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INTRODUCCION

La utilizacién de antibi6ticos con fines
terapéuticos o profilacticos tanto en medi-
cina humana como en veterinaria referida
a animales de compania, ha contribuido a
mantener la salud piablica. Su uso en ani-
males productores de alimentos propor-
ciona, de igual modo, innegables ventajas
al promover el crecimiento y por tanto
mejorar la produccién, al mismo tiempo
que facilita el control de sus enfermeda-
des. En las explotaciones actuales, convive
una gran cantidad de animales confinados
en un pequefo espacio que favorece el
rapido contagio de enfermedades. La pre-
vencién incluyendo antibiéticos en la ali-
mentacién, es una buena practica ganade-
ra. Los antibidticos se afladen al pienso en
dosis subterapéuticas durante periodos de
tiempo prolongados, ya que esta forma de
dosificacién permite tratar al mismo tiem-
po a toda la poblacién. Este procedimiento
se puede utilizar en algunos casos de tra-
tamiento terapéutico, puesto que en este
tipo de explotaciones seria imposible
actuar tratando a cada individuo por sepa-
rado’.
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Los productos terapéuticos, utilizados
para el tratamiento de las enfermedades,
deben ser medicamentos autorizados
prescritos mediante la correspondiente
receta veterinaria. Después de su utiliza-
ciébn es necesario respetar un periodo de
supresion antes de utilizar los productos
alimenticios obtenidos a partir de ellos,
para que el producto antiinfeccioso haya
sido eliminado y no queden residuos, o
que éstos se encuentren por debajo de sus
limites méaximos fijados.

Algunos de estos medicamentos pose-
en una actividad doble, ya que al controlar
la flora intestinal mejoran también el apro-
vechamiento del alimento ingerido,
actuando por tanto como promotores del
crecimiento. En tltima instancia, los bene-
ficios los alcanza el consumidor, que
encuentra disponibles con mayor facilidad
proteinas de origen animal®

Como consecuencia de todo esto, exis-
te el riesgo de que los residuos de medica-
mentos o sus metabolitos persistan en el
animal y en los alimentos obtenidos a par-
tir de él, llegando a la cadena de alimenta-
cibn humana. Esto tiene importantes
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repercusiones en la calidad de los alimen-
tos y sobre todo en el campo de la salud
pablica. Aunque los problemas de toxici-
dad aguda son poco probables, pueden lle-
gar a producirse reacciones alérgicas en
individuos sensibles. Igualmente hay que
considerar la presién que ejercen estos
residuos sobre la flora intestinal, favore-
ciendo la proliferacién de microorganis-
mos con resistencia natural o adquirida.
Por otro lado alguna de estas sustancias
puede tener caracter carcinogénico, inclu-
so teratogénico, o simplemente conducir a
procesos degenerativos que aceleran el
envejecimiento?,

Para evitar todos estos problemas, es
preciso en primer lugar disponer de medi-
camentos de calidad, lo que implica com-
promiso entre eficacia y minimo residuo.
Por otro lado, su utilizacién debe ser
correcta, lo que implica un correcto con-
trol veterinario y farmacéutico. Se debe
procurar que estos firmacos no se utili-
cen en medicina humana y a su vez modi-
ficarlos cada dos o tres anos con el fin de
no crear resistencias. Un aspecto impor-
tante es la fijacién de limites maximos de
residuos en alimentos, es decir incluir

normas de fabricacion, venta y empleo,

en la legislacién. Pero para implementar
una legislacion respecto al uso de un pro-
ducto determinado, es condicién indis-
pensable disponer de un método de
deteccion de dicho producto. Esto lleva
implicito el desarrollo de técnicas analiti-
cas que permitan comprobar esta presen-
cia y su adecuacion a los niveles permiti-
dos.

Entre los componentes mas amplia-
mente utilizados en la practica veterinaria
y en la crianza de animales se encuentran
las tetraciclinas, las sulfamidas y el cloran-
fenicol.

Para articular de forma completa el
control de residuos, se establece por RD
1262/89* v como adecuacién a la Normati-
va Europea, el Plan Nacional de Investiga-
cion de Residuos en Animales y en las Car-
nes Frescas (PNIR), en el que se
establecen las medidas de control aplica-
bles respecto a las sustancias y sus resi-
duos en animales vivos y sus productos.
El establecimiento de un procedimiento
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comunitario de fijaciéon de limites maxi-
mos de residuos, a través del Reglamento
2377/90 del Consejo’, se justifica en los
avances cientificos que permiten su deter-
minacion a niveles cada vez mas bajos, en
la proteccién de la salud y en la ordena-
cién y libre circulacién de los productos
en los distintos mercados. La Directiva
23/96/CES establece una nueva clasifica-
cion de los residuos y los alimentos en los
que deben ser controlados.

