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RESUMEN

LARA ESPINOSA JORGE. Efecto de la ebullicion sobre la
persistencia de residuos de cloranfenicol en leche de vaca;

bajo la direccién de Héctor Sumano Lépez y Josefa Vargas Rivera.

La hipétesis de este trabajo se basé en los datos publicados
por Epstein et al ( 4 ) quienes mencionan que los residuos de
cloranfenicol se pueden disminuir en carne, por medio del
procesade para embutidos y enlatados, ocomo consecuencia de la
temperatura de 122° C a la que se someten. Se realizé el ensayo
utilizando 20 vacas en produccién las cuales se dividieron en 4
grupos de 5 animales cada uno. A los grupos “A“ y “B* ge les
aplicé una dosis de 30 mg/kg de cloranfenicol por via
intramuscular cada 8 horas durante 3 dias y a los grupos “C" y
“D* se les aplic6 una dosis de 50 mg/kg cada 8 horas durante 6
dias. Se determiné la concentracién de cloranfenicol en 200
muestras, los 5 dias siguientes a la ultima aplicacion. Ademas
se trabajaron 30 muestras lacteas libres de farmacos, las cuales
se dividieron en 5 grupos de 6 muestras. De estas ultimas la
cantidad de muestra que se tomdé para cada procedimiento fue de
1.96 ml y 8e le adicioné a cada una 0.04 ml de solucidén de
cloranfenicol. La cantidad que se utilizé de cada una de las

200 muestras para el experimento fue de 2 ml. Cada grupc de las



diferentes muestras se someti¢ a ebullicién a distintos tiempos

iniciando con 5, 10, 15, 20 y 30 minutos. La recuperacién y
medicién de los niveles de cloranfenicol se llevaron a cabo
después de la ebullicién mediante el método espectofotométrico
basado: en el accplamiento de 1la isoniazida c¢on el grupo
nitrobenceno de la mélecula del cloranfenicol. La recuperacién
de oloranfanicol en todas las muestras de leche fue cercana al

98°% por lo que se rechaza la hipétesis del trabajo.



INTRODUCCION

En México se ocontaba con diferentes presentaciones comerciales
que contenian cloranfenicol, las cuales se utilizaban para el
tratamiento de infecciones causadas por diferentes agentes,
como: Staphylogoocus aureug, Streptocogcus pyogenes, Shigella
paradysenteriae, Pseudomonas aeruginosa, especies de Brucella,
derobacter aerogenes, Raateurrella tularensis, Eacherichia coli,
Proteus vulgaris, especies de Salmonella, Bacillus anthragis,
Corynebaoterium pyogenes, Erysipelothrix rhusjiopathiae,
Klebgiella pneumoniae, especies de Haemophilus, especies de
Bordetella., Clamidias, Rickettsias y Dermatophilus (7, 14, 19).
A menudo, este tratamiento se aplicaba en animales que @e
encontraban en la 1linea de produccién con las. consesuentes
pérdidas ecénomiocas si se observaban periodos rigurosos de
retiro de la ordefia que fluctuan de 7 dias por via parenteral
hasta 30 dias por via intramamaria {( 8, 12, 16, 20 ).

Se debe considerar que hoy dia existe un decomiso importante
de leche, principalmente porque los animales fueron tratados ocon
medicamentos. El1 destino de esta leche es por ley su
eliminacién, ocon el consecuente deterioro de las ganancias para
el ganadero, en una industria lechera ocada dia inserta en una
crisis mayor.

Por otro lado, existe una creciente preocupacién por el



impacto que puede tener en la salud publica la presencia de
residuos de antibiéticos y quimioterapéuticos en la leche ( 10,
19 ). Un ecaso particuiar que merece especial referencia es el
del ocloranfeniocol, ya que su persistencia en este producto puede
favorecer la resistencia bacteriana en los humanos a patégenos
peligrosos como es el caso de la Salmonella spp ( 15 ). Pero
ademas, se.a sabe .que este antibiético es capaz de inducir anemia
aplastioca en .individuos susceptibles con proporciones minimas de
unicamente 1 ppm {( 1 ). MAs aun, para comprender la toxicidad
del cloranfenicol baste mencionar gue la anemia aplastica ha
gsido reportada en pacientes tratados unicamente con
preparaciones oftdlmicas ( 2 ). Por lo tanto, la presencia de
este antibiético en leche resulta potencialmente letal para
algunos consumidores, de ahi que en muchos paises no se permita
el uso de cloranfenicol en animales cuyos productos pudieran ser
utilizados ,para el consumo humano y no se admite la existencia
de residuoc alguno ( 5 ). )
La mélecula de;l cloranfenicol es relativamente simple, es
por esta razén que desde sus inicios se obtiene sinteticamente
Y no por extraccién del Streptomyces Yenezuelae como en un
principio se lograba ( 19 ). El cloranfenicol habia gozado de
extraordinaria popularidad en la medicina veterinaria hasta dias

