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La creciente presion de la agricultura, asi como la busqueda de mayor eficiencia en los siste-
mas ganaderos, ha conducido al aumento del empleo de productos farmacologicos como es-
trategias para mejorar la rentabilidad de la ganaderia. La monensina (MN) es un antibiotico

poliéter del grupo de los ionoéforos elaborado a partir del hongo Streptomyces cinnamonensis.
En este trabajo se describe la puesta a punto de un método espectrofotométrico sencillo y efi-
caz para la determinacion de MN en muestras de piensos para ganado bovino. Se evaluaron

alimentos con diferentes concentraciones de MN conocidas e incognitas, recolectadas en las

provincias de Cérdoba y La Pampa (Argentina). Los resultados muestran que el método es-
pectrofotométrico es apropiado para medir MN en piensos a dosis normales y en sobredosifi-
caciones, siendo 1til para revelar presuntas intoxicaciones de origen alimentario. Comparada

con otros métodos, la técnica revela bajo costo en insumos y equipamiento, aunque requiere

cierta laboriosidad. Los resultados del trabajo sefialan la idoneidad del método para efectuar
la vigilancia farmacologica de MN, dado que brinda un rapido y efectivo diagnostico en

casos de intoxicacion, de gran utilidad en laboratorios de baja complejidad.
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Abstract

Berneri, M.J.; Miranda, A.O.; Frances, O.; Mastrantonio, G.E.: Spectrophotometric
detection of monensin overdose in bovine feed. Rev. vet. 27: 1, 32-35, 2016. The growing
pressure on agriculture as well as the search for better efficiency in livestock systems has
led to the increased use of pharmacological products as a strategy to improve livestock prof-
itability. Monensin (MN) is a polyether antibiotic of the ionophores class produced by the
Streptomyces cinnamonensis. This study describes the development of a simple and effec-
tive spectrophotometric method for MN measurement in feed samples. Feed samples with
known and unknown concentrations of MN collected from farms of Cérdoba and La Pampa
provinces (Argentina) were measured. The results show that the spectrophotometric method
is appropriate for measuring normal and overdose levels of MN in feed. Thus, the method is
suitable to evaluate presumptive poisoning cases. While reagents and equipment are of low
cost compared to more sophisticated techniques, it does require more labor and time. We
suggest the use of spectrophotometric method for monitoring and eventual quick diagnosis
of poisoning cases, being a useful tool for low complexity laboratories.
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INTRODUCCION rentabilidad. En ese contexto, el uso de antibidticos ha
generado una mejora sustancial de la eficiencia en los

La creciente presion de la agricultura, asi como la  sistemas de engorde, hasta alcanzar un uso casi masi-
bisqueda de una mayor eficiencia en los sistemas ga- vo a lo largo de los altimos afos 2. Uno de ellos es la
naderos, ha conducido a un mayor uso de herramientas monensina (MN), un antibiético del tipo poliéter (PE)
farmacologicas como estrategias para incrementar la  con actividad como iondforo, elaborado por el hongo
Streptomyces cinnamonensis, utilizado desde hace mas
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de tres décadas como regulador del metabolismo ru-
minal ',

El uso de MN se ha incrementado en los ultimos
afios, al descubrirse sus efectos benéficos sobre la cria
vacuna, asi como la optimizacion de la conversion de
alimentos y la prevencion de patologias como meteoris-
mo, acidosis 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 distribu-
cion en el comedero 7.

Por estas razones, la busqueda de un método de
cuantificacion de MN en piensos, utilizando equipa-
mientos y métodos al alcance de los veterinarios de la
especialidad, constituye un objetivo de gran aplicabi-
lidad en produccion animal. En el presente trabajo se
describe un método analitico concebido para ser desa-
rrollado en laboratorios de baja complejidad y se evalua
su desempeiio en diferentes matrices alimentarias.

MATERIAL Y METODOS

Técnica propuesta. Se emple6 una modificacion
del método reportado por el Centro de Inspeccion de
Alimentos y Materiales Agricolas (FAMIC: Food and
Agricultural Materials Inspection Center, Tokyo, Ja-
pon) *. Tal institucion recomienda un proceso que inclu-
ye dos etapas, que aqui denominaremos “pre-analitica”
y “analitica”. La primera incluye la preparacion de la
muestra, la obtencion de un extracto y la derivatizacion
por copulacion con el cromoforo p-dimetil-amino-ben-
zaldehido (PDB). La segunda fase es la determinacion
espectrofotométrica del producto de la copulacion del
compuesto, que varia dentro de la escala del color azul,
con maxima absorbancia a 578 nm.