Por todo lo anterior, se pretende poner
a punto unas técnicas analiticas para la
determinacién cuantitativa de tetracicli-
nas, sulfamidas y cloranfenicol en los dife-
rentes tejidos animales. Se parte de la uti-
lizacién de una técnica microbioldgica de
cribado, investigando en las muestras
“positivas” las sustancias especificas. Pos-
teriormente se debera establecer distribu-
cién y evolucién de los resultados deter-
minados. La confirmacién cuantitativa de
los resultados positivos, facilitaria una
actuacion eficaz estableciendo las adecua-
das medidas sanitarias preventivas. Las
muestras positivas son analizadas simulté-
neamente por el laboratorio del Centro
Nacional de Alimentacién de Majadahonda
(CENA).

MATERIAL Y METODOS

Muestras

Para realizar el trabajo se han utilizado
las muestras recogidas por el Programa
Nacional de Investigacion de Residuos
para la detecciéon de inhibidores microbia-
nos durante los afios 1996 a 1998. La dis-
tribucion fue la siguiente: 505 muestras en
1996, 271 muestras en 1997 y 263 muestras
en 1998. Sélo las 60 muestras valoradas
como positivas en la técnica microbiologi-
ca se han utilizado para la determinacién
de sulfamidas y tetraciclinas. No se han
podido realizar en todas las muestras los
analisis en funcion de la cantidad disponi-
ble de muestra ya que una alicuota se
enviaba al CENA para su estudio. De aqué-
llas de las que se disponia de suficiente
cantidad, se efectud mas de una determi-
nacion para valorar su distribucién y evo-
lucion. Se utilizaron también 311 muestras
durante los tres afnos para efectuar la
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determinacion de cloranfenicol mediante
la técnica de ELISA.

Técnica de cribado de las cuatro
placas modificada a cinco placas

Permite detectar la presencia de inhibi-
dores del crecimiento bacteriano en mus-
culo, higado y rifién de las especies de
abasto. Se trata de una técnica de difusion
en agar en la que las muestras se sitdan
sobre la superficie de varias placas que
contienen Bacillus subtilis BGA o Micrococ-
cus luteus ATCC 9341 o E. Coli ATCC 11303
inoculados en medios de cultivo con dife-
rentes pH. Se utiliza una placa de pH 6, una
de pH 7,2 y una de pH 8 inoculadas con B.
subtilis, una de pH 8 con M. luteus y una de
pH 7,2 inoculada con E. coli. Se utilizan tam-
bién discos de control situados en posicio-
nes opuestas Si la muestra contiene inhibi-
dores, éstos difunden alrededor de
aquellas provocando la aparicion de zonas
de inhibicién del crecimiento del microor-
ganismo sembrado. Se establece un mini-
mo de, al menos, 2 mm de anchura de la
zona de inhibicién, para considerar que
existe alguna sustancia inhibidora en la
muestra’.

Cloranfenicol mediante ELISA

El método permite la determinacién
cuantitativa de cloranfenicol mediante
enzimoinmunoensayo competitivo en
microplaca. La técnica es aplicable al ana-
lisis de carne y leche. Esta basado en la
reaccién antigeno-anticuerpo utilizando
los pocillos de la microplaca recubiertos
con el anticuerpo especifico anti-cloranfe-
nicol. Se adiciona enzima conjugado,
patréon y muestra. El cloranfenicol libre y
el conjugado al enzima compiten por unir-
se al anticuerpo anticloranfenicol. Cual-
quier anticuerpo no unido es eliminado en
los procesos de lavado. Posteriormente se
afade el sustrato y el cromdgeno y se pro-
cede a su incubacion. El enzima conjuga-
do que ha quedado unido transforma al
cromogeno incoloro en azul. La adicion de
una solucion de parado vira el azul a ama-
rillo lo que permite su determinacion
espectrofotométrica a 450 nm. La densi-
dad optica es inversamente proporcional
al logaritmo de la concentracion de clo-
ranfenicol en la muestra. Los valores de
absorbancia obtenidos para los patrones
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y las muestras se expresan como porcen-
tajes respecto al blanco y se representan
en un sistema de coordendas semilogarit-
mico frente a la concentracién de cloran-
fenicol. La curva de calibrado es lineal
entre 50 y a 350 ng/l (ppt). Esta técnica
tiene un limite de deteccion de 100 ng/i
para muestras de carne. El porcentaje de
recuperacién obtenido es aproximada-
mente del 76%.

