lactémicos, lo cual no es deseable desde el punto de vista
operativo.

La deteccidén de eritromicina en misculo se logrd al nivel del LMR de
0,2 ppm, tanto con el bioensayo como con la prueba de las cinco
placas; Premi® Test lo determiné a la mitad del LMR y el protocolo
STAR en una concentracién que duplica el limite permitido (0,4 ppm).
En este punto es preciso anotar que las pruebas multiplacas
coinciden en el wuso de Kocuria rhizophila como microorganismo
indicador de la presencia del macrélido.

Finalmente, el bioensayo se desempefia mejor para la deteccidédn de
estreptomicina que los deméas métodos, a pesar de que en todos los
casos los LDD son muy superiores al LMR de 0,6 ppm (biocensayo 2,4
ppm; Premi® Test 3 ppm; STAR 4 ppm; cinco placas 10 ppm). De esta
forma se corrobora la pobre capacidad de las técnicas
microbioldégicas para la determinacidn de los antibidéticos
aminoglucdésidos en musculo. Considerando que la bacteria usada en
los métodos multiplacas fue Bacillus subtilis, es posible sefialar
que el conjunto de las caracteristicas de la placa empleada en el
biocensayo y la extraccién de la estreptomicina del tejido muscular,
favorecen su deteccidn.

El Dbioensayo detectdé penicilina G potéasica, oxitetraciclina vy
eritromicina al nivel de los LMRs en musculo bovino, establecidos en
el Codex Alimentarius y en la normatividad nacional del Ministerio
de Salud y Proteccién Social (Resolucién 1382 de 2013), para los dos
primeros compuestos, y por la Agencia Europea del Medicamento EMA
para el caso de eritromicina, antibidético para el cual el Codex
Alimentarius y nuestro pails no han definido LMRs en la especie
bovina. El criterio fijado en la Decisidén Europea 2002/657/CE con
respecto al LDD consiste en que deberia ser igual o inferior a 1los
LMR establecidos para cada antibidético, con un porcentaje de falsos
resultados negativos inferior al 5%. Para estas concentraciones de
antimicrobianos, una vez analizadas las muestras de musculo bovino,
en su totalidad resultaron positivas al nivel del LMR. Por tanto se
cumplidé con la condicidén establecida dado que no se determinaron
falsos negativos a estas concentraciones, por lo que se concluye que



la técnica se adecud y es valida para el uso previsto de deteccidn
de residuos de antibidéticos PB-lactémicos, tetraciclinas y macrdélidos
al nivel de sus LMR.

Sin embargo, en éste estudio la sensibilidad frente a estreptomicina
no fue satisfactoria, ya que la deteccidén se evidencid en un nivel
correspondiente a cuatro veces el IMR en muasculo. Esto es
concordante con los hallazgos de la validacidén del protocolo STAR
que comprende cinco placas para el screening de residuos
antibidéticos en mUsculo de diferentes especies animales, en el que
se determindé un LDD para estreptomicina, ocho veces superior al LMR
correspondiente (87).

Otros estudios también evidencian que la sensibilidad de Premi® Test
para la deteccién de residuos de compuestos aminoglucdsidos en
misculo es insuficiente (13). En el mismo sentido, la comparacién de
los métodos microbioldgicos NAT, STAR y Premi® Test, con muestras de
bovinos y porcinos procedentes de monitoreo de rutina (84), concluyd
que con respecto a la deteccién de aminoglucdsidos, la mayor
diferencia se determind entre NAT y STAR, y fue asociada
principalmente a la matriz usada en las pruebas; NAT detectd
muestras positivas en rifién, de las cuales en cuatro se confirmé por
LC-MS-MS la presencia de residuos de neomicina, estreptomicina vy
gentamicina, a niveles de aproximadamente la mitad de los LMRs en
rifiébn. No obstante, ni el método STAR ni la cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de masas detectaron residuos en la carne
de esos animales.

Esta observacién puede tener implicaciones importantes para los
métodos de screening microbioldgicos Dbasados en el andlisis de
muestras de rifién, y que usan Bacillus subtilis como organismo de
prueba. La sensibilidad de ésta bacteria a los aminoglucédsidos,
podria conducir a wuna condenacién injusta de wuna canal bovina,
fundamentada en un resultado positivo a la prueba en rifidn. En
general, el rifibn se considera un buen indicador de la presencia de
residuos en otras partes del organismo, pero debido al mecanismo de
excrecién renal de los aminoglucdésidos, estos antimicrobianos
representan una excepcidén a ésta regla. Sin embargo, en razdén al LDD
insuficiente de los aminoglucdésidos en musculo, es importante
estudiar wuna estrategia analitica alternativa, en caso gque una
evaluacién del riesgo establezca que es de 1interés desde la
perspectiva de su control.

Con relacién a la evaluacidén de la capacidad de deteccidn, seria
ideal emplear pruebas que analizaran tejido intacto y calcular 1los
LDD usando muestras provenientes de animales medicados
experimentalmente (91), (73). Sin embargo, en la especie bovina, el
uso de tejidos fortificados para la determinacién de los LDD se
constituye en una valiosa opcidén, considerando que la produccidén de
materiales incurridos para cada antibidético a las concentraciones
adecuadas es una tarea que consumiria mucho tiempo vy seria
extremadamente costosa. Ademds, seria muy complejo obtener de manera
exacta las concentraciones deseadas después del tratamiento de 1los
animales (87) . Alternativamente, algunos otros estudios del
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desempefio de métodos microbioldgicos de screening usan muestras
provenientes de programas de monitoreo (92), (21), (85). La mayoria
de acercamientos provechosos usaron animales sacrificados de
emergencia, de los que se disponia informacién que indicaba que
fueron sacrificados antes del final del periodo de retiro. Sin
embargo, estos estudios arrojaron Unicamente un numero limitado de
muestras positivas que representan solo un pequefio grupo de
sustancias, planteando el cuestionamiento sobre si otros residuos
estuvieron presentes y no fueron detectados debido a que el método
fue insensible.

Parece dificil comprender la verdadera capacidad de deteccidén de las
técnicas microbiolégicas. Debido a la imposibilidad de obtener un
rango ajustado de tejidos incurridos a los niveles adecuados, 1los
métodos de screening con frecuencia se validan usando uUnicamente

soluciones de estédndares antibidticos (92), (93), (94). De hecho, la
guia de laboratorio de USDA/FSIS que describe el bioensayo para la
detecciédn, identificacidn y semi-cuantificacién de residuos

antimicrobianos en tejidos de bovinos y aves (12), establece que la
concentracién mas baja de una solucidén estidndar de referencia que
produce una zona de inhibicién de al menos 8 mm sobre una placa en
particular, es sefialada como la concentraciédn minima inhibitoria, vy
es la que define los LDD para los residuos antibidéticos. Por ello en
este estudio, mediante curvas de <calibracidén con diluciones
antimicrobianas se establecieron las concentraciones inhibitorias
mas bajas de los cuatro representantes antibidéticos del biocensayo
multiplacas, a saber: 0,1 ppm de eritromicina (LMR: 0,2 ppm), 0,05
ppm de oxitetraciclina (LMR: 0,2 ppm), 0,0125 ppm de penicilina G
(LMR: 0,05 ppm) vy 0,45 ppm de estreptomicina (LMR: 0,6 ppm). En
todos los casos, las concentraciones fueron inferiores a 1los
respectivos LMRs en musculo bovino.

Asi mismo, se describieron las férmulas mateméticas de las curvas de
calibracién y la bondad del ajuste de los datos a las curvas,
encontrando correlaciones lineales positivas con coeficientes de
correlacidén entre 0,96 y 0,99, que sugieren una fuerte relacidn
lineal entre las concentraciones de los antibidéticos y los didmetros
de las zonas de inhibicién generadas. Sin embargo, la determinacién
de la sensibilidad con soluciones estandares es altamente
cuestionable puesto que el alcance de la informacidén obtenida no
puede compararse con la evaluacidén del desempefio de una prueba sobre
tejidos incurridos, dado qgque se omite el efecto potencial de la
matriz (73).

Una cuarta posibilidad es trabajar “tejidos simulados o
fortificados” como lo presenta éste documento. Bajo estas
condiciones se tiene en cuenta el efecto de la matriz, aproximandose
mas a muestras de musculo incurridas (87), (83). La unidén de los

antibidéticos al tejido muscular homogenizado es posible durante la
inoculacidén (84) y esto fue evidenciado en la determinacidén de los
limites de deteccidén de oxitetraciclina, penicilina G potésica vy
eritromicina.



En este sentido se ha propuesto limitar el numero de antimicrobianos
para validar los métodos de amplia gama de deteccidédn sefialando
“compuestos representativos”, ya que se asume que uno o dos miembros
de un mismo grupo antibidético pueden actuar como representantes para
el grupo entero (87) . No obstante, esto hay que tratarlo
cuidadosamente en razdén a que la biocactividad relativa de compuestos
dentro de un grupo puede diferir cuando ellos son expuestos a
diferentes bacterias de prueba (84).

Respecto a la evaluacidén de la especificidad, la Decisidén Europea
2002/657/CE plantea que para métodos de cribado como el biensayo,
que estd disefiado para detectar un amplio rango de sustancias
antimicrobianas, es importante estudiar cualquier interferencia que
pudiera resultar de los componentes de la matriz. En virtud de ello,
se evaluaron extractos obtenidos de 24 muestras de mUsculo bovino
procedentes de animales que no habian sido tratados con ningun
antimicrobiano. El1 andlisis de estos tejidos con el Dbioensayo
multiplacas, no mostrdé resultados falsos positivos, indicando gque
los constituyentes de la matriz no afectan la especificidad del
método analitico del bioensayo.

