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Deteccion de residuos de enrofloxacina por microbiologia
(prueba de inhibicidn del crecimiento) y ELISA en cuyes
(Cavia porcellus) en la provincia de Jauja, Peru

Detection of enrofloxacin residues by microbiological (growth inhibition test)
and ELISA in guinea pigs (Cavia porcellus) in the province of Jauja, Peru
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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo detectar la posible presencia de enrofloxacina
en cuyes destinados al consumo humano en la provincia de Jauja, Region Junin, Peru.
Para la deteccion de enrofloxacina se tomaron muestras de higado, rifion y diafragma de
200 cuyes de dos mataderos de la provincia de Jauja. La deteccion de residuos de
antibioticos se realiz6 utilizando la prueba microbioldgica de Inhibicion del Crecimiento en
las tres muestras, obteniéndose resultados negativos en todas ellas. Se tomaron al azar 30
de estas muestras y se analizaron mediante la prueba de ELISA con un kit comercial
especifico para enrofloxacina en muestras de higado, obteniéndose 26.7% (8/30) de mues-
tras positivas, con concentraciones entre 1.11 y 35.1 ig/kg. Los resultados demuestran la
presencia de residuos de enrofloxacina en concentraciones permitidas por las normativas
sanitarias en cuyes destinados al consumo humano.
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The present study aimed to detect the possible presence of enrofloxacin in guinea
pigs slaughtered for human consumption in the province of Jauja, Junin Region, Peru.
For the detection of enrofloxacin, samples of liver, kidney and diaphragm were taken from
200 guinea pigs from two slaughterhouses of Jauja. The detection of antibiotic residues
was performed using the microbiological test of Growth Inhibition in the three samples,
obtaining negative results in all of them. Then, 30 liver samples were selected at random
and analysed by a commercial ELISA kits specific for enrofloxacin, obtaining 26.7% (8/30)
positive samples with concentrations between 1.11 and 35.1 ig/kg. The results showed
the presence of residues of enrofloxacin in concentrations allowed by sanitary regulations
in guinea pigs intended for human consumption.
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INTRODUCCION

El cuy (Cavia porcellus) contribuye en
la alimentacion del poblador rural andino, y
su crianza se ha convertido en un negocio
rentable en la sierra central (Inforegion, 2017).
Sin embargo, las enfermedades infecciosas
limitan los indices de produccién en su crian-
za, debido a esto lo antibioticos son utilizados
para el control de bacterias. Los médicos
veterinarios son los encargados de prescri-
birlos y su uso esta determinado segun las
indicaciones de las autoridades competentes
(MGAP, 2015).

Los residuos de antibiéticos en alimen-
tos estan asociados a problemas de la salud,
como reacciones alérgicas, toxicas y a gene-
racion de resistencias bacterianas (Errecalde,
2004; SENASA, 2017). En Pert, el Ministe-
rio de Agriculturay Riego (MINAGRI) indi-
ca que solo se deben administrar antibidticos
a animales de destinados al consumo cuando
sea estrictamente necesarios y con la aseso-
ria y autorizacion de un médico veterinario
(MINAGRI, 2009). Chauca (1997) recomien-
da diferentes antibidticos para enfrentar in-
fecciones en cuyes, mas no indica el momento
adecuado para su utilizacion sin generar resi-
duos en las carcasas. La enrofloxacina es un
antibiotico ampliamente utilizado en granjas

de cuyes por su efectividad y facil manejo de
administracion (Revelo et al., 2012).

El Pert es un pais miembro de la Orga-
nizacion de las Naciones Unidas para la Ali-
mentacion y la Agricultura (FAO), la cual
muestra sus normativas mediante el Codex
Alimentarius (CA). El CA indica los Limites
Maximos Residuales (LMR) de antibidticos
que son permitidos en alimentos, pero los
cuyes no han sido considerados una especie
de estudio para esta normativa. Sin embargo,
existen publicaciones que recomiendan dife-
rentes antibioticos para el tratamiento de en-
fermedades bacterianas en cuyes (Chauca,
1997; Richardson, 2008; Shomer et al., 2015).

