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RESUMEN

La utilizacion de antimicrobianos es una practica frecuente para el tratamiento de
diversas patologias que afectan al ganado productor de leche. El incumplimiento de
los tiempos de retiro o una aplicacion inadecuada podria generar residuos en leche.
Estos residuos constrituyen una amenaza para los consumidores debido que
pueden ocasionar problemas tales como alergias, trastornos digestivos,
resistencias a medicamentos, shock anafilactico etc. Por otro lado, la industria
lactea puede tener interferencias en los procesos de fermentacion y alteracion de
las caracteristicas organolépticas de los productos derivados de la leche como el
queso y yogur. Es por ello que resulta necesario establecer medidas de control que
aseguren una leche libre de sustancias antimicrobianas y que cumplan la
legislacion europea.

Los métodos comerciales utilizados con frecuencia para detectar la
presencia de antibidticos en leche son de tipo microbiolégico. Estos métodos
permiten analizar un gran numero de muestras y resultan faciles de implementar,
ya que producen una respuesta dicotdmica en un tiempo breve (2 a 4 horas), pero
presentan el inconveniente de no detectar todos los antimicrobianos
frecuentemente utilizados para el tratamiento del ganado vacuno.

Por otro lado, los “Sistemas Microbioldgicos Multiplacas” o Multirresiduos
(SMMP) hacen uso de diferentes placas de Petri que clasifican los residuos en
familias de antibiéticos mediante la medicion de los diametros de los halos
inhibitorios como una variable continta. Estos sistemas demoran mucho tiempo en

brindar una respuesta (18 a 24 horas), ademas resultan dificultosos de implementar



rutinariamente en los laboratorios de control de calidad, debido a que requieren de
personal capacitado para la elaboracion de los bioensayos, ya que tienen corto
periodo de caducidad por estar elaborados con células vegetativas.

Es por ello que, posteriormente, se desarrollé un “Sistema Microbioldgico en
microplacas” (SMmp) que permite, al igual que los anteriores, la clasificaciéon de
residuos en familias de antibioticos y brinda una respuesta de tipo dicotomica de
sencilla interpretacion en un tiempo inferior a las 6 horas. Ademas, resulta practico
de implementar en los laboratorios de control debido a que estan elaborados con
esporas de microorganismos que presentan periodos de caducidad prolongados,
facilitando su futura comercializacion. No obstante, este sistema permite identificar
antibidticos pertenecientes a cuatro familias (betalactamicos, tetraciclinas,
sulfamidas y quinolonas), ademas de presentar problemas de especificidad
cruzada.

Por ello, haciendo uso de las técnicas del disefio experimental y del modelo
de regresion logistica, se planifico disefar y optimizar un Sistema Microbiologico en
microplaca (SMmp) que permita detectar y clasificar residuos de antibidticos de
cinco familias (betalactamicos, tetraciclinas, sulfamidas macrolidos y quinolonas) a
niveles cercanos a sus Limites Maximos de Residuos (LMRs) en un tiempo
comprendido entre 4 y 5 horas.

El SMmp emplea cinco bioensayos que contienen esporas de G.
stearothermophilus sensible a los betalactamicos (Bioensayo “B”), B. megaterium
con cloranfenicol sensible a las tetraciclinas (Bioensayo “T”), B. megaterium con
acido fusidico sensible a los macrdlidos (Bioensayo “M”), B. licheniformis sensible a

las quinolonas (Bioensayo “Q”) y B. licheniformis con trimetoprim sensible a las



quinolonas y sulfamidas (Bioensayo QS”). Estos métodos emplean medios de
cultivos, indicadores y sustancias antimicrobianas adecuadas que mejoran la
deteccion de estos residuos y permiten la identificacion de 24 antimicrobianos a
niveles cercanos a los LMRs establecidos por la legislacion.

Cada uno de estos bioensayos son exclusivos para la deteccion de una
familia particular de antimicrobianos a excepcidén del bioensayo “QS” que detecta
quinolonas y sulfamidas, por lo tanto la identificacion de residuos de quinolonas y
sulfamidas se lleva a cabo mediante la interpretacién simultanea de dos
bioensayos (“Q” y “QS”). Las quinolonas presentan resultados positivos a los dos
bioensayos, mientras que las sulfamidas brindan resultados positivos a bioensayo
“‘QS” y negativos a “Q”. Con respecto a los demas bioensayos, la microplaca “B”
presenta especificidad cruzada con tilosina y neomicina, mientras que bioensayos
“T” y “M” con neomicina. En este sentido, betalactamicos, neomicina, y tilosina son
detectados por bioensayo “B”, tetraciclinas y neomicina por bioensayo “T7,
macroélidos y neomicina por bioensayo “M”, quinolonas por bioensayo “Q” vy
quinolonas y sulfamidas por bioensayo “QS”.

A modo de sintesis, una adecuada estrategia analitica para detectar una
amplia cantidad de antimicrobianos en leche, se logra cuando se emplean
simultaneamente los cinco Bioensayos (“B”, “T”, “M”, “Q” y “QS”). Este sistema
permite clasificar residuos de betalactadmicos, tetraciclinas, macrélidos, quinolonas
y sulfamidas en leche en niveles cercanos a sus LMRs establecidos por la
legislacion y presenta escasos problemas de especificidad cruzada. Sin embargo,

en un futuro, seria conveniente disefar y optimizar un bioensayo que utilice otro



microorganismos y ampliar el numero de familias de antibidticos a identificar

(aminoglucosidos).

Sumary

The use of antimicrobials is common practice for the treatment of various
pathologies affecting dairy cattle. Failure withdrawal times or improper application
could generate residues in milk. These residues are a threat to consumers because
they can cause problems such as allergies, digestive disorders, drug resistance,
anaphylactic shock etc. Moreover in the dairy industry can cause interference in
fermentation processes or alter the organoleptic characteristics of milk products
such as cheese and yogurt. Therefore it is necessary to establish control measures
to ensure free milk antimicrobial substances and comply with European legislation.

Commercial methods frequently used to detect antibiotics in milk are the
microbiological. These methods allow analyzing a large number of samples and are
easy to implement because they generate a dichotomous response, in a relatively
short time (2 to 4 hours), but these methods do not detect all antimicrobials
commonly used for the treatment of cattle.

Furthermore, the "Microbiological Systems multiplate" or Multiresidue (SMMP)
use Petri dishes, and classify residues families of antibiotics by measuring the
diameters of the inhibitory halos as a continuous variable. These systems take a
long time to provide a response (18 to 24 hours), it is also difficult to implement as

routine methods in quality control laboratories because it requires trained personnel



for the development of bioassays since they have short expiry period by being
prepared with vegetative cells.

For this reason subsequently the "Microbiological Systems microplate"
(SMPP) were developed. For this reason subsequently the "Microbiological
Systems microplate” (SMPP) were developed, which also allow a classification in
families of antibiotics residues and generate a dichotomous response of simple
interpretation (6 hours). Moreover, they are practical for implementation in control
laboratories due to its elaboration with microorganisms’ spores extending expiration
periods allowing its commercialization. However antibiotics can identify only four
families, as well as presenting problems of cross specificity.

Therefore, making use of the techniques of experimental design and logistic
regression model, we planned to design and optimize a Microbiological Systems in
microplates (SMmp) to detect and identify residues of five antibiotics families to
levels close to their Maximum residues limits (MRLs) in a time of between 4 and 5
hours.

The SMmp uses five bioassays containing spores of G. stearothermophilus
sensitive to beta-lactams (Bioassay "B"), spores of B. megaterium and
chloramphenicol sensitive to tetracyclines (Bioassay "T"), spores of B. megaterium
and fusidic acid sensitive to macrolide (Bioassay "M"), spores of B. licheniformis
sensitive to quinolones (Bioassay "Q") and spores of B. licheniformis and
trimethoprim sensitive to quinolones and sulfonamides (Bioassay QS "). These
methods use culture media, indicators and appropriate antimicrobial substances
that improve the detection of these residues and allow the identification of 24

antimicrobials in levels near their MRLs established by legislation.



Each bioassay detected exclusively one antibiotics family except bioassay
"QS" detecting antibiotics quinolones and sulfonamides, therefore identifying
residues quinolones and sulfonamides is carried out through simultaneous
interpretation of both Bioassays "Q" and "QS". Quinolones present positive results
for the two bioassays, while sulfonamides produce positive results in the response
of Bioassay "QS" and negative in Bioassay "Q". For other bioassays the "B" present
cross specificity with tylosin and neomycin and bioassay "T" and "M" with neomycin.
In this sense, beta-lactams, neomycin, and tylosin are detected by bioassay "B",
tetracycline and neomycin by Bioassay "T", macrolides and neomycin by Bioassay
"M", quinolones by Bioassay "Q" and quinolones and sulfonamides by bioassay
"QS". For other bioassays the "B" present crosses specificity with tylosin and
neomycin and Bioassays "T" and "M" with neomycin. Thus, beta-lactams,
neomycin, and tylosin are detected by Bioassay "B", tetracycline and neomycin by
Bioassay "T", macrolides and neomycin by Bioassay "M", quinolones by Bioassay
"Q" and quinolones and sulfonamides by bioassay "QS".

To summarize, adequate analytical strategy to detect a large number of
antimicrobials in milk, is achieved by using simultaneously five bioassays ("B", "T",
"M", "Q" and "QS"). This system allows identifying residues beta-lactams,
tetracyclines, macrolides, quinolones and sulfonamides in milk close to their MRLs
established legislation and has reduced levels of cross specificity problems.
However, in the future, it would desirable to design and optimize another bioassay
using other microorganisms and and increase the number of antibiotic families to

identify (aminoglycosides).
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l. INTRODUCCION

1.1. Uso de antibiéticos en el ganado vacuno productor de leche

1.1.1. Generalidades

En los establecimientos de produccion lechera, los antibidticos se utilizan
frecuentemente para el tratamiento de multiples patologias, como por ejemplo
mastitis, metritis, neumonias, enteritis y cojeras (Zwald et al., 2004; Sawant et al.,
2005; Mathew et al., 2007). Ademas se los utiliza con fines metafilacticos y/o
profilactico (Viola y DeVincent, 2006; Mathew et al., 2007).

Estas patologias constituyen en general, el 80% de los problemas en los
tambos intensivos (Sarmah et al., 2006), siendo la mastitis la enfermedad mas
frecuente que produce mayores pérdidas econdmicas y gastos veterinarios (Gruet
et al., 2001; Sawant et al., 2005). Ademas constituye una de las principales causas
de la presencia de residuos de antibiéticos en la leche (hasta un 90%), ya sea por
los tratamientos clinicos, o por las terapias preventivas que se emplean en el
periodo de secado (Erskine et al., 2003).

Estos residuos pueden ocasionar problemas toxicolégicos a los
consumidores y tecnoldgicos a las industrias lacteas. Por ello, y a fin de evitar la
presencia de estos residuos, resulta necesario establecer una estrategia adecuada
para el control de estos farmacos en la leche. Un estudio llevado a cabo por
Diserens et al. (2005) revela que el 74,6% de los tratamientos realizados en el

ganado productor de leche son para el control de la mastitis, de los cuales un 44,2



% se aplicaron en la fase de secado (mastitis subclinica) y el 30,4% durante la
manifestacion clinica.

El resto de los tratamientos se destinaron a las enfermedades infecciosas
postparto (10,0%) y del tracto digestivo (5,5%). Por el contrario los destinados a
pezones (1,5%) y pulmones (1,3%) fueron menos frecuentes, como se muestra en
la Figura I.1. A continuacién, se analizan los antibidticos mas empleados para el

tratamiento de estas patologias.

‘ E Mastitis (secado)
H Mastitis intramamaria

E Tratamientos del parto
H Enfermedades digestivas
H Enfermedades de los pezones

E Emfermedades pulmonares

Figura I.1. Frecuencia de tratamientos de patologias del ganado vacuno que
emplean sustancias antimicrobianas (Diserens et al., 2005).

1. 1. 2. Frecuencia de uso de antimicrobianos empleados en ganado vacuno
lechero

Los trabajos de investigacion concerniente a la frecuencia del consumo de los

distintos grupos de antimicrobianos (betalactamicos, tetraciclinas, sulfamidas,



aminoglucosidos, macrélidos, quinolonas, etc.) para su uso terapéutico en
animales, son muy reducidos.

Estudios realizados en la Union Europea (IFAH-Europa, 2006) en base a
diferentes formulaciones farmacoldgicas, sefialan que los antibidticos mas
utilizados en ganaderia son las tetraciclinas (66%), seguidos de macrolidos (12%) y

betalactamicos (9%), segun se resumen en Tabla I.1.

Tabla 1.1. Consumo de antimicrobianos en
medicina veterinaria a nivel mundial

Antibidticos Distribucion (%)
Betalactamicos 9
Tetraciclinas 66
Macrolidos 12

Aminoglucésidos
Quinolonas
Sulfamidas/trimetoprim
Otros

IFAH-Europa (2006).

O N = B

En el caso del ganado vacuno productor de leche, la mastitis es una de las
patologias mas habituales (Gruet et al., 2001; Sawant et al., 2005). Sobre ello,
Diserens et al. (2005) destacan que en 23 paises de Europa, los antibiéticos mas
utilizados en vacas lecheras en lactacién para el tratamiento de esta patologia son
cloxacilina (32,7%), penicilina (23,4%), ampicilina (15,6%) y neomicina (14,9%),

seguidas en menor importancia por DH-estreptomicina (9,5%), cefalexina (5,1%),



lincomicina (4,3%) y en menores porcentajes la amoxicilina, cefapirina y

cefoperazona (Figura 1.2).

H Cloxacilina

H Penicilina

M Ampicilina

E Neomicina
DH-estreptomicina
i Cefalexina

M Lincomicina

M Amoxicilina

i Cefapirina

M Cefoperazona

Figura l|.2.Frecuencia de uso de antibidticos empleados en formulaciones
farmacéuticas de productos veterinarios para el tratamiento de la mastitis. Diserens
et al., (2005).

Para otras enfermedades del ganado vacuno se destacan el uso de la
penicilina para el tratamiento de metritis (23,0%) y heridas postquirurgicas (65%);
oxitetraciclina para la metritis (37,0%) y neumonias (28.4%); ceftiofiur en caso de
metritis (27,0%) e infecciones podales (22,0%); cefalexina (29,3%) y tilosina
(20,7%) para el tratamiento de las infecciones podales y enrofloxacina (23,3%) para

otras infecciones (Zorraquino, 2008).

I.2. Problemas que ocasionan los residuos de antibiéticos

Los residuos de antibidticos pueden ocasionar problemas en cuatro escenarios

claramente definidos:



1. Salud de los consumidores: Se conoce que los antibidticos pueden tener
efectos adversos para la salud de los consumidores (Cerniglia y Kotarski,
1999; Demoly y Romano, 2005). Entre los principales problemas se destaca
la sensibilizacion producida por ingestiones reiteradas de bajas dosis de un
medicamento, que ocasiona modificaciones en la composicion de la flora
bacteriana intestinal (Lyn, 1992). Ademas, los ATBs pueden ocasionar
reacciones alérgicas que en casos extremos pueden producir anafilaxia
(Demoly y Romano, 2005, Wang y Leung, 2007, Khaskheli; 2008).
Finalmente, la resistencia antimicrobiana adquirida por determinadas
bacterias se pueden transmitir, dificultando el posterior tratamiento con
antibidticos especificos (Tollefson y Karp, 2004, Abriouel, 2008).

2. Problemas tecnoldgicos: Los residuos de antibidticos en la leche también
pueden tener efectos adversos a nivel de las industrias. La elaboracion de
productos fermentados como el queso y el yogur puede alterarse ya que la
flora lactica podria modificarse o inhibirse dando lugar a productos de mala
calidad (Packham et al., 2001). Ademas se pude observar cierto retraso en
la acidificacion, dificultad en el cuajado y maduracién de los quesos
(Packham et al., 2001; Berruga et al., 2007, 2008, 2011). Por otra parte, es
importante destacar que numerosos antibiéticos presentes en la leche
resisten las altas temperaturas de los tratamientos industriales empleados
en la pasteurizacion y esterilizacion de la leche. Por lo tanto estos residuos

podrian llegar al consumidor a pesar de haber sido tratados térmicamente en



la industria (Zorraquino, 2005; Roca, 2008; Zorraquino et al., 2008a, b,
20009).

Productor agropecuario: En caso que el productor entregue leche
contaminada con antibidticos a la industria lactea, debe afrontar una
penalizacion por la totalidad del contenido del camion cisterna contaminado.
Las autoridades sanitarias pueden prohibir la comercializacion de la leche
cruda, al ser calificada esta como “no apta para consumo humano” por
contener residuos de medicamentos contemplados en la ley N° 18.284. Una
vez que se confirma la presencia de residuos de antibidticos a niveles
superiores a los permitidos por la legislacion, debera ser decomisada y se
considera no apta para la comercializacion (Reglamento UE N° 37/2010,
Cddigo Alimentario Argentino Art. 556, Res 2270, 14.9.83).

Problemas ambientales: Numerosas moléculas de ATBs no se metabolizan y
se eliminan a través de la leche o se excretan por la orina y/o estiércol
(Finley et al., 2013; Topp et al., 2013) pudiendo llegar al suelo y como
consecuencia pueden pasar a las aguas subterraneas (Batt et al., 2006;
Zhang y Li, 2011), o aguas adyacentes a areas de produccién ganadera
(Davis et al., 2006; Batt et al., 2006; Bowman et al., 2011). Se debe sefialar
que el crecimiento y desarrollo de cultivos (Jjemba, 2002; Liu et al., 2009) y
la composicion de la flora microbiana (Chander et al., 2005) pueden
modificarse debido a la presencia de ciertas moléculas de antibidticos. Por
otra parte, los residuos de ATBs pueden generar cepas de microorganismos

resistentes en el suelo a través de excrementos procedentes de animles



tratados (Knapp et al., 2010). Como consecuencia de ello, tanto los animales
como los seres humanos estan en peligro de contraer enfermedades
microbianas resistentes en caso que los microorganismos adquieren
resistencia a través de la transferencia genética (Andersson y Hughes, 2012;
Wellington et al., 2013). Por estos motivos, las infecciones resistentes son
cada vez mas frecuentes y representan un potencial peligro para la sociedad
(Finley et al., 2013). Sin embargo, en Argentina, los estudios realizados por
Nosetti (2002) demostraron que de los efluentes generados en las
instalaciones de ordefio, un 58,53% de los tambos eliminan sus desechos en
lagunas artificiales. A su vez, el 80% de estos efluentes se eliminan en las
lagunas en algun curso de agua. El mismo estudio, sefiala que un 20% de
tambos vierten sus efluentes sin previo tratamiento a algun curso de agua
(arroyos o lagunas), mientras que el resto de los tambos elimina sus
desechos en algun potrero del establecimiento como destino final. El
potencial reiesgo que implica el vertido de suero procedente de animales

tratados debe analizarse rigurosamente.

1.3. Aspectos legales: Limites Maximos de Residuos

El concepto de calidad de la leche ha cobrado mas importancia debido a los
grandes inconvenientes que pueden ocasionar los antibidticos tanto para la
industria lactea como para los consumidores (Khan et al., 2000; Packham et al.,
2001; Demoly y Romano, 2005; Wilke et al., 2005; Berruga et al., 2007; Bradley y

Green, 2009).



Por ello, el Limite Maximo de Residuo (LMR) de Medicamentos
Veterinarios (RMV) se define como: “el contenido maximo (concentracién) de
residuos resultante de la utilizacion de un medicamento veterinario (expresado en
mg/kg o g/kg sobre la base del peso en fresco) autorizada en la Comunidad o
reconocida como admisible en un producto alimenticio” (SENASA, 2009).

Con el proposito de proteger la salud publica, la Comunidad Europea
establece los Limites Maximos de Residuos (EU-LMRs) y los procedimientos para
su determinacion mediante Regulacién (EC) 470/2009 (European Union, 2009) y
Regulaciéon (EU) 37/2010 (European Union, 2010). En Estados Unidos, Food and
Drug Administration (FDA) determina los niveles de tolerancia de residuos de
antibioticos en la leche para la proteccion de los consumidores (FDA, 2005). En
forma similar el Codex Alimentarius, (CODEX, 2010) fija los LMRs en la leche. Los
valores establecidos por las distintas legislaciones se exponen en Tabla 1.2.

En Argentina, el plan CREHA (Plan Nacional de Control de Residuos e
Higiene en Alimentos) persigue como objetivo preservar los productos de la
alimentacién humana segun lo establecido por SENASA. Cap. IX del Dec. 4238/68
- Resolucién 290/95 modificada. Este plan prioriza los residuos quimicos, aditivos,
toxinas y microorganismos que se controlaran mediante un programa anual.
Ademas, determina aquellos que constituyen un mayor riesgo para la salud publica,
cumpliendo de esta manera con las exigencias y los Limites Maximos de Residuos
establecidos en el Codex Alimentarius. Mediante este plan, SENASA exige a las
empresas lacteas el analisis de residuso de antibidticos y sulfonamidas, entre otros.

Los resultados deben ser inferiores a los LMRs que establece el CODEX y los



métodos analiticos recomendados para analizar las muestras de leche son la

cromatografia en capa fina, HPLC, electroforesis, ELISA, bioensayos, métodos

microbioldgicos, entre otros (SENASA, 1999a, 1999b, 2001, 2003).

Tabla 1.2. Limites maximos de residuos (LMRs) establecidos por el Codex
Alimentarius, Union Europea y tolerancia en USA de antimicrobianos en leche

Sustancia LMR Codex’ LMRs EU? SL/Tolerancia USA®
p-lactamicos

Penicilina (Benzil-G) 4 4 5
Ampicilina 4 10
Amoxicilina 4 10
Cloxacilina 30 10
Dicloxacilina 30 -
Oxacilina 30 -
Nafcilina 30 -
Ceftiofur® 100 100 50
Cefapirina 60 20
Cefquinoma 20 -
Acido Clavulanico 200 -
Tetraciclinas

Clortetraciclina 100 300
Oxitetraciclina 100 100 300
Tretraciclina 100 300
Sulfonamidas (todas) 100

Sulfadimetoxina 100 10
Sulfameracina 100 10
Sulfatiazol 100 10
Sulfadiazina 100 10
Macroélidos

Eritromicina 40 50
Espiramicina 200 200 -
Tilmicosina 50 -
Tilosina 50 50
Aminoglucoésidos

Gentamicina 100 30
Neomicina 500 1500 150
Espectinomicina 200 -
DH/Estreptomicina 200 200 125
Quinolonas

Enrofloxacina 100 -
Marbofloxacina 75 -

10



Varios

Cloranfenicol 0 0
Novobiocina 50 100
Trimetoprim 50 -

Unidades: upg/Kg. 'Codex Alimentarius (Codex, 2010). “Food and Drug
Administration (FDA, 2005). ® Regulation EU 37/2010 (European Union, 2010).

Dentro de las metodologias analiticas de screening para la detecciéon de
antimicrobianos en leche, se autoriza el uso de métodos de tipo microbiolégicos,

inmunoenzimaticos, colorimétricos o de receptores (CAA, 2001).

1.4. Deteccion de residuos de antibioticos en leche
1.4.1. Clasificacion de los métodos de deteccidén
Los primeros métodos de deteccidn de residuos de antibiéticos se comenzaron a
utilizar a mediados del siglo XX (Bishop y White, 1984) y fueron de tipo
microbiolégico (Mitchell et al., 1998). Desde entonces, las propiedades de estos
métodos se ha perfeccionado con el propdsito de mejorar la rapidez de respuesta,
sensibilidad hacia un mayor numero de antimicrobianos en la leche, disminucion de
la frecuencia de resultados falsos postivos o dudosos, facilidad de aplicacion, etc.
Los actuales sistemas de control de antibiéticos en leche proponen un
sistema integrado de control de estos residuos, que consta de dos etapas. En una
primer estapa de cribado o screening se realiza un control primario y se utilizan
métodos cualitativos (Microbioldgicos, Rapidos, Microbiolégicos multiplaca) que
proporcionan un tipo de respuesta positivo/negativo en un tiempo relativamente
breve, a un bajo costo que facilita la posibilidad de analizar una gran cantidad de

muestras de leche con personal no especializado. Posteriormente, en una etapa de
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identificacion se utilizan técnicas de cromatografia HPLC o electroforesis capilar
(Vera Candioti, 2009) y se procede a una identificacion y cuantificacion
“‘inequivoca” de la molécula especifica del grupo de antimicrobiano detectado en la

etapa anterior (Figura 1.3).

Meétodos de deteccion de residuos

Cromatografia:
HPLC, MS, CG

Cuantificacion
Identificacion
Inmunoenzimaticos

. = Union a receptores
Confirmacion

preliminar

Cribado (screening) EAELLITITIIIE

Figura 1.3. Sistema integrado de control de residuos de antibiéticos y sulfamidas en
leche.

En la actualidad se adoptaron las directivas 2002/657/CE (CEE, 2002) la
cual provee de reglamentos para los métodos analiticos que deben ser utilizados
para el control de muestras oficiales y los criterios comunes para la interpretacion
de los resultados en los laboratorios oficiales de residuos. Ademas la comision
directiva califica los métodos analiticos de deteccion de residuos de antibidticos en

dos grupos:
12



1.

Métodos cualitativos: Técnicas que identifican la sustancia basada en sus
propiedades fisicas, quimicas o biolégicas, como los métodos
microbiolégicos, de receptores proteicos, inmunoenzimaticos, sistemas
multirresiduos, etc.

Métodos cuantitativos: Técnicas que determinan la cantidad o fraccién de
masa de una sustancia que pueda ser expresada en un valor numérico en
una unidad apropiada.

Entre las técnicas cualitativas utilizadas con mayor frecuencia en
laboratorios de control se encuentran los métodos microbiolégicos, que
permiten detectar la “presencia” o “ausencia” de residuos de antibidticos en
leche a niveles cercanos a los LMRs mediante el cambio de color de un
indicador presente en el test (Botsoglou y Fletouris, 2001).

Dentro de estos test de screening se destacan los métodos microbiologicos

que se basan en la inhibicion del crecimiento de una bacteria especifica
(microorganismo de prueba o bacteria-test), que esta incorporada en un medio de
cultivo agarizado que contienen hidratos de carbono, sustancias mejoradoras de la
sensibilidad (como trimetoprim, cloranfenicol, etc.) e indicadores de pH (o redox) de
manera que el resultado se puede interpretar visualmente mediante el cambio en la

coloracion (Pikkemaat et al., 2009).