Tetraciclinas por HPLC- DIODE-
ARRAY

El método de basa en una extraccion y
purificacién sobre fase reversa’y un anali-
sis cromatogréfico con acido oxalico en la
fase movil®. Las muestras utilizadas se
conservan sin triturar y en congelacion
hasta la realizacion del anéalisis. Despues
de descongelar, se elimina la grasa y se
tritura pasando al proceso de extraccion.
Todo el material debe ser previamente
homogeneizado con tampén Macilvai-
ne/EDTA. La muestra se mezcla con esta
solucion tamponada y se homogeneiza en
stomacher. A continuacion se centrifuga
repitiendo tres veces el proceso. Los
extractos centrifugados se purifican
mediante cartuchos C18 previamente
activados. Las tetraciclinas se eluyen con
acido oxalico. El residuo que queda tras
evaporar a sequedad en corriente de
nitrégeno se redisuelve en acido oxali-
co/metanol y se inyecta en el cromatogra-
fo. Para la realizacion de los andlisis se
utiliza un cromatodgrafo liquido Waters
con inyector automatico, sistema de bom-
beo cuaternario y detector de Diode-
Array. El procesador de datos es Mille-
nium 2100. La columna utilizada es Hibart
RT, Lichrosorb RP-8(250%4).

La fase movil es acido oxélico 0,01M
en agua/ acetonitrilo/metanol (8/3/1,5). El
flujo es de 1,2 ml/min. La determinacion
de tetraciclina y doxytetraciclina se reali-
za a 360 nm y la de clortetraciclina y oxy-
tetraciclina a 350 nm. La deteccion de las
mismas se realiza mediante la asignacion
de los correspondientes tiempos de
retencién, que en estas condiciones se
encuentran entre los 2.803 minutos para
la oxytetraciclina y los 4.377 para la doxy-
tetraciclina. En la figura 1 se muestra un
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Figura 1.

cromatograma de una muestra positiva a
clortetraciclina.

La cuantificacién de los niveles de
tetraciclinas presentes en las muestras se
realiza construyendo rectas de regresion
para cada una de las tetraciclinas a partir
de concentraciones de 400, 800, 1600 y
3200 ppb.

Los limites de deteccion, se sitiian
entre 60 y 90 ppb. para todas ellas. Las
recuperaciones obtenidas son: Tetracicli-
na: 85,2%; Doxitetraciclina: 71,0%; Oxitetra-
ciclina: 84,6%; Clortetraciclina: 74,2%

Sulfamidas por HPLC-DIODE-ARRAY

El método se basa en la extraccion de
los residuos de las sulfamidas presentes
en la muestra utilizando la técnica de
matriz de dispersiéon en fase soélida
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Cromatograma de una muestra positiva a clortetraciclina.

(MSPD)’. Se utiliza un soporte soélido lipofi-
lico (C18) y se extrae con diclorometano
para su posterior determinacién por
HPLC. El material C18 debe acondicionarse
con hexano y diclorometano secandolo
con vacio. Las muestras de higado y rinén
deben ser triturados en el momento del
andlisis previa eliminacién de las partes
grasas visibles. Se mezcla con el material
C18 y se homogeneizan con mortero hasta
que el tejido esté totalmente disgregado en
el soporte sélido. La mezcla se compacta,
se lava con hexano y se eluyen las sulfami-
das con diclorometano. El eluido se evapo-
ra a sequedad en corriente de nitrégeno y
se redisuelve en acetonitrilo/tamp6n ace-
tato 0,01M a pH 5,3 (15/85). Este extracto
debe ser filtrado antes de su inyeccién en
el cromatdgrafo.
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Se utiliza el mismo equipo cromatogra-
fico que en el caso de las tetraciclinas con
una columna Symmetri-C8 (4,6%250). La
fase movil es de acetato 0,01M/Acetonitri-
lo (15/85). El flujo es de 0,7 ml/min. La
deteccidn se realiza a 272 nm, mediante la
asignacion de los correspondientes tiem-
pos de retencion, que en estas condiciones
se encuentran entre los 7.195 min para la
Sulfadiacina-SDZ y los 17.712 min para la
Sulfadimetoxina-SAMX. En la figura 2 se
muestra un cromatograma de un patron de
sulfamidas.

La cuantificacién se realiza construyen-
do rectas de regresion para cada sulfamida
a partir de patrones de concentraciones
250, 500, 1000 y 2000 ppb.