En 2011, el Servicio Nacional de Sani-
dad Agraria (SENASA) comenzo6 con la eva-
luacion de residuos de antibidticos en
carcasas de cuyes, detectando residuos de
furazolidona y furaltadona entre 2013 y 2015
(SENASA, 2016). En 2017 se detecto resi-
duos de enrofloxacina y ciprofloxacina por
primera vez en muestras de carcasas de cuyes
provenientes de Cajamarca, Lima y Tacna
(SENASA, 2017). Asimismo, Ampuero (2018)
realizd un analisis microbioldgico no especifi-
co (inhibicion de crecimiento) detectando
muestras con presencia de residuos de
antibioticos en carcasas de cuyes proceden-
tes de Lima, Chiclayo y Cajamarca.
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Enrofloxacina en de carne de cuyes

El consumo de cuy se ha incrementado
a nivel nacional, representando una impor-
tante fuente de ingresos para los pequefios y
medianos productores (Alvarez, 2014). Sin
embargo, al no realizarse un adecuado
monitoreo de la comercializacion de esta es-
pecie, se podria estar consumiendo carcasas
con residuos de antibidticos, como la
enrofloxacina; sobre todo de aquellos que son
administrados de manera inadecuada y sin la
asesoria de un veterinario (Revelo ef al.,
2012; MINAGRYI, 2009). El presente estudio
tuvo como objetivo detectar la presencia de
residuos de enrofloxacina en cuyes faenados
en la provincia de Jauja mediante la prueba
microbiologica de Inhibicion del Crecimiento
(IC) y del ELISA.

MATERIALES Y METODOS

Diseiio Experimental

El presente estudio utilizo la prueba
microbioldgica de Inhibicion del Crecimiento
(IC) para seleccionar muestras positivas a la
presencia de residuos de antibioticos. Las
muestras positivas se analizaron con la prue-
ba de ELISA para determinar si estos resi-
duos correspondian a enrofloxacina.

Las muestras fueron obtenidas de ma-
taderos de cuyes de la provincia de Jauja,
region Junin, Pert. El procesamiento de las
muestras se realizo en el Laboratorio de Sa-
lud Publica y Salud Ambiental (LSPSA) de
la Facultad de Medicina Veterinaria de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos
(FMV-UNMSM).

Tamaiio de Muestra

El tamafio de muestra se determind
mediante la formula de poblaciones infinitas
(Aguilar, 2005). Se consider6 un 50% de pro-
babilidad de encontrar residuos de antibidticos
en carcasas de cuyes faenados, con un nivel
de confianza del 95%, un error permisible del
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Figura 1. Distribucion de las muestras de
diafragma (D), higado (H) y rifion (R) de
cuyes acompanadas del disco control de
neomicina (N) en placa Petri con agar
Mueller Hinton (MH)

7% y una poblacion estimada de 259 552
cuyes en la provincia de Jauja (INEI, 2012).
Se obtuvo un tamafio de muestra de 200
carcasas.

Toma de Muestra

Las muestras fueron obtenidas de dos
mataderos ubicados en los distritos de El
Mantaro y Acolla, ambos en la provincia Jau-
ja. Los animales procedian de ocho granjas
ubicadas en los distritos de E1 Mantaro (2),
Acolla (2), Sincos (2), Jauja y Yauyos, pro-
vincia de Jauja. Los muestreos empezaron
en enero de 2018, recolectando muestras se-
manales de 25 carcasas seleccionadas al azar
(150 en el primer matadero y 50 en el segun-
do) con ayuda de una tabla de nimeros
aleatorios (Diaz, 2009). De cada animal se
colect6 el higado, rifion y musculo diafragma,
segun el protocolo descrito por Moreno (2003),
dando un total de 600 submuestras que fue-
ron colocadas en bolsas de polietileno de pri-
mer uso y trasladadas en cajas térmicas con
geles refrigerantes (4 °C) al LSPSA-FMV-
UNMSM.
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Inhibicion del Crecimiento (IC)

A partir de caldo Tripticasa Soya (TSB)
con Bacillis subtillis (ATCC 6633) se em-
bebid un hisopo estéril para sembrarlo en pla-
cas con agar Mueller Hinton (MH). Asimis-
mo, se tom6 1 g de cada submuestra (mus-
culo diafragma, rifidn e higado) para ser tri-
turadas.