Una vez colocada la muestra de leche a analizar, el método se coloca a

incubar. En caso que la muestra esté libre de antibiotico, se producira el desarrollo
del microorganismo y se observara un cambio en la coloracién del indicador acido-

base (o0 redox), mientras que la presencia de antibiéticos en la leche no permitira el
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desarrollo del microorganismo de prueba y por lo tanto se conservara el color inicial

del indicador acido-base (o redox).

1.4.2. Principales métodos microbiolégicos comerciales
Actualmente, las pruebas microbiolégicas comerciales aplicadas con mayor
frecuencia en la deteccidbn de antibidticos en la leche utilizan Geobacillus
stearothermophilus var. calidolactis como microorganismo de prueba, ya que se
trata de una bacteria-test muy sensible a los antibi6ticos betalactamicos que se
emplean ampliamente para el tratamiento de las mastitis. Por ello, los métodos
BRT® AiM (Analytic in Milk Productions-und Vertriebs-GmbH, Alemania), Delvotest
(DSM Food Specialties, Delf, Holanda), Charm® Blue Yellow (Charm Sciences Inc,
Massachussets, USA) y Eclipse® (ZEU-Inmunotec S.A. Zaragoza, Esparia)
representan actualmente los principales métodos microbiolégicos mas comunmente
utilizados, con caracteristicas que presentan diferencias entre ellos, segun se
muestra en Tabla [.3. Ademas, estos métodos poseen la capacidad de detectar
niveles cercanos a sus respectivos LMR para un gran numero de sustancias que
pertenecen a este grupo de antimicrobianos (Tabla 1.4). Ahora bien, estos métodos
no llegan a detectar antibidticos pertenecientes a todos los grupos o familias de
antibiéticos como quinolonas, tetraciclinas, aminoglucésidos y macrolidos (Le
Breton et al, 2007).

Como se puede observar en dicha tabla, los métodos microbiolégicos
poseen limites de deteccidén cercanos o inferiores a los LMRs en el caso de los

antibidticos betalactamicos. Sin embargo no llegan a detectar los residuos de
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tetraciclinas, sulfamidas (a excepcion del Delvotest SP-NT), quinolonas,

eritromicina y espiramicina a niveles cercanos a los LMRs.

Tabla 1.3. Principales bioensayos microbioldgicos para la deteccidén de residuos de
antibidticos en leche

Test Microorganismo Incubacion Indicador

BR Test G.stearothermophilus 2.5 a 3.5 h a 60 Negro brillante
(BRT AiM, BR Test var. calidolactis 67°C en (visual, cambio
AS, Blue Star, 6,7, ATCC 10149 en agar microplacas color) o fotométrico

ASSpecial, AS-
Brilliant)

Test Eclipse

Charm Farm test

Charm inhibition
Assay

Delvotest P/SP

G.stearothermophilus
var. calidolactis
ATCC 10149 en agar

G.stearothermophilus

G.stearothermophilus
var. calidolactis
ATCC 10149

G.stearothermophilus
var. calidolactis
ATCC 10149

25a3.5ha65°C
en microplacas

3.8ha67°Cen
tubo

2.3a64°Cen
placas de agar

2.5h a64°C en
ampollas o en
microplacas de
poliestireno

Purpura de
bromocresol (visual,
cambio color) o
Fotométrico
Purpura de
bromocresol(visual,
cambio color)
Purpura de
bromocresol(visual,
cambio color)

Purpura de
bromocresol(visual,
cambio color) o
Fotométrico

Por ello, y ante la ausencia de un unico método de screening que permita

detectar la totalidad de los antibidticos utilizados en la terapéutica del ganado

vacuno lechero, Nagel et al. (2013) proponen el empleo de dos métodos de
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screening que utilizan diferentes bacteria test (G. stearothermophilus y B. subtilis)
porque detectan antibiéticos en forma complementaria, es decir, B. subtilis presenta
sensibilidad para aquellas moléculas que no son detectadas por G.
stearothermophilus.

Tabla 1.4. Limites de deteccion (ug/kg) de los métodos microbioldgicos comerciales
para diferentes antibioticos en leche

Antibidtico LMR Delvotest SP-NT BRT Test Eclipse 100 Blue Yellow
Betalactamicos
Bencilpenicilina 4 1-2 2-3 4 3-4
Ampicilina 4 4 2-3 4 5
Amoxicilina 4 2-3 2-3 5 5-6
Oxacilina 30 10 10-20 25 -
Cloxacilina 30 20 20-30 - 30-50
Dicloxacilina 30 10 10-20 - -
Nafcilina 30 - 10-15 - -
Cefapirina 60 4-6 4-5 8 10
Ceftiofur 100 25-50 50-100 - 50-100
Cefoperazona 50 - 200-300 - -
Cefalexina 100 - 200-300 75 -
Cefalonio 20 - 10-20 - -
Cefazolina 50 - 10-25 - -
Cefauinoma 20 - 100-200 - -
Cefacetrilo 125 - - - -
Tetraciclinas
Tetraciclina 100 250-500 200-400 150 -
Oxitetraciclina 100 250-500 500-750 100 300
Clortetraciclina 100 - - - -
Sulfamidas
Sulfametazina 100 25-100 500-750 200 -
Sulfadimetoxina 100 - 500-750 - 50
Sulfatiazol 100 - 200-400 75 -
Sulfadiacina 100 25-50 500-750 - -
Macrolidos
Eritromicina 40 40-80 40-60 300 -
Espiramicina 200 400-600 400-600 1000 -
Tilmicosina 50 - - - -
Tilosina 50 30 25-50 80 75-100
Aminoglucésidos
Gentamicina 100 50 200-300 500 300-400
Neomicina 1500 100-200 500-750 1500 -
Kanamicina 150 - - 6000 -
DH/Estreptomicina 200 - 100-1500 2500 -
Quinolonas
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Enrofloxacina 100 - - - _

Flumequina 50 - - - -
Otros

Cloranfenicol* 0* - 5000-7500 - -
Trimetoprim 50 50-100 - - -
Dapsona* 0* 0,5-1 ) ) )

*Sustancias prohibidas (Reglamento UE 37/2010); LMR: Limite Maximo de Residuos

1.4.3. Validacion de métodos de screening para la deteccion de antibioticos

El objetivo de la validacion de un procedimiento analitico es demostrar que el
mismo resulta conveniente para el propdsito previsto. La Tabla 1.5 sintetiza las
principales propiedades que deben evaluarse durante el proceso de la validacion
de diferentes técnicas analiticas (CEE, 2002), dentro de los cuales se encuentran

los métodos de screening.

Tabla 1.5. Propiedades a evaluar para la validacion de diferentes métodos
analiticos

Caracteristicas Método cualitativo Método cuantitativo
Performance Screening Confirmatorio Screening Confirmatorio
Limite de deteccion CCpB + + + +
Limite de decision CCa - + - +
Recuperacion - - - +
Precision - - + +
Selectividad + + + +
Robustez estabilidad + + + +

Fuente: CEE, 2002.
Se observa que, en caso de métodos cualitativos, tipos “screening” o
“cribado”, se deben evaluar unicamente los parametros de selectividad, limite de

deteccion y robustez. Los laboratorios de referencia han publicado el documento
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“Guidelanes for the validation of screening methods for residues of veterinary
medicines” (CRLs, 2010) con el objetivo de establecer los requisitos minimos
necesarios para la validacion de los métodos de screening. En dicha guia se
contempla los estudios de las caracteristicas propias de los métodos, tales como
especificidad, limite de deteccion, CCpB, robustez y ensayos de estabilidad de los

métodos.

1.4.3.1. Limites de deteccion

El limite de deteccion (LD) se define como “el menor contenido a partir del cual
resulta posible deducir la presencia de sustancias analizadas con seguridad
estadistica razonable” (CEE, 1993).

La Federacion Internacional de Lecheria (IDF-FIL, 1997, 2002) propone la
metodologia que debe utilizarse para la determinacion de los limites de deteccion
de antibidticos en leche cuando se emplean métodos de screening.

Para la construccion de la curva dosis-respuesta se deben evaluar al menos
cuatro concentraciones diferentes entre el control negativo y la concentracion que
se espera que sea positiva, las cuales deben estar distribuidas en forma
equidistante entre ellas segun una escala lineal o logaritmica. Ademas, debe
incluirse una concentracién que sea al menos 1.5 a 2 veces superior al valor
positivo esperado y una concentracion equivalente al LMR del antibiético (IDF- FIL,
2002).

En caso de efectuar calificaciones visuales de los resultados, para cada

concentracion de antibidtico se deben ensayar entre 10 y 20 réplicas, mientras que
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en caso de efectuar determinaciones fotométricas, el numero de replicas se reduce
a valores comprendidos entre 3y 5.

Una vez analizadas las muestras, se procede a calcular las frecuencias
relativas de resultados positivos (en caso de calificaciones visuales) o las
absorbancias relativas (en caso de lecturas fotométricas) para cada concentracion
de antibiotico. Luego se construye la curva dosis-respuesta y se ajusta mediante el
modelo de regresion logistica. El limite de deteccibn se calcula como la
concentracion que corresponde a la interseccion de la curva dosis respuesta con la
linea que representa el 95% de resultados positivos (Althaus et al., 2002, 2003;
Molina et al., 2003; Montero et al., 2005; Linage et al., 2007) en caso de utilizar
calificaciones visuales. En caso de emplearse lecturas fotométricas, el limite de
deteccién se calcula como el valor de la concentracion para el cual se alcanza el

45% de la maxima absorbancia relativa porcentual (Althaus et al., 2003).

1.4.3.2. Capacidad de deteccion (CCp)
La determinacion experimental de la capacidad de deteccion de un método de
screening se establece en las “Guidelines for the validation of screening methods
for residues of veterinary medicines” por la Comunidad de Laboratorios de
Referencias (CRLs, 2010) acorde a las directrices de la Commission Decision n°
657/2002 de la Comunidad Econdmica Europea (CCE, 2002).

La metodologia propone fortificar muestras de leche libres de antibiéticos
con concentraciones equivalentes a 0,5 LMR, 0,75 LMR y 1 LMR del antibiético a

investigar. Loégicamente, para poder calcular esta propiedad el antibiético debe
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tener publicado su LMR, de lo contrario el calculo del limtie de deteccidn constituye
una propiedad independiente del meétodo. Posteriormente, la reglamentacion
propone analizar 20 (0,5 LMR), 40 (0,75 LMR) o 60 (1 LMR) replicas. Esto implica
que, en la medida que nos aproximamos al valor de LMR la cantidad de replicas
que le vamos a pedir al método de validar es mayor, en virtud de la necesidad de
garantizar la inocuidad de las muestras de leche.

A modo de ejemplo, en la Tabla 1.6 se muestran los valores de CCf de los
antibioticos betalactdamicos determinados para leche de cabra y oveja por los
principales métodos microbiolégicos determinados por Beltran et al. (2015).

Tabla 1.6. Capacidad de deteccion (CCB) de métodos microbioldgicos de
screening para la deteccidén de antimicrobianos en leche de cabra y oveja

CCPB® cabra/oveja (ug/Kg)

Betalactamicos (5275;) BRT MRL Delvotest  Delvotest Eclipse
SP-NT DA 100
Amoxicilina 4 4/3 3/4 3/4 Ya
Ampicilina 4 3/2 3/2 3/3 4/4
Benzylpenicilina 4 3/2 3/2 3/2 4/2
Cefacetrilo 125 <63/<63 <63/<63 <63/<63 <63/<63
Cefalonium 20 20/15 <10/15 20/15 20/15
Cefapirina 60 <30/=30 <30/<30 =<30/<30 <30/<30
Deacetylcefapirina * <30/<30 <30/<30 <30/<30 <30/<30
Cefazolin 50 <25/<25 <25/<25  <25/<25 <25/<25
Cefoperazone 50 >50/>50 >50>50 >50/>50 >50/>50
Cefquinoma 20 >20/>20 >20/>20  >20/>20 >20/>20
Ceftiofur 100 >100/>100 100/>100 100/>100 100/>100
Desfuroylceftiofur * >100/100 75/100 100/100 100
Cephalexina 100 >100/>100  <50/75 <50/<50 <50/<50
Cloxacilina 30 23/23 <15/23 <15/23 23/23
Dicloxacilina 30 <15/<15 <15/<15  <15/<15 23/<15
Nafcilina 30 <15/<15 <15/<15  <15/<15 <15/<15
Oxacilina 30 <15/<15 <15/<15  <15/<15 <15/<15

Fuente: Beltran et al. (2016); 2Limite Maximo de Residuo; "Capacidad de deteccion.
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Como se puede observar, los limites se expresan en una fraccion de su
respectivo LMR (50%, 75% o 100%), mientras que aquellos antibioticos que

presentan un CCp superior al LMR se expresan con el signo mayor que (>).

1.4.3.3. Especificidad
La especificidad de un método de screening es un parametro que esta asociado a
la presencia de resultados “falsos positivos”. Para el calculo de la especificidad se
debe disponer de un elevado numero de muestras negativas (IDF-FIL, 2002). Para
llevar a cabo este estudio, deben utilizarse muestras de leche provenientes de
animales no tratados con medicamentos antes de iniciarse el estudio y que se
encuentren a mitad de la lactancia con una composicion quimica (grasa, proteinas,
lactosa y sélidos totales), recuentos de células somaticas y recuentos de gérmenes
totales considerados normales para el ganado vacuno lechero. La selectividad se
calcula como la frecuencia relativa porcentual entre los resultados negativos al
método de screening, partido por el numero total de muestras analizadas (Sischo y
Burns, 1993).

En este sentido, un buen método de screening debe presentar elevados
valores de selectividad, es decir, un bajo porcentaje de resultados positivos,

también llamados “falsos positivos”.

1.4.3.4. Robustez
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La robustez de un método analitico es la medida de su capacidad para que sus
resultados no se vean afectados por pequefas variaciones deliberadas del método.
Dicho parametro indica un indicio de su veracidad o fiabilidad durante el uso normal
de un método.

Los limites de deteccion de los métodos, pueden verse afectados por los
diferentes lotes de produccion. Para evaluar estas diferencias, IDF-FIL (2002)
recomienda llevar a cabo estudios para obtener informacioén acerca de la variacion
en las respuestas de los métodos microbiolégicos debido a diversos factores
propios de la fabricacion, como por ejemplo, nivel del indicador, concentracion de
nutrientes presentes en el medio de cultivo, concentracibn de esporas de
microorganismos, volumen del medio de cultivo utilizado en el bioensayo, periodo
de almacenamiento, etc. Cabe esperar que la variacion en la respuesta de los
meétodos puede verse afectada por el periodo comprendido entre su fabricacion vy el

control de cada lote de elaboracion.

I.5. Sistemas microbiolégicos multiplacas para la deteccion y clasificaciéon de
antibiéticos en la leche

Los Sistemas Microbiolégicos Multiplaca (SMMP) fueron propuestos para la
deteccion y posterior clasificacion de los antibiéticos en grupos de antibidticos
utilizando diferentes bacterias-test especificas para cada familias, tales como,
betalactamicos, tetraciclinas, sulfamidas, aminoglucésidos, macrélidos o

quinolonas.
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El principio de los SMMP se basa en la difusién de los antimicrobianos
contenidos en la muestra de leche a un medio agarizado con diferentes
microorganismos de prueba, medios de cultivo, condiciones de pH, temperatura de
incubacion y tiempo de lectura. Actualmente, segun el formato donde se lleva a
cabo la difusion de los antibidticos, los sistemas microbioldgicos se clasifican en
Sistemas Microbiolégicos en Placas de Petri (SMMP: difusién radial) y Sistemas
Microbiolégicos en microplacas de microtitulacion (SMpm: difusién axial en
microtubo). A continuacion se exponen las principales caracteristicas de estos

sistemas multirresiduos.

1.5.1. Sistemas microbiolégico multiresiduo en placas de Petri (SMMP)

Para lograr una mayor deteccion de estos residuos en familias de antibidticos,
diversos autores (Nouws et al., 19992 b; Gaudin et al., 2004; Althaus et al., 2009)
han propuesto el uso de diferentes Sistemas Microbiolégicos Multiplaca en placas
de Petri (SMMP) mediante el empleo de diferentes microorganismo de prueba, o
también llamadas bacterias-test con sensibilidad apropiada para cada familia de
antibidticos para lograr detectar correctamente los residuos de antibi6ticos en leche
a niveles permitidos por la legislacion. El principio de estos métodos en placas de
Petri se basa en la difusion radial de los antimicrobianos de la muestra a analizar
en un agar bajo diferentes condiciones de pH y concentracion de esporas. La
inhibicion de la bacteria test, se manifiesta mediante la presencia de halos de
inhibicion luego de incubar las muestras durante un tiempo comprendido entre 18 y

24 horas (Pickematt, 2009).
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Dentro de estos SMMP, el “Instituto para la calidad de los productos
alimentarios” del Ministerio de Agricultura holandés (Rijks-Kwaliteitsinstituut voor
lan-en tuinbouw-produkten, RIKILT-DLO) desarrollé un Sistema Microbiolégico
Multirresiduo para leche propuesto por Nouws et al. (1999a,b), que consta de 7
placas de Petri con diferentes microorganismos en formas esporuladas o
vegetativas (Betalactamicos: G. stearothermophilus var. calidolactis C953 en medio
de cultivo Agar de Recuento en Placa pH 8; Aminoglucésidos: B. subtilis BGA en
medio de cultivo Agar de Recuento en Placa pH 8; Macrdlidos: Kocuria rhizophila
ATCC 934 en Mueller Hinton pH 8; Quinolonas: Escherichia coli ATCC 11303 en
Agar de Recuento en Placa fortificado con extracto de carne a pH 6; Tetraciclinas:
Bacillus cereus var. mycoides ATCC11778 en medio Standard |l Nahragar a pH 6;
Sulfamidas: Bacillus subtilis BGA en medio de cultivo Mueller Hinton de pH 7
sumplementado con trimetoprim). Cada placa especifica es incubada a una
temperatura determinada por la naturaleza de la bacteria—test empleada por un
tiempo que comprendido entre 6 a 24 horas.

Para este sistema, se aprecia que la mayoria de los niveles de deteccion
obtenidos son menores que los LMR establecidos por la Unidén Europea,
demostrando una gran capacidad para detectar la mayoria de los residuos de
antibidticos en leche (betalactamicos, tetraciclinas, sulfonamidas, macrélidos,
aminoglucésidos y quinolonas). Si bien las placas de Petri con B. cereus, E. coliy
K. rhizophila presentan una alta especificidad para detectar tetraciclinas,
quinolonas y macrolidos, respectivamente, la placa que utiliza esporas de G.

stearothermophilus presenta interferencias para gentamicina y neomicina, mientras
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que la placa con B. subtilis (sulfonamidas) muestra especificidades cruzadas para
betalactamicos, macrdlidos, enrofloxacina, marbofloxacina y gentamicina (Nouws et
al., 1999a, b).

Posteriormente, investigadores del Laboratorio de Referencia de la
Comunidad (AFSSA, Francia) desarrollan un sistema microbiolégico denominado
STAR (Screening Test for Antibiotic Residues), que consta de 5 placas de Petri
para la deteccidon de betalactdmicos-sulfamidas (G. stearothermophilus var.
calidolactis ATCC 10149 en medio Diagnostic susceptibilty Test Agar pH 8
sumplementado con trimetoprim), macrdlidos (Kocuria varians ATCC 9341 en
medio Test Agar a pH 8), quinolonas (Escherichia coli ATCC 11303 en Test Agar a
pH 8), tetraciclinas (Bacillus cereus ATCC 11778 en Test Agar a pH 6) y
aminoglucoésidos (Bacillus subtilis BGA en Test Agar a pH 7.2).

El perfil de deteccion del protocolo STAR demostré que 21 antibidticos
fueron detectados en o por debajo del LMR, y otros 27 medicamentos se
detectaron hasta 4 y 150 veces su LMR (Gaudin et al., 2004). Se observaron
mejoras en la deteccidn de quinolonas, tetraciclinas y macrolidos con respecto a
otros sistemas multirresiduos, aunque los tiempos de respuestas son lentos (15 -
24 horas).

Por su parte, Tsai y Kondo (2001) evaluaron los niveles de deteccion de 31
agentes antimicrobianos sobre diversas combinaciones de 6 bacterias-test y 5
medios de cultivo. Los autores concluyen que una combinacién de 6 placas con 4
bacterias-test permiten detectar adecuadamente antibidticos betalactamicos (G.

Sterarothermophilus var. calidolactis C953 en Mannitol Salt Agar pH 7.0),
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tetraciclinas (B. subtilis BGA en Mueller Hinton pH 6), macrdlidos (Kocuria
rhizophila ATCC 9341 en Mueller Hinton pH 8), quinolonas (E. coli ATCC 27166 en
Muller Hinton pH 6), aminoglucdsidos (B. subtilis BGA en Muller Hinton pH 8) y
sulfamidas (B. subtilis BGA en Muller Hinton suplementado con trimetoprim).

A modo de sintesis, se puede establecer que los SMMP presentan
adecuados niveles de deteccion para la mayoria de los agentes antimicrobianos
empleados en la terapéutica del ganado; sin embargo, poseen como desventajas
su escasa practicidad en el momento de implementarse en forma rutinaria,
demandan mucho tiempo y requieren personal entrenado en microbiologia, la
medicion de un halo inhibitorio resulta dificultoso de cuantificar, brindan la
respuesta en un tiempo comprendido entre 18 y 24 horas y utilizan bacterias en
forma vegetativa que repercute en una reducida fecha de caducidad de las placas

de Petri elaboradas.

1.5.2. Sistemas microbiolégico en placas de microtitulacion
Los sistemas microbiolégicos en placas de microtitulacion (SMpm) presentan
ciertas ventajas con respecto al SMMP, tales como, analisis de un elevado numero
de muestras, uso de bacterias esporuladas (prolongacion del periodo de
almacenamiento refrigerado), no necesita personal calificado para la elaboracion de
los métodos, presentan tiempos de incubacién reducidos (2,5 - 6 horas) y la
respuesta es de tipo dicotomica positivo (presencia) — negativo (ausencia).

Cada bioensayo esta compuesto por un medio de cultivo agarizado que

contiene esporas de una bacteria-test especifica para detectar un determinado
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grupo de antimibidtico, sustancias mejoradoras de la sensibilidad (trimetoprim,
cloranfenicol, etc.) e indicadores de pH (o redox), de manera que el resultado se
pueda interpretar visualmente mediante el cambio en la coloracion del ensayo.
Luego que se adiciona una muestra de leche en el pocillo del bioensayo, se incuba
en a una temperatura—tiempo determinada por el tipo de bacteria-test. En caso que
la muestra esté libre de antibidtico, se producira el desarrollo del microorganismo
acompafado de un cambio en la coloracion del indicador acido-base (o redox),
mientras que la presencia de antibidticos en la leche no permitira el desarrollo del
microorganismo de prueba y por lo tanto se conservara el color inicial del indicador.

En este contexto, Nagel et al. (2011) proponen un sistema microbiolégico
conformado por dos bioensayos (BT y BS) que contienen esporas de G.
Stearothermophilus var. calidolactis, medios de cultivo (Agar de Recuento en Placa
y Mueller Hinton), sustancias mejoradoras de sensibilidad e indicadores (Purpura
de bromocresol y Negro Brillante-azul de Toluidina).

La placa para la deteccion de antibidticos betalactdmicos en leche fue
optimizada previamente mediante el empleo de herramientas quimiométricas y el
modelo de regresién logistica (Nagel et al. 2009b). En este trabajo se logré obtener
un bioensayo robusto frente a diferentes variables operativas tales como tiempo de
incubacion y tiempo de predifusion controlando las variables de disefio, como
concentracion de esporas del G. stearothermophilus y volumen de medio de cultivo.
Luego, Nagel et al. (2009a) incrementan la sensibilidad de este bioensayo con G.

stearothermophilus para la deteccion de tetraciclinas en leche mediante la
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incorporacion de cloranfenicol en el medio de cultivo y el uso de disefios
experimentales aplicados a la optimizacion de métodos de respuestas dicotomicas.

Del mismo modo, se optimizé un bioensayo BS para la deteccion de
antibidticos betalactamicos y sulfamidas que utiliza G. stearothermophilus
incorporando trimetoprim en el medio de cultivo, a fin de producir un efecto
sinérgico con las sulfamidas presentes en la muestra de leche y de esta forma
disminuir los limites de detecion del método microbiolégico para dichas sustancias
(Nagel et al., 2011b).

El uso simultdneo de ambos bioensayos (BT y BS) permite la deteccion y
clasificacion de residuos en betalactamicos, tetraciclinas y sulfamidas, pero no
presenta una adecuada sensibilidad para otros grupos de antimicrobianos, tales
como macrolidos, aminoglucoésidos y quinolonas.

Posteriormente, este grupo de investigacion disefia y optimiza un Sistema
Microbiolégico en Microplacas (SMmp) que utiliza tres bacterias-test para la
deteccion y clasificacion de residuos de antibidticos pertenecientes a
betalactamicos, tetraciclinas, sulfamidas y quinolonas (Nagel et al., 2013). Dicho
SMmp presenta respuesta de tipo dicotomica (positiva o negativa) mediante
cambios en el color de los indicadores (acido-base y redox) evitando la medicién de
los halos inhibitorios. La tabla 1.7 describe la composicion de los diferentes
bioensayos utilizados en el sistema microbioldgico en placas de microtitulacion
propuesto por Nagel et al. (2013).

A fin de obtener un bioensayo especifico para detectar residuos de

antibidticos betalactamicos (bioensayo B), se utilizé el modelo de regresion logistica
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y la funcion deseabilidad para determinar la concentracién de esporas de G.
stearothermophilus (bacteria-test) y el tiempo de incubaciéon adecuados para lograr
bajos limites de deteccion de betalactamicos y baja especificidad cruzada con las
tetraciclinas en un tiempo inferior a las 5 horas (Nagel et al., 2012).

El bioensayo que utiliza Bacillus cereus (bioensayo T) para la deteccion de
tetraciclinas en leche fue disefiado y optimizado de modo tal de disminuir el tiempo
de respuesta a 5 horas, en comparacion con las 18 a 24 horas que demandan los
SMMP (Nagel et al., 2011a). Para esta optimizacion se emplearon técnicas
quimiométricas en forma sucesiva que incluyen disefios Plackett and Burman,
disefios tipo Dohelert y funcion deseabilidad a métodos de respuesta dicotdmica

(positivo o negativo).

