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CAPITULO I
INTRODUCCION

UTILIZACION DE LA PENICILINA ANADIDA A LOS PIENSOS Y EN
TERAPEUTICA VETERINARIA

La penicilina fue descubierta por FLEMING (1929) y redescubierta durante
la IT Guerra Mundial por CHAIN et al. (1940) y por ABRAHAM et al. (1941). Como
consecuencia del extraordinario éxito terapéutico de éste y otros antibiticos
encontrados mds tarde en medicina humana y veterinaria, pronto siguié el
interés acerca de la posibilidad de utilizar estos agentes afiadidos a los piensos
como estimulantes del crecimiento animal y en la prevencién colectiva de
enfermedades animales.
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En 1946. MoORE y col. dieron cuenta de que la estreptomicina y la

sulfasuxidina, independientemente o en combinacion, estimulaban el creci-

miento en pollos. Sin embargo, no fue hasta 1949, en que STOKSTAD y col.

descubrieron el efecto promotor del crecimiento del micelio extraido proce-

dente de la fabricacion de la clortetraciclina, cuando fueron reconocidas las

implicaciones practicas de tales observaciones. Poco después, varios investi-
gadores demostraron que pequenas cantidades de antibidticos mejoraban la

ganancia de peso en aves (STOKSTAD y JUKES, 1950; WHITEHILL et al., 1950;
CoucH y ATKINSON, 1950) y en cerdos (JUKES et al., 1950). Durante los dltimos 25
afios se han utilizado profusamente estas sustancias anadidas a los piensos con
fines de mejorar el crecimiento y aumentar la eficacia de conversion de los
piensos. Datos de la F. D. A. (Federal Register, 1973) indican que en 1960 la
produccion anual de antibiéticos en los Estados Unidos era de 4,16 millones de
libras, de las que 2,96 millones se utilizaron para fines terapéuticos en medi-
cina humana y veterinaria, y 1,20 millones como aditivos a los piensos para
animales; la produccion se doblé en 1965; en 1970, los antibiégticos utilizados
en terapéutica humana y animal alcanzaban la cifra de 9,6 millones de libras y
los destinados a los piensos suponian 7,3 millones. Segin el informe del «Joint
Committee on the Use of Antibiotics in Animal Husbandry and Veterinary
Medicine» (Swann Report) (1971), se emplearon en Gran Bretafia durante 1967
iguales cantidades de antibiéticos afiadidos a los piensos que en terapéutica
veterinaria, suponiendo aproximadamente un tercio de los utilizados en medi-
cina humana.

Los antibiéticos mas utilizados como promotores del crecimiento son la
penicilina, la clortetraciclina y la oxitetraciclina (OMS, 1963). Otros antibiéti-
cos menos utilizados son la bacitracina, eritromicina, oleandomicina, espira-
micina, estreptomicina y tilosina. Las especies en las que el uso de los
antibiéticos con estos fines es mas frecuente son las aves y los cerdos, si bien
puede decirse que casi todas las especies se benefician de la inclusion de estas
sustancias en los piensos. Es mas corriente, sin embargo, utilizar los antibioti-
cos en piensos para animales jovenes y algunos autores recomiendan que su
uso se limite a la fase inicial del crecimiento.

La penicilina se emplea como estimulante del crecimiento afadida a los
piensos, bien sola o en unién de otros antibiéticos o antimicrobianos. Cuando
se emplea sola, los niveles varian entre 2 y 50 ppm. A veces, se utiliza a
niveles mas altos (hasta 200 ppm), siendo dificil en estos casos determinar si
sus efectos beneficiosos se deben a un estimulo en el crecimiento o a una
accion preventiva de enfermedades. Dosis mayores (de hasta 500 ppm) se
anaden a los piensos para tratar colectivamente ciertas enfermedades de los
animales. Existen diversas publicaciones referidas a los niveles de antibidticos
cuya adicién a los piensos estd autorizada en los distintos paises: Estados
Unidos (Feed Additive Compendium, 1972), Canadé (Compendium of Medica-
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rizfslnbr;(li.lent Br(.)chure3 1971), Francia (Catalogue Fragais des Additifs Auto
aﬁadiZﬁs allment‘atlon Animale, 1970). En Espaiia las normas sobre antibiéticos
0s piensos con fines nutricionales estj i
adidos : an contenidas en la Ord
Mlm.st.ern) de Agricultura de 11 de noviembre de 1958 (B. O. del E o el
do dleit oo g - U. del Estado del 1
Todos los antibiGticos que se utilizan como estimulantes del desarroll
o

tienen en comi imi i
‘ on.l‘un su efecto antimicrobiano. Se ha intentado explicar el
nismo de accién de estas sustancias oo,

se ha : .
WALLACE ( Y N propuesto una serie de teorias.

1 . .
e lugi?(;)ehsips;it:r:atlzfado estas t(fo.rl’as en un trabajo de revisién. En
cfocto pet et o mn’ e ecl:o metabélico fie los antibiéticos, aunque este
bianaS el ds so :)e el metabolismo de las poblaciones micro-
B e Dse que sobre el’ de los propios tejidos del hospedador.
: 0 lugar, propone la teoria del ahorro de nutrientes
podria expllc;%rse por diversos mecanismos: estimulo por parte de i
cos del cre?lmiento de los microorganismos que favorecen 1 .
(a::),f,:lm.ots nutrientes, por la supresién o inhibicién de los microorga
iten i
mejO;; absocrzr;‘eldhospedad?r por determinados nutrientes criticos y por la
e 6n de sus-tanmas, resultado este ltimo de una pared intestinal
lr)r;icén; ’y sana. Y, finalmente, en tercer lugar, se defiende la teorfas (l;lae
pat enfer;sej;);l;zr(;ﬁzizli‘: f:l efecto d(.E los antibiéticos de controlar o prevenir
enf inicas y las inespecificas
crecimiento de los animales. :

efecto que
s antibiéti-
sintesis de
nismos que

mejorando asi el ritmo de

e lz;al:em.cdma, corr.m otros antibiéticos y quimioterapicos, se utiliza afia-
$ piensos a niveles de hasta 200 ppm en la prevencion de di

enfermedades y en periodos de stress. Segiin el informe del R e
on the Use of Antibiotics in Animal Husbandry andeV:te
(1?71) I.IO existe una base fisiolégica ni bacteriolégica firm
utlllz;mén de los antibiéticos para los fines mencionados )
s lc;:s;iae;:;(z:t: ItleilmllJoco de C’I'l’ti'CElS la utilizacién de los antibigticos afiadi-
lina) en I medicacitn colectiva de cionts onformoearden ooy PO
e as entermedades y procesos. Mucho
megi::C(ilYIUNR(; y MORRISSON, 1?70; BARNUM, 1973) son de la opinién de que 12
L‘micame:l)tn ;0 ectiva p?r el Ple.nso o el agua de bebida debe practicarse
- eVidemZ qﬁ‘rga:ft:eepe’rlodo.s limitados y sélo en determinadas circunstancias.

. std haciendo un uso indiscr
de medicacién y que este proceder no sélo no r
es la causa de serios problemas.

La penicilina se emplea también, por supuesto
enfermedades animales por via parenteral :
antibiéticos. Se utilizan a este fin distintas ’p
bién diferentes. Las dosis utilizadas por via in
ros entre las 6.000 y las 20.000 UlKg de

«Joint Committee
rinary Medicine»
que justifique la

iminado y abusivo de este tipo
epresenta beneficios, sino que

en el tratamiento de
bien sola o en unién de otros
enicilinas y en excipientes tam-
tramuscular varian para mamife-
peso vivo. En aves, estas dosis
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ueden nocu ion po {a intramamaria en ] trata-
P ed llegar a 30-40.000. La inoc laci por via Intrama aria en €
o

i i iduos conside-
miento de las mamitis determina la presencia en la leche de resid

rables de este antibiético.

UTILIZACION DE LA PENICILINA EN LA CONSERVACION
DE ALIMENTOS

i : ilizacié ibiéticos
Antes atn de que surgiera el interés en la utilizacién de los ar;tl 1
i imi ima en la
afiadidos a los piensos como estimulantes del crecimiento ani y

rimeros expe-
prevencion colectiva de enfermedades, se llevaron a cabo los p p

mento e udl I el \4 101 de estas ustancias €n co ervaclo
tos para st a a sta sus la ns clon de
Il

ahminc:;):nsayos de TARR (1944) de posible utilizacion de la penicilina en la

. . eion de un
conservacion del pescado, fueron los prlmeCros 1:;ent};)3,\iz (a;gﬁ;)azls;ervaron
ibioti cién de alimentos. CURRANY .
amlbloctlwo :d’ iaci)ZI;?zZ::ble en el numero de esporos viables de tres espec'le‘s
ol eénero Be stras de leche con cinco unidades Oxford de penici-
; (CURRAN y EVANS, 1946, 1946a), estos
habian mostrado un
su actividad

del género Bacillus en mu '
lina por ml. En publicaciones pf)s't(.erlore‘s AN
autores sefialaron que ni la penicilina ni la estre;;.tomui ablan
valor practico como agentes conservadores de alimentos, ya q

imi mejante, TARR Y
frente a los esporos bacterianos era muy limitada. De modo semej ,

I)EAS l94‘8 ll ero cuenta (le qll a o l nic l n como l estre tomicina
( ) n uen et nt a pe 1cilina a S p
tenian escaso Val()] como conser Vad()] €es (lel € resco. L() tlbl()thOS
SCadO f SCO S an
p
que se ha" mostr adO mas efICaCCS en la conservacion de dlll!lellt()s, ble" SOl()S
0 en union de otro agente flSlC() 0 quHIllC(), son, qUIZaS, la ClOItelIaClClllla, la

isi ilosi ilina. La clorte-
itetraciclina, el cloranfenicol, la nisina, la tilosina y la subtilina 1
e n utilizado frecuentemente para retrasar 1a

icli la oxitetraciclina se ha m :
i e de aves por inmersion del alimento en un

ion del pescado y de la carn :
;l:r?\:)aillz agua con el antibiético. AYREs (1973) ha revisado el papel de los

onservacién de alimentos. Entre nosotros, HERNANDEZ JIME-

ibi6ti enlac El
1068, discurso de recepcién en la Real

NEZ (1968) revisé también este tema en un
Academia de Medicina de Valencia.

RIESGOS Y PROBLEMAS DERIVADOS DELYUE;) ;JIELE%N;S;LI}I%:EN
IMAL :
RELACION CON LA SANIDAD AN
REACCIONES ALERGICAS Y RESISTENCIAS BACTERIANAS

e o g rapéutica
Paralelamente a la progresiva utilizacion de los antibidticos en terap

y como eStl"lula"teS del Cr eCllIllellt() a]ll"lal, fueI on sur glelld() una serie de
rie O y ro m u on e aso el tiem s€. -
Sg S p ble as, q e cC 1 p S d 1 1 p() parecell aglaval € La pIeO
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cupacién por estos inconvenientes ha motivado un nimero considerable de
publicaciones, entre las que cabe destacar el informe del «Joint Committee on
the Use of Antibiotics in Animal Husbandry and Veterinary Medicine» (Swann
Report) (1971), publicado por el Gobierno de -Gran Bretafia, ya mencionado
anteriormente, y el informe de la «F. D. A. Task Force on the Use of
Antibiotics in Animal Feeds» (1972), publicado por la F. D. A. americana.
Junto a estas opiniones que proceden, fundamentalmente, de organismos
encargados de velar por la sanidad animal y la salud publica, no faltan otras
que enfocan el problema desde la perspectiva de los beneficios econémicos
que reporta la utilizacién de los antibiéticos, concluyendo, ademas, que los
supuestos riesgos y problemas derivados del uso de los antibiéticos no han sido
demostrados cientificamente. En este sentido, cabe citar un articulo de revi-
sién de JUKES (1972) sobre el significado sanitario de la inclusién de antibiéticos
en los piensos para animales, en el que critica el informe de la F. D. A. Task
Force antes citado.

La controversia sobre los riesgos derivados de la utilizacién de antibiéticos
se refiere, fundamentalmente, a su uso continuado a niveles bajos subterapéu-
ticos afiadidos a los piensos como promotores del crecimiento o en la preven-
cion de enfermedades. En este sentido, el Swann Report (1971) recomienda
que los antibiéticos sean divididos en dos grupos: antibiéticos para utilizacién
afiadidos a los piensos y antibiéticos utilizados en terapéutica animal y hu-
mana, y que Gnicamente sea permitida la adicién a los piensos de aquellos
antibiéticos que no se utilicen en terapéutica. Por su parte, el informe de la F.
D. A. Task Force (1972) aconseja también una serie de restricciones y prohibi-
ciones.

La administracién de antibiéticos a los animales productores de alimentos
puede llevar consigo riesgos derivados de la presencia de residuos de estas
sustancias en los alimentos (toxicidad directa, reacciones alérgicas, desarrollo
de cepas resistentes en el intestino humano), y otros problemas al ser estos
alimentos vectores de cepas de bacterias resistentes a uno o varios antibiéti-
cos.

Por lo que respecta a la penicilina, cuyos posibles efectos téxicos carecen
de significado (BoissiErR y DUMONT, 1961), los riesgos alérgicos son quizds los
mds llamativos, si bien tiene mucha mayor importancia desde el punto de vista
de la sanidad animal y de la salud publica el desarrollo de resistencia a este
antibiético por parte de ciertas bacterias patégenas. En qué medida a contri-
buido la administracién de penicilina con fines diversos a los animales domés-
ticos, y su presencia consiguiente en forma de residuos en los alimentos de

origen animal, a crear los riesgos y problemas a que antes hemos aludido es un
aspecto poco conocido al que vamos a referirnos a continuacién.

La primera pregunta que surge es si los residuos de penicilina presentes
en los alimentos de origen animal pueden al ser estos consumidos, sensibilizar
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al consumidor frente a este antibiético. La evidencia con que se cuenta”es
realmente insuficiente para justificar una contestacion afirmativa. No habién-
dose podido demostrar la sensibilizacién experimentalmente'en animale's de
laboratorio, cuanto se sabe procede de observaciones cli.m'c'as: reacciones
alérgicas en personas que nunca fueron tratadas con pemcnlma' y qu.e’, por
tanto, se sospecha que la sensibilizacién fue producida por la lng}GSthI’I de
alimentos con residuos. Por el contrario, es bien conocido que p(?r' via cutdnea
dosis pequefias de penicilina pueden comportarse como se.1}s1blllzantes' ('d'er—
matosis por contacto). Es también frecuente la sensibilizacién a la penicilina
por inhalacién (SIEGEL, 1959; IDSOE et al., (1968). POTOSTKI et ?l. '(1962) enc'orT-
traron que el 51,2 % de las personas que trabajaban en una fabrica de penici-
lina estaban sensibilizadas a este antibiético. . '
La segunda pregunta en relacién con los residuos de penicilina en alimen-
tos y la alergia a este antibiético es si estos residu0.s pueden desencadenar
reacciones alérgicas en personas previamente sensibihzadas‘. En este caso, los
datos con que se cuenta permiten una contestacién afirmativa, aun cuando no
se conocen las dosis precisas. GOENELLE y SZAKVARY (1966) llevaron a cabo‘una
encuesta entre médicos franceses para conocer su opinién acerca c?e si los
residuos de antibiéticos presentes en los alimentos suponian algin rles.gc‘) de
alergia para el consumidor. Un 93% de los 248 médicos consultados opiné en
sentido positivo. Los encuestados sefialaron los casos concretos por ellos
observados y los alimentos implicados: leche, carne de aves, huevos y carne
de mamiferos. Sin embargo, en la bibliografia publicada existen pocos .casos
comprobados de alergia producida por el consumo de alimentos con residuos
de antibiéticos. En Inglaterra, VICKERS et al. (1958) dan cuenta de dos ca.sos
tipicos: el de una mujer que trabajaba en una granja y que consumia .un litro
diario de leche fresca en la que se puso de manifiesto la presencia de 4
unidades de penicilina por ml, y el de un hombre también granjero, en el que
las manifestaciones alérgicas aparecieron después del consumo de leche pro-
cedente de una vaca que habia sido tratada con penicilina: ERSKINE (%958) cita
el caso de un oficial de marina que habia presentado dermitis des.pue§ df}:1 uk?’a
inyeccién de penicilina y que cuatro afos después de <‘3ste episodio ha (;a
sufrido diversas manifestaciones alérgicas a consecuencia del consur’no e
leche. En una ocasién, se comprobé que la leche y el queso que conS}lmla este
paciente contenian 0,06 unidades de penicilina por ml y gr, respe.ctlvamente.
En los Estados Unidos, Zmmerman (1959) publicé cuatro observacmne‘s cuyas
caracteristicas comunes eran las siguientes: las cuatro pfafsonas habian p‘r’e-
sentado anteriormente alguna reaccién alérgica a la penicﬂlnaly esta reaccion
se repetia cuando consumian leche o productos léf:tfa?s: los sintomas desa;;a-
recian rapidamente después de la inyeccién de pemcn}masa. Por otr.a part.e, ?s
pacientes podian ingerir leche y productos lacteos s'm que'apa.remesedmngun
tipo de reaccién alérgica, con tal de que antes hubieran sido inoculados con
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penicilinasa. Borrity Barger (1961) citan el caso de un sujeto sensibilizado a la
penicilina: la dermatosis que presentaba desaparecia inicamente al suprimir
en la dieta los productos licteos o al afiadir 0,75 ml de penicilinasa por cada
medio litro de leche. Muncu - Perersen (1962) cita un choque alérgico grave
producido por el consumo de leche con residuos de antibiéticos.

