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RESUMEN.

Cloranfenicol y dimetridazol son antimicrobianos a los cuales no se les ha
podido fijar un limite maximo de residuos (LMR), por lo que su uso en
animales cuyo fin es el consumo humano esta prohibido motivado a las
consecuencias adversas que éstos producen (Stolker y Brinkman, 2005),
como las discrasias sanguineas en el caso del cloranfenicol, una reaccion
adversa fatal, ain en concentraciones subterapéuticas (Kunesh, 1986), que
provoca una forma rara, pero a menudo letal, de aplasia de la médula 6sea
gue lleva a la pancitopenia (Goodman et al., 1990; Smith y Reynard, 1993) y
los efectos carcinogénicos, mutagénicos y toxicos que induce el dimetridazol
(Stolker y Brinkman, 2005).

El objetivo principal de esta investigacion fue determinar la presencia de
residuos de estos antimicrobianos en riflones de cerdos beneficiados en el
Estado Aragua, provenientes de granjas intensivas de los estados Aragua y
Carabobo, durante el periodo Octubre 2010 — Marzo 2011.

Las deteccion de residuos de clorafenicol y dimetridazol se efectu6 mediante
la técnica de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC), por el
método sugerido por Bele et al. (2007).

Los resultados evidencian la presencia de residuos de cloranfenicol y
dimetridazol por encima de los limites establecidos por las instituciones
nacionales e internacionales (Codex Alimentarius, FAO/OMS, FDA, EMEA),

en 45% y 30% del total de granjas evaluadas, respectivamente.

El promedio de los niveles detectados de residuos de cloranfenicol y

dimetridazol en las muestras de rifidn de los cerdos provenientes de las



granjas establecidas en el estado Carabobo fue superior (P<0,05) a las

procedentes del estado Aragua.

Estos resultados ponen de manifiesto la comercializacion de productos
comestibles de origen animal con presencia de antimicrobianos nocivos para

la salud publica en Venezuela.

(Palabras clave: Cerdo, cloranfenicol, dimetridazol, residuos, rifion, HPLC).



ABSTRACT.

Chloramphenicol and dimetridazol are antimicrobials which they have not
been able to set a maximum limit of residues (MRLS), so its use in animals,
whose aim is for human consumption is prohibited due to the adverse effects
they produce (Stolker and Brinkman, 2005), as blood discrasias in the case of
chloramphenicol, a fatal adverse drug reaction even in subtherapeutic
concentrations (Kunesh, 1986), which causes a rare form, but often lethal,
aplasia of bone marrow that leads to the pancytopenia (Goodman et al.,
1990; Smith and Reynard, 1993) and carcinogenic, mutagenic and toxic

effects that is induced by dimetridazol (Stolker and Brinkman, 2005).

The main objective of this research was to determine the presence of
residues of these antimicrobials in kidneys from slaughter pigs from intensive
farms in Aragua and Carabobo States, during the October 2010 - March 2011

period.

The detection of chloramphenicol and dimetridazol residues were carried out
by liquid chromatography of high resolution (HPLC) technique, the method
suggested by Bele et al. (2007).

The results show the presence of residues of chloramphenicol and
dimetridazol above the limits established by national and international
institutions (Codex Alimentarius Commission, FAO/OMS, FDA, EMEA), in

45% and 30% of the total of evaluated farms, respectively.

The detected levels of chloramphenicol and dimetridazol residues in the
samples of kidney from pigs from Carabobo State farms averaged higher (P <

0,05) than pigs coming from Aragua State farms.



These results demonstrate the marketing of edible products of animal origin

with the presence of antimicrobial harmful to public health in Venezuela.

(Keywords: pig, chloramphenicol, dimetridazol, kidney, residues, HPLC).



INDICE DE CONTENIDO.

DEDICATORIA ii
AGRADECIMIENTOS \Y
RESUMEN v
ABSTRACT vii
INDICE DE CONTENIDO IX
INDICE DE CUADROS Xii
INDICE DE FIGURAS Xiv
1.- INTRODUCCION 1
1.1.- Objetivo General 4
1.2.- Objetivos Especificos 4
2.- REVISION BIBLIOGRAFICA 5
2.1.- Antecedentes 5
2.2.- Bases Teoricas 7
2.2.1.- Residuo Medicamentoso 7
2.2.2.- Clasificacion de Téxicos Alimentarios 9
2.2.3.- Antimicrobiano 9
2.2.4.- Periodo de Espera 11
2.2.5.- Nivel de Tolerancia 12

2.2.6.- Regulacion Internacional de Farmacos de Uso Veterinario 13



2.3.- Cloranfenicol

2.3.1.- Fuente

2.3.2.- Propiedades

2.3.2.1.- Fisicas

2.3.2.2.- Quimicas

2.3.3.- Mecanismo de Accion
2.3.4.- Espectro de Actividad

2.3.5.- Resistencia

2.3.6.- Administracién, Absorcion, Distribucion, Metabolismo y Excrecidn

2.3.7.- Interacciones Medicamentosas
2.3.8.- Efectos Adversos

2.3.9.- Residuos

2.3.10.- Resistencia

2.4.- Dimetridazol

2.4.1.- Fuente

2.4.2.- Propiedades Quimicas

2.4.3.- Espectro de Actividad

2.4.4.- Mecanismo de Accion

2.4.5.- Farmacocinética

2.4.6.- Efectos Adversos

2.4.7.- Residuos

2.5.- Metodologias para determinar residuos de farmacos

2.5.1.- Cromatografia Liquida de Alto Rendimiento

16
17
17
17
18
18
19
20

22
22
23
24
24
24
25
25
26
27
27
27
28

29



3.- MATERIALES Y METODOS

3.1.- Tipo de Investigacion

3.2.- Poblacién

3.3.- Muestras

3.4.- Procesamiento de las Muestras

3.4.1.- Equipos y Materiales

3.4.2.- Reactivos y Standars

3.4.3.- Procedimiento

3.4.4.- Calculos

3.4.5.- Sensibilidad del Método

3.5.- Técnicas de Presentacion de los Datos y Andlisis Estadistico de
los Resultados

4.- RESULTADOS

5.- DISCUSION

6.- CONCLUSIONES

7.- RECOMENDACIONES

8.- BIBLIOGRAFIA

33
33
33
33
34
35
35
36
36

37

37
38
45
50
51

52



INDICE DE CUADROS.

Cuadro 1.- Niveles de Cloranfenicol y Dimetridazol detectados en
muestras de rifién de cerdos procedentes de granjas porcinas del

Estado Aragua, periodo Octubre 2010 — Marzo 2011.

Cuadro 2.- Niveles de Cloranfenicol y Dimetridazol detectados
en muestras de rifién de cerdos procedentes de granjas porcinas

del Estado Carabobo, periodo Octubre 2010 — Marzo 2011.

Cuadro 3.- Total de granjas porcinas detectadas con residuos de

cloranfenicol de acuerdo a la regién de procedencia.