Tabla I.7. Composicién de los bioensayos que componen el sistema microbioldgico
en placas de microtitulacion

Temperatura

Bioensayo Bacteria test Medio agar de incubacion

G. stearothermophilus Mueller Hinton, glucosa,

B subsp. calidolactis negro brillante, azul de 64 °C,4h
C-953 toluidina.
Plate Count Agar, glucosa,

B. cereus subsp.

mycoides ATCC 11778 purpura de bromocresol, 40°C,6h

rojo fenol, cloranfenicol.
Mdueller Hinton, glucosa,
QS B. subtilis BGA, trifeniltetrazolium, azulde 40 °C,5h
toluidina, trimetoprim.
G. stearothermophilus Mueller Hinton, glucosa,
BS subsp. calidolactis negro brillante, azul de 64 °C,4h
C-953, toluidina, trimethoprim.

B: betalactamicos; T: tetraciclinas; QS: quinolonas-sulfamidas; BS: betalactamicos-
sulfamidas. Fuente: Nagel et al. (2013).
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En forma similar, Nagel et al. (2013) optimizan un bioensayo que emplea B.
subtilis para la deteccion de sulfamidas y quinolonas que brinda una respuesta
binaria (positiva - negativa) en un tiempo de 5 horas. Este método disefiado
mediante el empleo de diferentes técnicas experimentales para métodos de
screening presenta limites de deteccion de las sulfamidas similares a su LMR.
Ademas, el sistema incorpora el bioensayo BS que contiene esporas de G.
stearothermophilus en Mueller Hinton, trimetoprim y mezcla de indicadores redox
para clarificar la deteccion de sulfamidas y quinolonas del bioensayo QS (Nagel et
al., 2011b).

El perfil de deteccién del SMmp muestra que bioensayo B y BS detectan
niveles de betalactamicos cercanos a los LMRs, y también neomicina, lincomicina y
tilosina. Ademas, las tetraciclinas fueron detectadas por el bioensayo T sin
presentar inconvenientes de especificidad cruzada con otros antibidticos. El
bioensayo que utiliza B. subtilis (Bioensayo QS) permite detectar concentraciones
de ciprofloxacina, enrofloxacina, sulfamidas y espiramicina levemente superiores a
su LMR. Por ultimo, el bioensayo BS también presenta limites de deteccion de
sulfamidas a niveles de LMR, gracias al efecto sinérgico de trimetoprim en el medio
de cultivo. En este SMmp de cuatro bioensayos los betalactamicos se clasifican por
la presencia de resultados positivos en el Bioensayo “B” y en el Bioensayo “BS”.
Las tetraciclinas seran clasificadas por la presencia de resultados positivos a los

Bioensayo “T”, mientras que las sulfamidas brindaran respuestas positivas al
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Bioensayo “S” y al Bioensayo “BS”. Se clasificaran como quinolonas, aquellos
resultados positivos que se presente unicamente en el Bioensayo “S”.

Sin embargo, estos autores no llegan a identificar la totalidad de los agentes
antimicrobianos utilizados en la terapéutica del ganado vacuno productor de leche,
tales como los aminoglucésidos y macrdlidos. Por todo ello, en la presente tesis
doctoral se pretende desarrollar un SMmp que sea capaz de clasificar residuos de
antimicrobianos pertenecientes al menos a cinco familias de las seis mas utilizadas
(betalactamicos, tetraciclinas, sulfamidas, quinolonas, y macrdélidos) mediante el
uso de herramientas quimiométricas, tales como técnicas de disefios experimental

y modelo de regresion logistica.

1.6. Hipotesis de trabajo

Debido a la ausencia de un método microbiolégico ideal, que sea capaz de detectar
la mayor parte de los residuos de antibiéticos en la leche que se utilizan para el
tratamiento del ganado vacuno lechero a niveles establecidos por la legislacién; la
presente Tesis Doctoral plantea la hipdtesis que se puede disefar un sistema
microbiolégico integrado por cinco bioensayos que utilizan diferentes
microorganimos, con el propdsito de detectar una cantidad mas amplia de

antibioticos que los actuales métodos microbioldgicos.
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I1.1. Objetivo general

En este trabajo se contemplé el disefio y la optimizacion de un Sistema
Microbiolégico en microplacas que consiste en cinco bioensayos que utilizan
bacterias-test especificas para cada familia de antimicrobianos. Este sistema utiliza
diferentes microorganismos esporulados con adecuada sensibilidad hacia un
determinado grupo de antibidticos, diferentes indicadores redox o acido base,
medios de cultivos especificos para el crecimiento de cada bacteria test, sustancias
mejoradoras de la sensibilidad (trimetorpim, cloranfenicol, etc), que resulte
economico y facil de implementar en las industrias lacteas y los laboratorios

lactolégicos encargados del control de la calidad.

11.2. Objetivos especificos
Para realizar la presente tesis doctoral se proponen los siguientes objetivos

especificos descriptos en forma de capitulos:

Capitulo lll. Bioensayo microbiolégico que utiliza Bacillus pumilus para la
deteccion de tetraciclinas en leche

El trabajo tuvo como objetivo disefiar y optimizar un método microbiolégico que
contiene B. pumilus para la deteccidn de residuos de tetraciclinas en leche con una
elevada especificidad. En este estudio, se determiné la concentracion de esporas
que producen un cambio en la absorbancia relativa del bioensayo en un periodo de
tiempo corto (5h). Posteriormente, se evalud la concentracion de cloranfenicol en el
medio de cultivo necesaria para disminuir los limites de deteccidén de tetraciclinas

presentes en la muestra de leche sin afectar la especificidad del método.
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Capitulo IV. Método microbiolégico que emplea Bacillus megaterium y acido
fucsidico para la deteccion de macrdlidos en leche

Se optimizé un bioensayo de inhibicidn microbiolégica en placa de microtitulacion
que utiliza un medio de culivo con esporas de Bacillus megaterium y diferentes
concentraciones de acido fusidico para detectar residuos de macrolidos en leche
mediante lecturas Opticas de sus respuestas. Se analizaron las absorbancias
relativas obtenidas mediante modelos de regresidn logistica adecuados y se
determiné aquella concentraciéon de acido fusidico en el medio de cultivo que

disminuye los limites de deteccion de macrdlidos a niveles similares a sus LMRs.

Capitulo V. Novedoso bioensayo con B. megaterium para detectar
tetraciclinas en leche

Se propuso el disefio de un método microbioldgico en placas de microtitulacién que
emplea Bacillus megaterium para la deteccion de residuos de tetraciclinas en leche
a niveles similares a sus Limites Maximos de Residuos mediante el uso de un
lector fotométrico. Las absorbancias relativas se analizaron por modelos logisticos.
Se determinaron nivel de cloranfenicol adecuado para la deteccion de tetraciclinas

en leche y especificidad en forma simultanea.

Capitulo VI. Ensayo microbiolégico con Bacillus licheniformis para la facil

deteccion de las quinolonas en la leche
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El trabajo propone como objetivo, el desarrollo de un bioensayo que contiene
esporas de Bacillus licheniformis para la deteccion de residuos de quinolona en
leche utilizando un lector fotométrico. Ademas, se evalud la especificidad cruzada

para otros antibioticos en leche y la especificidad del bioensayo.

Capitulo VII. Deteccion de betalactamicos en leche mediante Geobacillus
kaustophilus y Geobacillus stearothermophilus

El objetivo del trabajo fue evaluar y comparar los limites de deteccién de
antibidticos betalactamicos en leche mediante dos bioensayos que contienen
esporas de Geobacillus kaustophilus y Geobacillus stearothermophilus de forma tal
de recomendar un método microbiolégico que presente limites de deteccion
similares a los permitidos por la legislacion. Se analizaron curvas dosis respuestas

para ocho betalactamicos y se determiné la especificidad de cada bioensayo.

Capitulo VIII. Sistema de cinco bioensayos microbiolégicos para la deteccién
rutinaria de residuos de antibiéticos y que aseguren evaluar la calidad de la
leche

El propésito de este capitulo fue evaluar un sistema microbiolégico en placas de
microtitulacién para detectar y clasificar residuos de antibidticos pertenecientes a
cinco grupos de antimicrobioanos (betalactamicos, tetraciclinas, sulfonamidas,
quinolonas y macrdlidos) en leche mediante respuestas visuales de tipo dicotomico

(positivo o negativo) en menos de 6 horas.
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Resumen

Las tetraciclinas (TCs) se utilizan ampliamente para el tratamiento de diversas
enfermedades del ganado vacuno, sin embargo, sus residuos pueden estar
presentes en la leche. Para controlar estos residuos resulta necesario disponer de
meétodos de screening que permitan su deteccidn a bajo costo, que resulten faciles
de implementar y permitan analizar un gran numero de muestras. Por ello, el
objetivo de este estudio fue disefiar un bioensayo de inhibicidn microbiolégica en
placas de microtitulacion con esporas de Bacillus pumilus para detectar residuos de
TCs a concentraciones equivalentes a sus Limites Maximos de Residuos (LMR).
Para tal fin, se realizaron un conjunto de experimentos complementarios. En el
primer estudio, se determind la concentracién de esporas que produce un cambio
en la absorbancia relativa del bioensayo en un corto periodo de tiempo.
Posteriormente, se evalud la concentracion de cloranfenicol (CAP) necesaria para
disminuir el limite de detecciéon (LD) de las TCs a niveles de su LMR. Después, se
evaluaron los principales parametro del método: especificidad, limites de deteccion
y especificidad cruzada. Se concluye que el bioensayo mas apropiado contiene
una concentraciéon de 1,6 x 10° esporas B. pumilus/ml, fortificado con 2500 Mg
CAP/l en el medio de cultivo Mueller Hinton, usando negro brillante y azul de
toluidina como indicadores redox. Este bioensayo detecta 117 pg/l de
clortetraciclina, 142 ug/l de oxitetraciclina y 105 ug/l de tetraciclina, por medio de un
cambio en el color del indicador en un periodo de 5 horas. El método mostré una
buena especificidad (97,9%), que disminuyd ligeramente (93,3%) en muestras de
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leche con altos recuentos de células somaticas (2250.000 células/ml). Ademas,
otros antimicrobianos estudiados (excepto la neomicina) deben estar presentes en
leche a concentraciones elevadas (mas de 5 a 100 veces el LMR) para producir
resultados positivos en este bioensayo, hecho que pone de manifiesto una muy

baja especificidad cruzada.

Palabras clave: Bacillus pumilus, bioensayo, método de inhibicion microbioldgica,

leche, tetraciclinas.
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l11.1. Introduccién

Las TCs son antibioticos (ATB) de amplio espectro con actividad antimicrobiana
hacia una gran variedad de bacterias Gram-negativas y Gram-positivas (Hlavka y
Boothe, 1985; Roberts, 1996). Estas moléculas impiden el crecimiento bacteriano
mediante la inhibicion de la sintesis de proteinas (Rasmussen et al., 1991).
Especificamente, las TCs interfieren en la union entre el aa-tRNA y el sitio 30S de
la subunidad ribosomal, que inhibe la elongacién de la cadena peptidica (Chopra et
al., 1992).

En medicina veterinaria, las TCs se utilizan para la prevencién y el
tratamiento de varias enfermedades del ganado vacuno, cerdo, pollo y pescado
(Aga et al., 2003). En el ganado lechero, las TCs se emplean con frecuencia para el
tratamiento de enteritis bacteriana, metritis, mastitis y queratoconjuntivitis
infecciosa. Investigaciones llevadas a cabo por la Federacién Europea de Salud
Animal sobre el uso de ATB en medicina veterinaria indican que las TCs
representan el 65% de los agentes antibacterianos utilizados con fines terapéuticos
o preventivos (Bogialli et al., 2006).

La presencia de residuos de ATBs en leche puede causar diferentes
enfermedades o trastornos en los consumidores humanos (Dewdney et al., 1991;
Demoly y Romano, 2005; Wilke et al., 2005). Por otra parte, estos residuos pueden
modificar o inhibir los procesos de fermentacién durante la elaboracion de los
productos lacteos como el queso y el yogur (Packham et al., 2001).

Por esta razon, el seguimiento de residuos de ATBs es muy importante para
el control de la seguridad y la inocuidad alimentaria. Ademas, se establecio 100 ug/l
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como Limite Maximo de Residuo (LMR) para las tres TCs en la leche por varias
autoridades de control, tales como la Unidn Europea (Reglamento de 2009) y el
Codex Alimentarius (2010). Los métodos de Inhibicion microbiolégica se utilizan
con éxito para asegurar los niveles minimos de residuos de antimicrobianos en la
leche, ademas permiten el analisis de un elevado numero de muestras en un
tiempo relativamente corto y a bajo costo (Toldra y Reig, 2006; IDF, 2010).
También, las pruebas de unidn a receptor se utilizan para detectar tetraciclina en la
leche, porque proporcionan una respuesta en un tiempo breve (IDF, 2010).

El método microbioldgico utilizado con mayor frecuencia contienen esporas
de Geobacillus stearothermophilus subsp. calidolactis (Pikkemaat, 2009) debido a
su rapido crecimiento a elevadas temperaturas (64 °C) y buena sensibilidad para
detectar betalactamicos en la leche, aunque esta prueba microbiolégica exhibe una
sensibilidad limitada para los residuos de TCs (Diserens et al., 2005; Navratilova,
2008; Nagel et al., 2013).

Debido a esta sensibilidad limitada para detectar adecuadamente a las TCs,
Nagel et al., (2011) propuso el uso de técnicas quimiométricas para el disefio de un
bioensayo en placas de microtitulacion que emplea Bacillus cereus para la
deteccion de estos residuos. Este bioensayo resulta facil de utilizar en los
laboratorios para el analisis de un elevado numero de muestras, porque genera una
respuesta dicotomica de simple interpretaciéon (positivo o negativo) en un corto
periodo de tiempo (5 h). Sin embargo, el uso de este microorganismo puede

presentar riesgos debido a que las células vegetativas o esporas de B. cereus
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pueden producir enterotoxinas y toxina emética (Logan y De Vos, 2009), que
causan el sindrome de diarrea y sindrome emético (Abiet et al., 2011).

Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue aplicar técnicas experimentales
de disefio y un modelo de regresion logistica para optimizar un bioensayo en
placas de microtitulacion con Bacillus pumilus para la deteccion de residuos de TCs
en leche a niveles cercanos a sus Limites Maximos de Residuos, ya que se trata de

una bacteria inocua.

lll.2. Material y métodos
11l.2.1. Elaboracidn de los bioensayos
Medio de cultivo Mueller Hinton (38 g/I, Biokar, Francia, Ref. 10272) fue fortificado
con glucosa (10 g/l, Anhedra®, Argentina, Ref. 6837), ajustado a pH= 8,0 + 0,1. Se
agregdé una combinacion de indicadores redox (Negro brillante 200 mg/l, Sigma
Aldrich®, Ref. 211842 y Azul de toluidina 10 mg/l, Anhedra®, Argentina, Ref. 6356).
A continuacion, se inocul6 este medio con diferentes concentraciones de esporas
de B. pumilus CECT510 y CAP (1000 ug/ml, Sigma Aldrich®, ref. C0378), seglin se
detallan a continuacién de cada experimento.

Cada pocillo de la microplaca se llené con 100 pl de medio de cultivo usando
un dispensador electrénico (Eppendorf Research® Pro, Eppendorf, Alemania).
Posteriormente, las microplacas fueron selladas con bandas aluminizadas y se

preservo a temperatura de refrigeracion (4 °C).

1ll.2.2. Analisis de las curvas dosis-respuesta
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En cada experimento se eligi6 una escala de concentracién de antibidtico
apropiada para el estudio de las curvas dosis-respuesta del bioensayo, que se
detalla en cada experimento. Para cada ATBs, 16 repeticiones de 12
concentraciones se ensayaron con el fin de obtener dos resultados negativo en los
primeros niveles de ABT y dos resultados positivos en las ultimas dos
concentraciones testeadas. Una vez elaboradas las microplacas, a cada pocillo se
agrego un volumen de 50 pl de leche fortificada con diferentes concentraciones de
antibidtico. Entonces, el bioensayo se dejo a temperatura ambiente durante un
tiempo de 1 hora para permitir que difunda el ATB en el medio de cultivo.
Posteriormente, las microplacas se lavaron 3 veces con agua destilada y se
incubaron en bano de agua flotante a 40 + 1 °C hasta el cambio de color de las
muestras control negativa. Las lecturas fotométricas se midieron mediante un lector
ELISA (Biotek ELx800TM, Biotek Instrument Inc., Winooski, Vernont, USA.)
utilizando una longitud de onda de 550 nm.

Las mediciones fotométricas se transformaron en frecuencias relativas

empleando la siguiente ecuacion:

A= (A)C _AO)/(AIOO_AO) (Ec 1)

Donde: A= absorbancia relativa, A= absorbancia de la muestra de leche con
una concentracién 'x' de ATB; Ap= absorbancia de ATB libre de leche (control
negativo) y Aqgo: absorbancia de la muestra de leche que produjo 100% de
resultados positivos. Estos valores de absorbancia relativos fueron analizados
utilizando el procedimiento logistico del paquete estadistico Statgraphics Plus

version 5.1 Centurion® (2008). Entonces, para cada experimento, los limites de
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deteccidon se calcularon como la concentraciéon de ATBs que produce el 45% de

absorbancia relativa porcentual (Luitz y Suhren, 1995).

1ll.2.3. Efecto de la concentracion de esporas en el tiempo de respuesta del
bioensayo

Se preparé el medio de cultivo segun se describié en parrafos anteriores y el
volumen del medio se dividié en cinco alicuotas para evaluar el efecto de diferente
concentracion de esporas de B. pumilus (1,6 10°%; 8,0 10”; 6,4 10°% 1,2 10°y 2,5 10°
esporas/ml) sobre el limite de deteccion y tiempo de respuesta del bioensayo.

Estas concentraciones se obtuvieron mediante diluciones seriadas de una
suspension madre de esporas de B. pumilus (1,6 10" esporas/ml) que fueron
determinadas mediante el conteo en placas Petrifilm (3M, St. Paul, MN, USA).

Para la construccion de las curvas dosis respuesta se eligio la oxitetraciclina
(Sigma O-5750) y se analizaron 12 concentraciones crecientes (OTC: 0, 500, 750,
1000, 1250, 1500, 1750, 2000, 2500, 3000, 4000, 5000 pg/l). Cuando las muestras
de control negativo cambiaron de color (negro a amarillo), se registraron el tiempo
de incubacion y la absorbancia relativa. Para el célculo estadistico, se utilizé el

siguiente modelo de regresion logistica:

L, =Logit |4, |= B, + BOTC, + B,LogS, + B,,LogS?; +¢,, (Ec 2)

Donde: Lix= Modelo logistico lineal; Ajx= absorbancia relativa (Ec 1); Bo= intercepto;
B1, B2, Bs= parametros estimados para el modelo; OTC= concentracién de

oxitetraciclina (i: 1, 2, ... 12 concentraciones); Log S;= transformacion logaritmica de
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la concentracion de esporas; Log S,-2= cuadrado de la transformacion logaritmica de

la concentracion de esporas y €= error residual.

1ll.2.4. Efecto de la concentracion de CAP sobre los limites de deteccion de
TCs

El medio de cultivo preparado como se describié en parrafos anteriores se inoculd
con 1,6x10° esporas/ml de B. pumilus. Luego, se dividié en cuatro alicuotas para
evaluar diferentes concentraciones de CAP (CAP: 0, 1500, 2000 y 2500 ug/l).
Luego, los limites de deteccion de las TCs se analizaron utilizando la siguiente
escalas de concentracion: oxitetraciclina (Sigma S-5750, OTC: 0, 25, 50, 75, 100,
150, 200, 250, 300, 400, 600, 800 ug/l), tetraciclina (Sigma T-3258, TC: 0, 50, 75,
100, 150, 200, 300, 400, 500, 600, 800, 1000 ug/l) y clortetraciclina (Sigma C-4881,
CTC: 0, 50, 75, 100, 150, 200, 300, 400, 500, 800, 1000, 1500 pg/l). De esta forma
la curva dosis-respuesta debe incluir al menos dos concentraciones negativos y
dos concentraciones positivas (Codex Alimentarius, 2010). Para el analisis

estadistico se utilizo el modelo de regresion logistica:

L, =Logit|4, |= B, + B[TC), + p,[C4P], + B, (TC]*[C4P)), +&,, (Ec 3)

Donde: Lijx= modelo de regresion lineal; [Ajk]= absorbancia relativa (Ec 1); [TC]=
efecto de la concentracion de tetraciclina (= 1, 2, ... 12 concentraciones); [CAP]=
efecto de las concentraciones de cloranfenicol (j= 0, 1500, 2000 o 2500 pg/l); ([TC]
x [CAP]);= efecto de la interaccion entre las concentraciones de tetraciclina y
cloranfenicol; Bo, B1, B2 ¥ B12= coeficientes estimados para el modelo y €= error

residual.
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111.2.5. Especificidad del bioensayo.
Las muestras de leche utilizadas en este estudio provinieron de animales Holstein
Friesian no tratados ni medicamentados a lo largo del estudio. Los valores de pH,
composicion quimica, recuento de células somaticas (SCC<400000 células/ml) y el
recuento de bacterias (CFU<100000 ufc/ml) fueron aceptables para el ganado
lechero. La composicion quimica, SCC y CFU se determinaron con Milko Scan FT-
120 (Foss somatica USA), 90 Fossomatic (Foss eléctrica, USA) y BactoScan 8.000
(Foss eléctrica, USA), respectivamente.

Las muestras de leche se analizaron por duplicado usando bioensayos sin
CAP y con 2500 pg CAPI/l. Se realizaron interpretaciones visuales por tres
personas calificadas para la categorizacién de las respuestas en términos de
‘positivo” o “negativo”. Solamente se consideraron como valederas aquellas
respuestas con al menos dos (de tres) coincidencias. La especificidad se calculd
utilizando la siguiente ecuacion:

Especificidad = (muestras negativas / total de muestras)* 100 (Ec 4)

1ll.2.6. Especificidad cruzada, limites de detecciéon para otros ATBs.

Los bioensayos se prepararon utilizando la composicion del medio de cultivo
detallada anteriormente y se emplearon inoculos de 1,6 10° esporas/ml de B.
pumilus con 2500 pg CAPI/l. Los limites de deteccidon se analizaron para 8
betalactamicos (amoxicilina, ampicilina, cloxacilina, oxacilina, penicilina 'G',

cefoperazona, ceftiofur y cefalexina), 3 aminoglucésidos (kanamicina, neomicina y
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estreptomicina) 3 macrdlidos (eritromicina, tilosina y tilmicosina) 4 sulfamidas

(sulfadiazina, sulfadimetoxina, sulfametoxazol, y sulfatiazol) y 3 quinolonas

(ciprofloxacina, enrofloxacina y marbofloxacina). Para cada ATB, se ensayaron las

concentraciones descriptas en Tabla lll.1.

Tabla lll.1. Concentraciones de antibidticos utilizadas para determinar los limites de
deteccion del ensayo biolégico usando Bacillus pumilus

Antimicrobianos

Concentrationes (ug/l o *mg/l)

Betalactamicos
Amoxicilina
Ampicilina
Cloxacilina
Oxacilina
penicilina “G”
Cefalexina
Cefoperazone
ceftiofur ®

0, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 800, 1000, 2000, 3000, 5000
0, 25, 50, 100, 250, 500, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 3500
0, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 800, 1000, 2000, 3000, 5000
0, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 800, 1000, 2000, 3000, 5000
0, 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 800, 1000, 2000, 3000
0, 50, 100, 150, 200, 400, 600, 800,1000, 1500, 2000, 3000
0, 50, 100, 150, 200, 400, 600, 800,1000, 1500, 2000, 3000
0, 50, 100, 150, 200, 400, 600, 800,1000, 1500, 2000, 3000

Aminoglucésidos

Kanamicina
Neomicina
Estreptomicina

0, 100, 150, 200, 300, 400, 600, 800, 1000, 2000, 3000, 4000
0, 50, 100, 150, 200, 400, 600, 800, 1000, 1500, 2000, 3000
0, 50, 100, 150, 200, 400, 600, 800, 1000, 1500, 2000, 3000

Macrolidos

Eritromicina 0, 40, 80, 120, 160, 200, 300, 400, 600, 800, 1000, 1200
Tilosina 0, 25, 50, 75, 100, 200, 300, 400, 600, 800, 1000, 1500
Tilmicosina 0, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 600, 800, 1000
Sulfamidas

sulfadiazina*

sulfadimetoxina*

sulfametoxazol*
sulfatiazol*

0,05,1.0,15,2.0,4.0,6.0, 8.0, 10, 20, 40, 60*
0,05,1.0,15,20,4.0,6.0, 8.0, 10, 20, 40, 60*
0,05,1.0,15,2.0,4.0,6.0, 8.0, 10, 20, 40, 60*
0,05,1.0,15,2.0,4.0,6.0, 8.0, 10, 20, 40, 60*

Quinolonas
ciprofloxacina
enrofloxacina
marbofloxacina

0, 50, 100, 150, 200, 400, 600, 800, 1000, 2000, 3000, 4000
0, 50, 100, 150, 200, 400, 600, 800, 1000, 2000, 3000, 4000
0, 50, 100, 150, 200, 400, 600, 800, 1000, 2000, 3000, 4000
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El analisis estadistico de las absorbancias relativas se efectudé con el siguiente

modelo de regresion logistica:

L, =Logit |4, |= B, + B[ATB] + ¢, (Ec5)

Donde: Lj= modelo lineal logistico; [Aj]= absorbancia relativa; [ATB]i= efecto de la
concentracion de antibidtico (= 1, 2, ... 12 concentraciones, Tabla 1); Bo y B1=

coeficientes estimado y &= error residual.

lll.3. Resultados y discusion

111.3.1. Efecto de la concentracion de esporas sobre el tiempo de respuesta del
bioensayo

El efecto de la concentracion de esporas sobre la curva dosis-respuesta de OTC en
la leche para el bioensayo que contiene B. pumilus indica efectos significativos para
los términos lineales y cuadraticos (log S, x°= 4,795; log®> S; x*= 3,090,
respectivamente) de acuerdo a la siguiente ecuacion:

Logit P = 8,353 + 0,014 OTC — 2,919 log S + 0,162 log S*(C= 90,95%)

La Figura lll.1 visualiza el tiempo de incubacion y el limite de deteccion
obtenido para diferentes niveles de B. pumilus. Un aumento de la concentracion de
esporas produce un aumento de los limites de detecciéon de OTC acompafiado por
una disminucion en el tiempo de respuesta debido a un cambio en el potencial
redox originado por B. pumilus, que se visualiza debido a un cambio mas rapido en

el color del indicador.
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Fig. lll.1. Efecto de la concentracion de esporas sobre el tiempo de incubacion (=) y
Limites de deteccion (¢) del bioensayo.