De cuanto hemos indicado se deduce que la leche y los productos licteos
son los alimentos que parecen ofrecer un mayor riesgo de ocasionar fenémenos
alérgicos cuando contienen residuos de penicilina.

Se desconocen, sin embargo, las dosis minimas de este antibiético nece-
sarias, por via oral, para desencadenar reacciones alérgicas en personas pre-
viamente sensibilizadas. En general, los accidentes alérgicos se deben a dosis
elevadas administradas con fines terapéuticos y no a residuos ingeridos con los
alimentos. SIEGEL (1959) sefala que personas normales sensibilizadas local-
mente en un punto de la piel de forma pasiva mediante sueros procedentes de
personas hipersensibles a la penicilina, conteniendo las penicilino - reaginas,
presentaron reacciones locales positivas después de la administracién por via
oral de una dosis de 40 unidades de penicilina G cristalina disuelta en agua.
Teniendo en cuenta que con la mayoria de los alergenos la dosis de antigeno
necesaria para producir una reaccién local positiva en una persona receptora
normal es de 100 a 1.000 veces mayor que la necesaria para inducir una
reaccion clinica en el paciente alérgico que proporcioné el suero sensibilizante,
y ain contando con que en el caso de la penicilina esta relacién puede ser de
10.000:1, el autor cuyo trabajo comentamos estima que incluso aplicando la
relacién mas pequeia (100:1), la administracién oral de 0,4 unidades de penici-
lina seria suficiente para provocar reacciones alérgicas en pacientes con un
alto grado de sensibilizacién a la penicilina. Teniendo presente la escasa
cuantia de esta dosis, SIEGEL concluye que los residuos muchas veces presen-

tes en la leche son suficientes para provocar sintomas clinicos en individuos
muy sensibles a este antibiético.

Otro aspecto no bien conocido de la alergia a la penicilina es la naturaleza
del alergeno. Se cree que el verdadero agente sensibilizante no es la propia
molécula de la penicilina, sino un metabolito o un derivado (Weck y EISEN,
1960) con capacidad de combinarse con una proteina. Tal es el caso del 4cido
penicilénico, considerado como uno de los determinantes antigénicos mas
importantes de este tipo de alergia (IDSOE et al. 1968). Este hecho podria tener
importancia, en el sentido de que la ausencia en un alimento de origen animal
de penicilina microbiolégicamente detectable no excluye que no pudieran estar
presentes en el mismo productos de degradacién del antibiético con accién
sensibilizante. ‘

El problema mas importante que ha surgido como consecuencia de la
utilizacién masiva de antibiéticos en los piensos para animales y en terapéu-
tica, es el desarrollo de resistencia por parte de ciertas bacterias, fenémeno
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que tiene lugar en el organismo animal por contacto continuado de los mi-
croorganismos con el antibiético, ya que la posibilidad de la emergencia de
cepas resistentes en el intestino humano por presencia de residuos de antibié-
ticos procedentes de los alimentos ingeridos parece tener s6lo una importancia
teérica (Swann Report, 1971). Los alimentos de origen animal serian el vehi-
culo fundamental por el que llegan al hombre estas cepas antibiético - resisten-
tes. Por lo que respecta a las bacterias Gram negativas, mds importancia que
el propio hecho de la adquisicién de resistencia por contacto continuado en el
intestino con el antibiético procedente del pienso, se ha concedido en los
ltimos afios a la transferencia de esta resistencia de unas bacterias a otras.

Es unanime la creencia de que estin emergiendo un gran nimero de
cepas de bacterias antibiético - resistentes, si bien la evaluacién cuantitativa
de este fengmeno es, naturalmente, dificil. Se cree también de modo general
que el tratamiento con antibiéticos de las enfermedades animales y la inclusién
de estas sustancias en los piensos, ha contribuido de modo fundamental a la
aparicién de bacterias antibidtico - resistentes, aunque, una vez mais, sea
dificil valorar este hecho cuantitativamente. El informe de la F. D. A. Task
Force (1972) concluye que «el uso de antibiéticos en los piensos especialmente
a niveles subterapéuticos favorece la seleccion y el desarrollo de bacterias
portadoras de factores R con resistencia a uno o a varios antibiéticos». Prue-
bas realizadas «in vitro» con bacterias aisladas de procesos entéricos en
animales domésticos indican que un gran nimero de estas cepas es resistente
a los antibiéticos (Swann Report, 1971). El informe de la F. D. A. Task Force
(1972) sefiala a este respecto que «los animales que han recibido antibioticos
en los piensos a niveles subterapéuticos ylo terapéuticos pueden ser reservo-
rios de bacterias patégenas y no patégenas resistentes a los antibidticos, y que
estas bacterias patégenas pueden determinar infecciones humanas».

Sefiala también el informe que comentamos que «ha aumentado el nimero
de bacterias patégenas y no patogenas presentes en los animales con factores
R de resistencia a varios antibiéticos y que este aumento esté relacionado con
la utilizacién de los antibiéticos».

Las cepas de bacterias antibidtico - resistentes serian vehiculadas al
hombre, principalmente via alimentos, en cuyo intestino podrian determinar
alteraciones si se tratase de bacterias patégenas (salmonelas, E. coli enteropa-
tégeno), pero aun siendo especies saprofitas podrian transferir su resistencia a
bacterias patégenas presentes en el intestino humano (salmonelas, E. coli
patégeno, shigelas). El informe de la F. D. A. Task Force (1972) concluye
también que «se han encontrado en la carne y en los productos cdrnicos
microorganismos resistentes a los agentes antibacterianos» y que «ha aumen-
tado en el hombre el nimero de bacterias antibiético - resistentes intestinales.

La posibilidad de transferencia de la resistencia a los antibiéticos ha determi-
nado que sean los miembros de la familia Enterobacteridceas, entre los que se
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da, las bacterias que presentan una mayor importancia en este sentido. La
tr‘ansferencia de resistencia a los antibiéticos de unas bacterias a otras ha .sido
bien demostrada experimentalmente «in vitro», principalmente con salmonelas
y .con E. coli, y también, aunque de modo menos concluyente, «in vivo». L
e’\'l'dencia de la transferencia de resistencia «in vivo» es quizés ’més epide;nioa:
loglf:a que experimental. En qué cuantia o con qué frecuencia tiene luoar este
fenémeno de transferencia en condiciones naturales en el intestino al:limal
humano es un extremo atin no conocido. Por lo que respecta al intestin()),
humano, tendria en este sentido maxima importancia la posibilidad de establ
cerse en él las cepas de procedencia animal (WiLLIAMS SMITH, 1969). -
: Las prueb.as «in vitro» se han realizado, fundamentalmente, con salmone-
e eents e morensi e o bl e cvdencia con e
: cia «in vivo» procede también de estos
gérmenes. Por lo que respecta a las salmonelas, se teme que por el mecanismo
fie transferencia de resistencia, los agentes de la fiebre tifoidea y paratifoidea
puedan hacerse resistentes al antibiético de eleccién utilizado en el trat
miento de estas enfermedades, el cloranfenicol. o
L? transferencia de resistencia a los antibiéticos entre Enterobacteridceas
fue primeramente estudiada en Japén (AKiBA et al., 1960; WATANABE y Fuka.
ZAWA, .1‘,?61; -WAITM:ABE, 1963). La demostracion «in vitro» de la transferencia
e resistencia de K. coli germen i obi hi 6
comprende especies pat()g;las, estsifnp:lo()fliz i)rllv(::l:t?;:cii:/:fdla, %e"er“ Son
m P . este campo. Son
clasicos también los trabajos de ANDERSON en Inglaterra realizados durante |
anos 1964 y 1965 con S. typhimurium tipo fagico 29 (ANDERSON, 1968) "
Ademds de la resistencia transferible en las Enterobacterid,ceas :; que nos
hem.os referido, existe otro tipo de resistencia en bacterias Gra;Tl’ positivas
particularmente importante en los estafilococos. Pero la causa fundamental d(-;
es.te'l resistencia no ha sido la inclusién de antibioticos en los piensos, sino la
utilizacién terapéutica indiscriminada de estas sustancias: penicilina i’ntr
maria en el caso de los estafilococos. . o
Por l'o que respecta a la penicilina, su participacién en el fenémeno elobal
de la resistencia a los antibiéticos no es bien conocida. Como las penicvilinas
QI{G més se utilizan afiadidas a los piensos o por via parenteral en el trata
mnfento de enfermedades animales (penicilina G benzatina y penicilina G pro:
cama?, no .tienen efecto a dosis normales sobre los gérmenes Gram negativos
en p.rmc1p|o no parece que tenga importancia practica el desarrollo dz resis:
tencia transferible por parte de estos gérmenes. El uso de la ampicilina ha
camb?ado, sin embargo, el panorama, puesto que siendo los gérmenes Gram
negativos sensibles a este antibigtico, algunos autores (AND::RSON y DAaTTA
19.65; ANDERSON, 1967; ANDERSON, 1968) achacan las resistencias observadas ai
mlsfn() aun contacto previo en los animales de las cepas de enterobacteridceas
patogenas implicadas con diversas penicilinas, por existir resistencia cruzad
entre la ampicilina y estas penicilinas. \ o
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Mas importancia practica tiene el desarrollo de resistencia a la penicilina
por parte de ciertas bacterias Gram positivas. principalmente por los estafilo-
cocos. Se ha demostrado que los estafilococos responsables de muchos casos
de mamitis en el ganado vacuno y de artritis en aves han desarrollado resisten-
cia a la penicilina. El papel primordial de los estreptococos como agentes de
mamitis en el ganado vacuno ha pasado a los estafilococos, ya que siendo los
primeros sensibles a la penicilina y no habiendo desarrollado resistencia han
sido desplazados por los segundos que se han hecho resistentes como conse-
cuencia de la utilizacién de la penicilina de modo masivo e indiscriminado en

el tratamiento local de las mamitis.

TECNICAS DE DETERMINACION DE RESIDUOS DE
ANTIBIOTICOS EN TEJIDOS ANIMALES

Las técnicas de determinacién de residuos de antibiéticos en tejidos
animales son diversas en cuanto a los principios en que se fundan y en cuanto
a la sensibilidad que con ellas se obtiene. Teniendo en cuenta este dltimo
criterio, las técnicas pueden dividirse en dos grandes grupos: las que tienen
una sensibilidad escasa, pero que son rapidas y faciles de realizar, y las que
tienen una mayor sensibilidad, pero que presentan mayores dificultades en su
realizacion. Las primeras son cualitativas y se utilizan corrientemente en los
mataderos modernos como técnicas de rutina. Las segundas son cuantitativas
y, por ello, son mas adecuadas para trabajos de investigacion.

A) Técnicas cualitativas de matadero. Permiten unicamente determinar
la ausencia o presencia en los tejidos o en la orina de sustancias inhibidoras
del crecimiento bacteriano y tienen, por tanto, un fundamento biolégico.

Unas se basan en que las sustancias inhibidoras presentes en la muestra
ensayada pueden impedir el crecimiento de un germen prueba en un medio de
cultivo sélido que contiene un indicador o un colorante, cuyo color varia por
cambios en el pH o por reduccién, debidos en ambos casos al crecimiento del
microorganismo. Del cambio de color del medio se puede deducir indirecta-
mente la presencia o ausencia de sustancias inhibidoras en la muestra. VAN

SCHOTHORST y PEELEN-KNOLL (1970) utilizando como germen prueba B. stearot-
hermophilus var. calidolactis dan un limite de detectabilidad para la penicilina
con esta técnica de 0,02-0,08 Ul/ml de orina. El tiempo necesario para hacer la
lectura de resultados es solo de 2-3 horas.

Las técnicas biolégicas de difusién en agar son muy utilizadas en el
analisis sistematico de residuos de antibiéticos en el matadero. Se fundan en
depositar la muestra a ensayar en una placa de agar sembrada con un germen
muy sensible al antibiético. Si existen antibidticos en la muestra estos difun-
den en el agua e inhiben el crecimiento del germen, produciéndose asi un halo
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sin crecimiento, cuyo didmetro es funcién de la cantidad de antibiético pre-
sente. En la determinacion de residuos de penicilina, el germen més utilizado,
en razén de su mayor sensibilidad, es Sarcina lutea Pero, como en estas
pruebas de matadero se buscan todos los antibiéticos que puedan estar presen-
tes en la muestra, e incluso otras sustancias inhibidoras, el germen de ensayo
puede ser S. lutea u otro distinto.

Existen diversas modalidades dentro de las técnicas de difusion. A veces,
se utilizan pocillos horadados en el agar donde se colocan las muestras a
ensayar; otras, discos de papel de filtro impregnados con la muestra y, final-
mente, en otros casos, los propios tejidos se depositan en la superficie del
agar. La sensibilidad de estas técnicas varia, por supuesto, segin se utilicen
pocillos, discos de papel o los propios tejidos. Pero, ademés, dentro de cada
una de estas tres modalidades, la sensibilidad es distinta segin una serie de
factores como son germen de ensayo, cantidad de agar base y agar siembra,
etc. VAN SCHOTHORST y PEELEN-KNoLL (1970) utilizando como germen de ensayo
Sarcina lutea ATCC 9341 y discos de papel impregnados en tejido renal dan
un limite de detectabilidad de 0,04-0,07 Ul/m] de fluido renal.

B) Técnicas cuantitativas. Como ya hemos indicado anteriormente, las
técnicas cuantitativas de determinacién de antibiéticos en tejidos animales
permiten no solo establecer la presencia o ausencia de residuos, sino también
medirlos cuantitativamente. Su sensibilidad es mayor que la de las técnicas
cualitativas de matadero, pero como contrapartida su realizacién es mds com-
plicada. Las mas utilizadas tienen también un fundamento biolégico. Ultima-
mente, se han utilizado una serie de técnicas fisico-quimicas (cromatografia,
electroforesis, etc.), principalmente en la separacién e identificacién de anti-
biéticos en disoluciones puras y menos en carne y visceras animales. Estas
técnicas pueden hacerse cuantitativas combindndolas con el método biolégico
(bioautografia).

Dentro de las técnicas biolégicas, los métodos de diluciones sucesivas y
turbidimétrico se utilizan mucho menos que los métodos de difusién. El mé-
todo de valoracién de antibiéticos en fluidos y tejidos organicos por diluciones
sucesivas se basa en comparar los resultados obtenidos en una serie, en la que
ponen las diluciones apropiadas del antibiético ensayado, con los de otra serie
problema, en la que se afiaden las diluciones de la muestra a valorar. Teniendo
en cuenta el punto final de la inhibicion del crecimiento del microorganismo
prueba en ambas series, lo que se aprecia por la turbidez indicativa del
crecimiento, se puede calcular la cantidad de antibiético presente en la mues-
tra ensayada.

El método turbidimétrico tiene un fundamento andlogo. La diferencia
estriba en que la apreciacién del crecimiento bacteriano se hace cuantitativa-
mente por medida fotoeléctrica.

Estos métodos tienen, segtin GROVE y RANDALL (1955), muchos inconve-
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nientes entre los que cabe citar el amplio margen de concentracion del antibié-
tico entre dos diluciones sucesivas, la presencia en los fluidos y tejidos orgdni-
cos de sustancias inhibidoras del crecimiento bacteriano y el inconveniente
que supone ensayar muestras cuya turbidez podria interferir con la lectura de
resultados.

Estos y otros inconvenientes que presentan los métodos de diluciones
sucesivas y turbidimétrico son la causa de que no sean utilizados para la
determinacién de residuos de antibiéticos en fluidos y tejidos orgdnicos.

Los métodos biolégicos de difusion en agar son muy utilizados en la
determinacién cuantitativa de residuos no sélo en carne, sino también en otros
alimentos. Ya hemos sefialado anteriormente el fundamento de estos métodos.
La mayor o menor sensibilidad obtenida con estos métodos depende, funda-
mentalmente, del modo de preparacién de la muestra a ensayar. Es ya clasica
la técnica de GROVE y RANDALL (1955) modificada por KrRaMER et al. (1968), en la
cual las muestras de tejidos se someten a extraccion con un extractante
adecuado en la proporcion 1:5. En el caso de la penicilina, el extractante es un
tampén fosfato de pH 6. Una parte del liquido de extraccién se somete a
ensayo en el interior de cilindros de acero que descansan sobre la superficie
del agar sembrado con Sarcina lutea. Esta técnica que se describe con detalle en
el Capitulo III (Material y Métodos Generales), tiene una sensibilidad de
0,0625 UI de penicilinalgr de tejido. La utilizacién de pocillos horadados en el
agar o de discos de papel, en lugar de cilindros, tiene, entre otros, el inconve-
niente de disminuir la sensibilidad (véase Capitulo 1I, Eleccién de Métodos).

Las técnicas que llevan consigo la extraccién primero de las muestras y su
posterior concentracién son, naturalmente, mds sensibles. Para los residuos de
penicilina en tejidos animales se han utilizado diversos extractantes. En la
técnica por nosotros utilizada (PEDERSEN, 1965), el liquido extractante estaba
constituido por acetona, oxalato sédico y EDTA, y la concentracién se reali-
zaba con ayuda de vacio (véase Capitulo III, Material y Métodos Generales).
La sensibilidad de esta técnica es de 0,00250 UI de penicilinalgr de tejido.
HANSEN et al. (1963) utilizaron como extractante de la penicilina acetonitrilo y
LOFTSGAARD et al. (1968) acetonitrilo tamponado.

