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RESUMEN

La creciente presion de la agricultura, asi como la busqueda de mayor eficiencia en los sistemas ganaderos, ha
conducido al aumento del empleo de productos farmacoldgicos como estrategias para mejorar la rentabilidad de la
ganaderia. La monensina (MN) es un antibiotico poliéter del grupo de los iondforos elaborado a partir del hon-
go Streptomyces cinnamonensis. En este trabajo se describe la puesta a punto de un método espectrofotométrico
sencillo y eficaz para la determinacién de MN en muestras de piensos para ganado bovino. Se evaluaron alimentos
con diferentes concentraciones de MN conocidas e incdgnitas, recolectadas en las provincias de Cérdoba y La
Pampa (Argentina). Los resultados muestran que el método espectrofotométrico es apropiado para medir MN en
piensos a dosis normales y en sobredosificaciones, siendo Util para revelar presuntas intoxicaciones de origen
alimentario. Comparada con otros métodos, la técnica revela bajo costo en insumos y equipamiento, aunque re-
quiere cierta laboriosidad. Los resultados del trabajo sefialan la idoneidad del método para efectuar la vigilancia
farmacolégica de MN, dado que brinda un rapido y efectivo diagndstico en casos de intoxicacién, de gran utilidad
en laboratorios de baja complejidad.
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INTRODUCCION

La creciente presion de la agricultura, asi como la busqueda de una mayor eficiencia en los sistemas ganade-
ros, ha conducido a un mayor uso de herramientas farmacol6gicas como estrategias para incrementar la rentabili-
dad. En ese contexto, el uso de antibiéticos ha generado una mejora sustancial de la eficiencia en los sistemas de
engorde, hasta alcanzar un uso casi masivo a lo largo de los Gltimos afios 2. Uno de ellos es la monensina (MN),
un antibiotico del tipo poliéter (PE) con actividad como ioné6foro, elaborado por el hongo Streptomyces cinnamo-
nensis, utilizado desde hace més de tres décadas como regulador del metabolismo ruminal L

El uso de MN se ha incrementado en los Gltimos afios, al descubrirse sus efectos benéficos sobre la cria vacu-
na, asi como la optimizacion de la conversion de alimentos y la prevencion de patologias como meteorismo, aci-
dosis y coccidiosis bovina. La dosis terapéutica establecida para MN es de 1 a 3 mg/kg de peso vivo (equivalente
a 30 mg/kg de alimento). No obstante, con frecuencia se reportan intoxicaciones a causa del uso de formulaciones
inadecuadas, incorrecta preparacion en la pre-mezcla, fallas en el mezclado y mala distribucion en el comedero .

Por estas razones, la busqueda de un método de cuantificacién de MN en piensos, utilizando equipamientos y
métodos al alcance de los veterinarios de la especialidad, constituye un objetivo de gran aplicabilidad en produc-
cion animal. En el presente trabajo se describe un método analitico concebido para ser desarrollado en laborato-
rios de baja complejidad y se evalla su desempefio en diferentes matrices alimentarias.

MATERIAL Y METODOS

Técnica propuesta. Se empled una modificacion del método reportado por el Centro de Inspeccion de Alimentos
y Materiales Agricolas (FAMIC: Food and Agricultural Materials Inspection Center, Tokyo, Japon) *. Tal
institucién recomienda un proceso que incluye dos etapas, que aqui denominaremos “pre-analitica” y “anali-
tica”. La primera incluye la preparacion de la muestra, la obtencién de un extracto y la derivatizacion por co-
pulacion con el croméforo p-dimetil-amino-benzaldehido (PDB). La segunda fase es la determinacion espec-
trofotométrica del producto de la copulacion del compuesto, que varia dentro de la escala del color azul, con
méaxima absorbancia a 578 nm.

Toma de muestras. Se analizaron muestras que contenian diferentes concentraciones de MN conocidas e incogni-
tas, recolectadas en las provincias de La Pampa y Cérdoba, Argentina. Se procesaron diez muestras corres-
pondientes a raciones administradas a bovinos en establecimientos con y sin problemas de intoxicacion, asi
como también muestras de nucleos minerales y vitaminicos con el aditivo de MN. En aquellos casos en los
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cuales se report6 intoxicacion alimentaria, se tomaron cinco alicuotas de distintos lugares del comedero, con
posterior homogeneizacion de las mismas para conformar un volumen final de 500 g. Posteriormente se reali-
z6 el muestreo por cuarteo ® y se obtuvo una alicuota final de 100 g.

