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RESUMEN

Sobre criterios de riesgos ambientales
y sanitarios asociados al uso de antibidticos
en la produccion animal, se utilizd6 un método
microbiologico y un método analitico por HPLC
para cuantificar tetraciclinas y determinar su
identidad, respectivamente, en lotes de alimen-
to para cerdos (n=4), tilapia (n=3) y pollos de
engorde (n=2) producidos en Costa Rica. Tres
alimentos para consumo de cerdos y 2 alimen-
tos para consumo de tilapias dieron resultados
positivos por ambas técnicas. Los alimentos
para cerdos positivos contenfan clortetraciclina
en concentraciones superiores a las permitidas
por los reglamentos vigentes en el pafs y los
alimentos de tilapia positivos contenian oxite-
traciclina en concentraciones iguales o mayores
a las detectadas en los alimentos para cerdos.
Los alimentos para pollos, por el contrario, no
contenian tetraciclina, ni oxitetraciclina ni clo-
tetraciclina. Se hallaron incongruencias entre las
concentraciones de tetraciclinas detectadas y las
especificadas en la etiqueta de 4 muestras. Estos
resultados justifican una mayor vigilancia por
parte de los productores, consumidores y autori-
dades sanitarias costarricenses.

1 Autor para correspondencia. Correo electronico:
cesar.rodriguezsanchez@ucr.ac.cr
* Centro de Investigacion en Enfermedades Tropicales

(CIET), Universidad de Costa Rica.

Aceptado: 07/09/10

ABSTRACT

Microbiological detection of tetracycli-
nes in 9 lots of animal feed produced in Costa
Rica: Infringement of norms and incongruen-
ces with the official labeling. Considering the
environmental and sanitary risks associated with
the use of antibiotics in animal production, we
used a microbiological method and an analytical
method by HPLC to evaluate the presence of
tetracyclines in 9 lots of animal feed for swine
(n=4), tilapia fish (n=3) and broiler chicken (n=2)
produced in Costa Rica. Up to 75% and 67%
of the swine and tilapia feed samples analyzed
gave positives results using both techniques,
respectively. By contrast, the broiler chicken
feed samples did not contain any of the three
tetracyclines included in the tests. All positive
swine feed samples contained chlortetracycline
in concentrations higher than those allowed by
the Costa Rican regulation. Positive tilapia feed
samples contained oxitetracycline in concen-
trations equal or greater than those detected in
swine feed. In addition, four samples exhibited
inconsistencies between the concentrations of
tetracyclines detected and the concentrations
specified in their labels. These results justify a
stronger monitoring by the producers, consumers
and national sanitary authorities.

ok Centro de Investigacion en Nutricion Animal
(CINA), Universidad de Costa Rica.
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INTRODUCCION

Debido a su facil absorcidn, alta toxicidad
selectiva y bajo costo, las tetraciclinas se utilizan
como agentes terapéuticos, profilacticos o esti-
mulantes de crecimiento en ganado de engorde,
aves de corral, cerdos, cabras, caballos, cone-
jos, camarones, tilapias, y salmones, entre otros
(Michalova et al. 2004, Scott y Fedorka-Cary
2002, Schwarz et al. 2001).

Solamente en el 2008, Costa Rica impor-
to 27 081 kg de productos agropecuarios que
contienen oxitetraciclina como principal ingre-
diente activo (Servicio Fitosanitario del Estado
2009). Sin embargo, este tipo de productos se
utilizan inadecuadamente debido a la falta de
programas que concienticen al productor sobre
los efectos nocivos que el uso irracional de los
mismos tiene sobre el ecosistema de la unidad de
produccidén pecuaria y la falta de programas de
monitoreo y control por parte de las autoridades
gubernamentales.