Como ya hemos indicado anteriormente, la aplicacién de los métodos
fisico - quimicos a la determinacion de residuos de antibiéticos en carnes, y en
general en alimentos, es relativamente reciente. En realidad, estos métodos se
han utilizado casi exclusivamente hasta ahora con otros fines. LANGNER et al.
(1972, 1973, 1973a, 1973b, 1973c y 1973d), en un intento de hacer cualitativo y
cuantitativo el «test general de inhibicién» utilizado en los mataderos en la
deteccién sistematica de residuos de antibiéticos, han publicado una serie de
trabajos en los que ensayan diversas modalidades de cromatografia en ldmina
fina y de electroforesis en la separacién e identificacion de mezclas de antibié-
ticos, incluida la penicilina, en disoluciones puras. Combinadas estas técnicas
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fisico - qu.imicas con el método microbiolégico, estos autores obtienen resulta-
dos cuantitativos. Técnicas de separacién e identificacion de penicilinas por
cromatografia en papel y en lamina fina han sido publicadas por diversos
autores (NUSSBAUMER, 1962; WEISS et al., 1967; McGILVERAY y STRICKLAND
1967; HELLBERG, 1968; BALDINI et al., 1973; POKORNY et al., 1973). BETINA (1973;
ha publicado una revisién critica sobre las aplicaciones de la bioautografia en
la deteccién y cuantificacién de antibiéticos separados previamente por croma-
tografia en papel o en lamina fina.

Teniendo en cuenta la escasa cuantia de los residuos de antibiéticos
presentes normalmente en la carne y visceras animales, es de destacar, sin
embargo, la escasa sensibilidad de estas técnicas fisico - quimicas, com ,ara
das con el método microbiolégico. , e

FRECUENCIA DE LA PRESENCIA DE RESIDUOS DE
ANTIBIOTICOS EN ANIMALES DE MATADERO

. Existe ya una serie numerosa de trabajos sobre residuos de antibiéticos en
animales sacrificados en el matadero y declaradas sus carnes y despojos
comest'ibles como aptos para el consumo, asi como en animales sacrificados de
urgencia y enfermos. De estos trabajos puede deducirse la magnitud del
probl‘ema planteado por la presencia de residuos en estos alimentos. A conti-
nuacion nos referimos a los mis significativos.

. KAMPELMACHER et al. (1962), en Holanda, investigaron la orina de 100
animales de diferentes especies sacrificados de urgencia con el fin de determi-
nar si habjan sido tratados con antibiéticos. En el 27 % de las muestras, se
puso de manifiesto la presencia de antibiéticos. El porcentaje de positivos’era
mucho mayor en terneros que en vacuno mayor y que otras especies.

WUILLERET (1968) llevé a cabo en el matadero municipal de Ginebra un
estudI‘u de presencia de residuos de sustancias de accién antibigtica en tejidos
de animales de varias especies, animales que presentaban alguna anoma]h'a
que, por tanto, fueron sometidos a analisis bacteriolégico en la inspecciér}:
post-mortem. De un total de 248 animales investigados, 34 (13,7 %) fueron positi-
vos c%e presencia de residuos. El porcentaje de positivos mas elevado corres-
pondié a terneros (22,8 %). Destaca en este trabajo, ademais, el hecho de que
de l.os. .34 animales positivos 13 (5,24 %) presentaban dnicamente residuosqde
Pemcﬂma en sus tejidos. Los otros 21 (8,46 %) contenian otras sustancias
inhibidoras asociadas o no a la penicilina.

‘ En Hungria, Takacs y Kovacs (1969) investigaron sustancias inhibidoras en
organos de animales de matadero sacrificados de urgencia y enfermos someti-
dos a examen bacteriolégico. De 244 animales de varias especies estudiados
estos autores demostraron la presencia de residuos en 62 (24,6 %). ,
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Huser (1970) ha publicado un extenso trabajo sobre la frecuencia de
residuos de antibidticos en animales de matadero sanos de distintas especies
en los Estados Unidos. Las muestras ensayadas fueron orina (mamiferos) y
heces (aves). El ensayo se realizé por difusién en agar sembrado con B. subtilis
a partir de discos de papel impregnados con las muestras. La sensibilidad
aproximada de esta técnica era de 0,01 Ul/ml. De 1.224 cerdos estudiados, el
25 0, fueron positivos de residuos y, dentro de los positivos, el 10 % contenian
residuos de penicilina. El autor sefiala que muchos de estos casos positivos
eran probablemente consecuencia de una administracién por via oral y no
parenteral. En ganado vacuno adulto, de 418 animales ensayados, el 6 % eran
positivos y de estos en el 2 % los residuos eran de penicilina. Los resultados en
terneros dieron un porcentaje mayor de positivos: de 756 animales estudiados,
fueron positivos el 16 %. Del grupo de positivos, el 7 % contenian residuos de
penicilina. En corderos cebados, de 328 animales dieron positiva la prueba de
la orina el 21 % y de estos en el 2 % los residuos eran destruidos por la
penicilinasa. En gallinas ponedoras, de 798 animales estudiados, eran positivas
sus heces en un 17 %. De las muestras positivas, el 6 % contenian penicilina.

FRERES et al. (1971) encontraron residuos con actividad antibiética en
muestras de carne de diversas especies procedentes de carnicerias de la
region de Paris y en muestras de animales considerados como enfermos o
sospechosos en la inspeccion post-mortem. En estos dltimos, el porcentaje de
positivos fue del 58 % en cerdos, del 36 % en terneros y del 7 % en ganado
vacuno adulto.

BETHCKE y PUSCHNER (1972) han estudiado en el laboratorio bacteriolégico
de los mataderos de Munich la frecuencia de la presencia de residuos de
antibiéticos en unos 33.000 animales de varias especies. Una parte de ellos
correspondia a casos sospechosos en los que se juzgé necesario en la inspec-
cién post-mortem el analisis bacteriolégico. En este grupo de animales, en total
20.956, el 13 9% dio resultados positivos. Por especies, la cifra mas alta de
positivos correspondi a terneros (22 %) y la més baja a la especie ovina 3 %).

Se ensayaron muestras de rinon, higado y masculo, correspondiendo al rinén
la cifra mas alta de positivos. El segundo grupo de animales estudiados en total
12.325, estaba constituida por cerdos, ganado vacuno adulto y terneros. Las
canales y despojos comestibles de estos animales habian sido declarados aptos
para el consumo por no presentar ninguna anomalia. Se ensayaron muestras
de rinén. En cerdos y vacuno mayor, los porcentajes positivos fueron muy
pequeiios (0,06 % y 0.2 %, respectivamente). En cambio, en terneros el por-
centaje de positivos fue muy elevado (30,6 %).

WeNzEL (1972) investig la presencia de residuos de antibiéticos en 2.103
animales sanos sacrificados en 11 mataderos de Alemania Federal. El
porcentaje de positivos fue muy elevado en terneros (84,4 %) y pequenio en
ganado vacuno adulto (1,89 %) y en cerdos (3,09 %). Los antibiéticos identifi-
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cados ‘uer acicli i
estreptf(:)l:ntizir:;rus fueron tetraciclinas. cloranfenicol, penicilina, bacitracina y
A l‘a vista de estos trabajos, puede concluirse que la frecuencia de la
preser'lma de residuos de antibiéticos (y entre ellos de la penicilina) en carne
despojos comestibles de animales de matadero es realmente considerable -
En Espafia, no conocemos ningiin trabajo que aporte datos sobre.est
aspecto. Unicamente, hemos encontrado dos trabajos espafioles sobre resid :
de .antibi()ticos en leche: uno de ellos de PorTOLES (1958), que no ezzl Lios
residuos en 53 muestras, y otro, mds reciente, de HERRERA‘ MARTEACHE (1091;4TO
en el que de 753 muestras ensayadas en una primera serie encuentra resid ‘
en 26 (.3,4-5 %), y de 323 muestras de una segunda serie en 18 (5,57 t:;l) u]i)s
d.eteémmaci(m fue realizada por la prueba de reduccién del azul de, metoil;anoa
' el . . ’
:«lan o la sensibilidad de esta técnica de 0,036 «equivalentes de penicilina» por
Utilizando el método de cavidades para la deteccién cualitativa, este aut
enc-u?ntra que de las 323 muestras de la segunda serie, 51 (15 119 %) eror
posmva.s a las pruebas de deteccién de penicilina, estreplomicina,o tetrac'call'n
nas o b'len se consideraron como positivas de presencia de sustancias inl 'b%d :
ras .n<.) .1dentificadas. De las 51 muestras positivas, 21 (41,17 %) conten’a:l l’?-
penicilina (sensibilidad de la técnica 0,03 UI de penicilin;/ml). s

gli;?NTIA DE LOS RESIDUOS DE PENICILINA PRESENTES EN CARNE
ASCERAS ANIMALES DESPUES DE LA ADMINISTRACION DE ESTE
NTIBIOTICO CON EL PIENSO Y POR VIA INTRAMUSCULAR

. Nos hemos referido anteriormente a la frecuencia de la presencia real d
residuos de antibiéticos en carne y visceras de animales de matadero rev'e
sando los resultados de una serie de trabajos de «screening». Estos resu,ltad .
son. generalmente cualitativos, puesto que si bien seﬁal:n la presenci: (‘;S
reS{dU()s, no indican la cuantia de los mismos y, en muchos casos, t: . 1 :
antibidticos presentes, ni su procedencia. L
(?tra dimension de la magnitud del problema de residuos de antibioti
en a‘llmentns puede apreciarse considerando la cuantia de los mi e
funcion de la dosis de antibitico administrada y de la via de adminiz:nos' 'en
En la. Tabla [. resumimos los resultados mas sobresalientes de una ser:ErliClOcl;.
trabajos experimentales sobre residuos de penicilina en carne y viscerase' 'e
mal?s, cm?secutivos a la administracién de este antibiético con el pi i
dlStllnt()S niveles. Una revisién mas amplia de estos trabajos puede vefseenjr(x) eai
CaPltul() VI de esta tesis. Los datos de la Tabla I deben ser analizad
temend.o en cuenta, de modo fundamental, la sensibilidad de la técnic: ((1)5
valoracion utilizada por cada uno de los autores, puesto que las diferec:ciaz
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tracién con el pienso

TABLA 1

i i é su adminis
Residuos de penicilina en miusculo y visceras animales después de

observadas en los resultados de estos trabajos se deben, en gran medida a la
! : s 8 aga a/, Q: Q: diferente sensibilidad de las técnicas utilizadas.
‘ ‘;t N 7 Zzz Z2Z z z En la Tabla I se agrupan una serie de datos obtenidos de diversos
s trabajos sobre residuos de penicilina en misculos, visceras, suero y orina de
‘ animales inoculados por via intramuscular con diferentes dosis del antibiotico.
. ‘ . - = aa L g 3 ! residuos presentes a distintos tiempos después de la inoculacion. Una vez mas,
g H o0 + . + g €s preciso analizar estos resultados teniendo muy en cuenta la sensibilidad de
3= e la técnica de determinacion utilizada por los distintos autores, asi como la
3 forma de penicilina administrada y la especie animal. En el Capitulo V, nos
? . as =z L3 + ' referimos a estos trabajos con mayor amplitud.
EL 0 s B 3
& | = IS}
— [ y Q I
o4 ddadadd § 883 .4 2 2 ESTABILIDAD DE LOS RESIDUOS DE PENICILINA
L s 3 22888 z PRESENTES EN LOS ALIMENTOS
z ZZZZZZ 239
Cualquiera que sea la via de administracién de los antibioticos a los
animales y la cuantia de los residuos presentes en los alimentos de origen
i =3 3 animal, desde el punto de vista de los posibles riesgos para el consumidor
z E E:8 ,28 8] interesa mucho conocer lo que sucede con estos residuos durante la conserva-
2 SNsS 223 g cién en refrigeracion y en congelacion de los alimentos, asi como su estabili-
dad frente a los tratamientos térmicos culinarios a que, generalmente, se
. o w B . z someten estos antes de ser consumidos. En todo caso, la dosis de antibistico
z—é z 2 —é oy z 2k il _% .% % % B ingerida con los alimentos dependera de la cuantia de los residuos presentes
& 5 3 o: 5Tz L1EIES O Ok A © inicialmente en los mismos y de su estabilidad.
o b La bibliografia existente sobre estabilidad de los antibigticos en los ali-
.. 3 ECER ; mentos es realmente escasa. A continuacién vamos a referirnos, de modo
EZ s £ g 2 E E £ R E'E g 2 fundamental, a una serie de trabajos relativos a la inactivacion de la penicilina
E% ) —EE o S 4w B <E2E2FT w» en diferentes medios, entre ellos la carne.
Por lo que respecta a la estabilidad de la penicilina en carne refrigerada y
) 3 =3 en carne congelada, SHAKARYAN y SEvYAN (1970) encontraron residuos de este
“; E S = § —_2:, antibiético en carne de pollo conservada entre —2¢ y =3°C hasta los 110 dias. A
g ] g ee o :§ > _E: © los 210 dias, estos autores no detectaron residuos. Los animales habian sido
ki £ . S RIS 0 % 3 inoculados por via intramuscular y subcutdnea con dosis de 50.000 y 100.000
2 SRR Sng8 g ’¢ ~ % 3 Ul/Kg de peso vivo.
& 8—%’:?2.13%83 w AABs Ao & 2 p . .. ]
e 2 i SHAHANI et le. ‘(1956) estudiaron la estabilidad de la penicilina K disuelta
~ 3 § % g = _é%g : en leche, tar.n}.)()n‘l fosfato fie pH 6 y agua, en concentraciones de 0,13 a 1,07
3@ g g < 583 z E %’ >§ % %__;E = Ul/ml. El antibidtico fue mas estable en la 'leche que en el tampén y en éste mds
;E 3} 52 2 >§ 5z & g 8 E §~ £ a‘g’ 'E—i:’é%: ’: que en el agua. De los resultados obtenidos por estos mismos autores y por
g :é g 5 = £ r «E\: 5 %§ g gz 2 zgf 2 KRIENKE y.FOU’I‘b (1950) y .MUNT{O y MORRISON (1970) puede concluirse que la
E ‘:8 & 83 £& eS8 = s S22 @M A ST ad pasterizacion de la leche inactiva solo una pequena parte de los residuos de
- hwe. penicilina presentes en este alimento.
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os de animales después de su

TABLA 11
y fluidos orgéanic

visceras
administracién por via intramuscular

maisculo,

Residuos de penicilina en

VAN ScHOTHORST (1969) estudié el efecto del calentamiento de la carne
5 fecdss da, s = c.o‘bre la pérdida de la‘ activid‘ad 'antibacteriana de la peni(‘ilin'a presente en este
Z S S AEE FZ 5 7 alimento. Un tratamiento térmico de 100°C durante 12 minutos reducia los
: residuos de 2 a 0,25 Ul/gr. Cuando el antibiético se encontraba en solucién, se
. JRPEPRpRpE e obtenia un efecto similar a 60° durante 85 minutos.
H Sy te 7 S PiLer y Toma (1969) dan un cuadro muy complejo de destruccién por
E calentamiento de la penicilina disuelta, en distintas concentraciones, en agua
5 destilada, caldo nutritivo, leche y extracto de misculo de pollo en suero
E = G, B ' (gt ! fisiologico. En lineas generales, a 100°C la inactivacion fue del orden del 50 %
—3 ZZ3 3 z a los 30 minutos y casi total a los 90 minutos. Los porcentajes de destruccién
£ fueron distintos en cada uno de los medios: menores en la leche y mayores en
. Lottt g ‘ % el extracto de misculo en suero fisiolégico. Dentro de cada medio, la inactiva-
S 2 z = cién fue distinta segin la concentracién del antibiético: mayor para las concen-
traciones mas pequefas.
. o P s ss Lucass (1971) ensayé soluciones puras de penicilina G procaina en tampén
- Sz 7SS fosfato de pH 5,4 a 6,6. A 100°C, la inactivacién no fue total al cabo de 120
minutos. A 65°C, tuvieron lugar pérdidas de actividad poco importantes en
~ tiempos de 30 a 120 minutos. Ademas de la notable termorresistencia de este
co?' antibiético, este autor pone de manifiesto la importancia del pH en la estabili-
8 g % — 2 B dad frente al calor del mismo.
S & S c° < De los trabajos mencionados es posible deducir que no se puede confiar
" en la accién del frio durante la conservacion de la carne, ni tampoco en la
. 2 2o é_g 2 . accién del calor durante los tratamientos culinarios a que se somete corrien-
=25 SE E SS ol temente este alimento, para inactivar los posibles residuos de penicilina pre-
= © sentes en este alimento. A esta conclusién llegan también explicitamente otros
. autores en relacién con los residuos de antibiéticos en general en los alimentos
3 EE ~8 E.%:3% E (PANTALEON, 1966; HUBER, 1970; BARNUM, 1973).
I ,=© ©® = = ==
N S¥TN RV TR
HALOS NO ESPECIFICOS
Las técnicas biolégicas de difusién utilizadas corrientemente en la deter-
o fpp m A oAm minacién de residuos de antibiéticos en alimentos no son especificas, en el
:‘% EEE E3q . % £ g2E sentido de que los halos o zonas de inhibicién del crecimiento del germen
s § <§ § § § % § § § § § . ensayado no se producen tnicamente cuando en el alimento existen residuos
N ®S zSwes S 2 —% de antibiéticos, sino siempre que en el mismo haya sustancias inhibidoras del
g . crecimiento bacteriano. Por eso, el test general de inhibicién, tal como se
EZE . practica de forma rutinaria, no pone de manifiesto la presencia de antibiéticos
sino de sustancias inhibidoras del crecimiento bacteriano, de las que las mas
{;; 55 é & é?g £ fre(.:u‘e’n.tes son, s‘in dl?d'a, los antibiétic?s. La demost'raci()n fie que se trat;ll d.e
| >3 E 8 § § i\—;‘ é : 3 antl.blotl(.:()‘s y la ldentlflcam.or'l.de los mismos es pre('ils.(f realizarla a‘posterzon.
é E 7 \: ég ‘é g % < é ;_g_f 5 La 1d¢?nt1f1caf:10n de la penicilina con ayuda de penicilinasa es, quizd, una de
325: &2232zxx5 ,:132-§§§ las mds sencillas.

|
&
|
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Siguiendo este razonamiento, es evidente que si en los tejidos animales y
en los liquidos de secrecion y excrecién (leche, orina) existieran sustancias
naturales con poder inhibidor del crecimiento bacteriano se producirian tam-
bién halos de inhibicién. Del mismo modo, si los liquidos utilizados en la
prepa‘racién de las muestras de alimentos para su ensayo tuvieran accién
antibacteriana, se producirian por la misma razén halos o zonas de inhibicién
del crecimiento.

