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COMUNICACION

Determinacion de residuos de tetraciclina en carne de cerdos
beneficiados en dos camales de Lima (2018)

Determination of tetracycline residues in pork meat from two
slaughterhouses in Lima (2018)

Jehason Huanilo Tarazona', Siever Morales-Cauti'?

RESUMEN

El objetivo del estudio fue determinar la presencia de residuos de tetraciclina en
la carne de cerdo en dos camales de Lima durante 2018. Se procesaron 25 g de carne del
cuello de 402 cerdos beneficiados. Las muestras fueron obtenidas en la etapa de oreo
y se evalué mediante la técnica microbioldgica de difusion enfrentando las muestras a
la cepa de Bacillus subtilis ATCC 6633. Posteriormente se confirmé la presencia de
tetraciclina mediante la técnica de ELISA MaxSignal Tetracycline Test Kit. No se en-
contraron muestras positivas a la prueba microbioldgica de difusion. E1 7.32% (6/82)
resulto positiva a una concentracion de tetraciclina entre 1587 y 5811 ppb. Ninguna de
las muestras positivas supero los limites permitidos en el pais.
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ABSTRACT

The aim of this study was to determine the presence of tetracycline residues in
pork in two herds of Lima during 2018. In total, 25 g of meat from the necks of 402
slaughtered pigs were processed. The samples were obtained in the cooling stage and
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evaluated using the microbiological diffusion technique, confronting the samples against
the Bacillus subtilis strain ATCC 6633. Subsequently, the presence of tetracycline was
confirmed by the ELISA MaxSignal Tetracycline Test Kit. None of the samples were
positive to the microbiological diffusion test. However, 7.32% (6/82) were positive at a
tetracycline concentration between 1587 and 5811 ppb. None of the positive samples

exceeded the limits allowed in the country.
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INTRODUCCION

La carne de cerdo es una de las mas
consumidas a nivel mundial, por su calidad
magra y poca infiltracion grasa. El consumo
per capita en el Pert se ha ido incrementado
afio tras afio (Asociacion Peruana de
Porcicultores, 2021), lo cual ha traido consi-
go que se haya incrementado la produccion
porcina, tanto tecnificada y semitecnificada
como a nivel de traspatio (MINAGRI, 2017a).
Segun el Sistema Integrado de Estadisticas
Agrarias (SIEA), la poblacion porcina a nivel
nacional fue de 3 187 254 animales en 2016
(SIEA, 2016). Las regiones con mayor parti-
cipacion en la produccion de cerdos son Lima
metropolitana, Lima provincia, La Libertad,
Arequipa, Ica y Huanuco (MINAGRI, 2016,
2017b).

Ante el incremento de la produccion
porcina crece el riesgo de que se presenten
brotes infecciosos, tanto de origen viral como
bacterianos, especialmente en la etapa de
recria y engorda, debido a que se manejan
grupos relativamente grandes con mayor po-
sibilidad de contacto entre animales. Ante
€so, se observa un incremento del uso de
antibidticos, muchas veces de forma inade-
cuada(Limaetral., 2020), pues no solo se les
utiliza con fines terapéuticos sino también con
fines profilacticos asi como como promoto-
res de crecimientos (Miranda, 2007; Quinta-
na et al., 2009). La aplicaciéon de la
tetraciclina en animales de produccion desti-
nados al consumo humano se da por su am-

plia capacidad bacteriostatica contra bacte-
rias grampositivas y gramnegativas, ademas
de que puede ser incluida dentro de la formu-
lacion del alimento o administrarse via
intramuscular (Chopra y Roberts, 2001).

La aparicion de bacterias con genes de
resistencia a antibidticos se ha convertido en
un problema a nivel mundial. Para el caso de
la tetraciclina se reconocen 39 genes de re-
sistencia, siendo el primer mecanismo de re-
sistencia el eflujo activo, el segundo es la pro-
teccion ribosomal de la bacteria, el tercero
es la inactivacion enzimatica y el ultimo me-
canismo, aun desconocido, esta ligado a un
gen de resistencia, a diferencia de los demas
mecanismos donde participan varios genes
(Chopra y Roberts, 2001).

Se dispone de varios reportes sobre
genes de resistencia bacteriana a tetraciclina
en animales de produccion como porcinos y
bovinos, entre ellos el de Yamamoto et al.
(2001) en la bacteria Erysipelothrix
rhusiopathiae, causante de la erisipela
porcina, el de Miranda et al. (2003) en bac-
terias del género Pasteurella y el de Jara
(2007), quien reporto la presencia de estos
genes de resistencia en el Hospital Veterina-
rio de la Facultad de Ciencias Veterinarias
de Chile

La presencia de residuos de medica-
mentos veterinarios como la tetraciclina en
carne es considerada por el Codex Alimen-
tarius y diversos organismos internacionales
como un riesgo para la salud humana (Iwu et
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al., 2020). Por esta razon se han establecido
limites maximos permisibles de residuos para
este antibidtico en animales de produccion y
en organos dianas como el musculo, higado y
rifion, asi como en la leche (CEE, 1990).
Dentro de la normativa peruana se ha crea-
do la Ley de Inocuidad de los Alimentos (Ley
N.°1062) donde se menciona que los limites
maximos de residuos de medicamentos vete-
rinarios no contemplados en tal norma sani-
taria (Ley N°1062) se regiran por lo dispues-
to en el Codex Alimentarius, que para el caso
de la carne de cerdo tendria un limite maxi-
mo residual de 200 ppb (Codex Alimentarius,
2018; Resolucion Ministerial 739-2012-
MINSA).

