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CAPITULO ¥V
INTRODUCCION

RESIDUOS DE PENICILINA G PROCAINA EN TEJIDOS
DE POLLOS INOCULADOS CON DOSIS TERAPEUTICAS
DE ESTE ANTIBIGTICO

La peniciling <e utiliza freeuentemnie en el tratamiento por via parenteral
de diversas enfermedades de los animales domésticos. De sus diversas formas,
la penicilina G procaina ex may empleada por via imramuscular. en razon de

tLos captulos 1L Ty IV e esti Terts fueran pobilicalos ca Anades de e Facaltad o
Vetermnania de Lean, XNUYTHL 11925050,
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su lenta absorcion a partir del lugar de inoculacion v de su mas leota elimina-
cion renal. lo que determina niveles efectivos del antibidtico durante tempos
mayores. Las dosis para mamiferos oscilan entre fas 6.000 y las 20,000 Ulike

de peso vivo, En aves, estas dosis zon pormalmente mayores,

La wtilizacion de la peniciling, como la de otros amtibioticos, en el irata-
miento de enfermedades de tos animales domésticos presemta para el higie-
nista de los alimentos el problema de la presencia de residuos en Jos alimentos
de origen animal. Los riesgos para e} consumidor derivados de la presencia en
los alimentos de estos residuos ya han sido seialados en el capitulo ©referidos
a los antibioticos en general) ¥ en el capitulo TV (en relacion con la peniciling
en particular). En lo que respecta a la carne y despojos comestibles proceden-
tes de animales tratados con dosis terapéaticas de penicilina, es necesario
senalar. ademas, que los riesgos se ven potenciados por ¢l hecho de que los
residuos presentes en estos alimentos son muy superiores a los encontrados
come conseenencia de la administracion de este antibidtico con el pienso.

Extos heehos han Hamade la atencion de los higienistas de los alimentos.
En los iltimos aios. se han publicado una serie de trabajos tendentes a
determinar la coantia de los residuns presentes en los tejidos de animales a los
que se les administed por via parenteral diversas dosis de antibidticos. Algunos
de estos trabajos referidos a la peniciling se citan mas adelante en este mismo
capitule. Existe. ademis. um extensa bibliografia sobre la presencia de sus-
tancias antimicrobianas en carne y visceras de animales declaradas aptas para
el consumo y de animales sacrificados de urgencia, Parte de esta bibliografia
se cita en el capitelo T (Introduccion). Conseeuencia practica de tdos estos
trabajos ha sido el que en ka legislacion sobre inspeccion de carnes de muchos
paises se hayan incluido normas relativas a la prohibicion del sacrificio de
animales tratados con antibioticos y al periodo de tiempo gque debe transcurris
entre el tratamiento v el sacrificio para que éste pueda venficarse. En algin
patis (Alemania. por ejemplo) es ya obligatorio practicar en los mataderos v en
la carne importada pruchas sistematicas de deteceion de residuos de amibiin-
com (ANONIMO, 197H. En otros paises (Dinamarca). es obligatoria la prueba de
deteccion de antibioticos en wdos los casos de saenficios de urgencia y de
enfermos sometidos a andlisis bacteriologico, o cuando se sospeche o se lenga
evidencia de que ol animal fue tratado con antibioticos dentro de los seis dias
anteriores al sacrificio (Jrrses y PEpersex, 1965).

En ¢l presente capitulo de esta tesis se pretende aportar algunos datos al
conocimiento de ka cuantia y la persistencia de los residuos de peniciling G
procaina en misculo, higado y rifon de pollos inoculados por via intramuscular
con dosis de 5,000, 10,000, 20,000 v 100.000 UKz de peso vive,

- bk}

MATERIAL Y METODOS

Se wtilizaron polles broiler de una edad comprendida entre uno y dos
meses (peso medio 1,6-1.7 Kg). E<tos pollos habian sido alimentados desde los
15-20 dias con un piense exento de antibioticos (véase Tabla VI A cuatro
lotes distintos de estos animales se les inoculo individualmente por via intra-
muscular (region del muslo)y dosis de 5.000. 10.000. 20.000 y 101.000 Ul de
peniciling G procaina en un vehiculo acuoso por Kgg de peso vive, De cada uno
de estos cuatro lotes se tomaron tres pollos a lox tiempos 2,120 24y 18 horas
despuds de la inoculacion. Sacriftcados los animales por corte profundo en la
region cervical, se tomaban muestras de Lo pechuga. del higado y del rifon de
cady uno. Inmediatamente después de sa oblencion, las muestras se sometian
{4 ensayo.

A cada uno de los tiempos sepalados antes, se sacrificaba también un
polla testigo, correspondiente a un lote de animales alimemados con el misme
pienso, pero no inoculados con antibidtico. y sus tejidos se muestreaban y
ensayaban del mismo maodo,

Teniendo en cuenti que los residuos de penicilina presentes en los tefidos
iban a ser elevados, para la determinacion cuantitativa de estos residuos se
considerd adecuado, por ser suficientemente sensible (0.0625 Ullgr de ejido),
¢l método biologicn de difusion en placas de agar inoculadas con Sarcina lutea
ATCC 931, segan la téenica de Kraser ef of . (19681, con las madificaciones
sefaladas en el capitulo T Material y Métodos Generales). La curva patrin
utilizada para las valoraciones del antibiotico fue fa representada en la Fig. 6.
Tanto para fa curva patron, como para todas las determinaciones analiticas, la
preparacion de la suspension bacteriana se leve a cabo siguiendo la téenica de
Grove y Raaparn 11955), con las modificaciones sepaladas en el capitalo 11
(Material y Mérodos Generalesh

Cada una de las tres muestras procedentes de cada animal se ensayaba en
una placa distinta v de ella se hacian tres determinaciones en utros tantos
cilindros, alternando con los otros tres cilindros donde s¢ ensayaba la coneen-
tracion de referencia del antibiotico. Por lo 1anto, refevido o Jos tres animales
sacrificados a cada uno de los tiempos mencionados, se milizaron nueve placas
y las lecturas efectuadas fueron 27, Interesa resaltar, <obre todo, que las
concentraciones de residuos que se dan mis adelante se caleularon llevando a
bt curva patron un valor que representa la media de los valores obtenidos
(previmmente corregidos) con ¢l mismo tejido de los tres animales (nueve

determinaciones),

RESULTADOS

Ea by Tabla X se senalan los residuos encontrados en los animales a los
que se les inoculo una dosis de 5.000 UL de peniciging G procaina por Kg de
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peso vive, La maxima concentracidon e observo en rinon a las 2 horas después
de lainocnlacion (0,310 Ullgr. sizuiendo higado y maseulo. La permanencia
fue semejante en rinon, higado v miscnlo. No se detectaron residuos en
ningune de los tres wejidos mencionados a las 20 horas post-inoculacion,

Los resultados del experimento correspondiente a la dosis de 10,000 Ullkg
de peso vive se dan oen la Tabla XTIV, También en este case la masima
concentracion de los residuos corrrespondia al rinon a las 2 horas (0,640 UGller),
Seguian higado y miscule, La permanencia de los residuos fue maxima en
higado v rifion: a las 48 horas era evidente Ja presencia de residuos, aunque suo
cuantia no era medible por la téenica atilizada.

En la Tabla XV e dan los datos relativos a la dosis de 20,000 UVKe. Lo
mismao gue con las dosis anteriores. la maxima concentracion de residuos se
detectd en ¢l rinon a las 2 horas, Cantidades menores e encontraron en ¢l
higado vy en el masculo, en este orden. A Tas 12 horas, los residuos eran algo
superiores en el higado que en el rinon y en el masculo, diferencia que se
mantuve a las 24 horas. A las 48 horas. los tres tejidos eran positivos de
restduos, aunque su coantia era inferior al limite de sensibilidad de la téenica

(0.0625 Uljgr).

TABLA XIN
Residuos ke penicilinn ¢ procaing, expresados en Ullgr de muestra. en tejidos de

poellos inocnlados por via intramuscular con 5.000 Ul'Kg de peso vivo

Tiwmpo en hovas dlesjame= e b ol ion

TEIIIHY
2 12 bt | 1]
Miscule ¥ .
Hligado 0.090 +

Rifisin (310 .
+ = Pasitivo, pere no medible cnanitatnamente,

Negative Gnsend i de residuos)

TABLA X1V
Residuos de peniciling G procaina, expresados en Ulgr de muoestea, en tejidos de
polles ineculados por via inteamuscular con 10,000 Ullkg de peso viva

Fiempus en lovas despuds e Lainoculan ion

Tepda
H 1 24 1]
Musculo + 1 f
Higadlo 0109 0,075 00,1t +

Riiiin (1610 + + +

£ = Posttive, peto ne medible ©uanntitG s ansecene,
Negative dansencia de resulunsy,

ity -

TABLA XY
Resittuos de peniciling G procaina. expresados en Ullge de muestra. en tejidos de
pollos inoculudos por sia intramuseular con 200000 ULKg de peso vive

Fiemp en boras despmes de Lol en

1% peedi
2 [ 34 > H
Mu=culo 0.t (068 + .
Thizalo 0,1 (LUKt R §
Rifin -1 063 + -

£ = Positvo, guero ne medibe Cuantitabis amente
Negatove Greendia de resulins)

Poealtimo, la Tabla XV recoge los resultados del expetimento en el que
los animales fueron inoculados con una doxis de 100,000 UllKe de peso vive,
dosiz muy elevada que no se aleanza normalmente en la practica, Como puede
verse, lambicn a las 2 horas la cuantia de los residuos erg en este orden: rifion,
higado, mizculo. El pivel ¢ mamtuve algo superior en higado que en riion,
siendo el misculo el tejido donde exte nivel descendin antes,

En Lt Tabla XV <¢ rednen los datos de los cuatro experimentos,

DISCUSION

Considerados en conjunto los experimentos realizados. puede concluirse
que la concentracion maxima de residuos se ohservd siempre a las 2 horas
después de la jnoculacion del antibiotico en el rindn, siguiendo higado y
musculo. A los restantes tiempos (120 24 5 48 horas), la maxima concentracion
corvespondia al higado v después al rinon, El misculo fue el tejido donde la
roncentracian fue minima.