Distintos investigadores han observado la aparicién de halos o zonas de
inhibicién del crecimiento no especificos, principalmente con extractos con-
centrados del musculo, entendiendo por tales aquellos que no pueden ser
atribuidos a residuos de sustancias quimioterapicas presentes en los alimentos
por proceder estos de animales alimentados con piensos exentos de estas
sustancias. Los halos no especificos tienen caracteristicas propias que permi-
ten diferenciarlos de los halos producidos por los antibiéticos. Su didmetro
suele ser minimo y no poseen limites nitidos, sino que se trata méas bien de un
enrarecimiento del crecimiento mayor en la proximidad de la muestra y menor
en las partes mas alejadas. Ademds, estos halos no son estables, sino que a
medida que aumenta el tiempo de incubacién tienden a desaparecer por
crecimiento del germen.

PEDERSEN (1965) sefiala las dificultades creadas por la aparicién de halos
no especificos de inhibicién en algunos de los métodos de extraccién y concen-
tracién por él ensayados, principalmente con muestras de misculo de pollo.
Ademis del 4cido lactico, causa que habia sido sefialada ya como probable por
HANSEN et al. (1963), PEDERSEN enumera como posibles causas de la presenta-
cién de halos no especificos los restos de los liquidos de extraccion del
antibiético, las sustancias antibacterianas naturales presentes en el sueroy en
los tejidos (SKARNES y WATSON, 1957) y la presencia accidental en ellos de
antibiéticos sintetizados por la flora intestinal.

LOFTSGAARD et al. (1967) ensayando técnicas de extraccion de penicilina a
partir de tejidos porcinos, encuentran halos no especificos principalmente con
misculo a las 24 horas post mortem (con oxalato - EDTA - acetona como
extractante). Con acetona - agua destilada como solvente - extractante, la
frecuencia de presentacién de halos no especificos fue mayor. Para evitar la
presentacion de estos halos, los autores mencionados aconsejan utilizar como
solvente - extractante acetonitrilo para higado y rinén y acetonitrilo tamponado
para el misculo (por la influencia del pH del misculo en la aparicién de los
halos no especificos), asi como resuspender los residuos de evaporacién antes
de su ensayo en tampén fosfato (por la influencia del pH del residuo que se
ensaya en la producciéon de los mencionados halos).

SCHULER (1972) ha investigado en qué medida otras sustancias distintas a
los antibiéticos pueden inhibir al germen Sarcina lutea al realizar las pruebas
de deteccion de residuos de antibiéticos en carnes. Después de haber ensa-
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)‘Ia(.io especias, enzimas medicamentos y antibiéticos, este autor concluye que
inicamente los residuos de antibiéticos y de sulfamidas presentes en la carne
y en los érganos (higado y rifién) producen zonas de inhibicién del crecimiento
bien marcadas, zonas que permanecen estables durante varios dias. Por esta
razon, la lectura de las pruebas no debe hacerse antes de las 24 horas y en
caso de duda estd aconsejado esperar hasta las 36 horas. El trabajo que
comentamos destaca, como factor importante en la presentacién de halos no
especificos la sensibilidad de Sarcina lutea a la falta de oxigeno. Finalmente
el autor concluye que para mejorar la lectura de las pruebas y suprimir lo;
halos dudosos se sustituya como muestra a ensayar el trocito de carne por el
Jugo obtenido por comprensién, concentrado en discos de guata.

LOFTsGAARD et al. (1968) apuntan como otra posible causa de la aparicién
de halos no especificos la limpieza no adecuada de material, seguida de la
esterilizacién insuficiente del mismo.

\ En uno de los trabajos mds recientes sobre halos de inhibicién no especi-
ficos, TERPLAN et al. (1973) han ensayado técnicas de dislisis para diferenciar
las sustancias inhibidoras difusibles (antibiéticos) de las sustancias no difusi-
ble's con accién antimicrobiana. Estos autores han realizado las pruebas con
antibiéticos, carne y visceras de terneros tratados con antibiéticos y de contro-
les, productos carnicos, clara de huevo, leche y productos lacteos.

N?RMAS LEGALES SOBRE LA UTILIZACION DE LA PENICILINA
ANADIDA A LOS PIENSOS Y EN TERAPEUTICA VETERINARIA Y
SOBRE RESIDUOS DE ESTE ANTIBIOTICO EN LA CARNE

‘ Los riesgos derivados de la utilizacién de los antibiéticos afiadidos a los
piensos y en. terapéutica veterinaria, a que nos hemos referido anteriormente,
ha’ln 'determmado el que los organismos encargados de velar por la salud
p.ubllca hayan promulgado una serie de normar legales que, en conjunto
tienden a promover la utilizacién correcta y controlada de estas sustancias y e:
asegurar que los alimentos de origen animal estén libres de ellas.

Por lo que respecta a la carne, estas normas se refieren, fundamental-

mente, a la adicién de antibiéticos a los piensos con fines nutricionales y, en

. . -
general, a niveles subterapéuticos, a su uso como agentes terapéuticos en

animales y a los controles que deben establecerse en los mataderos para

asegurar que }a carne y los despojos comestibles calificados como aptos para el
consumo estdn exentos de residuos

consumidor.
El aspect i iti

E pecto mds Cl‘lthladO por parte de las autoridades sanitarias es la

adicién de antibiéticos a niveles subterapéuticos a los

Los criterios mds autorizados sobre este problema

9

que puedan determinar riesgos en el

piensos para animales.
basados en los datos
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cientificos con que se cuenta, estdn recogidos en dos informes. El primero de
ellos es el del «Joint Committee on the Use of Antibiotics in Animal Husbandry
and Veterinary Medicine» (Swann Report) (1971) y fue elaborado en Gran
Bretaiia. El segundo procede de un grupo de trabajo designado por la Food and
Drug Administration americana: «F. D. A. Task Force on the Use of Antibio-
tics in Animal Feeds» (1972). Ambos informes coinciden, en lineas generales,
en que tnicamente deben anadirse a los piensos para su utilizacion continuada
como promotores del crecimiento y a niveles subterapéuticos los antibiéticos
que no tengan aplicacién en terapéutica humana y animal y que no interfieran
la accién de otros antibidticos usados con fines terapéuticos. El problema
radica, sin embargo, a nuestro juicio, en que todavia no se cuenta, en la
medida necesaria, con antibiéticos que cumplan las condiciones senaladas y a
la vez sean efectivos para los fines propuestos.

La F. D. A. americana (Federal Register, 1973) no adopté en su totalidad
las recomendaciones del grupo de trabajo antes mencionado, especialmente la
que se refiere a la prohibicién de la adicién a los piensos a niveles subterapéu-
ticos de una serie de antibiéticos (entre ellos la penicilina) y de sulfamidas que
debia tener efecto en distintas fechas, segiin la especie animal, de 1973. La F.
D. A. consideré que no se contaba en aquel momento con datos cientificos
suficientes que autorizasen tal prohibicién, pero que ésta seria efectiva en un
tiempo méaximo de dos afios, a menos que la F. D. A. recibiese trabajos
cientificos que demostrasen de modo concluyente que los antibiéticos utiliza-
dos cumplian los criterios de seguridad o inocuidad y eficacia propuestos en el
informe de la F. D. A. Task Force (1972).

El uso de los antibiéticos, y entre ellos de la penicilina, como agentes
terapéuticos en medicina veterinaria, tanto anadidos a los piensos como por
via parenteral, también tiende a regularse, en el sentido de que se utilicen
Gnicamente por prescripcién del veterinario y bajo su supervisién (Swann
Report, 1971; Federal Register, 1973). La F. D. A. no puso objeciones al uso
de los antibiéticos con fines terapéuticos anadidos a los piensos a niveles
elevados, siempre que la medicacién se administre durante un corto tiempo y
por indicacién del veterinario.

Los controles que deben establecerse en los mataderos para asegurar que
la carne y los despojos comestibles dictaminados como aptos para el consumo
estén libres de residuos que puedan significar riesgos para el consumidor son
diversos. En primer lugar, las reglamentaciones de inspeccién de carnes de
algunos paises prohiben el sacrificio de animales tratados con antibidticos y
obligan expresamente a guardar un periodo de tiempo después del tratamiento
y hasta el sacrificio para que éste pueda realizarse. Este periodo oscila entre 4
y 6 dias. Una conducta parecida se aconseja seguir con los animales que han
sido alimentados con piensos adicionados de antibiéticos. En segundo lugar,
las reglamentaciones de inspeccién de carnes mas modernas obligan a la
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realizacién sistemdtica o en determinados casos en el matadero de las pruebas
dfe rutina para la puesta en evidencia de residuos de antibiéticos en carne y
visceras animales. En Alemania, estas pruebas han de realizarse tanto en la
carne obtenida en los mataderos alemanes como en la importada (ANONIMO
197.4). En otros paises (Dinamarca, entre ellos), es obligatoria la deteccién df;
residuos de antibiéticos en todos los animales cuyas canales y visceras sean
sometidas al analisis bacteriolégico (sacrificios de urgencia y de enfermos) y
cuando se sospeche que el animal pudo ser tratado con estas drogas dentro de
los 6 dias anteriores al sacrificio (JEPSEN y PEDERSEN, 1965) En rei:aci()n con las
canales y visceras sometidas a examen bacteriolégico, es sabido también que
la pre.sencia de residuos de antibiéticos puede influenciar los resultados de los
mencionados andlisis (WUILLERET, 1968; Tacaks y Kovacs, 1969).

. Por otra parte, existen también normas sobre residuos de antibiéticos en
allr.nentos. Segin en Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en Aditivos Alimen-
tarios (OMS, 1970), «cuando se empleen penicilinas debers hacerse de manera
que no dejen residuos que se detecten en los alimentos destinados al consumo
humano». Los niveles de residuos no detectables por la técnica que aconseja el
Comité (FAO/OMS, 1969) estan comprendidos entre 0,06 y 0 ppm (0,1 y 0
U.I/gr, aproximadamente), residuos considerados inocuos. Un criterio m’és es-
trilcto mantiene la F. D. A. americana (Federal Register, 1972) que no admite
ninguna tolerancia con respecto a la penicilina en carne de pollo y otras aves
de cerdo, en huevos y en leche. ’

JUSTIFICACION DE ESTA TESIS

‘ .En los apartados precedentes de esta introduccién hemos revisado la
b‘lbhograﬁ'a sobre la utilizacién de los antibiéticos, y en particular de la penici-
lina, afiadidos a los piensos y en terapéutica veterinaria, y sobre la presenci
de residuos de estas sustancias en carne y visceras animales. Esta revisi'a
bibliogréfica ha sido realizada desde el punto de vista de los rie;sgos y probloer-l
ma§ que para la sanidad animal y la salud publica supone la utilizacién de los
antibiéticos en produccién animal y en terapéutica veterinaria y bajo la épti
del higienista de los alimentos. o et

A la vista de todos estos datos, resulta evidente que existen una serie de
problemas poco conocidos, que precisan de una mis amplia investigacié
Ent‘re e.:stos problemas, tiene considerable importancia desde el punto dge vio?.
san}t;.;rlo el conocimiento de la cuantia y de la persistencia de los residuo sdal
antibiéticos en carne y visceras animales, consecutivos a la administraciérsl de
e.stas sustancias con el pienso a niveles distintos y por via parenteral. E te
clr’cunstancia, unida al hecho de la ausencia de trabajos realizados en nile : :
pais sobre este tema, nos estimularon a iniciar esta linea de investigacién o
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En la presente tesis, se aportan una serie de datos al problema del
conocimiento de la cuantia y la persistencia de los residuos de penicilina en
carne y visceras de pollo, con especial referencia a su significado y repercu-

siones en inspeccion de carnes.
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CAPITULO I

ELECCION DE METODOS PARA EL ENSAYO CUANTITATIVO DE
RESIDUOS DE PENICILINA EN TEJIDOS ANIMALES

A) METODOS BIOLOGICOS: DIFUSION EN AGAR

Los métodos biolégicos de difusién en agar son muy utilizados en la
determinacién cuantitativa de residuos de antibiéticos en alimentos de origen
animal. Las variantes que intervienen en estos métodos son el diametro o
dimensiones de las placas, la cantidad de agar base y agar siembra, su
composicion y su pH, el microorganismo de ensayo y la magnitud de su
inoculo.

Con el fin de encontrar las condiciones 6ptimas para el ensayo de penici-
lina por estos métodos, se realizaron los experimentos iniciales. Se eligié un
solo tamafo de placas de Petri de fondo plano (103 X 20 mm), por el ficil
manejo de estas placas y porque en cada una de ellas pueden hacerse perfec-
tamente las seis determinaciones precisas para cada muestra. Como agar base
se utilizé el Antibiotic Medium 1 (DIFCO) y como agar siembra el Antibiotic
Medium 4 (DIFCO), por ser medios de uso generalizado. Como microorga-
nismo de ensayo se eligié Sarcina lutea ATCC 9341, por ser éste uno de los
gérmenes mds sensibles a la penicilina.

Después de una serie de ensayos encaminados a encontrar las cantidades
de agar base y agar siembra mas adecuadas, teniendo en cuenta, por un lado,
el diametro de las placas de Petri utilizadas y, por otro, las concentraciones de
antibiético esperadas en los tejidos animales, se eligieron las proporciones de
21 ml de agar base y 4,5 ml de agar siembra. Simultineamente, se investigo la
cantidad de suspensién bacteriana o inéculo ajustada (véase el capitulo si-
guiente) que debia afiadirse al agar siembra para obtener los halos de inhibi-
cién mds idéneos. Se ensayaron proporciones de 0,1 a 0,5 ml de inéculo por
100 ml de Antibiotic Medium 4, para cantidades de agar siembra a afadir por
placa de 4 a 6 ml, obteniéndose los mejores resultados en funcién de creci-
miento uniforme y halos de inhibicién mas definidos y nitidos con la propor-
cion de 0,4 ml de injculo por 100 ml de Antibiotic Medium 4, afiadiendo 4,5 ml
de agar siembra por placa.

Se ensayaron tres métodos de difusion:

a) Depositando la muestra en cilindros colocados sobre la superficie del
agar (método de los cilindros).

b) Depositando la muestra en pocillos practicados en la capa de agar
(método de los pocillos).

c¢) Colocando discos de papel de filtro impregnados con la muestra sobre
la superficie del agar y en intimo contacto con ella (método de los discos).
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Al objeto de poder evaluar la adecuacién de estos métodos para la deter-
minacion cuantitativa de residuos de antibiéticos en tejidos animales, y elegir
el método mas conveniente en razén de su mayor sensibilidad, se llevaron a
cabo los experimentos que se describen a continuacién.

Se prepararon seis concentraciones distintas de penicilina G potésica de
potencia 1.582 Ul/mg en tampén fosfato de pH 6 (véase capitulo de Material y
Métodos Generales). Estas concentraciones fueron las siguientes: 0,0063,
0,0125, 0,025, 0,05, 0,1 y 0,2 Ul/ml. Las placas se prepararon anadiendo el
agar base y el agar siembra, este gltimo inoculado con Sarcina lutea en la
forma que se indica en el capitulo siguiente. Para cada uno de los tres métodos
(cilindros, pocillos y discos) se utilizaron seis placas, una para cada concentra-
cién del antibiético. En cada placa se ensayaron cuatro muestras de la corres-
pondiente concentracion del antibiético. En la primera serie, las muestras 0,3
ml aproximadamente) se colocaron en cilindros de acero inoxidable con un
diametro externo de 8 mm (£ 0,1 mm) y un didmetro interno de 6 mm (= 0,1
mm), siendo su longitud de 10 mm (* 0,1 mm). En la segunda serie, las
muestras (0,09 ml aproximadamente) se colocaron en pocillos horadados en la
capa de agar de un didmetro similar al diametro interno de los cilindros. En la
tercera serie, las muestras estaban constituidas por el liquido impregnado por
un disco de papel de filtro (Concentration Disks, Sterile Blanks, DIFCO)
introducido en la correspondiente dilucién de antibiético, eliminado por secado
el exceso de liquido, y depositado sobre la superficie del agar. El didmetro de
los discos era, aproximadamente, igual al de los cilindros y al de los pocillos (6

mm).

Las placas se incubaron a 320C durante 16-18 horas, en cuyo momento se
llevé a cabo la lectura de los resultados y la medida de los diametros de los
halos de inhibicién del crecimiento producidos, con ayuda de un calibrador.