1l1.3.2. Efecto de la concentracion de CAP sobre los limites de deteccién de
las TCs
La Tabla Ill.2 muestra los valore de “XZ” y “p” para los factores incluidos en el
modelo (Ec 3). Los efectos TCs y CAP fueron significativos (p< 0,05), mientras que
sus interacciones no resultaron significativas (p> 0,05). Para las tres TCs
ensayadas, los coeficiente y? del efecto CAP fueron altos (x> OTC= 8,696; y°TC=
5,416; x*CTC= 4,560) indicando la importancia de la incorporacion de CAP para
mejorar la sensibilidad del bioensayo para este grupo de antimicrobianos.

La interaccion de ambos términos (TCs*CAP) no fue significativa para las

tres TCs. Esto indica que no hubo efecto sinérgico entre estos antimicrobianos. Por

lo tanto, se puede establecer que el modelo aditivo se cumple en la Ec 3. Esta
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ausencia de sinergismo se observé por Nagel et al. (2009, 2011), quienes destacan
que la incorporacion de CAP en el medio de cultivo mejora notablemente la
sensibilidad de los métodos para la deteccion de TCs cuando los bioensayos

contienen esporas de G. stearothermophilus y B. cereus, respectivamente.

Tabla IIl.2. Valores de “y4?y probabilidad estimada para los factores que afectan la
respuesta del bioensayo con adicion de CAP para la deteccion de TC

[TCs] [CAP] [TCs]*[CAP]
Tetraciclinas

valores “y* valores “p" valores “y*" valores “p” valores “;*" valores “p’

Clortetraciclina 58,3029  0,0001 8,6958 0,0032 3,8612 0,0514
Oxitetraciclina 55,1469  0,0001 4,0308 0,0447 1,7093 0,1911
Tetraciclina 49,2518  0,0001 5,4158 0,0200 2,2306 0,1353

TC: tetraciclina; CAP: cloranfenicol

Las ecuaciones calculadas mediante el modelo de regresion logistica para
los factores que afectan significativamente la respuesta del bioensayo ([TCs] y
[CAP]) se resumen en la Tabla lll.3. Todos los modelos mostraron coeficientes de
concordancia adecuados (OTC= 89,9%; TC= 87,6% y CTC= 87,6%). Los
coeficientes “B4" indican un aumento en el porcentaje de las absorbancias relativas
a medida que se incrementan las concentraciones de TCs en leche. Estos
coeficientes denotan que B. pumilus tiene mayor sensibilidad para la deteccion de
residuos de OTC (B1= 0,0115) que de TC (B4= 0,0090) y CTC (B+1= 0,0070).

Los coeficientes “B," indican el efecto del CAP sobre las absorbancias
relativas del bioensayo. La adicion de CAP produce mayor efecto en la deteccion

de CTC (B2= 0,0013) en compracién con OTC (B2= 0,0009) y TC (B2= 0,0009). Por
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lo tanto, la adicion de CAP dara lugar a una mayor reduccion de los limites de
deteccion de CTC que OTC y TC. Por el contrario, Nagel et al. (2011) obtuvieron
valores mas altos de “B2” para OTC (2= 0,0051) y TC (B2= 0,0057) en comparacion
con CTC (B2= 0,0023) durante la optimizacién de un bioensayo que emplea B.

cereus.

Tabla IlIl.3. Modelos de regresidn logistica representando los efectos de la
concentracion de cada uno de las TCs y los diferentes niveles de CAP en la
respuesta del bioensayo

TCs L = logit [P] = Bo + B1 [TCs] + B2[CAP] C%
Clortetraciclina L = -4,1921+0,0070*[CTC]+0,0013*[CAP] 87,6
Oxitetraciclina L = -4,1875+0,0115*[OTC]+0,0009*[CAP] 89,9
Tetraciclina = -3,7999+0,0090*[TC]+0,0009*[CAP] 87,6

TCs: tetraciclinas; CAP: cloranfenicol; CTC: clortetraciclina; OTC: oxitetraciclina;
TC: tetraciclina; C%: coeficiente de concordancia

Figura lll.2 representa los efectos de [CAP] y [TCs] sobre las absorbancias
relativas del bioensayo. Para las tres TC evaluadas, el porcentaje de la
absorbancia relativa aumenta en la medida que las concentraciones en la leche se
incrementan. Esta adicion de CAP produce un desplazamiento de las curvas dosis-
respuesta hacia niveles de deteccion inferiores, que es mas marcada para la CTC
que para OTC y TC (Fig. 2), debido a su mayor coeficiente “B,” (Tabla Ill.3). Las
curvas dosis-respuesta construidas usando el modelo logistico sobreestiman las
absorbancias relativas a bajas concentraciones de TCs. Por lo tanto, las curvas
logisticas estimadas por el modelo mostraron absorbancias mayores para las

muestras libres de antibidticos (TCs concentracion= 0 ug/l).
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Se calcularon los limites de deteccion del bioensayo (Tabla lll.4) para las tres
TCs en leche con diferentes niveles de CAP mediante el criterio de 45% de la
absorbancias relativas de las ecuaciones. Los valores se resumen en la Tabla IIl.4.
Ademas, en dicha Tabla se muestra los LMR para las tres TC establecidas por la
legislacién vigente (100 ug/l).

Tabla Ill.4. Efecto de la concentracidon de CAP en los limites de deteccion de las
TC en muestras de leche

Concentracion CAP (ug/l)

TCs LMRs (ug/l)
0 1500 2000 2500

Clortetraciclin 575 299 208 117 100

Oxitetraciclina 346 223 183 142 100

Tetraciclina 380 330 175 105 100

TC: tetraciclinas; CAP: cloranfenicol; LMR: limite maximo de residuos

La incorporacién de CAP en el medio de cultivo (desde 0 hasta 2500 ug/l)
produce una disminuciéon de los limites de deteccidén para OTC (346-142 ug/l), TC
(380-105 pg/l) y CTC (575 a 117 ug/l). Los niveles detectados por los bioensayos
fortificados con 2500 ug CAP/I son apropiados y ligeramente superiores al LMR
establecido por la legislacién (100 ug/l). EI LD de TC resulté similar al valor
reportado por Nagel et al. (2009), cuando incorporaron 400 ug de CAP/I en un
bioensayo usando G. stearothermophilus (LDt¢c: 158 pg/l). Sin embargo, B. pumilus
detecta concentraciones mas bajas de OTC y CTC (Tabla Ill.4) que G.
stearothermophilus (LDotc: 273 ug/l, LDcre: 316 pg/l) razén por la cual se puede
recomendar su implementacion rutinaria para un control mas eficiente de los

residuos de TCs en leche.
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pall).
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En otro estudio, Nagel et al. (2011) detectaron 100 ug OTC/l y 109 ug TC/I
en leche cuando optimizaron un bioensayo que contiene esporas de B. cereus (Log
S. 5,12) y CAP (470 ug/l), aunque no obtuvieron niveles de sensibilidad para la
deteccion de CTC en leche, en comparacion con el alcanzado con el bioensayo con
B. pumilus (117 ug/l vs 250-300 pg/l para B. cereus). Aunque los niveles de
deteccion de B. cereus son satisfactorios, el uso de esta bacteria podria
cuestionarse porque puede causar trastornos digestivos (Abee et al.,, 2011), a
diferencia de B. pumilus que es un microorganismo mas inocuo.

No existen estudios previos que utilicen bioensayo con esporas de B.
pumilus para la deteccién de residuos de ATBs en leche. Sin embargo, Pikkemaat
et al., (2008) detectaron 1000 ug OTC/I, 700 pg TC/l y 400 ug CTC/I en fluido de
pelvis renal cuando utilizan un método en placas de Petri con esporas de B.
pumilus fortificada con 7 ug trimetoprim/l en medio de cultivo, después de un
periodo de incubacion de 18 horas a 37°C, valores que son mayores a los
determinados en este trabajo para el bioensayo de difusidon en microtubos (40 °C -
5 horas).

Los bioensayos de inhibicion microbioldgicos disponibles comercialmente
que utilizan esporas de G. stearothermophilus var. calidolactis no poseen
sensibilidad adecuada para detectar residuos de TCs en leche. Por ejemplo,
Delvotest® detecta 600 ug CTC/I y 500 pug OTC/I en leche, mientras que el BRT®

AiM detecta 750 uyg OTC/l y 400 ug TC/I (Diserens et al., 2005). Por lo tanto, estos
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meétodos microbiolégicos no garantizan la ausencia de residuos de TCs en niveles

similares a los LMR (100 ug/l).

111.3.3. Especificidad del bioensayo

Las frecuencias absolutas de la no conformidad de los resultados fue en aumento
de 2 (especificidad: 98,9%) a 4 (especificidad: 97,9%) cuando los bioensayos se
prepararon con 0 ug CAP/l y 2500 ug CAP/I, respectivamente. La especificidad
calculada para el bioensayo con 2500 ug CAP/I fue similar al 98% reportado por
Sischo y Burns (1993) y 95% indicado por Charm y Zomer (1995) al evaluar el

metodo Delvotest® con muestras de leche ATB-libres.

111.3.4. Especificidad cruzada: limites de deteccion para otros ATBs

Las ecuaciones del modelo de regresion logistica para otros grupos ATBs en leche
se muestran en la Tabla Ill.5. Se puede observar que los coeficientes de
concordancia fueron altos, al estar comprendidos entre 88,2% (sulfadiazina) y
98,9% (tilosina), indicando un buen ajuste mediante el modelo logistico. Los valores
de los coeficientes “B4" calculados con la (Ec 5) para betalactamicos: (0,0022-
0,0058), aminoglucésidos (0,0014-0,0019), macrdlidos (0,0013-0,0083), sulfamidas
(0,0001-0,0002) y quinolonas (0,0011-0,0030) fueron inferiores a los determinados
para las TCs (B4 OTC= 0,0115; B4 TC= 0,0090 y B4 CTC= 0,0070); poniendo de
manifiesto una menor sensibilidad para la deteccion de otros ATBs. La Figura Ill.3
muestra los LD relativos a sus correspondientes LMR para todos los ATB

analizados. La figura poligonal utiliza una escala logaritmica estandarizada
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Tabla 1l.5. Coeficientes del modelo de regresion logistica para las curvas dosis-

respuesta del bioensayo

Antimicrobianos Logit [P] = Bot+ B1 [ATB] C%
Betalactamicos
Amoxicilina Logit [P]= -2,0027 + 0,0043*[ATB] 95,4
Ampicilina Logit [P]= -1,5405 + 0,0024*[ATB] 95,9
Cloxacilina Logit [P]= -1,5146 + 0,0055*[ATB] 94,1
Oxacilina Logit [P]= -2,6700 + 0,0047*[ATB] 96,3
penicilina “G” Logit [P]= -2,0807 + 0,0058*[ATB] 93,8
Cefalexina Logit [P]= -2,8758 + 0,0022*[ATB] 97,6
cefoperazone Logit [P]= -3,6330 + 0,0025*[ATB] 97,8
ceftiofur © Logit [P]=-2,6175 + 0,0036*[ATB] 97,8
Aminoglucésidos
Kanamicina Logit [P]= -3,9729 + 0,0016*[ATB] 97,6
Neomicina Logit [P]= -2,2009 + 0,0014*[ATB] 90,5
estreptomicina Logit [P]= -2,3299 + 0,0019*[[ATB] 97,5
Macrolidos
Eritromicina Logit [P]=-2,0929 + 0,0062*[ATB] 95,4
Tilosina Logit [P]= -3,4374 + 0,0052*[ATB] 96,9
Tilmicosina Logit [P]=-5,1718 + 0,0083*[ATB] 98,9
Sulfamidas
sulfadiazina* Logit [P]= -1,8324 + 0,0001*[ATB] 88,2
sulfadimetoxina* Logit [P]= -1,2455 + 0,0002*[ATB] 89,8
sulfametoxazol* Logit [P]= -1,1616 + 0,0001*[ATB] 88,8
sulfatiazol* Logit [P]= -2,0206 + 0,0001*[ATB] 89,4
Quinolonas
ciprofloxacina Logit [P]= -2,7605 + 0,00304*[ATB] 95,6
enrofloxacina Logit [P]= -3,6242 + 0,0011*[ATB] 96,2
marbofloxacina Logit [P]=-3,4711 + 0,0024*[ATB] 97,2

ATB: antibidtico; C%: coeficiente de concordancia.

(LD/LMR) propuestos por Suhren et al. (1996) para estos estudios de sensibilidad.

El poligono externo (1) representa concentraciones equivalentes a 0,1 veces los

respectivos LMR, el poligono (2) corresponde a niveles equivalentes a LMR,

mientras que el poligono (3) corresponde a muestras de leche que contienen 10

veces el LMR y en el interior del poligono (4) concentraciones iguales a 100 veces
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el LMR. Esta figura visualiza que este bioensayo detecta correctamente las TC y
los residuos neomicina, pero no detecta en concentraciones adecuadas los demas

ATBs.

Amoxicilina

Marbofloxacina Ampicilina

Cloxacilina

Clortetraciclina

Estreptomicina Sulfametoxazol

Neomicina Sulfatiazol

Kanamicina

Fig. lll.3. Patron de deteccion (LD/LMR) del bioensayo. Poligono 1= 0,1 LMR,
poligono 2= LMR, poligono 3= 10 LMR y poligono 4= 100 LMR.

Por esta razén, excepto neomicina (Con LD similar a LMR), el resto de los
ATBs presentaron niveles elevados de deteccion que estan comprendidos entre 5
(tilmicosina) y 150 (sulfatiazol) veces sus respectivos LMR. A modo de sintesis se

puede establecer que el bioensayo con B. pumilus tiene reducidos inconvenientes

57



de especificidad cruzada (excepto con neomicina). Este método de screening se
puede utilizar para clasificar las TC en leche por medio de un Sistema
microbiolégico en placas de microtitulacion (SMmp) y sustituir el bioensayo de B.
cereus propuesto por Nagel et al., (2013), debido a que B. cereus puede presentar

ciertos riesgos para la salud de los técnicos de laboratorio.

lll.4. Conclusiones
El bioensayo de inhibicién microbiolégica que contiene 1,6 x 10° esporas/ ml de B.
pumilus fortificado con 2500 ug CAP/I permite detectar niveles adecuados de
residuos de TCs en leche con una respuesta interior a las 5 horas. Este método
microbiolégico tiene buena especificidad (97,9%), con escasos problemas de
especificidad cruzada (excepto la neomicina), ofreciendo una simple interpretacion
de los resultados y una facil aplicacion en los laboratorios de control de calidad.
Ademas, este bioensayo se puede incorporar a un sistema multirresiduo en
microplacas microbiolégica (SMmp) para la clasificacién previa de las TC en
muestras de leche antes de su cuantificacion por cromatografia liquida de alta

resolucion (HPLC).
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Capitulo IV
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Resumen

El objetivo del trabajo fue disefiar un método microbiolégico que utiliza Bacillus
megaterium con acido fusidico a fin de lograr una mejor deteccion de macrélidos en
leche. Para ello, se prepar6 medio de cultivo Mueller-Hinton enriquecido con
glucosa, una combinacion de indicadores redox (negro brillante y azul de toluidina)
y diferentes concentraciones de acido fusidico. La adicién de acido fusidico en el
medio de cultivo mejoro la sensibilidad de esta bacteria test y disminuyo6 los limites
de deteccion del bioensayo a medida que se incrementa la concentracién de la
sustancia mejoradora. La adicion de 200 ug/l de acido fusidico en le medio de
cultivo que contiene B. megaterium permite la detecidén de 35 g/l de eritromicina,
58 ug/l de tilosina y 57 ug/l de tilmicosina en leche. Por todo ello, este bioensayo
microbiolégico podria ser utilizado como un método de prueba alternativo para la
deteccion de macrolidos en leche, contribuyendo a garantizar la seguridad de los

alimentos.

Palabras claves: macrolidos; prueba microbiolégica; antibidtico; acido fusidico;

leche.
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IV.1.Introduccién

Los macrolidos (MC) son compuestos bacteriostaticos eficaces contra una amplia
variedad de bacterias Gram-positivas (Shiomi y Omura, 2002), pero con limitada
actividad hacia bacterias Gram-negativas (Edder et al., 2002). Estas moléculas se
unen al dominio rRNA 23S del ribosoma bacteriano de manera reversible,
produciendo la inhibicion de la sintesis de proteinas (Douthwaite y Champney,
2001; Zhanel et al., 2001).

En medicina veterinaria, estos antibiéticos (ATB) se utilizan principalmente
para el tratamiento de enfermedades del tracto respiratorio superior,
bronconeumonias, enteritis, metritis, infecciones urinarias, y artritis, entre otros.
Puntualmente, se proporciona eritromicina para el tratamiento de la mastitis clinica
y subclinica en vacas en periodo de lactancia (Wang y Leung, 2007). El uso
inapropiado de macrdlidos o el insuficiente tiempo de retiro aumenta la probabilidad
de encontrar sus residuos en los productos de origen animal, incluyendo la leche
(Edder et al., 2002). La presencia de estos antibiéticos en alimentos puede causar
efectos toxicos en los consumidores, tales como reacciones alérgicas o induccion
de resistencia bacteriana, e.g, Streptococcus pyogenes (Dixon y Lipinski 1974),
Campylobacter jejuni (Burridge et al., 1986), Mycoplasma pneumoniae (Stopler y
Branski 1986), Lactobacillus spp. (Rinckel y Savaje 1990), Staphylococcus spp.
(Moats y Medina 1996), y los miembros de las enterobacterias (Mulazimoglu et al.,
2005).

A fin de resguardar la salud del consumidor, las autoridades de control de
calidad de alimentos establecieron Limites Maximos de Residuos (LMR) de 40 ug/l
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para eritromicina y 50 pg/l para tilosina o tilmicosina (Council Directives, 2009;
Codex Alimentarius, 2010).

Existen en el mercado diversos métodos de deteccion con G.
stearothermophilus para la deteccion precisa de residuos de antibioticos en leche
(Toldra y Reig, 2006; Diserens, 2010), pero no son lo suficientemente sensibles
para detectar quinolonas (Montero et al., 2005), espiramicina, lincomicina (Linage
et al., 2007), eritromicina, y estreptomicina (Althaus et al., 2003; Molina et al.,
2003). Para el control especifico de macrélidos, algunos autores proponen el uso
de Kocuria rhizophila como bacteria de ensayo en placas de Petri (Nouws et al.,
1999; Pikkemaat et al., 2008, 2009, 2011; Althaus et al., 2009), sin embargo estos
meétodos que utilizan células vegetativas en placas de Petri resultan dificiles de
implementar como técnica rutinaria en un laboratorio de control de residuos ya que
requieren la preparacion previa de un cultivo de células en fase exponencial, un
prolongado periodo de incubacion (16-24 horas) y presentan cortos periodos de
conservacion en refrigeracion.

Por todo ello, el propdsito de este estudio fue desarrollar y optimizar un
bioensayo en placas de microtitulacion utilizando esporas de Bacillus megaterium
con acido fusidico (AF) para la deteccion de macrolidos en leche en un tiempo de
incubacion relativamente corto. Este método de cribado podria procesar faciimente
un gran numero de muestras de leche debido a su disefio de placa de

microtitulacién de 96 pocillos.

IV.2. Materiales y métodos
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IV.2.1.Elaboracién del bioensayo

Se prepard un medio de cultivo Mueller-Hinton (38 g/, ref 10272; Biokar®
Diagnostics, Allonne, Francia) a pH 8,0, fortificado con 10 g/l de glucosa (Ref
G8270; Sigma Aldrich®, St. Louis, USA), 200 mg/l de negro brillante (Ref. 211.842;
Sigma Aldrich®) y 10 mg/l de azul de toluidina (Ref 89640; Aldrich® Sigma). Luego,
se inoculé con diferentes concentraciones de esporas de B. megaterium (ATCC
9885; American Type Culture Collection, Manassas, USA) y acido fusidico (Ref
F0756; Sigma Aldrich®) seguin se detalla en cada experimento. La concentracion de
esporas de la suspensién madre o stock (5,6 10" esporas/ml, Log S= 10,75) se
determiné utilizando placas Petrifilm para recuentos de bacterias totales (3M, St.
Paul, USA).

Posteriormente, se dispensd un volumen de 100 ul de medio de cultivo a
cada pocillo de las microplaca mediante el uso de una micropipeta electronica
(Eppendorf Research® Pro, Hamburgo, Alemania). A continuacién, los bioensayos
fueron sellados con bandas aluminizadas recubiertas con polipropileno vy

refrigeradas a 4°C hasta el momento de su uso.

IV.2.2. Analisis de las curvas de dosis-respuesta

Para la elaboracién de la curva dosis respuesta, dieciséis réplicas de doce
concentraciones (que se detallan en cada experimento) se analizaron para cada
antibiético, de modo tal de obtener dos resultados negativos en las concentraciones

mas bajas y dos resultados positivos en los niveles mas altos.
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Se afadioé 50 ul de una disolucion de leche con antibiéticos a cada pocillo de
las microplacas y se dejo reposar 1 hora a 25°C para que las sustancias
antimicrobianas difundan en el medio agararizado. Luego, las microplacas se
lavaron tres veces con agua destilada a fin de retirar los restos de leche
despositada y se incubaron en un bafo de agua flotante a 45 + 1°C (Dalvo, Santa
Fe, Argentina) hasta producir el cambio de color del indicador en las muestras
control negativa (negro a amarillo). La coloracién de los indicadores redox (negro
brillante y azul de toluidina) cambia de color negro (original) al amarillo
(crecimiento) debido a los procesos de reduccién que ocurren durante el desarrollo
de la bacteria test.

Posteriormente, se realizaron lecturas fotométricas con la ayuda de un lector
de microplacas ELISA (Biotek ELx800TM; Biotek Instrument Inc., Winooski, USA) a
550 nm vy los resultados se expresaron en términos de absorbancias relativas de

acuerdo con la siguiente transformacién:

A= (Ax _Ao)/(Aloo_Ao) (Ec 1)

Donde: A: absorbancia relativa, A, = absorbancia de la muestra de leche con
una concentracion 'x' de ATB; Ag: absorbancia de la muestra de leche libre de ATB
(control negativo) y A1oo: absorbancia de la muestra de leche que produjo 100% de
resultados positivos.

Estos valores de absorbancia relativas se analizaron utilizando el
procedimiento logistico del paquete estadistico Statgraphics Plus Centurion®,

version 16. Luego, los limites de detecciéon (LD) se calcularon como aquella
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concentracion de antibidticos que produce el 45% de absorbancia relativa (Nagel et

al., 2011).

IV.2.3. Efecto de la concentracion de esporas sobre el tiempo de respuesta y
los limites de deteccién del bioensayo

El medio de cultivo se dividié en cinco alicuotas para evaluar el efecto de diferentes
porcentajes (Logaritmo de la concentracion de cada alicuota) de la suspensién de
esporas madre en el medio de cultivo: 0,008% (Log S= 6,6), 0,04% (Log S= 7,3),
0,2% (Log S= 8,0), 1% (Log S= 8,7) y 2% (Log S= 9,1). Con el propdsito de
visualizar el efecto de los diferentes niveles de esporas sobre la curva dosis
respuesta, se ensayaron doce concentraciones de tilosina (0, 50, 75, 100, 125, 150,
175, 200, 250, 300, 400, y 500 ug/l). Una vez que las muestras control negativo
cambiaron de color (de negro a amarillo) se registraron los tiempos de incubacion
de los bioensayos elaborados con diferentes niveles de esporas. Los resultados de
tiempo de incubacién y concentracion de esporas se ajustaron utilizando un modelo

de regresion exponencial negativa.

IV.2.4. Efecto de la concentracion de acido fusidico sobre los limites de
deteccion del bioensayo

Se inoculd un medio de cultivo con 2,8 10® esporas/ml de B. megaterium y se
dividié en 4 alicuotas para estudiar el efecto de 0, 100, 150 y 200 ug/l de acido
fusidico (AF). Para cada nivel de AF se ensayaron 16 repeticiones de 12

concentraciones de eritromicina (Sigma E-6376, St. Louis: 0, 10, 15, 20, 30, 40, 50,
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60, 80, 100, 150, y 200 pg/l), tilosina (Sigma T-6134: 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 80,
100, 120, 150, 200 ug/l) y tilmicosina (Vetranal 33864TM 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60,
80, 100, 120, 150, 200 ug/l). Luego, los bioensayos se incubaron en un bafio de
agua flotante a 45 + 1°C durante 5 horas. Los resultados se analizaron utilizando el

siguiente modelo de regresion logistica:

L, =Logt |4, |= B, + BIMC], + B,[4F], + B, (MC]*[4F]), + &, (Eq2)

Donde: Lji= modelo de regresion lineal; [Aj]= absorbancia relativa (Ec 1);
[MC]i= efecto de la concentracion de macrdlidos (i= 1, 2, ... 12 concentraciones);
[AF]= efecto de las concentraciones de acido fusidico (j= 50, 100, 150, 200 pg/l);
([IMC]*[AF])= efecto de la interaccion entre las concentraciones de macrélidos y
acido fusidico; Bo, B1, B2 Y B12= coeficientes estimados para el modelo y €= error

residual.

IV.2.5. Especificidad del bioensayo

Se analizaron triplicados de 192 muestras individuales de leche provenientes de
vacas Holstein que no recibieron tratamiento antimicrobiano, en bioensayos
elaborados con 0 y 200 ug/l de acido fusidico. Las respuestas fueron interpretadas
visualmente (positiva o0 negativa) por tres personas calificadas cuando presentaron
al menos dos coincidencias. La especificidad se calculé6 segun la siguiente
expresion:

Especificidad = (muestras negativas / total de muestras)* 100 (Ec 3)

IV.2.6. Especificidad cruzada del bioensayo
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Se elaboraron 42 bioensayos utilizando un medio de cultivo segun el apartado
IV.2.1 e inoculado con 2,8 10° esporas/ml de B. megaterium y 200 ug/l de acido
fusidico.