Se realizaron orificios circulares de 5
mm de didmetro distribuidos de forma equi-
distante en el agar MH para colocar cada
una de las submuestras. Con un ansa estéril
se introdujo en cada uno de los orificios las
muestras trituradas de higado, rifiéon y
diafragma pertenecientes a un mismo animal
hasta completar todo el espacio dentro de cada
orificio (Figura 1). En cada placa con MH se
coloco en la parte central un disco control de
Neomicina (30 mg), y se incubd a 37 °C por
24 h. Una muestra fue considerada positiva
si presentd un halo >2 mm (Moreno, 2003).

Prueba de ELISA

Se seleccionaron en forma aleatoria 30
higados (este 6rgano presenta la mas alta
concentracion de enrofloxacina [Sultan,
2014]). Se utiliz6 1 g de cada higado para
determinar la concentracion de enrofloxacina,
utilizando el kit MaxSignal® Enrofloxacin
ELISA, siguiendo las indicaciones del fabri-
cante. La existencia de residuos de enro-
floxacina se baso en los valores de absor-
bancia relativa (%) de los estandares, a par-
tir de los cuales se obtuvo una curva de cali-
bracion para determinar la concentracion de
residuos de enrofloxacina en cada muestra.

RESULTADOS

Las pruebas de IC de las muestras de
higado, rindn y diafragma resultaron negati-
vas a la presencia de residuos de antibidticos
(0%, 0/200). El screening microbiologico com-
probd su tu validez por la formacion del halo
de inhibicién que roded al disco control de

N
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Figura 2. Resultado de la prueba de inhibi-
cion de crecimiento microbiano de muestras
de diafragma (D), higado (H) y rifion (R) de
cuyes con el disco control de neomicina (N)
en placa Petri con agar Mueller Hinton (MH)

neomicina (Figura 2).

Al resultar todas las muestras negati-
vas a la prueba de IC se seleccion6 al azar
30 muestras de higado (Shahid et al., 2007),
para continuar con la metodologia experimen-
tal. Se obtuvo un 6.7% (8/30) de muestras
positivas a la presencia de residuos de
enrofloxacina con la prueba de ELISA, con
concentraciones que variaron entre 1.11 y
35.101ig/kg (Figura 3).

DiscusioN

El resultado negativo a la presencia de
residuos de antibidticos en muestras de
diafragma, higado y rifion de cuyes destina-
dos al consumo en la provincia de Jauja con-
cuerda con los resultados obtenidos por
Ampuero (2018) en la vecina ciudad de
Huancayo. No obstante, se han reportado
residuos de antibidticos en cuyes destinados
a consumo humano mediante la prueba de
IC en las regiones costeras de La Libertad
(83%) y Lambayeque (36%) (Ampuero,
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Figura 3. Resultados de la prueba de ELISA para la deteccion de residuos de enrofloxacina en

higado de cuyes

2018). Estudios de farmacocinética en cone-
jos determinaron que luego de la administra-
cion oral de 5 mg/kg de enrofloxacina existe
un tiempo medio de residencia (TMR) de 8.5 h
en el plasma sanguineo (Broome et al.,
1991).

La prueba de IC que realizo en el pre-
sente trabajo utiliz6 como cepa de evalua-
cion al Bacillus subtillis ATCC 6633, cepa
sensible a enrofloxacina a una concentracion
de 30 ug (Okerman et al. 2007). Esta con-
centracion es la quinta parte del LMR esta-
blecido para enrofloxacina (100 pg/kg) se-
gun la Unipon Europea — UE (Sultan, 2014).
No obstante, existen limitantes como el pHy
la correcta difusion de la muestra en el agar
que pueden producir una variacion en la de-
teccion de los residuos utilizando la prueba
de IC con Bacillus subtillis ATCC 6633 como
cepa de prueba (Okerman et al., 2007).
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La prueba microbiologica de IC utiliza-
da en el presente estudio esta basada en la
sensibilidad a antibioticos de la cepa Bacillus
subtillis ATCC 6633, la cual es sensible a
enrofloxacina a una concentracion de 30 ug
(Okerman et al. 2007). El LMR establecido
para enrofloxacina segun las normativas de
la Unién Europea - UE es de 100 pg/kg
(Sultan, 2014), por lo que la deteccion de re-
siduos mediante la prueba IC ayuda a deter-
minar productos inocuos. Sin embargo, exis-
ten limitantes como el pH y la correcta difu-
sion de la muestra en el agar que pueden pro-
ducir pequefias variaciones en las concen-
traciones que se detectan utilizando esta cepa
en la prueba de IC (Okerman et al., 2007).