En la Tabla III, se anotan los resultados obtenidos. La Fig. 1 muestra las
tres placas correspondientes a la concentracién 0,2 Ul/ml (derecha) y 0,1 Ul/ml
(izquierda). El método de los cilindros mostré una mayor sensibilidad: ya a la
concentracion de 0,0125 Ul/ml se observaron halos claros de inhibicién y el
diametro de los halos producidos fue a ésta y a las demds concentraciones
mayor que el de los halos correspondientes a los otros dos métodos. Por el
método de los pocillos, los halos comenzaron a aparecer a la concentracién de
0,025 UI/ml y su didmetro fue superior al diametro de los halos producidos por
el método de los discos. En realidad, el método de los discos sélo dio halos
cuantitativamente medibles a la concentraciéon mas elevada (0,2 Ul/ml).

Estas diferencias de sensibilidad de los métodos estudiados son debidas,
principalmente, a la distinta cantidad de muestra ensayada en cada caso, a la
superficie de contacto de la muestra con el agar y a la desigual forma de
difusién en cada método. El método de los cilindros tiene la ventaja, ademas
de su mayor sensibilidad, de la comodidad de su realizaciéon. Por ello, este
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et I TABLA 111
Diametros s halos pr i
L de los halos producidos en mm por diversas concentraciones d
Qe * > 2 as & ‘ y
G potasica ensayadas por el método de los cilindros
. 2

método de los discos

penicilina
el método de los pocillos y el

Metoda de

—_ Concentraciones (Uliml)

1ayn 0.0063 0.0125 0.025 0.05 6.[ 0.2
t }83 14,5 20.5 244 29.3
Cilindros ) . T o 20
. . 9.9 15.5 19.9 25.2 29,4
- 9.9 14.6 20.4 246 29:1
- - 11.0 16,0 22,6 2
) - . . 8.1
Pocillos - = l(‘)‘:o ig’é 2t 20
- + s 22,5 28,0
- + 14,5 22,0 28,1
- : - - - 14.5
Discos = = - - . o
- - = - + 9.9
- - + 12,0
= Ausencia de halo de inhibicion.
+ = Ligeramente positivo, no medible.

mgtodn es el més utilizado para la determinacion de residuos de antibioti
tejidos animales. El método de los pocillos tiene el inconveniente. c ar, Zn
con el método de los cilindros, que la muestra que permite ensa z;r :mpara .
por lo que también su sensibilidad es menor. Modificar la altura yde las mem:ir’
ag:alr o el didmetro de los pocillos, supondria introducir nuevas vari Ctapa E?
.metodn de los discos presenta mayores inconvenientes. El primeran C 3
importante es la escasa cantidad de muestra que puede ensayarse En() ):r mjs
lugar, cabe citar la dificultad de impregnar los discos siemp;e cj:b?r:l (])
Cfln'tldE‘ld de mue.stra, tanto si se impregnan una sola vez como si se habcei]
varlas impregnaciones sucesivas con secado intermedio. Y en tercer lugar, qu
no sien.]pre se consigue que el contacto de los discos con la superficie::i l’ sar
sea intimo y uniforme. o
Otros !nconvenientes, ademas de los mencionados, observados por
1tlr:s, haln sido senalados por diversos investigadores. GROVE y R«\NDApLL (Illg?;;
aman la atencion sobre el hecho de que el disco de papel £
actuar como papel cromatografico y determinar la difusi}:Snp?rr:;ulf:rtrc(i)e{n;i(tiie

biético. GALESLooT SSING
SLOOT y HASSING (1962) sefialan qué impurezas presentes en los

discos utiliz i
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de residuos de antibidticos en tejidos animales, en la forma que se describe en

el capitulo siguiente.

B) METODOS FISICOQUIMICOS: CROMATOGRAFIA EN LAMINA
FINA

A pesar de la abundante bibliografia existente sobre penicilina en los
ultimos 15 anos, es preciso evidenciar la escasez de procedimientos no biologi-
cos para el analisis cualitativo y cuantitativo. aplicable a estos antibidticos.
Esto es especialmente cierto en lo que se refiere a penicilina y otros antibiati-
cos en alimentos de origen animal.

En los altimos anos se han publicado una serie de trabajos preliminares
tendentes a encontrar las técnicas fisicoquimicas mas adecuadas para separar
mezclas puras de antibidticos. identificarlos e incluso medirlos cuantitativa-
mente con ayuda de métodos biologicos (bioautografia). Las técnicas fisico-
quimicas mas utilizadas han sido la cromatografia y la electroforesis en sus
diversas modalidades. Es necesario decir. sin embargo. que en el momento
actual no se cuenta con ningtin método fisicoquimico con la suficiente sensibi-
lidad que pueda utilizarse en la identificacion y cuantificacion de residuos de
penicilina en tejidos animales.

Con el fin de evaluar experimentalmente estos métodos y de explorar su
posible aplicacion a la determinacion e identificacion de residuos de penicilina
en misculo, higado y rinon de pollo. se llevaron a cabo inicialmente los
experimentos de cromatografia en lamina fina que se describen a continua-
cion.

Los primeros experimentos iban dirigidos a lograr unas condiciones opti-

mas de separacion y revelado de disoluciones de penicilina y de mezclas puras

Fig. 1. Halos de Il]hlhl(llll] l)l()dll( idos por cont t‘l;“d('l(!— ’ ‘
=
nes de penicilin yotasica de 0.2 Ul/ml (dﬁ cha) y N b olros a ”Ubl()t]('()s ( om S t f..
[ L[(lldclldl( e Iel 0.1 dee\[e(,i)l t

Ullml (izquierda). (De arriba abajo: cilindros, pocillos. discos). G. fase utilizada ya por otros autores en este campo, por contar con el material
m l'l.(]lll(P a). e & i N S .

necesario para esta técnica y con experiencia previa sobre la misma.

La preparacion de las placas, asi como la aplicacion de las muestras y el
desarrollo de la cromatografia, se llevaron a cabo por la técnica descrita por
Lorez (1972).

Para la eleccion de la fase mavil se emplearon las siguientes mezclas de
disolventes:

n-butanol-metanol-agua (30:25:30).

acetona-metanol (1:1).

n-butanol-metanol-dcido acético-agua (37,5:25:7,5:30).
n-butanol-metanol-dcido acético-agua (37,5:25:7,5:16).

Los reactivos utilizados para el revelado de las placas fueron los siguien-
tes:

a) Reactivo de Roux. 10°gr de nitroprusiato de sodio en 100 ml de agua
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destilada. Alcalinizar con 2 ml de NaOH. Anadir 5 ml de una solucién acuosa
de permanganato potdsico al 3 %. Eliminacion del precipitado por filtracion.
Conservar en frasco amarillo y diluir 1:5 en el momento de empleo.

b) Reactivo de Dragendorff. Solucion I: 1,7 gr de subnitrato de bismuto
en 100 ml de acido acético al 20 %. Solucion 1I: 40 gr de yoduro potdsico en
100 ml de agua. Para el revelado mezclar 5 ml de la solucion 1. 5 ml de la
solucion 11, 20 ml de acido acético glacial y completar hasta 100 ml con agua. i

¢) Rodamina B. 25 mg de rodamina en 100 ml de etanol.

d) Vapores de yodo.

e) Reactivo cloroplatinico (POKORNY et al., 1973). 1 ml de una soluciion al
0,2 % de cloruro de platino, 0.1 ml de dcido clorhidrico al 3.5 % y 20 ml de
acetona. Anadir la solucién de yoduro potdsico en el momento de ensayvo.

ClPt
+
+
+
+

asica

El experimento se llevi a cabo de la siguiente forma: muestras de penici-

Visualizacion de la penicilina G potasica

iles de muestras de penicilina G pot

[+
lina G potasica y de clorhidrato de tetraciclina, conteniendo cada una Tiwe de E_ \
producto activo, fueron sometidas a cromatografia analitica en lamina fina. S¢ £ 6 B @ 4
utilizaron cuatro placas de silica gel G, en las que se depositaron alicuotas de E =i
las muestras de penicilina y de clorhidrato de tetraciclina. Cada una de las E
cuatro placas se desarrollé con una de las fases moviles antes indicadas y fue 'f; '
revelada parcialmente con cada uno de los cinco reactivos. Las manchas de &2 iz o
clorhidrato de tetraciclina se pusieron en evidencia bajo la luz ultravioleta. > i by | ==

Los resultados obtenidos en este experimento quedan reflejados en la P z% I
Tabla IV. -

Por lo que se desprende de estos resultados, la tnica fase movil que & f % 8 g = 9
presenta una buena definicion es la constituida por n-butanol - metanol - dcido e % s =S S S
acético - agua en la proporcion de 37,5:25:7,5:16. Solo dos de los reactivos ?f o |
resultaron ser adecuados para el revelado de la penicilina G potasica: el é-; =
reactivo cloroplatinico y los vapores de yodo. % _.;.‘ | S ©° =

Con el fin de conocer el margen minimo de sensibilidad de estos dos = s S
reactivos para el revelado de la penicilina, se realizi el experimento siguiente: %

-~

alicuotas con cantidades conocidas de penicilina G potdsica (1,6, 0,8, 0.4, 0,16,
0,08, 0,04 y 0,02 Ul) en agua destilada estéril, se cromatografiaron en sendas
laminas finas de silica gel G, empleando como fase movil la mezcla de
n-butanol - metanol - dcido acético - agua (37.5:25:7,5:16). Las laminas, una
vez desarrolladas, se revelaron con los reactivos elegidos (cloroplatinico y
vapores de yodo). El revelado de las ldiminas mostro:

orhidrate de tetraciclina se observaron bajo la luz ultravioleta.”

1.0 La cantidad minima detectable por los vapores de yodo fue de 0,4

Comportamiento frente a los d

n-butanol-metanol-dc. acético-agua

n-butanol-metanol-ac. acético-agua

E
E -
Ul z =3
: oz 54i4
. .. . . 2o = ~ 3~
2.9 El reactivo cloroplatinico revela hasta el limite de 0,04 UI, unas diez iR Z G OE
’ . . T2 o, a
veces mas sensible que el anterior. za TSITAER
S0 = .. ~ -
Estos resultados se pueden apreciar en los cromatogramas de las Figu- ZoEc v iR
2 3 )
ras 2y 3. T3 Y !

Con estos resultados previos, se intenté aplicar este sistema de cromato-
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ACETICO-AGUA (37,5:25:7.5:16)

OL-METANOL-Ac.

n- BUTAN

ORI

o
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Fig. 2.-Cromatografia en limina fina de
silica gel G de alicuotas de una disolucion de
penicilina G potasica con las concentraciones
en Ul siguientes: a = 1.6, h = 0.8, ¢ = 0.4, d

0.16. ¢ = 0.08. f = 0.04 y ¢ = 0.02.

Revelador: vapores de yodo. Rf. de las

manchas: 0.85.

FRENTE —~

ACETICO-AGUA (37.5:25:7,5:16)

N- BUTANOL-METANOL-Ac.

ORIGEN — ] . . . . . .

Fig. 3.-Cromatografia en lamina de silica
gel G de alicuotas de una disolucion de penici-
lina G potasica con las concentraciones en Ul
siguientes:a = 1.6.h = 0.8, ¢ = 0.4, d = 0.16.
e = 008.f=00dyg = 0.02.

Revelador: reactivo cloroplatinico, Rf. de
las manchas = 0.85.

grafia en capa fina a la deteccién de residuos de penicilina G potdsica en tejido
muscular de pollo. A este fin, se llevaron a cabo varios experimentos. El
primero de ellos tenfa por objeto observar si alguna de las sustancias presentes
en el extracto muscular podria interferir en la placa de cromatografia con la
mancha de penicilina o si ésta no se separase del resto de las sustancias.
Muestras de mdsculo de pollo (10 gr) inoculado previamente por via
intramuscular con 500.000 UI de penicilina G potasica por Kg de peso se
sometieron a la técnica de extraccion y concentracion de PEDERSEN (1965). Esta
técnica se describe en el capitulo siguiente. Los residuos de los extracios
obtenidos se disolvieron en 1 ml de agua destilada estéril y se centrifugaron
con el fin de separar la fase lipidica que entorpeceria los resultados. Una
alicuota de esta suspension (10;0]) se cromatografioc en una placa de silica gel G
de 0.25 mm de espesor, utilizando como fase mévil n-butanol - metanol - dcido
acético - agua (37.5:25:7,5:16). Como patrones se emplearon cantidades seme-
jantes de una suspension de extracto muscular exento de penicilina y 10l de
una disolucion pura de penicilina G potdsica que contenia Iitg de producto

activo. Desarrollada la cromatografia, se revelé con el reactivo cloroplatinico
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Fig. 4.-Cromatogratia en limina fina de =]
silica gel G de: a) una disolucion pura de peni- 5
cilina G potasica (1itgr), b) 10tlitros de una =
suspension de extracto muscular de pollo ino- 2
culado por via intramuscuolar con 500.000 Ul/Kg =
de peniciling G potasica y ¢) 10 whitros de una @ D y D
suspension  de extracto muscular de pollo -
exento de antibioticos. ORIGEN-» . - .
Revelador:  reactivo cloroplatinico. Rf.:
mancha n.* 1: 0.85. mancha n.” 2: 0.61. a b

ya descrito. Una copia de una de las ldminas asi obtenidas se muestra en la
Fig. 4. Las cuatro fracciones obtenidas que se observan en esta figura, fueron
identificadas, provisionalmente, de la siguiente forma: la fraccién n.° 1 como
penicilina pura que corresponde a la muestra patrén cromatografiada. La
mancha n® 2 de Rf inferior a la anterior (0,61) como residuo activo de penici-
lina G potasica. Las restantes fracciones 3 y 4 se consideraron como compo-
nentes no penicilinicos del extracto muscular.

La confirmacion de estos resultados provisionales se llevé a cabo utili-
zando el método biologico (descrito en el capitulo III), para lo cual se cromato-
grafio en lamina fina preparativa una muestra de cada uno de los extractos
musculares obtenidos (con y sin penicilina). Se extrajeron de la limina cada
una de las bandas correspondientes y se suspendieron en agua para eluirlos de
la fase estacionaria que los contenfa. Las fracciones asi obtenidas, previa-
mente concentradas a vacio, se ensayaron por el método biologico antes
mencionado. Los resultados obtenidos confirmaron la identificacion provisio-
nal realizada por cromatografia en lamina fina.

Una vez comprobado que existe una clara separacion cromatogréafica de la
penicilina con respecto al resto de las sustancias normalmente presentes en los
extractos musculares, se realizé una experiencia encaminada a demostrar el
nivel de sensibilidad del método de cromatografia en capa fina en la deteccion
de residuos de penicilina G potasica en los extractos de misculo de pollo. Para
ello, se realizaron extracciones simultdneas de muestras (10 gr) procedentes
del tejido muscular de pollos, inoculados por via intramuscular dos horas antes

del sacrificio con 1.000.000, 500.000, 100.000, 50.000 y 10.000 Ul de penicilina
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Fig. 5.-Cromatografia en limina fina de
silica gel G de muestras de extractos muscula-
res de pollos inoculados por via intramuscular
con a) 108, b) 5 x 10%, ¢)) 105, d) 5 X 10% y e) 10*

N-BUTANOL- RETANOL-Ac. ACETICO-AGUA (37.5:25:7.5:16)

Ul/Kg de penicilina G potasica. ORIGEN -
Revelador: reactivo cloroplatinico.  Rf. de
la mancha n." 1: 0.61. a b = El c

G potasica por Kg de peso. Los residuos de las extracciones fueron resuspen-
didos en 1 ml de agua destilada estéril y centrifugados para eliminar la fase
lipidica. Alicuotas de 10 11 procedentes de la fase acuosa de los diferentes
extractos se cromatografiaron en ldmina fina en las condiciones descritas
anteriormente. El cromatograma fue revelado con el reactivo cloroplatinico,
obteniéndose los resultados que aparecen en la grafica de la Fig. 5.

Como puede apreciarse en esta figura, la cantidad minima revelada por
esta técnica fue la correspondiente a los residuos presentes en el misculo de
pollo inoculado con la dosis de 100.000 UI/Kg. Experimentos llevados a cabo
para valorar cuantitativamente por el método biolégico la cantidad real de
residuos de penicilina presentes en este miisculo, dieron como resultado que
esta cantidad era de 0,4 Ul/gr de tejido. Como en la técnica de extraccién y
concentracion de PEDERSEN (1965), se utilizan 10 gr de muestra y el extracto
concentrado final se suspendié en 1 ml, es evidente que en este ml habria 4
UI. Ahora bien, habiendo ensayado en la prueba cromatogréfica una cantidad
de 10p1, en este volumen habria teéricamente 0,04 UI, cantidad ésta que es el
limite de la sensibilidad de esta técnica, aplicada a muestras de tejido muscu-
lar y a disoluciones puras de penicilina (véase anteriormente).

Asi pues, por lo que respecta a tejido muscular, la técnica de cromatogra-
fia en capa fina antes descrita, combinada con la extraccién y concentracion
de las muestras, permite detectar inicamente cantidades de penicilina iguales
o superiores a 0,4 Ul/gr de misculo.
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Esta sensibilidad es muy inferior a la obtenida con el método biologico de
difusion en placas de agar (0.0025 Ul/gr de tejido), por lo que en principio. no
se considera adecuada para la determinacion de residuos de penicilina en
tejidos animales. Adn con las limitaciones de su escasa sensibilidad, la croma-
tograffa en capa fina puede ser util. en algunos casos. para la separacion e
identificacion en muestras de: tejidos animales de mezclas de penicilina y

tetraciclinas.
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CAPITULO 111

MATERIAL Y METODOS GENERALES

Microorganismo prueba. Como microorganismo de ensayo se utilizé la
cepa de Sarcina lutea ATCC 9341, suministrada por la American Type Culture
Collection.