Los limites de deteccion estan entre 28
v 90 ppb para todas ellas. Las recuperacio-
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nes obtenidas son: Sulfadiazina: 72,4%; Sul-
fametacina: 69,6%; Sulfatiazol: 71,0%; Sulfa-
metoxpiridacina: 78,8%; Sulfapiridina:
65,8%; Sulfaquinoxalina: 76,6%; Sulfadime-
toxina: 74,2%.

La confirmacion se realiza por compa-
racién de los espectros con los correspon-
dientes a patrones. El criterio para la acep-
tacion de los espectros es el referido a la
Decisién de la Comisién 89/610/CE”.

RESULTADOS

En la tabla 1 se recogen los resultados
de los analisis realizados con las diferentes
técnicas utilizadas, asi como el nimero de
muestras positivas o con la sustancia
detectada para cada una de ellas y de estas
el nimero de las que sobrepasan los Limi-
tes Maximos de Residuos.
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Figura 2. Cromatograma de un patrén de sulfamidas.
Tabla 1. Resultados de andlisis de residuos.
Anélisis N¢ Muestras Ne Positivos / Presencia >LMR
Test de inhibicidon 1039 60
Cloranfenicol 31 0 0
Sulfamidas 48 0 0
Tetraciclinas 32 12 4
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En la tabla 2 se presentan las muestras
que han resultado positivas a clortetraci-
clina con los resultados de los andlisis ini-
ciales y los resultados finales obtenidos
después de haber sido conservadas en

congelacién durante de un afo. Se acom-
panan también de los resultados obteni-
dos por el CENA para las mismas muestras
y se indican los resultados que superan el
LMR.

Tabla 2. Concentracion de clortetraciclina en pg/kg.

Analisis iniciales Al afio

N2 muestra Media R. Cena %V. Cena Media %v.
1 502 440 -14,1% 220 47%
2 374 415 9,9% 208 53%
3 235 240 2,1% 120 23%
4 278 260 -6,9% 130 41%
5 348 310 -12,3% 155 34%
6 163 150 -8,7% 75 18%
7 196 165 -18,8% 82 32%
8 197 200 1,5% 100 17%
9 540 580 6,9% - -
10 128 <100 0,0% - -
11 131 <100 0,0% - -
12 135 105 -28,6% - -

DISCUSION cuando se trabaja en este tipo de residuos

Fste trabajo se plante6 para investigar
las sustancias presentes en la carne pues-
tas de manifiesto a través de los test de
inhibicién de crecimiento bacteriano. No
obstante el niumero de “positivos” en estos
tests, no representa la incidencia de mues-
tras con residuos de sustancias inhibido-
ras ya que su gran sensibilidad hace que
niveles de residuos no confirmables pue-
dan ser responsables de inhibiciones.
También hay inhibiciones debidas a sus-
tancias endoégenas generadas durante el
almacenamiento de las muestras y no rela-
cionadas con las sustancias en estudio.

La primera técnica especifica puesta a
punto para la investigacion fue la de anali-
sis de tetraciclinas en la que se adaptaron
algunos procesos para mejorar la recupe-
racion y el limite de deteccién del andlisis.
Con todas las modificaciones se consiguio
llegar a unas recuperaciones del 71 al 85%
algo mejores que del 67 al 83% publicado
por Omnji y col" en JAOAC. Los limites de
detecciéon obtenidos (60 a 90 mg/Kg) se
mantienen por debajo de los Limites Méxi-
mos de Residuos y los coeficientes de
variacion, del 3 al 6% se pueden considerar
inferiores a los obtenidos habitualmente,
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en tejidos animales.

También se monté la determinacion de
sulfamidas partiendo de una extraccién
basada en la matriz de dispersién en fase
sdlida (MSPD), simplificando el proceso
analitico para utilizar un Gnico andlisis cro-
matografico con gradiente y dejando la
cuantificacién restringida a las siete sulfa-
midas més frecuentes. Las recuperaciones
obtenidas a partir de muestras enriqueci-
das (65-78%) son comparables a los publi-
cados en los trabajos de Walker y col” (42-
85%) aunque algo mas homogéneas. Los
limites de deteccién se sitlian por debajo
de los LMR publicados para estas sustan-
cias en cualquier tipo de tejidos
(100mg/Kg). Los coeficientes de variacion
situados entre el 2 y el 6% también son
adecuados para la realizacién del estudio.