Sobre 1la valoracidén de la recuperacidén, la Decisidén 2002/657/CE
afirma que es obligatoria para la wvalidacidén de los métodos
cuantitativos confirmatorios. No obstante, a pesar de que el
bioensayo multiplacas es un procedimiento por naturaleza
cualitativo, pero con la posibilidad de identificar los residuos de
manera presuntiva, y de estimar su concentracidén en la matriz, se
procedidé a evaluar la capacidad de recuperacién en el tejido
muscular fortificado con cantidades conocidas de antimicrobianos.
Segin la normatividad europea (11), cuando las concentraciones de
los analitos son superiores a 0,01 ppm, el rango de la recuperacidn
debe estar entre 80 y 110%. En los experimentos realizados, las
recuperaciones promedio fueron del orden de 54% para eritromicina
(recuperacidén de las concentraciones entre 30% y 67%); 65% para
oxitetraciclina (entre 53% y 80%); 53% para estreptomicina (entre
51% y 54%) y 23% para penicilina G (entre 21% y 24%). En todos los
casos los porcentajes de recuperacidén no se consideran aceptables
dado el criterio establecido por la regulacién de 1la Comunidad
Europea, ya que los datos de recuperacidén no entran en el margen del
valor perseguido. Sin embargo, teniendo en cuenta que el intervalo
expuesto aplica para métodos cuantitativos confirmatorios, 1los
porcentajes de recuperacidn de los representantes antibidticos de
las familias de macrélidos, tetraciclinas y aminoglucdsidos, no
estuvieron tan distantes del limite inferior del 80%, al tratarse de
una técnica semi-cuantitativa.

Finalmente, en relacidén con el andlisis de la estabilidad, a 1los
didmetros de las zonas de inhibicidén generadas el dia cero y el dia
treinta por las concentraciones correspondientes al LDD de cada uno
de los antibidticos en musculo bovino, se les realizdé la “Prueba t
para dos muestras suponiendo varianzas desiguales”, con el propdsito
de investigar si habian diferencias estadisticamente significativas
en el tamafio de los halos, debidas al almacenamiento de las muestras
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durante un mes a la temperatura de -70°C. En todos los casos, el
“Estadistico t” tuvo un valor inferior al “WValor critico de t (dos
colas)”, por lo que la hipdédtesis nula no fue rechazada, encontrando
igualdad en los diédmetros de las zonas de inhibicidén producidas por
las muestras analizadas el mismo dia de la fortificacidén y treinta
dias después de la misma. En éste sentido, es posible afirmar que la
capacidad de deteccidén de los antimicrobianos en los extractos, no
se ve afectada por las condiciones de tiempo (30 dias) y temperatura
(-70°C + 10°C), y se concluye que los analitos son estables en la
matriz inoculada con la concentracién establecida como LDD.

Al respecto de la estabilidad de antibidéticos betalactdmicos en
masculo, se encontraron coincidencias con los hallazgos de pruebas
microbiolédgicas que demostraron la estabilidad de residuos de
ampicilina en muestras incurridas de mUsculo porcino almacenadas
durante 30 dias a -75°C (95). También se ha verificado que residuos
de tetraciclina y oxitetraciclina en muestras de musculo Dbovino
incurridas y almacenadas a -22°C no presentan un decrecimiento
significativo (96).

Una vez evaluados los criterios de funcionamiento del bioensayo
estandarizado, se analizaron las ciento cuatro (104) muestras de
misculo procedentes de los bovinos faenados en la planta de
beneficio. El1 estudio realizado <con el Dbicensayo multiplacas
determiné que las muestras no contenian residuos que superaran los
niveles de 0,05 ppm de penicilinas, 0,2 ppm de oxitetraciclina, 0,2
ppm de eritromicina y 2,4 ppm de estreptomicina. Ademds, al procesar
las muestras con las pruebas microbioldgicas del hisopo y Premi®
Test tampoco se detectaron residuos, indicando concordancia entre
los resultados obtenidos por los tres métodos. Estos resultados
sugieren el cumplimiento de los limites maximos de residuos y de los
tiempos de retiro de los antibiéticos de uso veterinario
probablemente usados en los bovinos beneficiados. En relacidén con el
anédlisis de tetraciclinas, los resultados obtenidos con el bioensayo
concuerdan con el reporte oficial del Laboratorio de Residuos de
Medicamentos Veterinarios del ICA, que después de examinar muestras
de monitoreo de musculo bovino entre los afios 2006 y 2007, indicé
que las muestras no contenian residuos violatorios de esa familia de
antimicrobianos (97) .

En este sentido y considerando que no se detectaron residuos, no era
posible realizar la identificacién y cuantificacién de residuos
antibiéticos, inicialmente propuesta, en las muestras de tejidos
obtenidos en la planta de beneficio.

Aunque en el admbito mundial se ha incrementado el uso de pruebas de
screening para identificar répidamente las muestras gque podrian
requerir ©pruebas adicionales, el hecho de que son empleados
diferentes métodos analiticos y matrices, hace dificil comparar los
resultados entre paises. Sin embargo resulta pertinente reconocer
que la wutilizacidén de los métodos microbioldgicos de cribado ha
permitido que los programas de monitoreo de residuos antibidticos en
productos de origen animal operen de manera mas eficiente.



El andlisis mediante técnicas microbioldégicas para la deteccidédn de
residuos antibidéticos en muestras de misculo y de otras matrices de
bovinos como higado y rifién tomadas en plantas de beneficio, indica
que la mayoria de tejidos evaluados no contienen niveles violatorios
de residuos antimicrobianos. Esto se evidencia en los reportes
anuales de los resultados de los planes nacionales de monitoreo de
residuos de antimicrobianos en paises como Estados Unidos (98),
(99), (100), Costa Rica (101), (102), (103), (104) y México (105),
(106) .

Entre los afios 2009 y 2011 el “Programa Nacional de Residuos” de
Estados Unidos desarrollado por el FSIS colectd 55.291 muestras de
bovinos, porcinos, ovinos y aves entre otras especies, de las cuales
14.931 se analizaron con el método del bioensayo para la deteccidn

de antimicrobianos. De las muestras evaluadas con la prueba
microbioldégica, 5.551 procedian de bovinos (vacas de lecheria, de
carne, terneros, toros, becerros). Los resultados indicaron que solo

12 muestras (0,21%), principalmente de rifiones de ocho terneros,
contenian residuos violatorios de algunos aminoglucdsidos (neomicina
en cinco, gentamicina en uno) y macrdélidos (tulatromicina en dos).
De los Dbovinos adultos, Unicamente en rifiones de dos vacas se
detectaron residuos de un aminoglucésido (neomicina en una vaca de
lecheria) y de un PB-lactédmico (penicilina en una vaca de carne). Por
ultimo, se hallaron residuos que excedian los niveles permitidos de
tilmicosina en musculo y/o en higado de dos terneros.

De los datos anteriormente expuestos es posible deducir que en las
muestras de tejido muscular de bovinos adultos analizadas por el
FSIS con el método del bioensayo multiplacas, no se detectaron
residuos antimicrobianos que superaran 1los LMRs correspondientes.
Los resultados mencionados son totalmente concordantes con los
determinados en las muestras de mGsculo procedentes de Dbovinos
adultos sacrificados en una planta de beneficio de la ciudad de
Bogot4a, objeto de la presente investigacidén. Adicionalmente éstos
resultados son ratificados por la informacidén publicada ©por
USDA/FSIS en los reportes de 1los afios 2009, 2010 y 2011 del
“Programa Nacional de Residuos”, al respecto de las reinspecciones
realizadas a las muestras de carne fresca de bovino importadas de
Australia, Canada, Chile, Costa Rica, Dinamarca, Finlandia,
Honduras, Japdén, México, Nueva Zelanda, Nicaragua y Uruguay. Durante
tres afios consecutivos wusando el bioensayo, no se detectaron
residuos violatorios de antimicrobianos en la carne bovina importada
de los referidos paises (98), (99), (100).

Concretamente en Costa Rica, los resultados del “Programa Nacional
de Residuos” desarrollado durante los afios 2009 a 2012, indican que
las setecientas ochenta (780) muestras bovinas de rindén analizadas
por el método microbioldégico STOP (hisopado de fluido de tejido
renal), no contenian residuos de antimicrobianos. En el mismo
sentido, en México el “Programa Nacional de Monitoreo y Control de
Residuos Téxicos y Contaminantes en Alimentos de Origen Animal” vy,
de manera especifica el “Programa de Control de Residuos en
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Bovinos”, que dispone el uso de las pruebas analiticas de la torunda
y del biocensayo para la deteccidén de antimicrobianos en higado,
masculo y rifién, reveld que en 2008 se analizaron 550 muestras y en
el afio 2011 se evaluaron 555, y no se determinaron residuos que
excedieran las concentraciones permitidas en estas matrices. En este
punto es importante destacar que la prueba de la torunda o hisopo,
establecida por México como uno de sus métodos oficiales de
referencia, fue usada también en el presente estudio como una de las
herramientas analiticas que determinaron la ausencia de residuos
antimicrobianos en las muestras de miGsculo bovino tomadas en la
planta de beneficio.

En consideracidén a que la mayoria de muestras de origen bovino no
contienen niveles violatorios de residuos antimicrobianos, son
limitadas las investigaciones relacionadas con la determinacién
mediante pruebas de microbiologia analitica de residuos de
antibiéticos en masculo bovino muestreado en plantas de beneficio.
En el Reino Unido, se analizaron 1.830 muestras de muasculo de
bovinos vy ovinos, por medio del método de las cuatro placas
modificado. Las muestras fueron tomadas en inspecciones de rutina
durante dos afios consecutivos, encontrando niveles que superaban los
LMRs respectivos, en 26 muestras de misculo que representan el 1,42%
de las matrices analizadas (92).

En los Paises Bajos, se llevdé a cabo una comparacién de tres métodos
microbiolégicos de screening de antibidéticos usando muestras de
monitoreo de rutina de bovinos y porcinos (84). Las ©pruebas
empleadas para el andlisis fueron NAT (Nows Antibiotic Test), que
permite la evaluacidén de fluido cérnico y de fluido de pelvis renal,
STAR (Screening Test for Antibiotic Residues), método que analiza
lédminas de misculo ubicadas sobre cinco placas y finalmente, Premi®
Test en fluido cérnico. De las 591 muestras de plantas de beneficio,
se identificaron 64 animales que resultaron positivos a una o mas
pruebas de screening. Después de la confirmaciédn quimica con métodos
completamente validados, se declararon dos violaciones en musculo
bovino (0,34% del total de animales incluidos) que correspondieron a
tetraciclinas [214 ng/kg]l y [187 ng/kg]. En relacién con la muestra
de tejido muscular que contenia 187 upg/kg, es pertinente aclarar que
se considerdé como concentracidén violatoria bajo la perspectiva de la
normatividad europea, gque para tetraciclina en masculo bovino
establece un LMR de 100 upg/kg. En el Codex Alimentarius, Estados
Unidos y Colombia, el LMR permitido es de 200 pg/kg. Esta
observacidén tiene una especial relevancia en razédn a que los métodos
usados en el andlisis de residuos antimicrobianos, deben cumplir con
los LMRs fijados en la legislacidén nacional y/o internacional.