Se evaluaron los limites de deteccién del método desarrollado para ocho
betalactamicos (amoxicilina, ampicilina, cloxacilina, oxacilina, penicilina G,
cefoperazona, ceftiofur, y cefalexina), tres aminoglucésidos (kanamicina, neomicina
y estreptomicina), tres tetraciclinas (clortetraciclina, oxitetraciclina y tetraciclina),
cuatro sulfamidas (sulfadiazina, sulfadimetoxina, sulfametoxazol y sulfatiazol), y
tres quinolonas (ciprofloxacina, enrofloxacina, y marbofloxacina). Para ello, se
ensayaron dieciséis repeticiones de doce concentraciones y los resultados fueron

analizados mediante el siguiente modelo de regresion:
Llfi = LOgit |_AijJ: ﬂo +,B1 [ATB],- + & (Ec 5)

Donde: Lj= modelo lineal logistico; [Aj]= absorbancia relativa; [ATB]i= efecto
de la concentracion de antibiético (i= 1, 2, ... 12 concentraciones); Bo y B1=

coeficientes estimado y €;= error residual.

IV.3. Resultados y discusion

IV.3.1. Efecto de la concentracion de esporas sobre el tiempo de respuesta
del bioensayo

El aumento de la concentracién de esporas (Log S= 6,6; 7,3; 8,0; 8,7 y 9,0) en el
medio de cultivo produce una disminucion en el tiempo de respuesta del bioensayo

(t= 8,5, 6,0, 5,0, 4,5, y 4,4 h, respectivamente). Dicho efecto también fue observado
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por Nagel et al. (2011) en la optimizacién de un bioensayo utilizando Bacillus
cereus para la deteccion de las tetraciclina en leche.

La ecuacion que relaciona el tiempo (t) y la transformacion logaritmica de la
concentracion de esporas (Log S) fue: t (h)= exp (0:3°°1 * 16108 /L0g S) F| coeficiente
de correlacion cuadratica fue alta (R?= 98,1%) indicando un adecuado ajuste del
modelo. Se observa que los bioensayos elaborados con una concentracion mayor a
LogS= 8,7 no producen una disminucion significativa en el tiempo de respuesta,
razon por la cual dicha concentracién de esporas (Log S= 8,7) se utilizara en los

experimentos posteriores.

IV.3.2. Efecto del acido fusidico sobre los limites de detecciéon del bioensayo
El analisis estadistico del modelo de regresién indica que la concentracién de
macrolidos fue significativa para las tres moléculas ensayadas (P <0,0001). Por
otra parte, la interaccidén entre las concentraciones de macrolidos y acido fusidico
(IMC]*[AF]) fue significativa para eritromicina (3°= 11,341; p= 0,0008) y tilosina (x*=
20,937; p= 0,0001) indicando un efecto sinérgico entre estos antimicrobianos. Sin
embargo, cuando se analiza tilmicosina, se observa que acido fusidico [AF]
presenta un efecto inhibitorio individual (%= 22,096; p= 0,0001), pero no asi su
interaccion [MC]*[AF] con este antibiético (X2= 0,105; p=0,774).

También, Garrett y Richards (1974) observan un efecto sinérgico entre
eritromicina y el AF utilizando diferentes microorganismos patégenos, aunque no

evaluaron esta posible interaccion con tilosina y tilmicosina.
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La Tabla IV.1 resume las ecuaciones de regresion logistica con los efectos
significativos del modelo (Ec. 2). Los porcentajes de concordancia resultan
adecuados en todos los casos (eritromicina= 93,3%; tilmicosina= 95,3%; tilosina=

93,3%).

Tabla IV.1. Ecuaciones de regresion logistica que representan el efecto de la
concentracion de macrolidos y los niveles de acido fusidico en las absorbancia
relativa del bioensayo

Macrolidos L= Bo + B1[MC] + B2[AF] +B1.2[MCJ*[AF] C%
Eritromicina L= -2,2094 +0,0359[MC] +0,0001[MCJ*[AF] 93,3
Tilmicosina L= -4,7282 +0,0484[MC] +0,0088[AF] 95,3
Tilosina L= -3,3749 +0,0335[MC] +0,0001[MC]*[AF] 93,3

L : Modelo Logistico ; MC: Macrdlidos; FA: Aciso Fusidico; C%: Porcentajes de
concordancia.

El coeficiente 34 indica el aumento de las absorbancias relativas a medida
que se incrementan las concentraciones de MC en leche. Este coeficiente 1 indica
que B. megaterium tiene una buena sensibilidad para detectar los tres macrélidos
en leche, ya que los valores fueron elevados (B1 eritromicina= 0,0359; B+ timicosina=
0,0485 y PBiiiosina= 0,0336). Por su parte, el coeficiente B, muestra el efecto
individual de &cido fusidico (B2, timicosina = 0,0088), mientras que el coeficiente (1.,
describe el efecto de la interaccion entre los macrélidos y el acido fusidico
[MCT*[AF] (B1-2, eritromicina = 0,0001; B1-2, tilosina = 0,0001). Los efectos significativos de
los factores [MC], [AF] y/o [MC]*[AF] sobre la absorbancia relativa del bioensayo se
muestran en la Figura IV.1. Se observa que un aumento en las concentraciones de

MC en leche produjo un aumento de las absorbancias relativas.
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Fig IV.1. Efecto del acido fusidico en las curvas de dosis-respuesta de los
macrolidos en leche (o AF= 0 ug/l; ¢ AF= 100 pg/l; A AF= 150 pg/l; o AF= 200 pg/l).
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Ademas el incremento en las concentraciones de AF provoca desplazamientos de
las curvas logisticas para detectar concentraciones mas bajas, indicando una
mejora en la sensibilidad de los bioensayos. Los limites de deteccion de macrdélidos
para diferentes niveles de acido fusidico y sus respectivos LMRs se muestran en la
Tabla IV.2. La adicién de AF al medio de cultivo (de 0 a 200 ug/l) provoca una
disminucién en los limites de deteccion de eritromicina (46 a 35 pg/l), tilosina (95 a

58 ug/l) y tilmicosina (94-57 pg/l) a niveles similares a sus LMRs.

Tabla IV.2. Efecto de acido fusidico sobre los limites de deteccidon de macroélidos
(ug/l) en leche

Concentracién de Acido Fusidico (ug/l)

Macrolidos 0 100 150 200 LMR
Eritromicina 46 44 39 35 40
Tilmicosina 95 73 65 58 50
Tilosina 94 75 66 57 50

LMR: Limite maximo de residuo (ug/l).

El uso de B. megaterium en placas de Petri (45°C 18 h) permitio la deteccién
de 30 ug/l de eritromicina en fluido de rifdn (Dey et al., 2005), que es similar a 35
Mg/l detectado en 6 h con el bioensayo optimizado en este trabajo (Tabla IV.2). Los
métodos microbioldgicos en placas de Petri que utilizan Kocuria rhizophila como
bacteria especifica para la deteccion de MC (30°C 24 h) no pueden detectar
residuos de los principales MC utilizados en la terapéutica del ganado vacuno
lechero. De esta forma, Nouws et al., (1999) detecta 30 ug/l de eritromicina y 10
Mg/l de tilmicosina en leche de vaca, pero no logra detectar tilosina (500 ug/l) a

niveles cercanos a su LMR (50 ug/l).
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En matrices carnicas, Pikkemaat et al. (2008), calcularon capacidades de
deteccion (CCPR) de 150 pg/l para eritromicina, 400 ug/l para tilosina, y 300 pg/l para
tilmicosina cuando utilizan fluido de pelvis renal en placa especifica para MC (K.
rhizophila) que integra el NAT (Nouws Antibiotics Test) post-screening de 16-18
horas. En muestras de riidn de la especie porcina y bovina, Pikkemaat et al.,
(2009) estimaron CCB de 30 pg/l para la eritromicina, 50 pg/l para la tilosina y 60
Mg/l para tilmicosina con el método de cribado NAT (16-18 h). Por otro lado, Gaudin
et al., (2010) detectaron 200 pg/l de eritromicina y 100 pg/l de tilosina cuando se
analizé musculo crudo mediante el método STAR (Screening Test for Antibiotic
Residues). Por todo ello, seria interesante evaluar el rendimiento de este bioensayo
en otras matrices (leche de cabra, leche de oveja, carne vacuna, pollo, etc.), ya que
presenta bajos limites de deteccion para los macrolidos utilizados en el tratamiento

del ganado.

IV.3.3. Especificidad del bioensayo

La especificidad calculada a partir del analisis de 192 muestras de leche en
bioensayos elaborados con 0 y 200 pg AF/l fue de 98,9% (2 casos positivos) y
96,8% (6 casos positivos), respectivamente. En forma similar, Sischo y Burns
(1993), y Charm y Zomer (1995), obtuvieron especificidades de 98 y 95%,
respectivamente, cuando analizan muestras de leche con bajo recuento de células

somaticas mediante el método Delvotest®.

IV.3.4. Especificidad cruzada.
La Tabla IV.3 resume las ecuaciones de regresion logistica, los limites de deteccion

de los bioensayos y los LMR de los veintidés ATB ensayados.
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Tabla IV.3. Coeficientes del modelo de regresion logistica para las curvas dosis-

respuesta del bioensayo

Antibioticos Logit [P] = Bot+ B1 [ATB] C% LD LMR
Betalactamicos

Amoxicilina L [P]=-0,7484 +0,0065[ATB] 85,8 85
Ampicilina L [P]=-1,5402 +0,002[ATB] 95,9 76
Cloxacilina L [P]=-1,3340 +0,0049[ATB] 83,1 228 30
Oxacilina L [P]=-1,3329 +0,0049[ATB] 82,1 250 30
penicilina “G” L [P]=-1,7180 +0,0053[ATB] 82,4 287 4
Cefalexina L [P]=-2,5631 +0,0029[ATB] 945 812 100
Cefoperazone L [P]=-2,2783 +0,0009[ATB] 929 2158 50
Ceftiofur ® L [P]=-2,3120 +0,0035[ATB] 74,5 598 100
Aminoglucésidos

Kanamicina L [P]= -1,0657+0,0012[ATB] 86,2 670 150
Neomicina L [P]= -0,5384+0-0024[ATB] 72,5 550 1500
Estreptomicina L [P]=-0,8063 +0,0010[ATB] 77,5 600 200
Tetraciclina

Clortetraciclina L [P]=-0,7870 +0,0032[ATB] 76,8 185 100
Oxitetraciclina L [P]=-1,4974 +0,0078[ATB] 89,6 170 100
Tetraciclina L [P]=-1,6921 +0,0070[ATB] 82,8 213 100
Sulfamidas

Sulfadiazina L [P]=-1,4294 +0,0002[ATB] 87,7 5800 100
Sulfadimetoxina L [P]= -2,4032 +0,0005[ATB] 94,3 4380 100
Sulfametoxazol L [P]=-1,9999 +0,0008[ATB] 88,5 2100 100
Sulfatiazol L [P]=-2,1719 +0,0005[ATB] 83,8 3900 100
Quinolonas

Ciprofloxacina L [P]=-1,6426 +0,0037[ATB] 92,3 390 50
Enrofloxacina L [P]=-2,5559 +0,0027[ATB] 96,2 848 100
Marbofloxacina L [P]=-2,8595 +0,0034[ATB] 944 767 75

L: Modelo logistico; ATB: Antibidtico; C%: porcentaje de concordancia; LMR:
limites maximos de residuos (ug/). LD: limites de deteccion.
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Los porcentajes de coeficientes de concordancia fueron aceptables, entre 79,5%
(neomicina) a 96,2% (enrofloxacina), lo que indica un ajuste adecuado con el
modelo de regresion logistica.

Los valores de los coeficientes (1 (comprendidos entre 0,0002 para
sulfadiazina y 0,0078 para oxitetraciclina) presentan un orden de magnitud mas
bajo que los calculados para MC (Tabla 1V.3), mostrando baja sensibilidad de B.
megaterium para detectar otros ATB, a excepcion de la neomicina (por debajo del
LMR) y tetraciclinas (ligeramente superiores que sus LMR).

Finalmente, este bioensayo se puede incorporar en sistemas microbiolégico
en placas de microtitulacion (SMMP) que clasifican los residuos de betalactamicos,
tetraciclinas, sulfamidas y quinolonas (Nagel et al., 2013) y por lo tanto aumentar el
numero de grupos de ATB a clasificar. De hecho, la clasificacién previa de ATB por

el bioensayo de MC de bajo costo facilita el posterior analisis cromatografico.

IV.4. Conclusién

En resumen, un bioensayo que contiene esporas de B. megaterium proporciona
limites de deteccion de macrdlidos en leche cercanos a su LMR (Tabla IV.2) en un
tiempo de respuesta relativamente corto en comparacién con otros métodos
microbiolégicos en placas de Petri (16-18 horas). Ademas, el uso de esporas en
lugar de células vegetativas permite prolongar el tiempo de conservacién de los

métodos microbiolégicos en refrigeracidén para su posterior comercializacion.
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Por lo tanto, este bioensayo se podria utilizar como una técnica analitica
complementaria a los métodos de cribados disponibles en le mercado,

proporcionando una mayor seguridad alimentaria de los productos lacteos.
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Resumen

Las tetraciclinas son antibiéticos que se utilizan para la prevencién y el control de
las enfermedades del ganado lechero; los residuos de estos medicamentos pueden
ser excretados en la leche. El objetivo de este estudio fue desarrollar un método
microbioldgico con esporas de Bacillus megaterium para detectar las tetraciclinas
en la leche. Con el propdsito de aproximar los limites de deteccidn del bioensayo al
limite maximo de residuo permitido para tetraciclinas en leche por la legislacion
(100 pgll), se analizaron diferentes concentraciones de cloranfenicol (0, 1000, 1500
y 2000 pg/l). Los limites de deteccion resultaron similares a sus respectivos limites
maximos de residuos cuando se utiliza un bioensayo con esporas de Bacillus
megaterium ATCC9885 (2,8 10° esporas/ml) y cloranfenicol (2000 pg/l). Este
bioensayo detectd 105 ug/l de clortetraciclina, 100 ug/l de oxitetraciclina y 134 ug/l
de tetraciclina en 5 horas. Por lo tanto, este método es adecuado para su
implementacion en un sistema microbiolégico multirresiduo para la identificacion de
tetraciclinas en leche.

Palabras clave: tetraciclinas; leche; Bacillus megaterium; antibidticos; deteccion;

bioensayo.
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V.1. Introduccion

Las tetraciclinas (TCs) son antibidticos utilizados para la prevencion y el control de
una variedad de enfermedades infecciosas. Estos compuestos son activos frente a
bacterias gram-negativas y bacterias gran-positivas (Pastor Navarro et al., 2009).
En el ganado lechero, las TCs se utilizan para el tratamiento de enteritis bacteriana,
metritis infecciosa, mastitis colibacilar y queratoconjuntivitis.

Las vacas metabolizan aproximadamente entre el 25-50% de las
tetraciclinas administradas (Rysz y Alvarez, 2004) y una cantidad apreciable de
estos farmacos se puede eliminar en leche. Por este motivo, los residuos de TC
pueden causar efectos en los consumidores, tales como reacciones alérgicas, dafo
al higado, amarilleo de los dientes y desordenes gastrointestinales. En la industria
lactea, los residuos de TCs producen cambios en las caracteristicas organolépticas
de los productos fermentados (Packham 2001).

Por esta razon, el control de residuos por parte de autoridades tales como la
Union Europea (2009) y el Codex Alimentarius (2010) ha recomendado un Limite
maximo de residuos (LMR) de 100 ug/l para la clortetraciclina, oxitetraciclina y
tetraciclina en leche.

Los residuos de antibioticos en leche se controlan rutinariamente utilizando
meétodos de inhibicion microbioldgica. Algunos autores proponen el uso de Bacillus
cereus ATCC11778 en placa de Petri para detectar residuos de TC en leche
(Nouws et al., 1999; Gaudin et al., 2004; Althaus et al., 2009; Raspor Lainscek et

al., 2014). Estos métodos microbiolégicos son muy sensibles a las TC, pero
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requieren de personal entrenado y un tiempo de incubacién prolongado para medir
su respuesta (18-24 horas).

Con el fin de disminuir el tiempo de respuesta de estos métodos
microbioldgicos, Nagel et al., (2011) y Tumini et al., (2015) recomiendan el uso de
bioensayos en placas de microtitulacion que contienen esporas de Bacillus cereus
0 Bacillus pumilus, respectivamente a fin de reducir el tiempo de respuesta (5-6
horas). Sin embargo, hay que sefalar que esporas de B. cereus presentan riesgos
para los técnicos de laboratorio, ya que producen toxinas que causan disturbios
gastrointestinales (Abee et al., 2011). Ademas, el bioensayo desarrollado por
Tumini et al., (2015) requiere el uso de un lector fotométrico para interpretar los
resultados.

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue disehar un bioensayo de
inhibicion microbiolégica en placas de microtitulacion utilizando Bacillus
megaterium con una respuesta dicotomica (positivo-negativo) que se pone de
manifiesto mediante un cambio en el color del indicador redox presente en el medio
de cultivo. Este bioensayo resulta econémico y facil de implementar en un

laboratorio para el control de residuos en leche.

V.2. Materiales y métodos
V.2.1. Elaboracion de los bioensayos

Para la elaboracién de los bioensayos, el medio de cultivo agar Mueller Hinton (38

g/l, Biokar®, Ref. 10272, Francia) se fortificd con glucosa (10 g/I, Sigma Aldrich®,
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Ref. G8270, St. Louis, MO, USA) y se afadidé una mezcla de indicadores
compuesta por negro brillante (200 g/l de Sigma Aldrich®, Ref. 211842, St. Louis,
MO, USA) y azul de toluidina (10 g/l de Sigma Aldrich®, Ref. 89640, St. Louis, MO,
USA). Seguidamente se agregaron esporas de B. megaterium ATCC9885 (2,8 x
10® esporas/ml) y se llevo a pH 8,5 + 0,1. Esta concentracién de espora se obtuvo
mediante la diluciéon de una suspensiéon Stock de esporas de B. megaterium (5,6
10"° esporas/ml) determinado por recuento con placas Petrifilm TM (3M, St. Paul,
MN, USA). El medio de cultivo se fraccioné en cuatro alicuotas y una solucién de
cloranfenicol (CAP) se afiadid para obtener concentraciones de 0, 1000, 1500 y
2000 pg CAP/I en el medio de cultivo.

Posteriormente, se afadid 100 ul de la preparacion a cada pocillo de la
microplaca usando un dispensador electréonico (Eppendorf Research® Pro,
Hamburgo, Alemania). Las microplacas se sellaron con film aluminizado a 180°C y

se conservaron a 4 °C hasta su uso.

V.2.2. Analisis de las curvas dosis-respuestas

A continuacién, se ensayaron dieciséis repeticiones de doce concentraciones (0,
40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180, 200, 300, 500 ug/l) de clortetraciclina (CTC,
Sigma C-4881), oxitetraciclina (OTC, Sigma O-5750) y tetraciclina (TC, Sigma T-
3258). La curva dosis respuesta de construy6 para cada tetraciclina de modo tal de
obtener al menos dos resultados negativos en las concentraciones mas bajas y dos
resultados positivos en los niveles mas altos. Posteriormente, 50 uyl de cada

disolucién de leche fortificada con antibidtico se agregé a cada pocillo de la
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microplaca y se dejoé a temperatura ambiente durante un tiempo de 1 hora para que
difundan los antimicrobianos al agar medio. Las microplacas se lavaron tres veces
con agua destilada con el propdsito de retirar los vestigios de leche. Luego se
sellaron con bandas adhesivas y se incubaron en un bafio de agua flotante (Dalvo,
Santa Fe, Argentina) a 45 + 1 °C hasta que se produjo el cambio de color de los
controles negativos (de negro a amarillo). Las interpretaciones visuales se
efectuaron por tres personas calificadas para este tipo de lecturas. Los resultados

de los analisis se evaluaron en términos de "negativo" o " positivo".

V.2.3. Anadlisis estadistico

Dado que la evaluacién visual del bioensayo es una variable ordinal con dos
niveles ("negativa" y "positiva"), resulta apropiado utilizar un modelo logistico para
el andlisis de estos datos. Los resultados se analizaron mediante el procedimiento
paso a paso utilizando la opcién de regresién logistica de SAS (2001). El modelo

de regresion logistica empleado fue el siguiente:
L, =Logit |4, |= B, + BITCs] + p,[caP], + B, (TCs]*[CaP)), + &, (Ec1)

Donde: Ljx= variable dependiente o respuesta lineal del modelo logistico; [Pi]= [Pp /
(1 - Pp)] relacion de probabilidad de una respuesta “positiva®/ probabilidad de una
respuesta "negativa"; [TCs]i= efecto de las concentraciones de tetraciclina (= 1, 2,..
.12 concentraciones), [CAP];= efecto de las concentraciones de cloranfenicol (j= 0,
1000, 1500 o 2000 pg/l), ([TCI*[CAP])= efecto de la interaccion entre las

concentraciones de tetraciclina y cloranfenicol; Bo, B1, B2, ¥ B12= coeficientes
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estimados para interceptar términos, tetraciclina, cloranfenicol y la interaccion entre
tetraciclina y cloranfenicol, respectivamente; y €= error residual. Los limites de
deteccion del bioensayo se calcularon como la concentracién de antibiotico que

produce 95% de la frecuencia positiva.

V.3. Resultados

El analisis estadistico de los datos sefiala que los términos [CAP] y [TCs] fueron
significativos para las tres tetraciclinas analizadas (p< 0,05); sin embargo, su
interaccién [CAP]*[TCs] no fue significativa (p> 0,05). Este hecho indica que CAP
no produce un efecto sinérgico con las tetraciclinas analizadas con este bioensayo
(Nagel et al., 2011; Tumini et al., 2015). Valores “y?” altos para CAP (x’ctc= 199,02;
v’orc= 204,68; y*rc= 134,23) mostré que la incorporacion de CAP en el medio de
cultivo mejora la sensibilidad del bioensayo para la deteccion de TCs en leche, es
decir, produce un efecto aditivo.

Los coeficientes calculados para los factores que se mostraron efectos
significativos al modelo de regresion logistica se presentan en la Tabla V.1. Los
porcentajes de concordancia fueron adecuados (CTC= 88,5%; OTC= 93,3%; TC=
89,8%) demostrando un buen ajuste mediante el uso de este modelo logistico. El
coeficiente B¢ indica un aumento en la frecuencia de los resultados positivos en la
medida que se incrementa la concentracion de TC en la leche. Estos coeficientes
mostraron que B. megaterium tiene sensibilidad similar para la deteccion de los tres
antibiéticos en leche, ya que los valores 4 fueron similares (Bictc= 0,0534; B1otc=

0,0730; B4rc = 0,0570). El coeficiente “B,” evidencia el efecto antimicrobiano de
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CAP; los valores obtenidos también resultaron similares para las tres TC (Bactc=
0,0049; Boorc= 0,0058; B2rc= 0,0037), hecho que evidencia un comportamiento

antimicrobiano similar del CAP para las tetraciclinas.

Tabla V.1. Modelos de regresion logistica que representan TC y CAP efectos sobre
la respuesta bioensayo

TCs L= log [P] = Bo + B1 [TCs] + B2 [CAP] C%

Clortetraciclina L= -12,436+0,0534 *[CTC]+0,0049*[CAP] 88,5
Oxitetraciclina L= -16,111+0,0730*[OTC]+0,0058*[CAP] 93,3
Tetraciclina L= -12,137+0,0570*[TC]+0,0037*[CAP] 90,8

TCs: tetraciclinas; CAP: cloranfenicol; C%: coeficiente de concordancia.

La Figura V.1 presenta las curvas dosis respuestas confeccionadas
mediante los coeficientes calculados con el modelo de regresion logistica (Bo, B1 Y
B2). Se visualiza el efecto de [TC] y [CAP] sobre la frecuencia relativa de los
resultados positivos en este bioensayo. La frecuencia de los resultados positivos
aumenta cuando se incrementan las concentraciones de antibioticos en leche. La
adicion de CAP al medio de cultivo desplaza las curvas dosis respuesta a niveles
de deteccion mas bajos (Nagel et al., 2011; tumini et al., 2015). Los limites de
deteccion de los bioensayos para cada tetraciclina y diferentes niveles de CAP
(Tabla V.2) se calcularon mediante la aplicaciéon del modelo de regresién logistica
como la concentracién que produce un 95% de frecuencia relativa de resultados
positivos. Ademas, la Tabla V.2 muestra los LMR establecidos por la legislacion.

La incorporacion de CAP al medio de cultivo (0-2000 ug/l) disminuye los
limites de deteccion de las TC del bioensayo (CTC: desde 290 hasta 105 ug/l;
OTC: desde 260 hasta 100 pg/l; TC: desde 268 hasta 134 ug/l). Cuando el
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Fig V.1. Curvas dosis-respuestas de las tetraciclinas para las diferentes

concentraciones de cloranfenicol (0CAP: 0 ug/l; oCAP: 1000 ug/l; ACAP: 1500 ug/l;
xCAP: 2000 ug/l).
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Tabla V.2. Efecto de cloranfenicol sobre los limites de deteccion (ug/l) de
tetraciclinas en leche.

Concentracion CAP (ug/l)

TCs LMRs (ug/l)
0 1000 1500 2000
Clortetraciclina 290 198 154 105 100
Oxitetraciclina 260 182 140 100 100
Tetraciclina 268 199 167 134 100

TCs: Tetraciclinas; CAP: cloranfenicol; LMRs: Limite maximo de residuos.

bioensayo se fortifica con 2000 ug/l de CAP, los niveles detectados resultan
similares a los LMR establecidos por la legislacion (100 ug/l).

Los métodos microbioldgicos tradicionales desarrollados en placas de Petri
requieren un periodo de incubacion comprendidos entre las 18 y 24 horas.
Mediante el empleo de estos métodos, Nouws et al.,, (1999) reportaron
sensibilidades de 100 pg/l para TC, 100 pg/l de OTC y 15 pg/l de CTC cuando
utilizan B. cereus. En un estudio similar, Raspor Lainscek et al., (2014)
determinaron 100 pg/l de TC, 100 ug/l para OTC, 80 ug/l de CTC en leche cuando
utilizan B. cereus ATCC11778 en el protocolo STAR. Por su parte, Gaudin et al.,
(2004) detectaron concentraciones mas altas para OTC (250 ug/l) y TC (250 pg/l) y
una buena sensibilidad para CTC (50 pg/l). En leche de oveja, Althaus et al (2009)
obtuvieron bajos niveles de deteccion para tetraciclina en un método de placa de
Petri con B. cereus (DLctc: 25 pg/l; DLotc: 75 pg/l; DLyc: 85 pgl/l).