Procesamiento de la muestra. Las muestras fueron procesadas en un molinillo para reducirlas a un polvo fino.
Diez gramos de este material triturado fueron disueltos en 100 ml de etanol anhidro, agitando la mezcla du-
rante 20 minutos para promover una completa homogeneizacion. Luego, para favorecer la disolucion, se so-
metio la mezcla a agitacidn/vibracion en un bafio ultrasénico durante 5 minutos y se filtré para obtener un ex-
tracto etandlico. Considerando que el medio acuoso interfiere en la reaccién de copulacidn, todo el proceso se
desarroll6 evitando la contaminacién con agua (reactivos, material de vidrio, operaciones de trasvase). Para
establecer la curva de calibracion se dispuso de un pienso como matriz de referencia. A partir de ella se pre-
par6 una muestra de referencia por incorporacion de cantidades apropiadas de MN de calidad analitica. Se
prepararon dos extractos etandlicos, uno desde la matriz de referencia (extracto A) y otro desde la muestra de
referencia (extracto B). A partir de estos dos extractos se prepard una serie de diluciones en el rango de 0 a
110 mg MN/kg de alimento con cinco niveles, por triplicado.

Reaccion de derivatizacion. La reaccion se efectué en medio acido, garantizado por la adicién de H,SO, . El reac-
tivo derivatizante fue el PDB, que generd un producto de color azul, con un maximo de absorcion a 578 nm.
Se preparé PDB en etanol anhidro (1,2 mg/ ml), con un contenido final de 1% de H, SO* 98%. Esta solucién
fue preparada el mismo dia de trabajo (no puede almacenarse). Se dispuso de una bateria de tubos de ensayo
por triplicado, en cada uno de los cuales se colocaron 3 ml de la matriz de referencia (extracto A) con la con-
centracion de MN correspondiente a cada punto de la curva, mas 1 ml de la solucion de PDB. Todos los tubos
fueron tapados e incubados en bafio termostatico a 70°C durante 20 min para el desarrollo de la reaccion.

Espectrofotometria. Una vez frias, las soluciones se analizaron en un espectrofotometro a 578 nm, utilizando
como blanco de reactivo una solucion de etanol: H, SO, 98%. En las muestras que registraron concentracio-
nes superiores a las del rango establecido por la curva de calibracion, las lecturas fueron repetidas previa di-
lucion al 1/2 con el extracto A.

Patrén secundario. El patron de referencia para la puesta a punto del método fue una sal sédica de MN (Sigma-
Aldrich). Para establecer la curva de calibracion se utilizd un extracto obtenido por cristalizacion proveniente
de concentrados minerales comerciales de MN de uso veterinario. Esta MN fue comparada mediante espec-
troscopia infrarroja con la sustancia de referencia, y debié demostrar caracteristicas analiticas equivalentes a
las obtenidas con el patron comercial.

RESULTADOS

En la Tabla 1 se presentan los datos correspondientes a la curva de calibracion de MN ajustada por regresion
lineal. En la Tabla 2 se detallan las muestras analizadas y la composicién de cada una de ellas, asi como los resul-
tados esperados y obtenidos.

En piensos formulados bajo diferentes condiciones (no asociados a casos de intoxicacion) se registraron valo-
res en un rango que iba desde el limite de deteccion de la técnica hasta 19 ppm. En muestras obtenidas en casos de
intoxicacion se hallaron valores que se ubicaron por debajo del limite de deteccion hasta niveles de 142 ppm. En
muestras provenientes de nlcleos comerciales, donde se esperaban resultados 10 veces mayores a los del pienso
(300 ppm) se hallaron niveles maximos de 46 ppm.

Tabla 1. Evaluacion estadistica del método analitico.

panimetros valores

nimere de muoestras utilizadas 25

miveles a

r 099173

ordenada al origen {error estodistico)  0,13995 = 00224
pendiente 001691 (321887 x 107
limute de deteceidn (LOD) I mefkg

limite de cuantificacadn (LOC B mglkg

rango lineal Ba 110 mg MMke de alimento
rango normal (de decisidn) E-40 mg MNA&e de alimenio
valor de rigsgo veterinanio 200-300 mefkg

LOD: limite de deteccidn, LOCY: limite de cuantificacion.

Tabla 2. Concentracién de monensina esperada versus hallada en distintas muestras de alimentos.
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M*  descripoion composicion de la muesirn analizds 1rni:.l'!itp] Im[::ﬂn'l

1 racion Racién bovinoes de carne { gramno de 111ui:{,1|.)ei|¢t 30 < L)
norial de girasal, ete. ) con ineorporacién de MN

2 raciim L5 Racién bovinos de came {grano de maiz, pellet 45 b
veces [ dosis  de girasol, ete.) con incorporacion de MN.

3 racidn Racion bovinos de carne 30 =L
norimal (grano de maiz, pellets de girasal).

6 racidn Racion bovinos de came 30 1%
normal {erano de maiz, pellets de girasal ).

3 caso . Racion hux‘irl_n:u_l.' de came 30 < L0}
intoxicacion  (erano de maiz, pellets de girasal ).

4 caso Racion bovinos de came 30 =L
intoxacacion  {grano de maiz, pellets de girasol ).

T casp - Racion bovinos de camne {grano de maiz, 30 80
intoxiencién  pellets de girasol) Villa Maria, Cordoba.

8 caso Racion bovinos de came 30 142
intoxacacion  {grano de maiz, pellets de girasol ).

