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OPTIMIZACION DE UN METODO MICROBIOLOGICO PARA LA DETECCION DE
MONENSINA SODICA EN PIENSO

N. Prieto, L.J. Castro, M.J. Mora, P. Lavin, A.R. Mantecén
Estacién Agricola Experimental. CSIC. Apdo. 788. 24080. Le6n

INTRODUCCION

El empleo de sustancias de accién farmacolégica en alimentacién animal
puede dar lugar a la aparicién de las mismas o de sus residuos en los alimentos, con
el consiguiente riesgo para la Salud Publica.

La monensina es un compuesto farmacoldgicamente activo, catalogado como
antibiético ionoforo, tratdndose en concreto de un poliéter monocarboxilico
(Richardson et al. 1976) que se comercializa en forma de sal sédica. Se obtiene a
partir de la fermentacién de una cepa de Streptomyces cinnamonensis, bacteria que
se encuentra comunmente en muestras de suelos, siendo aislada por primera vez en
1967 por Haney y Hoehn. Tanto su funcién coccidiostatica en pollos, como su
actividad promotora de crecimiento, han extendido su uso en las producciones
pecuarias, si bien, el empleo de monensina es sélo temporal ya que la Comisién de
la Unién Europea propuso su prohibicién a partir de enero de 2006. No obstante, la
utilizacion de monensina esta restringida, actualmente, en varios proyectos de
produccién de carne de calidad.

E! objetivo del presente trabajo fue estudiar la sensibilidad de diferentes
microorganismos a la accién de la monensina, con el fin de desarrollar un método
eficaz, basado en la inhibiciébn del crecimiento microbianc, para la deteccién de
monensina en piensos y en premezclas.

MATERIAL Y METODOS

Para la realizacion de esta prueba experimental se siguid el método
microbiolégico de difusidbn en placa y se testaron cuatro microorganismos:
Escherichia coli CECT 434, Bacillus subtilis BGA CECT 482, Bacillus
stearothermophilus CECT 47 y Bacillus cereus CECT 5051. Para ello, se prepararon
placas de cada microorganismo, empleando como medio de cultivo Agar Mueller-
Hinton (Merck 05437). En el caso de Bacillus subtilis BGA, se prepararon también
placas utilizando Agar de ensayo pH 6.0 (Merck 10663) y Agar de ensayo pH 8.0
(Merck 10664).

En una primera etapa, se estudié el efecto de distintas concentraciones (100;
50; 10; 1; 0,5; 0,1, 0,05y 0,\01 ug/ml) de monensina sodica (Sigma M 5273) sobre el
crecimiento de los distintos microorganismos anteriormente sefalados. En cada
placa de cultivo, se colocaron los siguientes discos de papel de filtro (Whatman 1; 6
mm de diametro): tres discos impregnados con 20 ul de una de las concentraciones
problema, tres discos impregnados con una concentraciéon fija de 50 ug/ml, que se
utilizé de referencia, y un disco que sirvié como control negativo. Para cada una de
las concentraciones estudiadas se emplearon 3 placas, de manera que se
prepararon un total de 24 placas por microorganismo y medio de cultivo utilizado.

Las placas se incubaron en estufa durante diferentes horas y temperaturas
segln el microorganismo a ensayar (ver tabla 1) y realizado el periodo de
incubacion, se midieron los halos de inhibicién de crecimiento que aparecieron
alrededor de los discos, cuantificando éste a partir de 0,5 mm de distancia del
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extremo exterior del disco. Posteriormente, se procedid a la correccién de los valores
obtenidos para cada concentracién, en base a los valores obtenidos de la
concentracion de referencia, obteniendo asi, unas rectas de calibrado.

En una segunda etapa se realizo la validacién del método mas sensible,
seglin los resultados obtenidos en la etapa 1. Para tal fin, se elaboraron cuatro
piensos con concentraciones variables de monensina soédica (300; 100; 50 y 25
ug/g). Una vez obtenidos los piensos problema, se procedié a la extraccion del
ionoforo segun el procedimiento oficial descrito por el Analytical Methods Committee
(1981). Los extractos obtenidos se emplearon para realizar el estudio, de manera
que en cada placa de cultivo se colocaron los siguientes discos: tres discos
impregnados con 20 ul de uno de los extractos obtenidos, tres discos impregnados
con una concentracién fija de 1 pg/ml, que se utilizd de referencia, y un disco que
sirvid como control negativo. Para cada extracto de pienso se prepararon tres
placas, de manera que se estudiaron un total de 12 placas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Como puede observarse en la tabla 1, existen diferencias cuantitativamente
importantes entre los diferentes microorganismos testados. Asi, Escherichia coli fue
el microorganismo menos sensible experimentalmente, siendo el coeficiente de
determinaciéon entre la concentracion de monensina y el diametro del halo de
inhibicion de 0,69. En el lado opuesto, se situ6 el microorganismo Bacillus
stearothermophilus, con un coeficiente de determinacion de 0,94 y una
concentracion minima inhibitoria de 0,0206 pg/ml.