En atencidén a la necesidad de disefiar una estrategia analitica para
la vigilancia de los residuos antibidéticos en alimentos de origen
animal, es importante reconocer el alcance de los métodos para su
aplicacidén en las fases de cribado o screening, post-screening y de
cuantificacién.



En este orden de ideas y considerando que no se detectaron residuos
en las muestras obtenidas en la planta de beneficio, se optd por
analizar tejidos incurridos con penicilina G procainica, penicilina
G potésica y estreptomicina, procedentes de un ternero al que de
manera controlada se le administrd por inyeccidn intramuscular un
producto veterinario que contenia estos antimicrobianos, con el fin
de realizar 1la identificacidén y cuantificacidén de 1los residuos.
Conscientes de lo wvaliosa que puede ser cualquier informacidn
lograda con muestras reales incurridas o dosificadas, mediante las
pruebas del biocensayo (con extractos de muestras filtradas y no
filtradas y depositadas en cilindros o en perforaciones del agar),
del hisopo y realizando adicionalmente el bioensayo con liquidos
tisulares de descongelacién (LTD), se analizaron los tejidos
incurridos.

Desde el punto de vista cualitativo, todas 1las muestras de 1los
tejidos incurridos evaluadas con las diferentes pruebas para la
determinacién de residuos antimicrobianos, se consideran positivas
porque generaron halos de inhibicién superiores a 9 mm. Bajo
especificaciones comunes en la preparacién de las placas, se
demostré que la deteccidén de residuos antimicrobianos es més
evidente con el uso de LTD, frente a los hisopados de los tejidos
analizados en comun, que incluyeron higado, gliteo profundo
izquierdo y derecho, semitendinoso izquierdo y diafragma.

De acuerdo con estos resultados, si el uso previsto para los métodos
es la deteccién de 1la presencia de inhibidores del <crecimiento
bacteriano, la utilidad se considera ideal. Sin embargo, en razén a
que una de las caracteristicas especificas del control sanitario de
los residuos antibidéticos en el marco de un plan de investigacidn de
residuos, es la necesidad de verificar si el contenido del
contaminante en el alimento supera el limite maximo permitido, y por
ello es potencialmente peligroso para el consumidor, hay que
identificarlo y establecer su concentracién.

En este orden de ideas, se realizd una caracterizacidn post-
screening para la identificacién de los residuos en los tejidos
incurridos. Los residuos de las penicilinas en las muestras de
masculo, higado vy rifién, fueron identificados porque generaron
inhibicidén del crecimiento bacteriano en la placa diseflada para f-
lactédmicos, tanto en extractos como en LTD servidos en cilindros,
ubicados en las placas con medio de cultivo de pH 6,5 = 0,05 e
inoculado con Kocuria rhizophila 934la. Al respecto de la bacteria
de prueba usada en los bioensayos, es pertinente sefilalar gque se
considera adecuada para la deteccidédn de B-lactamicos (84) vy, resulta
particularmente importante destacar que es un microorganismo
selectivamente resistente a estreptomicina, razdén por la cual es
apropiado afirmar que las zonas de inhibicién observadas fueron
provocadas por los residuos de las penicilinas.

Se determindé adicionalmente que filtrar o no los extractos no genera
diferencia estadisticamente significativa en el tamafio de las zonas
de inhibicidén producidas por los residuos de los p-lactémicos
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presentes en los mUsculos analizados. Sin embargo, la deteccidn es
marcadamente mejor con el uso de los cilindros (que corresponde al
instrumento con el que evaluaron los criterios de funcionamiento del
bioensayo) frente a las perforaciones del agar. Ahora bien, al
comparar los resultados obtenidos <con los bioensayos para la
identificacién de residuos de penicilinas empleando extractos y LTD,
bajo caracteristicas idénticas en relacidén con la cantidad de 1la
muestra (200 pl) no filtrada, el medio de cultivo (agar antibidético
No. 4) sin adicidén de penicilinasa, el volumen del agar por caja (8
ml), el microorganismo y su concentracién (KR 9341a, 8x10° células
vegetativas/ml), el wuso de «cilindros 'y las condiciones de
incubacidén; se observaron en el tejido muscular, zonas de inhibicién
de didmetros superiores producidas por los LTD. No obstante, es
necesario considerar el factor de dilucién de las muestras
procesadas con el bioensayo en extractos (12), producto de la
adicién del buffer fosfato que por su pH favorece la detecciédn.

En contraste, Bacillus subtilis es un esporoformador con una
sensibilidad conveniente para la deteccidén de antimicrobianos del
grupo de los aminoglucdsidos (107), (84). Otras caracteristicas
especiales de 1las placas utilizadas para la identificacién de
residuos de estreptomicina, consistieron en la adaptacidén del pH del
medio de cultivo a 7,9 * 0,2 que aumenta la actividad de los AMG vy,
en la suplementacidén con penicilinasa, enzima que bloquea la acciédn
de las penicilinas G procainica y potédsica, presentes en los tejidos
dosificados. La adicién del agente Dbloqueador, favorecidé la
revelacidén de los residuos de estreptomicina.

Al realizar la comparacién entre la determinacidén de los residuos de
estreptomicina mediante el bioensayo tradicional con la extraccidn
de higado y de los musculos gluteo profundo derecho y semitendinoso
izquierdo, frente al reemplazo de extractos por LTD de las mismas
matrices, se encontrd que a pesar de mantener todas las
especificaciones restantes respecto al agar, la penicilinasa, el
volumen de la muestra, la bacteria de prueba y su concentracién, los
cilindros y las condiciones de incubacidén, el biocensayo no detectd
residuos del aminoglucdésido en las muestras de musculos e higado
extraidas, pero si detectd los residuos en LTD de higado, de gluteo
profundo derecho y de otros mUsculos de los miembros anteriores vy
posteriores. Es oportuno recordar que en la evaluacién de la
sensibilidad del bioensayo con extractos de muasculo fortificado
depositados en cilindros, el ILDD de estreptomicina no fue
satisfactorio ya que se establecidé en la concentracién de 2,4 ppm.
De esa forma se corrobord que el desempefio del método no es adecuado
para la deteccidén de este analito.

El hallazgo de estreptomicina en LTD de muestras de musculos, puede
obedecer a que algunos de ellos fueron puntos de inyeccidén del
producto administrado, y es bien sabido que los niveles de residuos
en el sitio de inyeccidén tienden a ser dramaticamente més altos que
aquellos en musculos que no son sitios de inyeccidn, grasa o higado
(108) . Ademés, en consideracidén a que los AMG se distribuyen de
forma relativamente libre en el espacio del liquido extracelular de



la mayoria de los tejidos, debido a su escasa unidén a proteinas vy
alto nivel de solubilidad (25), es factible que el proceso de
congelacidén y descongelacidédn para la obtencidn de los LTD permita la
liberacidén de estreptomicina a partir del liguido intersticial. De
otra parte, los residuos de estreptomicina en higado pueden ser
dificiles de detectar debido a la distribucidén particular y a la
escasa penetracién de los antibidticos aminoglucdsidos en la mayoria
de los tejidos. En el reporte realizado por la EMA de un estudio de
deplecidén de residuos de estreptomicina en bovinos, en el que se
emplebé una técnica cromatografica, pudo establecerse que las
concentraciones en el tejido hepadtico son variables, ya que no todas
las muestras analizadas al quinto dia del tiempo de retiro contenian
residuos cuantificables. De hecho, con un tiempo de retiro de siete
dias no fue posible cuantificarlos (108).

Paraddéjicamente, una variacidén adicional al método del bioensayo con
extractos demostré la influencia de las perforaciones del agar sobre
la deteccidén de estreptomicina, ya que las muestras de los misculos
a pesar del factor de dilucién, generaron halos de inhibicidén
mayores a los producidos por los LTD correspondientes.
Adicionalmente se determindé a través de la “prueba t” que no hay
diferencia en la deteccidén de estreptomicina en los misculos cuyos
extractos filtrados Yy no filtrados se depositaron en las
perforaciones del agar.

Como era predecible, en razén a la acumulaciédn de los AMG en la
corteza renal y a la filtracidén glomerular gque permite su
eliminacién inalterada (30), los residuos de estreptomicina en rifién
fueron identificados de manera apropiada ©por el bioensayo,
independientemente de la filtracidén o de la no filtracién de los
extractos, pero se observd a través de la comparacidn con la “prueba
t” que la deteccidn se ve favorecida por el uso de cilindros frente
a las perforaciones del agar.

En atencién a los resultados expuestos, resulta pertinente seflalar
que la capacidad de deteccidén de un método microbioldgico para un
antibidético dado, se ve influenciada por la densidad celular
inicial, la composicidén y especificaciones del medio de cultivo, asi
como de la difusidén del residuo antimicrobiano a partir del tejido
dentro del medio durante la incubacidén (21).

De otra parte, se ha demostrado que la velocidad de difusién a
través del agar depende entre otros factores, de la concentracidn
del féarmaco en la muestra, del tamafio y la forma de la molécula
antimicrobiana, de la viscosidad del agar y de la temperatura (109).
Teniendo en cuenta las referidas variables, seria muy pertinente
confirmar por medio de otros experimentos con tejidos incurridos, si
la difusién a través del agar depende también del uso de cilindros o
de perforaciones para depositar extractos de las muestras a
analizar. Lo anterior considerando ademds que se ha sefialado que el
volumen de muestra depositado en los cilindros, ejerce influencia en
el tamafio de los diadmetros de las zonas de inhibicidén resultantes
(110), (111).
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Una vez se identificaron los residuos antimicrobianos, fue posible
estimar su concentracién, mediante la extrapolacidén de los diédmetros
de inhibicién en curvas de calibracidén elaboradas para cada
antibiético (12).