TABLA XVI
Residuos de peniciling G procaing, expresados en Ulge de muestea, en tefidos ale
pollos inoculados por via intrnmusceunlar con 100,000 UI'Kg de peso sive

Taerapss om horas despucs de Ly osnoe olacion

Veilahe

= 12 Al B
Muscule 0.1 0,402 + +
Higaeln -1 0.1 0.072 0,066
Rinon - * o1l .06 (.03

i Posmivn, pro i maedsble: caamiaats ame e,
Lo residies enviion cran supersmpes g lie pespline cn igaddi,
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TABLA XVII
Residues de peniciling G procaina, expresados en Ullgr de mnestea, en tejidos de
seular econ dosis distintas de este antibidtico por Ky

pollos inoculados por vin intram
de peso vivo

I 1A R IIIII'.I"- lit'\]lll"'ﬁ e O |l|i|| nn

(VS Teqitor
> 12 =} Ht
M ¢ -
5.000 H 0,000 f
4 310 #
M t b t
YO, 0K ] 0.10v 0,075 {(LOOY t
R 0.6H} i £ {
hY| 0.1 (LOGH - t
20L000 H 0.4 [IK}: ) 0,625 +
It | .0638 * +
M {1 0,002 #F +
100,064 1 ol 0.10 0,072 L4066
R .| * 011 (U6 0463

M = Mascolo, I = Higado, R = Hiin

# Pocitive, gt mae nedile caantitins amentss,

\:t':.’illi\ll fatsencit de pesidunsy,

Lo wesidues en gt eran snperiones o vesiluos on Dzl

A

Dada ta limitada sensibilidad de la téenica de determinacion utilizada. no
es posible concluiv acerea de la persistencia limite de los residuos de penici-
ling en los tejidos estudiados, Cabe, inicamente, seialar que ya a las 12 horas
con la dosis de 5.000 UNKg. v a las 48 horas con las de 10,000 y 20,000 UNKg.
los residuos presentes en los tres wjidos investigados eran inferiores al limite
de sengibilidad e Ta téenica 10,0625 Ullgr de ejida).

St tenemos en cuenta que la OMS (1970) considera como inocuos los
residuos de peniciling presentes en la carne cuando estos estén por debajo de
0.1 Ulgr. cabe concluiv que con las dosis terapéaticas de peniciling mas
corrientemente utilizadas en aves (10.000-20.000 UlfKg, peso vivo) a las 18
horas post-inoculacion los residuos presentes en los 1ejidos son poco significa-
tivos, Es conveniente seiialar aqui que aun siendo la peniciling utilizada una
forma de absereion retardada. ¢l hecho de haberla inoculado en solucion
acnosa determina que su ibsorcion haya sido mas rapida que si hobiéramos
utilizado esta misma peniciling en un vehiculo oleoso o en una suspension
oleosa de un gel de monoestearato de aluminio. En este caso. también la
persistencia en los tejidos hubiera sido mds prolongada, La penicilina G
benzating es eliminada mas lemamente del suero v de los 1ejidos que la
penictling G procaina (Lorrscaanp er ol 1968: Vipe e, 1969: Huser, 1971).

El ticmpo de exerecion del antibiotico hay que relacionarlo, ademas de
con la forma de penicilina administrada, con Ly especie animal. El tiempo
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necesario para s excrecion por la orina es diferente en las distintas especies
animales. En pollos, semin Huser (1971), la eliminacion es mucho mas rapida
que en cerdos y en vacuno, por ejemplo. Las aves per lo general, metabolizan
y eliminan la peniciling mis acentuadamente que otras especies, Por lo tanto.
los resultados obtenidos en pollos no pueden aplicarse a otrox animales,

Por lo que respecta a la forma de peniciling de absorcion retardada
utilizada. penicilinag G procaina. es necesario también considerar la posibilidad
de que el producto sea secuestrado en el tejide muscular, lo que aumentaria
peligro para ol consumidor (Huseg, 1971).

Existe un mimero reducido de trabajos sobre residuos de peniciling en
carne y visceras de animales a los que se inocularon dosis distintas de este
antibidtico por via paremteral. COVeR e af. (1957) no encontraron residuos de
penicilina G procaina en higado y rifion de pollos a los que 2 horas antes se les
habia administrado por via intramuscutar dosis de 5.000 v 10,000 Ulillibra de
peso vivo, LOFISGAARD of al. (1968) investigaron los residuos presentes en
orina. rifion, misculo e higado de cerdos a los que se les habia inoculade por
via intramuscular una dosis de 12,000 UifKg de penicling G procaina. La
teenica utilizada por estos auteres (con extraceion ¥y concentriacion) era muy
sensible: 0,002 Ulfgr de tejido. A los cuatro dias post-inoculacion no detecta-
ron reskduos nioen la orina ni en los tejidos mencionados. A las 21 horas, los
residuos en misenlo. higado y rifion (0.03. 0.019 y 0.1 Uligr, respectivamente)
eran algo superiores a los encontrados Por nusolros a esle mismo tiempo con la
dosis de 10.000 UlKg. Los autores mencionados investigaron tambicn los
residuos presentes en cerdos a los que inocularon dosis de 8,000 UllKe de
peniciling G henzatina, Con esta forma de penicilina, se observe una persis-
tencia mayor de los residuos, puesto que éstos eran detectables en miseulo,
higado y rifion hasta los 7 dias después de la inoculacion, aunque su cuantia
era muy pequeiia (0,003, 0.002 y 0,092 Ulfgr, respectivamentel. BAROUTC IR o
(1969) encontro residuos en higado (no en misculo) de pellos a los que 2 dias
antes del sacrificio habia inoculado por via intramuscular 10,000 Ulave de
penicilina G sodica. Los resultados del trabajo de Scnommorsy (1969 han de
ser interpretados en funcion de la escasa sensibilidad de la 1éenica utilizada
(0.1 Uligr de 1ejido). Ademas, no se menciona la forma de pemeilina atilizada.
Este autor no encontrd residuos de peniciling en carne ¥ visceras de terneros a
las 27 horas después de la administracion de unas 10.000 UlIKg de peso vive
por via intramuscular. En cerdos inoculados con unas 15,000 UKg. a las 26
horas post-inoculacién selamente detects residuos en rifon,

Huskr ef af. 11969) estudiaron los residuos de peniciling G procaina
presentes en suere y orina de cerdos a los que se les habia inoculado este
antibiotico en suspension acuosa por via intramuseular a la dosjs de 3.900
UIKe. A las 48 horas después de la inoculacion, detectaron residuos en suero,
y a las 72 horas, en orina. A partir de la cifra de residuos en la oring, estos
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autores caleulan tesricamente los residuos en masculo, higade v orindn. obite-
nivnde los siguientes valores: de 0,01 2 0,12 Ulgr en mudsculo, de 010 a 0,95
Ulee en higadoo v de 0006 a 056 Ullgr en rifon. No estid elaro. sin embargo, ¢l
tiempo post-inoculacion a que corresponden estos residuos.,

Las dificultadles economicas que lleva consigo la utilizacion para este tipo
derabajos de animales de matadero. =on la cansa de que alzunos investigado-
ves havan recarrido a animales de laboratorio, aun sabiendo que los resultados
obtenidos en estas especies no son aplicables a aguéllos, Visa (1969) da una
serie de datos sobre residuos de diversos antibioticos en ratas. Después de la
adminmistracion parenteral de 10,000 Ul de penicilina G procaing por Ke de
peso vivoe vaa las b horas no detecta residoos en misculo ni en higado,
aungue =i en rinon (0,06 Ullari. En cambio, después de la inoculacion de igual
dosis de peniciling G benzatina., encuentra residuos hasta las 24 horas en
hizado (0.08 Uligr. v hasta las 72 horas en rifon (010 Ulign. EF misculo no
presentaba residoos yaoa las 4 horas, La sensibilidad de la téenica utilizada era
de 0,02 Ulfgr para ol higado v de 0,01 Uligr para ol rifién y el misculo.

A la vista de nuestros propios resultados y de los resultados de los
trabajos mencionados es evidente Ja dificultad de un estudio comparative por
varias razones, entre eltas la diferente sensibilidad de las (éenicas de determi-
nacion Milizadas, las distintas formas de pemiciling empleadas, la especie
animal, ete, En lincas generales. estos trabajos coinciden con nuestros resaol-
tados en que en las primeras horas después de by inoculacion es el rinan el
tejido donde la concentracion del antibidtico es mayor. pero que despuds la
cuantia ¥ la persistencia de los residuos en rinon e higado varia de unos
trabajos o otros, El misculo stempre registra concemtraciones y persistencias
menores,

In el capitule anterior se han discutido va los posibles riesgos derivados
del consumo de alimentos con residuos de penicilina, Aun cuande no se
conoee la dosis pecesavia via alimentos para determinar una sensibilizacidn.,
ni para desencadenar un choque anafilictico en personas previamente sensibi-
lizadas, parece evidente que estos riesgos deben ser mucho mayores cuando se
consume carne o despojos de animales que fueron tratados previamente con
dosis terapéuticas de este antibiotico ya que la cuania de los residoos presen-
les s mayor en este caso que cuando los animales se alimentan con piensos
antibisticosuplementados. También en el capitulo anterior se han discutido
una serie de datos relativos al desarrollo de resistencias bacterianas a la
peniciting por parte de la lora intestinal,

No estan ain determinadas de modo general las telerancias en cuanto a
residuos de peniciling en carne y viseeras animales. Mientras que la FAO-
OMS (1969 considera como inocuos los residuos de penictlina inferiores a 0.1
Ulgre de tejido, Ta F. DAL americana (FEDERAL REGISTER. 1972) no admite
ninguna folerancia para la carne de pollo ¥ olras aves, cerdo, huevas y leche,
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Los resultados por nosotres obtenidos en carme de peellos indican que con Jas
dosis terapéuticas mis corrientemente utilizadas (10.000-20.000 Ultkg) ya a las
12 horas después de lainoculacion los residuos presentes en los tejidos son
inferiores a 0.1 Ullgr. pero que adn a les 48 horas se detectan residuos, aunque
inferiores a 0.0625 Uligr.

Para redocir la cuantia de los residuos de antibinticos presentes en los
alimentos de ortgen animal. existen ya en algunos paises normas que prohiiben
el sacrificio de los animales que fueron tratados con antibioticos v senalan ol
periodo de tiempo que debe transcurrie entre el tratamiento v el sacrificio para
que éste pueda verificarse. Ao cuando. en general. se consideran suficientes
4 dias, parece generalizarse el periodo de 6 dias, exigido por ¢l reglamento
danés de inzpeceion de carnes (Pavragos, 1966).

