salud publica

El excesivo uso de los antibiéticos a nivel mundial es el aplicado en animales.
Esta condicion exige estudios como este para poner en evidencia los peligros
que supone para la salud piublica (N. del E.)
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Resumen

El objetivo del estudio fue determinar la presen-
cia de residuos del antibidtico enrofloxacina que
superen los Limites Maximos de Residuos (LMR),
en muestras de musculo de ganado bovino de
mercados minoristas en la zona norte de Lima
Metropolitana. La investigaciéon fue de tipo trans-
versal descriptivo. Se recolecté 30 muestras de 60
g de carne (musculo) de un total de 11 mercados
minoristas, entre los meses de enero y febrero del
afio 2017. Se utilizé6 un gramo de cada muestra
para cuantificar la cantidad de residuos de anti-
bidticos presentes mediante un kit comercial (ELI-
SA) basado en una competencia colorimétrica. A
partir de los resultados se determind la frecuen-
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cia de muestras positivas que se encontraban por
encima de 30 ppb, LMR permisibles establecidos
por la Direccién General de Salud Ambiental del
Ministerio de Salud del Peru (DIGESA - MINSA).
Se encontré dos muestras positivas (con valores
de 49,91 y 50,07 ppb) lo que representd el 7% de
muestras positivas al antibidtico enrofloxacina.
Estos resultados evidencian que no se respetaria
el periodo de retiro de los tratamientos con este
antibacteriano, por lo que se requiere mejorar
el control de estas practicas a fin de asegurar la
inocuidad de los alimentos que son destinados a
consumo humano.

Palabras clave: residuos antibioticos, enrofloxaci-
na, bovino, Lima.
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Introduccion

La creciente demanda de productos de origen
animal ha exigido a la industria ganadera mejo-
rar la eficiencia alimenticia, la tasa de aumento
de pesoy la cura de enfermedades en animales,
lo que a su vez ha hecho que los productores
busquen alternativas que favorezcan estos pro-
positos y entre ellos se ha considerado el uso de
medicamentos como los antibidticos (Crawford,
1985). Si bien su uso no estd prohibido en la
ganaderia, este debe de realizarse en forma ra-
cional y prudente, respetando el denominado
periodo de retiro (DIGESA, 2016).

El periodo de retiro es el tiempo necesario para
que los residuos, con finalidad toxicoldgica, al-
cancen en los animales los niveles considera-
dos como seguros para ser consumidos por los
humanos (DIGESA, 2016). Adicionalmente, el
Codex Alimentarius indica la necesidad de que
un producto alimenticio, obtenido de un animal
al que se le ha administrado un medicamento
veterinario, posea una concentracién maxima
de residuos legalmente permitida la que se de-
nomina Limites Maximos de Residuos (LMR) de
medicamentos veterinarios (FAO/OMS, 2019).

Los residuos pueden generar en el consumidor
efectos negativos, como la resistencia antimi-
crobiana en bacterias patdgenas o una interrup-
cion de la flora intestinal normal del humano;

Limite maximo residual
LMR (ppb) pg/kg en musculo

Quinolonas EU FDA
Enrofloxacina (pollos, pavos) 30 300
Enroflocxacina (ganado) 30 -
Difloxacina (pollos, pavos) 300 -
Marbofloxacina (cerdo) 150 -

Tabla 1. Niveles de tolerancia de antibidticos en comidas
estipuladas por la Unién Europea (EU) y la administra-
cién de drogas y alimentos de USA (FDA).

ademads, pueden provocar efectos tdxicos cro-
nicos por la exposicién prolongada de niveles
minimos de antibidticos, asi como reacciones
toxico-alérgicas hacia los residuos (Doyle, 2006;
Gratacos, 2007).

Uno de los productos mas utilizados en la gana-
deria en Lima - Peru es la enrofloxacina, la que
se emplea para problemas de diarreas y neumo-
nias (Solimano et al., 2011). Aunque su uso es
exclusivo en veterinaria, no se puede descartar
que su llegada a las personas a través del ali-
mento, pueda crear algun problema de salud
como alergias, vomitos, diarrea, nduseas, y otra
sintomatologia. Por ello, el objetivo del estudio
fue determinar la presencia de residuos del an-
tibiotico enrofloxacina que superen los LMR,
en muestras de musculo de ganado bovino en
mercados minoristas en la zona norte de Lima
Metropolitana.