Esta situacion desatendida tiene graves
implicaciones ambientales y sanitarias ya que los
antibidticos administrados a los animales terres-
tres o acuaticos en el alimento, las bacterias resis-
tentes y los genes de resistencia asociados pueden
persistir en los suelos o sedimentos (Chander
et al. 2005, Thorsten et al. 2003, Wing-Jones
2008), alcanzar fuentes de aguas subterraneas
(Witte 2000), diseminarse a otros sitos a través de
fertilizantes preparados con excretas de animales
tratados o aguas de riego contaminadas (Jurgen-
sen y Halling-Sorensen 2000, Ghosh y LaPara
2007), o entrar en contacto con los consumidores
si se absorben o adsorben a cultivos o carnicos
(Gaunf y Piddock 1996, Katz y Ward 2005). Por
otro lado, el mal uso y abuso de los antibidticos
en la agricultura costarricense puede tener un
impacto negativo en la economia del paifs, ya
que los productos pueden llegar a ser rechazados
por los consumidores locales y los importadores
debido a que no cumplen con los estandares de
calidad esperados.

Debido a que a nivel nacional no se con-
trola de forma rutinaria la concentracion de
tetraciclinas en alimentos para consumo animal,
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el objetivo de la presente investigacion fue aplicar
un método microbioldgico para la cuantificacion
de oxitetraciclina a 9 muestras de alimento para
cerdo (n=4), tilapia (n=3) y pollo (n=2) produci-
das en Costa Rica. Los resultados fueron corro-
borados cualitativamente mediante un método
por HPLC y comparados con la reglamentacion
vigente y con las etiquetas con que los alimentos
fueron inscritos en el Registro de Control de Cali-
dad de la Direccion de Alimentos para Animales
(Servicio Nacional de Salud Animal, Ministerio
de Agricultura y Ganaderia de Costa Rica).

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion de muestras de alimentos de
consumo animal

Se colectaron muestras de al menos un kg
de alimento en 5 empresas costarricenses produc-
toras de alimento para cerdos, pollos o tilapias
durante enero y agosto de 2009 (Cuadro 1). No
se analizaron mas muestras debido a la negativa
de otros productores para colaborar voluntaria-
mente en el estudio o por la no disponibilidad
de lotes alternativos en las empresas visitadas.
Todas las muestras fueron almacenadas por no
mas de un mes en un lugar seco y oscuro para
evitar la degradacion de los analitos antes de ser
analizadas.

Deteccion microbiologica de tetraciclinas

La deteccion microbioldgica de tetraci-
clinas se basd en 2 modificaciones del método
968.50 de la Asociacion de Comunidades Ana-
liticas (AOAC International 2000). Este procedi-
miento fue originalmente disehado para detectar
oxitetraciclina a través de la inhibicion del creci-
miento en plato de una cepa sensible de Bacillus
cereus (ATCC 11 778), sin embargo, no discrimi-
na entre este analito y otras tetraciclinas.

La primera modificacion consistio en
obtener las esporas de Bacillus cereus ATCC 11
778 en platos de agar nutritivo suplementado con
50 mg.I" MnSO,-H,0, 100 mg.I"' CaCl,-2H,0 y
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Cuadro 1. Cuantificacion microbiologica e identificacion por HPLC de tetraciclinas en alimentos para consumo animal produ-

cidos en Costa Rica.

Concentracion de

Antibidtico indicado en tetraciclina segtin el Tetraciclina
Empresa Muestra  Tipo de alimento Lote . 1 ) @ segt L. identificada por
la etiqueta (mg.kg™) método microbiologico
N HPLC
(mg.kg™)
A Al Tilapia (engorde) 17942  Oxitetraciclina 376+0,05 Oxitetraciclina
(no indica)
A AS Tilapia (desarrollo) 17985 Ninguno 0 Ninguno
B B2 Tilapia (adulto) ND%  Ninguno 261+0,05 Oxitetraciclina
C C3 Cerdo (inicio) ND Clortetraciclina (2000) 260+0,05 Clortetraciclina
C C4 Cerdo (inicio) ND Ninguno 87+0,05 Clortetraciclina
C Cc7 Cerdo (inicio) ND Clortetraciclina 84+0,05 Clortetraciclina
(50)
D D6 Cerdo (inicio) 4514  Bacitracina 0 Ninguno
metilendisalicilato
(22); Fenbendazol (4);
Feniclor (62)
E E8 Pollo (crecimiento) ND Ninguno 0 Ninguno
E E9 Pollo (crecimiento) ND Ninguno 0 Ninguno
&ND: Informacion no disponible.