Medios de cultivo. Como agar base se utilizé el Antibiotic Medium 1 y
como Agar siembra el Antibiotic Medium 4. Como indeulo del microorganismo
test se empled el caldo Antibiotic Medium 3. Todos estos medios procedian de
la firma DIFCO.

La composicion de los referidos medios es la siguiente (por litro):

Antibiotic Medium 1: Extracto de carne ............ e, et 1,5 gr
Extracto de levadura ..... e e R e veeneee 3,0 gr
Casitona ............ e e U e e veeee 4.0 gr
Peptona ................ e, e e e e .. 6,0 gr
Glucosa ....... e, e s e, e, e, 1,0 gr
Agar .............. e e e e e vieeeenn 15,0 gr
(pH 6,6, después de la esterilizacion).

Antibiotic Medium 4: Extracto de carne .......... e P . LS gr
Extracto de levadura .............. e, e, e, e, 3,0 gr
Peptona ........ e R e e e e 6.0 gr
Glucosa ........... e e, e e e, coieee. 1,0 @
Agar ...... e e e e e e coeeen 15,0 gr
(pH 6,6, después de la esterilizacion).

Antibiotic Medium 3: Extracto de carne ............. e e, L5 gr
Extracto de levadura .............. e, it e, e, 1,5 gr.
Peptona ..................... e, . . 5,0 gr
Glucosa ..cooeoonnnn..... e .. 1.0 g1
Cloruro sédico vovven...... e et e s s v 3,5 gr
Fosfato bipotasico ................. P, e, O, e 3,68 gr
Fostato monopotasico ... e O e e, vieeenn 132 @r

(pH 7,0, después de la esterilizacion).

Tampén fosfuto de pH 6. Se disolvieron 8 gr de fostato monopotasico y 2
gr de fosfato bipotasico hasta un litro con agua destilada, esterilizandose a
continuacion.

Tampén fosfato de pH 7. Se preparé disolviendo en agua destilada 113 gr
de PO,HNa,2H,0 y 18 ¢r de PO,H,K, completando hasta un litro y esterili-
zando.
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Cilindros. Se utilizaron cilindros de acero inoxidable con un didmetro
externo de 8 mm (+ 0.1 mm) y un diametro interno de 6 mm (+ 0.1 mm).
siendo su longitud de 10 mm (= 0.1 mm).

Placas de Petri. Las placas utilizadas. de 103 x 20 mm, eran de vidrio
neutro y fondo plano.

Limpieza y esterilizacion del material. Todo el material utilizado en los
experimentos que se describen en esta tesis fue sometido previamente a una
escrupulosa limpieza y a una esterilizacion adecuada, con el fin de evitar la
posible presencia de sustancias inhibidoras del crecimiento bacteriano y de
reducir al minimo la contaminacion. Del mismo modo y por iguales razones,
todas las operaciones se realizaron con el maximo cuidado.

El material de vidrio se mantenia en remojo durante la noche en una
solucion detergente de Teepol, calentandose después hasta la ebullicién. A
continuacion, el material se limpiaba escrupulosamente en la propia solucion
detergente, pasando luego agua de grifo primero y agua destilada después. El
secado se verificaba en una estufa de aire forzado y la esterilizacion a 160°C
durante 2-3 horas.

Los tapones de goma se limpiaban primero en una solucion detergente
Teepol. después se lavaban con agua de grifo abundante y finalmente con agua
destilada. La esterilizacion se realizaba en autoclave.

Los cilindros se limpiaban segiin la técnica de Kavanach (1963), calentdn-
dolos hasta la ebullicion en agua que contenia un 4 % de NaOH y un 12 % de
etanol. Después se dejaban 15 minutos en este liquido caliente y luego se
lavaban sucesivamente con agua corriente y con agua destilada. A continua-
cion se hervian durante 15 minutos en agua destilada y una vez enfriados se
mantenian un tiempo en etanol. Finalmente se colocaban sobre una gasa
limpia para su secado. La esterilizacion se realizaba mediante calor seco a
160°C durante 2-3 horas.

Penicilinas valoradas. Las penicilinas utilizadas en todos los experimen-
tos procedian de Antibidticos, S. A., Leon, y habian sido valoradas frente a un
patron de la Food and Drug Administration. Para su conservacion en el
laboratorio se mantuvieron en viales perfectamente cerrados en desecadores
apropiados. Las soluciones stock se prepararon pesando cuidadosamente una
pequena cantidad de peniclina en una atmésfera con un 50 % o menos de
humedad relativa y diluyéndola en tampon fosfato de pH 6 estéril. A partir de
esta dilucion stock se prepararon las diluciones necesarias en cada caso. Tanto
las diluciones stock como las de trabajo se mantuvieron refrigeradas como
mdximo durante un periodo de dos dias.

Mantenimiento y preparacion del microorganismo de prueba. El germen
de ensayo, Sarcina lutea ATCC 9341, se mantenia en tubos de agar inclinado
de Antibiotic Medium 1, cerrados con tapon de rosca. Una vez sembrados los
mencionados tubos, se incubaban a 32°C durante 18-20 horas, al término de
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las cuales se conservaban en refrigeracion, dando pases de nuevo a la cepa
con un intervalo de dos semanas.

La preparacion de la suspension bacteriana se hizo. en lineas generales,
segtin la técnica aconsejada por GROVE y RANDALL (1955). con las modificacio-
nes de la temperatura de incubacion y de la densidad de la suspension:

1.} Siembra del germen de prueba en tubo de agar inclinado de Antibio-

tic Medium 1.

2.9 Incubacion a 32°C durante 18-20 horas.

3.9y Recogida del crecimiento bacteriano en 3 ml de caldo de Antibiotic

Medium 3. con ayuda de perlas de vidrio estériles. Siembra de la

suspension bacteriana asi obtenida en un frasco de Roux con 300 ml

de agar Antibiotic Medium 1.

4.9y Incubacion durante 18-20 horas a 32°C.

5.9 Recogida del crecimiento bacteriano con 15 ml de caldo Antibiotic
Medium 3.

6.) Ajuste de la suspension bacteriana a un 10 % de transmitancia
frente a un blanco de Antibiotic Medium 3. Se utilizd para ello un
colorimetro «Bauch and Lomb» modelo Spectronic 20, a una *= 650
my. La suspension bacteriana preparada de esta forma se con=crvd
refrigerada como mdximo durante una semana.

Preparacion de las placas. Para anadir el agar base y el agar siembra, las
placas de Petri, previamente esterilizadas, se colocaban sobre una superficie
plana perfectamente nivelada. El agar base, previamente licuado, se vertia en
las placas en la cantidad antes sefalada (21 ml) con ayuda de una probeta
estéril convenientemente graduada. A continuacion se dejaba solidificar.

El agar siembra se mantenia liquido en un bano de agua a 47 * 0,1°C. Se
le afiadia el inoculo en la proporcién ya indicada (0,4 ml de inéculo por 100 ml
de Antibiotic Medium 4), y se mezclaba convenientemente.

Una vez solidificada la capa de agar base, se anadia el agar siembra (4,5
ml por placa), teniendo sumo cuidado de que éste quedase uniformemente
distribuido por toda la superficie. Ello se conseguia mejor calentando ligera-
mente la superficie del agar base con un mechero. Finalmente, se dejaba
solidificar.

Una vez preparadas las placas del modo senalado, se utilizaban acto
seguido.

Curva patrén. La curva patrén de valoracion de penicilina se realizé, en
lineas generales, segiin la técnica de KramEeR et al. (1968). Las concentraciones
de penicilina* (0,0063, 0,0125, 0,025, 0,05, 0,10 y 0,20 Ul/ml) se prepararon
mezclando en el vaso de un homogeneizador 10 gr de tejido control (misculo
de pechuga), procedente de un pollo alimentado con un pienso exento de

* Penicilina G potasica.
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antibioticos, con 39 ml de tampon fosfato de pH 6 y 1 ml de una soluciéon del
antibiotico que contenia 50 veces la concentracion deseada. Se llevo a cabo la
homogeneizacion hasta conseguir una trituracion adecuada del tejido. Una
alicuota del homogeneizado se centrifugd a unas 2.000 r.p.m. durante 5 minu-
tos y el sobrenadante fue la solucion con la que se llenaron los cilindros. Se
considero como concentracion de referencia la de 0,05 Ul/ml.

En tres placas de Petri, previamente preparadas, se colocaron seis cilin-
dros estériles en cada una, igualmente espaciados, equidistando del centro de
la placa 2,8 c¢m, aproximadamente. Se llenaron alternativamente, con una
pipeta estéril, tres cilindros de cada placa con la concentracion de referencia
(0,05 Ul/ml) y los otros tres con la concentracion de 0,0063 Ul/ml. Este proceso
se repitié para cada una de las restantes concentraciones estandar (0,0125,
0,025, 0,10 y 0,20 Ul/ml). En total 15 placas. La concentracién estdndar mas
baja (0,0063 Ul/ml) estd pensada para que no se obtengan en ninguna de las
tres placas halos de inhibicién. La curva patrén se confeccioné con los diame-
tros correspondientes a los 45 halos de la concentracion de referencia (15
placas) y con los de los 36 halos de las concentraciones estandar (12 placas).

Una vez llenados los cilindros, las placas se incubaron a 32°C durante
16-18 horas, en cuyo momento se realizé la lectura de resultados. El didmetro
de los halos de inhibicion se midié con un calibrador. En la Tabla V se dan los
datos numéricos de todas las lecturas efectuadas, asi como las medias y las
medias corregidas. Primeramente, se calculs la media de las 45 determinacio-
nes de la concentracion de referencia (0,05 Ul/ml). Esta media (19,06 mm) se
llevé a la grafica, constituyendo el denominado punto de correccién. A conti-
nuacion, se calculd la media de la concentracién de referencia y de la concen-
tracion estindar individualmente en cada placa de las tres que constituyen
cada grupo. El valor de la media de la concentracién estandar de cada placa
seria correcto si la media de la concentracion de referencia de la mencionada
placa fuese la misma que el punto de correccion. En el caso de que esto no
suceda, que es lo corriente, es preciso hacer una correcciéon. Asi, por ejemplo,
para la concentracion estandar de 0,025 Ul/ml, siendo el valor del punto de
correccién de 19,06 y la media de la concentraciéon de referencia en la placa

nimero 1 de 18,73 (18:7 18,5 + 19.0

= 18,73), la correcciéon para el mencio-

nado valor viene dada por la diferencia 19,06 — 18,73 = 0,33. Como la media
de la concentracion de referencia en dicha placa es menor que el punto de
correccion, esta diferencia (0,33) se suma a la media de las tres lecturas de la
concentracién estindar en dicha placa (si fuera mayor habria que restarla).

13,4 + 12,6 + 13,6
3

Siendo esta media igual a 13,20 ( = 13,20), tenemos que
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TABLA V

Datos numéricos utilizados para la confeccion de la curva patrén de valoracion de penicilina

(el diametro de los halos producidos esta expresado en mm. Neg. significa ausencia de halo)

B)

Grups

Grupo

Grupn 3

Grapn 2

Grupo 1

Ulml

(@R

—

ULl

0.10 0.05 0.20

0.05

0.05 0.0125 0.05 0.025

0.0063

0.05

Placas

28.0

19.9
19

™~
™~

19.0

\eg. 18.9 10.0 18.7 13.4

19.9

228 n 28.0

19.3

9.2 18.5 12.6

9

19.0

Neg.

18.0

Il
™

18.4

19.0 13.6

9.5

s

Neg.
\eg.

19.1

28.3
27
2

19.2

24.6

19.2

13.6

19.0 9.6
10.0

s

19.6
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7.5
279

19.0
9

19.9
19.0

13.0
13.0

19.3
9.6 18.5

9.3

18.4

28.8

20.0

5

26

20.0

19.

18.9

19.5

<
[=e]
=

28.0

18.4

13.6

9.3

19.3

'
[aN]

19.1

13.3

18.7

18.7

28.10

24.16

13.1

"

Media

19.06

Media de las 45 determinaciones de la concentracion referencia (0.05 U ml)

7.92

23.93

13.28

9.81

Media corregida

13.20 + 0.33 — 13.53. que ex el valor corregido de la concentracion estandar
en dicha placa.

Cilculos semejantes realizados en las placas nimeros 2 y 3. dan valores
corregidos de 13, 16 v 13.16. respectivamente. Luego. el valor final de la
media corregida para la concentracion estandar de 0,025 Uml es de 13.28

( 13.53 + 13.16 + 13.16
3

= 13.28. Este valor es el que se lleva a la grifica.

Los valores de las medias corregidas correspondientes a las concentracio-
nes estandar (0.0125, 0,025, 0.10 y 0.20 Ul/ml) y ¢l valor de la media de la
concentracion de referencia (punto de correccion) se llevaron a un papel
semilogaritmico de dos ciclos colocando las concentraciones en Ullml en la
escala logaritmica (ordenadas) y los didmetros de los halos en mm en la escala
aritmética (abscisas).

El trazado de la linea recta de la grafica de la Fig. 6 se ha realizado por
inspeceion visual. KRR er ol (1968) dan las siguientes ecuaciones para el
trazado de esta recta:

3a +2b + ¢¢
5

3e +2d + ¢a

5

donde. Ly H = didmetro calculado de los halos para las concentraciones mas

baja y més alta (0.0125 y 0.2 Ul/ml). respectivamente.

¢ = media de las 45 determinaciones de la concentracion de referencia (punto
de correceion),

a. b. d. e = media de los diametros corregidos para cada una de las cuatro
concentraciones utilizadas para el trazado de la curva patron.

Tejido control utilizado en los experimentos de la curva patron. El tejido
control utilizado en los experimentos para la confeccion de la curva patrén
procedia de un pollo que habia sido alimentado con un pienso exento de
antibidticos y carecfa de accion inhibidora del crecimiento de Sarcina lutea.
La demostracion de este hecho se llevo a cabo utilizando masculo del mismo
animal y sometiéndolo al ensayo que se describe a continuacion. A 10 er de
misculo se anadicron 40 ml de tampon fosfato de pH 6 y la mezcla se
homogeneizé convenientemente. Una alicuota del homogeneizado se centrifugo
a 2.000 r.p.m. durante 5 minutos y con el sobrenadante se llenaron los
cilindros. Se hicieron tres placas con seis cilindros cada una. Tres de ellos se
llenaron con la concentracion de referencia de penicilina y los otros tres con
liquido control. Las placas se incubaron durante 16-18 horas a 32°C.
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Fig. 6. Curva patron de valoracion de penicilina. (Las concentraciones estindar utili-
zadas para la confeccion de esta curva fueron las siguientes: 0.0063. 0.0125. 0.025. 0.10 y
0.20. La concentracion de referencia fue 0.05).

Como puede apreciarse en la Tabla V1, el tejido control estaba exento de
sustancias de accion antimicrobiana, ya que no se produjeron halos de inhibi-
cion.

Animales de experimentacién. En los experimentos que se describen en
esta tesis se utilizaron pollos broiler adquiridos de una firma comercial a los
15-20 dias de edad. Se mantuvieron en baterias apropiadas y se alimentaron
con un pienso exento de antibidticos. La composicion de este pienso corres-
ponde a una formula para pollos de carne (acabado) y se da en la Tabla VIL. La
formula fue preparada y su composicion calculada en las instalaciones de
Antibioticos. S. A., Ledn.

Determinacién de residuos de penicilina en tejidos animales por el método
de KRaMER et al. (1968).

a) Preparacién de las muestras. Una vez sacrificado el animal. se obte-
nian, con sumo cuidado para evitar la contaminacion, muestras de tejido
(masculo, higado, rinon). Las muestras se depositaban en placas de Petri
estériles y a continuacion se eliminaban el tejido conjuntivo visible, vasos, etc.
Acto seguido, se pesaban 10 gr de cada muestra en el vaso de un homogenei-
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TABLA VI
Ausencia de efecto antimicrobiano del tejido control utilizado en los experimentos de
la curva patron (el didmetr alos »r i 5 y
a curva pat (el didmetro de los halos producidos esti expresado en mm. Neg.

significa ausencia de halo)

Concentracion
de referencia

Placas 10.05 Ulmly Tepdo control
1 19.3 Neg.
19.3 Z\(‘:‘
18.6 Nea.
2 19.2 New.
18.4 New.
18.9 Neg.
3 18.5 Neg.
18.7 Neg.
19.0 Neg.
Media 18.85 B
TABLA VII

Foérmula del pienso empleado en la alimentacion de los pollos utilizados en los expe-

rimmentos realizados (exento de antibiéticos)

Composicion

M0z e 67.270
Alfalfa deshidratada ... S e e e e bt ot e et beaenenanenteenteatatetaseratntatanantnetaen 2.000
Harina de soja (45%) ... eeenrenneEgieteneeuete ettt e tastbennnraiseesnannases 24.500
Harina de pescado (609 e 3.000
Sal comun r e reereererennesErenaneneretteetaetatarirnraraeranrinriarens 0-250
Fosfato bicilcico ... 1.800
Carbonato cdlcico ... 0.700
DL - Metionina  .......... ‘ 0.030

Cebin-B-12 «100s ........oooo.0. 0.050
Cebin-NS-pollos carne 0.4.00
COMPOSICION CALCULADA
Proteina hrula 0 oo
T O I?Eg
Cal. metabolizables Kg ov.vveooeeeeoeoooooooooo 3.048.
Relacion calorias/proteinas ................... o
CAlET0 0 oo o
Fl)\'r()l'u .................................. 100
i 0.61
Cisting % ovaiiiioe e 0
.......................................................... 0.29
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zador MSE mod. 7.700 y se anadian 40 ml de tampon fosfato de pH 6.
homogeneizandose durante un minuto aproximadamente. Una alicuota del
homogeneizado se centrifugaba a 2.000 r.p.m. durante 5 minutos y el sobrena-
dante se utilizaba como muestra a ensayar.

b) Ensayvo de las muestras. Para el ensayo de cada muestra se emplea-
ban tres placas. En cada placa, la muestra se depositaba. con ayuda de una
pipeta estéril, en tres cilindros, alternativamente con la concentracion de
referencia de penicilina (0.05 Ul/ml). que se ensayaba en los otros tres cilin-
dros. La concentracion de referencia de penicilina se preparaba en la forma
indicada anteriormente. A continuacion, las placas se incubaban durante 16-18
horas a 32°C. procediéndose después a la lectura de resultados, con medida
del diametro de los halos de inhibicién producidos.