Al efectuar la semi-cuantificacién de las muestras de muasculo que
resultaron positivas a la deteccidén de los antibidéticos P-lactémicos
con el bioensayo en extractos y en LTD, se pudo establecer que el
tejido muscular (incluyendo sitios de inyeccidén vy diafragma)
contenia niveles de residuos de penicilinas que superaban el LMR
fijado. Las concentraciones de los analitos fluctuaron en un rango
entre 20,05 ppm vy 20,56 ppm. Ahora bien, al comparar las
estimaciones realizadas en los extractos y en los LTD, se pudo
establecer que son superiores las de los LTD. Probablemente esta
situacidén se explica por el tratamiento de la matriz. Okerman et al.
(91) observaron que al homogenizar muestras de musculo de pollo que
contenian doxiciclina, se reducian los halos de inhibicidén respecto
a los obtenidos con las mismas muestras sin homogenizar. La
reduccidén puede deberse a la unién del antibidtico al tejido
homogenizado, que conduce a una subestimacién de los LDD de la
técnica, al menos para ciertos grupos de antibidéticos. De hecho, al
cotejar la sensibilidad determinada para penicilina G en el proceso
de evaluacidén de los criterios de funcionamiento del Dbioensayo
usando extractos de musculo bovino fortificado, con los LDD de otras
pruebas microbioldgicas, se observdé que cuando el tejido se ubica
homogenizado con el antibiético, el LDD es superior al establecido
con tejido integro sobre discos de papel con penicilina G.

Con el bioensayo se valoraron las concentraciones de los residuos de
las penicilinas en los extractos y LTD de las muestras de higado,
encontrando niveles que superaron por mas de diez veces el LMR de
0,05 ppm, y en rifibn se calcularon concentraciones superiores a 0,63
ppm, que también son violatorias del LMR de 0,05 ppm en ese tejido.
La distribucién de los residuos en estas matrices se ajusta a los
resultados de estudios con penicilina marcada con azufre radiactivo,
en los que se determindé que la concentracién del farmaco es
constantemente mas alta en rifiones, aunque en ocasiones se iguala
con la del higado (25).

En relacidén con la semi-cuantificacién de los residuos de
estreptomicina en LTD de higado y en algunos musculos incurridos, es
preciso indicar que no todas las muestras contenian concentraciones
violatorias. Se calculd para el tejido hepatico una cantidad de 0,13
ppm que se juzga admisible por la regulacidén colombiana, que fijé un
ILMR de 0,6 ppm de estreptomicina en higado. En contraste, en gluteo
profundo izgquierdo la concentracidn estimada superd varias veces el
LMR porque fue de 3,71 ppm, pero es importante considerar que ese
musculo fue el sitio de inyeccidén de la uGltima administracidn previa
al sacrificio del bovino, por lo que era previsible que la
concentracidén encontrada excediera el nivel de residuos permitido.



Las concentraciones méds altas de farmaco libre de la mayoria de los
antimicrobianos se encuentran en rifibn y en pelvis renal (112),
(64) . Sin embargo, una alta incidencia de resultados falsos
positivos (113) y las diferencias en la relacidén entre las
concentraciones de residuos en rifiones y mUsculo de animales sanos y
enfermos (114), (112), complican el uso de tejido renal como matriz
de prueba. El tejido renal es la matriz de prueba de eleccidn si el
LDD de un método para cierto antimicrobiano es superior al LMR en
misculo. No obstante, si el rifién es la matriz de prueba, la
concentracidén de un antimicrobiano en tejido muscular puede ser
dificil de estimar en el caso de un hallazgo positivo en rifibn (21).
Los aminoglucdsidos se constituyen en un buen modelo de esta
situacidén. Ellos se encuentran usualmente en tejidos en forma libre
y en concentraciones bajas, excepto en la corteza renal donde

tienden a concentrarse (115), (116), (117), (118). La acumulacidn es
impredecible (119) debido a que la unidén tisular es poco reversible,
por lo gque la excrecidn completa se retrasa notoriamente (120). En

la experimentacién desarrollada con el bovino para la produccidn de
matrices incurridas, se calculd una concentracidén aproximada de 5,54
ppm de estreptomicina en rifibn, constituyendo a este tejido como
violatorio del IMR de 1 ppm, lo cual es congruente con la
farmacocinética de los AMG y con el irrespeto del tiempo de retiro
del producto veterinario que contenia los antibidéticos.

En el trabajo de Pikkemaat y su grupo, los rifiones fueron analizados
por anédlisis confirmatorio (LC-MS/MS) unicamente para determinar la
presencia de aminoglucdésidos. En rifiones de cuatro animales se
confirmaron residuos de neomicina, estreptomicina y gentamicina, a
niveles de aproximadamente la mitad de los LMRs. Sin embargo,
resulta interesante el hecho que no se detectaron niveles de
residuos en la carne de estos animales (84). Resultados similares se
exponen en el “Summary report (4)” de estreptomicina publicado por
la Agencia Europea del Medicamento, en el que se describe un estudio
con doce bovinos tratados con sulfato de estreptomicina por
inyeccidén intramuscular profunda a una dosis de 10 mg/kg durante
tres dilas consecutivos (108) . Mediante HPLC con detector de
fluorescencia se determindé que cinco dias después de la Uultima
administracién del producto, los residuos de estreptomicina
estuvieron por debajo del 1limite de cuantificacién en misculo vy
grasa de los cuatro animales sacrificados. En contraste, se
cuantificaron residuos en tres de las cuatro muestras de higado y
solo en tejido renal se detectaron residuos en todas las muestras.
Por otra parte, se observdé que en las muestras analizadas
procedentes de los cuatro bovinos sacrificados luego de
transcurridos siete dias de la UGltima inyeccidén, los residuos de
estreptomicina estuvieron por debajo del limite de cuantificacidén en
todas las muestras de musculo, higado, grasa y sitio de inyeccién.
De nuevo, los niveles cuantificables se registraron uUnicamente en
las muestras de rifién.

Las pruebas microbioldgicas realizadas a los tejidos incurridos con
B-lactédmicos y estreptomicina revelaron informacidén wvaliosa. Como
era de esperarse luego del incumplimiento del tiempo de retiro, el
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biocensayo detectd adecuadamente los residuos violatorios de las
penicilinas vy, al respecto de la detecciédn de estreptomicina se
hallaron datos interesantes sobre la determinacién en extracto de
tejido muscular depositado sobre perforaciones del agar, por lo que
se considera importante su verificacién mediante experimentos
adicionales.

Se encontrd que los LTD pueden constituirse en una alternativa
interesante frente a los extractos obtenidos de las muestras, dJque
tienen un proceso més laborioso para su obtencidén. Por lo tanto, es
conveniente desarrollar la evaluacién de los criterios de
funcionamiento del biocensayo con el uso de LTD.

En este estudio las muestras de musculo procedentes de bovinos
faenados no presentaron residuos antimicrobianos, lo cual es un
indicador del cumplimiento de las instrucciones de empleo
oficialmente recomendadas para los antibidéticos de uso veterinario,
de conformidad con la informacién consignada en el rotulado de 1los
productos aprobados, incluido el tiempo de retiro.

Los animales de los que se obtuvieron las muestras procedian de
predios ubicados en departamentos que desde el afio 2007 se
encuentran en proceso de implementacién de la reglamentacidén de las
condiciones sanitarias y de inocuidad en la produccidén primaria de
ganado bovino destinado al sacrificio para consumo humano,
contempladas en la Resolucidén 2341 de 2007 (70). De hecho, una
cantidad importante de predios localizados en esos departamentos, se
encuentran certificados por el ICA en Buenas Practicas Ganaderas.
Esto se reflejé en los resultados de los métodos microbioldgicos del
bioensayo, del hisopo y de la prueba comercial Premi® Test, que
fueron compatibles al indicar la ausencia de residuos antibidticos
en los tejidos de los animales sacrificados en la planta de
beneficio.

Por tanto, es pertinente resaltar que la utilidad de las técnicas
debe valorarse de acuerdo al uso previsto, que en el caso del
biocensayo multiplacas consistidé en la determinacidén de criterios de
funcionamiento para los antimicrobianos al nivel de 1los LMR de
residuos de penicilina G, oxitetraciclina y eritromicina en muasculo
bovino, fijados por la legislacién nacional y por el Codex
Alimentarius.

En el mismo sentido, la capacidad de deteccién de Premi® Test
también se ajusta para penicilina G, oxitetraciclina y eritromicina,
en relacién con los respectivos LMRs en mGsculo bovino. Premi® Test
es considerada la uUnica prueba microbiolégica de tubo para la cual
hay una cantidad sustancial de literatura disponible (73), vya que
cuenta con la evaluacidén de los criterios de funcionamiento
establecidos en la Decisidén Europea 2002/657/CE (82), asi como con
validacidén AOAC (Association of Analytical Communities) (89) y con
validacién AFNOR (French Association for Normalisation), basada en
la comparacién con el protocolo STAR y con el método de referencia
de las cuatro placas, el cual es oficial en Francia (90). De hecho,
desde 2006 los laboratorios en Francia estan autorizados para usar



Premi® Test como una prueba pre-screening; todas las muestras que
resultan positivas con Premi® Test, obligatoriamente deben ser
analizadas con el método de las cuatro placas y, las que resultan
positivas con éste Ultimo, son confirmadas por el laboratorio
nacional de referencia con LC-MS-MS (121).

Dado que hay que realizar el control de un gran numero de compuestos
en muchas muestras, es necesario disefiar una estrategia analitica
semejante para la evaluacién de cada residuo o grupo de residuos,
que de manera secuencial incluya las fases de cribado o screening,
post-cribado y confirmacién. La principal utilidad de las técnicas
microbiolédgicas estd en las dos etapas iniciales, teniendo en cuenta
su relativa inespecificidad. En virtud de los resultados presentados
en este documento, para el cribado de residuos antimicrobianos es
viable emplear pruebas netamente cualitativas como la del hisopo o
los LTD en la placa inoculada con BS, o Premi® Test. Sin embargo,
teniendo en cuenta las caracteristicas particulares del bioensayo
multiplacas, que se constituyen en ventajas vy le confieren
superioridad frente a las pruebas tipo screening microbioldgico
convencionales y kits comerciales que solo usan un microorganismo de
prueba, sin orientar al analista sobre el grupo antibidético, ni
estimar la concentracién del residuo, se considera conveniente poner
en practica el método del bicensayo multiplacas ya que permite
realizar simultédneamente la deteccidén, identificacidén presuntiva vy
semi-cuantificacidén, sin prescindir del empleo de los métodos
fisico-quimicos para la identificacién inequivoca y la confirmacidén
definitiva de los residuos.