Resultados similares fueron encontrados por Kozarova y Maté (2000), aunque
el rango de concentraciones de monensina en el cual observaron los halos de
inhibicién, en el caso de Bacillus stearothermophilus, fue de 1 a 1000 ng/mi,
claramente superior al empleado en el presente estudio.

Tabla 1: Coeficiente de determinacion (r ?) de las ecuaciones de prediccién
(concentracién monensina = a + b . halo inhibicién) y concentracion minima inhibitoria
tedrica (CMI) para los diferentes microorganismos.

2

Microorganismo  ufc/ml Medio de pH T*(°C) Horas Concentracién r a b CMI
cultivo sélido {ug/ml) {pg/mi]
Escherichia ccti 10°  Mueller-Hinton 7.4 37¢1,0 18 0,1-100 06897 22,1 23228 0,0029
CECT (Merck 05437)
Bacillus cereus 10° Mueller-Hinton 7.4 3710 18 0,1-100 09091 -3,0 02474 02924
CECT 5051 (Merck 05437)
Bacillus subtilis BGA 10° Agarde ensayo 6 30t1,0 18 0,1-100 09145 -34 03195 02986
CECT 482 (Merck 10633)
Mueller-Hinton 7,4 3010 18 0,1-100 09594 -2,7 0,1879 0,2563
(Merck 05437)
Agardeensayo 8 30x1,0 18 0,1-100 08168 -3,0 02394 0,2660
(Merck 10664)
Bacillus s N 0 0383 56 5 0
stearothermophilus 10 Mueller-Hinton 7,4 63+2,0 8 0,01-1 0,938 -5, 0,2536 0,0206
CECT 47 (Merck 05437) )

Cuando se llevd a cabo la validacién, en la prueba inicialmente realizada con
los extractos obtenidos, de acuerdo con el procedimiento descrito, no se pudieron
estudiar las placas, ya que se produjo una inhibicion total. Por ello se procedié a
realizar la repeticion del ensayo con una dilucién (1/10) de las extracciones
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originales, obteniendo los resultados reflejados en la tabla 2. Como puede
observarse, el halo de inhibicién experimental fue claramente inferior al halo tedrico,
lo cual probablemente se debe a que el procedimiento de extraccion no fue
totaimente eficaz, si bien fue relativamente proporcional a las diferentes
concentraciones de los piensos experimentales, como sugiere la gradacién
observada en el diametro de los halos experimentales. Ademas, la relacion entre el
didmetro de los halos tedrico y experimental fue relativamente constante
(63,811,35). En cualquier caso, el metodo de extraccién y el de deteccién fueron
suficientemente sensibles para detectar la presencia de monensina sédica.

Tabla 2: Concentraciéon de monensina en los extractos obtenidos de los piensos
experimentales con diferentes contenidos de monensina y valores medios de los didmetros
del halo tedrico y experimental obtenidos a partir de dichos extractos .

Concentracién ' Halo inhibicién Halo inhibicién
Tedbrico (mm) Experimental (mm)
6,0 ug/mi 29,2 £ 3,27 19,0+ 6,89
2,0 pg/ml 25,0 £ 3,53 16,7 £ 3,02
1,0 pug/mi 23,0+ 4,01 14,4 +199
0,5 ug/ml 20,3+4,04 12,3+1,05

" Concentracién de monensina en el extracto obtenido del pienso experimental

De estos resuitados, podemos concluir que Bacillus stearothermophilus es el
microorganismo mas sensible de los testados para la deteccion de monensina
sodica en pienso, lo que permite detectar bajas concentraciones de este aditivo. Una
ventaja adicional de este microoorganismo es su rapido crecimiento, que permite
obtener resultados relativamente rapidos.
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