recientes, vya que se utilizaba para el tratamiento de



enfermedades digestivas, respiratorias, mastitis y preveﬂcién de
infecciones secundarias durante prooescs virales ( 7, 13, 15,
17, 20 ).

El cloranfenicol actua inhibiendo la sintesis protéica
teniendo su efecto sobre los ribosomas { 6, 9 ). Este farmaco
es altamente liposoluble por lo gque difunde a casi todo el
organismo del animal ( 9, 17, 18 ). En el mercado mexicano se
encontraban disponibles sales como la palmitato (insipida) ﬁara
aplicaci¢n oral, la succinato para su aplicacién parenteral ,
una de cloranfenicol base, también para via oral ocon cubierta
entérica y otra para aplicacién intramamaria.

En la mayoria de las espeeies, el cloranfenicol se absorbe por
el tubo gastrointestinal oon una eficiencia ocercana al 100%. En
los rumiantes, el oloranfenicol se destruye en gran proporecién
en el rumen ( 3, 9, 17, 18 )} y la administracién de 50 a 100
mg/kg por via o¥a1 en los becerros no resulta suficiente para
lograr niveles sericos mayores de 3.5 a 4 ug/ml ( 17 ). Este
aspecto era de vital importancia para el tratamiento de los
animales, s8i se oconsidera que la ooncentracién minima
terapéutica es de 5 ug/ml ( 9, 17 ). Por 1lo tanto, el
cloranfenicol se aplica en becerros por via parenteral, lo que
necesariamente implica la persistencia de residuos.

El cloranfenicol tiende a acumularse en los tejidos y el



periodo minimo de retiro de 1la ordefia ¢ para ser enviado a
rastrc el animal que fue tratado con dicho farmaco es de 7 a 30
dias; aunque en fechas pasadas y contrario al oriterio actual
se ha dicho que en tres o ouatro dias 1lo0s niveles de
cloranfenicel en 1leche pueden 1llegar a ser minimos y no
peligrosos { 9 ).

Se reconoce que el cloranfenicol alcanza concentraciones
similares a las del plasma en la glandula mamaria infectada
cuando se administra.a razén de 50 mg/kg ( 13 ), lo que se
congidera de beneficio para el tratramiento sistémico de las
mastitis. El1 ocloranfenicol muestra una toxicidad minima vy
gontrario a la oreencia popular, no produce anemia apladstica en
los animales domésticos ( 9, 11, 18 ). No obstante uno de los
inconvenientes del uso del cloranfenicol radicaba en que debido
a su amplic espeotro, podia presentarse como efecto colateral
la generacién de superinfecciones causadas por hongos ( 18 ).

En lo que se refiere a residuos y contrario a lo establecido
en la United StatesAPhnronopoea ( U.s.P. ), Epstein et al ( 4 )
postulan que la mélecula de oloranfenicol se destruye a 122°C
durante el procesadc de alimentos para embutidos y enlatados. Es
por esta razén que resulta congruente pensar que si lo propuesto
por Epstein nﬁ al ( 4 ) puede aplicarse a la ebullicién que de

manera tradicional se somete a la leche en México, se le puede



brindar otro use a dicho producto.

Las ventajas de un estudio de estas caracteristicas quizd no
tenga una aplicacién industrial inmediata, pero de obtenerse
resultados positivos, estos pueden ayudar a que se vea
incrementado el oconsumo per gapita de leche en nuestro pais,
incidiendo todo esto de manera favorable en la economia de 1los
productores de leche, incluyendo a los que lo hacen para consumo
propio. .

Asi pues, de acuerdo con lo propuesto por Epstein gt al
{4),con respecto a que los residuos de cloranfenicol pueden ser
reducidos 6 incluso eliminados mediante calentamiento a 122°C,
se consideré de utilidad ocalentar muestras de leche libres de
farmacos a las cuales se les agregé cloranfenicol,‘ para evaluar
la posible disminucién 6 desaparicién de los niveles agregados,
asi como evaluar el mismc procedimiento en leches de bovinos
tratados con el antibiético. Este ultimo punto se realizd para
apegarse mis a las condiciones experimentales sugeridas por

Epstein gt al ( 4 ).