Toma de muestras. Se analizaron muestras que
contenian diferentes concentraciones de MN conocidas
e incognitas, recolectadas en las provincias de La Pam-
pay Cordoba, Argentina. Se procesaron diez muestras
correspondientes a raciones administradas a bovinos
en establecimientos con y sin problemas de intoxica-
cion, asi como también muestras de nucleos minerales
y vitaminicos con el aditivo de MN. En aquellos casos
en los cuales se report6 intoxicacion alimentaria, se to-
maron cinco alicuotas de distintos lugares del comede-
ro, con posterior homogeneizacion de las mismas para
conformar un volumen final de 500 g. Posteriormente
se realizd 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 di-
sueltos en 100 ml de etanol anhidro, agitando la mezcla
durante 20 minutos para promover una completa ho-
mogeneizacion. Luego, para favorecer la disolucion, se
sometio la mezcla a agitacion/vibracion en un baiio ul-
trasonico durante 5 minutos y se filtré para obtener un

extracto etandlico. Considerando que el medio acuoso
interfiere en la reaccion de copulacion, todo el proce-
so se desarrolld evitando la contaminacion 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
prepar6o 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 mues-
tra de referencia (extracto B). A partir de estos dos ex-
tractos se prepar6 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 efectud
en medio 4cido, garantizado por la adicion de H,SO,.
El reactivo derivatizante fue el PDB, que gener6 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
solucion fue preparada el mismo dia de trabajo (no pue-
de almacenarse). Se dispuso de una bateria de tubos de
ensayo por triplicado, en cada uno de los cuales se co-
locaron 3 ml de la matriz de referencia (extracto A) con
la concentracion de MN correspondiente a cada punto
de la curva, mas 1 ml de la solucién 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, utili-
zando como blanco de reactivo una solucion de etanol:
H,SO, 98%. En las muestras que registraron concentra-
ciones superiores a las del rango establecido por la cur-
va de calibracion, las lecturas fueron repetidas previa
dilucion al 1/2 con el extracto A.

Patron secundario. El patron de referencia para la
puesta a punto del método fue una sal sdédica de MN
(Sigma-Aldrich). Para establecer la curva de calibra-
cion se utilizé un extracto obtenido por cristalizacion
proveniente de concentrados minerales comerciales de
MN de uso veterinario. Esta MN fue comparada me-
diante espectroscopia 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 correspondien-
tes a la curva de calibracion de MN ajustada por re-
gresion lineal. En la Tabla 2 se detallan las muestras
analizadas y la composicion de cada una de ellas, asi
como los resultados esperados y obtenidos.

En piensos formulados bajo diferentes condiciones
(no asociados a casos de intoxicacion) se registraron
valores 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 ubica-
ron por debajo del limite de deteccion hasta niveles de
142 ppm. En muestras provenientes de nicleos comer-
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Tabla 1. Evaluacion estadistica del método analitico.
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La MN posee una gran afinidad por catio-

nes como el sodio, lo cual altera in vivo la po-

parametros valores
numero de muestras utilizadas 25
niveles 6

r’ 0,99173

ordenada al origen (error estadistico) 0,13995 + 0,02241

pendiente 0,01691 (3,21887 x 10%)
limite de deteccion (LOD) 3 mg/kg
limite de cuantificacion (LOQ) 8 mg/kg

rango lineal
rango normal (de decision)

valor de riesgo veterinario 200-300 mg/kg

8 a 110 mg MN/kg de alimento
8-40 mg MN/kg de alimento

laridad de la membrana celular, afectando las
fibras de los musculos esquelético y cardiaco,
generando una miocardiopatia que cursa con
estasis sanguinea y consecuente edema intersti-
cial pulmonar 8. La toxicidad puede presentarse
tanto en forma aguda como cronica, dependien-
do de la dosis ingerida. La DL, en vacunos se
ha establecido entre 50 y 80 mg/kg de peso vivo,
en tanto que las primeras manifestaciones cli-
nicas de intoxicacion aparecen frecuentemente

LOD: limite de deteccion, LOQ: limite de cuantificacion.