Ahora Dbien, desde el punto de vista operativo el método
microbioldégico del bicensayo estd llamado a ser puesto en préactica
en razén a lo establecido en el documento CONPES 3676 de 2010,
concerniente a la politica sanitaria y de inocuidad de la carne
bovina en Colombia. En su momento, el CONPES 3376 de 2005 planted
que debido a las prioridades comerciales de exportacidén de carne a
los Estados Unidos, una de las metas consistia en el reconocimiento
del sistema nacional de control e inspeccidén ante el FSIS (8), que
es Jjustamente la autoridad que desarrolld el bioensayo empleado en
éste trabajo como la principal prueba para la deteccién de residuos
antibiéticos en misculo de bovinos sacrificados en una de las
plantas de beneficio més importantes del pais.

El bioensayo multiplacas puede ser usado como un método para el
monitoreo y vigilancia de los residuos de antimicrobianos en carne
bovina, con la ventaja de mejorar las posibilidades y precisidén de
la identificacidén presuntiva de los residuos orientada a los grupos
de tetraciclinas, betalactdmicos y macrélidos, lo cual puede reducir
los esfuerzos y costos en la confirmacién. Adicionalmente, permite
lograr una estimacién semi-cuantitativa de los residuos
antibidéticos. La evaluacidén del desempefio del método analitico
microbioldégico del bioensayo, que por primera vez se realizd en el
pais, apoyarda a las autoridades sanitarias en la implementacidén del
“Programa de Control de Residuos de Medicamentos Veterinarios” en
Colombia, contribuyendo a garantizar la inocuidad alimentaria para
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proteger la salud de los consumidores y mejorar las condiciones de
competitividad y cumplir los requisitos del comercio internacional
de alimentos de origen animal. La contribucidén al Plan Nacional de
Residuos y a la garantia de la inocuidad alimentaria, se evidencia
en el hecho de que el ICA documentd (Anexo H) y aprobd el método
microbioldégico del bioensayo en el sistema de gestidén de la calidad,
constituyéndolo en herramienta analitica para el monitoreo de
residuos de antibidéticos en carne Dbovina destinada al consumo
humano.



5. Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

La adecuacidén, estandarizacidén y evaluacidén preliminar del método
analitico microbioldgico del bioensayo para la deteccién,
identificacién y semi-cuantificacidén de residuos de penicilina G,
oxitetraciclina, estreptomicina y eritromicina en muasculo bovino,
favorecerd la implementacidén del “Programa de Control de Residuos de
Medicamentos Veterinarios” en Colombia, apoyando el sistema de
gestidén de inocuidad en el marco de aplicacidén de Medidas Sanitarias
y Fitosanitarias para contribuir a garantizar la inocuidad
alimentaria para los consumidores de alimentos de origen bovino.

La evaluacién del desempefio del bioensavyo, contribuiré al
mejoramiento de las condiciones sanitarias y de inocuidad
alimentaria requeridas por el pais para su adecuacidén a las reglas
del comercio internacional de alimentos de origen animal, como
guiera que Europa y principalmente Estados Unidos se constituyen en
las prioridades comerciales de exportacidédn de carne.

Se evalud el cumplimiento de los Limites Maximos de Residuos de
antimicrobianos de uso en bovinos productores de carne para Cconsumo
humano, verificando el respeto de los tiempos de retiro.

El método del biocensayo multiplaca wutilizado para la deteccién
identificacién % semi-cuantificacién de residuos de cuatro
antimicrobianos en muasculo bovino, mostrd excelente especificidad
para los niveles de interés (ningun falso-positivo); se determinaron
los LDD para los cuatro representantes antibidéticos con relacidn a
sus respectivos Limites Maximos de Residuos: Betalactémicos
(penicilina G =LMR) , tetraciclinas (oxitetraciclina =LMR) ,
macrélidos (eritromicina =LMR) y aminoglucdésidos (estreptomicina >4
LMR) . La exactitud relativa calculada para los LDD de los cuatro
antimicrobianos fue satisfactoria; la estabilidad de los analitos en
la matriz fortificada al LDD, resultdé adecuada durante el periodo de
tiempo evaluado. El método del bioensayo es aplicable a la deteccidn
de una amplia gama de residuos antimicrobianos en musculo bovino.

Los resultados obtenidos en la evaluacién preliminar de 1los
criterios de funcionamiento del bioensayo en placas de agar,
permitieron proyectar el método a un futuro ejercicio pleno de
validacidén, con una optimizacidén previa del LDD para la placa de
aminoglucdsidos, el cual aunque es mejor que el reportado para otros
métodos microbioldgicos cualitativos, se determindé superior al LMR
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establecido por el Codex Alimentarius y por la normatividad nacional
para la matriz de misculo de bovino.

En el caso de la especie bovina, el uso de matrices fortificadas se
constituye en una buena alternativa frente al empleo de tejidos
incurridos o dosificados, teniendo en cuenta la complejidad en
términos de tiempo y costos para la produccidén de materiales
incurridos para cada antibidético a las concentraciones adecuadas.

5.2 Recomendaciones

Al tenor de los avances realizados en qguimica analitica desde 1la
adopcién de 1la Directiva 96/23/CE, que ha dejado obsoleto el
concepto de métodos de rutina y métodos de referencia y ha sido
reemplazado por un planteamiento en el que se establecen criterios
de funcionamiento y procedimientos de validacién de los métodos de
cribado y confirmacién, se recomienda a las entidades del sistema
MSF emprender la validacidén completa del biocensayo de acuerdo a lo
establecido en la Decisidén de la Comisidén 2002/657/CE, y en la guia
de los laboratorios de referencia de residuos de la Comunidad
Europea 20/1/10 que trata sobre la wvalidacidén de métodos de
screening de residuos de medicamentos veterinarios. En éste sentido,
es importante considerar que:

En el proceso de validacidén del bioensayo en placas de agar, seria
interesante considerar la evaluacidén de més representantes por
familia de antimicrobianos, para analizar de manera detallada los
perfiles de identificacidén de acuerdo a sus patrones caracteristicos
de inhibicién o perfiles de susceptibilidad.

A pesar de la dificultad de wutilizar tejidos bovinos incurridos,
seria muy importante evaluar con métodos microbioldégicos y con
técnicas fisicoquimicas matrices contaminadas de manera natural con
diferentes antimicrobianos.

Con el propdsito de establecer correlaciones entre las
concentraciones de residuos antibidéticos en mlsculo y en otros
tejidos, es conveniente tomar muestras en planta de beneficio de
otras matrices de prueba como higado y rifiébn bovinos.

El bioensayo debe evaluarse en diversas condiciones experimentales
que incluyan por ejemplo diferentes especies animales (porcinos,
aves) o matrices como ligquidos tisulares de descongelacidén, con el
propbésito de determinar la susceptibilidad o robustez del método
analitico a estos cambios.



A. Anexo: Glosario

Beneficio de animales: Conjunto de actividades que comprenden el
sacrificio y faenado de animales para consumo humano (19).

Buenas Practicas en el Uso de Medicamentos Veterinarios (BPMV): Se define como el
cumplimiento de los métodos de empleo oficialmente recomendados para
los medicamentos de uso veterinario, de conformidad con 1la
informacién consignada en el rotulado de los productos aprobados,
incluido el tiempo de retiro, cuando los mismos se utilicen en
condiciones préacticas (70).

Carne: Es la parte muscular y tejidos blandos que rodean al esqueleto
de los animales de las diferentes especies, incluyendo su cobertura
de grasa, tendones, vasos, nervios, aponeurosis y que ha sido
declarada inocua y apta para el consumo humano (19).

Inocuidad: Caracteristica o atributo de la calidad de un alimento, que
determina que el consumo del mismo no causa riesgo para la salud del
consumidor (70).

Medicamento veterinario: Todo farmaco o principio activo o mezcla de
éstos, con o sin adicién de sustancias auxiliares, presentada bajo
una forma farmacéutica, en empaque o envase y rotulado listo para su
distribucién y uso, empleado con fines de diagnéstico, prevencidn,
control o tratamiento de las enfermedades de los animales (70).

Planta de beneficio animal: Todo establecimiento en donde se benefician las
especies de animales que han sido declarados como aptas para el
consumo humano y que ha sido registrado y autorizado para este fin
(19) .

Tejido dosificado: Tejido proveniente de animales de la especie objeto de
estudio, que se hayan tratado con el medicamento estudiado de
acuerdo con el uso previsto (36).

Tejido fortificado: Tejido que contiene concentraciones conocidas del
elemento analizado agregado a la muestra de tejido de control (36).

Tejido de control: Tejido proveniente de animales no tratados con
medicamentos veterinarios, de especie, sexo, edad y condicién
fisioldégica similares a los de la especie objeto de estudio (36).
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B. Anexo: Preparacion de in6culos de suspensiones de
células vegetativas y de suspensiones de esporas

Suspensiones de células vegetativas

En un frasco Schott con 50 ml de caldo CASO se sembrd el contenido
de un criovial de una cepa de trabajo de cada bacteria de prueba
previamente descongelada. Se incubdé durante 18 horas = 2 horas a
37°Ct 2°C

Se inoculdé 0.1 ml del cultivo bacteriano en una caja de Petri con
agar nutritivo y con un asa de Digralsky se esparcidé el cultivo en
forma masiva en la superficie del medio, para posteriormente incubar
bajo las condiciones de temperatura y tiempo antes descritas.