Cuadro 4.- Total de granjas porcinas detectadas con residuos de

dimetridazol de acuerdo a la region de procedencia.

Cuadro 5.- Promedio de los niveles de residuos detectados de
cloranfenicol en muestras de rifion de cerdos de acuerdo a la region

de procedencia (Casos Positivos).

38

40

43

43

44



Cuadro 6.- Promedio de los niveles de residuos detectados de
dimetridazol en muestras de rifién de cerdos de acuerdo a la region

de procedencia (Casos Positivos).

44



INDICE DE FIGURAS.

Figura 1. Férmula Estructural del Cloranfenicol.

Figura 2. Formula Estructural del Dimetridazol.

Figura 3. Ejemplo de cromatograma con dos picos “resueltos”.

Figura 4.- Proporcién de Granjas detectadas con residuos de
Cloranfenicol y Dimetridazol en muestras de rifion de cerdos

procedentes del Estado Aragua.

Figura 5.- Proporcién de Granjas detectadas con residuos de
Cloranfenicol y Dimetridazol en muestras de rifion de cerdos

procedentes del Estado Carabobo.

Figura 6.- Proporcion total de granjas porcinas detectadas con

residuos de Cloranfenicol.

Figura 7.- Proporcion total de granjas porcinas detectadas con

residuos de Dimetridazol.

18

25

31

39

41

42

42



1.- INTRODUCCION.

Los programas de control e higiene de los alimentos, han estado orientados
primordialmente a disminuir el impacto negativo que ejercen sobre la salud
de la poblacion los factores de riesgos asociados a agentes bacterianos y
parasitarios. Actualmente se agregan necesidades de conocimiento de
nuevos agentes o factores de riesgos que amenazan dicha salud, ya sea por
la incorporacion de sustancias ajenas a los alimentos naturales, tales como
los aditivos alimentarios, plaguicidas y farmacos veterinarios (Larrafiaga et
al., 1999).

La demanda de alimentos cada dia mas elevada, ha impuesto una mayor
presién sobre los métodos de produccion pecuarios. Al intensificarse la
produccion de proteina animal para consumo humano, cada vez es mas

importante el empleo de los medicamentos (Straw et al., 2006).

Los antimicrobianos constituyen uno de los grupos de medicamentos mas
utilizados en la industria pecuaria, éstos se han utilizado como suplementos
alimentarios y agentes terapéuticos (Sumano y Ocampo, 1997). Su uso ha
sido eficaz para incrementar la eficiencia en la conversion de los alimentos y
la ganancia ponderal, principalmente en las aves y los cerdos, pero debido a
su amplia utilizacién, es necesario disponer de un sistema de medicién de los
residuos que proteja al consumidor (Gracey, 1989). Para poder mantener la
comercializacion de productos carnicos en el mercado japoneés, por ejemplo,
sus autoridades exigen la ausencia de residuos de antimicrobianos, con
especial énfasis en las sulfonamidas en la carne de cerdo (Bermudez-
Almada et al., 2001).



La preocupacion de los consumidores por la salubridad de los alimentos en
general, y de los productos carnicos en patrticular, refuerza la necesidad de
efectuar la deteccién de los residuos quimicos en los alimentos (Gracey,
1989).

El uso de antimicrobianos en animales esta regulado por la legislacion de
muchos paises. En los Estados Unidos esta bajo la responsabilidad de la
Food and Drug Administration (FDA) (Gracey, 1989). Venezuela se rige por
las pautas dictadas por el Codex Alimentarius, organismo creado por la FAO
y la OMS para definir las normas internacionales que sirvan de orientacion a
la industria alimentaria y que a su vez protejan la salud de los consumidores;
el mismo esta representado por un Comité Nacional permanente creado el
11 de Junio de 2001, publicado en Gaceta Oficial de la Republica Bolivariana
de Venezuela No. 37.237 (Portal Secamer).

Muchos antimicrobianos no deben ser usados cercanos al momento del
beneficio de los animales para evitar residuos significantes en los productos
carnicos. El periodo de retiro varia con la droga y la dosis usada (Straw et al.,
2006). El no aplicar un periodo de suspension medicamentosa adecuado es
muchas veces responsable de la presencia de residuos quimicos en los
animales de consumo (Gracey, 1989). Tal suspensién o retirada es esencial
desde el punto de vista de la salud publica, puesto que la presencia de
residuos de antimicrobianos en los alimentos, a concentraciones superiores a
las legalmente permitidas, pueden dar lugar a trastornos cuando se

consumen durante mucho tiempo (Booth y McDonald, 1987).

En la actualidad, por razones de calidad sanitaria, muchos paises estan
prestando una especial atencion en la deteccion y analisis de residuos,

ocasionado por las crecientes presiones ejercidas sobre la exportacion de



productos y subproductos porcinos a los mercados internacionales de alto

consumo (Gracey, 1989).

El cloranfenicol y el dimetridazol son dos antimicrobianos a los cuales no se
les ha podido fijar un limite maximo de residuos (LMR), por lo que su uso en
animales cuyo fin es el consumo humano esta prohibido motivado a las
consecuencias adversas que éstos producen (Stolker y Brinkman, 2005). La
excrecion de ambos después de ser metabolizados ocurre sobre todo por la
orina mediante filtracién y secrecion (Goodman et al., 1990; Botana et al.,
2002).

Alvarado et al. (2008), sefialan que en Venezuela para el afio 2008 no existia
mayor control en cuanto a la dosificacion de los antimicrobianos de acuerdo
a la especie animal, frecuencia de aplicacion y cumplimiento del tiempo de
retiro de los farmacos; menos aun servicios de inspeccion oficiales que
vigilen la presencia de residuos y establezcan los limites maximos de

residuos sugeridos.

Partiendo de esta premisa y tomando en cuenta la limitada evidencia
cientifica existente en relacion a estos dos antimicrobianos, considerando
ademas que el consumo de cerdos o derivados de éstos con presencia de
residuos de cloranfenicol y dimetridazol representa un riesgo a la salud
publica, y que en los estados Aragua y Carabobo es donde se concentran el
mayor niumero de granjas intensivas de cerdos en Venezuela, se plantea la

ejecucion de este trabajo, para el cual se proponen los siguientes objetivos:



1.1.- Objetivo General

Determinar la presencia de residuos de antimicrobianos restringidos en rifién
de cerdos beneficiados en el Estado Aragua, durante el periodo Octubre
2010 — Marzo 2011.

1.2.- Objetivos Especificos

1.- Detectar y cuantificar residuos de cloranfenicol y dimetridazol en rifién de
cerdos beneficiados en el Estado Aragua, provenientes de granjas intensivas

de los Estados Aragua y Carabobo.

2.- Comparar los niveles de residuos de cloranfenicol vy dimetridazol
detectados en rifion de cerdos beneficiados en el Estado Aragua,
provenientes de granjas intensivas de los Estados Aragua y Carabobo, con
los limites establecidos por instituciones nacionales e internacionales (Codex
Alimentarius, FAO/OMS, FDA, EMEA).