De dos resultados obtenidos por nosotros puede deducirse que incluso el
periodo de cuatro dias puede ser suficiente por lo que respecta a la peniciling
en pallos,

CAPITULO VI
INTRODUCCION

ESTABILIDAD DE LOS RESIDUOS DE PENICILINA G
PROCAINA EN MUSCULO DE POLLO

En los capitulos anteriores de esta tesis se ha estudiado la cuantia de Jos
residuos de penicilina presentes en rifion, higado y maseulo de poltos alimen-
tados con piensos adicionados de este antibidtico a distintos niveles ¢ inocala-
dos por via imramuscular con dosis terapéuticas del mismo. A la vista de los
resultados obtenidos. surge la pregunta de si estos residuos se mantienen en
los muisculos y en las visceras hasta que estos alimentos son consumidos o, por
el contrario, si los fenomenos bioguimicos que llevan consigo s procesos
post-mortem. primero, y la refrigeracion o congelacion de la earne y su finat
tratamiento térmico culinario después, determinan una inactivacion o destruce-
cion total o parcial de los mismos, lo que dismimiriz los riesgos para el
consumidor,

El estudio de la estabilidad de los residuos de penicilina, como de otros
antibisticos, en alimentos de origen animal tiene una eonsiderable importancia
practica. En la actualidad. no se lleva a cabo sistematicamente en los matade-
ros la deteccion de estos residuos, pero ain en el case de que llegue a
imponerse esta practica, es evidente que nunca se tendra la garantia absoluta
de que la carne esté exenta de antibidticos, por el grave inconveniente que
supnne la limitada sensibilidad de las (6enicas de deteccion utilizadas.

Existen muy pocos trabajos relativos a la estabilidad de los residuos de
penicilina en tejido muscular y visceras de animales,



En el preseme capitulo se estudia la estabilidad de los residuos de penici-
lina G procaina en masenlo de pollo mantenido en refrigeracion y en congela-

vion, ast como L inactivacion por calentamiento de estos residuos,

MATERIAL Y METODOS

Los experimentos de estabilidad de los residuos de peniciling G procaina
en carne de pollo frente a la refrigeracion y a la congelacién se llevaron a cabo
con muestras de muasculo procedente de pollos a los gque se les habia inoculado
dosis distintas de este antibidtico, manteniendo ¢stas muestras a temperaturas
de 4 = 1°C y =18 £ 2°C, respectivamente,

Las dosis utilizadas fueron de 50.000. 10.000 y 5.000 UKg de pesa vive,
Con cada una de estas dosis se inocularon tres pollos por via intramuscular en
la region del muslo. Los pollos habian sido alimentados con un pienso exento
de antibioticos. Los animales se sacrificaron dos horas después de la inocula-
cion y. acto segnido, se obtuvieron muestras de los misculos de la pechuga.
Las muestras correspondientes a los tres animales inoculados con la misma
dosis se mezelaron a partes iguakes y los tejidos se trituraron conveniente-
mente, procurands vna mezela homogénea. Todas estas operaciones se reali-
zaron con el miximo cuidado para evitar contaminaciones. El triturado de
tejido correspondiente a cada dosis se distribuyd en distintas alicuotas de unos
15 gr. que se colocaron en bolsas de plistico estériles y éstas a su vez en
placas de Petri también estériles. La mitad de las placas se llevaron a un
refrigerador a 4 £ 1.°C y la otra mitad a un congelador a =18 + 2'C, donde se
mantuvieron durante el tiempo del experimento. Al tiempo 0, dos alicuotas
(una de cada mitad) se someticron a valoracion cuantitativa de residuos, Las
muestras conservadas en refrigeracion se valoraron con un intervalo de 5 dias
durante un periodo de un mes. Las mantenidas en congelacion con un inter-
vale de 10 dias durante un periodo de tres meses. En todos los casos, se
pesaron 10 gr de cada muestra y se sometieron a ensayo de valoracion.

Para las dosis de 50.000 y 10.000 UI'Kg de peso vivo, la determinaciin
cuantitativa de residuos se lleve a cabo por el método biolégico de difusion en
placas de agar inoculadas con Sarcina tutea ATCC 9341, segin la téenica de
Kuaver et af. (1968), con lus modificaciones senaladas en el capitulo 11
(Material y Métodos Generales). La sensibilidad de esta 1éenica es de 0,0625
Uligr de 1ejido. Para la dosis de 5.000 UIKg de peso vivo, se considerd que la
técnica de extraceion anterior no era suficientemente sensible, por Jo que se
utilizo la téenica de extraccion y concentracion de PEDERSEN (1965). La sensibi-
lidad de esta téenica, con las modificaciones introducidas por nosotres (véase
capitulo 1D, es de 0,00250 Uligr de tejido.

Para el estudio de la sensibilidad frente al calentamiento de la penicilina
G procaina se llevaron a cabo dos grupos de experimentos: el primero de ellos
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con soluciones puras enampion fosfato y el segundo con misenlo procedente
de pollos inoculados previzmente con este antibictico. La finalidad de estos
experimenios erd. en primer lugar, conocer la cuantia de la inactivacion de los
restduos microbioldgicamente activos presentes en ol tejido muscalar y, en
segundo. establecer posibles relaciones entre la inactivacion del antibictico en
soluciones puras y tal como s¢ encuentea en los tejidus animales.

En los experimemos de estabilidad frente al calor de la peniciling G
procaing en soluciones puras. s¢ prepararon soluciones de una concentracion
de 0.1 Uliml en aampin fosfato hipotasico-monopotisico 0,05 M de diferentes
pHs: 5.3. 5.6, 5.9, 6.2, 6.5. 6.8 v 7.1. El calemamiento s¢ llove a cabo
anadiendo 5 ml de cada una de las soluciones de distintos pH a tubos de vidrio
Pyrex de 160 X 16 mm y manteniendo estos tubos en baios lermostatados g
lus temperatoras v durante los tiempos de tratamienmo. Las temperaturas
ensayadas fueron 60, 80 y 100°C y los tiempos de calentamiento a cada una de
estus temperaturas de 30, 60 y 90 minutos, Para las temperaturas de 60 y 80°C
se utilizo un baio de agua SELECTA (sensibilidad = 0.1°C) y para la de
100C un baio de accite TECAM (sensibilidad + 0.1"C) El tiempo de
tratamicnto se contd siempre a partir del momente en que se aleanzaba la
temperatura deseada en la masa del liguido. Pasado este tiempa, los tubos se
enfriaban por inmersion en agua de hielo y las muestras se ensayaban a
comtinuacion. Coma control se utilizo la misma solucion del amtibiotico a
tguales pHs mantenida a temperatura ambiente durante ol ticmpo del experi-
mento,

En los expevimentos de estabilidad frente al calor de la peniciling G
procaina en misenlo de pollo, se utilizaron muestras de tres animales que
habian sido inoculados por via intramuscular en la region del muslo con
100.000 UL/ Kz de peso vive una hora antes del sacrificio. Los pellos fueron
alimemados con un pienso exento de antibioticos. Como muestra de CRsaye se
utilizé un triturado de tejido muscealar obtenido por mezela de igual cantidad
de misculo de la pechuga de cada une de los tres animales. Se pesaron
alicumtas de 10 gr de esta muestra en tubos de centrifuga de 100 ml e
capacidad con tapén de rosca y a continuacion el tejido se tampond con 40 ml
de un tampin foslzto bipotdsico-monopmdsico 0.4 M, de tal forma que los pHs
finales eran de 5,3, 5.6, 5,9. 6.2, 6,5, 6.8 y 7.1 tiguales a los utilizados para las
disoluciones puras). Estos pHs cubren el rango fisioldgico de variacion del pH
en el misculo post-mortem. Acto seguido, los tubos se colocaron en baiios
termostatados en lae misma forma, a las mismas temperaturas y durante ¢l
mismo ticmpo que en el experimento anterior. También en este caso el tiempo
de tratamiento se conté a partir del momento en que se aleanzaba la tempera-
tura deseada en el interior del contenido de [os tubos. El enfriamiento se levo
a citho por inmersion en agua de hielo. Una vez enfriadas. las muestras se
homogencizaban y a continuacion se tomaba una alicuota (que se sometia a
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centrifugacion. El sobrenadante constituia el lguide de ensayo, Como control
seutilizo una alicuota dgual del mi=mo triturado de tejido muscular lamponada
a dguales pls y manenida a temperatura ambiente durante el tiempo del
experimento.

El ensayo de las mestras en wados los experimentos de inactivacion por el
valor =e Hevo o calw por la 1éenica de Kewvier er ol (1968). con las maodifica-

ciones anleriormente mencionacdas.,

RESULTADOS

En la Tabla XVIHI e senalan los resultados obtenidos en los experimentos
de estatnlidad de los residuos de peniciling G procaina en mdzcale de pollo
mantenide en relvigeracion a 4 = 1°C. Estos resultados se representan erili-
camente en fas Figs, 708 v 90 Por lo que respecta a los vesiduos presentes en el
tejido muscular de los animales a los que s les habia inocalado 50,000 UliKe
de peso vive, su cuantia disminuye progresivamente hasta el dia 30. momento
en que ne se detectaron residuos microbioligicamente activos, A los 20 dias.
los restduos presentes eran, aproximadamente, Ta tereera parte de los residuos
iniciales. Los residuos correspondientes a la dosis de 10,000 UlKg {ueron
desde el tiempo 0 silo ligeramente superiores al limite de deteccion cuantita-
tiva de la téenica (00625 Ulfary. No obstante, se mantuvieron asi sin modifica-
cion hasta el dia 15, descendiendo después por debajo del mencionado nivel de
deteceion, para ser negativa su preseneia al final del experimento (dia 300, In
la grafica de la Fige 8 no se rvepresentan los puntes correspondientes a las
determinaciones de Jos dias 20 v 25, porque. aun siendo positivos de presencia
de residuos, éstos ne pueden expresarse cuantitativamente. Finalmente, Jos
residuos relativos a la dosis de 5.000 UKg tueron disminuyendo también a lo
ltrgo del peviedo de mamenimienmo en refrigeracion del masculo, no habién-
dose detectade su presencia. ain con la gran sensibilidad de la téeniea atili-
zada en este caso (0,00250 Ullgr). al final del experimento (dia 30),

TABLA XVIII
Estabilidad de los residuos de penivilina G procaing en maiaseulo de pollo mantenido o
4 = 1" (Las cifras representan Uligr de tejido)} *

Thimin Ticapse tilia=)
it ulada
IUFRE pese) {1 K 10 15 )y 25 il
0,000 0,14 0.10 0.097 0.071 0,061 0,063
LK (1,065 (.064 0,063 0,004 =0.062 =062
A.000 0.021 0023 0015 0,015 0.016 0.003

* Para L desi= e SO000y 100000 UBKe, L sensibilidad e Lnoeenica stihzadio e de 00625 Ulge v para la
dois de 5 000 Uk de 0U00250 Uligr.
Negative Gaesenciy de residuosy,
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Fiz. 10.=Estabilidad de los residuos de peni-
cilima G procaina en niscule de polle mante-
nido en congelacion a W+ 290, (Los animales
babian ~ido inocubados por via intramuoscalar,
dos horas amtes del sacrticis, con 30000 UKy
e peso vivol,

Los resultados de los experimentos de estabilidad de los residuos de

penicilina G procaina en miseulo de pollo mantenido en congelacion a <18 +

2°C durante un periodo de tres meses se expresan en la Fabla NIN y se

representan graficamente en las Figs. 100 11 y 12, Como puede observarse, los

rexiduos presemtes en los masculos de los animales inoculados con la dosis de
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50.000 UllKg < mantuvieron muy estables, Se aprecia. <in embargo. una
disminucion gradual. aungue muy poce significativa. en la cnantia de estos
residuos, Las cifras de residuos correspondientes a las otras dos dosis de
inoculacion (10.000 ¥ 5.000 U'Ky) son muy semejantes a lo largo del periodo
de tres meses que duraron los experimentos,

En ta Tabla XX se recogen los resultados de los experimentos de estabilidad
frente al trimamicnto téermico a 600 80 y 100°C de la peniciling G procaina en
solucion tampan fosfato de difecentes pHs. En Ja grafica de In Figo 13 =e
representan los resultados obtenidos despues del tratamicento a estas tres tempe-
rituras durante 30 minutos. Las Fres, 14y 15 corresponden a las griaflicas de 60

v 9 minuins, respectivamente.