9 nicleo Nicleo mineral bovinos con MN 300 23
comercial {para agregar al 1ea),

10 nhclec Mucleo mineral bovinos con MN 300 44
comercial {pare agregar ol 109a).

RE: resultado esperado en alimento en virtud del procedimiento de dosificacion y

mezcla informado; RH: resultade hallado en alimento, LOD: limite de deteccion,

LOCY lHmite de cuantificacion

DISCUSION

En la region denominada “pampa humeda” de Argentina, se han reportado varios incidentes aislados, relacio-
nados con la intoxicacién del ganado por sobredosificacion con MN. En ninguno de dichos casos se realiz6 la
determinacion de la concentracion de MN en los piensos involucrados. Ello fue asi fundamentalmente porque no
existen protocolos de preparacion de piensos adicionados con premezclas conteniendo MN, destinados al control
de las concentraciones finales del antibidtico. Tal afirmacion se basa en nuestras experiencias adquiridas en el
campo Yy coinciden con afirmaciones publicadas por otros colegas 10 .

La MN posee una gran afinidad por cationes como el sodio, lo cual altera in vivo la polaridad de la membrana
celular, afectando las fibras de los masculos esquelético y cardiaco, generando una miocardiopatia que cursa con
estasis sanguinea y consecuente edema intersticial pulmonar 8 . La toxicidad puede presentarse tanto en forma
aguda como cronica, dependiendo de la dosis ingerida. La DL50 en vacunos se ha establecido entre 50 y 80 mg/kg
de peso vivo, en tanto que las primeras manifestaciones clinicas de intoxicacion aparecen frecuentemente con
dosis de 10 mg/kg de peso vivo 9 .

Ello implicaria un estrecho margen para las sobredosis, con elevado riesgo de muerte del animal intoxicado.
Sin embargo, las tasas de mortalidad reportadas han sido muy variables con valores que oscilan entre 1% y 26% 7,
10, 11 . La ausencia de acuerdo respecto a los margenes de seguridad de MN puede ser una de las causas que esta
generando un creciente aumento de casos de intoxicacion en bovinos bajo alimentacion controlada.

A comienzos de la década de 1970 se establecieron varios métodos analiticos de deteccion y confirmacién de
uno o mas antibiéticos del tipo PE en alimentos, tal como la MN. La mayoria de tales métodos se basan en croma-
tografia liquida de alta presion (HPLC), lo cual requiere un equipamiento de laboratorio de alta complejidad y -
consecuentemente- elevado costo. Dado que varios de estos PE no responden al ultravioleta o a la fluorescencia,
los procedimientos analiticos deben recurrir a pasos previos denominados “derivatizaciones” o al uso de detecto-
res de masa, lo cual torna mas complejas las mediciones 3, 4, 6 .

En cuanto al método aqui descrito, aunque parcialmente laborioso, permite obtener resultados certeros dentro
de los rangos de interés esperados. La variabilidad en cuanto a los resultados obtenidos, no solo para aquellos
casos en los cuales la concentracién de MN se encontraba dentro de los limites terapéuticos, sino también para
aquellas muestras correspondientes a casos de intoxicacion, pudo ser ocasionada por fallas del mezclado o una
muestra de pienso que no correspondié al momento en que se presento el caso.

Este punto parece ser critico a la hora de evaluar la concentracion de MN, dado que el proceso analitico mos-
tré muy buena respuesta en la prueba de calibracion. En establecimientos de gran envergadura, las dietas son pre-
paradas diariamente en el mixer (carro de mezclado del alimento), por lo cual la muestra tomada para el analisis,
puede tener una composicion tal vez diferente a la que genero el caso de intoxicacion, arrojando un resultado falso
negativo. Asimismo, debe tenerse en cuenta que cuando aparecen los signos de intoxicacion y/o muertes, muchas
veces son causados por alimentos administrados horas o dias previos al momento del muestreo.
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Los ensayos preliminares indican que esta técnica es Util para la deteccion de MN en piensos, aungue no para
otras formulaciones como pre-mezclas y alimento balanceado, considerando que ciertos componentes del alimen-
to podrian generar un efecto matriz que dificulte la interpretacion de los resultados. Del presente trabajo surge la
necesidad de evaluar un mayor nimero de muestras, asi como la necesidad de disefiar y aplicar muestreos repre-
sentativos del comedero que uniformicen tanto la cantidad como la calidad de las muestras, para obtener alicuotas
representativas de la partida de alimento problema.

A manera de conclusion es dable resaltar que la técnica ensayada en piensos se reveld Util para evaluar MN
tanto en dosis terapéuticas como en sobredosificaciones. Aunque requiere cierta laboriosidad, es un método de
bajo costo en cuanto a insumos y equipamientos requeridos, comparado con otros procedimientos. Su aplicacion
permitird optimizar la formulacion de las dietas y la concentracion de sus componentes, evitando trastornos clini-
cos y subclinicos capaces de afectar la rentabilidad del sistema ganadero. Asimismo, tal practica contribuiria a
regular el uso racional de los productos farmacoldgicos de uso veterinario.
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