3.- Establecer diferencias entre los niveles de residuos de cloranfenicol y
dimetridazol detectados en riidbn de cerdos beneficiados en el Estado
Aragua, de acuerdo a la region de su procedencia (Estados Aragua y
Carabobo).



2.- REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1.- Antecedentes

Salisbury et al. (1988), utilizando la técnica de cromatografia de gases,
analizaron muestras de tejidos recolectados en una sala de matanza en
Canada entre los meses de agosto y septiembre de 1984, encontrado en 31
de 279 cerdos muestreados (11%), residuos de cloranfenicol en rangos
desde 1 ppb hasta 5727 ppb.

Mota (1994), en un estudio para la deteccidn de residuos de antimicrobianos
en carne fresca de cerdo en Venezuela, realizado en 154 cerdos a nivel de
un matadero industrial, analizé 300 muestras de érganos Yy tejido animal, por
modificacion a la metodologia S.T.O.P. (Swab test on Premises) o Prueba
de la Torunda en el establecimiento, que consistié en sustituir el empleo de
los hisopos, por trozos de tejido, obteniendo 86 muestras positivas al
analisis de deteccién de residuos de antimicrobianos, correspondiendo 58
muestras a tejido de higado, 20 a tejido de rifidn y 8 a tejido muscular, lo cual

represento el 28.66% del total de las muestras analizadas.

Bermudez-Almada et al. (2001), analizaron los niveles de residuos de
sulfonamidas de 1635 muestras de musculo de porcinos entre 1993 y 1999,
colectados en mataderos industriales del noroeste de México, mediante un
ensayo microbiolégico rapido (Charm 1l) y su confirmacion por cromatografia
de liquidos de alta resolucién (HPLC). Los resultados obtenidos mediante la
prueba Charm II, mostraron que el 6,1% de las muestras estuvieron

contaminadas con sulfonamidas y 21 de ellas (1,3%) presentaron niveles



violatorios de acuerdo a la norma oficial mexicana, que establece un limite
méximo de residuos (LMR) permitidos para sulfonamidas de 0,1 ug/g. Al
realizar la confirmacion mediante HPLC, de las muestras con presencia de
sulfonamidas, las sulfonamidas identificadas fueron sulfatiazol vy

sulfametazina.

Vasquez-Moreno et al. (2002), utilizando el ensayo biolégico Charm II,
efectuaron un estudio de residuos téxicos en tejidos animales destinados al
consumo, detectando en 4 muestras de musculo, 2 de rifion y 1 de higado,
niveles de cloranfenicol por arriba de la tolerancia segun la Norma Oficial
Mexicana, la cual es cero (0), siendo el valor registrado en rifidon de cerdo de
0,018 ug/g.

Gonzélez et al. (2004), determinaron mediante la técnica de ELISA la
presencia de residuos de tetraciclinas y sulfametazina en tejido renal y
hepatico de cerdos de la region central de Venezuela. El 4% de tejido
hepatico y el 14 % de tejido renal resultaron positivos a residuos de
tetraciclinas; un 54% de tejido hepético y 25% de tejido renal presentaron

residuos de sulfametazina.

Medina et al. (2008), investigaron la presencia de residuos de
antimicrobianos en tejidos y tetraciclinas en huesos de cerdos en México. El
estudio se realizd en tres etapas por dos métodos diferentes. La primera
etapa tuvo como propésito investigar la frecuencia de cerdos positivos a
tetraciclinas y arrojé que de 277 canales examinadas 47% fueron positivas.
En la segunda, se realiz6 la deteccién visual por fluorescencia en muestras
de fémur, humero y costilla de cerdos. De las 172 muestras de hueso
analizadas 81% fueron positivas a tetraciclinas. En la tercera, se investigo la

presencia de residuos de antimicrobianos en tejidos por el método



microbiologico de las tres placas. De los 62 cerdos estudiados, 50% fueron
positivos, 27,4% negativos y 22,6% dudosos. Asi mismo, estas muestras
resultaron 41,9%, positivas en rifidn, en musculo 54,8% y en higado 66,1%.
Los resultados obtenidos indicaron que es elevado el porcentaje de animales
donde se detectaron tetraciclinas y sustentan que el envio al matadero de

animales con residuos de antimicrobianos es frecuente.

Bricefio et al. (2010), utilizando la técnica de ELISA, demostraron la
presencia de residuos de cloranfenicol en el 17% de las muestras de rifion de
cerdos recolectadas (5 de 30 granjas), con valores entre 13,6 a 42,9 ng/Kg,
confirmando la sospecha de que en Venezuela se esta utilizando el
cloranfenicol en forma ilegal, pues este antibiético esta prohibido en nuestro
pais desde 1988 (Resolucion 34.100 del Ministerio de Agricultura y Cria) y
ningun limite méximo de residuos ha sido establecido, siendo cero (0) su
nivel de tolerancia. Estos resultados sugieren la inexistencia de controles
rigurosos sobre la administracion de antimicrobianos y tiempo de retiro de los

mismos en nuestro pais.

2.2.- Bases Teoricas

2.2.1.- Residuo Medicamentoso

Un residuo medicamentoso o quimico, se define como el producto madre,
sus metabolitos y sus productos de descomposicién (o cualquier combinacion
de los mismos), que como consecuencia de su empleo como medicamento o
sustancia en el control y tratamiento de las enfermedades animales o de su
inclusion como aditivo en el alimento para promover el crecimiento y mejora
de la eficacia del mismo, puede depositarse o almacenarse en células,

tejidos u organos del animal (Booth y McDonald, 1987). Los residuos de



drogas de uso veterinario 0 sus metabolitos, si persisten en niveles no
aceptables en carnes u otros alimentos de origen animal, pueden causar
efectos toxicos adversos sobre la salud de los consumidores (Anadon y
Martinez-Larrafiaga, 1999; Stolker y Brinkman, 2005; Reig y Toldra, 2008).
Se alcanza un nivel inaceptable de residuo cuando la concentracion de un
compuesto en los tejidos excede la tolerancia establecida (Gracey, 1989).
Los limites maximos de residuos (LMR) o concentracion maxima de residuo
que puede aceptarse en un alimento como resultado del uso de un
medicamento veterinario en animales destinados al consumo humano son
fijados en partes por millén (ppm o mg/Kg) o inclusive en partes por billon
(ppb o ug/kg) de peso fresco. Un residuo se considera ilegal cuando supera
la tolerancia o limite maximo permitido en un determinado tejido (musculo,
higado, rifidén, grasa, piel, huevos, leche y miel), o cuando existe en cualquier
cantidad si no se ha establecido tolerancia para tal residuo (Botana et al.,
2002). Residuos por debajo de limites fijados son considerados seguros
(Blasco et al., 2007).