Posteriormente, Nagel et al. (2011) optimizaron un bioensayo en placas de
microtitulacién utilizando la misma bacteria test con la incorporacién de 470 ug

CAP/l. Estos autores detectaron 100 pg/l de OTC y 109 ug/l de TC, pero no
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detectaron CTC (300 ug/l) a niveles del LMR (100 pg/l). Por el contrario, el
bioensayo que emplea B. megaterium desarrollado en este trabajo tiene una mejor
sensibilidad para detectar CTC (105 pg/l). Ademas, los limites de deteccion
calculados con las lecturas visuales (105 pg/l de CTC, 100 pg/l de OTC y 134 ug/l
de TC) son similares a los calculados por Tumini et al. (2015) cuando utilizan un
lector fotométrico para interpretar los resultados de un bioensayo con esporas de

B. pumilus (DLctc: 117 pg/l; DLotc: 142 ug/l; DLyc: 105 ug/l).

V.4. Conclusién

El presente bioensayo de inhibicidon microbiolégica con esporas de B. megaterium 'y
2000 pg/l de CAP detecta niveles adecuados de tetraciclinas en leche en un tiempo
de respuesta de 5 horas. Ademas, este método proporciona una respuesta
dicotdmica que facilita la interpretacion de los resultados porque no requiere de un
lector fotométrico. Por otra parte, este bioensayo puede ser incorporado en un
sistema microbiolégico multiresiduo para la identificacion de TCs en leche con el fin
de seleccionar aquellas muestras positivas para una posterior confirmacion
inequivoca de estas moléculas utilizando técnicas de cromatografia de alta

resolucioén tales como HPLC-MS- MS.
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Resumen

En este trabajo se propone un método microbioldgico en placas de microtitulacion
para la deteccion de residuos de quinolonas en leche. El método utiliza esporas de
Bacillus licheniformis en medio de cultivo con una combinacién de indicadores
redox que brinda una respuesta en un tiempo de 5,5 horas. Este método permite
detectar 92 pg/l de ciprofloxacina, 63 pg/l de danofloxacina, 109 pg/l de
enrofloxacina, 101 pg/l de marbofloxacina y 109 pg/l de sarafloxacina en leche.
Ademas, este bioensayo resulta facil de elaborar para su implementacion en un
laboratorio de control de residuos, adepermitiendo de esta forma el analisis de un
elevado numero de muestras a un bajo costo. Debido a su buena sensibilidad hacia
las quinolonas, este ensayo se puede utilizar como una prueba complementaria de
los métodos microbiolégicos comerciales y de ese modo mejorar la seguridad

alimentaria.
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VI.1. Introduccién

Las quinolonas son antibioticos sintéticos que pooseen adecuada actividad frente a
bacterias gram-negativas y gram-positivas (Kaartinen et al., 1995; Hammer vy
Heeschen, 1995). Estos antibidticos se utilizan en medicina veterinaria para el
tratamiento de neumonias, infecciones urinarias y gastrointestinales, entre otras
(Jiménez Lozano et al., 2002).

El aumento en el uso de estos antibioticos en produccion animal (Di Corcia y
Nazzari, 2002; Stolker, 2005) produce como consecuencia un aumento en la
frecuencia de estos residuos en los productos y subproductos derivados de los
animales tratados (Van Hoof et al, 2005). Por otra parte, la presencia de estas
sustancias en los alimentos constituye una amenaza potencial para la salud de los
consumidores debido a la aparicion de bacterias resistentes a las quinolonas, tales
como Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Campylobacter jejuni,
Staphilococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa (Acar y Goldstein, 1997; Drlica,
2003; Silbergeld et al., 2008; De Jong et al, 2012; Garcia Migura et al., 2014). Estas
sustancias también pueden causar alteraciones en la calidad de los productos
lacteos fermentados (Yoon et al, 2003) por la inhibicion de los cultivos de
Streptococcus thermophilus (Chen et al., 2012).

Para garantizar la seguridad alimentaria, las autoridades encargadas del
control de los residuos han establecido el Limite Maximo de Residuos (LMR) en
algunos alimentos de origen animal, dentro de los cuales se destaca la leche

(Commission Regulation, 2010; Codex Alimentarius, 2010). Asi mismo, la Union

93



Europea ha establecido un LMR de 30 pg/l para danoflaxacina, 75 pg/l para
marbofloxacina y 100 ug/l para ambos enrofloxacina y ciprofloxacina.

Cabe sefialar que los actuales métodos microbiologicos comerciales que
utilizan Bacillus stearothermophilus no detectan residuos de quinolonas en leche
(Molina et al., 2003; Montero et al., 2005; Linage et al., 2007) y por consiguiente, no
garantizan la seguridad alimentaria de los productos lacteos. Por lo tanto, y debido
a la ausencia de un método de cribado con capacidad para detectar la totalidad de
los antibidticos que pueden aparecer en la leche, Nagel et al. (2012) propusieron el
uso de métodos microbioldgicos complementarios a los actuales métodos
comerciales.

Algunos autores han sugerido el uso de métodos microbiolégicos en placas
de Petri con E. coli para detectar residuos de quinolonas en leche (Nouws et al.,
1999; Gaudin et al., 2004, Althaus et al, 2009; Pikkemaat, 2009). Sin embargo,
estos métodos requieren personal capacitado en microbiologia para preparar las
placas de Petri con células vegetativas que tienen una vida util corta. Ademas, los
periodos de incubacién de estos métodos suelen ser prolongados (24 horas).

Para evitar algunas de estos inconvenientes, Appicciafuoco et al. (2015)
analizaron el crecimiento de E. coli mediante lecturas turbidimétricas con un lector
bio-6ptico. El uso de este método acorta el tiempo de incubacion (3-4 horas), a
pesar de utilizar células vegetativas. Por otro lado, Nagel et al., (2013) propusieron
un bioensayo microbiolégico en placas de microtitulacion que contienen esporas de

Bacillus subtilis. No obstante, este bioensayo presenta especificidad cruzada con
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otros antibidéticos tales como penicilina "G", oxitetraciclina, eritromicina,
espiramicina, tilosina y sulfamidas.

Debido a este inconveniente, el presente estudio tiene por objetivo
desarrollar un bioensayo microbiolégico que utilice esporas de Bacillus licheniformis
para la deteccion de residuos de quinolona en leche, de modo tal de poder
utilizarlo para el monitoreo rutinario de muestras de leche en los laboratorios

lactologicos encargados de la seguridad alimentaria.

VI1.2. Materiales y Métodos
VI.2.1. Elaboracién del Bioensayo

El medio de cultivo Mueller Hinton Agar (38 ug/l, Biokar®, Ref 10272, Francia.)
enriquecido con glucosa (10 pg/l, Sigma Aldrich®, Ref G8270, USA) y ajustado a un
pH de 7 + 0,1; se esteriliz6 a 121°C durante 15 minutos. La suspensiéon stock de
esporas de Bacillus licheniformis ATCC14580 (4,2 10'° esporas/ml) se cuantifico
utilizando el método PetrifilmTM (3M, St. Paul, MN, USA). Al medio de cultivo, se
agregd una combinacion de indicadores redox (Trifenil tetrazolium 200 g/l Sigma
Aldrich®, Ref. 88775, USA y Azul de Toluidina 10 g/l Sigma Aldrich®, Ref. 89640,
USA) y la suspension madre de esporas (concentraciones detalladas en cada
experimento).

Posteriormente, 100 pl de medio de cultivo se dispens6 en cada uno de los
96 pocillos de las placas de microtitulacion utilizando una pipeta multicanal

electronica (Eppendorf Research® Pro, Eppendorf, Alemania). Después de la
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preparacion, cada microplaca se sell6 con un film de polipropileno aluminizada y las
placas se mantuvieron a 4 °C hasta su uso en los estudios posteriores que se

detallan a continuacion.

VI.2.2. Andlisis de las curvas dosis-respuesta

Para cada antibidtico, la curva dosis-respuesta se construyé siguiendo las
directrices del Codex Alimentarius (2010). Para ello, se ensayaron 16 replicas de
muestras de leche fortificada con 12 concentraciones diferentes de cada antibiotico
(2 microplacas/antibiético) de tal manera que las dos concentraciones mas bajas
dieron resultados negativos y las dos concentraciones mas altas dieron resultados
positivos.

Las disoluciones se prepararon utilizando muestras de leche libres de
antibioticos segun las recomendaciones del Codex Alimentarius (2010). Las
muestras de leche se fortificaron con droga estandar Sigma Chemical Co (St.
Louis, MO, USA). Después, se anadieron 50 ul de cada disolucion de antibidticos a
cada pocillo de la microplaca. Posterioremente, se sellaron con una pelicula
adhesiva y se incubaron en bano de agua flotante (Dalvo, Santa Fe, Argentina) a
45 = 1 °C hasta que cambio el color de los controles negativos (de azul claro a
rosa). Finalmente, los bioensayos se retiraron del bafio de agua y se lavaron tres
veces con agua destilada para eliminar restos de leche.

Dado que los resultados del bioensayo se pueden interpretar visualmente y
fotométricamente, para aumentar la precision del calculo de los limites de deteccién

se efectuaron lecturas fotométricas de cada microplaca a 550 nm usando un lector
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de microplacas ELISA (Biotek ELx800TM, Biotek Instrument Inc., Winooski,
Vermont, USA). El procentaje de las absorbancias relativas se calcul6 empleando

la siguiente ecuacion:

AZ(AX—Ao)/(Aloo_AO) (Ec 1)

Donde: A: absorbancia relativa, Ay= absorbancia de la muestra de leche con una
concentracion 'x' de ATB; Ao: absorbancia de ATB libre de leche (control negativo)
y Aqpo: absorbancia de la muestra de leche que produjo 100% de resultados
positivos. Posteriormente, se analizaron estos valores de absorbancia relativa
usando el procedimiento logistico del paquete estadistico Statgraphics Plus
Centurion® version 5.1 (2008). Entonces, para cada antibidtico, los limites de
deteccion se calcularon como la concentracion de ATBs que produce 45% de la

absorbancia relativa (Althaus et al., 2003).

VI.2.3. Efecto de la concentracion de esporas sobre la respuesta del
bioensayo

En este estudio se analizo el efecto de la concentracion de B. licheniformis sobre el
tiempo de respuesta del bioensayo y los limites de deteccion de ciprofloxacina.
Este andlisis se realizd utilizando cinco suspenciones de B. licheniformis (1,7 10°;
8,4 10% 4,5 10% 2,1 10" y 1,1 10® esporas/ml) preparadas en un medio de cultivo
mediante la dilucién de la suspensién madre de esporas. Posteriormente, la curva
dosis-respuesta de ciprofloxacina (Cipro: 0, 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200, 300,

400, 500 y 600 ug/l) se analiz6 de acuerdo con la seccién VI.2.2. El modelo de
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regresion logistica se utilizd para construir las curvas dosis-respuesta y para
calcular los limites de deteccion.

L, = Logit [4, |= B, + B,CIPRO, + B,LogS, + ;LogS*, +&,, (Ec2)

ijk

Donde ljx= Modelo logistico lineal; Aj= absorbancia relativa (Ec 1); Bo= intercepto;
B1, B2, Bs= parametros estimados para el modelo; CIPRO= concentraciéon de
ciprofloxacina (i= 1, 2, ... 12 concentraciones); Log S;= transformacion logaritmica
de la concentracion de esporas; Log S,-2= cuadrado de la transformacion logaritmica

de la concentracion de esporas y €= error residual.

VI.2.4. Especificidad del bioensayo
Para este estudio, se utilizaron 196 muestras de leche de animales Holstein-
Friesian no tratados ni medicamentados durante todo el experimento (Codex,
2010). Los valores de pH, composicidn quimica, recuento de células somaticas
(SCC<400000 células/ml) y recuento de bacterias (UFC<100000 UFC/ml) fueron
aceptables para el ganado lechero. La composicion quimica, SCC y CFU se
determinaron utilizando equipos automaticos Milko Scan FT-120 (Foss somatica,
USA), Fossomatic 90 (Foss eléctrica, USA) y BactoScan 8.000S (Foss eléctrica,
USA), respectivamente. Los resultados se muestran en la Tabla VI.1.

Las muestras de leche se analizaron por triplicado con bioensayos que
contienen B. licheniformis y Delvotest® SP-NT. Para este propdsito, se afiadieron
50 ul de muestras de leche en cada pocillo individual de ambos bioensayo (B.

licheniformis y Delvotest® SP-NT) y después se incubaron en un bafo de agua que
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flotante a temperatura-tiempo para cada bioensayo (B. licheniformis: 45 £ 1°C-5,5

h; Delvotest® SP-NT: 64 + 1°C-3 h).

Tabla VI.1. Composicién quimica y parametros higienicos de la leche de vaca
Holstein-Friesian (n = 192)

Variable Media DE? CcVP Rango
Ph 6,58 0,11 1,67 6,39-6,82
Grasa (%) 3,01 0,79 26,21 1,11-6,08
Proteina (%) 3,36 0,45 13,52 2,40-6,61
Lactosa (%) 4,83 0,55 11,34 3,71-5,39
SNG® (%) 9,03 0,45 5,02 7,31-9,78
ST? (%) 12,04 1,00 8,26 9,63-14,87
SCC® (x10° /ml) 111 112 101 2-392
(log SCC) 4,81 0,48 9,93 3,30-5,59
CFU" (x10% ml) 50,20 19,02 37,89 13-99
(log CFU) 4,67 0,17 3,57 4,11-4,99

%Desvio Estandar, "Coeficiente de Variacion (%), ¢ Solidos no grasos, “Solidos
totales, ®Recuento de células somaticas, 'Recuento de bacterias.

Para el estudio de la especificidad, se realizaron interpretaciones visuales de
la respuesta bioensayo, lo que permite una clasificacion dicotomica segun la
presencia (resultado positivo: color "azul claro") o ausencia (resultado negativo:
color "rosa") de los inhibidores.

Para este propdsito, las interpretaciones visuales se realizaron por tres
personas calificadas y entrenadas previamente para estas lecturas. El calculo de la
especificidad del método se realizé considerando los resultados que presentaron al
menos dos coincidencias de las interpretaciones visuales. Entonces, la
especificidad se calculd utilizando la siguiente ecuacién matematica:
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Especificidad = (muestras negativas/total)*100 (Ec 3)

VI.2.5. Limites de deteccion de quinolonas

Se preparé medio de cultivo con una concentracion de esporas optima como se
detalld en el experimento anterior (8,4 10° esporas de B. licheniformis/ml). Para
determinar los limites de deteccion de cinco quinolonas en leche (ciprofloxacina,
danofloxacina, enrofloxacina, marbofloxacina y sarafloxacina), 16 réplicas de 12
diluciones (0, 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200, 300, 400, 500 y 600 ug/l) de cada
antibidtico se ensayaron de acuerdo con lo detallado en el apartado VI.2.2. Los
bioensayos se incubaron a 45 + 1 °C durante 5,5 horas. Un modelo de regresion
logistica se utilizé6 para modelar la curva dosis-respuesta y para calcular los limites

de deteccion:

Ll.j =Logit lA,-jJ:ﬂo +ﬂ1[ATB]i +gl]' (Ec 4)

Donde: Lj= modelo lineal logistico; [Aj]= absorbancia relativa; [ATB]i= efecto de la
concentracion de antibiético (= 1, 2, ... 12 concentraciones); Bo y B1= coeficientes

estimado y ¢;= error residual.

VI.2.6. Especificidad cruzada con otros antibioticos

Se calcularon los limites de deteccion de ocho betalactamicos (amoxicilina,
ampicilina, cloxacilina, oxacilina, penicilina 'G', cefoperazona, ceftiofur y cefalexina),
tres aminoglucdsidos (kanamicina, neomicina y estreptomicina), tres macrolidos
(eritromicina, tilosina y tilmicosina), y cuatro sulfamidas (sulfadiazina,
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sulfadimetoxine, sulfametoxazol y sulfatiazol). Para cada antibiotico, la curva dosis-
respuesta se construyd como se explica en el apartado VI.2.2. Los limites de
deteccion se calcularon mediante un modelo de regresion logistica descripto

anteriormente.

VI1.3. Resultados y discusion

VI.3.1. Efecto de la concentracion de esporas sobre la respuesta del
bioensayo

La opcion paso a paso del modelo de regresién logistica indicd diferencias
significativas (p< 0,05) tanto en el término lineal (log S; yx?= 5,3062) como para el
térmico cuadratico (log S; y?= 4,0738) de la concentracién de esporas, segin el
siguiente modelo:

Logit P =13,844 + 0,0123[CIPRO] - 4,4993 Log[S]+ 0,2989(Log|S])’ C=89,7%

Esta ecuacion indica que un aumento de la concentracion de esporas

disminuye la frecuencia de resultados positivos en el bioensayo, que equivale a
establecer que aumenta los limites de deteccion del método. El bioensayo que
contiene 8,4 10° esporas de B. licheniformis/iml tiene un limite de deteccion
adecuado (LD: 92 ug/l) y un tiempo de respuesta baja (5,5 horas) en comparacion

con las otras concentraciones de esporas.

VI.3.2. Especificidad del bioensayo
La especificidad obtenida para el bioensayo con B. licheniformis fue de 98,9% (dos

muestras positivas), mientras que para Delvotest® SP-NT fue 99,4% (una muestra
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positiva). Del mismo modo, Sischo y Burns (1993) y de Charm y Zomer (1995)
informaron especificidades de 98% y 95%, respectivamente, cuando se evalua el

método Delvotest® SP con muestras de leche libres de antibidticos.

VI.3.3. Limites de deteccion de las quinolonas

Las ecuaciones logisticas y las curvas dosis-respuesta para cada quinolona
analizada se presentan en la Tabla VI.2 y en la Fig. VI.1, respectivamente. Los
porcentajes de concordancia fueron adecuados (86,2%-97,8%), lo que indica un
buen ajuste mediante la implementacion del modelo logistico. Los coeficientes "B4"
muestran la pendiente de la curva dosis-respuesta, marcando un aumento en el
porcentaje de las absorbancia relativa cuando aumenta la concentracion de
quinolonas en leche. Los altos valores de este coeficiente (entre 0,014 y 0,049)
indican que B. licheniformis tiene aceptable sensiblilidad a estas moléculas. Del
mismo modo, Nagel et al. (2013) obtuvieron coeficientes similares para
ciprofloxacina (0,073), enrofloxacina (0,046) y marbofloxacina (0,060) en un

bioensayo que contiene esporas de Bacillus subtilis.

Tabla VI.2. Modelos de regresion logistica que representan los efectos de las
concentraciones de quinolonas en un bioensayo con Bacillus licheniformis

Quinolonas Logit [A] = Bo + B1[ATB] C

Ciprofloxacina L=-2,528+0,025*[ATB] 86,2
Danofloxacina L=-3,305+0,049*[ATB] 97,4
Enrofloxacina L=-1,726+0,014*[ATB] 90,0
Marbofloxacina L=-1,922+0,017*[ATB] 97,8
Sarafloxacina L=-3,276+0,028*[ATB] 97,3

Logit: Modelo logistico; [A]= absorbancia relativa; ATB: concentraciéon de
antibioticos; C: Porcentaje de concordancia (%).
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La Tabla VI.3 muestra los limites de deteccidén para las cinco quinolonas
ensayadas. De ella se aprecia que el método detecta ciprofloxacina (92 pg/l),
danofloxacina (63 pg/l), enrofloxacina (109 ug/l), marbofloxacina (101 ug/l) y
sarafloxacina (109 ug/l) en leche en niveles cercanos a los LMR. Estos limites
fueron mayores que los determinados por Gaudin et al. (2004) y Nouws et al.
(1999) en los ensayos de placa de Petri con células de E. coli. Estos autores
obtienen valores de 10 ug/l (ciprofloxacina), 15 ug/l (danoflaxacina) y rangos de 4-
20 ug/l (enrofloxacina) y 5-30 ug/l (marbofloxacina) después de un periodo de
incubacion de 24 horas.

En un bioensayo de respuesta dicotdmica con esporas de Bacillus subtilis en
microplacas, Nagel et al. (2013) detectaron 150 g/l (ciprofloxacina) y 160 ug/I

(enrofloxacina y marbofloxacina) en 6 horas. Estos valores son ligeramente
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superiores a los resultados alcanzados con bioensayo conteniendo B. licheniformis
(ciprofloxacino: 92 pg/l; enrofloxacina: 109 pg/l y marbofloxacina 101 ug/l) que se
exponen en la Tabla VI.3. Los valores calculados para la enrofloxacina y
ciprofloxacina (Tabla VI.3) son similares a los reportados por Appicciafuoco et al.
(2015) en su analisis de crecimiento de E. coli por medio de un lector bio-6ptico,
mientras que marbofloxacina y danofloxacina deben estar al menos 2 y 4 veces su

MRL para ser detectados por este método bio-6ptico.

Tabla VI.3. Limites de deteccion para el bioensayo con Bacillus licheniformis

Quinolonas DL MRLs
Ciprofloxacina 92 100
Danofloxacina 63 30
Enrofloxacina 109 100
Marbofloxacina 101 75
Sarafloxacina 109 -

VI.3.4. Especificidad cruzada de otros antibiéticos

La implementacién del modelo de regresion logistica sefiala que los coeficientes de
concordancia fueron adecuados, comprendidos entre el 81,3% (sulfametoxazol) y
98,3% (tetraciclina). Los coeficientes "B1" calculados para los betalactamicos
(0,0018-0,0089), aminoglucésidos (0,00003-0,0004), macrolidos (0,0025-0,0042),
sulfamidas (0,0011-0,0017) y tetraciclinas (0,0004-0,0030) fueron inferiores a los
determinados para las quinolonas, poniendo de manifiesto la baja especificidad
cruzada de este bioensayo para otros antimicrobianos presentes en la leche. Por el
contrario, Nagel (2013) obtuvo coeficientes " 4" mas altos para la penicilina "G"
(2,0317), oxitetraciclina (0,0391), eritromicina (0,2741), espiramicina (0,0306),
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tilosina (0.1161) y sulfamidas (0,0195 hasta 0,0392) en un bioensayo con B.
subtilis, destacando que dicho bioensayo presenta problemas de especificidad
cruzada con estas moléculas.

El perfil de deteccidn de los antibidticos analizados para el bioensayo

desarrollado en este trabajo se visualiza en la Fig. VI.2.

Amoxicilina
Marbofloxacina

Enrofloxacina

Ampicilina

Cefoperazone

Ceftiofur

Estreptomicina Sulfatiazol
Neomicina Kanamcina

Fig. VI.2. Patrones de deteccion (Log DL/LMR) de los antibiéticos para el
bioensayo con B. licheniformis. Poligono 1= 0,1 LMR, poligono 2= LMR, poligono
3= 10 MRL y poligono 4= 100 LMR. LD: Limite de deteccion; LMR: limites maximos
de residuos
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Este diagrama poligonal representa la transformacion logaritmica del limite de
deteccion (DL) con relacién a los respectivos LMR (Log DL/LMR) de cada molécula
de antibiético en leche. Las coordenadas de origen corresponden a las
concentraciones mas altas (infinita). Cuando los limites de deteccion relativos
disminuyen, su representacion se encuentra en los poligonos exteriores. Por lo
tanto, el poligono exterior "1" representa las concentraciones de 0,1 veces el LMR,
el poligono "2" corresponde a niveles iguales al LMR, mientras los poligonos "3" y
"4" representan muestras de leche que contienen 10 y 100 veces el LMR,
respectivamente. Esta figura demuestra que el bioensayo con esporas de B.
licheniformis detecta quinolonas en concentraciones cercanas a los LMR (poligono
"2"), mientras que otros antibidticos muestran los limites de deteccion mas altos (10
a 100 veces el LMR), revelando asi una especificidad cruzada escasa o limitada de

este bioensayo.

VI1.4. Conclusién

El bioensayo microbioldgico que contiene 8,4 10° esporas de B. licheniformis/ml
proporciona una respuesta en un tiempo de 5,5 horas y permite la deteccién de
quinolonas en leche a niveles similares a los LMR. Ademas, este bioensayo no
muestra problemas de especificidad cruzada con otros grupos de antibiéticos
(betalactdmicos, aminoglucédsidos, macrolidos, tetraciclinas y sulfamidas). Por lo
tanto, este método microbiolégico sensible para las quinolonas puede incorporarse
como un método complementario de los actuales métodos microbioldgicos

comerciales debido a que contribuiria a mejorar la seguridad alimentaria. Por otra
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parte, este bioensayo puede integrar un sistema microbiol6gico multi-residuos para
clasificar los residuos de quinolonas en leche antes de una cuantificacién posterior

por técnicas cromatograficas de HPLC.
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Resumen

Los antibidticos betalactamicos se utilizan preferentemente para el tratamiento de
vacas con mastitis. La Federacion Internacional de Lecheria recomienda métodos
microbiolégicos que utilicen Geobacillus stearothermophilus para el control de estos
antimicrobianos en leche. Sin embargo, este microorganismo no presenta
adecuados limites de deteccion para todos los betalactamicos, por lo que se
plantea llevar a cabo estudios con otras especies de Geobacillus a fin de detectar
betalactamicos a valores inferiores a los LMRs. Por ello, el objetivo del trabajo fue
evaluar y comparar los limites de deteccion de betalactamicos mediante dos
bioensayos que contienen  Geobacillus  kaustophilus 'y  Geobacillus
stearothermophilus. Se elaboraron 16 bioensayos en placas de microtitulacion
conteniendo esporas de G. kaustophilus (1,6 10° esporas/ml) y 16 bioensayos con
G. stearothermophilus (2,0 10° esporas/ml) en medio agarizado. El medio de cultivo
estuvo compuesto por Agar Mueller Hinton (38 g/l), glucosa (10 g/l), Negro Brillante
(200 mg/l) y Azul de toluidina (10 mg/l). Se calcularon los limites de deteccion de
penicilina, amoxicilina, ampicilina, oxacilina, cloxacilina cefalexina, cefoperazone y
ceftiofur en leche. Se concluye que el bioensayo con G. kaustophilus presenta
limites de deteccion mas elevados que bioensayo con G. stearothermophilus. Se
deberian investigar otras bacterias termofilicas esporuladas para mejorar los limites

de deteccion.