Se realizdé la cosecha con aproximadamente 2-3 ml de solucidén salina
0.85% estéril y se llevd a un tubo de centrifuga estéril para luego
centrifugar a 5000 G por 30 minutos a 10+2°C. Se efectuaron dos
lavados de la suspensién de células vegetativas colectadas con
solucién salina isotdnica estéril y se resuspendid el precipitado
con solucién salina 0.85% estéril. La suspensidén se rotuld vy
almacend a una temperatura de 2 a 8°C durante maximo 30 dias.

Suspensiones de esporas

En un frasco Schott con 50 ml de caldo CASO se sembrd el contenido
de un criovial de una cepa de trabajo de cada bacteria de prueba
previamente descongelada. Se incubdé durante 18 horast2 horas a
37°Cct2°C.

Se inoculdé 0.1 ml del cultivo bacteriano en una caja de Petri con
agar nutritivo y con un asa de Digralsky se esparcidé el cultivo en
forma masiva en la superficie del medio, para posteriormente incubar
Bacillus cereus ATCC 11778 durante 18-24 horas * 2 horas a 30°Ctl°C
y a 30°Ctl°Cpara el caso de Bacillus subtilis ATCC 6633.

B. cereus fue cosechado mediante lavado con 3 ml de agua destilada
estéril y con solucidén salina 0.85% estéril se cosechd B. subtilis.
Luego se transfirieron a 250 ml del agar esporulante especifico para
cada microorganismo.

El cultivo de B. cereus se incubdé a 30°Cx1°C durante 13 dias y el de
B. subtilis a 37°C+1°C durante 7 dias. Las esporas de B. cereus
fueron cosechadas con agua destilada estéril y depositadas en un
tubo para centrifuga estéril, para posteriormente realizar lavado
por centrifugacién (27.000 x G a 5°C por 20 minutos). Las esporas de
B. subtilis se cosecharon con solucidén salina isotdnica estéril y se
transfirieron a un tubo de centrifuga estéril para centrifugarlo
bajo las condiciones previamente descritas.



Al paquete celular se le realizaron como minimo tres lavados con
agua destilada estéril para B. cereus y con solucién salina 0.85%
estéril para B. subtilis hasta eliminar el medio de cultivo
residual, separadndolo por centrifugacidén y decantacidn, para después
reconstituir el sedimento y resuspender con 50 ml de agua destilada
estéril para B. cereus y con solucidén salina isotdnica estéril en el
caso de B. subtilis.

La suspensién se calentd durante 30 minutos en bafio seroldgico (bafio
de Maria) a 65°C para destruir formas vegetativas. De nuevo se
centrifugdé y lavé con agua destilada o solucidén salina segun
correspondiera, 3% se repitié el calentamiento, lavado %
resuspensién. La suspensidén de esporas se rotuld y almacend de 2 a
8°C durante méximo tres meses.

Recuento de células vegetativas o esporas / ml de suspensién

Se calculé el contenido de <células vegetativas o esporas por
mililitro de suspensién, realizando diluciones en Dbase 10 con
solucién salina estéril hasta obtener 1x107™%, 1x107°, 1x107° 1x1077.Se
depositd por superficie 100 ul de cada dilucién de la suspensidén en
cajas de Petri que contenian agar plate count. El contenido de cada
dilucién fue distribuido con un asa de Digralsky o rastrillo estéril
por toda la superficie del medio de cultivo. Posteriormente se
incubé durante 18-24 horas a 35+1°C. Se realizdé la lectura del total
de colonias de cada dilucién sembrada y se calculd el nuUmero de
células vegetativas o de esporas multiplicando el nuUmero total de
UFC x 10 x el inverso de la dilucién cultivada.

Se rotuld el recipiente gque contenia la suspensidén de células
vegetativas o de esporas, indicando la concentracidén de células
vegetativas o esporas por ml de suspensidédn segln correspondia y se
indicaba las fechas de preparacidédn y de caducidad.

Con el numero estimado de células vegetativas o esporas por ml de
suspensidén, se calculd la cantidad de suspensidén de indculo
requerida segun la cantidad de medio de agar base preparado de tal
forma que se cumpliera con las especificaciones requeridas para las
diversas pruebas microbioldgicas.
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C. Anexo: Produccion de esporas de Bacillus cereus ATCC
11778 (secuencia fotografica)

2y ‘w - -
Esporulacidén dia 7

Aislamiento B.cereus

Esporulacién dia 11 Esporulacién dia 11

Esporulacién dia 13 Esporulacién dia 13



D. Anexo: Ajuste concentracion de esporas de Bacillus
subtilis ATCC 6633 para inoculacion en placas (Ejemplo)

Si la suspensidén de esporas de Bacillus subtilis ATCC 6633 contiene
aproximadamente 1x10’esporas/ml, y el volumen de Agar Antibidtico
No. 5 preparado es de 200 ml, entonces se aplica la siguiente
ecuacidn:

Vi x C; =V, x Cy donde:

Vi es el volumen que se debe usar para adicionar al medio de
cultivo.

C: es la concentracién de esporas de Bacillus subtilis ATCC 6633 por
ml de suspensidn.

V, es el volumen de medio de Agar antibidético No. 5 que se tiene
preparado.

C, es la concentracién de esporas de Bacillus subtilis ATCC 6633 por
ml medio de cultivo para ser usado en una prueba que requiere 1x10°
esporas/ml de medio de cultivo.

Reemplazando:

V; x 1x10’esporas/ml = 200 ml x 1x10° esporas/ml

V;= 200 ml x 1x10%/1x10’

Vlz 0.2 ml

Se requiere 0.2 ml de la suspensidén de esporas de B. subtilis ATCC

6633 para preparar 200 ml de Agar antibidético No. 5 para que
contenga una concentracién de esporas de 1x10° esporas/ml.



E. Anexo: Especificaciones de medios antibioticos

Componente (g)

Agar Antibidético No.

4 5 8 11
1.5

Extracto de carne 1.5 1.5 1.5
3.0

Extracto de levadura 3.0 3.0 3.0
P 4.0

Peptona de caseina - - -
Peptona de carne Peptona 6.0 Peptona 6.0

6.0 6.0
Dextrosa 1.0 - - L.0
Agar agar 15.0 15.0 15.0 15.0
PH 6.55+0.05 | 7.940.2 | 5.85+£0.05 9+0
. 30.5

g/L agua destilada 26.5 25.5 25.5

La esterilizacidn

se los medios

himedo a 121°C durante 15 minutos.

de cultivo

116

se realizé por calor



F. Anexo: Preparacion de soluciones amortiguadoras de
fosfato o Buffers fosfato

KH,PO, K,HPO,
Buffer fosfato (9) (9)
0,1 M pH 4,5 (0,1) 13,6 _
0,1 M pH 6,0 (+0,1) 11,2 2,8
0,1 M pH 8,0 (£0,1) 0,523 16,73
0,2 M pH 8,0 (£0,1) 1,046 33,46

Para preparar cualquiera de las soluciones amortiguadoras, se
disolvieron las cantidades de fosfato de potasio monobasico (KH,PO,)
y/o de fosfato de potasio dibdsico (K,HPO,) en aproximadamente 800
ml de agua destilada; se revisdé el pH y si era necesario, se ajustod
segln el caso, con la adicidén gota a gota de &cido clorhidrico (HC1
0,1IN)* 6 con hidréxido de sodio (NaOH 1,0N)**. Con agua destilada,
se llevé a volumen de un litro y se esterilizé en autoclave a 121°C
durante 15 minutos.

*HC1 0,1N: Se disolvieron 8,5 ml de HCl concentrado en 1000 ml de
agua destilada.

**NaOH 1,0N: Se disolvieron 40g de NaOH en 100 ml de agua destilada
y se aforaron con la misma a 1000 ml.
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G. Anexo: Preparacidon de soluciones antimicrobianas

Potencia

.. . del Pesar Balén Diluyente Diluyente

Antimicrobiano estandar (g9) aixffo solucidén stock diluciones
(ng/mg)
Penicilina G
potésica 1588 0,0566 50 BF 0,1M pH6,0+0.1 BF 0,1M pH6,0+0.1
Oxitetraciclina
clorhidrato 970 0,0556 50 HC1 0,01N BF 0,1M pH4,540.1
Eritromicina 2-4ml metanol y
952 0,0525 50 BF 0,2M pHS,0+0.1 BF 0,2M pH8,0+0.1

Estreptomicina
sulfato 775 0,059%96 50 Agua destilada BF 0,1M pH 8,0+£0.1

Neomicina tri
sulfato 689 0,0726 50 BF 0,1M pH8,0+0.1 BF 0,1M pH8,0+0.1

Para preparar soluciones stocks de 1000 ppm, en la balanza analitica
calibrada se ubicé el balén aforado sin tapa y se tard para
seguidamente pesar el polvo antimicrobiano. Se adicioné el
diluyente, se disolvié en el homogenizador ultrasdédnico y se
prepararon las diluciones de las concentraciones deseadas usando la
férmula C; x Vi = C, X Vy