HIPOTESIS,

La ebullicién de la leche con residuos de cloranfenicol a
una temperatura de 122°C durante 20 minutos provoca la
disminveién 6 total degradacién de los residuos de

cloranfenicol.

0BJETIDO

Evaluar si la ebullicién de la leche ocon residuos de
cloranfenicol a una temperatura de 122°C durante 20 minutos
provooca la disminucidén ¢ total degradaocién de los residuos de
cloranfenicol, mediante el método espectofotométrico basado en
el acoplamiento de la isoniazida ocon el grupe nitrocbenceno del

cloranfenicol. .



MATERIAL ¥ METODOS.

Se utilizaron 230 muestras de leche, de las cuales 200 se
obtuvieron de vacas que fueron tratadas con cloranfenicel y las
30 restantes de vacas que no fueron tratadas con ningin
antibiético, a estas dltimas se les agregé una solucién de
cloranfenicol que contenia 3 pg/ml , se dividieron las muestras
en 5 grupos de 6 réplicas cada uno. Las 200 muestras se
dividieron en 5 grupos de 40. Cada muestra fue de 1.96 ml y se
les adiocioné 0.04 ml de la soluocién de oloranfenicol antes
mencionada. Cada grupo de muestras se sometié a diferente tiempo
de ebulliocién al de los demas. Los tiempos de ebullicién fueron
de 5, 10, 15, 20 y 30 minutos respectivamente. En forma
adicional se metieron 10 muestras con sus respectivos estandares
al autoclave y fueron sometidas a 125°C durante 90 minutos y a
20 libras de presiémn/om.

El método de cuantificacién del cloranfenicol fue implementado
gonforme a lo desorito por O'Gorman y Diamond ( 14 ). Los
agentes que se reguirieron se mencionan en la lista que a
continuacién se muestra: .

Reaoctivos.
1. Acetato de iscamilo ( 6 acetato de amilo ).

2. Hidrazida del Acido nicotinico solucidén al 3% ( isoniazida }.
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3. Hidroxido de sodio al 1.5 N ¢ 6%.
4. Buffer de fosfatos pH 7 preparado disclviende
7.61 g de Naz HPO4 . T7TH20
2.21 g de NaH PO4 . Hz0
'

en un litro de agua destilada ajustando el pH

5. Soluoién Stek. Agua destilada 1 mg/ml.

Procedimiento:

Se afiadieron 2 ml de solucién buffer de fosfato a todos los
tubos problema con 1.96 ml de leche, se deposité agua dastilada-
como reaoctivo blanco en otro tubo se pipeted acetato de isocamilo
6 ml a oada tubo después de lo cual todos los tubos fueron
tapados y agitados durante 10 segundos. A cada tubo conteniendo
4 ml de socbrenadante-solvente se afiadié 2 ml de hidrazida de
&cido isonicotinico al 3%,

Posteriormente los tubos fueron tapados e incubados en bafio
Maria a 30°C durante 45 minutos, 1los tubos se agita.ron
perfectamente a int.ervalos de 5 minutos para asegurar que la
mezola fuera homogénea. Al final del periodo de inocubacién 1la
. capa de oolor amarille se aspiré y se midié en un
espectofotémetro a 430 nanémetros contra el agente blanco 6 el
reactivo blanco. El procedimiento puede ser modificade mediante
el uso de cantidades dobles de todas las soluciones para obtener

6 manejar volumenes mAs grandes.
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RESULTADOS.

Las determinaciones que se realizaron a las 200 muestras
provenientes de vacas tratadas con cloranfenicol, asi como a las
30 muestras con niveles agregados, después de la ebullici6n se
muestran en los cuadros 1y 2,

A las 200 muestras se les determino el promedio.de residuos
de ocloranfenicol que contenian, posteriormente se sometieron a
ebullicién, a diferentes tiempos a cada uno de los 5 grupos para
en seguida nuevamente determinar la cantidad de residuos que
contenian. Resultando que la recuperacién ¢ persistencia de
residuos fue cercana al 100% en todos y cada uno de los oasos.

En el grupo de 30 muestras, al cual se le agregaron niveles
de cloranfenicol la recuperacién fue del 94%.