TABLA XIX
Estalilichul de los residuos de penicilina € procaina en misenlo de pollo mantenida
en congelacion a-E8 * 2°C. (Las cifeas representan Ulige de 1ejido) *

Daismi= Tivrnpa (b=t
imcnlanla “
iU VKg pa=al 1] ") 20 Ril} 1] Sl Ol T #ir 94
50,000 017 008 17 016 005 015 0 Gl 01 0,135
10000 0.075 0.085 G065 0067 0,063 0063 0.063 0,063 0,063 0.063
(KK} 0.032 0040 0036 0,031 G030 0033 0,029 0029 0,033 0.03]

* Para s desis e 30000y WURRE UK. Lo sensibalidad dee da éenica atilizada er de 00625 Ulge v pars la
et il 5000 UPKgE dee 000250 U] zr.

G.19 e
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Fiz T Estabilidad de lox residoos de peni- Fiz, 12.-Estabilidad de his residuos de peni-
cillina G procaina en misculo de polle manie- ciling G oprocaing en misculs de polle mante
nide en congelacion a 18 200 Lo animales niddo en congelaciin a <18 = 290 (Los animales
habian side ineenlados por sia intramscular, labian side inoculados por via inframuseular.
do= hotas antes del <acrifivio por sia intramus- dos horas antes del sacrificio, con 5,000 UK
culars con HLO0D LRy de peso vivol. de pesa vive,

Hu6

TABLA XX
Estabilidadl de la peniciling procaina en solucion tampon fosfato de distingos ks
frente a diferentes tratnmivnios térmicos. {(Los valores representan los didimetros on
mm de lox halos de inhibicion)

Trataideatie il
it a0 R [ [} [ I |
) :m: 2560 20,16 20,51 20,51 2131 21.31 27421
[ "". 1981 2116 20030 20010 20,21 21.01 20.51
Oy 14.31 1911 19.56 19,86 20006 20,00 19.61
30 17,60 17.86 20,06 1926 18,16 19,16 20,56
B ()(l: ]E. il 17.76 IH.76 19.70 18,46 14,61 18,21
LY 15.96 17,16 18.21 18,86 17.6] 18.90 14,26
30 1311 153,70 16.06 1816 18.51 14.51 1816
100 fJU: H).66 12,36 15,56 17,01 17.36 16.51 ] 5: 1l
90 .41 13.01 15.71 16,1 1106 12,16
1} .
3

Cantrol oy 22.30 22,30 RAR () 2131 21,90 22,37 2185
' o 5 22,37 2145

11 = Los vecultadis abtenitles o estas « aatier determinag bome= 1 cada P eran ey seniejante=, E) yvilos AU
dacoriesponde a la media e bos cuatro vabores, ) .
Negativo Gusencia de tesilipe),

©~—0 SIN caLrhnar
e T
i —a £0°C/30" i a—c S0°C/E0’
= o——e 100°C/30° = ——a 100°C/6l"
E n E n
o :
& 22 & 2
s g 2 M
-~ 20 = et gy
Ly
2 g &
a 2 18
z 16 z 16
8 u €
= Vi L Vs
2
g0 g 10
= 8 = g 8
a 5.3 56 359 62 6.5 6.8 7.1 S 53 56 59 62 65 68 7.1
plls riis

Fig. 13, lnactivactin e la peniciling G pro- Figo B-Inactivicion de la peniciling G Jres-
ciing en mlm'n.m tampon lo=fialo de distintos caina e solucion tungen fosfato de distinn=
pls por tratamiento térmico durante 30 minu- phLs por tratamicnis wérmics durante 60 ming-
los a temperaturas de 60, 80 y 100°C, tes a temperaturas «le 60, 80y 1007,

Los resultados que se dan en la Tabla XX,y que figuran en las graficas
citadas, correspondientes 1 la muestra control (sin calentar) representan la
media de las cuatro determinaciones (iempos 0, 30, 60 y 90 minutos) realiza-
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das a cada pll. Se considers que. dadas las minimas diferencias existentes
entre los valores de estas cuatro determinaciones, Ly media podia expresar
mejor la ausencia de inactivacion del antibistico en estas muestras control
durante los tempos de los experimentos, Por lo demis, estos resultidos se
consideran mis adelante en este capitulo. De forma paralela en la Tabla NN
se dan los resultados de los experimentos relativos a la estabilidad frente al
calor del antibiotico presente en misenlo de pollo, resultados cuya representa-
cion grifica se hace en las Figs. 16, 17 y 18, Tambien estos resultados se

consideran mas adelante.

DISCUSION

Considerados en conjunto los resaltados de los experimentos de estabili-
dad de los residuos de peniciling G procaina en miscolo de pollo mantenido en
refrigeracion a ¢ = 1°C. es posible coneluir que para los tres niveles estudia-
dos. que cubren la variacion de la cuamia de los residuos encontrados en la
practica después de Ja administracion por via perenteral de penicilina, se
detectaron residuos durante todo ¢l periodo de vida atil del alimento, puesto
que cuando aquéllos eran negativos (dia 30). la carne ya mostraba signos claros
de alteracion. Evidememente, los residuos correspondientes a la dosis de
5.000 UIKg fueron de menor cuantia y si se detectaron hasta el dia 25 lue
debido a que la téenica wilizada era mucho mas sensible que la empleada para
las dosis de 50.000 y 10.000 UliKg.

O—— Gt CALEHTAR

: O—0 5IN CALENTAR i —_— 030

ft »——i 60°C/90° = —a 80°C/3N

= o—a BIFC/AV’ = —e 100°C/30°

= 24 o—e 100°C/90’ E 40

har} m

= n R T z %

g 5 oY

[ ) Y e

2 18 é m

2 56 e

2 2

vy tl -

= 1 2 ./\'—\N

= Vi =]

E 10 g

=5 P55 56 5.9 6.2 65 BB 7.1 = 5.3 56 59 62 65 6.8 7.1
pHs pHs

Fiz. 15.~Inactivacion de la penicilina G pro- Fig. 16, ~Inactivacion de los residuos de pe-
caina en solucion tampon fosfato de dististox piciling G procaina en misculs de polle a dis-
s por tratamiento téemice durante 90 minu- tintos pHs por tratimicnto 1énmico durante 30

tos a temperaturas e 60, 80y LOUPC, minuins & lemperaturas de 60, 80y THFC.
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nicilina I{I. procaing coaiscolo de pollo a dis- niciling G procaing en ansculo de polle g dis-
o= plls por tratiwmiento termice durante 60 tintos plls por tratamiento Wemieo durante 90
mmules atempeeratura= de 60, 80 v 1000, mintles a lemperaturas de 66, 80 v 10070

TABLA XXI
istabilidud de los residuos de peniciling G procaina en miiseulo de pollo a distintos
pHs frente a diferentes teatamientos térmicos, (Los valores represcnatan ||iziuu-l.ru.-a l'l‘l
mitt de Jos halos de inhibicién)

Tratamiente- uft
o AN R 0.2 i Bl 1.1
W 30001 30,41 301 35,10 12,16 30.. 3
5 3 ‘ S, BAR RAR 32, 30,26 RIRI{
Ol f)“. :HL 16 32,006 3.4 32,80 31.51 HETH 28 ":
90 29.81 3.51 32,06 $1.86 A.9% 32,01 27:!’1()
o 24,50 2L6] 26,01 2,50 21,4 225 24,5
- ; AR 26, 0. 21, 2251 2
Hrec: (:U. 200,30 22,21 2316 200 .!.!."if: l‘)_;]’ -;Il;::
W Iedl 2026 28260 2386 2341 1906 1166
My 13,90 13.96 16,96 11,60 15.61 1.2
. : F . y L3 .2 10,2
M Ho 10,41 10,76 9.90 l
o
i
ki
Contral nr 13540 33,93 REMS A 43 ;
‘” od G 3 RERLI 100 R

th Lo resulclos obresigdis ¢ 3
~uli dddi= e st caatos determmae psaes g ocalda pll
L : apeaees il LAN Iy ~ense 1 valor ;
et vrrespomde a b media de Jos oo valeres, ! ha s
Negattve tawsenon de cesiliso-b,

l_.m-'- resultados obtenidos en Jos experimentos de estabilidad de la penici-
lina G procaina en misculo de polle mantenido en congelaciin a =18 + 20
ponen de manifieste que este antibiotico e muy estable en estas condiciones

ya que Ta cuantia de sus residuos a los diferemes niveles se mantuve Cisi
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constante a o large de tres meses, Existen muy pocos trabajos sobre la
estabilidad de la penicilina en carne refrigerada y en carne congelada, SHaky
RYAs y SEUYAN (1973) no encontraron residuos de este antibiotico on mascalo
de pollo conservado a temperaturas de =2 a =3"C dourante 210 dias. Los
animales habian side inoculados por via parenteral con dosis de 50,000 y
100,000 UK. De nuestros propios resullados puede deducirse que, si bien
duramte la conservacion en refrigeraciin tiene lugar una cierta inactivacion de
los residuos microbioldgicamente activos, esta inactivacion es poco significa-
tivae y. por supuesto, no se puede confiar en la refrigeracion, y mucho menos
en la congelacion, a la hora de asegurar que la carne no contenga residuos
coande es consumida.

En Ja Fig. 13 se representa la estabilidad de la penicilina G procaina en
selucion de tampin Tosfato frente al calentamiento durante 30 minos a 60, 80
y 100°C. Como puede observarse a la vista de esta grifica. la estabilidad del
antibidtico fue anayer a los valores de pll mas proximos a la neatralidad.
siendo menor progresivamenie a los pHs mis deidos. Destaca tambicn la
covsiderable resistencia del antibiotico a todos los tratamientos, puesto que
incluso despucs de 30 minatos o 100°C se regisiré una actividad importante.
La cuaniia del antibiotico microbioldgicamente active (en Ullml) después de
este tratamients al pH de mayor estabilidad (6.5) era. aproximadamente, la
mitad del antibidtico presente en la muestra control no calentada (poreentaje
exacto de destruecion 44 <0)0 Al pH mas deido ensayvado (3.3) ¢l poreemaje de
destruccion fue del 75 S0y al mas alealino (7.1) del M €7, Comparados estos
resultiddos con los obtenidos por iguales tratamientos térmicos en misculo de
pollo (Fig. 10y destaca el hecho de que. ann signiendo Las curvas de inactiva-
cion una tendencia semejiente, existen menos diferencias entee da estabilidad
del antibiotico a los pls mas dcidos y a log mis proximos a la newtralidad. La
maixima estabilidad de los residuos del antibiotico se registro a pHs de 5.9 4
6.5.