Esta concentracion se determina usando curvas de calibracion que describen la relacion lineal entre el tamaho de los

halos de inhibicion del crecimiento de Bacillus cereus ATCC 11 778 y la concentracion de un patron de oxitetraciclina
o tetraciclina presente en un plato de agar Agar Nutritivo suplementado con 50 mg.I"' MnSO,-H,0, 100 mg.I"' CaCl,-2

H,0 y 500 mg.I"' de MgSO,7 H,0.

500 mg.I'! de MgSO,-7 H,0, en lugar de platos de
agar antibidtico N°. 1 debido a la pobre esporula-
cion de la cepa en estos Gltimos platos. Por otro
lado, y para incrementar el 4&mbito de concentra-
ciones de tetraciclinas detectables, calculamos
curvas de calibracion con 9 concentraciones de
oxitetraciclina y tetraciclina (0,1; 0,15; 0,2; 0,3;
0,4; 0,5; 0,6; 0,8 y 1,0 mg.kg") en lugar de las 5
concentraciones de oxitetraciclina recomendadas
por el método (0,1; 0,15; 0,2; 0,3 y 0,4 mgkg™).
Estas curvas de calibracion relacionan el halo
de inhibicidn del crecimiento de Bacillus cereus
ATCC 11 778 (variable dependiente, eje Y) con la
concentracion de patron de oxitetraciclina o tetra-
ciclina afiadida in vitro (variable independiente,

eje X). Al mismo tiempo, se realizaron experi-
mentos de recuperacion por medio del método
modificado a una muestra de alimento libre de
tetraciclinas a la que se le ahadieron concentra-
ciones conocidas de oxitetraciclina o tetraciclina.

La preparacion de las muestras, la extrac-
cion de las tetraciclinas con metanol a partir
de los alimentos, la inoculacion e incubacion
de los platos con el biosensor, y la lectura de
los halos de inhibicion se realizd sin modifica-
ciones. La concentracion de tetraciclinas en las
muestras se determind al interpolar el tamafio
del halo de inhibicion causado por los extractos
de los alimentos en las curvas de calibracion
arriba mencionadas (preparadas con estandares
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de concentracion conocida). Los resultados obte-
nidos representan el promedio de 6 repeticiones,
para lo que se utilizo agua destilada estéril como
control negativo.

Identificacion de tetraciclinas por HPLC

Para corroborar que la inhibicion del cre-
cimiento de Bacillus cereus ATCC 11 778 se
debiera a la presencia de oxitetraciclina, tetra-
ciclina, o clortetraciclina, los alimentos fueron
analizados de forma cualitativa mediante HPLC.
Para esta cromatografia en fase reversa se utilizd
una columna SB-C8 (150 x 4,6 mm, 5 ym) y una
mezcla 45:50:5 de acetonitrilo, agua acidifica-
da con 0,1 mmol.ml"! 4cido trifluoroacético y
metanol como fase movil. La separacion fue iso-
crética, con un flujo de fase movil ajustado a 0,5
ml.min!, una temperatura de columna de 30°C,
e inyectado 20 uL de las muestras. Los analitos
se visualizaron con un detector ultravioleta a 355
nm y un detector de fluorescencia (A, ..., =390
nm; Kexci[aci6“=493 nm) posterior a una derivatiza-
cion post-columna con 0,1 mmol.ml! A1C13.6H20
(pH=3,4) a 60°C. Como controles se utiliza-
ron oxitetraciclina dihidratada (SigmaUltra, lote
112H01231), clortetraciclina hidrocloruro (Sigma,
lote 127F-0609) y tetraciclina hidrocloruro (Bio-
Chemika, Fluka, lote 431039/1 60203038).