Materiales y Métodos

El estudio correspondid a una investigacion
transversal descriptiva. Durante los meses de
enero a marzo del 2017, se recolectaron 30
muestras de musculo de ganado bovino de mer-
cados minoristas de los distritos de la zona norte
de Lima (Carabayllo, Puente Piedra, San Martin
de Porres, Comas, Los Olivos e Independencia).
La evaluacién de las muestras se realizd en el
Laboratorio de Microbiologia e Inmunologia de
la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
de la Universidad Peruana Cayetano Heredia
(FAVEZ - UPCH).

El tamafo de muestra se determind mediante
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Muestras recolectadas de los mercados en bolsa Ziploc.
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Pesaje de 1 g de muestra de carne

el criterio de prevalencia limite, con un limite
de deteccién de 10% y un nivel de confianza de
95%. De cada mercado se recolecté entre 1 a 5
muestras de musculo de acuerdo al tamafio y
numero de puestos del mercado.

Las muestras de 60 g del musculo de la pierna
(musculo cuadriceps femoral) fueron deposita-
das en bolsas individuales estériles rotuladas
con informacién de nimero y procedencia. Es-
tas fueron colocadas en un recipiente conser-
vadores y mantenido en temperatura de refri-
geracion (entre 4 °C a 8 °C) durante el traslado
al laboratorio, en donde se almacenaron en
congelacion a -20 °C hasta el dia de su procesa-
miento. Para el procesamiento de las muestras,
primero se descongeld la carne, después se re-
movio la grasa visible y se homogeneizd con un
mortero. Luego se pesdé un gramo de la muestra
homogeneizada y se colocd en tubos Falcon de
40 ml.

Para la deteccion de residuos de enrofloxacina
se utilizd el kit MaxSignal® Enrofloxacin ELISA
Test Kit (Two-Step). Para su uso se necesito pre-

Componentes del MaxSignal™ Enrofloxacin
ELISA Test Kit.

viamente preparar cuatro reactivos que no for-
maron parte del kit.

1)Para la preparacién de “1X Buffer Extraccidon
de Muestra”: se mezcld 1 volumen “X Sample
Extraction Buffer” con 9 volumenes de agua
destilada.

2)Para la preparacion de “35% Metanol/Buffer
para extraccion de muestra”: se mezcld 6.5
volumenes “1X buffer extracciéon de muestra”
con 3.5 volumenes de 100% metanol.

Preparacion de reactivos.
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vo y se anadié 25 pl de “Buffer de extraccion
decarnell” y 1.5 ml de “35% Metanol/ Buffer
extraccion de muestra” y se coloco al agita-
dor vértex por 10 minutos. Se tomé 50 ul del
sobrenadante para el ensayo.

Se afadidé 50 ul de los “estandares de enro-
floxacina” (controles) a siete pocillos de la
placa de micro titulacion, asi como 50 pl del
sobrenadante de las 30 muestras en otros 30
pocillos. A continuacién, se afiadié 100 ul de
“Anticuerpo #1” a cada pocillo y se mezclé
lentamente la placa por 1 minuto. La placa se
incubd por 30 minutos a una temperatura de
20 °C- 25 °C. Después, se aspird la solucién
de la placa y se descarté todo el liquido para
poder lavar los pocillos 3 veces con 250 ul de
“1X Solucién de lavado”. Luego de lavar, se in-
virtio la placa y se secé suavemente con papel
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Primera parte del procedimiento KIT Elisa

3)Para la preparacién de “1XHRP-
Anticuerpo conjugado #2”: para
ello se mezclé 1 volumen de “100
X HRP- anticuerpo conjugado #2”
con 99 volumenes de “anticuerpo
# 2 diluyente”.

4) Para la preparacion de “1X Solu-
cion de lavado”: se mezcld 1 volu-
men de “20 X Solucidn de lavado”
con 19 volumenes de agua desti-
lada. .