Tabla 2. Concentracion de monensina esperada versus hallada en distintas

muestras de alimentos.

con dosis de 10 mg/kg de peso vivo °.

Ello implicaria un estrecho
margen para las sobredosis,
con elevado riesgo de muerte
del animal intoxicado. Sin em-

bargo, las tasas de mortalidad

N° descripcion composicion de la muestra analizada RE RH :
P P (mg/kg) (mg/kg) reportadas han sido muy va-
1 racién Racion bovinos de carne (grano de maiz, pellet 30 ~ <LOQ riables con valores que oscilan
normal de girasol, etc.) con incorporacién de M entre 1% y 26% 711 La au-
2 racion 1,5 Racién bovinos de carne (grano de maiz, pellet 45 8 :
veces la dosis  de girasol, etc.) con incorporacion de . ser’1C1a de aguerdo rézpzc(tio E;\}E\SI
5 racion Racion bovinos de carne 30 <Lop Mafeenes de segurdad ce
normal (grano de maiz, pellets de girasol). puede ser una de las causas que
6 racion Racién bovinos de carne 30 19 estd generando un creciente au-
normal (grano de maiz, pellets de girasol). mento de casos de intoxicacion
3 caso Racion bovinos de carne 30 <LOQ en bovinos bajo alimentacion
intoxicacion  (grano de maiz, pellets de girasol). controlada.
4 caso Racién bovinos de carne 30 <LOD ; ‘
intoxicacion  (grano de maiz, pellets de girasol). A comienzos d§ la deca.da
<y . , de 1970 se establecieron varios
7 caso Racion bovinos de carne (grano de maiz, 30 80 , L. .y
intoxicacion  pellets de girasol) Villa Maria, Cérdoba. métodos analiticos de deteccion
8 caso Racion bovinos de carne 30 142 y confirmacién de uno o mas
intoxicacion  (grano de maiz, pellets de girasol). antibidticos del tipo PE en ali-
9 nucleo Nucleo mineral bovinos con MN 300 23 mentos, tal como la MN. La ma-
comercial (para agregar al 10%). yoria de tales métodos se basan
10 nucleo Nucleo mineral bovinos con MN 300 46 o i
comercial (para agregar al 10%). en cromatografia liquida de alta

RE: resultado esperado en alimento en virtud del procedimiento de dosificacion y
mezcla informado; RH: resultado hallado en alimento, LOD: limite de deteccion,

LOQ: limite de cuantificacion

ciales, donde se esperaban resultados 10 veces mayores
a los del pienso (300 ppm) se hallaron niveles maximos
de 46 ppm.

DISCUSION

En la region denominada “pampa humeda” de Ar-
gentina, se han reportado varios incidentes aislados,
relacionados con la intoxicacion del ganado por sobre-
dosificacion con MN. En ninguno de dichos casos se
realizo la determinacion de la concentracion de MN
en los piensos involucrados. Ello fue asi fundamental-
mente porque no existen protocolos de preparacion de
piensos adicionados con premezclas conteniendo MN,
destinados al control de las concentraciones finales del
antibiotico. Tal afirmacion se basa en nuestras expe-
riencias adquiridas en el campo y coinciden con afir-
maciones publicadas por otros colegas !°.

presion (HPLC), lo cual requie-
re un equipamiento de laborato-
rio de alta complejidad y -con-
secuentemente- elevado costo.
Dado que varios de estos PE no
responden al ultravioleta o a la fluorescencia, los proce-
dimientos analiticos deben recurrir a pasos previos de-
nominados “derivatizaciones” o al uso de detectores de
masa, lo cual torna mas complejas las mediciones **°.

En cuanto al método aqui descrito, aunque parcial-
mente laborioso, permite obtener resultados certeros
dentro de los rangos de interés esperados. La variabili-
dad en cuanto a los resultados obtenidos, no solo para
aquellos casos en los cuales la concentracion de MN
se encontraba dentro de los limites terapéuticos, sino
también para aquellas muestras correspondientes a ca-
sos de intoxicacion, pudo ser ocasionada por fallas del
mezclado o una muestra de pienso que no correspondid
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 analiti-
co mostré6 muy buena respuesta en la prueba de cali-
bracion. En establecimientos de gran envergadura, las
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dietas son preparadas diariamente en el mixer (carro
de mezclado del alimento), por lo cual la muestra to-
mada para el analisis, puede tener una composicion tal
vez diferente a la que generd 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.