H. Anexo: Aprobacidon del bioensayo en el sistema
de gestion de la calidad del ICA

Proceso Responsable
Marths Patnca
HOJA DE RUTA HICENSAYO MULTIPLACA BN AGAR PARA LA T-GESTION DfL, RIESGO > Vels Fldrez 0/08/2011 12/05/2010
DETECCION DE RESIVO0S DE ANTIMICROBIANOS EN TENDO  (EN ACTURLIZACION] T Lembana 12:00:00 a.m
Martha Patnos
: RESULTADOS DE PRUERAS DE DETECCION O SCREENING DE .
CRFORM | pomsa 3 RESIDUGS OE ANTIMICROBLANGS EN MUESTRAS OF TENDO 0 S CUSTION DL KIESCO ooy | ppan, Vo1 P02 22072013  1Q8/2010
3204 (BN ACTUALIZACION) 12:00:00 a.m.
FLUIDO ANaMAL
Martha Patnoa
" MOJA DE RUTA METO0O SCREENING SEMICUANTITATIVO . "
SHEORA  romua 3 PARA LA DETECCION DE RESTOUOS OF TETRACICLINAS EN (zuq'xsvm oa. “5]” Sandra tombang Vo0 ez 270772613 :{';:f;:‘:"
LECHE DE BOVING ACTUMIZACION, 420 pm.
Martha Patncia
GR-FORMA CURVAS DE BIOENSAYO MULTIPLACA PARA DETECCICON D Z-GESTION DEL RIESGO Vela Firez 18/02011 02/08/2011
3909 |TOMM RESIOUOS DE MEDICAMENTOS (BN ACTUALIZACSON) Sanda Lembana 12:00:00 a.m.
i Marths Patncs
Cotay | NSTRUCTIVO OPERATIVO LINIA  BIOSEGURIOAD EN £ AREA OF BOINSUMOS E IWOCLIOAD.  Z-GESTION ORL RIESGO. |98 JOt el Flore LWOS/2010 15/02/2010
o BIOINSUMOS AGRICOLA (EN ACTUMIZACION) "o 12:00:00 a.m.
GRMA:  METOOO ANALITICO Y/D DE ENSAYO BICENSAYO MULTIPUICA EN AGAR PARA LA DETECCION DE Sorngmecsinias
LANIP-R- - LANIP - RESIDUOS OF RESIDUCS OE ANTIMICHOBLANGS POR GRLPO DE ANTIBIOTICO, e o 48 S0 Sanara Lombana ™0 P00 SNININ 40300
010 MEDICAMENTO% N MUSCLLO BOVING (BN ACTUALIZACION) 12;00:90 a.m,
GR-MA NETOOO ANALITICO ¥/0 DE ENSAYO Matha Patcs
bt e B Ly raggpan 128 DETECCION DE TETRACICUINAS EN LEOR OF BOVINO POR  Z/GESTION OCL RIESCO. (. Vels Fisrez 07/03/2014 20/06/2013
o1e MEOICAMENTOS BUSA SORPANG CUALITATIVO (B ACTUALIZACION) Samben 10:44:53 am.
7 Rbgratrols) BRcontradels). Mostando oel 1 M 7 W
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.  Anexo: Muestras de musculo diafragmatico de
planta de beneficio

Rétulo
No. Fecha muestra en Rétulo muestFa Género Edad Procedencia
muestreo Planta de en Laboratorio (afios)
beneficio
1 | 01/04/2011 525 RMI-10-025 Macho 2-2,5 Meta
2 | 01/04/2011 515-1 RMI-10-030 Macho 2,5-3 Meta
3 |01/04/2011 515-2 RMI-10-031 Macho 2,5-3 Meta
4 |01/04/2011 515-3 RMI-10-029 Macho 3-3,5 Meta
5 | 01/04/2011 515-4 RMI-10-028 Hembra 3,5-4 Meta
6 | 01/04/2011 514 RMI-10-039 Macho 3,5-4 Casanare
7 | 01/04/2011 117 RMI-10-047 Macho 2,5-3 Meta
8 01/04/2011 80 RMI-10-040 Hembra 3,5-4 Casanare
9 | 01/04/2011 90 RMI-10-034 Macho 20 meses Meta
10 | 01/04/2011 386 RMI-10-048 Macho 3,5-4 Meta
11 | 01/04/2011 19 RMI-10-038 Macho 2,5-3 Meta
12 | 01/04/2011 368 RMI-10-046 Hembra 2-2,5 Medina/Cmarca
13 | 01/04/2011 549-1 RMI-10-053 Hembra 5-5,5 Zipaquira/Cmarca
14 | 01/04/2011 549-2 RMI-10-050 Hembra 4-4,5 Zipaquira/Cmarca
15 | 01/04/2011 549-3 RMI-10-018 Hembra 4-4,5 Zipaquira/Cmarca
16 | 01/04/2011 549-4 RMI-10-036 Hembra 12 Zipaquira/Cmarca
17 | 01/04/2011 549-5 RMI-10-032 Hembra 8 Zipaquira/Cmarca
18 | 01/04/2011 549-6 RMI-10-035 Hembra 7 Zipaquira/Cmarca
19 | 01/04/2011 549-7 RMI-10-033 Hembra 10 Zipaquira/Cmarca
20 | 01/04/2011 549-8 RMI-10-051 Hembra 10 Zipaquira/Cmarca
21 | 01/04/2011 549-9 RMI-10-043 Hembra 8 Zipaquira/Cmarca
22 | 01/04/2011 549-10 RMI-10-049 Hembra >13 Zipaquira/Cmarca
23 | 01/04/2011 549-11 RMI-10-020 Hembra 7 Zipaquira/Cmarca
24 | 01/04/2011 549-12 RMI-10-055 Hembra 7 Zipaquira/Cmarca
25 | 15/04/2011 503 RMI-10-091 Macho 3-3,5 Acacias/Meta
26 | 15/04/2011 93 RMI-10-090 Macho 2-2,5 Yopal/Casanare
Paz de
27 | 15/04/2011 48 RMI-10-078 Macho 3,5-4 Ariporo/Casanare
28 | 15/04/2011 90 RMI-10-083 Macho 8 Medina/Cmarca
29 | 15/04/2011 23 RMI-10-095 Macho 4-4,5 San Martin/Meta
30 | 15/04/2011 539 RMI-10-097 Macho 3,5-4 Villavicencio/Meta
San Juan de
31 | 15/04/2011 61 RMI-10-085 Macho 4,5-5 Arana/Meta
San Carlos de
32 | 15/04/2011 87 RMI-10-098 Hembra 1,5-2 Guaroa/Meta




33 | 15/04/2011 539 RMI-10-097 Macho 2-2,5 Villavicencio/Meta
San Carlos de
34 | 15/04/2011 386 RMI-10-082 Macho 4 Guaroa/Meta
35 | 15/04/2011 73 RMI-10-093 Macho 4,5-5 San Martin/Meta
36 | 15/04/2011 527 RMI-10-062 Macho 1,5 Chocontéd/Cmarca
37 | 15/04/2011 549-1 RMI-10-065 Hembra 6 Zipaquira/Cmarca
38 | 15/04/2011 549-2 RMI-10-086 Hembra 6 Zipaquira/Cmarca
39 | 15/04/2011 549-3 RMI-10-073 Hembra 6,5 Zipaquira/Cmarca
40 | 15/04/2011 549-4 RMI-10-087 Hembra 7 Zipaquira/Cmarca
41 | 15/04/2011 549-5 RMI-10-079 Hembra 7 Zipaquira/Cmarca
42 | 15/04/2011 549-6 RMI-10-075 Hembra 9 Zipaquira/Cmarca
43 | 15/04/2011 549-7 RMI-10-070 Hembra 7 Zipaquira/Cmarca
44 | 15/04/2011 549-8 RMI-10-077 Hembra 7 Zipaquira/Cmarca
45 | 15/04/2011 549-9 RMI-10-099 Hembra 8 Zipaquira/Cmarca
46 | 15/04/2011 549-10 RMI-10-066 Hembra 8 Zipaquira/Cmarca
47 | 15/04/2011 549-1 RMI-10-065 Hembra 9 Zipaquira/Cmarca
48 | 15/04/2011 549-12 RMI-10-074 Hembra 12 Zipaquira/Cmarca
49 | 15/04/2011 549-13 RMI-10-096 Hembra 6 Zipaquira/Cmarca
50 | 15/04/2011 549-14 RMI-10-069 Hembra 9 Zipaquira/Cmarca
51 | 15/04/2011 549-15 RMI-10-063 Hembra 8 Zipaquira/Cmarca
52 | 15/04/2011 549-16 RMI-10-092 Hembra 8 Zipaquira/Cmarca
53 | 15/04/2011 549-17 RMI-10-076 Hembra 8 Zipaquira/Cmarca
54 | 15/04/2011 549-18 RMI-10-089 Hembra 8 Zipaquira/Cmarca
55 | 15/04/2011 549-19 RMI-10-067 Hembra 10 Zipaquira/Cmarca
56 | 15/04/2011 549-20 RMI-10-084 Hembra 8 Zipaquira/Cmarca
57 | 15/04/2011 549-21 RMI-10-058 Hembra 7 Zipaquira/Cmarca
58 | 15/04/2011 549-22 RMI-10-088 Hembra 6-6,5 Zipaquira/Cmarca
59 | 15/04/2011 549-23 RMI-10-064 Macho 4,5-5 Zipaquira/Cmarca
60 | 15/04/2011 549-24 RMI-10-071 Macho 3,5-4 Zipaquira/Cmarca
61 | 15/04/2011 549-25 RMI-10-061 Macho 4-4,5 Zipaquira/Cmarca
Barranca de
62 | 16/06/2011 532 A RMI-10-0326 Macho 4 Upia/Meta
Barranca de
63 | 16/06/2011 532 B RMI-10-0327 Macho 4 Upia/Meta
Barranca de
64 | 16/06/2011 532 C RMI-10-0328 Macho 4 Upia/Meta
65 | 16/06/2011 525 A RMI-10-0329 Macho 2 Yopal/Casanare
66 | 16/06/2011 525 B RMI-10-0330 Macho 2 Yopal/Casanare
67 | 16/06/2011 368 A RMI-10-0331 Macho 2,5 Paratebueno/Cmarca
68 | 16/06/2011 368 B RMI-10-0332 Macho 2,5 Paratebueno/Cmarca
Puerto
69 | 16/06/2011 57 RMI-10-0334 Macho 4 Triunfo/Antioquia
70 | 16/06/2011 512 RMI-10-0335 Macho 2,5 Cimitarra/Santander
71 | 29/06/2011 503 RMI-10-0348 Hembra >10 Acacias/Meta
72 | 29/06/2011 384 RMI-10-0370 Macho 2,5-3 Fortul/Arauca
San Juan de
73 | 29/06/2011 387 RMI-10-0343 Hembra >10 Arana/Meta
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74 | 29/06/2011 76 RMI-10-0369 Macho 2,5-3 San Martin/Meta
75 | 29/06/2011 544-1 RMI-10-0349 Hembra >10 Zipaquira/Cmarca
76 | 29/06/2011 544-2 RMI-10-0358 Hembra >10 Zipaquira/Cmarca
77 | 29/06/2011 544-3 RMI-10-0338 Hembra >10 Zipaquira/Cmarca
78 | 29/06/2011 544-4 RMI-10-0365 Hembra >10 Zipaquira/Cmarca
79 | 29/06/2011 544-5 RMI-10-0341 Hembra >10 Zipaquira/Cmarca
80 | 29/06/2011 544-6 RMI-10-0359 Hembra >10 Zipaquird/Cmarca
81 | 29/06/2011 544-7 RMI-10-0346 Hembra >10 Zipaquira/Cmarca
82 | 29/06/2011 544-8 RMI-10-0362 Hembra >10 Zipaquira/Cmarca
83 | 29/06/2011 544-9 RMI-10-0363 Hembra >10 Zipaquira/Cmarca
84 | 29/06/2011 544-10 RMI-10-0357 Hembra >10 Zipaquira/Cmarca
85 | 29/06/2011 544-11 RMI-10-0340 Hembra >10 Zipaquird/Cmarca
86 | 29/06/2011 544-12 RMI-10-0364 Hembra >10 Zipaquira/Cmarca
87 | 29/06/2011 544-13 RMI-10-0355 Hembra >10 Zipaquira/Cmarca
88 | 29/06/2011 544-14 RMI-10-0351 Hembra >10 Zipaquira/Cmarca
89 | 29/06/2011 544-15 RMI-10-0345 Hembra >10 Zipaquira/Cmarca
90 | 29/06/2011 545-1 RMI-10-0366 Hembra >10 Zipaquira/Cmarca
91 | 29/06/2011 545-2 RMI-10-0344 Hembra >10 Zipaquira/Cmarca
92 | 29/06/2011 545-3 RMI-10-0347 Hembra >10 Zipaquira/Cmarca
93 | 29/06/2011 545-4 RMI-10-0368 Hembra >10 Zipaquira/Cmarca
94 | 29/06/2011 545-5 RMI-10-0371 Hembra >10 Zipaquira/Cmarca
95 | 29/06/2011 545-6 RMI-10-0342 Hembra >10 Zipaquira/Cmarca
96 | 29/06/2011 545-7 RMI-10-0339 Hembra >10 Zipaquira/Cmarca
97 | 29/06/2011 545-8 RMI-10-0361 Hembra >10 Zipaquira/Cmarca
98 | 29/06/2011 545-9 RMI-10-0356 Hembra >10 Zipaquira/Cmarca
99 | 29/06/2011 545-10 RMI-10-0350 Hembra >10 Zipaquira/Cmarca
100] 29/06/2011 545-11 RMI-10-0354 Hembra >10 Zipaquira/Cmarca
101]29/06/2011 545-12 RMI-10-0352 Hembra >10 Zipaquira/Cmarca
102] 29/06/2011 545-13 RMI-10-0353 Hembra >10 Zipaquira/Cmarca
103]29/06/2011 545-14 RMI-10-0360 Hembra >10 Zipaquira/Cmarca
104 29/06/2011 545-15 RMI-10-0367 Hembra >10 Zipaquira/Cmarca