Para continuar con la metodologia ex-
perimental se seleccionaron 30 muestras de
higado como organo de referencia de la
carcasa para realizar la prueba de ELISA,
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con el objetivo de comparar sus resultados
con los obtenidos en la prueba microbiologica,
obteniéndose 26.7% (8/30) de muestras po-
sitivas con valores entre 1.11 y 35.1 ng/kg,
los cuales se encuentran por debajo del LMR
de enrofloxacina (100 pg/kg) establecido por
la European Food Society Authority — EFSA
(2019). Comparando los resultados obtenidos
en ambas pruebas para estas muestras se
observo la menor sensibilidad que posee la
prueba de IC frente a la prueba de ELISA.
Se debe considerar que el kit de ELISA po-
see un 100% de sensibilidad a residuos de
enrofloxacina y un limite minimo de detec-
cionde 1 ig/kg (MaxSignal, 2013). Si bien la
prueba de ELISA posee ventajas como una
mayor sensibilidad y la cuantificacion indirecta
de residuos versus una prueba microbiologica
como la prueba de IC que tnicamente indica
la presencia o ausencia de alguna sustancia
inhibitoria del crecimiento microbiano, esta
implica una mayor inversion economica, ade-
mas de precisar equipos de laboratorio que
comunmente no se encuentran disponibles en
los mataderos locales (Moreno, 2003).

Clanjack et al. (2011) buscaron detec-
tar la presencia de residuos de enrofloxacina
en carne de pollos utilizando la prueba de IC
con la cepa Escherichia coli ATCC 10 536
y la prueba de ELISA utilizada en el presente
estudio, sin encontrar diferencias entre am-
bas pruebas hasta 24 horas posteriores a la
administracion de enrofloxacina. Por otra
parte, Ramatla et al. (2017) evaluaron la pre-
sencia de residuos de antibidticos en carne
de porcino, vacuno y aves usando la prueba
de IC, ELISA, Cromatografia en Capa Fina
(TLC) y Cromatografia Liquida de Alta Re-
solucion (HPLC), concluyendo que la prue-
ba de ELISA tiene un mayor potencial para
el monitoreo de residuos de antibidticos.

Actualmente, el SENASA realiza el
monitoreo de la presencia de residuos de
antibioticos en carcasas de animales destina-
das al consumo humano utilizando técnicas
mas sofisticadas como el Cromatografia Li-
quida asociada a Espectrometria de Masas
(LC-MS/MS), pero lamentablemente no cu-

bre un amplio numero de muestras que brin-
den representatividad en diferentes regiones,
debido a la demanda de recursos que implica
la utilizacion de esta técnica. Sin embargo,
SENASA ha encontrado residuos de
enrofloxacina en carcasas de cuyes proce-
dentes de Cajamarca, Lima y Tacna, con
valores superiores al LMR para estos
metabolitos (SENASA, 2017). Por otro lado,
Alvarez (2014) menciona que existe un in-
cremento en la exportacion de carcasas de
cuyes y que esta requiere cumplir con
estandares establecidos para la salud de los
consumidores, debiéndose evaluar la presen-
cia de residuos de antibioticos.

En el presente estudio se trabajo bajo
las normativas establecidas por la UE sobre
el uso de enrofloxacina en animales de abas-
to, que indican que el LMR de enrofloxacina
esde 100 ig/kg (EMA, 2002), comprobando-
se que las concentraciones detectadas en
cuyes no son de riesgo para el consumidor y
se pueden considerar aptas para el consumo.

CONCLUSIONES

e Lasconcentraciones de enrofloxacina en
carcasas de cuyes de la provincia de
Jauja, Perti, se encuentran por debajo del
Limite Maximo Residual (LMR) estable-
cido por la Unién Europea.

e Laprueba de Inhibicion de Crecimiento
(IC) sigue siendo un método confiable
para detectar residuos de antibioticos que
no cumplan con las normativas estable-
cidas.
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