La inactivacion fue poco significativa después del calemamiento a 60°C,
mds importante a 80°C y muy considerable a 1000C. Nin cnando no es pasible
determinar porcentajes de inactivacion, ya que los valores correspondientes a
la tnuestra control <in calentar no pueden transformarse en Uligr de tejido por
caer fuera del rango de lectura que permite la curva patron ntilizada en todos
nuestros experimentes, es evidente que la inactivacion de los residuos presens
tes en el miseuls fue muy superior poreentualmente a la que tuvo lugar en la
solucion pora del antibistico en tampan fostato, Este hecho fue mias marcado
para la temperatura de 100"C. Siose examina la grafica de la Fig, 14, que
representa la estabilidad de Ta peniciling G procaina en solucion tampin
fosfaro frente al ratamiente térmico a ignales temperaturas docante 60 minu-
tos, puede verse que la tendencia de bas curvas de inactivacion es la misma

que la observadi después de estos mismos tratamientos durame 30 minutos,
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También en este caso la estabilidad del antibidticn fue mayor a los valores mis
proximos a la newralidad. siendo menos progresivamente a los pls mas
acidos. diferencia que se acentita en el tratamiento a 100°C. A este trata-
miento, también se observe la estabilidad mivima a ptl 6.5. Los porcentajes
de destruccion a los pHs 7.1 6.5 ¥ 5.3 fueron. respectivamente. de 61, 51 ¥
83 €. Al comparar estos resuliados con los resultados paralelos obtenidos al
calentar nmtsculo de potlo a iguales temperaturas y durante el mismo tiempo
(Fig. 17). se observa que. lo mismo que sueedia en el tratamiento durante 30
minutos, existen menos diferencias entre la estabilidad del antibictico a los
pHs mas dcidos y a los méds proximos a la neutralidad en los tejidos que en la
soleciin tampon. Como ocurria en el calentamiento del masculo durante 30
minutes, tunbién en el calentamiento durante 60 minutos la mdxima estabili-
dad de los residuos musculares se vegisteo a pls entre 5.9 y 6.5, Una vez mas,
lainaetivacion de los residuos presentes en el tejide museular fue mis signifi-
cativa que la que tuve lugar en la solueion pura del antibiotico,  Asi. por
ciemplo,a 100°C no se detectaron residuos a los pHs 5,3, 5.6, 6.8 v 7.1, siendo
estos minimos a los pHs de 5.9 6.2 4 6.5.

Al comparar las curvas de inactivacion de las Figs. 15 v 18, que corres-
ponden al calentamicato durante 90 minutos de la solucion de penicilina G
procaing en tampon fosfato y del miisculo con residuos de este amibiotico.
respectivamente, pueden hacerse parecidas deduceiones (que en los experi-
mentos de calentamicento durante 30 y 60 minutos. Destaca. sin embarge. ol
hecho de que en el tratamiento durante 90 minutos los residuos presentes en el
miiscule fueron inactivados tmalmente por el tratamiento a 100°C 4 todos los
pHs, incluse a los que el antibiotico mostré su maxima estabilidad (5.9 a 0.5).

Considerados en confunto estos experimentos, es posible concluir que, en
el rango de das concentraciones sometidas a calemamienio (0.1 Uliml para la
solucion en tampon fosfato y 0.5 Uliml. aproximadamente, para los residuos en
misculo), la inactivacion por el calor de la penicilina G procaina no tiene luzar
del mismo modo cuando se encuentra en forma de disolucion JuEL en lampon
foslato que enando esta presente en el masculo. siendo agquélle en este altimo
caso mas geusada. Nooobstante, y adn estando incluida la penicilina en el
grupo de antibioticos termosensibles, en el tejido muscular los residuos de
penicilina G procaina microbioldgicamente itetivos son considerablemente re-
sistentes al tratamiento térmico. puesto que fueron necesarios 100°C durante
90 minutes para inactivarlos completamente. Por esta razon. parece logico
coneluir que no debe confiarse en o calentamiento que, por lo general, sufre la
carne antes de ser consumida para eliminar los riesgos derivados de la presen-
cia de residuos de este antibiotico. Este eriterio es compartido por otros
amores en relacion con los residuos de antibioticos en alimentos (PaNrros,
1966: Huner, 1970: Barniw, 1973),

Picer y Tovia (1969) estudiaron la destruccion de la penicilina disuelta en

701



agua destilada. caldo nutritivo, leehe y extracto de miseulo de pollo en
solucion salina. por calentamiento a 100°C. De los resuliados obtenidos por
estos autores puede deducirse que el poreentaje de destruecion de este anti-
biotico es distinto en los diferentes medios. si bien parece razonable pregon-
tarse si esta diferencia se debia a los componentes de los medios donde sq
disolvia el antibitico o en parte también al diferente pH de cada uno de ellos,
Los porcentajes de destraceion fueron mayares cuando el antibiotico se disol-
Vi enoun extracto de misculo en suero lisiologico. hecho que coincide con os
resultados por nosetros obtenidos., aungue en nuestee caso cl antibiotico no fue
aiadido al extracto muscular, sino que se encontriha vi en el musculo, Existe
una serie de trabajos que demuestran que la degradacion de la peniciling en
solucion puede retardarse en ciertos tampoanes o en presencia de ciertos
aditivos quimicos (Hot y Poore, 1971). Por otra parte, se sabe también que la
peniciling puede unirse o interaccionar en los tejidos con ciertas prodeinas,
union que segin Peer y Tova (1969) podria bacer al antibiotico mis sensible al
calor. En nuestro caso, la diferemte estabilidad de la peniciling G procaing en
solucion tampon fosfato y en tejido muscalar habria (que interpretarla a la luz
de estos hechos,

VAN Scomogsr (1969) estudié el efecto del calor sobre la pérdida de la
actividad antibacteriana de la penieiling. En Ja carne calentada a 1000C Ju-
riante 12 minutos, los residuos del antibintico disminuyeron de 2 a 0,25 Ulfgr.
micniras que cvando se encontraba en solucion se oblenia una inactivacion
semejante por un tratamiento a 60°C durante 85 minutos,

Lucass (197D ha estudiado la inactivacion por calentamicnto de soluciones
puras de penicilina G procaina en tampon fosfato de PH 5L a 6.6 v de imezelus
de penicilina con otros antibioticos presentes en tejidos de terneros saerifica-
dos en el maadero. Por lo que respecta o la penicilina en disolucion, este
auter destaca su notable resistencig al tratamiento Wrmico: a 100°C no e
posible su inactivacion completa en 120 minutos v las perdidas a 65°C durante
30-120 minutox fueron poco significativas, Se pone también de manificsto en
este trabajo la influencia del pH en la inactivacion del antibiotico por calenta-
niento. mayor a temperaturas mas elevadas ¥ a ticmpos de calentamiento mis
prolongados. v la estabilidad maxima del mismo a pHs entre 6 v 6.4 Todos
estos resultados coinciden con los obtenidos por nosotros,

Suanast et al. (1956) estudiaron la inactivacion por calentamiento de la
peniciling K iconcentraciones de 0,13 2 1,07 Uliml en leche. en tampon fosfatn
de pH 6y en agua. Este antibictico fue mis estable en la leche que en ol
tampon, ¥ en éste mis que en ol agua. La pasterizacion de la leche inactiva
inicamente una pequena parte de los residuns de peniciling presentes en este
alimemto (Krteske v Fotrs, 1950: Suanast er of.. 1956: Minio y Mokgison,
1970).

Al considerar Jos resultados obtenidos en Jos experimentes de inactivacion
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por calentamiento de la peniciling en alimentos en relacion con los posibles
riesgos para el consumidor. es necesariv tener en cuenta. ademas, que algunos
productos de degradacion de este amibiotico podrian comportarse como agen-
tes sensibilizantes, Tal es el caso del dcido penicilénico (Weex y E1sex, 1960),
De hecho. e cree que el verdadern agente sensibilizante no es la propia
moléeula de penicilina. sino un metabolito o un derivado {WECK v E1sen, 1960),
Esta posibilidad tiene gran interés en el sentido de que la inactivacion por
calentamiento de fa peniciling microhiologicamente detectable puede no supo-
ner laeliminacion de los riesgos derivados del consuma de alimentos con
residuos de este antibiotico,

Finalmente, si no se puede confiar en la conservacion de la carne por
refrigeracion o por congelacion. ni tampoco en el tratamiento 1éemico culinario
d que se somete este alimento antes de ser consumido, para liberarto de los
posibles residuos de penicilina. queda dnicamente reduci al maximo la cuan-
tia de estos residuos en la fase de produccion, contralando los niveles aijadidos
a los piensos y los tratamientos terapeuticos, y asegurando un periodo entre la
ultima administracion y el sacrificio de los animales en ol mataders, durante ¢l
cual el antibiotico pueda ser metabolizado y eliminado de los tejidos.

CAPITULO VII
INTRODUCCION

INFLUENCIA DEL pH Y DEL ACIDO LACTICO DEL
MUSCULO EN LA PRODUCCION DE HALOS DE INHIBICION
NO ESPECIFICA DEL CRECIMIENTO DE Sareina Inten

En los experimentos que se deseriben en capitulos anteriores de esta tesis
de determinacion de residuos de penicilina por la 1éenica de extraceion y
concentracion de Pepersen (1965) y valoracion por el método biolagico de
difusion en placas de agar inoculadas con Sarcina futea ATCC 9341 (Kiameng et
al.. 1968). en misculo. higado y rifien de pollos inoculados previamente con
dosis distintas de este amibidtico o alimentos con piensos adicionados del
mismo a distintos niveles, hemos observado en algmin caso la aparicién de halos
o zonas de inhibicion ne especifiea. entendiendo por tales aquéllos que no
podian ser atribuidos a antibidticos dadoes directamente a los animales de los
(que se obtuvieron las muestras, ya que éstos habian sidao alimemados durante
tres semanas, al menos, antes del sacrificio con un pienso exento de antibiot-
Os,

Los halos de inhibicién no especifica del crecimiento de Sarcina tutea
observados son de contornos poco claros; en realidad se trata de un enrareci-
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miento del crecimiento. mayor en las zonas mds proximas a la circunferencia
externa de contacte del eilindeo con el agar. Por el contrario. los falos
producidos por los antibioticos presentan limites perfectamente definidos y
dentro de estos limites no extste erecimiento en absoluto. A medida gue
aumenta el tiempo de incubacion. los halos no especificos tienden a desapare-
cer por crecimiento del germen, lo gque no sucede con los halos producidos por
los antibigticos que permanceen completamente nitidos.,

Lua aparicion de halos de inhibician del crecimiento no especificos se ha
observado por distintos investigadores, principalinente con extractos coneen-
trados de masculo, aunque las causas posibles han sido Gnicamente apuma-
das.