Cantidad aproximada muestra: 500 g.




J. Anexo: Muestras analizadas con Premi® Test

Hora inoculacién

Hora lavado e

Caja No. Identificacién muestras masculo fluido cArnico Incubacién ampollas Resultado
1 338 326|327|356 50 11:00am a 11:20am 11:22am a 2:22pm Negativo
2 95 82 | 78 | 98 48 11:40am a 12:00md 12:03md a 3:04pm Negativo
3 38 551 99 | 20 53 12:30md a 12:50md 12:52md a 3:52pm Negativo
4 91 90 | 96 | 75 97 1:53pm a 2:13pm 2:17pm a 5:17pm Negativo
5 348 366| 89 | 357 346 2:27pm a 2:47pm 2:55pm a 5:55pm Negativo
6 Control + 70 | 332|347 | Control - 3:03pm a 3:23pm 3:30pm a 6:30pm Controles conformes
7 58 351355331 345 3:45pm a 4:05pm 4:07pm a 7:07pm Negativo
8 370 362 | 73 | 371 364 8:42am a 9:02am 9:05am a 12:05md Negativo
9 334 354 | 88 | 74 340 9:23am a 9:43am 9:48am a 12:48md Negativo
10 51 69 | 25 | 87 30 10:00am a 10:20am 10:22am a 1:22pm Negativo
11 86 343|339| 93 98 10:30am a 10:50am 10:55am a 1:55pm Negativo
12 66 92 | 77 | 32 67 11:10am a 11:30am 11:31lam a 2:31pm Negativo
13 359 369| 64 | 329 365 11:43am a 12:03md 12:05md a 3:05pm Negativo
14 28 34 | 85 | 61 83 12:20md a 12:40md 12:41md a 3:41pm Negativo
15 29 31 | 36 | 62 65 1:22pm a 1:42pm 1:44pm a 4:44pm Negativo
16 Control + [353|361|350 47 2:00pm a 2:20pm 2:25pm a 5:25pm Controles conformes
17 76 40 | 368|328 341 2:32pm a 2:52pm 2:54pm a 5:54pm Negativo
18 33 35 | 71 | 539 79 8:17am a 8:37am 8:42am a 11:42am Negativo
19 84 342 | 43 | 344 367 8:50am a 9:10am 9:14am a 12:14md Negativo
20 Control + [363|360|349 358 9:30am a 9:50am 9:53am a 12:53md Controles conformes
21 352 330| 46 | 63 335 10:00am a 10:20am 10:21am a 1:21pm Negativo




K. Anexo: “Pruebas t para dos muestras suponiendo
varianzas desiguales” en el bioensayo a tejidos
dosificados.

Bioensayo (cilindros) detecciéon penicilinas en gliteo profundo derecho

Extracto Variable 1 Variable 2
No filtrado | Filtrado Media 10,5666667 10,46666667
11,2 mm| 11,4 mm| Varianza 0,36333333 0,653333333
10,0 mm| 10,0 mm | Observaciones 3 3
10,5 mm | 10,0 mm | Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 4
Estadistico t 0,1717795
P(T<=t) una cola 0,43597565
Valor critico de t (una cola) 2,13184678
P(T<=t) dos colas 0,8719513
Valor critico de t (dos colas) 2,77644511
Bioensayo (cilindros) deteccion penicilinas en semitendinoso izquierdo
Extracto Variable 1 Variable 2
No filtrado Filtrado Media 13,3666667 12,16666667
12,5 mm 11,0 mm | Varianza 0,56333333 4,083333333
13,8 mm 14,5 mm | Observaciones 3 3
13,8 mm 11,0 mm | Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 3
Estadistico t 0,96420885
P(T<=t) una cola 0,20303406
Valor critico de t (una cola) 2,35336343
P(T<=t) dos colas 0,40606812
Valor critico de t (dos colas) 3,1824463




Bioensayo (perforaciones) deteccién penicilinas en semitendinoso izquierdo

Extracto Variable 1 Variable 2
No filtrado | Filtrado Media 9,25 9,966666667
9,25 mm | 10,3 mm| Varianza 0 0,083333333
9,25mm| 9,8 mm| Observaciones 3 3
9,25mm| 9,8 mm| Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 2
Estadistico t -4,3
P(T<=t) una cola 0,02502858
Valor critico de t (una cola) 2,91998558
P(T<=t) dos colas 0,05005715
Valor critico de t (dos colas) 4,30265273
Bioensayo deteccidn penicilinas en semitendinoso izquierdo
Instrumento Variable 1 Variable 2
Cilindros Perforaciones Media 12,7666667 9,608333333
11,0 mm 10,3 mm | Varianza 2,29066667 0,187416667
14,5 mm 9,8 mm | Observaciones 6 6
11,0 mm 9,8 mm| Diferencia hipotética de las medias 0
12,5 mm 9,25 mm | Grados de libertad 6
13,8 mm 9,25 mm | Estadisticot 4,91445809
13,8 mm 9,25 mm| P(T<=t) una cola 0,00133583
Valor critico de t (una cola) 1,94318028
P(T<=t) dos colas 0,00267166
Valor critico de t (dos colas) 2,44691185
Bioensayo (perforaciones) deteccién estreptomicina en semitendinoso izquierdo
Extracto Variable 1 Variable 2
No filtrado Filtrado Media 11,1333333 10,4
10,9 mMm| 10,4 mm | Varianza 0,16333333 0,16
10,9 mm| 10,0 mm | Observaciones 3 3
11,6 mm| 10,8 mm | Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 4
Estadistico t 2,23376156
P(T<=t) una cola 0,04461873
Valor critico de t (una cola) 2,13184678
P(T<=t) dos colas 0,08923746

Valor critico de t (dos colas) 2,77644511




Bioensayo (cilindros) deteccidn estreptomicina en rifidn
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Extracto Variable 1  Variable 2
No filtrado Filtrado Media 27,4666667 27,4
27,9 mm| 27,4Amm/| Varianza 4,34333333  1,89327E-29
29,3 mm| 27,4 mm/| Observaciones 3 3
252mm| 27,4Amm/| Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 2
Estadistico t 0,05540613
P(T<=t) una cola 0,48042599
Valor critico de t (una cola) 2,91998558
P(T<=t) dos colas 0,96085199
Valor critico de t (dos colas) 4,30265273
Bioensayo (perforaciones) deteccién estreptomicina en rifién
Extracto Variable 1 ~ Variable 2
No filtrado Filtrado Media 25,2 26,1
252 mm| 26,1 mm| Varianza 0 1,89327E-29
25,2mm| 26,1 mm| Observaciones 3 3
25,2mm| 26,1 mm| Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 2
Estadistico t 3,5826E+14
P(T<=t) una cola 3,8956E-30
Valor critico de t (una cola) 2,91998558
P(T<=t) dos colas 7,7912E-30
Valor critico de t (dos colas) 4,30265273
Bioensayo deteccidn estreptomicina en rifidn
Instrumento Variable 1 ~ Variable 2
Cilindros Perforaciones Media 27,4333333 25,65
27,4 26,1 | Varianza 1,73866667 0,243
27,4 26,1| Observaciones 6 6
27,4 26,1 | Diferencia hipotética de las medias 0
27,9 25,2 | Grados de libertad 6
29,3 25,2 | Estadisticot 3,10307913
25,2 25,2 | P(T<=t)unacola 0,01051684
Valor critico de t (una cola) 1,94318028
P(T<=t) dos colas 0,02103367
Valor critico de t (dos colas) 2,44691185
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