Debido a que la estabilidad quimica de
la tetraciclina se afecta facilmente por facto-
res tales como la temperatura, los tratamien-
tos caloricos relativamente cortos como la
coccion de la carne desencadena la ruptura
térmica de este antibiotico formando
metabolitos toxicos como la anhidrote-
traciclina, 4-epitetraciclina, 4epi-anhidrote-
traciclina. El consumo de estos metabolitos
en la dieta a largo plazo esta relacionado con
el sindrome de Fanconi (Gratacos-Cubarsi et
al., 2007).

Por todo lo expuesto, el objetivo del es-
tudio fue determinar cualitativa y cuantitati-
vamente la presencia de tetraciclina en la
carne de cerdos beneficiados en dos camales
de Lima, mediante la técnica modificada de
sensibilidad por difusion en agar y la prueba
comercial ELISA MaxSignal Tetracycline
Test Kit.

MATERIALES Y METODOS

La toma de muestra se llevo a cabo en
dos camales de la ciudad de Lima y el proce-
samiento de las muestras en el Laboratorio
de Microbiologia de la Universidad Cientifi-
ca del Sur ubicada en Lima, Peru, entre ene-
ro y marzo de 2018.
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La poblaciéon en estudio fueron las
carcasas de cerdo doméstico (Sus scrofa
domesticus) beneficiados. El tamafio de la
muestra (n=385) se determin6é mediante la
formula para proporciones de poblaciones no
finitas, ya que la poblacion total de animales
beneficiados no es constante, y tiende a va-
riar segun la época de afo. No obstante, da-
das las facilidades prestadas por los camales
el numero total de muestras se amplio a 402,
las cuales se seleccionaron aleatoriamente.

Las muestras de carne fueron tomadas
de la zona del cuello (25 g) en el area de
oreo. Las muestras fueron guardadas en bol-
sas de polietileno herméticas de primer usoy
refrigeradas en un cooler a 4 °C para su tras-
lado al laboratorio en un periodo no mayor a
3 h. Las muestras luego de su arribo al labo-
ratorio fueron procesadas dentro de las 24 h.

Se debrido el tejido graso y vasos san-
guineos anexos al paquete muscular previo
al analisis microbiologico. Se utilizo la técni-
ca modificada de sensibilidad por difusion en
agar (Monroy ef al., 2015) y la prueba co-
mercial ELISA MaxSignal Tetracycline Test
Kit segun las indicaciones del fabricante con
una capacidad de deteccion de tetraciclina
de 0.05 hasta 200 ppb.

Se cultivo la cepa de Bacillus subtilis
ATCC 6633, caracterizada por su alta sus-
ceptibilidad bacteriana, se reactivo la cepa
en BHI (Brain Heart Infusion) y se tom6 una
alicuota de 100 pl del caldo y se suspendio en
una solucion estéril de caldo de tripticasa de
soya, incubandose por 24 horas a 37 °C, es-
perando ver un grado de turbidez de 0.5 en la
escala de McFarland. Luego se procedio al
sembrado en agar Mueller Hinton. Para esto,
utilizando un sacabocado se colocaron cinco
trozos de misculo de cerdo por placa y como
control positivo se coloco un disco sensibili-
dad de tetraciclina (30 pg). Las placas se in-
cubaron por 24 horas a 37 °C y posterior-
mente se midio el halo de inhibicion bacteriana
generado por los potenciales residuos de
antibioticos presentes.
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Para la cuantificacion de los limites
maximos residuales de tetraciclina, se toma-
ron 82 muestras al azar debido a la capaci-
dad de lectura del kit. Las muestras fueron
trituradas para lograr una masa homogénea.
Se coloco 1 g por muestra en tubos Falcon y
se afadio 3 ml de la solucion 1X Oxytet
extraction buffer y 1 ml de N-Hexano. Los
tubos fueron agitados en un vortex por 10
min, luego se aspirdo 200 pl de cada
sobrenadante y se transfirieron a nuevos tu-
bos Falcon. A esto se le afiadio 300 pl de la
solucion 1X TET simple balance buffer, para
volver a agitar en el vortex por 1 min. Final-
mente se tomaron 75 pl de cada sobrenadante
para el ensayo.