Este procedimiento no se usd para deter-
minar la concentracion de oxitetraciclina, tetra-
ciclina, o clortetraciclina en los alimentos porque
no permite determinar la fraccion biodisponible
responsable de sus efectos biologicos y ademas
porque no permite detectar sustancias inhibito-
rias del crecimiento de Bacillus cereus ATCC
11 778 que no fluorezcan ni se derivaticen con
AICI,.6H,0.

Normas para la interpretacion de los
resultados

La normativa que regula el uso de antibi6-
ticos en alimentos para animales en Costa Rica se
ampara en los capitulos VII “De las indicaciones
para el uso de medicamentos aditivos y nitrogeno
no proteico”, y IX “Medicamentos y aditivos” del
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reglamento a la Ley de la Reptblica 6683, en su
decreto N°. 16 899—Ministerio de Agricultura y
Ganaderia (MAG).

Las referencias que utiliza la Direccion de
Alimentos para Animales del Servicio Nacional
de Salud Animal del Ministerio de Agricultura
y Ganaderia para aprobar medicamentos o cual-
quier aditivo son los reglamentos de la Adminis-
tracion de Alimentos y Drogas del Departamento
de Salud y Servicios Humanos de EE. UU (FDA).
En este sentido, la FDA establece que la oxite-
traciclina como promotor de crecimiento para
cerdos y pollos debe anadirse a los alimentos
en concentraciones entre 11 y 55 mgkg!. Este
mismo antibidtico debe ahadirse a una concen-
tracion de 22 mgkg! y 110-550 mgkg! para el
tratamiento de enfermedades en cerdos y pollos,
respectivamente. En el caso de las tilapias, sola-
mente se permite el uso de la oxitetraciclina con
fines terapéuticos en concentraciones menores o
iguales a 2,5-3,5 g/ 45,5 kg de pez.dia’!. Este dato
se obtuvo con la extrapolacion de los valores que
se estipulan para pez gato y salmonoides debido
a que la FDA no considera el caso especifico para
tilapia. La FDA recomienda que la clortetracicli-
na se ahada en la industria porcina en concen-
traciones entre 11-55 mg.kg"! como promotor de
crecimiento y entre 55-440 mg.kg™! como agente
terapéutico.

RESULTADOS

Las 2 modificaciones realizadas al método
968.50 permiten detectar, con una correlacion
lineal de 1?=0,95 y una reproducibilidad con
coeficientes de variacion alrededor del 0,1%,
entre 0,1 ug mI'y 1,0 ug m.I" de tetraciclina
y de oxitetraciclina. Los porcentajes de recupe-
racion para tetraciclina y oxitetraciclina fueron
del 91% y 82%, respectivamente. La especifi-
cidad del método se corrobord al observar una
disminucion cercana al 35% en los diametros
de inhibicion cuando los extractos metandlicos
fueron diluidos con 0,5 M CaCl, en lugar de agua
destilada estéril (datos no mostrados).
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De acuerdo al método microbiologico, 3
alimentos para consumo de cerdos (C3, C4 y C7)
y 2 alimentos para consumo de tilapias (Al y B2)
contenian tetraciclinas (Cuadro 1). El método por
HPLC, por su parte, demostrd que las muestras
que dieron resultados positivos en el analisis
microbioldgico contenian oxitetraciclina o clorte-
traciclina (Cuadro 1).

Los 3 alimentos para consumo de cerdos
con resultados positivos (C3, C4, C7) contenian
clortetraciclinas en concentraciones superiores a
las permitidas en la legislacion. Por su parte, los
2 alimentos para tilapia positivos (Al y B2) con-
tenfan oxitetraciclina en concentraciones iguales
o superiores a las detectadas en los alimentos
para cerdos.