Palabras Clave: bioensayo; test microbiolégico; leche;, Geobacillus kaustophilus;

Geobacillus stearothermophilus
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VII.1. Introduccién

El tratamiento del ganado vacuno lechero con antibioticos (ATBs) betalactamicos
durante el periodo de lactacion constituye una practica habitual para el control de
mastitis (Diserens et al. 2005, Samanidou et al. 2009). Esta patologia es muy
frecuente y representa una de las principales causas en la aparicion de residuos de
betalactamicos en leche (Erskine et al. 2003, Dalton 2006, Kress et al. 2007).

La presencia de estas sustancias puede ocasionar serios inconvenientes
para los consumidores, dentro de las cuales se destacan sensibilizacién producida
por una ingestidén repetida de pequefias dosis de antibidticos, procesos alérgicos
que en casos extremos pueden producir anafilaxia, perturbaciones pasajeras en la
flora intestinal, reacciones de intoxicacion frente a determinadas moléculas de
antibidticos (Wilke et al. 2005, Demoly y Romano 2005, Khaskheli, 2008). También,
la industria puede verse perjudicada debido a que las bacterias lacticas utilizadas
en la fabricacién de productos fermentados son afectadas por los residuos de
antibidticos provocando retrasos en la acidificacion, dificultad del cuajado y la
maduracién de los quesos (Packham et al. 2001, Berruga et al. 2007, Nawas et al.
2011).

A fin de evitar estos inconvenientes, diferentes legislaciones, tales como el
Codex Alimentarius (2010), la Directiva de la Unidn Europea (Commission
Regulation 2010) y el Codigo Alimentario Argentino (CAA 2014) han establecido los

Limites Maximos de Residuos (LMRs) a fin de garantizar la inocuidad de la leche.
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Para el control rutinario de residuos de medicamentos en alimentos se
utilizan comunmente métodos de inhibicion microbioldgica, ya que permiten el
analisis de un elevado numero de muestras en un tiempo relativamente corto y a
bajo costo (Toldra y Reid 2006, IDF 2010). La Federacion International de Lecheria
(IDF 2010) recomienda métodos microbiolégicos que utilicen Geobacillus
sterarothermophilus para el control de antibidticos. Sin embargo, este
microorganismo no presenta adecuados limites de deteccion (LD) para todos los
betalactamicos empleados en la terapéutica ganadera, por lo que se plantea la
necesidad de llevar a cabo estudios de limites de deteccién de otras especies de
Geobacillus a fin de detectar betalactdmicos a niveles inferiores a los LMRs. Por
este motivo, el presente trabajo presenta como objetivo evaluar y comparar los
limites de deteccion de dos bioensayos elaborados con Geobacillus kaustophilus y
Geobacillus stearothermophilus como bacteria test para la deteccion de residuos de

betalactamicos en leche.

VIl.2. Materiales y Métodos

VIl.2.1. Elaboracioén de los bioensayos

Se utilizd6 un medio de cultivo constituido por Agar Mueller Hinton (38 g/l
pH=7,0£0,1; Biokar, Francia, Ref. 10272) glucosa (10 g/I, Anhedra®, Argentina, ref.
6837), mezcla de indicadores redox (200 mg/l Negro Brillante, Sigma Aldrich®, Ref.
211842; 10 mg/l Azul de toluidina, Anhedra® Argentina, Ref. 6356).
Posteriormente, se dividi6 en dos alicuotas que fueron inoculadas

independientemente con 2,0 10° esporas/ml de Geobacillus stearothermophillus C-
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953 y 1,6 10° esporas/ml de Geobacillus kaustophillus DSM 7263. Se dispensé un
volumen de 100 pl/pocillo en placas de microtitulacion utilizando un dispensador
electronico multicanal (Research® Pro, Eppendorf, Alemania). Los bioensayos
fueron sellados con bandas aluminizadas de polipropileno y se conservaron
refrigeradas a 4 °C hasta el momento de uso. Se efectuaron un total de 16

bioensayos por cada bacteria-test (32 bioensayos en total).

VII.2.2. Disoluciones de farmacos y muestras adicionadas de antibiéticos

Se prepararon disoluciones en el momento de efectuar los analisis, que fueron
utilizadas dentro de las dos horas posteriores a su elaboracion, a fin de evitar
cualquier desvanecimiento debido al tiempo o la accién de la luz.

Para su preparacién se pesé en una balanza analitica, 0.0100 g de cada
sustancia (teniendo en cuenta la pureza informada por la casa fabricante), y se
disolvio en un matraz de 10 ml utilizando el disolvente mas adecuado para cada
sustancia. De esta manera se obtuvieron las soluciones “stock” con una
concentracion de 1000 mg/l. A partir de esta se prepararon diluciones de cada
antibiético que correspondieron a concentraciones de 100, 10 y 1 mg/l.

Las muestras de leche adicionadas de ATBs se prepararon en matraces
aforados de 10 ml. Para cada caso se tomd, con una micropipeta, la cantidad
necesaria de las diluciones de antibiético preparadas anteriormente (100, 10 y 1
mg/l, “stock”), siguiendo las recomendaciones de la IDF (IDF 2002) y el Codex
Alimentarius (Codex 2010) que indican emplear un volumen de las soluciones de
ATBs inferior al 1% del volumen de disolucion final. Para la preparacion de las
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disoluciones de leche se utilizd leche libre de antibidticos obtenida a partir de
animales individuales, no tratados con medicamentos durante el experimento (IDF
2002).

Para el estudio de limites de deteccion de cada antimicrobiano se
construyeron curvas dosis-respuestas para la cual se ensayaron 16 repeticiones de
12 concentraciones para cada uno de los 8 antibioticos betalactamicos (Sigma
Aldrich): amoxicilina (A-8523), ampicilina (A-9518), cloxacilina (C-9393), oxacilina
(0O-1002), penicilina 'G (PEN-Na), cefoperazona (C-4292), ceftiofur (32422) y
cefalexina (C-4895). Las concentraciones de antimicrobianos se seleccionaron de
modo tal de obtener dos resultados negativos en los niveles mas bajos y dos
resultados positivos en los niveles mas altos (IDF 2002).

En cada pocillo de las placas, se depositaron 50 ul de las disoluciones de
antibidtico preparadas previamente. Luego, los bioensayos se incubaron en bafo
de agua flotante a 65 °C (Dalvo, Santa Fe, Argentina) durante 3,5 horas, periodo en
el que se produce el cambio de color de las muestras control negativo (negro a
amarillo) como consecuencia del crecimiento bacteriano.

A continuacion, las microplacas fueron lavadas con agua bidestilada para
retirar restos de muestras de leche y se realizaron lecturas fotométricas mediante
un lector ELISA (Biotek ELx800TM; Biotek Instrument Inc., Winooski, USA) a 550
nm. A partir de los resultados obtenidos se calcularon las absorbancias relativas de

acuerdo a la siguiente transformacion:

A= (Ax _Ao)/(Aloo_AO)(EC 1)
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Donde: A: Absorbancia relativa, A= absorbancia de las muestras de leche con una
"X" concentracion de antibiotico; Ap: absorbancia de las muestras de leche libre de
antibioticos (control negativo) y A4po: absorbancia de las muestras de leche que
producen 100% resultados positivos.

Estas absorbancias relativas se analizaron en forma estadistica mediante el
modelo de regresion logistico del paquete estadistico Statgraphics Centurion XV

(StatGraphics 2008):

L, =Logt |4, |= B, + B[ATB] +¢, Eo2)

Donde: Lj = Modelo lineal Logistico; [A;j] = absorbancia relativa; [ATB]; =
concentracion de antibidtico ( = 1, 2,.. 12 niveles); Bo and B4 = coeficientes
estimados y ¢; = error residual. Los limites de deteccion se calcularon como
aquellas concentraciones de antibidticos que producen el 45% de absorbancias

relativas (Althaus et al. 2003).

VII.3. Resultados y Discusion

Las ecuaciones de regresion logistica que modelan las curvas dosis-respuestas
para los diferentes antibidticos betalactamicos se muestran en la Tabla VII.1. Los
coeficientes de concordancia fueron elevados y estuvieron comprendidos entre
91,3% para penicilina (Bioensayo G. kaustophilus) y 99,3 para cloxacilina
(Bioensayo G. stearothermophilus). El coeficiente “B4” indica la pendiente de la
curva dosis-respuesta para cada bacteria-test y la sensibilidad hacia los
antibidticos. Los valores de los coeficientes “B4” son mas elevados para el

bioensayo con G. stearothermophilus (B1ceftiofur: 0,0149-B1 peniciina:1,6088) en
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comparacion con G. kaustophilus (B1 cefalexina:0,0079- B1 peniciina:0,4075), poniendo de
manifiesto una mayor sensibilidad por parte de G. stearothermophilus en

comparacion G. kaustophilus.

Tabla VII.1. Ecuaciones de regresion logistica que modelan las curvas dosis-
respuesta de betalactamicos para bioensayos que utilizan dos bacterias test

Betalactamicos G. stearothermophilus G. kaustophilus

Logit [A] = Bo + B1[ATB]  C%  Logit [A] = Bo + 1 [ATB] C%

Amoxicilina  L=-3,3171+ 0,4957[AMO] 91,6 L=-2,9755+0,2882[AMO] 95,9
Ampicilina L=-1,6819+0,3231[AMPI] 92,4 L=-2,1433+0,2034[AMPI] 92,0
Cloxacilina  L=-6,1341+0,1614[CLOXA] 99,3 L=-4,3379+0,1036]CLOXA] 99,2
Oxacilina L=-2,8041+0,1441[OXA] 93,6 L=-3,9842+0,0929[0XA] 95,1
Penicilina “G” L=-5,1136+1,6088[PEN] 96,4 L=-2,8053+0,4075[PEN] 91,3
Cefalexina  L=-3,6154+0,0285[CLX] 96,1 L=-2,7075+0,0079[CLX] 95,7
Cefoperazone L=-4,5812+0,0527[CPZ] 93,5 L=-3,6636+0,0136]CPZ] 95,8
Ceftiofur® L=-2,5882+0,0149[CFR] 93,6 L=-3,5239+0,0111[CFR] 94,3

ATB: Antibiotico, AMO: Amoxicilina, AMPI: Ampicilina, CLOXA: Cloxacilina, OXA:
Oxacilina, PEN: Penicilina, CLX: Cefalexina, CPZ: Cefoperazone, CFR: Ceftiofur,
C%: Coeficiente de concordancia.

La Figura VIL1 representa las curvas dosis-respuesta de los ocho
antibidticos betalactamicos analizados mediante bioensayos elaborados con G.
stearothermophilus y G. kausthophilus. Se logra visualizar que las curvas dosis-
respuesta obtenidas para el bioensayo que contiene G. stearothermophilus poseen
mayor pendiente (1) en comparacién con bioensayo con G. kausthophilus, por lo
cual, pequenos cambios en las concentraciones de antibidticos producen un

aumento en las absorbancias relativas, denotando una mayor sensibilidad por parte

de la bacteria test G. stearothermophilus.
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Fig. VIl.1. Curvas dosis-respuesta de betelactamicos de un bioensayo con G.
stearothermophilus (¢) y G. kaustophilus (o).
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Los limites de deteccion (LD) de los bioensayos para los betalactamicos
analizados se resumen en la Tabla VII.2. Se evidencia que bioensayo con G.
stearothermophilus presenta LDs inferiores a los calculados para G. kaustophilus
para amoxicilina (6 pg/l vs.10 pg/l), ampicilina (5 pg/l vs. 10 ug/l), oxacilina (18 pg/l
vs. 41 pg/l), penicilina G (3 ug/l vs. 6 pg/l), cefalexina (120 ug/l vs. 314 ug/l),
cefoperazone (83 pg/l vs. 253 ug/l) y ceftiofur (160 g/l vs. 299 ug/l). Residuos de
cloxacilina (37-40 pg/l) en leche son detectados a concentraciones similares por
ambos bioensayos. Por su parte, G. stearothermophilus presenta LDs cercanos a
los Limites Maximos de Residuos de cada antibidtico. Por ello, se recomienda

como método de screening para la deteccidn de estas sustancias en leche.

Tabla VII.2. Limites de deteccién (ug/l) de betalactamicos para
bioensayos con G. stearothermophilus y G. kaustophilus

Betalactamicos G. stearothermophilus  G. kaustophilus LMR
Amoxicilina 6 10 4
Ampicilina 5 10 4
Cloxacilina 37 40 30
Oxacilina 18 41 30
Penicilina “G” 3 6 4
Cefalexina 120 314 100
Cefoperazone 83 253 50
Ceftiofur® 160 299 100

LMR: Limite Maximo de residuo (ug/l).

Los limites de deteccion obtenidos por Nouws et al. (1999) cuando utilizan
G. stearothermophilus en placa de Petri (4 ug/l para amoxicilina y ampicilina, 30

Mg/l para cloxacilina y oxacilina, 3 ug/l para penicilina, 80 ug/l para cefalexina y 55
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Mg/l para cefoperazone y ceftiofur) también fueron inferiores a los obtenidos en este
trabajo, aunque requieren 18-24 horas de incubacion.

Un estudio realizado por Gaudin et al. (2004) revela que la placa especifica
(G. stearothermophilus) para detectar betalactamicos en leche presenta limites de
deteccion de amoxicilina (16 pg/l), cloxacilina (50 pg/l) y penicilina (16 pg/l)
superiores a los reportados para los bioensayos con G. stearothermophilus y G.
kaustophilus. Por el contrario, residuos de ampicilina (6 ug/l), oxacilina (30 ug/l),
cefalexina (30 ug/l), cefoperazone (80 pg/l) y ceftiofur (125 ug/l) son detectados con
mayor sensibilidad por parte del método microbiolégico en placas de Petri que
emplea entre 18 y 24 horas en obtener la respuesta.

Los LDs obtenidos en este trabajo son similares a los 14 ug/l de amoxicilina,
8 ug/l de ampicilina, 49 pg/l de cloxacilina, 25 ug/l de oxacilina, 4 ug/l de penicilina,
190 pg/l de cefalexina, 140 pg/l de cefoperazone y 190 ug/l para ceftiofur,
obtenidos por Nagel et al. (2013) cuando elaboran un bioensayo de respuesta

dicotémica con esporas de G. stearothermophilus.

VIl.4. Conclusion

A modo de sintesis se puede establecer que G. stearothermophilus presentd
adecuados limites de deteccidn para residuos de antibidticos betalactamicos en
comparacion con G. kaustophilus. No obstante deberian estudiarse, otras especies
del género Geobacillus tales como G. thermocatenulatus, G. thermoleovorans, o G.
vulcani, entre otros.

VIL.5. Agradecimientos
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Resumen

Este capitulo propone evaluar un sistema microbiologico en placas de
microtitulacidon para la deteccion y clasificacion de residuos pertenecientes a cinco
grupos de antibidticos en la leche. Para ello se seleccionaron los métodos
microbioldgicos previamente estudiados que mejores condiciones presentaron para
constituir el sistema. Asi se utilizé Bacillus stearothermophilus (Bioensayo B) para
detectar betalactamicos por que presentd limites de deteccion inferiores en
comparcion con Geobacillus kaustophilus. Para la deteccion de macrolidos se
utilizé Bacillus megaterium con acido fusidico (Bioensayo M). Para la deteccion de
quinolona se utilizé Bacillus licheniformis (Bioensayo Q) y para la deteccion de
sulfamidas se incorporo un bioensayo que contiene Bacillus Licheniformis con el
agregado de trimetoprim (Bioensayo QS). Para detectar tetraciclinas de utilizo
Bacillus megaterium con cloranfenicol (Bioensayo T) por presentar mayor
sensibilidad para detectar estos antibidticos en comparacién con Bacillus pumilus,
ademas requiere igual temperatura de incubacién (45°C) que Bacillus Licheniformis
facilitando asi la capacidad operativa.

La respuesta de cada bioensayo se interpreté en forma visual (colorimétrica)
mediante el cambio en el color de sus indicadores redox (positivo o negativo) en un
tiempo comprendido entre 4 y 5.5 horas. Los bioensayos presentaron limites de
deteccion similares a los Limites Maximos de Residuos para cada grupo de
antibidtico.

Palabras claves: leche, antibiético, deteccion, clasificacién, bioensayo, sistema

microbiolégico.
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VIIL.1. Introducciéon
El uso de medicamentos para el tratamiento y prevencién de enfermedades del
ganado productor de leche representan una practica muy frecuente. Actualmente,
las principales patologias que afectan al vacuno son mastitis, metritis, neumonias,
enteritis y cojeras (Zwald et al., 2004; Sawant et al., 2005). Para el tratamiento de
mastitis, los antibidticos que mas se utilizan son las penicilinas (Botsoglou y
Fletouris 2001; Gruet et al., 2001), ceftiofur para la metritis (Kaufmann et al., 2010),
oxitetraciclina para neumonias (Stanton et al., 2010), tilosina (Di Corcia y Nazzari,
2002) y oxitetraciclina (Berry et al., 2010) para infecciones podales, y quinolonas
para enteritis (Jiménez Lozano et al., 2002), entre otros.

Sin embargo, los residuos de estas moléculas podrian permanecer en leche
y producir efectos adversos sobre la salud de los consumidores (Demoly y
Romano, 2005). Entre los principales problemas que producen estos residuos se
destacan la sensibilizacién por ingestidon repetida de pequefias dosis, los procesos
alérgicos y el desarrollo de resistencias bacterianas (Tollefson y Karp, 2004,
Khaskheli, 2008; Oliver, 2011). Ademas, los antibiéticos pueden producir
inconvenientes a las industrias lacteas, tales como retrasos en la acidificacion de
productos fermentados, dificultad en la formacién del cuajado y maduracion de los
quesos (Packham et al., 2001, Berruga et al., 2008, Berruga et al., 2011).

Con el propésito de prevenir los riesgos que producen los residuos de
antibidticos en la leche, la Comunidad Europea establece los Limites Maximos de
Residuos (EU-LMR) y los procedimientos para su determinacién mediante

Regulacion (EC) 470/2009 (European Union, 2009) y Regulacion (EC) 37/2010
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(European Union, 2010). En Estados Unidos, The Food and Drug Administration
(FDA) determina los niveles o tolerancias de residuos de antibioticos en leche para
la proteccién del consumidor (FDA, 2005).

Para el control de estos residuos de antibidticos, algunos métodos de
screening se desarrollaron (Toldra y Reig, 2006). Los métodos microbiologicos se
utilizan ampliamente en los programas de vigilancia de residuos de medicamentos
veterinarios (Pikkemat, 2007), porque permiten analizar un elevado numero de
muestras a un bajo costo y en forma simple. Ademas, estos métodos presentan
limites de deteccion similares a los Limites Maximos de Residuos (LMR) para
betalactamicos, tetraciclinas y sulfamidas en leche, no obstante, los residuos de
otros antibidticos tales como macrdlidos y quinolonas no llegan a ser detectados
(ISO/IDF, 2010).

Por lo tanto debido a la ausencia de un método de screening que detecte la
totalidad de los antibiéticos empleados en la terapéutica del ganado lechero, Nagel
et al. (2012) sugieren el uso de bioensayos microbiolégicos que empleen diversas
bacterias test con sensibilidad complementaria para diferentes grupos de
antibidticos. Para una mayor cobertura de moléculas de antimicrobianos, Nagel et
al. (2013) desarrollaron un sistema microbiolégico en placas de microtitulacion que
detecta y clasifica residuos de cuatro grupos de antibidticos (betalactamicos,
tetraciclinas, sulfamidas y quinolonas) mediante el uso de diferentes
microorganismos. Estos bioensayos proporcionan respuestas dicotdmicas (positivo

0 negativo) faciles de interpretar en un tiempo maximo de 6 horas, aunque poseen
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especificidad cruzada con algunos macrolidos (tilosina, tilmicosina, eritromicina) y
aminoglucosidos (neomicina).

Por ello, el objetivo de este trabajo fue evaluar un sistema microbiolégico en
placas de microtitulacion para detectar y clasificar residuos de antibiéticos en leche
perteneciente a cinco grupos (betalactamicos, tetraciclinas, sulfamidas, quinolonas
y macrolidos) que brinde una respuesta dicotomica (positivo o negativo) en un
tiempo inferior a las 6 horas y que pueda utilizarse de forma rutinaria en los

laboratorios de control de calidad de leche.

VIIl.2. Materiales y métodos
VIl 2.1. Preparacién de los bioensayos
El sistema microbiolégico se compone de cinco bioensayos. Cada uno de ellos fue
optimizado previamente mediante el uso de un lector fotométrico porque permitid
determinar las mejores condiciones de elaboracién de una forma mas exacta y
precisa. Sin embargo, las lecturas visuales de los bioensayos son mas simples y
practicas de realizar a la hora de utilizar el sistema de control en forma rutinaria. En
este trabajo, se utilizaron los bioensayos previamente optimizados para la
deteccion de antibidticos betalactamicos (Nagel et al, 2011), tetraciclinas (Tumini et
al., 2016a), macrolidos (Tumini et al., 2016b) y quinolonas (Tumini et al., 2016c).
Los cinco bieonsayos se prepararon en placas de microtitulacion y contienen
esporas de microorganismos sensibles a cada grupo de antibidticos y sustancias
mejoradoras de la sensibilidad apropiadas para cada familia. La composicion de los

bioensayos y las condiciones de incubacion de bioensayo B (G.
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stearothermophilus) para betalactamicos, bioensayo T (B. megaterium con
clornfenicol) para tetraciclinas, bioensayo M (B. megaterium con acido fusidico)
para macrélidos, bioensayo Q (B. licheniformis) para quinolonas y bioensayo QS
(B. licheniformis con trimetoprim) para quinolonas y sulfamidas, se detallan en
Tabla VIII.1.

Para la preparacion de los bioensayos se utilizé medio de cultivo Mueller
Hinton Agar (38 g/l, Biokar®, Ref. 10272, Francia) fortificado con glucosa (10 glI,
Sigma Aldrich®, Ref. G8270, USA) y esterilizado a 121 °C durante 15 minutos. A
continuacion, cada bioensayo fue adicionado con indicadores redox, esporas de
microorganismos especificos, sustancias mejoradoras de la sensibilidad
(cloranfenicol, acido fusidico o trimetoprim, segun corresponda) como se detalla en
Tabla VIII.1. Luego, 100 pl de medio fue dispensado en cada uno de los 96 pocillo
de cada placa de microtitulacion con un dispensador electrénico (Eppendorf
Research® Pro, Hamburg, Germany). Posteriormente, las placas fueron
termoselladas con papel de aluminio recubierto en polipropileno y se conservaron

en heladera (4 °C) hasta el momento del uso.

VIII.2.2. Disoluciones de antibiéticos y muestras fortificadas

Para la preparacion de las disoluciones se utilizaron patrones de antibiéticos Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). Las disoluciones acuosas se prepararon para
cada antimicrobiano en matraz aforado de 10 ml a una concentracion de 1000 mg/I
en el momento de efectuar su analisis, a fin de evitar posibles alteraciones de las

moléculas y/o sus propiedades.
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Tabla VIII.1. Composicion de los bioensayos que integran el Sistema Microbiolégico

Bioensayo Bacteria test Agar medio Incubacion Respuesta de color
Negativo Positivo
G. stearothermophilus Negro brillante (100 mg/l) azul de
B subsp. calidolactis C 953  toluidina (270 mg/l), pH 8.2 64°C-4h Amarillo Negro
(2.10° esporas/ ml)
B. megaterium ATCC Negro brillante (200 mg/l) azul de
T 9885 (2,8. 10° esporas/ toluidina (10 mg/l), pH 8.5, 45°C-5h Amarillo Negro
ml) cloranfenicol (20 00 ug/l),
B. megaterium ATCC Negro brillante (200 mg/l) azul de
M 9885 (2,8. 10° esporas/ toluidina (10 mg/l), pH 8.0, acido  45°C-5h Amarillo Negro
ml) fusidico (200 pg/l),
B. licheniformis ATCC e .
10 Trifenil tetrazolium (200 mg/l ) o
Q :nét)580 (4.2 10 esporas/ azul de toluidina (10 mg/l), pH 7.0 45°C-5,5h Rosa Azul
B. licheniformis ATCC Trifenil tetrazolium (200 mg/l )
QS 14580 (4.2 10" esporas/  azul de toluidina (10 mg/l), pH 45°C-55h Rosa Azul
ml) 7.0, trimetoprim (100 pg/l)
B: Betalactamicos; T: Tetraciclinas; M:  Macrdlidos; Q: Quinolonas; QS: Quinolonas-Sulfamidas

128



VIII.2.3. Curvas dosis-respuesta

Las curvas dosis respuesta se construyeron para ocho antibiéticos betalactamicos
(amoxicilina, ampicilina, cloxacilina, oxacilina, penicilina 'G', cefoperazone, ceftiofur
y cefalexina), tres tetraciclinas (clortetraciclina, oxitetraciclina y tetraciclina), tres
macrolidos (eritromicina, tilosina y tilmicosina), tres quinolonas (ciprofloxacina,
enrofloxacina y marbofloxacina), cuatro sulfamidas (sulfadiazina, sulfadimetoxina,
sulfametoxazol y sulfatiazol) y tres aminoglucdsidos (kanamicina, neomicina y
estreptomicina) de acuerdo a las directrices del Codex Alimentarius (2010).

Para ello, se analizaron 16 réplicas de 12 concentraciones de modo tal de
obtener resultados negativos en los dos primeros niveles y resultados positivos en
las dos ultimas concentraciones testeadas. Luego, se agregé 50 ul de las
disoluciones fortificadas con antinbidticos a cada pocillo de los bioensayos. Las
microplacas se sellaron con film adhesivo y se incubaron bajo condiciones de
tiempo y temperatura que permitan el viraje de color de las muestras negativas

(Tabla VIII.1).

VIII.2.4. Interpretacion de resultados de los bioensayos
Las respuestas de los bioensayos se interpretaron visualmente por tres
especialistas en forma independiente. Cada analisis se clasifico en términos de
“positivo” o “negativo” cuando se produjeron al menos dos coincidencias en las
respuestas.

Las muestras de leche que no contienen antibidticos o estan presentes a

una concentracion inferior al limite de deteccién del método, permitiran el
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crecimiento de la bacteria-test, acompanado de un cambio en el potencial redox del
medio de cultivo, que se manifiesta por un cambio en la coloracion de los
indicadores redox. Asi, los bioensayos B, My T que contienen negro brillante y azul
de toluidina, cambiaran al amarillo (resultado negativo), mientras que los
bioensayos Q y QS que contienen trifeniltetrazoliun y azul de toluidina, cambiaran
al color rosa (resultado negativo), transcurrido el tiempo de incubacion (Tabla
VIIIL1).