En la placa ELISA se afiadi6 en dupli-
cado 75 ul de cada estandar de tetraciclina
de diferentes concentraciones (0.05, 0.15, 0.4,
0.8, 1.6 ppb) y un control negativo; asi como
75 pl de cada sobrenadante obtenido a partir
de las muestras a ser evaluadas. Se siguie-
ron las recomendaciones del protocolo des-
crito en el kit comercial ELISA MaxSignal
Tetracycline Test. La lectura se hizo en el
lector de placas BioTek ELx808 a 450 nm
con una longitud de onda de 450 nm.

RESULTADOS

Todas las muestras resultaron negativas
a la presencia de residuos de antibacterianos
(0/402), mientras que 7.32% (6/82) de las
muestras elegidas al azar para su evaluacion
por la técnica de ELISA resultaron positivas
a la presencia de tetraciclina, con un rango
de 1.587 a 5.811 ppb.

DiScUusION

En el presente estudio mediante el uso
de la técnica modificada de sensibilidad por
difusion en agar descrita por Monroy et al.
(2015), se reporta 0% (0/402) de muestras
positivas a la formacion de un halo de inhibi-
cion bacteriana frente a la cepa de Bacillus

n

subtilis ATCC 6633. Este resultado coincide
con lo reportado por Vélez (2013), quien usod
una técnica microbiolégica comercial
(PremiTest®) para la deteccion en carne de
res y de cerdo, pudiendo estar relacionado al
cumplimiento del tiempo de retiro adecuado
de los medicamentos en sus animales (Lima
et al., 2020). Sin embargo, existen otros re-
portes (Hernandez et al., 2005; Medina et
al.,2008; Azareiio y Chiroque, 2010; Monroy
et al., 2015), los cuales usaron pruebas
microbioldgicas como primera prueba tamiz,
obteniendo resultados positivos a la presen-
cia de antibioticos por medio de los halos de
inhibicion bacteriana, especialmente en vis-
ceras (higado y rifién).

Medina et al. (2008) justifica un mayor
numero de muestras positivas en visceras
respecto al misculo debido a que la mayoria
de las sustancias se eliminan rapidamente del
tejido muscular. Segtn la normativa peruana
(Norma Técnica de Salud NTS N° 120-
MINSA/DIGESA-V.01), emitida por la Di-
reccion Nacional de Seguridad Ambiental
como ente regulador de los limites maximos
residuales permitidos en el pais, se considera
como limite maximo permisible para el con-
sumo humano la cantidad de 200 pg/kg de
tetraciclinas en el musculo de cerdo.

La técnica modificada de sensibilidad
por difusion en agar, recomendada como prue-
ba microbiologica tamiz, al igual que otras
pruebas microbioldgicas descritas por
Hernandez et al. (2005), Medina et al. (2008)
y Azafiero y Chiroque (2010), usadas como
pruebas de tipo cualitativas, para evidenciar
la presencia o ausencia de la inhibicion al cre-
cimiento bacteriano utilizan bacterias que son
sensibles a antibiodticos (e.g. Bacillus subtilis
ATCC 6633). Sin embargo, esta prueba es
laboriosa y toma mas tiempo que una prueba
ELISA, aunque tiene un costo signifi-
cativamente menor (Ujueta y Araque, 2016),
por lo que su utilidad como prueba tamiz no
es discutida, sobre todo cuando la concentra-
cion de residuos de antibidticos presente en
la carne es considerable, como para eviden-
ciar la formacion de un halo de inhibicion
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bacteriana. No obstante, aspectos que pudie-
ron haber influenciado los resultados, como
presencia de algin agente antibacteriano que
inhiba el crecimiento del Bacilus subtilis
ATCC 6633 o alteraciones en el pH del agar
(Gatica y Gesche, 2007) no son validos para
las condiciones del presente estudio.

La prueba comercial de ELISA presento
7.32% (6/82) de muestras positivas a la pre-
sencia de tetraciclina, frecuencia que coinci-
de con el estudio de Ujueta y Araque (2016),
quienes encontraron la presencia de tres
antibidticos en 9.7% (15/72) para betalac-
tamicos, 0% (0/3) para aminoglucosidos, y
100% (1/1) para sulfamidas en muestras de
carne, aunque frecuencias mayores en rifién
¢ higado, resultado que en parte demuestra
que no se respeta el tiempo de retiro de estos
antibidticos antes del beneficio de los anima-
les, influyendo de forma directa o indirecta
en la resistencia antibiotica (Iwu et al., 2020;
Lima et al., 2020).

El valor maximo encontrado en este
estudio fue de 5.811 ug/kg el cual se encuen-
tra dentro del limite permisible de 200 pg/kg
establecido por la normativa peruana (Nor-
ma Técnica de Salud NTS N° 120-MINSA/
DIGESA-V.01).

CONCLUSIONES

e [as muestras de carne de cerdo benefi-
ciados en dos camales de Lima resulta-
ron negativas a la formacion de un halo
de inhibicion bacteriana frente a la cepa
de Bacillus subtilis ATCC 6633 median-
te la técnica modificada de sensibilidad
por difusion en agar.

e Las concentraciones de tetraciclina ob-
tenidas mediante la técnica de ELISA
no superaron los limites maximos
residuales permitidos por la normativa
peruana y el Codex Alimentarius.
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