Luego, se siguid el protocolo indica- o : S () i ;‘q;';,':(".ﬁ ,."'“I i)
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sobrenadante a un tubo Falcon nue- Segunda parte del procedimiento KIT Elisa.
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toalla. Se anadié 150 pl de “1X Anticuerpo #2”
a cada pocillo. Se incubd la placa por 30 minu-
tos a una temperatura de 20 °C - 25 °C. Luego,
nuevamente, se aspird la solucion de la placa y
se descarté todo el liquido, se lavo los pocillos 3
veces con 250 pl de “1X Soluciéon de lavado”, se
invirtié la placa y se secd suavemente con papel
toalla. Después, se anadié 100 pl de “TMB subs-
trato” a cada pocillo y se mezclé manualmente
por 1 minuto. Luego, se incubd la placa por 15
minutos a una temperatura de 20 °C - 25 °Cy
se anadio 100 ul de “Buffer Stop” a cada pocillo
para parar la reaccién enzimatica. Finalmente,
se esperé 2 minutos antes de colocarla en el lec-
tor ELISA con 450 nm de longitud de onda.

A partir de los resultados, se determiné la fre-
cuencia de muestras con residuos de enro-
floxacina y se cuantificd los residuos en PPB. Se
definid la frecuencia de muestras que se encon-
traban por encima de los LMR establecidos en la
Norma Técnica Sanitaria que establece los LMR
de 100 ppb para el antibidtico enrofloxacina en
alimentos de consumo humano (NTS N°120-
MINSA/DIGESA-V.01) (DIGESA, 2016).

Resultados

Se recolectd cuatro muestras de los mercados
del distrito de Carabayllo, cinco de Comas, dos
de Independencia, tres de Los Olivos, nueve de
Puente Piedra, y siete de San Martin de Porres.
Entre las 30 muestras recolectadas, se encontrd
que dos tenian valores superiores a los LMR es-
tipulados por DIGESA para el antibidtico enro-
floxacina (100 ppb), representando el 7% de las

N° MUESTRAS | %

< al limite max. 28 93
> al limite max. 2 7
30

muestras estudiadas. Estas muestras fueron ob-
tenidas de mercados pertenecientes a los distri-
tos de Puente Piedra (149.91 ppb) y San Martin
de Porres (150.07 ppb).

Discusion

Los resultados del estudio encuentran mues-
tras positivas a enrofloxacina con lo que se de-
muestra que estos productos estan llegando al
consumo humano y consecuentemente se hace
necesario una vigilancia epidemioldgica mas
exhaustiva a fin de evitar que residuos farmaco-
l6gicos lleguen a las personas a través de la via
digestiva. Segun Woodward (2009), la presencia
de residuos farmacoldgicos en los alimentos su-
giere que es necesario realizar un fortalecimien-
to de las buenas practicas pecuarias (BPP), para
minimizar este riesgo en la produccion primaria.

La presencia de residuos de enrofloxacina se ha
reportado en diferentes partes del mundo. En
América, se realizé un estudio por Canet-Elgue-
ta et al. (2018) en Guatemala, el cual determiné
5% de muestras positivas a residuos de quino-
lonas en muestras de carne bovina obtenida en
mercados municipales. En Venezuela, Molero-
Saras et al. (2007) detectaron presencia de resi-
duos del compuesto enrofloxacina/ciprofloxaci-
na en dos plantas beneficiadoras del municipio
San Francisco del estado Zulia; asi mismo, a
través de una encuesta, 51% de los productores
mencionaron la preferencia por la enrofloxacina
por su doble accidn profilactica y terapéutica. El
estudio realizado por Chiriboga, E., et al. (2017)
encontré resultados que oscilaban entre 2.44 a
12.35 pg/kg, en la ciudad de Ambato, Ecuador.
En Brasil se detectd entre 8.63 y 12.25 pg/kg en
mataderos en Rio de Janeiro (Panzenhagen et
al., 2017).

Asimismo, en otras partes del mundo también
se han encontrado residuos de enrofloxacina en
productos de origen animal destinados a con-
sumo humano. Un estudio realizado en Urmia,
Irdn, realizado por Mashak (2017) detecté en-
rofloxacina en muestras de ganado y pollos en
mas del 53% de las muestras. En Kosovo, Aliu et
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al. (2014) detectaron la presencia de residuos
de quinolonas en muestras de carne, siendo la
deteccidon de enrofloxacina 6.7% la mas alta en
comparacion a ciprofloxacina (5.6%) y flumequi-
na (3.4%).

A pesar de los beneficios que presentan los me-
dicamentos veterinarios, estos pueden generar
serios problemas, ya que un uso indiscriminado
puede alterar la calidad de los productos de ori-
gen animal (Rokka et al., 2005). Los principios
activos pueden dejar residuos en los tejidos ani-
males y si los productos derivados de los anima-
les son destinados al consumo directo pueden
llegar a los consumidores y generar una serie
de efectos adversos (Botana, Landoni & Martin,
2002).