Hansen et af. (1963), citade por PEDERSEX (1965). consideran como proba-
ble causa de la aparicion de halos de inhibicion no especifica al dcido lictico
presente en el muasculo, PEbersky (1965), vtilizando un método de extraceion
con oxalato-EDTA-acetona y concentracion posterior. encuentra frecuente-
mente hales de inhibicion no especifica del erecimiento de Surcina lutea
principalimente con muestras de misculo de pollo, y seqala vomo posibles
causas al deido lictico presente en los tejidos. LoF1scasrn ef af. (1967) compa-
ran diferentes métodos de extraceion de lu penicilina de wejidos poreinos y los
relacionan con la aparicion de halos de inhibicion no especifica. Para evitar la
produceion de estos halos aconsejan utilizar como solvente extractante aceto-
nitrilo para higado y ridan, y acetonitrilo tamponado para mascalo, ademis de
resuspender los residuos de la evaporacidn en tampon fosfato. Cuando wiilizan
como solvente extractante oxaluto-EDTA-acetona encuentran principalmente
halos no especificas con muestras de masculo a las 24 horas post mortem. Con
acetona-agua destilada, Ja frecuencia de halos no especificos es mayor, por to
que estos autores concluyen que el efecto inhibidor del crecimiento puede
deberse a sustaneias solubles en el agua.

Ademis del pH (tanto del tejido inicial como del residuo que se ensaya) y
del contenido en dcido lictico del masculo, se han sugerido otras causas
posibles como responsables de la produccion de halos de inhibicion no especi-
fica, entre las que destaca el electo antimicrebiano de los residuos de los
liquidos utilizados para la extraceion y la presencia en los tejidos v oen los
Mluidos orginicos de sustancias bacteriostaticas, SKarxes y Warsov (1957) han
revisado los factores antimicrobianos presentes en los tejidos v en los fluidos
normales. Menos importancia tendrian la limpieza no adecnada del material
contaminado con antibidticos v virus antimicrobianos, seguida de esterilizacion
insuliciente (LOFrscasrD of al. 1968), y la presencia en los tejidos de antibioti-
cos sintetizados por la flora intestinal.

En nuestra experiencia, una posible causa de aparicion de halos no
especificos, en algunos casos. puede ser el liguido que. en mayor o menor
cantidad. cubre muchas veces la superficie de agar proxima a fa circunferen-
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cia externa de contacto del eilindro con o agar. Debido a la sensibilidad de
Sarcing lutea al wigeno. o germen no crece o lo hace silo parcialmente en i
zona cubierta por el mencionado liquido, Senvier (1972), considera como up
factor importante en la presentacion de halos de inhibicion no especifica la
sensibilidad de Sareina furea a la velativa falla de exizenn,

TERPLAN ¢t al. (1973) han tratado de diferenciar las sustancias difusibles
inhibidoras del crecimiento microbiano preseates en los tefidos animales y en
los alimentos de origen animal (por ejempde. antibinticost de lis sustancias no
difusibles con aceion inhibidora. mediante experimentos de dialisis,

En el presente capitulo de esta tesis, nos proponemaes apoartar alginos
datos al conocimiento de L influencia de los dos factores considerados coma
max importantes. el pH anto del misculo como del residuo de o aporacion
que se ensaya) yoel contenido en decido lictico del miisculo de pollo. en la
aparicien de halos de inhibicion no especifica del crecimiento de Sarcinag
fitena,

MATERIAL Y METODOS

Huestras. Se utilizaron pollos broiler de wnos 20 dias en ol momento de
iniciar la alimentacion con el pienso exento de antibioticos. Los animales
recibieron este pienso ab libitum durante tres semanas al menos, El pienso
utilizido correspondia a una formula para broilers (se da esta formula en otra
parte de esta tesis),

Inmediatamente despucs del sacrificio se tomaban. o mits rdpidamente
posible, tres muestras de los niisewlos de la pechuga, Una de ellas, la corres-
pondiente a la hora coro. se ensayaba inmediatamente. Las Hras dos se
conservaban en refrigeracion a 1-5°C hasta ol momento de su ensavo (horas 4y
24 En cada muestra se determinaba simultineamente ol Iy ol comtenido en
acido lactico. a la vez que se ensayaba su capacidad de prodoceion de halos de
inhibicion no especifica.

Medida del pll. Se Nlevi a cabo mediane pllmetro. previa maceracion
durante unos diez minutos de un triturado muscular en agia destilada, en la
proporcion 1: 1 (ph),

Determinacion dol contenido en deido Lictico del muscufo. Eliacido Lictico
se determung por la téenica enzimatica de Hentorst {1963).

Las medidas espectrofotométricas e hicieron en un espectrofolometre de
doble haz Beekman DBGT, provisto de registrador automitico con expansar de
escalas conectado a un uliratermostato Colora modelo N. Se trabago @ una
longitud de onda de 366 milimicras v el paso de tuz de Tas cubetas, de 3 mil de
cupacidad, fue de 1 em,

Reactivos, Hidrazina-glicina-huffer thidrazina 0.4 M, eheina 1M, pH 0.5),
Se suspendieron 7.5 gr de glicina. 5.2 ar de sulfate de bidrazina y 0.2 gr de
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EDTA-Nay11,. 21,0 en agua bidestilada. Se atadicron 31 ml de NaOL 2N y se
diluyo hasta 100 ml con agua hidestilada.

DPN. Se disolvieron 40 myg en 1 ml de agua bidestilada.

Lactate deshidvogenasa (L-Lactate: NAD oxidoreductase EC 1.1.1.27,
Bochringer).

Solucion de ddeido perelarico. Se diluyeron 7.7 mil de dcido perclorico
hasta 150 ml con agua bidestilada.

Solucién de COK, (5 M), Se disolvieran 69 gr de CO,K, en agua bidesti-
lada completando hasta 100 ml.

Preparacion del extracto desproteinizado. Se aiadieron 7.25 ml de la
solucion de dcido perelorico a 1 gr de tejido en un homogeneizador de vidrio,
Se mezeld bien la suspension. cuidando de recoger las particulas adheridas a
las paredes. y se centrifugé el contenido a un minimo de 3,000 o durante 5
minutos. Se recogio el sobrenadante en un vaso de precipitade con camisa de
hielo. Se toms Tl y se diloyo en 9 ml de agua bidestilada. Se neutralizo con
la solucion de CO4K, hasta un pH. determinado con pHmetro, de 3.5. Una vez
que hubo cesado la produccian de burbujas de CO, y precipitado ol perelorato.
se tomaron los 0.4 ml necesarios para ¢l ensayo.

Téenica. El contenido de la cubeta emuestras fue:

0.9 mi. hidrazina-glicina-buffer
0.1 ml, solucion de DPN

0.6 ml. agua bidestilada

0.4 ml. extracto desproteinizado.

Y el de la cubeta wenntrols:

0,9 m), hidrazina-glicina-bufter
0.1 ml, solucien de DIPN
1.0 ml. agua bidestilada.

Semezelaron bien los contenidos y se espers hasta aleanzar la lempreri-
wra de 25°C leyéndose entonces la densidad apltca (E,) dos veees con un
intervalo de tres minutos. Aeto seguido, se¢ mezelaron en la cubeta experimen-
tal 0.02 ] de la suspension enzimdtica.

Al completarse la reaceion (10-20 minutos después de la adicion del
enzima) se leyo la densidad oprica (E,) dos veces con un intervalo de tres
minutos,

Los cileulos se efectuaron segin la formula:

AE > il
= g moles i+ )-lactatoler tejide. donde.
X

Ak = diferencia entre las densidades opticas (E,-E)).

dil. = dilucion total de la muestra,

2 = coeliciente de extincion (emyl @ maol),

d = paso de luz (emy
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Extraccion. concentracion v ensave de las muestras. Para estudiar la
posible produccion de halos de inhibicion no especifica. las muestras se
sometieron a un procese de estraceion con una mezela de oxalato-FEDTA-
acetona y concentracion hasta desecacion twtal con ayuda de vacio segin la
téenica de Proersen (1965). ensayindose los residuos oblenidos, previamente
resuspendidos en 2 ml de un wampon fosfuto bisodico-monopotasico de pH 7
(113 gr de PO,HNa.2H,0 y 18 gr de POHLK, disueltos en 1 ditro de agua
destilada), por el método biologico de difusion en placas de agar inoculadas
con Sarcina {ntea ATCC 9341 (Kraven ef of., 1968). Se modilicaron las
cantidades de agar base y agar siembra 21 y 4.5 ml. respectivamente) en
placas de Petri de fondo plano. de un didmetro interno de unos 103 em. En
cada placa de Petrt se colocaron cuatro cilindros de acero inoxidable de un
diametro externo de 8 mm. interne de 6 mm y de una alture de B0 mm,

La suspension bacteriana se prepard segin la téenica de Grove v Raxnayg,
(1955). modificada del modo que se indica en el capitulo 11, En la estandariza-
cion delindculo se utiliza un colorimetro «<BAUCH & LOMB» modelo Speetro-
nic 20 y la lectura <e realiza en wbo redondo a 630 milimicras. ajustando Ly
transmitancia al 10 % frente a un blanco de «Antibiotic Medinm 3» (DIFCO).
El inicalo estandarizado se anadié al agar sicmbra a razon de 0.4 ml por 100
ml de medio,

Las placas. una vez sembradas y colocados los eilindros con la muestra a
ensayar. se mantenian a 25°C durante 90-120 minutos. incubandose después a
32°C durante 1618 horas. Comao agar base se utilizi el «Antibiotic Medium 1»
y como agar siembra el «Antibiotic Medium 4 (ambos DIFCO).

Limpieza y esterilizacion del material. Los cilindros se Bmpiaron y esteri-
lizaron eserupulosamente en la forma deserita por Kavaxawen (1963). Con el
resto del material = tomaron las precauciones convenientes para evitar la
posible presencia de sustancias antibacterianas.

RESULTADOS

Con el din de relacionar la magnitud de los halos de inhibicion con el pH
del miscalo y su contenido real en dcido laetieo. asi como para comprobar la
posible influencia de los procesos post-mortem del misculo sobre la aparicion
de estos halos se llevo a cabo un experimento con diez animales. en los que a
los tiempos 0, 4 y 21 horas después de la muerte se determinaron en los
musculos de la pechuga el pH y el comenido en dcido Lictico, a la vez que se
ensaye la produccion de halos de inhibicion ne especifica con muestras de los
referidos miizculos.