Las temperaturas promedio que se registraron a lo largo de
las ebulliciones se presentan en el cuadro '3, incluyendo 1los
valores obtenidos en la autoclave.

En la figura 1 y ocuadro 4 se presenta la validacién de la

técnica con la curva de recuperacién correspondiente.



iz
DISCUSION.

El método utilizado se basa en la extracoiéon de 1los
componer.)tes grasos de la leche, utilizando acetato de isocamilo y
haciendo reaccionar la porcién nitrobencénica de la mélecula de
cloranfenicol ocon la isoniazida ( 14 ). Este método resulta
suficientemente lineal entre los limites de 1 a 50 ug/ml, rango
en el ocual se incluyeron todas las determinaciones de este
ensayo. En las pruebas realizadas no se presentd disminucién de
la transmitancia y por lo tanto se concluye que el método tiene
una elevada especificidad por el grupo nitrobenceno dsel-
cloranfenicol y es altamente reproducible.

En informes anteriores, Epstein et al. ( 4 ) encontraron que
el procesado de muestras para enlatado y embutide disminuian
hasta en un 50% la ocantidad de cloranfenicol existente en las
muestras. Esta destruoccién se lleva a cabo aparentemente’ a
122°C, temperatura que no se logré alcanzar en ninguno de los
tiempos de ebulliéién, la temperatura mis alta alcanzada fue de
95°C. Desde este punto de vista se puede decir que el proceso de
ebullicién de la leche no destruye en lo absoluto los residuos
de ocloranfenicol y se pone de manifiesto que por medio de este

ensayo no se pueden validar los datos especificados por Epstein
et al. (2).
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Por otro lado, los resultados que se obtuvieron de las
muestras que se introdujeron al autooclave, [:3¢ se deben
cor.xside:ar como homélogos del proceso al que Epstein et al (2).
No obstante los datos obtenidos demuestran que no le sucede
nada a 1los residuos de cloranfenicol en leche que fueron
sometidos a 125°C durante 90 minutos a 20 libras de presién por
cm?, y la ourva de recuperacién que se obtuvo en el
espectofotometro se muestra en la figura 2. Considerando diohos
resultados, se deben tomar con extrema precaucién los datos
especificados por Epstein gt al (2).

Hasta hace poco tiempo se decia que el ocloranfenicol no
debia ser utilizado en la mediocina veterinaria en México dado
cjua la persistencia de residuos podia inducir 1la generacidén de
cepas resistentes tanto para el hombre como para los .animales.
No obstante, d.e manera mAs importante se puede mencionar que el
cloranfenicol en proporciones de 1 ppm es ocapaz de induoir
anemia aplaAstica en individuos suceptibles ( 1 }. MAs aun se ha
visto que el cloranfenicol puede inducir anemia aplastica aun
ogon la administracién oftdlmica de preparados para ese
propésito. De lo anterior se desprende la necesidad de llevar a
cabo un ocontrol mas estricto del uso de este antibistioco para la
clinica de bovinos productores de leche. Hoy en dia se supone

que esto ya no representa un problema, ya que a partir de 1990
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el uso del cloranfenicol quedo prohibido dentro de la rama
veterinaria, no obstante que en el mes de julio de 1992 ain se
recibié en algunos estados una ocomunicacién a farmacias en 1la
que se prohibe 1la venta de ocloranfenicol en ocualquier
presentacion. Quiza esta decisién fue tomada con base a las
restricciones que para el mismo antibidético se tomaron en el
;:esto dei mundo. Sin embargo, aun resta saber si se ha seguido
estrictamente esta prohibicién, sobretodo si se toma en ouenta
que es pooo 6 nulo el control sobre fdrmacos importados.

En el diario ofioial de 1988 se especifica que la leche y
otros productos de origen animal no deben contener residuos de
farmacos y otros quimicos*. Esto resulta teoricamente deseable
pero es praocticamente inoperante ya que no existe un organismo

oficial instrumentado para hacer efeotiva esta prohibicién.

* Diario Oficial de la Federacién ( Organo del Gobierno Constitucional de los

tados
Unidos Mexicanos }. Tomo CDXII, No 11, México D.F. lunes 18 de enero de 1988, primers
meccién indice, Poder Bjecutivo, Secretaria de Salud, Reglamento de la Ley General de
Salud en Materia de Control Sanitario de Actividades, Establecimientos, Productos y

Sexvicios. Pp Primera Seccién 29
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Cuadro 1 Datos obtenidos de la determinacién de
cloranfenicol en leche de vacas tratadas

con dicho

fArmaco.