La investigacion de cloranfenicol por
enzimoinmunoensayo ha puesto de mani-
fiesto la nula incidencia de esta sustancia,
no necesitando por tanto ningun anélisis
de confirmacién. Tambien, en un informe
que realiz6 el Gobierno Vasco® con resul-
tados de las campanas de 1990 y 1991, se
detecta una muestra con residuo de 97
analizadas. Como conclusiéon se puede
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resaltar la ausencia de residuos de cloran-
fenicol en las 311 muestras analizadas.

El analisis de tetraciclinas ha detectado
la presencia de clortetraciclina en 12 delas
32 muestras investigadas, lo que represen-
ta un 37,5% de las muestras analizadas,
lejos del 83% de confirmaciones en resi-
duos de tetraciclinas declarado por Calde-
rén y col” en el CENA durante los anos
1994 y 1995. Diez de las muestras corres-
pondian a higado y dos eran rifiones, sien-
do 11 de ovino y la restante de equino, no
detectandose residuos en muestras de
porcino o bovino.

Hay que resaltar como conclusién que
sblo 4 muestras superan el Limite Maximo
de Residuos lo que representa el 0,38% de
las muestras sometidas a estudio. Este por-
centaje se sitta entre el 0,48% que declara
el MAF de Nueva Zelanda® y el 0,13% que
informan las autoridades de Gran Bretafia'.
En cuanto a productos existe gran diferen-
cia con los resultados obtenidos por la FDA
en 1993 ya que encontraba oxitetraciclina
(10%) y tetraciclina (4%) no citandose
detecciones de clortetraciclina®.

La variacion entre los resultados obte-
nidos en distintas submuestras no se pue-
den considerar significativas valorando el
coeficiente de variacion de la técnica. La
desviacion media con los valores obteni-
dos en el CENA puede estimarse del 5%,
que aunque tampoco puede considerarse
significativa, pudiera relacionarse con la
rapidez en la realizacion de nuestros anali-
sis.

En relacion a los porcentajes de varia-
cion de las concentraciones en las mues-
tras después de permanecer almacenadas
en congelaciéon durante un ano se com-
prueba una disminucién media del 35%.
Este valor que se puede destacar como
conclusion, establece la desaparicion de
aproximadamente la tercera parte de los
residuos en un periodo anual, pero en sen-
tido contrario indicaria la minima degrada-
cién en los periodos habituales de andlisis.

La determinaciéon de sulfamidas en 48
muestras no detectandose residuos en nin-
guna de ellas, ha puesto de manifiesto una
gran diferencia con los datos declarados
por la Comunidad Auténoma Vasca, donde
se sittia en el 4% las muestras que supera-
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ban el LMR en el periodo 1992 a 1995%. El
Ministerio de Agricultura de Nueva Zelan-
da" baja sensiblemente el porcentaje de
identificacién y declara que el 1,27% de los
animales investigados superan el LMR. La
inexistencia de residuos referida a las 1039
muestras iniciales, es resenable como con-
clusién, e impide cualquier investigacion
adicional sobre su distribucién o evolu-
cion.

Finalmente hay que valorar la estrate-
gia analitica desarrollada, las dificultades
encontradas y las carencias puestas de
manifiesto y que habria que estudiar. Es
evidente que con la baja incidencia que
presentan los residuos de sustancias inhi-
bidoras en carnes es necesaria una técnica
como el test de inhibicion del crecimiento
microbiano. Después, al investigar las
muestras “positivas” se plantean dificulta-
des ya que en nuestra Comunidad, se dis-
pondria de 2 6 3 muesiras para analizar al
mes. Esto en realidad supone analizar cada
muestra de forma individual, y al incluir
cambio de sistema cromatografico en el
mismo equipo una gran pérdida de recur-
sos. Hay que afiadir que habria que com-
pletar el sistema para poder determinar
otros grupos de sustancias como b-lacté-
micos, aminoglucésidos, macrolidos, qui-
nolonas y nitrofuranos. Todos estos gru-
pos tienen gran interés ya que algunos
presentan gran importancia a nivel general
y otros para alguna especie animal en con-
creto.

Por ello, teniendo en cuenta las condi-
ciones analiticas que algunos requieren, el
ntimero de muestras a investigar y la limi-
tada repercusiéon que en este tipo de con-
trol con muestreo aleatorio representa la
rapidez, es evidente que se debe implantar
una estrategia que agrupe muestras de
cada grupo analitico. Esto se puede tener
en un laboratorio especialmente dedicado
que asuma el andlisis de todos los grupos
de sustancias, o separando en laboratorios
especializados alguna de las sustancias
citadas.
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