Siempre que los compuestos se utilicen de acuerdo con las
recomendaciones establecidas (dosis adecuada, ruta de administracion,
especie animal y tiempo de suspension adecuado antes del sacrificio), no
debe existir una concentracion significativa de residuos en los alimentos
(Gracey, 1989).

En algunos casos los compuestos quimicos no se encuentran en la carne,
pudiéndose concentrar en 6rganos como el higado o los rifiones (Gracey,
1989). La concentracion de residuos medicamentosos varia mucho de tejido
a tejido; en los animales, los residuos permanecen mas tiempo en 6rganos
de biotransformacion o excrecion activa como el higado y el rifiébn (Booth y

McDonald, 1987; Repetto, 1995). Estos 6rganos, juntos con la grasa y la



carne, se utlizan normalmente para analizar la presencia de residuos
(Gracey, 1989), sin embargo, una desventaja es que para su analisis hay que

esperar el beneficio del animal (Reig y Toldra, 2008).

El rifidbn ha sido considerado como el 6rgano blanco para efectuar la
deteccion de residuos de antimicrobianos en animales productores de
alimento para consumo humano, ya que el tejido renal contiene altas
concentraciones de muchos de los antimicrobianos utilizados en el campo
(De Brabander et al., 2009).

2.2.2.- Clasificacion de Toxicos Alimentarios

De acuerdo con sus origenes, los toxicos alimentarios se pueden clasificar
en cuatro grandes grupos: 1) Constituyentes téxicos naturales; 2)
Contaminantes biolégicos y quimicos; 3) Aditivos alimentarios y 4)
Sustancias derivadas. Entre los contaminantes quimicos se tienen las
sustancias inorganicas como metales y aniones y las sustancias organicas
como plaguicidas y medicamentos de uso veterinario como anabolizantes,

antimicrobianos, tranquilizantes y hormonas (Repetto, 1995).

2.2.3.- Antimicrobiano

Un antimicrobiano se define como una sustancia quimica producida total o
parcialmente por microorganismos (normalmente hongos o bacterias) o
sintéticamente, el cual tiene la capacidad de inhibir el crecimiento o destruir
bacterias y otros microorganismos (Gracey, 1989). El uso de los
antimicrobianos en medicina veterinaria comenzo en la década de los 50 con
la utilizacion de la oxitetraciclina y la clortetraciclina como aditivos en el

alimento. Hoy, muchas clases de antimicrobianos son usados ampliamente



para la prevencion y tratamiento de diversas enfermedades, asi como para la
promocién del crecimiento en animales destinados a la produccion de
alimentos (Di Corcia y Nazzari, 2002). Las mas importantes familias de
antimicrobianos son las betalactamasas, tetraciclinas, sulfonamidas,
aminoglucosidos, macrdlidos, lincosamidas, quinolonas, nitroimidazoles,
nitrofuranos y el cloranfenicol, siendo este dltimo clasificado como

miscelaneo (Kennedy et al.,1998; De Brabander et al., 2009).

Los antimicrobianos se usan con fines terapéuticos para la prevencion de
enfermedades de los animales, 0 a concentraciones subterapéuticas, con la
finalidad de favorecer el crecimiento del animal, dada su actividad sobre la
flora intestinal. Tanto en un caso como en otro, si los alimentos se consumen
sin dar tiempo a que se eliminen los residuos de antimicrobianos, pueden
surgir problemas de salud, en especial con la carne, leche y huevos. Estos
problemas se materializan en la posibilidad de que aparezca sensibilizacion
frente al antimicrobiano utilizado en el animal (es el caso frecuente de la
penicilina) o resistencias bacterianas por el uso de dosis subterapéuticas
(Larrafiaga et al., 1999).

Varios factores influyen en la probabilidad de reacciones alérgicas a los
medicamentos. La respuesta inmunitaria de los individuos depende de
factores genéticos, factores metabdlicos, dosis, via de administracion,
vehiculo, coadyuvantes, etc. Asi, las reacciones anafilacticas son menos
frecuentes tras administracién oral que por administracién intravenosa o
intramuscular. Los vehiculos que retrasan la absorcion del medicamento
pueden aumentar la probabilidad de sensibilizacion o de respuesta alérgica.
Los residuos tienen mas efectos en personas previamente sensibilizadas.
Las reacciones alérgicas o de hipersensibilidad, pueden variar desde

dermatitis por contacto y otras reacciones en la piel, desordenes del sistema



hematopoyético como anemia hemolitica, agranulocitosis, anemia aplasica,

trombocitopenia, eosinofilia, hasta shock anafilactico fatal (Repetto, 1995).

2.2.4.- Periodo de Espera

El uso de los antimicrobianos en la produccion porcina ha sido una
herramienta atil y econdmica para la prevencion y control de enfermedades,
asi como para mejorar el rendimiento de los cerdos, sin embargo, es

imperativo que éstos sean usados apropiadamente (Rueff, 2005).

En forma general, el alimento y el agua de bebida son los principales
vehiculos utilizados para el uso de los antimicrobianos, ya sea como
promotores del crecimiento o para prevenir enfermedades. La inyeccion es la
ruta de eleccion de los productores para el uso de los antimicrobianos
cuando ya las enfermedades estan clinicamente presentes (Bush y Biehl,
2002).

El periodo de espera, es el intervalo de tiempo desde la ultima administracion
del medicamento a la especie de destino, en condiciones normales de uso,
hasta que los tejidos destinados al consumo humano alcanzan niveles
iguales o inferiores al limite maximo de residuos fijado (Botana et al., 2002).
Los periodos de espera o plazos de tiempos establecidos desde la
administracion de un producto y el sacrificio y consumo del animal a objeto
de eliminar los residuos peligrosos para los seres humanos al consumir
carne, leche o huevos procedentes de animales tratados, se establecen de
acuerdo con las investigaciones toxicocinéticas de los diferentes productos,
viendo los niveles de residuos en varios tejidos, analizando plasma u orina
de los animales (Repetto, 1995); ésto debido a que los tiempos de

suspension varian para cada preparacion farmaceéutica y entre especies,



pudiendo ir desde unas horas o dias, hasta semanas. Este intervalo de
tiempo, es el necesario para que el residuo potencialmente toxico alcance la

concentracion inocua exigida por la tolerancia (Booth y McDonald, 1987).

2.2.5.- Nivel de Tolerancia

El nivel de tolerancia es la concentracion o nivel maximo permitido de un
medicamento o producto quimico en un pienso o alimento, en un momento
dado del sacrificio, de la recoleccion, del procesado, del almacenamiento y
de la venta de ese pienso o alimento, hasta el momento de su consumo por
el animal o por el hombre (Booth y McDonald, 1987). Las tolerancias se
establecen con base a los resultados de estudios toxicologicos, metabdlicos
y de mutagenicidad, realizados normalmente en ratas y ratones, no
significando necesariamente que sea peligroso sobrepasar la cantidad
establecida para una tolerancia, sino que es innecesario hacerlo (Gracey,
1989).