En todos los experimentos, se utilizaron como controles tejidos proceden-
tes de animales del mismo lote, alimentados con piensos libres de antibidticos.

¢) Cdlculo del contenido de residuos de las muestras. Para calcular el
contenido de residuos de las muestras. primeramente se hallaba la media de
los diametros en mm de los 9 halos de la concentracion de referencia y la
media de los diametros de los 9 halos correspondientes a la muestra ensayada.
Si la media de los halos de la concentracion de referencia era menor que la
media de los halos de la muestra, la diferencia entre ambas medias se suma-
ba al valor del punto de referencia de la curva patron. Si era mayor, la
diferencia se restaba del mencionado valor.

La cifra asi obtenida se llevaba a la curva patron. leyéndose la concentra-
cion del antibiotico en Ul/ml. Como la preparacion de las muestras de tejidos
para su ensayo suponia una dilucion 1:5 de los mismos. para calcular la
concentracion real de los residuos en los mencionados tejidos (en Ul/gr), la
concentracion leida en la curva patron se multiplicaba por 5.

d) Sensibilidad del método. La sensibilidad de este método es de 0,0625
UI de penicilinalgr de tejido.

Modificaciones introducidas. En los experimentos que se describen en
esta tesis se ha utilizado el método de difusion con cilindros en placas de agar
inoculadas con Sarcina lutea ATCC 9341 para la determinacion de residuos de
penicilina en tejidos animales, en la forma que ha sido detallada anteriormente
en este capitulo.

En lineas generales, el procedimiento descrito sigue las instrucciones
dadas por KraMir et al. (1968) para la determinacion de residuos de antibioti-
cos, y en particular de penicilina. en leche. productos lacteos y tejidos anima-
les. Sin embargo, hemos introducido algunas modificaciones. Estas modifica-
ciones se refieren, fundamentalmente, a la cantidad de agar base y agar
siembra utilizados, al ajuste de la suspension bacteriana y a la cantidad de esta
suspension anadida a 100 ml de agar siembra. KrvMeR et «l. (1968) aconsejan
utilizar cantidades de agar base de 10 ml y de agar siembra de 4 ml (para
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placas de Petri de 20 x 100 mm). Nosotros hemos utilizado cantidades de 21y
4.5 ml, respectivamente (para placas de Petri de 20 x 103 mm). debido a que
con las cantidades aconsejadas por los autores mencionados se producian con
las concentraciones mds elevadas halos cuyo excesivo diametro (para el ta-
mano de las placas utilizadas) determinaba que contactasen y ain se superpu-
siesen unos halos con otros.

Por lo que respecta a la preparacion de la suspension bacteriana (inoculo)
y a la cantidad de esta suspension anadida a 100 ml de agar siembra, la técnica
que hemos seguido no ha sido la aconsejada por KraveR et al. (1968) sino la
clisica de GROVE y RANDALL (1955) aunque con dos modificaciones. Las modifi-
caciones introducidas en esta técnica se refieren a la temperatura de incuba-
cion y al ajuste de la suspensién. Estos iltimos autores aconsejan que la
incubacién se haga a 26°C. Nosotros hemos preferido la temperatura de 320C
porque ello permite leer antes los resultados. GrRovE y RanpaLL (1955) indican
que la densidad de la suspension bacteriana madre se ajuste de tal modo que
cuando se diluya 1:10 se obtenga una transmitancia del 10 % a 650 mp. La
cantidad de suspension bacteriana madre por cada 100 ml de agar sicmbra
debe determinarse, segun estos autores, experimentalmente. En nuestro caso,
no hemos utilizado como indculo la suspension madre, sino la propia dilucion
ajustada al 10 % de transmitancia, fundamentalmente por dos razones: en
primer lugar, porque la suspension madre contiene agregados visibles macros-
copicamente dificiles de romper y, en segundo, porque este procedimiento
resulta, a nuestro juicio, mds practico. Experimentalmente se comprobé que la
cantidad éptima de esta dilucion ajustada a afiadir por cada 100 ml de agar
siembra era de 0.4 ml, y ésta ha sido la utilizada.

Determinacion de residuos de penicilina en tejidos animales por el método
de extraccién y concentracion de PEDERSEN (1965).

a) Preparacion de las muestras. En los casos en que la concentracion de
residuos de penicilina esperada en los tejidos animales era muy pequeiia y, por
tanto, la técnica de preparacion de las muestras de KRaveR et «f. (1968) antes
descrita iba a dar, en muchos casos, resultados negativos, se utilizé para la
preparacion de las muestras el método de extraccion y concentracion de
PEDERSEN (1965), adaptado a nuestras condiciones de trabajo y modificado en lo
que se refiere a la muestra a ensayar. Este método lleva consigo primero la
extraccion del antibiotico y después la evaporacion de los liquidos de extrac-
ciéon con ayuda de vacio, lo que determina una mayor sensibilidad del mismo.
A continuacion se describe el método de preparacion de las muestras, tal como
nosotros lo hemos realizado.

Se pesaron 10 gr del tejido a ensayar en el vaso de un homogeneizador
MSE mod. 7.700 y se afiadieron 5 ml de una solucion acuosa saturada de
()?(alat() sidico, previamente esterilizada. Esta solucion se preparaba disol-
viendo 40 gr de oxalato sédico en 1.100 ml de agua destilada. Colocando
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previamente una camisa de hielo, se homogeneizo durante un minuto aproxi-
madamente. Acto seguido, se anadieron al homogeneizado 5 ml de una solu-
cién tampon estéril de tetrasemina (0.4 gr de Titriplex I1I. MERCK. disueltos
en 20 ml de solucion tampon fosfato de pH 7 y completando hasta 1.000 ml con
agua destilada). Se homogeneizé por segunda vez durante un minuto aproxi-
madamente. Se anadieron, a continuacion. 20 ml de acetona (MERCK) y se
homogeneizé del mismo modo por tercera vez. Finalmente, se anadieron otros
30 ml de acetona, cuidando de arrastrar con ella los restos depositados sobre el
vdstago y las cuchillas del homogeneizador. Tapado el vaso con un tapin de
goma estéril, se agit hasta conseguir una mezcla homogénea.

El homogeneizado se mantuvo después en refrigeracién durante una hora
para permitir la extraccion del antibiético. Pasado este tiempo, se vertié en un
tubo de centrifuga estéril de unos 100 ml de capacidad, con tapén de rosca,
cuidando de recoger al maximo el contenido del vaso del homogeneizador
mediante lavado de sus paredes con una pequeia cantidad de acetona. Ya
recogido el homogeneizado en el tubo de centrifuga, se centrifugé en una
centrifuga MSE mod. Super Minor a 3.000 r.p.m. durante 5 minutos. El
sobrenadante se vertié en un matraz redondo de 250 ml de capacidad, acopla-
ble a una cabeza multiple de un Rotavapor Biichi mod. RE. El equipo de
evaporacion a vacio estaba constituido por el mencionado Rotavapor, por un
aparato «Quickfit» de liofilizacion, por una bomba de alto vacio Edward mod.
ED-35 y por dos condensadores de acetona - nieve carbdnica.

El proceso de evaporacion se realizo en dos fases. Primeramente se
evapord la mayor parte de la acetona haciendo girar la cabeza miiltiple en un
bafio termostatado a 35-40°C y conectando el Rotavapor a una trompa de agua.
Se tenia especial cuidado en esta fase de que el liquido no hirviese de forma
turbulenta y pudiese ser proyectado del matraz, regulando el vacio.

La segunda fase de evaporacion se llevé a cabo acoplando el Rotavapor al
aparato de liofilizacién y éste al sistema de vacio, hasta conseguir una deseca-
ci6n total. Al comienzo de esta segunda fase se tenia también especial cuidado
para evitar la ebullicién tumultuosa del liquido.

Una vez conseguida la desecacion total, el matraz se retiraba del equipo
de evaporacién y se afiadian al mismo dos ml de soluciéon tampén fosfato de pH
7 esterilizada, con una pipeta también estéril. Se procuraba pasar los dos ml
de solucién tampén por toda la superficie interna del matraz, con el fin de
arrastrar todas las particulas desecadas. Este liquido constituia la muestra que
se ensayaba.

b) Ensayo de las muestras. El ensayo de las muestras se llevi a cabo de
forma idéntica a la indicada anteriormente en el método de KRAMER et al.
(1968), con la tdnica variante de que antes de su incubacién las placas se
mantenian en refrigeracion durante 1,5-2 horas, para permitir la difusion del
antibiético antes de iniciarse el crecimiento de Sarcina lutea.
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En todos los experimentos se utilizaron también como controles tejidos
procedentes de animales del mismo lote, que habian sido alimentados con
piensos libres de antibidticos.

¢) Cadlculo del contenido de residuos de las muestras. El calculo del
contenido de residuos de las muestras se efectuaba de modo idéntico al
indicado anteriormente en el método de KRaMER et al. (1968), con la modifica-
cién légica derivada de la dilucion de las muestras. En este caso, como la
cantidad total de residuos presentes en 10 gr de tejido de la muestra estaban
finalmente concentrados en un volumen de 2 ml y la lectura en la curva patrén
viene expresada en Ul/ml, los residuos en la muestra de tejido se calculaban
por la férmula siguiente:

Lectura en la curva patrén
en Ul/ml x 2

10

Residuos en Ullgr de tejido =

d) Sensibilidad del método. La sensibilidad de este método es de 0,00250
UI de penicilinalgr de tejido.

Modificaciones introducidas. Las modificaciones sustanciales que hemos
introducido en el procedimiento de PEDERSEN (1965) de preparacién de los
tejidos para la determinaciéon de residuos de penicilina, se refieren a la mues-
tra que se ensaya. Este autor concentra el extracto de tejido hasta un volumen
de, aproximadamente, un ml, al que somete a valoracién. En nuestro caso,
hemos concentrado hasta la desecacién y los residuos los hemos resuspendido
en 2 ml de solucién tampén fosfato de pH 7. Esta suspensién constituia la
muestra de ensayo.

Estas modificaciones fueron aconsejadas en primer lugar porque al neu-
tralizar las muestras se reducia la posibilidad de aparicién de halos no especi-
ficos, problema de considerable importancia cuando se ensayan extractos
musculares. En segundo lugar, porque de este modo se simplificaba el calculo
del contenido en residuos de las muestras. Y, finalmente, por la imposibilidad
de llenar convenientemente con el volumen de un ml de los tres cilindros
necesarios para el ensayo de cada muestra.
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CAPITULO IV

RESIDUOS DE PENICILINA G BENZATINA EN TEJIDOS DE POLLOS
ALIMENTADOS CON PIENSOS ADICIONADOS DE ESTE ANTIBIOTICO

INTRODUCCION

La penicilina se utiliza corrientemente afadida a los piensos para anima-
les con fines distintos: como estimulante del crecimiento en animales jovenes a
niveles de 2-50 ppm, en la prevencion de enfermedades a niveles de 20-200
ppm y para su tratamiento a niveles de 100-500 ppm. Este antibiotico se usa de
modo general como estimulante del crecimiento, bien solo o en union de otros
antibioticos o antimicrobianos. en los piensos para pollos. cerdos. terneros y
corderos. El cambio en los sistemas de explotacion animal ha determinado
también la utilizacion generalizada de los procedimientos de prevencion y
tratamiento colectivo de enfermedades por inclusion del antibiotico en el
pienso. Este uso masivo de la penicilina, como el de otros antibioticos, en
produccion animal, ha determinado la presencia en los alimentos de origen
animal de residuos de estas sustancias, residuos que al ser ingeridos con los
alimentos pueden suponer riesgos para el consumidor. Por lo que respecta a la
penicilina, los riesgos alérgicos son los mds espectaculares. Otro problema que
lleva consigo la adicion de penicilina a los piensos es el desarrollo de resisten-
cia por parte de algunas bacterias patogenas para los animales. A la repercu-
sion en terapéutica veterinaria que esta circunstancia supone se suma el hecho
de interés epidemiologico de que, siendo alguna de estas bacterias también
patégenas para el hombre, pueden determinar en él enfermedades que no
responden a una terapéutica especifica.

Estos riesgos han sido la causa de la preocupacion por parte de los
higienistas de los alimentos por conocer la cuantia de los residuos presentes en
los alimentos obtenidos de los animales alimentados con estos piensos adicio-
nados de antibioticos y su permanencia en los mismos, asi como su repercu-
sion en la salud publica. Sin embargo, por lo que respecta a la penicilina, se
cuenta con pocos datos sobre la cuantia de los residuos presentes en tejidos
animales. Ademaés, los resultados de los trabajos realizados son muchas veces
dificilmente comparables por la diferente sensibilidad de las técnicas utiliza-
das.

En el presente capitulo de esta tesis aportamos algunos datos al conoci-
miento de la cuantia y de la persistencia de los residuos de penicilina G
benzatina en musculo, higado y riién de pollos alimentados con piensos
adicionados de este antibiotico a niveles de 10, 50, 100 y 500 ppm. Estos
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niveles ¢ =e utilizan en la practica. Se ha elegido esta

S son semejantes a los qu . . - .
forma de peniciling por ser la que con mas frecuencia se anade a los piensos.
R ;

Je su mayor estabilidad en los mismos.

en razon, fundamentalmente.

MATERIALY METODOS

Se utilizaron pollos broiler de unos 20 dias en el momento de iniciar la

aimentacion con el pienso amil)i()tic()sup]ementad(). Los animales recibieron
este pienso ad fibitum durante 21 dias.
véase Tabla VII) y estaba exento de residuos

El pienso utilizado correspondia a una
férmula de acabado para broilers (
de Antibidticos. A lotes distintos del mismo. se afiadio penicilina G benzatina a
niveles de 10, 50. 100 y 500 ppm*. Después de haber interrumpiao la adminis-
tracion del pienso antibioticosuplementado, se sacrificaban tres animales de
cada lote a las 0. 12, 24. 48. 72. 96. 120 y 144 horas. Inmediatamente después
del sacrificio de cada animal. se tomaban muestras de los musculos de la
pechuga, del higado y del rinon. Las muestras de idénticos tejidos de los tres
animales se mezclaban a partes iguales y acto seguido se llevaban al congela-
dor. Asi se obtenfa la muestra de ensayo. La permanencia de las muestras en
congelacion nunca fue mayor de una semana. A cada uno de los tiempos
sefialados antes, se sacrificaba también un pollo testigo, correspondiente a un
lote de animales alimentados con ¢l mismo pienso, pero sin adicion de antibio-
tico. y sus tejidos se trataban y ensayaban del mismo modo.

Las determinaciones cuantitativas de residuos de penicilina en tejidos de
pollo se llevaron a cabo por el método biologico de difusion en placas de agar
inoculadas con Sarcina lutea ATCC 9341, segin la técnica de Kraver er al.
(1968), con las modificaciones senaladas en el capitulo de Material y Métodos
Generales. La curva patron utilizada para las valoraciones del antibidtico fue la
representada en la Fig. 6. Tanto para la curva patrén como para todas las
determinaciones analiticas. la preparacion de la suspension bacteriana se llevd
a cabo siguiendo la téenica de GROVE y RANDALL (1955), con las modificaciones
senaladas en el capitulo de Material y Métodos Generales.

Teniendo en cuenta que los residuos presentes en misculos y visceras de
los animales después de la administracion del antibiotico en el pienso a los
niveles antes indicados iban a ser muy pequefios y, por tanto, no detectables
por las técnicas corrientes de extraccion, se utilizé la técnica de extraceion vy
concentracion de PEDERSEN (1965), modificada del modo indicado en el capitulo
de Material y Métodos Generales. Esta técnica lleva consigo la extraccion de la

Las mezelas de materias primas v la adicion del

de Antibioticos. S0 AL Leon antibiotico se hicieron en las instalaciones
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penicilina presente en 10 @r de muestra y la evaporacion subsiguiente del
solvente por medio del vacio. La sensibilidad que hemos conseguido con esta

téenica es de 0.00250 Uligr de tejido.

RESULTADOS

En la Tabla VIII se sefalan los residuos encontrados en los animales a los
que se les administré un pienso adicionado de 500 ppm de penicilina G
benzatina. La concentracion mdaxima s¢ encontré en el higado (0.0358 Ullgr) a
la hora 0y la maxima permanencia en higado y rinon donde hasta los 5 dias se
detectaron residuos. aunque no medibles cuantitativamente (infertores a
0.00125 Ul/gr). Los resultados del experimento correspondiente al nivel de 100
ppm estan recogidos en la Tabla [X. También en este caso la cifra maxima de
residuos (0,0044 Ul/gr) se encontré en el higado a la hora 0. La permanencia
mdxima del antibiotico se registro en el rinon (hasta los 4 dias). La Tabla X
corresponde a los resultados obtenidos con el nivel de 50 ppm. En este caso, la
concentracion maxima a la hora 0 no se encontro en el higado. sino en rifion y
miisculo (0.0036 y 0,00336 Ullgr, respectivamente). El higado registro la ma-
xima permanencia (hasta los 4 dias). Finalmente. en la Tabla XI se dan los
datos relativos al experimento con el nivel de 10 ppm. Los residuos maximos a
la hora O correspondieron al rinon e higado (0.0032 y 0.0034 Ul/gr. respectiva-
mente) y hasta los 2 dias se encontraron residuos en rinon.