Solamente 3 de los 9 alimentos analizados
tenfan la informaciéon completa en las etiquetas
(Cuadro 1). La concentracion de tetraciclinas
detectada en el alimento para tilapia B2 y en los
alimentos para cerdos C4 y C7 fue mayor que la
reportada por el productor (Cuadro 1). Dos de
estos alimentos no debfan contener tetraciclinas
(B2, C4). La situacion inversa también fue obser-
vada, ya que el alimento para cerdos C3 mostrd
una concentracion de clortetraciclina menor a la
reportada en la etiqueta de garantia.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los porcentajes de recuperacion obser-
vados en este estudio son congruentes con los
reportados para este tipo de matrices (Wang et al.
2008). Por otro lado, la disminucidn de la activi-
dad de las tetraciclinas en presencia de calcio se
debe a un fendmeno de quelacion y precipitacion
por parte de cationes divalentes, lo que impide el
transporte del antibidtico a través de membranas
celulares (Palm et al. 2008).

Los alimentos para consumo animal son
cominmente suplementados con calcio y cationes
divalentes que podrian disminuir la concentra-
cion biodisponible de las tetraciclinas. Por tanto,
los resultados aqui expuestos probablemente sub-
estiman la concentracion total de tetraciclinas
presentes en los alimentos analizados. De todas

formas, y a pesar del namero reducido de mues-
tras analizadas, los resultados indican que algu-
nos alimentos para consumo de cerdo y tilapia
producidos en Costa Rica pueden contener clor-
tetraciclina (cerdos) u oxitetraciclina (tilapia) en
concentraciones no permitidas y/o incongruentes
con las especificadas en las etiquetas.

Desde una perspectiva ambiental y al
considerar que la crianza de cerdos asi como de
tilapias son actividades que generan toneladas de
excrementos con altas concentraciones de tetra-
ciclinas y metabolitos activos dia a dia (Hansen
et al. 2002, Chen et al. 2010), se anticipa una alta
prevalencia de bacterias resistentes y de genes
de resistencia a tetraciclinas en agroecosistemas
costarricenses donde se utilicen fertilizantes pre-
parados con cerdaza o aguas de riego que hayan
tenido exposicion directa o indirecta a porqueri-
zas y fincas de tilapia (Knapp et al. 2010, Zhang
et al.2009, Bustamante et al. 2003). Esta situacion
es preocupante, ya que compromete la utilidad
de estas drogas en las actividades agropecuarias
(Vidaver 2002) y en la medicina humana y vete-
rinaria (McEwen y Fedorka-Cray 2002, Witte
1998, Swartz 2002).

Algunos alimentos para consumo animal
producidos en Costa Rica, asi como productos
agricolas obtenidos en fincas donde los animales
reciben estos alimentos, podrian ser suscepti-
bles de sanciones o cierre de mercados debido
a la presencia de bacterias resistentes, genes de
resistencia y/o antibidticos en concentraciones
no permitidas o incongruentes con el etiquetado.
Un ejemplo seria el caso de Europa, en donde el
uso de antibidticos estd prohibido en la nutricion
animal. Esta situacion ha sido abordada en los
Gltimos afios por autoridades sanitarias en pai-
ses desarrollados (FAO/OIE/WHO 2006, WHO
1997) y se ha discutido ampliamente en la redac-
cion del Gltimo Codex Alimentarius de la Organi-
zacion de las Naciones Unidas para la Agricultura
y la Alimentacion (FAO 2009).

Las diferencias entre las concentraciones
indicadas en las etiquetas y las encontradas en los
productos podrian deberse a fallas en el proceso
de limpiado de los tambores de mezcla o al uso de
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antibioticos de dudosa calidad, entre otros. Este
altimo aspecto es critico debido a que la calidad
del antibidtico que se utiliza como materia prima
tiene un impacto directo en su biodisponibilidad
y actividad bioldgica (Barr 1969).

Se recomienda a los consumidores de ali-
mentos para animales producidos en Costa Rica
informarse acerca de los procesos de manufactu-
ra utilizados por las empresas nacionales, exigir
un apropiado etiquetado y evaluar constantemen-
te la composicion y homogeneidad de los lotes de
alimento que compran. Al mismo tiempo, insta-
mos a los productores a vigilar la composicion
de sus alimentos de forma estricta y a seguir las
buenas practicas de manufactura recomendadas
para este tipo de procesos y a las autoridades
sanitarias costarricenses a instaurar programas
de monitoreo y regulacion del uso de antibidticos
en las actividades agropecuarias.
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