Existen tres tipos de tolerancias importantes para definir las concentraciones
permitidas de residuos medicamentosos: la tolerancia finita o permitida, la
tolerancia despreciable y la tolerancia cero. La tolerancia finita se define
como la cantidad medible de residuo medicamentoso o producto quimico (no
cancerigeno) permitida en el alimento. La tolerancia despreciable es la
cantidad de residuo toxicolégicamente insignificante que da lugar a una
ingesta diaria que es una pequefia fraccion de la maxima ingesta o aporte
diario aceptable (dosis diaria de residuos medicamentosos 0 quimicos que
pueden consumirse durante la vida de un individuo sin riesgo apreciable
alguno para su salud). Finalmente, la tolerancia cero, se establece
basandose en que no se permite residuo alguno en el pienso o alimento

debido a la extrema toxicidad o debido a que la sustancia es cancerigena,



por lo que no se deben permitir en los animales productores de alimentos,
residuos en los tejidos comestibles en el momento de su sacrificio (Booth y
McDonald, 1987).

Entre algunas de las sustancias farmacol6gicamente activas a las cuales no
se les puede fijar un LMR, o tienen un nivel de tolerancia cero (0), estando
prohibida su comercializacidon en muchos paises, ya que representan riesgo
para la salud humana, se tiene al cloranfenicol y a los nitroimidazoles, entre
ellos el dimetridazol, sustancias ubicadas en el anexo IV del Consejo de
Regulacion de drogas de uso veterinario de la Comunidad Europea (Stolker y
Brinkman, 2005).

La Union Europea establece una lista (Anexos |, Il, 1lI, IV), para clasificar las

sustancias farmacoldgicamente activas:

Anexo |: sustancias farmacolégicamente activas para las cuales se
han fijado LMR definitivos.

Anexo |l: sustancias farmacolégicamente activas las cuales no
precisan la fijacion de LMR, porque se eliminan muy rapidamente, porque

son sustancias enddgenas, porque no se absorben, etc.

Anexo lll: sustancias farmacol6gicamente activas para las que se han

fijado LMR provisionales.

Anexo |V: sustancias farmacolégicamente activas para las que no se
pueden fijar LMR ya que plantean riesgo para la salud humana (Botana et al.,
2002).



2.2.6.- Regulacion Internacional de FArmacos de Uso Veterinario

Para minimizar la exposicion de los humanos a los antimicrobianos utilizados
en animales productores de alimento, han sido establecidos niveles de
tolerancia (Di Corcia y Nazzari, 2002), pero la legislacion puede variar
considerablemente de un pais a otro, por lo que no hay una guia clara para
medir los limites residuales maximos permitidos, dificultando de esta manera

la interpretacion de los resultados (Blasco et al., 2007).

La regulacion de medicamentos de uso veterinario se orienta a controlar el
uso y residualidad de estas sustancias en las especies en las cuales son
administradas; estos aspectos son mundialmente vigilados por diferentes
organizaciones, dentro de las cuales se destacan: 1) la comision del Codex
Alimentarius, creada por la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura (FAO) y la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) en 1963, que se encarga de proteger la salud de los consumidores,
facilitar practicas justas en el comercio de alimentos y promover la
coordinacion de normas alimentarias acordadas por diversas organizaciones;
2) el Programa Internacional de Seguridad de las Sustancia Quimicas (IPCS,
por sus siglas en inglés) establecido por la OMS, la Organizacién
Internacional del Trabajo (OIT) y el Programa de las Naciones Unidas para el
Medio Ambiente (PNUMA), que establece bases cientificas para el uso
seguro de los quimicos; 3) el Comité mixto FAO/OMS de Expertos en
Aditivos Alimentarios (JECFA) que proporciona asesoramiento cientifico
mediante la publicacion de monografias y reportes técnicos acerca de la
inocuidad de los aditivos alimentarios, la evaluacion de los contaminantes,
las sustancias téxicas naturales y los residuos de medicamentos veterinarios;
4) la administracion de alimentos y drogas de los Estados Unidos (Food and

Drug Administration - FDA) que ademas de regular la fabricacion y



distribucién de los medicamentos de uso veterinario a través del CVM
(Centro de Medicina Veterinaria), protege la salud de los consumidores
garantizando la seguridad de los aditivos alimentarios, productos cosmeéticos
y medicamentos de uso humano y veterinario; 5) la Agencia Europea de
Medicamentos (EMEA) cuya mision principal es proteger y promover la salud
publica y animal mediante diversas actividades, entre ellas el establecimiento
de limites de seguridad para los residuos de medicamentos veterinarios en
animales productores de alimentos; 6) la Autoridad Australiana en Pesticidas
y Medicina Veterinaria (Australian Pesticides and Veterinary Medicines
Authority - APVMA) responsable de la evaluacion, registro y regulacion de
plaguicidas y medicamentos veterinarios; y 7) la Autoridad Europea para la
Seguridad Alimentaria (EFSA, por sus siglas en inglés) que participa
activamente en la evaluacién del riesgo asociada a alimentos (Lozano y
Arias, 2008).

El cloranfenicol en la normativa europea (EMEA) y norteamericana (FDA) es

regulado mediante un valor especifico de “cero tolerancia” (Montoya, 2002).

Tanto el cloranfenicol como el dimetridazol han sido prohibidos en Europa,
estando ambos incluidos en el Anexo IV del Consejo de Regulacién de
drogas de uso veterinario de la Comunidad Europea, ya que son sustancias
farmacoldgicamente activas a las cuales no se les puede fijar LMR ya que
plantean riesgo para la salud humana, lo que significa que cualquier residuo
de éstos que se encuentre en alimentos producidos por animales destinados
al consumo humano es considerado como una violacion a las regulaciones
(Stolker y Brinkman, 2005). Su uso también ha sido prohibido por la FDA en
los Estados Unidos (Kunesh, 1986; Sumano y Ocampo, 1997).



En Venezuela, el uso del cloranfenicol estd prohibido en las especies
animales (bovinos de carne y de leche, ovinos, cerdos, aves, conejos Yy
peces) cuyos productos estan destinados al consumo humano, segun
resoluciéon No. 549 de fecha 21-11-1988 del Ministerio de Agricultura y Cria,
actual Ministerio del Poder Popular para la Agricultura y Tierras (Gaceta
Oficial de la Republica de Venezuela, 22-11-1988).