Por el contrario cuando una muestra de leche contiene residuos de
antibidticos a un nivel superior al limite de deteccién de cada molécula para un
bieonsayo, no se producira el crecimiento del microorganismo, y por lo tanto no
habra cambio en el potencial redox manteniendose el color original del bioensayo.
Asi, la persistencia del color negro en algunos de los bioensayos B, T y M, pondran
de manifiesto la presencia de antibiéticos en leche, mientras que la persistencia del
color azul en alguno de los bioensayos Q y QS también indicara presencia de

antibidticos en leche.

VIII.2.5. Calculo de los Limites de deteccion
Las frecuencias de resultados positivos se analizaron segun el siguiente modelo de

regresion logistica (StatGraphics Plus version 5.1 Centurion®, 2008):

L, = Logit [BJ.J=,30 +p,[ATB] +¢, (Ec 1)

Donde: Lj= Modelo lineal Logistico; [Pj]= logit [P/ (1 - Pp)]: (probabilidad de
una respuesta "positiva"/probabilidad de una respuesta "negativa"), Bo, B1=

parametros calculados por el modelo logistico; [ATB]i= concentracion de antibiético
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(i= 1, 2,.. 12 niveles); y g;= error residual. Para cada antibidtico, el limite de
deteccidn se calcul6 como aquella concentracion que produce el 95% de

frecuencias positivas (Codex Alimentarius, 2010; EEC, 2002).

VIII.2.6. Especificidad de los bioensayos

Para este estudio, se utilizaron 160 muestras de leche procedentes de animales
raza Holstein Friesian que tuvieron sus partos un periodo comprendido entre 60 y
90 dias antes del muestreo. Las muestras de leche presentaron valores normales
de composicion quimica (proteinas: 2,10-5,75 g/100ml, grasas: 2,38-6,03 g/100ml,
lactosa: 3,63-5,17 g/100ml, solidos totales: 9,31-12,86 g/100ml), recuento de
bacterias totales (BCC: 13,000-99,000/ml) y recuento de células somaticas (SCC:
2,000-392,000/ml) acorde a Codex Alimentarius (2010). La composicion quimica,
SCC y BCC se determiné con Milko Scan FT-120 (Foss Somatic, USA), Fossomatic
90 (Foss Electric, USA) y BactoScan 8.000S (Foss Electric, USA), respectivamente.

Las muestras de leche se analizaron por triplicado con los cinco bioensayos.
Para este propdsito, 50 pl de muestras de leche se afadié en cada pocillo
individual de cada bioensayo (B, T, M, Q y QS), después se incubo en un bafio de
agua flotante a una temperatura-tiempo para cada bioensayo (Tabla VII.1). Las
muestras también se analizaron simultdneamente con el método Delvotest® (DSM,
Delft, The Netherlands), que se considera un test de cribado referente (AOAC,
2000). Para el calculo de este parametro, se utiliz6 la siguiente ecuacion
matematica:

Especifici dad = negativo

x100 (Ec 2)
total muestras
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VIIl.3. Resultados y discusién

VIII.3.1. Limites de deteccion de los bioensayos

En Tabla VIII.2 se presentan los resultados obtenidos mediante la aplicacién del
modelo de regresion logistica para los 24 antibiéticos analizados mediante los cinco
bioensayos (B, T, M, Q y QS). Los ajustes obtenidos con el modelo de regresion
logistica fueron buenos, puesto que los coeficientes de concordancia porcentuales
estuvieron comprendidos entre 98,7% (sulfametacina con el bioensayo QS) y
99,4% (penicilina con el bioensayo B).

Los parametros B; sefalan la pendiente de la curva dosis respuesta. Valores
superiores de este coeficiente indican que la bacteria-test posee buena sensibilidad
para detectar antibiéticos en leche. Asi, bioensayos B presenta valores mayores de
coeficiente 1 para los antibioticos betalactamicos (comprendidos entre 0,0616 y
5,5301), ademas de tilosina (0,1458) y neomicina (0,0099), bioensayo T muestra
elevados valores de (1 para las tres tetraciclinas estudiadas (B1ciortetraciciina= 0,1637;
B1oxitetraciclina= 0,1258; BiTetracicina= 0,0809), mientras que bioensayo M presenta
elevados valores de este coeficiente para los macrélidos (B1eritromicina= 0,2181;
B1Timicosina= 0,1425; B1Tilosina= 0,1198). El bioensayo Q mostré similares coeficientes
B4 para las tres quinolonas (comprendidos entre 0,1060 y 0,1106) y bioensayo QS
(con trimetoprim) presentd también elevados coeficientes 31 para las sulfamidas

(comprendidos entre 0,2052 y 0,2707).
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Tabla VIII.2. Coeficientes calculados por el Modelo de regresion logistica para la curva dosis respuesta de los bioensayos

Antibidticos B T M Q QS

Bn B4 Ba B4 Bn B4 Bn B4 Ba B4
Betalactamicos
Amoxicilina -6.3773 19392 -4.9124 0.0545 -49057 0.0537 -9.1554 0.0219 -8.7600 0.0261
Ampicilina -8.8622 3.0737 -6.1354 0.0937 -6.1772 0.0924 -4,7193 0.0384 -4.4617 0.0377
Cloxacilina -11.836 0.4084 -5.1654 0.0335 -5.1424 0.0389 -9.1554 0.0219 -8.3468 0.0206
Oxacilina -16.313 0.8706 -4.8035 0.0339 -4,8032 0.0325 -7.2449 0.0267 -7.2674 0.0259
Penicilina “G” -15,299 55301 -10.916 0.0752 -10.955 0.0724 -5.0872 0.1476 -5.0768 0.1456
Cefalexina -9.7361 0.1112 -4.8526 0.0120 -4.8602 0.0117 -10.237 0.0151 -10.364 0.0153
Cefoperazone -59080 0.0995 -4.8658 0.0033 -4.8596 0.0032 -6.3529 0.0129 -6.3398 0.0127
Ceftiofur® -42313 0.0616  -11.861 0.0239 -11.859 0.0233 -7.1114 0.0128 -7.1498 0.0127
Aminoalicosidos
Kanamicina -18.733 0.0026 -15.398 0.0246 -15.332 0.0259 -7.3300 0.0017 -7.8288 0.0017
Neomicina -10.903 0.0099 -2.9801 0.0061 -2.9754 0.0064 -8.8972 0.0002 -8.9971 0.0002
Streptomicina -12.197 0.0045 -13.685 0.0276 -13.537 0.0262 -11.057 0.0002 -10.906 0.0002
Macrolidos
Eritromicina -6.5414 0.0337 -5.6254 0.0907 -4.1801 0.2181 -5.5534 0.0079 -5.5484 0.0080
Tilmicosina -5,7655 0,0262 -6.6341 0,0901 -4,0196 0.,1428 -10,822 0,0146 -10,819 0,0141
Tilosina -4.6664 0.1454 -7.4681 0.0998 -3.0152 0.1198 -8.7288 0.0205 -8.7291 0.0209
Sulfamidas
Sulfadiazina -10,884 0,0007 -14,268 0,0060 -14,188 0.0059 -12,282 0,0102 -16,282 0,2123
Sulfadimetoxina -16,567 0,0023 -18,394 0,0103 -18.,321 0.0102 -11,982 0,0096 -21,825 0,2541
Sulfametoxazol -15,294 0,0044 -14,895 0,0074 -14,961 0.,0075 -13,.912 0,0120 -15,912 0,2052
Sulfatiazol -19.432 0.0051 -13.701 0.0054 -13.698 0.0055 -11.709 0.0119 -23.709 0.2707

Tetraciclinas
Clortetraciclina -4.6026 0,0012 -13,119 0,1637 -9.3559 0.0576 -11,647 0,0137 -11,723 0,0134

Oxitetraciclina -10,811 0,0072 -8,6151 0,1258 -10,999 0.0691 -7.3439 0,0121 -7.3774 0,0123
Tetraciclina -18,.384 0.0124 -7.4310 0.0809 -10.174 0.0591 -7.1065 0.,0088 -7.1163 0.,0085
Quinolonas

Ciprofloxacina -6,3695 0,0337 -15,356 0,0521 -15,329 0.0518 -7,0710 0,1060 -7.0712 0,1097
Enrofloxacina -12,297 0,0037 -3.9754 0,0064 -3,9535 0.,0067 -7.9332 0,1106 -7.9877 0,1112

Marbofloxacina -7,.3085 0,0015 -3.9744 0.0066 -3.9986 0.0067 -6,.5049 0.1091 -6,5235 0.1035

B: betalactamicos; T: tetraciclinas; M: macrolidos; Q: quinolonas; QS: quinolonas-sulfamidas. By y B1: parametros
calculados por el modelo logistico.
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Los limites de deteccion (LD) calculados para cada molécula mediante el modelo
de regresion logistica y los respectivos LMR (Codex Alimentarius, 2010) se
resumen en Tabla VII.3. Con respecto a los antibidticos betalactamicos, el
bioensayo B presentd niveles de deteccidn similares a los LMRs para amoxicilina:
5 ug/l, ampicilina: 4 pg/l, cloxacilina: 36 pg/l, oxacilina: 22 pg/l, penicilina “G™: 3
pg/l, cefalexina: 114 ug/l, cefoperazone: 89 pg/l y ceftiofur: 116 pg/l). Por el
contrario, los antibidticos betalactamicos tienen que estar presentes en la leche a
niveles superiores a 5 LMR para producir resultados positivos en los bioensayos
M, T,QyQS.

Los LD de betalactamicos calculados mediante bioensayo B (Tabla
VIII.3) fueron inferiores a los reportados por Nagel et al., (2013) para un bioensayo
en placas de microtitulacion que utiliza G. stearothermophilus (4 ug/l de penicilina,
14 ug/l de amoxicilina, 8 pg/l de ampicilina, 49 g/l de cloxacilina, 25 ug/l de
oxacilina, 190 ug/l de ceftiofur, 190 ug/l de cefalexina y 140 ug/l de cefoperazona).
Para ensayos en placas de Petri que utilizan G. stearothermophilus, Nouws et al.
(1999) indican niveles inferiores de deteccion (2 ug/l de penicilina, 3 pg/l de
amoxicilina, 2 ug/l de ampicilina, 15 pg/l de cloxacilina, 20 pg/l de oxacilina, 30 ug/|
de ceftiofur, 45 ug/l de cefalexina, 30 ug/l de cefoperazona). En forma similar,
Gaudin et al. (2004) sefialan limites de deteccidn similares a los obtenidos en este
trabajo (Tabla VIII.3) cuando emplean ensayos en placas de Petri (12-16 pg/l de
penicilina G, 5-6 ug/l de ampicilina, 16 pg/l de amoxicilina, 50 ug/l de cloxacilina, 30
Mg/l de oxacilina, 125 pg/l de ceftiofur, 80 pg/l de cefoperazona y 30 ug/l de

cefalexina).
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Tabla VIIL.3. Limites de deteccion (ug/l) de los sistemas microbiologicos en

microplacas

Bioensayos
Antibioticos LMR B T M Q Qs
Betalactamicos
Amoxicilina 4 5 150 140 550 540
Ampicilina 4 4 97 100 200 190
Cloxacilina 30 36 242 208 550 550
Oxacilina 30 22 229 250 380 390
Penicilina “G” 4 3 184 200 54 55
Cefalexina 100 114 650 670 870 870
Cefoperazone 50 89 2360 2500 720 730
Ceftiofur® 100 116 500 500 780 795
Aminoglicosidos
Kanamicina 100 8300 620 590 5900 6020
Neomicina 1500 1400 460 450 59300 59500
Streptomicina 200 3400 490 500 70100 69200
Macrolidos
Eritromicina 40 280 94 33 1070 1100
Tilmicosina 50 350 106 44 700 760
Tilosina 50 52 104 50 450 400
Sulfamidas
Sulfadiazina 100 18100 2400 2400 1500 76
Sulfadimetoxina 100 8200 1800 1800 1500 85
Sulfametoxazol 100 4100 1900 1900 1400 77
Sulfatiazol 100 4400 2500 2500 1200 87
Tetraciclinas
Clortetraciclina 100 5900 98 214 1060 1100
Oxitetraciclina 100 1800 92 202 850 840
Tetraciclina 100 1700 88 222 1200 1100
Quinolonas
Ciprofloxacina 100 4100 290 300 94 91
Enrofloxacina 100 4000 590 560 98 98
Marbofloxacin 75 6800 1050 1100 79 77

Abreviaciones: B: betalactamicos; T: tetraciclinas; M: macrdélidos; Q: quinolonas; QS:
quinolonas-sulfamidas.

Por su parte, bioensayo T presentd niveles de deteccion similares al LMR

(100 ug/l) para clortetraciclina (98 ug/l) y oxitetracilina (92 pg/l) y levemente
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superior de tetraciclina (128 pg/l), debido al aumento de la sensibilidad de B.
megaterium mediante la incorporacién de cloranfenicol en el medio de cultivo
(Tumini et al., 2016a). Sin embargo, bioensayo M que utiliza el mismo
microorganismo sin la adicion de cloranfenicol muestra resultados positivos cuando
las tetraciclinas estan presentes a niveles superiores a 2 veces el LMR (Tabla
VIIL3).

Los limites de deteccion calculados para las tetraciclinas mediante
bioensayo T (Tabla VIII.3) fueron levemente inferiores a los calculados por Nagel et
al., (2013) cuando utilizan un bioensayo con esporas de B. cereus en placas de
microtitulacidon (clortetraciclina: 330 ug/l, oxitratraciclina: 110 ug/l, tetraciclina: 110
pg/l). Tumini et al. (2015) sefialan limites de deteccion similares a los obtenidos en
este trabajo para un bieonsayo en microplacas que contiene esporas de B. pumilus
(clortetraciclina: 117 ug/l, oxitratraciclina: 142 ug/l, tetraciclina: 105 pg/l).

Para ensayos en placas de Petri, Nouws et al. (1999) obtienen valores
inferiores a los calculados en este trabajo cuando utilizan B. cereus luego de 18
horas de incubacion (10 ug/l de clortetraciclina, 30 ug/l de, oxitetraciclina y 30 g/l
de tetraciclina). Por otra parte, Tsai y Kondo (2001) y Gaudin et al. (2004) indicaron
niveles mas altos a los calculados en este trabajo (Tabla VIII.3) con B. megaterium
en placas de Petri (clortetraciclina: 100-200 ug/l, oxitetraciclina: 200-250 ugl/l,
tetraciclina: 200-250 pgl/l).

En cuanto a los macrdlidos, bioensayo M presenté adecuados limites de
deteccion para eritromicina (33 pg/l), tilmicosina (49 ug/l) y tilosina (50 pg/l). Esta

adecuada sensibilidad hacia estos compuestos se puede atribuir a la incorporacion
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de acido fusidico en el medio de cultivo que contiene B. megaterium (Tumini et al.,
2016b). Por el contrario, las moléculas de macrolidos deben estar presentes en la
leche a concentraciones comprendidas entre 2 y 3 veces los LMR para producir
resultados positivos en bioensayo T (Tabla VIII.3).

Los LD de los macrolidos obtenidos para Bioensayo M (Tabla VIII.3) fueron
superiores a los reportados por Nouws et al., (1999) para eritromicina (10 pg/l) y
tilmicosina (6 ug/l) pero inferior a tilosina (100 pg/l) cuando utiliza Kocuria rizophila
en placas de Petri. También, Gaudin et al., (2004) calcularon LD similares para
eritromicina (20-30 pg/l), y tilmicosina (25-50 ug/l) y superiores para tilosina (150-
200 pg/l) en un ensayo en placas de Petri con el mismo microorganismo, aunque
ambos autores obtienen la respuesta transcurridas 18-24 horas de incubacion.

Los residuos de quinolonas en leche son detectados por bioensayos Q y QS
porque poseen limites de deteccion para ciprofloxacina (Q: 94 ug/l y QS: 91 ug/l),
enrofloxacina (Q y QS: 98 pg/l) y marbofloxacina (Q: 87 ug/l y QS: 91 ug/l) similares
a sus respectivos LMRs.

Para los residuos de quinolonas, los limites de deteccidén de los bioensayos
Q y QS (Tabla 3) fueron inferiores a los sefalados por Nagel et al., (2013) cuando
emplean un método microbiolégico en placas de microtitulacion que contiene
esporas de B. subtilis (150 pg/l de ciprofloxacina, 160 ug/l de enrofloxacina y 160
Mg/l de marbofloxacina). Para bioensayos en placas de Petri que contienen células
de E. coli, Nouws et al. (1999) (4 pg/l de enrofloxacina y 5 g/l de marbofloxacina)

y Gaudin et al. (2004) (10 pg/l de ciprofloxacina, 20 ug/l de enrofloxacina y 30 ug/l
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de marbofloxacina) detectan bajas concentraciones de quinolonas en leche aunque
demoran un tiempo de 24 horas en obtener las respuestas.

Con respecto a las sulfamidas, caba destacar que la incorporacion de
trimetoprim al medio de cultivo que contiene esporas de B. licheniformis (bioensayo
QS) mejora notablemente la deteccion de sulfadiazina (76 pg/l), sulfadimetoxina (85
pg/l), sulfametoxazol (77 pg/l) y sulfatiazol (87 pg/l) en comparacion al bioensayo Q
que no contiene trimetoprim (Tabla VIII.3).

Se debe mencionar que los limites de sulfamidas en leche calculados para
bioensayo QS (Tabla VIII.3) fueron inferiores a los sefialados por Nagel et al. (2013)
para sulfadiazina (160 ug/l), sulfadimetoxina (260 ug/l), sulfametoxazol (120 ug/l) y
sulfatiazol (110 ug/l) cuando utilizan un bioensayo con esporas de B. subtilis y
trimetorpim en el medio de cultivo. Sin embargo, en un ensayo de placas de Petri
con esporas de B. subtilis que requiere 18-24 horas de incubacion, Nouws et al.
(1999) obtienen niveles mas bajos para los residuos de sulfadiazina (30 pg/l) y
sulfadimetoxina (20 ug/l) que los reportados en Tabla VIII.3, mientras que Gaudin et
al., (2004) determinan limites de deteccion superiores para sulfadiazina (100 ug/l),

sulfadimetoxina (175 pg/l), sulfametoxazol (100 pg/l) y sulfatiazol (1000 pg/l).

VIII.3.2. Especificidad de los bioensayos

Los resultados de especificidad para cada bioensayo se detallan en Tabla VIIl.4. Se
puede observar que bioensayos B, T y Q presentan valores elevados de
especificidad (99.4%), al igual que el método de referencia Delvotest® SP. Mientras
que las especificidades de bioensayos M (98.8%) y QS (98.1%) fueron ligeramente
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inferiores a los demas métodos. Se debe destacar que Sischo y Burns (1993) y
Charm y Zomer (1995) reportaron especificidades de 98% y 95% respectivamente
cuando evaltan el método Delvotest® SP con muestras de leche libre de

antibiodticos.

Tabla VIIl.4. Especificidad del sistema microbiolégico

Bioensayos Muestras de Positivo Negativo Especificidad
B 160 1 159 99,4
T 160 1 159 99,4
M 160 2 158 98,8
Q 160 1 159 99,4
QS 160 3 157 98,1
Delvotest® SP 160 1 159 99,4

Especificidad (%): (negativas/total muestras) x100.

VIII.3.3. Especificidad cruzada del sistema de cinco bioensayos

Con el propésito de visualizar en forma simultanea los perfiles de deteccion de los
cinco bioensayos para los 24 antibioticos estudiados se confeccion6 la Fig. VIII.1.
El diagrama radial se construyé utilizando una escala en base logaritmica, debido a
la gran amplitud del rango de limites de deteccién del sistema (Table VIII.3) ya que
los LD estan comprendidos entre 3 ug/l (penicilina con bioensayo B) y 70100 pg/l
(estreptomicina con bioensayo Q). Ademas, se eligi6 una escala logaritmica en
términos relativa a los respectivos LMRs de cada molécula (Log LD/LMR). La
implementacién de esta escala permite visualizar la similitud o discrepancia entre el
LD y el LMR de cada antibiético. En este diagrama el circulo 1 corresponde a
valores de Log LD/LMR= 0,1 (el bioensayo detecta antibiéticos a niveles inferiores
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al LMR), el circulo 2 corresponde a Log LD/LMR= 1 (limites de deteccion
equivalentes al LMR), el circulo 3 sefala Log LD/LMR= 10 LMR y el circulo 4 indica
Log LD/LMR= 100 LMR (el bioensayo no detecta el antibidtico).

Se aprecia que bioensyo B (linea azul) detecta los ocho antibidticos
betalactamicos, ademas de tilosina y neomicina; bioensayo T (linea roja) detecta
las tres tetraciclinas y neomicina; bioensayo M (linea verde) detecta los tres
macrolidos y neomicina; bioensayo Q (linea negra) detecta unicamente las tres
quinolonas y bioensayo QS (linea purpura) detecta las cuatro sulfamidas y tres
quinolonas. También se puede observar que kanamicina y estreptomicina no son

detectados por los cinco bieonsayos.

——BioensayoB ——Bioensayo T BioensayoM ——BioensayoQ Bioensayo QS

Amoxicilina

Marbofloxacina Ampicilina

Enrofloxacina Cloxacilina

Ciprofloxacina Oxacilina

Tetraciclina Penicilina “G”

Oxitetraciclina Cefalexina

Clortetraciclina Cefoperazone
Sulfatiazol Ceftiofur®
Sulfametoxazol Kanamicina
Sulfadimetoxina Neomicina

Sulfadiazina Estreptomicina

Tilosina Eritromicina

Tilmicosina

Fig. VIII.1. Patron de deteccion (LD/LMR) para el sistema de cinco bioensayos
microbiolégicos. Circulo 1= 0,1 LMR, circulo 2= LMR, circulo 3= 10 LMR y circulo
4=100 LMR.
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En resumen, cada bioensayo detecta un grupo especifico de antibidtico (a
excepcion de bionsayo Q y QS que clasifican simultaneamente las quinolonas),
neomicina (detectado por bioensayos B, T y M) y tilosina (detectado por bioensayos
B y M), De esta forma, el simple analisis visual de la coloracion de cada bieonsayo
permite clasificar en forma sencilla a un residuo de antibidtico en cinco categorias o
grupos.

Ademas, la deteccion simultanea de quinolonas mediante dos bioensayos (Q
y QS), tilosina en dos bioensayos (B y M) y neomicina en tres bioensayos (B, Ty
M) constituye una herramienta de aseguramiento para el control de residuos en la

cadena lactea, mejorando de este modo la seguridad alimentaria.

VIII.3.4. Clasificacion de antibioticos mediante el sistema de cinco bieonsayos
Tabla VIIL.5 sintetiza la interpretacién visual de los resultados obtenidos mediante el
anadlisis simultaneo de los cinco bioensayos. Las respuestas se observan
visualmente por el cambio de color en cada método. Para los bioensayos B, T y M
el color amarillo implica resultado negativo y el color negro sefiala presencia de
antibidticos en leche. Para los bioensayos Q y QS, el color rosa sefala resultado
negativo y el azul denota la presencia de antibidtico en la leche.

La presencia de betalactamicos en leche se visualiza por la persistencia del
color negro original del bioensayo B. Los residuos de tetraciclinas se ponen de
manifiesto por la persistencia del color negro en bieonsayo T y los residuos de

macrolidos se observan por le persistencia del color negro en bioensayo M. Las
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sulfonamidas se manifiestan por la persistencia del color azul original del bieonsayo
QS, mientras que los residuos de quinolonas se evidencian por la conservacion del

color azul original de los bieonsayos Q y QS.

Tabla VIIL5. Interpretacion de los resultados del Sistema microbiolégico en
microplacas

Antibidticos Resultados

B T M Q Qs
Betalactamicos + @ - - - -
Tetraciclinas - + ) - - )
Macrdlidos - - +© - -
Quinonas - - - +
Sulfamidas - - - -

B: betalactamicos; T: tetraciclinas; M: macrdlidos; Q: quinolonas; QS: quinolonas-
sulfamidas; interferencias cruzadas con (a) neomicina o tilosina, (b) neomicina, (c)
neomicina; + y -, respuestas positivas y negativas respectivamente

Ademas, en la Tabla VIIL5 se aprecia que los residuos de neomicina se
ponen de manifiesto por la persistencia de los colores originales de bioensayos B,
T y M, mientras que los residuos de tilosina se manifiestan por la persistencia de
los colores originales de los bieonsayos B y M, segun se sefialé en Tabla VIII.3. Por
ultimo, se debe destacar que las muestras de leche que producen viraje de color en
los cinco bieonsayos, se clasifican como muestras negativas porque no tienen
antibiético o poseen a niveles inferiores a los limites de deteccion de cada

bioensayo.

VIil.4. Conclusion

142



A modo de sintesis se puede establecer que el sistema microbioldgico en placas de
microtitulacion compuesto por bioensayo B (G. stearothermophilus), T (B.
megaterium), M (B. megaterium), Q (B. licheniformis) y QS (B. licheniformis)
permite detectar una amplia cantidad de residuos de antibidticos en la leche y
clasificar los residuos en betalactamicos, tetraciclinas, macrélidos, quinolonas y
sulfamidas. Este sistema proporciona respuestas dicotomicas colorimétricas de
sencilla interpretacién visual que permite analizar un gran numero de muestras en
un breve periodo de incubacion (4-5.5 horas).

El empleo simultaneo de estos cinco bioensayos representa un mecanismo
de control de antibidticos mas eficiente y riguroso que el empleo de un unico
método microbioldgico. En efecto, la implementacion rutinaria de este sistema en
los laboratorios de control de calidad contribuiria a mejorar la seguridad alimentaria.
Ademas, este sistema disefado en un formato de placas de microtitulacion
termoselladas con papel aluminizado conteniendo bacterias esporuladas, permitiria
su posterior comercializacion, transporte refrigerado y conservacion a 4°C en los
laboratorios antes de ser utilizadas, a diferencia de los sistemas microbiologicos en
placas de Petri que deben utilizarse en forma inmediata a su elaboracién. En un
futuro, nuevos bioensayos que utilicen microorganismos con sensibilidad
especifica a aminoglucésidos deberian desarrollarse para mejorar el perfil de

deteccion y la clasificacion de los residuos de antibiéticos en leche.
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