Estos efectos adversos en la poblacion humana
pueden ser directos (toxicidad de rifidn, higado,
médula, oido y efectos teratégenos) o indirectos
(alergias y fendmenos de resistencia bacteria-
na). La toxicidad por residuos de medicamentos
no es aguda, es poco frecuente que una perso-
na se enferme por consumir algunas veces un
alimento de origen animal con residuos de me-
dicamentos; sin embargo, la manifestacion se
genera a largo plazo cuando existe un consumo
sostenido de productos con residuos (Grande et
al., 2000).

Es importante resaltar que, si bien el uso de
medicamentos es necesario para la produccién
animal y muchas veces los productos derivados
tienen residuos, estos no deberian superar los
LMR para evitar la presentacion de los efectos
adversos. En Peru existe la Norma Técnica Sani-
taria que establece los LMR de medicamentos
veterinarios en alimentos de consumo humano
(NTS N°120-MINSA/DIGESA-V.01). Segun esta
norma, los organismos competentes para la
vigilancia del tema son la Direcciéon General de
Salud Ambiental (DIGESA), el Servicio Nacional
de Sanidad Agraria (SENASA) y el Servicio Nacio-
nal de Sanidad Pesquera (SANIPES). Asi mismo,
la norma establece que los tres organismos de-
ben contar con sistemas de vigilancia sanitaria

que permitan prevenir, identificar y eliminar
riesgos a lo largo de la cadena alimentaria. Sin
embargo, esta norma no menciona cémo detec-
tar o en qué momento determinar la presencia
de antibidticos en carcasas, siendo este tema
de suma importancia para tomar medidas ade-
cuadas para el control adecuado de residuos de
antibioticos.

Para la vigilancia sanitaria se requiere tomar
muestras para identificar y cuantificar los resi-
duos en los productos derivados de animales.
Entre las técnicas utilizadas para este fin, se
encuentran disponibles pruebas inmunoenzi-
maticas (ELISA) que cuantifican antibidticos es-
pecificos (Moreno, 2003). Esta técnica tiene la
ventaja de ser mas econdmica que las pruebas
instrumentales como HPLC, RIA y CG-EM. Ade-
mas, es una prueba precisa, con alta sensibili-
dad, de aplicacion sencilla y rapida, que necesi-
ta de una sola lectura para el analisis de varias
muestras (Cultek, 2006)

A pesar de que la eleccion del tejido no fue la
ideal para el analisis de la enrofloxacina, se ob-
tuvo dos muestras con resultados por encima
de los LMR establecidos por DIGESA. Se sugiere
analizar muestras de higado y rifidn para la de-
teccion de enrofloxacina en futuros trabajos, ya
las enrofloxacinas son metabolizadas en estos
organos. Olatoye y Ehinmowo (2000) encon-
traron que el higado es el érgano que presenta
los niveles mas altos de deteccion, seguido del
rifndn y después el musculo.

Los resultados de esta investigacion corroboran
la grave preocupacion por el uso indiscrimi-
nado de antibidticos, la cual ha generado una
gran atencién por parte de agencias regulado-
res y sobre todo en el drea de la salud publica.
La exposicién humana a productos animales
que tienen niveles considerados de residuos de
antibidticos puede generar, inducir y transferir
resistencia a patdgenos humanos, asi como pro-
blemas inmunoldgicos y trastornos de la flora
intestinal (Chang., et al. 2015).

Se necesita continuar con investigaciones que
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generen evidencias del estado sanitario de los
productos de origen animal en el Perd. Los re-
siduos de medicamentos representan una ame-
naza para la salud de las personas y en el caso
de los antibioticos, la resistencia es un factor
adicional. Para controlar y prevenir este pro-
blema se hace necesario contar con sistemas
de vigilancia y trazabilidad desde las diferentes
competencias de los organismos de control.
Otro factor importante es el fortalecimiento de
las buenas practicas pecuarias, para hacer un

uso responsable de los antibidticos; esto incluye
no hacer uso de ellos sin prescripcion médica,
minimizar o eliminar su uso por razones no te-
rapéuticas y en caso fuese necesario utilizarlos,
respetar los periodos de retiro.
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