2.3.- Cloranfenicol

El cloranfenicol fue el primer antimicrobiano de amplio espectro con actividad
contra bacterias gram positivas y gram negativas, asi como contra algunas
especies no bacterianas del que dispuso la medicina (Smith y Reynard,
1993). Fue aislado por primera vez en 1947 por Burkholder, botanico de la
Universidad de Yale, de una muestra de suelo tomada en Venezuela
(Goodman et al., 1990; Sumano y Ocampo, 1997). Debido a que contiene
cloro y se obtuvo de un actinomiceto inicialmente se le denomind
cloromicetin (Fuentes, 1985; Goodman et al., 1990). A fines de 1947, una
pequefia cantidad disponible de cloranfenicol se empled en un brote de tifus
epidémico en Bolivia con resultados notables. Luego se ensay6é con gran
éxito en casos de tifus de los matorrales en la peninsula de Malasia
(Goodman et al., 1990). Para 1948 se empez6 a producir en cantidades
industriales para su uso en la clinica terapéutica probando su valor contra
una gran variedad de enfermedades infecciosas (Fuentes, 1985). Fue
aclamado como la maravilla farmacolégica del siglo, sin embargo, en poco
tiempo (1950), se descubrio que algunos seres humanos tratados con
cloranfenicol morian por anemia aplastica (Smith y Reynard, 1993), debido a
que se deprime la funcibn hematopoyética de la médula 6sea (Booth y
McDonald 1987).



En muchos paises se ha prohibido su uso en animales de consumo por los
residuos que puede generar y las resistencias cruzadas con el ser humano
(Sumano y Ocampo, 1997), sin embargo, parece improbable que pueda
aparecer anemia aplastica en los animales domésticos debido a que la
mayoria de las terapias con cloranfenicol en ellos son de corta duracion
(Booth y McDonald 1987). Se reserva su uso para unas pocas infecciones
concretas en animales de compafia, especialmente perros y gatos, cuando

no existen otros antimicrobianos eficaces (Botana et al., 2002).

2.3.1.- Fuente

Fue obtenido por vez primera de una bacteria del suelo de la familia de

los actinomicetales, Streptomyces venezuelae, mas tarde se elaboraria a

partir de otras especies de Streptomyces, en la actualidad se produce por

sintesis quimica (Meyer, 1975; Botana et al., 2002).

2.3.2.- Propiedades

2.3.2.1.- Fisicas

El cloranfenicol es un polvo fino, cristalino, blanco, aunque a veces presenta
un color grisaceo o amarillento. Tiene sabor amargo y es poco soluble en
agua (1:400), pero se solubiliza en la mayor parte de los disolventes
organicos. Es muy termoestable, resiste cuando menos 5 horas de ebullicién.
El pH fuertemente alcalino (= 10) lo descompone rapidamente. En diversos
ensayos, se recuperé mas del 95% del cloranfenicol de leches hervidas,
procesadas para dulces y en carnes preparadas para embutidos. Esto
significa que los residuos de cloranfenicol resisten cualquier proceso de

preparacion (Sumano y Ocampo, 1997).


http://es.wikipedia.org/wiki/Actinomycetales
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2.3.2.2- Quimicas

El cloranfenicol tiene una estructura relativamente simple, con un anillo de
nitrobenceno, un grupo amida y la caracteristica de poseer dos atomos de
cloro (Botana et al., 2002), es producido por sintesis quimica, en contraste
con muchos otros antimicrobianos que son productos intermedios del
crecimiento de mohos (Smith y Reynard, 1993). El cloranfenicol es un
derivado del &cido dicloracético constituido por un grupo nitroaromatico en su
molécula, siendo el Unico producto quimico de origen natural que contiene
este grupo. Se define como D-(-)-treo-2-dicloracetamido-1-p-nitrofenil-1,3

propanodiol (Goodman et al., 1990). (Figura 1).

OH CH;OH

OQNO—&H—éH—NH—%—CHCIQ
0

Figura 1. Férmula Estructural del Cloranfenicol.

La actividad antibacteriana la proporciona el grupo D-treopropanediol, y el
grupo aromatico posiblemente represente la porcion téxica de la molécula
(Sumano y Ocampo, 1997), puesto que da lugar a la formacién de aminas

aromaticas que pueden ser carcinégenas (Botana et al., 2002)
2.3.3.- Mecanismo de Accion

El cloranfenicol inhibe la sintesis de proteinas en las bacterias y, en menor
grado, en las células eucaridticas (Goodman et al., 1990); es un farmaco
que penetra las células bacterianas por difusién facilitada, uniéndose en

forma reversible a la subunidad 50S de los ribosomas de las especies



susceptibles e inhibe a la enzima peptidil transferasa que forma parte de los
ribosomas (Smith y Reynard, 1993). La inhibicion de la sintesis proteica se
da por el blogueo en la incorporacion de aminoacidos en las cadenas
polipeptidicas en proceso de formacion (Sumano y Ocampo, 1997). Puesto
que la inhibicibn de esta enzima es reversible, el cloranfenicol y sus

derivados actuan como bacteriostaticos (Botana et al., 2002).

El cloranfenicol también puede bloquear la sintesis de proteinas

mitocondriales en las células de los mamiferos (Sumano y Ocampo, 1997).

2.3.4.- Espectro de Actividad

El cloranfenicol tiene un gran espectro de actividad contra bacterias y
ricketsias, siendo usado ampliamente en animales y humanos (Di Corcia y
Nazzari, 2002). Es un antimicrobiano activo contra una gran variedad de
patdgenos, aerobios y anaerobios, grampositivos o gramnegativos (Kennedy
et al, 1998); es basicamente bacteriostatico, aunque puede ser bactericida
para ciertas especies como la H. influenzae (Goodman et al., 1990). Posee
gran actividad contra una amplia variedad de infecciones patogenas,
inhibiendo a bacterias tales como Staphyloccocus, Salmonella, Pasteurella,
Bordetella y Haemophilus, microorganismos coliformes, clamidias vy

rickettsias (Kunesh, 1986; Sumano y Ocampo, 1997).

La sensibilidad de las bacterias in vitro es paralela a la sensibilidad de las

bacterias in vivo (Fuentes, 1985).

Las cepas se consideran sensibles si son inhibidas por concentracién de

12,5 pg/ml o menos (Goodman et al., 1990).



2.3.5.- Resistencia

Algunas bacterias gram negativas han creado resistencia debido a la
presencia de un factor especifico adquirido por conjugacién (plasmido), el
cual es una acetiltransferasa especifica que inactiva al cloranfenicol
utilizando acetil coenzima A como donador del grupo acetil (Goodman et al.,
1990; Sumano y Ocampo, 1997). En general, la produccion de resistencia in
Vivo no constituye un problema excepto de las bacterias entéricas (Fuentes,
1985).

2.3.6.- Administracion, Absorcién, Distribucién, Metabolismo vy

Excrecioén

El cloranfenicol es un compuesto no ionizado y altamente liposoluble. Puede
administrarse via oral, intramuscular y topica (Fuentes, 1985). Se administra
oralmente como cloranfenicol, la droga activa propiamente dicha, o como
palmitato de cloranfenicol, la prodroga inactiva (Goodman et al., 1990). El
éster de palmitato es hidrolizado por las lipasas pancreaticas a farmaco libre
en el intestino (duodeno), desde donde se absorbe el cloranfenicol. Debido a
qgue el cloranfenicol no es muy soluble en agua, para su uso via parenteral
(intravenosa o intramuscular) se presenta como éster de succinato inactivo.
El éster inactivo es hidrolizado al farmaco libre en diversos tejidos del cuerpo
(Booth y McDonald, 1987). El farmaco se distribuye muy bien en la mayoria
de los tejidos del organismo, inclusive el liquido cefalorraquideo, en
presencia 0 ausencia de meningitis, por lo que su uso en humanos esta
restringido solo para este tipo de infecciones severas, asi como para tifus y
fiebre tifoidea (Smith y Reynard, 1993). En los animales domésticos, su
absorcion supera el 90% en la mayoria de las especies excepto en becerros

prerumiantes, quienes tienen una absorcidon mas limitada. El cloranfenicol



administrado por via oral en rumiantes es destruido por la microflora ruminal,

resultando escasa su absorcion neta (Sumano y Ocampo, 1997).