Grupo Dia de Nivel x de clo- Tiempo Nivel x de
muestreo ranfenicol pre- de cloranfenicol
vio a ebullicion ebullicién  postebulliocién

1 1 15 ug/ml 5 minutos 15 pg/ml

2 2 10 pg/ml 10 minutos 10 pg/ml

3 3 7 pgiml 15 minutos 7 pg/ml

4 4 2 pg/ml 20 minutos 2 pg/ml

5 S 3 pg/ml 30 minutos 3 ug/ml
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Cuadro 2 Datos obtonidos después de la ebullicidén de las
muestras de leche a las cuales se les agregaron niveles de
cloranfenicol.

Tiempo de ebullicién

Musstra 5 minutos 10 min. 15 min, 20 min. = 30 min.
CGrupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5
Hg/ml Hg /ml Hg/ml Ha/ml Hg/ml
8 o 0 [ ] o
3 0.031 0,030 0.030 0,031 0,029
MLBL 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
ML1 8.029 0.030 0.029 0.029 0.030
MLL 0.030 0.029 . 029 0.031 0,030
MLB2 0.0 0.0 0.0 ©.0 0.0
ML2 0,030 0.028 0.30 0. 030 0.030
ML2 0.030 0.029 0.028 0.030 0,029
MLBI 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0.
ML 0.030 0.029 0.029 0.030 0.030
ML3 0.030 0.030 0.030 0. 028 0,030
MLB4 0.0 0.0 0.0 0.0 o0.¢
M4 0.031 0.030 0.030 0. 030 0,031
1% 0.029 0.029 0.029 . 0,031 0,030
MLB5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
MLS 0.030 0,030 0.030 0.031 0.029
MLS 0.9030 0.02¢9 0.030 0.030 0.030
MLBS 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
ML6 0.031 0.030 0.029 0.030 0.030
MLS 0.03¢ 0,031 0.030 0. 030 0,030
Bw Reactivo blanco ML= Musstra lactea
3w Standar de cloranfenicol ML= Muestra lactea duplicado

MLBs Musatra lactea blanco
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Cuadro 3 Temperaturas registradas a lo largo del proceso de
ebullicién y en la autoclave.

Minutos Temperatura promedio Presién
de ebullicién en °C Lbs/om?

Del 1 al 9 94

Del 10 al 30 ’ 95

90 130 20
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‘Cuadro 4 Valoracién de la téonica para la determinacioén de
cloranfenicol

Huestra 1 2 3 4 S 6 1 8 9 10 11
8 4 2 - 6 * 2 2 2 *x - 0
1 4 1.985 0.005 6 * 2 2 2 A% 0.021 5 ug
.2 4 1.98 0.02 6 * 2 2 2 ol 0.027 10 pg
3 4 1.96 0.04 6 * 2 2 2 = 0.058 20 pg
4 4 1.94 0.06 6 * 2 2 2 i 0.091 30 ug
S 4 1.92 0.08 6 * 2 2 2 An ©0.118 40 pg
MLB 4 - - 6 * 2 2 2 xx 0 -
ML1 4 1.94 0.06 6 * 2 2 2 *x 0.050 17 pg
HL2 4 1,94 0.06 6 * 2 2 2 = 0.048 16 ug
1. Buffer de fosfato pH en ml.

2. Agua destilada en ml.

3. Solucién Stok de cloranfenicol pg/ml

4. Acetato de amilo en ml,

5. * Centrifugar a .1500 rpm durante 10 minutos, el sobrenadante

se recupera y agitar 10 minutos.

6. Sobrenadante en ml.

7. Solucién de NaOH al 1.5 N en ml.

8. Solucidén de isoniazida al 3% en ml.

9. ** Inoubar a 30°C por 45 minutos

10. Absorbancia 430 nm.

11. Concentracién de cloranfenicol por ml de muestra.

A= Reactivo blanco

MLB= Muestra lactea blanco
ML1= Muestra lactea

ML2= Muestra lactea duplicado
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Figura 1 Curva de estandares de cloranfenicol recuperados de
acuerdo con lo descrito por O'Gorman y Diamond (14).
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Figura 2 PDeterminacién de oloranfenicol en leche ocon niveles
agregados de cloranfenicol que fue sometida al autoclave.
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NOTA: La flecha indica la presencia de oloranfenicol.
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