En la Tabla XII se dan los datos conjuntos de los cuatro experimentos.

DISCUSION

Los resultados obtenidos por diversos autores en experimentos de admi-
nistracion de antibioticos con el pienso y andlisis de residuos en los tejidos
difieren significativamente en funcion de las diversas técnicas de valoracion
utilizadas y de su distinta sensibilidad. Los que emplean téenicas de escasa
sensibilidad obtienen a menudo resultados negativos adn a niveles de adminis-
tracion de 200-300 ppm. En cambio. los que utilizan técnicas muy sensibles
encuentran residuos incluso a niveles muy hajos de administracion del antibio-
tico (5-10 ppm).

Los resultados por nosotros obtenidos, como corresponde a la técnica
utilizada (sensibilidad 000250 Uligr). coinciden mds con los que dan los
trabajos del segundo grupo.

Considerados en conjunto los experimentos cuyos resultados se indican en
las Tablas VIIL IX. X, XI y XII, cabe concluir que a los niveles mds altos de

administracion del antibiotico se encontraron residuos mas elevados y perma-
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TABLA VI

Residuos de penicilina G benzatina. expresados en Ul gr de muestra. en tejidos de pollos

alimentados con piensos adicionados de este antibiotico al nivel de 300 ppm.

Biespeen horas despues de badier cesado Lo
i tecion
Lejiadon
0 12 R 8 2 Y 120 1L
Musculo  0.0162 0.0068 0004 0.00278 + ! 4
Higado 0.0358 0.00278 + ! . R ,
Rinan 0.0037 0.003 ¢ 0.00278 { ' ; t
0 Posative, pero no medible cuantitativamente.

Ligeramente posthivo.

Nepativn tansencnn deresidios

TABLA IX
Residuos de penicilina G benzatina, expresados en Ul gr de muestra, en tejidos de pollos

alimentados con piensos adicionado de este antibiético al nivel de 100 ppm.

Fienmiiin en hotas dispuis de b deado L
Tl admmetracion
o U 12 29 14 2 9% 120 144

Musculo 0.00278 + + !
Higado 0.0041 t t
Rinon 0.00335 B i i + +

Positivo. pero no medible caantitatisamente,

Lizeramente positivo.

Newative psencra de residuns .

TABLA X

Residuos de penicilina G benzatina, expresados en Ulgr de muestra, en tejidos de pollos

alimentados con piensos adicionado de este antibiético al nivel de 50 ppm.

nempa en horas despues de baber cesado Ta
T wlmistrae ion
0 12 21 18 72 U 1200 1HE
Musculo (.00336 + + +
“[;_' wdo t t + + + 1
Rinon 0.0036 0.0029 0.0029
Bissigisin, et o medible iy i
AT 1 1 ke
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TABLA XI

Residuos de penicilina G benzatina, expresados en Ulgr de muestra, en tejidos de pollos
alimentados con pienso adicionado de este antibiético al nivel de 10 ppm.

tiempo en horas despues de haber cesado la
- administracion
Fejida
0 12 21 18 72 96 120 THE

Musculo + + + - - - - :
Higado 0.0034 7 = - - - -
Rifion 0.0032 0.0028 0.0027 + - - - -
+ = Positive, pero no medible cuantitativamente.,

Negativo (ausencia de residuos).

TABLA XII

Residuos de penicilina G benzatina, expresados en Ulgr de muestra, en tejidos de pollos
alimentados con pienso adicionado de este antibiético

TIEMPO EN HORAS

0 12 24 18 72 Y6 120 Ik
M 0.0162 0.0068 0.0044 0.00278 + + + -
500 ppm H 0.0358 0.00278 + + + + + -
R 0.0037 0.0034 0.00278 + + + + —
M 0,00278 + + + + - - -
100 ppm H 0.0044 + - + + -~ -
R 0,00335 + + + + - -
M 0.00336 + + + + - - -
50 ppm H + + + + + + B -
R 0.0036 0.0029 0.0029 + - -
M + + + - - - - -
10 ppm H 0.0034 - =
R 0.0032 0.0028 0.0027 + - - - -
M = Maosculo. H = Higado. R

+ = Positivo, pero no medible cuantitativamente.
Ligeramente positivo.
Negativo (ausencia de residuos).
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nencias mas prolongadas. La permanencia maxima se observo en el rinon,
siendo el higado el que presents una concentracion maxima. En el masculo, la
permanencia del antibiotico y su concentracion fueron, en términos generales,
las mds inferiores.

FEvRIER et al. (1955), administraron a cerdos de forma prolongada niveles
de 20 ppm primero y 10 ppm después de penicilina, no encontrando residuos
en sangre ni en higado, aunque si en misculos. Gornon (1956), no encontrd
residuos de este antibiotico en sangre, higado y musculo de cerdos alimenta-
dos con piensos adicionados del mismo a niveles de hasta 16 ppm; cuando los
niveles superaban esta cifra comenzaban a detectarse residuos. TAYLOR (1963),
obtuvo iguales resultados negativos con niveles de 5 a 20 ppm y claramente
positivos con niveles de 50 a 200 ppm. Cover y Lupwic (1957) alimentaron aves
durante 5 dias con piensos adicionados de penicilina a niveles de 200, 400,
600, 800, 1.000 y 1.500 ppm e investigaron los residuos en suero sanguineo.
Unicamente a partir del nivel de 800 ppm los residuos fueron positivos. Estos
resultados, que difieren de los obtenidos por nosotros, deben atribuirse a que
la técnica de valoracién utilizada por estos autores no es adecuada en razon de
su falta de sensibilidad (0,025 Ul/0,2 ml de suero).

PEDERSEN (1965), alimentando pollos durante seis semanas con un pienso
adicionado de 5 ppm de penicilina G procaina, encontré residuos maximos en
rinén e higado, del orden de 0,007 y 0,0014 Ul/gr, respectivamente, cifras
comparables a las obtenidas por nosotros con el nivel de 10 ppm.

PiLery Towa (1969) no encontraron residuos ni en higado ni en misculo de
pollos alimentados durante cuatro semanas con un pienso adicionado de 200
ppm de penicilina G sodica. Ello debe atribuirse también a la escasa sensibili-
dad del método utilizado por estos autores (0,05 Ullgr de tejido).

LoFrscaarp et al. (1968) alimentaron cerdos durante tres semanas con
piensos adicionados de 15, 50 y 100 ppm de penicilina G procaina. A los
niveles de 15 y 50 ppm no encontraron residuos al tiempo 0 en mdsculo ni en
higado, pero si en rifion. En este 6rgano, los residuos oscilaban entre 0 y 0,006
Ullgr (para el nivel de 15 ppm) y entre 0,1 y 0,002 Ullgr (para el nivel de 50
ppm). Al nivel de 100 ppm, los residuos en rifién oscilaban entre 0,238 y 0,003
Ul/gr, en el misculo entre 0y 0,005 Ul/gr y en el higado entre 0 y 0,012 Ul/gr.
La sensibilidad de la técnica utilizada por estos autores era de 0,001 a 0,0025
Ullgr de tejido.

MesersyiTh (1967) no encontré residuos en musculo, higado y rifén de
cerdos a los que administré con el pienso durante 98 dias dosis de 50 ppm de
penicilina. La sensibilidad de la técnica utilizada era de 0,025 Ullgr. Van
ScHOTHORST (1969) tampoco detectd residuos en diversos tejidos de cerdos y
terneros alimentados con piensos adicionados de penicilina a niveles de 150
ppm (cerdos) y 30, 150 y 300 ppm (terneros). a las 16 horas de interrupcion de
la administracion de los piensos antibioticosuplementados. A los niveles de 150
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y 300 ppm encontré residuos (0.2-0.6 Ul/ml) en la orina. La sensibilidad de la
técnica era de 0.1 Ullgr. Tanto en estos experimentos de VAN SCHOTHORST
como en los de MESERsMITI citados antes, los resultados negativos se deben sin
duda a la insuficiente sensibilidad de las técnicas utilizadas.

Baroutchieva (1969) llevo a cabo experimentos de administracion conti-
nuada a pollos durante 5 dias de penicilina con el agua de bebida a dosis de 1
grllitro (= 1.000 ppm). Este autor encontré residuos en misculo e higado hasta
las 48 horas después de haber cesado la administracion. FRERES y Bories (1970)
no encontraron residuos en musculo ni en higado de cerdos alimentados con
piensos adicionados de 50 ppm de penicilina.

Como ya hemos sefialado anteriormente, las reacciones de tipo alérgico
constituyen los efectos secundarios mas comunes y espectaculares de la peni-
cilina (IDSOE et al., 1968). No es ficil discutir, sin embargo, el problema de la
relacion entre la cuantia de los residuos de este antibiotico presentes en los
alimentos y la posibilidad de determinar en el consumidor riesgos alérgicos o
de otro tipo. Barvum (1973) sefiala que la hipersensibilidad a la penicilina
puede alcanzar el 10 % de la poblacion, pero que no se conoce en qué cuantia
contribuyen los residuos de este antibidtico presentes en los alimentos a esta
sensibilizacion.

GOUNELLE y SzAKVARY (1966) llevaron a cabo una encuesta entre médicos
franceses sobre la importancia de los residuos de antibidticos en alimentos en
la presentacion de casos clinicos de alergia. Por lo que respecta a la penicilina,
los citados autores recogen una serie de accidentes alérgicos asociados con el
consumo de leche, carne de aves, carne de mamiferos y huevos. Diversos
autores citan casos clinicos de alergia imputables al consumo de leche y, en
algiin caso, de productos lacteos (VICKERS, BAGRATUNI y ALEXANDER, 1958;
ERSKINE, 1958: ZIMMERMAN, 1959; BorgriE y BARRETT, 1961; MUNCH - PETERSEN,
1962). Del examen de la bibliografia sobre este tema puede concluirse que la
mayoria de los accidentes alérgicos producidos por la ingestion de alimentos
con residuos de penicilina tuvieron lugar en personas sensibilizadas que ha-
bian tomado leche que contenia dicho antibidtico.

Se desconocen, sin embargo, las dosis minimas de penicilina necesarias,
tomadas por via oral con los alimentos, para sensibilizar a un individuo. En
general, los accidentes alérgicos se deben a dosis terapéuticas administradas
por via parenteral y no a residuos ingeridos con los alimentos. Es poco también
lo que se sabe sobre la dosis desencadenante, via alimentos, de fenémenos
alérgicos en personas previamente sensibilizadas (RAYNAUD, 1969). Seguin SiE-
GEL (1959) serian suficientes 0,4 Ul de penicilina tomadas por via oral para
desencadenar una reaccion alérgica en personas previamente sensibilizadas.
Segian Brrkownz (1953) bastarian tres millonésimas de unidad. Es evidente la
falta de datos experimentales y la necesidad de un mejor conocimiento de la
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dosis de penicilina via alimentos necesarias tanto para sensibilizar a una
persona como para desencadenar una reaccion anafilictica.

La sensibilidad a la penicilina es frecuente en personas que tienen con-
tacto profesional con este antibigtico. PoToTsKl et al. (1962) encontraron que el
51,2 % de las personas que trabajaban en una fabrica de penicilina estaban
sensibilizadas a este antibidtico.

Atn siendo los accidentes alérgicos més espectaculares, tiene mayor
importancia desde el punto de vista de la sanidad animal y de la salud publica
el desarrollo de resistencia a este antibiotico por parte de ciertas bacterias
patégenas, como resultado de su adicion a los piensos para animales. Sin
embargo, la bibliografia es también en este aspecto bastante confusa. Segin la
OMS (1970), como las penicilinas que mds se utilizan anadidas a los piensos
(penicilina G benzatina y penicilina G procaina) no tienen accion inhibidora, o
la tienen sélo a grandes dosis, sobre las bacterias intestinales Gram negativas,
no es probable que su empleo no médico dé lugar al desarrollo de bacterias
portadores de factores R (resistencia extracromosémica transferible). Sin em-
bargo, otras penicilinas de amplio espectro (ampicilina, etc.) son activas frente
a gérmenes Gram negativos y pueden participar en el desarrollo de este tipo de
resistencia. De hecho existen trabajos que demuestran la existencia de entero-
bacteridceas patégenas para animales resistentes a la ampicilina (ANDERSON y
DATTA, 1965; ANDERSON, 1967; ANDERSON, 1968; BARNUM, 1973), aunque no se
conoce el modo como adquirieron esta resistencia. ANDERSON y DATTA (1965)
sefialan que la inclusién de penicilina (benzil - penicilina) en piensos para
cerdos podria haber sido la causa de que cepas de Salmonella typhimurium
aisladas de estos animales fuesen resistentes a la ampicilina. Téngase en
cuenta que existe resistencia cruzada entre las diferentes penicilinas destrui-
das por las penicilinasas. Cepas de bacterias de iguales caracteristicas se han
aislado también a partir de pacientes humanos y en algunos casos se sugiere la
procedencia animal des estas cepas. (ANDERSON y DATTA, 1965; ANDERSON,
1967; ANDERSON, 1968).

Existen pocos datos sobre la importancia de la penicilina, a las dosis en
que se emplea corrientemente en los piensos, en el desarrollo de resistencia
por parte de las bacterias Gram positivas (entre ellas Staphylococcus aureus).
Segin un informe del Joint Committee on the Use of Antibiotics in Animal
Husbandry and Veterinary Medicine (1971) la inclusion de penicilina en los
piensos para aves determina la aparicion de resistencia a este antibiotico en
los microorganismos (estafilococos) de la piel y de las fosas nasales de estos
animales, e incluso de las personas que los atienden.

Por lo que respecta a los efectos toxicos de la penicilina, es claro que
carecen de Significadn a los niveles en que este antibiotico suele anadirse a los
piensos (BOISSIER Y Dunmont, 1961).

Finalmente, dueda por analizar el aspecto de las normas legales en rela-
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cion con la presencia de residuos de penicilina en alimentos. Segan el Comite

Minto FAO OMS de Expertos en Aditivos Mimentarios (OMS. 1970). «cuando
se emplean penicilinas debera hacerse de manera que no dejen residuos que
se deteeten en los alimentos destinados d consumo humanor. Los niveles de
1esiduos no detectables por la teenica que aconseja el Comité (FAO OVS,
1969) estan comprendidos entre 0.06 y 0 ppm (0.1 y 0 UT gr. aproximada-
mente). residuos considerados inocuoss Ta tolerancia para los residuos de
penicilina en carne de pollo admitida por la F. Do AL es de cero (Federal
Register. 1972). Los resultados por nosotros obtenidos quedan en todos los
casos muy por debajo de la eifra maxima admitida por la OMS, El residuo mas
significativo encontrado fue de 0.0358 U1 gr de higado al tiempo cero de haber
cesado la administracion de un pienso adicionado de 500 ppm de penicilina.
con ¢l que se habia alimentado a los pollos durante 21 dias.

Ya en 1969, el Joint Committee on the Use of Antibiotics in Animal
Hushandry and Veterinary Medicine (1971). proponia en Gran Bretana la
utilizacion como aditivos a los piensos para terneros hasta los tres meses. para
cerdos en erecimiento y para pollos. de antibioticos que no tuviesen aplicacion
terapéutica en el hombre ni en los animales. yque no interfiriesen la accion de
otros antibioticos usados con fines terapeuticos por el desarrollo de cepas de
bacterias resistentes a estos dltimos. Como la penicilina no cumple estos
requisitos. el mencionado Comité aconseja no sea utilizada anadida a los
piensos con fines de favorecer el crecimiento. El informe de la F. D. A. Task
Force on the Use of Antibioties in Animal Feeds (1972) concluye que la
inclusion en los piensos de agentes antibacterianos no soélo comprometen el
tratamiento de ciertas enfermedades animales. sino que supone un riesgo para
la salud pablica. Teniendo esto en cuenta, este informe recomienda una serie
de restricciones sobre los agentes antibactertanos afadidos a los piensos para
animales que no cumplan una serie de condiciones relativas a la seguridad de
su uso yoa su eficacia. Estas restricciones se refteren a su prohibicion como
promotores del crecimiento y a dosis subterapéuticas. Esta prohibicion com-
prende a la penicilina, cuyo uso queda reservado a fines terapéuticos y por
prescripeion del veterinario. y deberia entrar en vigor en distintas fechas,
seetn la especie animal, de 1973, Es evidente que el problema de la inclusion
en los piensos de antibioticos no utilizados en terapéutica animal y humana
tadica. en que no se cuentan ain, en la medida necesaria, con estas sustan-
clas. El informe de la F. D. A. Task Force (1972), antes mencionado reco-
mienda la investigacion dirigida a encontrar nuevos productos que cumplan los
criterios de seguridad y eficacia propuestos.

Para reducir la cantidad de residuos de antibidticos presentes en los
alimentos de origen animal. existen en algunos paises normas que aconsejan la
retirada del pienso antibioticosuplementado unos dias antes del sacrificio del

animal. Teniendo en cuenta los resultados por nosotros obtenidos y en rela-
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