La distribucién del cloranfenicol a través del cuerpo es rapida, obteniéndose
altas concentraciones en higado, bilis y rifiones (Meyer, 1975). Administrado
por via oral en perros, produce buena concentracion plasmatica en 30
minutos y alcanza un maximo en dos horas (Fuentes, 1985). De acuerdo a la
especie, la vida media del cloranfenicol varia desde las 0,9 horas en los
équidos hasta las 5-6 horas en los gatos (Botana et al., 2002). El farmaco
penetra al cerebro, liquido cefalorraquideo, bilis, orina, leche, humor acuoso,
atraviesa la placenta y alcanza concentraciones en el feto similares a las del
suero de la madre. El cloranfenicol tiende a acumularse en los tejidos en
concentraciones mas altas y por tiempo méas prolongado que en el suero, lo

que es benéfico en los tratamientos (Sumano y Ocampo, 1997).

El cloranfenicol es metabolizado principalmente por reduccion del grupo nitro
y conjugacion glucurénica. En animales recién nacidos, existe deficiencia de
las enzimas que favorecen su metabolismo, por lo que en estos animales se
prolonga su efecto, debiéndose reducir la dosis para prevenir su
acumulacion y toxicidad. Se ha sugerido que la mayor parte del cloranfenicol
y sus metabolitos son eliminados por la via biliar, que se reabsorben por el
intestino y pasan a la circulacion sanguinea (ciclo enterohepéatico) (Sumano y
Ocampo, 1997).

Después de ser metabolizado el cloranfenicol, su excrecion ocurre sobre
todo por la orina mediante filtracion y secrecion (Goodman et al., 1990),
pudiendo alcanzar una concentracion hasta 20 veces mayor que en el
plasma (Fuentes, 1985); también puede excretarse a través de las heces

(Sumano y Ocampo, 1997).



Debido a la extensa biotransformacion del farmaco en metabolitos inactivos,
s6lo cerca del 10% del cloranfenicol administrado se excreta en la orina
como antibidtico activo (farmaco sin cambio). También se ha observado que
buena parte del cloranfenicol se elimina por la leche (Sumano y Ocampo,
1997).

En vista de su probada toxicidad para el ser humano, debe utilizarse
Gnicamente en caso de que no existan antimicrobianos alternativos eficaces
(Botana et al., 2002).

2.3.7.- Interacciones Medicamentosas

El cloranfenicol inhibe en forma irreversible las enzimas microsomales
hepéticas del complejo citocromo P-450, por lo tanto puede prolongar la vida
media de las drogas metabolizadas por este sistema, especialmente la de los
barbittricos (Botana et al., 2002). Estas drogas incluyen dicumarol, fenitoina,
clorpropamida y la tolbutamida,lo que produce que estos farmacos
incrementen su potencial toxicidad. A la inversa, otras drogas pueden alterar
la eliminacion del cloranfenicol. La administracion cronica de fenobarbital
abrevia la vida media del antimicrobiano, presumiblemente por induccién
enzimatica, pudiendo producir concentraciones subterapéuticas de la droga
(Goodman et al., 1990). No debe administrarse tampoco simultaneamente
con iondforos como la monensina o el lasalocid, ya que puede provocar

degeneracion muscular en algunas especies (Botana et al., 2002).

2.3.8.- Efectos Adversos

El cloranfenicol contiene el grupo nitrobenceno. Los medicamentos que

contienen un anillo bencénico con un grupo nitro o amino deprimen la funcion


http://es.wikipedia.org/wiki/Fenito%C3%ADna

hematopoyética de la médula 6sea (Meyer, 1975). En humanos, el efecto
adverso mas importante son las discrasias sanguineas, una reaccion
adversa fatal, aun en concentraciones subterapéuticas (Kunesh, 1986), que
provoca una forma rara, pero a menudo letal, de aplasia de la médula ésea
que lleva a la pancitopenia. En los pacientes que sobreviven hay una
incidencia anormalmente elevada de leucemia (Goodman et al., 1990; Smith
y Reynard, 1993). La frecuencia no tiene relacion con la dosis, pero parece
producirse mas comunmente en los individuos que se someten a tratamiento
prolongado y especialmente en los que se exponen a la droga en mas de
una ocasion (Goodman et al., 1990). En los animales domésticos no parece

existir esta toxicidad de manera tan manifiesta (Sumano y Ocampo, 1997).

En medicina veterinaria se han observado pocos problemas de toxicidad
debido a que el tiempo de contacto del antimicrobiano con los animales
domésticos es tan corto que no permite el desarrollo de discrasias

sanguineas como las que se presentan en el hombre (Fuentes, 1985).

El cloranfenicol entre otros trastornos puede producir efectos indeseables
importantes que incluyen: el sindrome del nifio gris en prematuros y recién
nacidos caracterizado por vomitos, letargia, trastornos respiratorios, cianosis,
distensién abdominal, hipotension e hipotermia, sindrome que se puede
presentar en otras edades pediatricas y en adultos (Goodman et al., 1990).

2.3.9.- Residuos

El cloranfenicol se prohibié en 1990 para su uso en medicina veterinaria. Se
le considera al cloranfenicol como la sustancia mas importante ubicada
dentro del Anexo IV del Consejo de Regulacion de drogas de uso veterinario

de la Comunidad Europea. El tianfenicol y el florfenicol, los cuales tienen



estructuras similares al cloranfenicol han sido permitidos como sustitutos (Di
Corcia y Nazzari, 2002; Stolker y Brinkman, 2005; De Brabander et al, 2009).
La principal razon es que cantidades tan pequefias como 1 ppm de este
farmaco son capaces de producir anemia aplésica en el ser humano, lo que
es virtualmente mortal. Es importante sefialar que el cloranfenicol causa dos
tipos de anemia en el ser humano (y no en los animales domésticos); la
anemia dependiente de la dosis, que es reversible, y la independiente de la
dosis, o reactiva, irreversible y mortal. Es obligacion de todo veterinario
cuidar que se cumpla esta disposicibn y que no se tolere el uso del
cloranfenicol para animales destinados al consumo humano (Sumano y
Ocampo, 1997). Debido a la prohibicion del uso del cloranfenicol, se han
desarrollado métodos muy sensitivos para la deteccion de residuos en carne,
huevos, leche, orina, productos acuicolas y miel, capaces de detectar niveles
de hasta 0,3 pg/kg™ (Stolker y Brinkman, 2005).