En la Tabla XXII se expresan los pHs y el contenido en deido lictico de
los dicz animales estudiados a los distintos tiempos. junto con los didmetros de
los halos de inhibicion producidos. Como puede verse, los valores de pH

107 -



descienden a medida que aumenta el tiempos después del sacrificio. siendo
minimos a las 23 horas. Por el contrario. las cantidades de deido Lictico
presentes en el mgseulo van aumentando, siendo maximas a las 24 horas. A
las 0 horas no fue significativa la aparicion de halos, ya que en ningin caso
fueron éstos cuantitativamente medibles. A las 4 horas, se observaron halos
medibles con la mayoria de las muestras, y a las 24 horas la presencia de halos
fue general, siendo médxime su didmetro.

TABLA XXII
Relacion entre el pll ¥ ¢l contenido en dcido lictico del misenlo, ¥ la aparicion de los
halos no especificos de inhibicion del erecimiento de Sareina lntea

Bolle Toempsr despuds del <acrificin thoras)
n' ] 1 24

Vel Bichea Mila* Av. bt Halo* A K tivo Halo®

(Bl (s ahised () pkl (o er muscd inund pH g er musr | i)

| 0,1 9.89 + 5.8 10.E1 9.5 3.7 10,99 9.9

2 6.2 7.08 + 3485 8.52 9.6 5.7 9.19 924

3 6,25 6.05 + 58 10,55 9.6 5.65 11.57 0.7

1] 6.1 9.5 + 573 9,66 947 5.6 10,89 0.8

5 6,35 7.8 + 5.8 10,1 9,52 565 1115 10,1
6 6.15 9.2 5.7 9.95 + 5.6 [1.26 10.02
7 6.3 922 A48 9.63 + 5.6 11.26 49.00
H] H3 1.56 + 5.75 10,32 10.05 3.6 10.66 10,47
4 5.9 10,34 + 5,65 10.56 10,00 5.6 10,53 10,55

10 6.25 8.9 5.75 10,03 9.05 5.7 10.81 9.9

* Lo aras corresponden a da media de Tos coatro cilindros de cada placa. Diametee esterne de fos «lindies B
mm.
+ = Ligeramente pesitiven no medible.

Negatnvo, ansencia de lala.

Los resultados anteriores permiten, a primera vista, asociar la aparicion
de halos de inhibicién no especifica con un pH bajo y un contenido elevado de
acido lictico del masculo. Con el fin de comprobar la influencia «per se» del
pH en la aparicion de halos de inhibicion ne especifica del erecimiento de
Suarcina lutea, se llevaron a cabo dos experimentos. En el primero de ellos. se
ensayi el efecto de un tampain fosfato bipotasico-monepotasico 0,4 M a dife-
rentes valores de pH (5.3 a 7,1). Como puede verse en la Tabla XX, ninguno
de los pHs ensayados determing la aparicion de halos de inhibicion.

En el segundo experimento, se wtilize un tampon fosfato bisodico-mo-
nopotdsico (PEDERSEN, 1965) de molaridad aparente .71, a valores de pH entre
2y 7. En la Tabla XXIV se sefalan los resultados obtenidos, Unicamente a pH
5 se observaron halus de inhibicion.

TABLA XX1H

Influencia del pH (1) en lo aparicién de halos no espeeificos

& a6 5.9 h.t 5% .M

-1

Hatlos dle inbibicion (2) ()

(I Tampan fosfate Inpoldsico-monupaotisics (b1 M.

2y Diametra externe de bos cilindros: § mm. Por cada pll s Biciena cuatee deteemimsciones: b valores
ados corresponden a la media.

Musencia de halo denhiliorin,

A la vista del efecto negative del pH sobre la aparicion de halos nao
especificos de inhibicion del crecimiento de Sarcina futea, se ensayé la aceion
del dcido lictico. Para ello, se utilizaron seis concentraciones distintas de este
dcido, cada una a tres diferentes pHs, como se indica en la Tabla XXV, Dos de
estas concentraciones (1 y 4 mg/ml) son extremas por defecto y por exceso,
respectivamente, no esperables en el misculo de pollo, Las otras cuatro (10,
12,16 y 20 myg/ml) pueden considerarse como mis proximas al rango fisiologico
normal en el misculo de pollo post mortem. Los tres plls ensayados cubren
también la variacion normal de la acidez del misculo durante el periodo de
rigor mortis. En la Tabla XXV se expresan los resultados obtenidos.

No se observaron halos de inhibicion a las concentraciones de 1, 10, 12 y
16 mg/ml. A la concentracion de 20 mg/ml, aparecen ligeros halos y éstos
fueron mayores a la concentracion de 40 mg/ml.

Al objeta de conocer la posible influencia de lus residuos de los liguidos
de extraccion (oxalato-EDTA-acetona) en la aparicion de halos no especificos,
se ensayaron estos residuos disueltos en 2 ml de tampan fosfate bisodico-mo-
nopotisico 0.7 M, de tal modo que tos pHs finales fueron de 5. 5,5, 6, 6,5y 7
igual tampon e iguales pHs que en el experimento de la Tabla XXI1V). Como
puede verse en la Tabla XXVL anicamente se apreciaron halos de inhibicion a
pH 5.

TABLA XXIV

Influencia del pll (1) en la aparicion de halos no especificos

ubl

(.

5 N, & 5 i
Halos de snhibicien 2) imm) 10,05

th Tampon lnsidscomonogsotiacon, molaridal apareate 071,
2y Diametro externe de b cilindeos: 8 oo, Par cda P we bicicran cuatee determinaciones: le valure
senalados corvespmaden i bomedia

Avsencin de hale deoindubicn,

L



TABLA XXV
Efeeto dle distintas concentenciones de deido laetico, o diferentes pHs (1), obre I
aparicion de halos no especificos

IRimetres en mm e los halos de inlibicion producidos 2y o las

i hi=tintas concontracianes de acudo Lactieo angml
| 1] 12 I 20 k] LT
6.5 9.7 10,6
6H.0 9.1 1IN}
5.5 + LR
(h Tamgrn fosBare biopatasae o-muhopastisico 05 M,
2h Didgmwre externe e Jos alindeos 8 . Por cadi concentranion e dvid Gicticn e hicirom st

dererminaciones: los vadores seiatlados corresponden o b media
+ o Digerimente pasitivo, no medille.
Aunencia de hilo de inhibiaiin.

Otra de Tos factores que podria influir en la aparieion de halos de inhibi-
cion no especificos es el pH del residuo de evaporacion resuspendido en
tampon (muestra que se ensayal. por lo que se considers conveniente estudiar
la influencia de dicho factor.

El experimento se llevo a cabo ensayando los vesiduos de evaporacion de
misculo de pollo (24 horas post maortem) vesuspendidos en 2 ml de Lampon
fosfaro bisodico-monopotdsico 0.7 M. siendo los pHs finales de 5, 5.5, 6. 6.5 ¥
7. Los resuhados obtenidos aparecen en la Tabla XXVIL en la que puede
ohservarse que a pts 5y 5.5 se produjeron halos de inhibicion considerables.
micntras que a pHs 6 y 6.5 lox halos apenas eran apreciables. A pll 7 no
aparecieron halos.

TABLA XX\V]
Influencia de los vesiduns de los liquidos de extraccion, disuelios en tampin losfato
(1) de dliferentes pHs, en In aparicion de halos no especiflicos

Halos de inhibicion anmy ¢2) 10.2

e Tampen fostato bisidicomongutisico de molaricad aparente 0.7F,

2 Diimetre esterno de los cdindeos B o, #ar cada pH e hivieron cotro determinaciomes: fos v
sefialilos correspanden o L media,
Auvencia de halo de inlibis ion

L

TABLA XAVI?

Influcacia del pll finol del vesiduo de evaporacion de misceule de pollo suspemdido en

tampan (1) en la aparicion de halos no especificos

pH Tinal

3 5.5 { 5 7
Halus de inbibicuin (mmy (2 2.1 10,6 + +

() Tampon FosFater bisodios-nronopotisice de mobaridad apoareste 0,71,

12 Didmetro everno de los cilindros 8 e Pae cada pHose hicieron custne it pimim s loe wiihures
seRalides corpesponden o la media,

£ Lageramente positine, oo medible
Vsenenn de hado ale infubicien,

DISCUSION

Los valores de pH del misculs de pollo a las 0. 4 y 24 horas pust maortem
seiialados en la Tabla XXII son del mismo orden que los obtenidos por olros
autores (Lorez Loreszo e al., 1964: Dr Frevenry ¥ LINEWEAVER, 1964: Savry,
1970; Leox Crespo, 1973). lgual puede decirse de los contenidos en deido
lictico (Vax Dex Bere, 1964; Leox Crispo, 1973). Comao puede verse en la
mencionada Tabla XXI, y cabia esperar, existe una relacion tiempo post
maortem-contenido en dcido lictico-pH, en el sentido de que a tiempaos post
mortem mayores corresponden pHs mis bajos y contenidos de dcido liclico
mis elevados. Pero lo que es importante en el sentido de este trabajo es que
existe también una relacion enire tiempo post mortem-pHeontenido de dcido
lictico, por un lado, y didmetro de los halos de inhibicion. por ofro, correspon-
diendo a tiempos post mortem mayores, a pHs mas dcidos v a contenidos de
acido lactico mayores, halos de inhibicion también mayores. EEn la grifica de la
Fig. 19 se representa la evolucion del pH v del contenido en deido lictico, asi
como el didmetra de los halos no especificos producidos en funcion del ticmpo
post mortem. Los puntos de esta grifica corresponden a la media de los valores
expresados en la Tabla XX1I.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos por LOFEscasrp et af.
(1967) con misculo de cerdo en un estudio de la influencia del pH y del
contenido en dcido lictico del misculo de dos cerdos sobre la aparicion de
halos de inhibiciin no espeeifica del erecimiento de Sarcina lutea. Utilizaron
como solvente extractante acetonitrilo y ¢l residuo de la eviaporacion lo resus-
pedieron en 2 ml de un tampin fosfato de pH 6. Adin sin dar valores concretos,
diversos autores (HANSEN ef al., 1963, citado por PEpERseN, 1965) concluyen de
su experiencia en la determinacion de residuos de antibiéticos en tejidos
animales que la frecuencia de presentacion de halos de inhibicion ne especi-
fica es mayor con muestras de masculo y cuando estas muestras tienen un pH
bajo y, consiguientemente, un contenido elevado de dcido lictico.