Los ensayos preliminares indican que esta técnica
es util para la deteccion de MN en piensos, aunque no
para otras formulaciones como pre-mezclas y alimento
balanceado, considerando que ciertos componentes del
alimento podrian generar un efecto matriz que dificulte
la interpretacion de los resultados. Del presente traba-
jo surge la necesidad de evaluar un mayor numero de
muestras, asi como la necesidad de disefiar y aplicar
muestreos representativos del comedero que uniformi-
cen 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 revel6 util para evaluar
MN tanto en dosis terapéuticas como en sobredosifi-
caciones. Aunque requiere cierta laboriosidad, es un
método de bajo costo en cuanto a insumos y equipa-
mientos requeridos, comparado con otros procedimien-
tos. Su aplicacion permitira optimizar la formulacion
de las dietas y la concentracion de sus componentes,
evitando trastornos clinicos y subclinicos capaces de
afectar la rentabilidad del sistema ganadero. Asimismo,
tal practica contribuiria a regular el uso racional de los
productos farmacologicos de uso veterinario.

REFERENCIAS

1. Bogaert C, Jouany JP, Jeminet G. 1990. Effects of the
ionophore antibiotics monensin, monensin-propionate, ab-
ierixin and calcimycin on ruminal fermentations in vitro.
Anim Feed Sci Technol 28: 183-197.

2.

10.

11.

Bretschneider G. 2009. Beneficios del uso de monensina
en la alimentacion del ganado para carne, leche y cria. Rev
Electr Vet ISSN 1695-7504, vol. 10, N° 10.

. Dusi G, Gamba V. 1999. Liquid chromatography with

ultraviolet detection of lasalocid, monensin, salinomycin
and narasin in poultry feeds using pre-column derivatiza-
tion. J Chromat A, 835: 243-246.

. Food and Agricultural Materials Inspection Center

(FAMIC). 2013. Manual sobre métodos de determinacion
de monensina sodica. Disponible on line: www.famic.
go.jp/ffis/oie/obj/a28 mn.pdf, acceso 20-04-2013.

. Greenfield H, Southgate DA. 2006. Datos de composi-

cion de alimentos: obtencion, gestion y utilizacion, Public.
FAO, Roma, 2% ed., p. 238.

. Nebot C, Iglesias A, Regal P, Miranda JM, Fente C,

Cepeda A. 2012. A sensitive and validated HPLC-MS/
MS method for simultaneous determination of seven coc-
cidiostats in bovine whole milk. Food Control 27: 29-36.

. Odriozola N. 2004. Intoxicacion por monensina. Diag-

noéstico Veterinario Especializado. INTA EEA Balcarce,
Argentina. Disponible on line: http:/www. produccion-
animal.com.ar/sanidad_intoxicaciones metabolicos/
intoxicaciones/41-1 ntoxicacion por monensina.pdf]. Ac-
ceso: 24-09-15.

. Pascuet ML, Moore DP, Iraguen I, Cosentino IA,

Odriozola E. 2005. Cambios enzimaticos, lesiones ma-
croscopicas y microscopicas producidas por la intoxica-
cion con monensina en bovinos. Rev Med Vet 86: 47-51.

. Redostits OM, Gay CC, Blood DC, Hinchcliff KW.

2002. Medicina Veterinaria (Capitulo: Intoxicacion por
ionéforos), 9° ed., McGraw-Hill, Madrid, p.1931.
Rodriguez Armesto R, Peralta C, Ochoteco M, Picco E,
Litterio N, Boggio JC. 2004. Posible intoxicacion acci-
dental con monensina en terneros destetados. Vet Arg 201:
13-20.

Vickovic 1, Sostaric B, Toncic J. 2010. Monensin toxic-
ity and acute lethal rhabdomyolysis in accidental exposure
in cattle (Abstracts of the XII International Congress of
Toxicology), Toxicol Lett 196: 17, pag. S233.