Desde el punto de vista prictico es, pues, aconsejable para reducir la
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satdos en la Tabla XX,

presentacion de estos halos, que las muestras para la determinacion de resi-
duos de antibioticos por téenicas de extraceion-concentracion se tlomen inme-
diatamente después del sacrificio de los animales y se ensayen a conlinnacion.

De los resultados de la Tabla XX1) puede deducirse que siendo nulos o
poco signiflicativos los hatos de inhibicion producidos al tiempo cero después
del sacrificio y avmentando su didmetro a medida que aumenta el tiempo post
morten, deben ser las maodificaciones que sufre el muasculo después de la
muerte las determinantes de la produccion de halos no especificos de inhibi-
cion. Siendo el descenso del pH y el aumento en el comenida en acido lactico
del musculo las modificaciones quizas mds importantes en el musculo post
mortem, pareee logico asociar la presentacion de halos con estos factores. Sin
embargo, los resultados obtenidos en los experimentos de influencia del pH
{(véanse Tablas XXHI y XXIV) en la aparicion de estos halos indica que este
factor «per ses, en el rango fisiologico que es normal en el masculo de pollo
post mortem, no tiene efecto inhibidor del crecimiento de Sarcina lutea.

Tgual puede concluirse del experiments sobre influencia de distintas con-
centraciones de dcido lictico a diferentes pHs (Tabla XXV). Siendo de 10,83
mglgr la cifra media de contenido de dcido lictico que hemos encontrado en el
misculo de pollo @ las 24 horas post mortem y de 5,64 el valor del pH, de los
resullados del mencionado experimento puede deducirse que el ieido lictico
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«per sex, a las concentraciones y pHs que son normales en el misculo de pollo
post mortem, no tiene efecto inhibidor apreciable sobre ¢l crecimiento de
Sarcing luteq.

iro de los lactores que se ha investigado ha sido los residuos de los
liquidos de extraceion (oxalato-EDTA-acetona). De los resultados senalados en
la Tabla XXVI, que indican la presentacion de halos de inhibicion anicamente
a pH 5. cabe deducir la ausencia de efecto inhibidor por parte de estos
residuos, ya que la aceion inhibidora observada a pH 5 debe relacionarse con
el propio pH vy ne con los residuos de los extractantes, puesto que en ¢l
experimento de la Tabla XXIV se aprecia una inhibicion parecida al mismao
pH. La ausencia de accion inhibidora de los extractantes utilizados fue demos-
trada ya por PEDERSEN (1965), aunque Lorrscasnp ef af, (1967) encontraron
cierto efecto inhibidor de los residuos de estos mismos extractantes, Posible-
mente. este efecto no era debido a los mencionados residuos, sino al pH 6) y a
la baja molaridad del tampan utilizado para redisolverlos.

La importancia del pH del residuo de evaporacion resuspendido en 1am-
pon (muestra que se ensaya) puede apreciarse a la vista de los resultados de la
Tabla XXVIL. De estos resultados puede concluirse que el pH del residuo que
se ensaya es un factor decisive en la aparician de halos de inhibicion no
espeeificus. y que para evitar el que estos halos aparezean es preciso recoger
el residuo de evaporacion en suficiente cantidad de ain tampain de pH y
molaridad adecuados, de wal forma que el pH final resulte proximoe a 7. PEbpeg
SEN (1965). utilizando ¢l misme solvente extractante (oxalato-EDTA-acetona) y
ensayando el residuo final de evaporacion de extractos musculares de pollo sin
diluir en solucion tampon enconted diferencias ostensibles entre muestras no
neutralizadas y neutralizadas con una solucion N de NaOH, en el sentido de
que las muestras neutralizadas no determinaban la aparicién de halos de
inhibicion no especifica. Otros autores (HANSEN ef ol., 1963, citado por Peper.
sEN, 1965; Lorrscaskp et al.. 1967) han comprobade la eficacia de la neutrali-
zacion de las muestras de 1ejido antes de someterlag a los procesos de extrac-
cion y evaporacion, como medio de evitar la presentacion de halos no especifi-
C0s.

Si se comparan los resultados de Lo Tabla XXV (extractos de miisculo de
pollo a distintes pHs) con los de la Tabla XXIV (¢l mismo tampon ¢ iguales
pHs. pero sin extracto muscular) se observard que los halos de inhibicion
producidos a iguales pHs son mayores en el primer caso. de lo que puede
deducirse que el mayor efecto inhibidor del extracto muscular se debe a las
sustancias procedentes del misculo y presentes en el extracto (descartada la
aecidn de los residuos de los liquidos extraetantes).

En los experimentos que se deseriben en los capitulos anteriores de esta
tesis la importancia del pH del residuo que se ensaya debe ser nula. ya que.
habiendo empleado un tampan fosfato de pH 7 y molaridad alta, el pH final del
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residuo vesuspendido en 2 ml de tampon estd proximo o la newtralidad,
Experimentos realizados para conocer este extreme « an masculo de polle a Jas
24 horas post mortem, indicaron que el pH o del residuo resuspendido era de
6.9-7 en todos tos casos. Otra circunstancia que con toda seguridad ha minimi-
rado la presentacion de halos no especificos en los experimentos descritos en
otros capitulos de esta tesis es el heeho de haber tomado siempre Lis muestras
a la hora cero después del sacrifieio y haberlas ensayado a continuacion vy silo
en contadas ocasiones después de un periodo de congelacion en todos os
casos inferior a una semana. Ademis, nunca se dio como vilido un experi-
mente en el que los controles diesen halos de inhibicion ne especilicos,

CONCLUSIONES

L. Se propone una muodificacion del método microbiologico de determi-
nacion de residuos de peniciling en tejidos animales de Knasen y col. (1968).,
La sensibilidad de este método. con la madificacion introducida, es de 0,0625
Ul de penicilina por gramao de tejido,

Para muestras de tejidos on los (que se espera una minima cuantia de los
residuos de peniciling presentes. se propone también una modificacion de la
téenica de PEDERsEN (1965) de preparacion por extraceion y posterior concen-
tracion de las muestras para su ensayo. Con esta modificacion, la sensibilidad
aleanzada es de 0,00250 Ul de penicilina por gramao de tejida,

2. La cromatografia en limina fina de silica gel G, milizando como fase
mavil n-butanol-metanol-dcido acetico-agua en la proporcion de
37.5:25:7.5:16 y como revelador reactive cloroplatinico, se ha mostrado
clicaz para la separacion ¢ identificacion de mezelas de penicilina y tetracieli-
nas. Sin embargo, esta téenica no se considera adecuady para la determina-
cion de residuos de penicilina en tejidos animales por su eseasa sensibilidad,
Combinada con la extraceion y concentracion previa de las muestras, permite
detectar anicamente cantidades de penicilina iguales o superiores a 0.4 Ulfur
de lcjillu.

3. Después de la administracion con ¢l pienso a pollos de peniciling G
benzatina a niveles de 10, 50, 100 y 200 ppimn. tanto la cuantia como ol tiempo
de permanencia de los residuos en masculo, higado y rifion, son. como cabe
esperar, mayores a los niveles mas altos, El higado es el organo donde se
encuentra la maxima concentracion y el rifon donde se regisira la permanen-
cia mids prolongada. En ¢l maseculo, la concentracion del antibidtico y
permanencia son inferiores, Al nivel de 500 ppm. se detectaron vesiduos del
antibidtico hasta los cinco dias después de haber cesado la administracion. Al
nivel de 10 ppm, hasia los dos dias.

4. Después de la administracion o pollos por via intramuscular de dosis
terapéuticas de peniciling G procaina en solucion acuosa. la concentracion de
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residuos es iniciglmeme mayor en el riion que en el hizado v en el misculo.
La persistencia de estos residuos es semejante en rigon ¢ higade, El misculo
siempre registra concentraciones ¥ persistencias menores. A las 11-3'1 horas
despuies de L inoculacion, los residuos detectados en los 1ejidos mencionados
son inferiores a (L0625 Ullgr.

5. Durante la conservacion de la carne de polle en eongelacion, los
residuos de peniciling G procaina se manticnen muy estables, En refrigera-
cion. estos residuos experimentan una inactivacion poee significativa.

Los residuos de este antibiotico en misculo de pollo son considerable-
mente resistentes al tratamiento 1érmico. Cuando son elevados. son necesarios
90 minutos a 100°C para inactivarlos completamente. La inactivacion por
calemamiento de la peniciling G procaina no tiene lugar del mismo modo
cuando se encuentra en forma de disolucion pura en tampin fesfato que
cuando esta presente en el miisculo. En este ailtime substrato los vesiduos de
este antibintico son menos extables. La inactivacion depende 1ambicn del pH
del medio. Los valores de pll a los que el antibidtico se muestea mis estable
estiin comprendidos entre 5.9 y 6.5,

6. En la determinacion de residuos de penicilina a partir de extractos
concentrados de miseulo. se ha observado con frecuencia la aparicion de
halos o zonas de inhibicion no especifica del erecimiento de Surcing futea. La
frecuencia de estos halos y su diametro son mayores a medida que aumenta ¢l
tiempe post mortem. Bl pH o sper ses no oes el Tactor (lvlvrminilmtv tl('”lu
produceion de estos halos, asi como tampoco el deido lactico, ni la aceion
combinada de ambos factores, Careeen también de efecto en este sentido los
residucs de los solventes utilizados para la extraceion (oxalato-EDT A-acetona).
La newtralizacion de los residuos de evaporacion antes de su ensayo con un

tampon adecuado reduce la presentacion de halos no especifiens,

RESUMEN

En esta tesis se ha determinado la cuantia y la permanencia de los
residuos de peniciling presentes en imiisculo y visceras de pollo, consecuentes
a la administracion por via oral con ¢l pienso y por via intramuscular de
diferentes dosis del referido antibiotico.

5S¢ ha estudiado también la estabilidiad de los residuos frente a la refrige-
raciin. a la congelacion y al trutamiento 1érmico,

Finalmente, se han investigado las posibles causas de la presentacion de
halos o zonas de inhibicion no especiliea del erecimiento de Sareing tutea.

RESUME

Dans cette thése on a déterminé la tencur et la permanence des résidus de
pénicilline présents dans le muscle, le foie et le rein des poulets, apres
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Fadministration intramusculaire et dans les aliments de doses différentes du
dit amtibistique.

On a éudié aussi la stabiling des résidus face a la réfrigération, a la
congelation ¢t au traitement thermique.

Finalement, on a recherché les canses possibles de la présentation des
zones d'inhibition non specifique de la croissance de Sarcina tute.

SUMMARY

The amount and prevalence of penicillin residues in musele and organs of
chicken after intramuscular and oral administration with feed of different dosis
of this antibiotic has been investigated.

The stability of residues upon refrigeration. freezing and thermal treat-
ment has also been studied.

Finally. the work here deseribed deals as well with the possible causes of
the oceurrence of non specific growth inhibition of Sarcina lnted by muscle
extracls,
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