2.3.10.- Resistencia

La resistencia al cloranfenicol se debe al gen cat. Este gen codifica una
enzima llamada ‘“cloranfenicol acetiltransferasa” que desactiva el
cloranfenicol enlazando uno o dos grupos acetilo derivados del acetil-S-
coenzima A, a los grupos hidroxilo del cloranfenicol. Esta acetilacion impide
la unién del cloranfenicol al ribosoma bacteriano (Cardona, 1966).

2.4.- Dimetridazol

2.4.1.- Fuente

El dimetridazol es un antimicrobiano derivado del imidazol perteneciente al

grupo de los nitroimidazoles (Botana et al., 2002). Los nitroimidazoles son
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antimicrobianos  sintéticos con actividad inicialmente antiparasitaria
(protozoarios) que se obtuvieron de la azomicina (2-nitro-imidazol), de la que
luego de su uso clinico en 1959, se descubrieron propiedades bactericidas

ligadas a microorganismos anaerobios (Di Corcia y Nazzari, 2002).
2.4.2.- Propiedades Quimicas

Los nitroimidazoles se caracterizan por poseer una estructura heterociclica
con un anillo nitro de cinco (5) &tomos similar al de los nitrofuranos (Botana

et al., 2002). Su formula quimica es CsH;N3O,. (Figura 2).

NO, —J l—l [I—cm

v

Ci‘[’;
Figura 2. Formula Estructural del Dimetridazol.

2.4.3.- Espectro de Actividad

Los nitroimidazoles son bactericidas y actlan contra una gran variedad de
bacterias anaerobias gram positivas y gram negativas, sin embargo, tienen
una actividad limitada sobre bacterias aerbbicas (Kennedy et al., 1998;
Botana et al., 2002), sobre éstas pueden ser activos en condiciones de

anaerobiosis (Botana et al., 2002).

El dimetridazol posee buena accion terapéutica contra Histomona
meleagridis en pavos y aves, asi como contra Brachyspira hyodisenteriae en

cerdos para el tratamiento de la disenteria, una enfermedad



mucohemorragica que afecta el intestino grueso de los lechones en
crecimiento y engorde (Stolker y Brinkman, 2005). Es utilizado como
preventivo en el alimento, agua de bebida y por via intramuscular (Fuentes,
1985).

2.4.4.- Mecanismo de Accion

El mecanismo de accion de los nitroimidazoles, como el dimetridazol,
metronidazol, ronidazol y tinidazol esta basado en la disrupcion o ruptura de
las cadenas de ADN, impidiendo su reparacion. (Fuentes, 1985), e inhibiendo
las enzimas encargadas de la reparaciéon del mismo (ADNasa) (Botana et al.,
2002).

Todos los nitroimidazoles actian por medio de la reduccién del grupo nitro
para formar compuestos intermedios inestables y téxicos. Son rapidamente
metabolizados, siendo producido el principal metabolito derivado del
dimetridazol por hidroxilacion del grupo 2-metil, dando Ilugar al
hidroxidimetridazol. (Stolker y Brinkman, 2005).

El proceso de reduccion requiere seis electrones y ocurre con potenciales
rédox muy bajos, que solo lo tienen las bacterias anaerobias. Esto produce
metabolitos (radical nitro) que dafian el ADN bacteriano provocando su
ruptura mediante oxidacién, causando muerte celular. Este fendbmeno se
produce independientemente de la fase de crecimiento bacteriano, lo que
explica la actividad de los nitroimidazolicos en contra de microorganismos sin
division celular (Australian Pesticides and Veterinary Medicines Authority,
2007).



2.4.5.- Farmacocinética

Los nitroimidazoles son moléculas altamente liposolubles, por lo que se
absorben muy bien en el tracto gastrointestinal. Se distribuyen ampliamente
en el organismo, alcanzando altas concentraciones en los tejidos y fluidos,
tanto intracelulares como transcelulares. Atraviesan facilmente la barrera
hematoencefalica. Se metabolizan principalmente en el higado y sus

metabolitos se excretan en la orina (Botana et al., 2002).

2.4.6.- Efectos Adversos

La Comision Europea adopté un Reglamento por el que se prohibe el
uso del dimetridazol en los medicamentos destinados a animales para
la produccion de alimentos, debido a sus potenciales efectos
carcinogénicos, mutagénicos y téxicos sobre los humanos, incluyéndolo,
conjuntamente con el ronidazol y el metronidazol, en el Anexo IV del Consejo
de Regulacion de la Unién Europea, lo que significa que cualquier residuo de
estos compuestos que se encuentre en animales productores de alimento
para el consumo humano sera considerado como una violacion de la

regulacion (Stolker y Brinkman, 2005).

Re et al. (1997), evaluando la actividad genotoxica del metronidazol y el
dimetridazol, reportaron hallazgos que sugieren que el dimetridazol induce
dafios en el ADN de los linfocitos humanos.

2.4.7.- Residuos

Al grupo de los nitroimidazoles no se les ha sido posible fijar un limite

maximo de residualidad (Kennedy et al, 1998). Los nitroimidazoles como el



dimetridazol, tienen su prohibicion basada en que los residuos de este
ingrediente activo, en productos de origen animal, tienen propiedades
toxicas, mutagénicas y son potencialmente cancerigenos en humanos (Di

Corcia y Nazzari, 2002).

En 1988, los Estados Unidos anunciaron la retirada del dimetridazol. Los
reguladores consideraron que el dimetridazol demostréo tener efectos
mutagénicos en varias cepas bacterianas y en la Drosophila melanogaster
(mosca de la fruta), causando ademas un aumento significativo en la
aparicién de tumores mamarios en ratas, pudiendo constituir sus residuos un
potencial riesgo carcindégeno para la salud humana. Ademas, los métodos
analiticos desarrollados para detectar los residuos de nitrofurazona,
furazolidona y dimetridazol, no son confiables, ya que detectan solamente los
residuos de los compuestos originales y no de sus metabolitos, por lo cual no
es posible establecer el periodo de retiro de estas drogas desde el ultimo
tratamiento hasta el sacrificio del animal (Australian Pesticides and Veterinary
Medicines Authority, 2007).

La Unién Europea (UE) en 2001, también retird la autorizacion para el uso de
dimetridazol como una medicina veterinaria basado en las preocupaciones
acerca de su posible carcinogenicidad, mientras que en Canadéa en 2002, se
prohibi6 el uso de todas las sustancias quimicas 5-nitroimidazol en animales
qgue producen alimentos para el consumo humano debido a la falta de
informacion toxicologica sobre residuos fijos de metabolitos (Australian

Pesticides and Veterinary Medicines Authority, 2007).



2.5.- Metodologias para determinar residuos de farmacos

Al igual que las metodologias de deteccion para cualquier tipo de sustancia,
el andlisis de farmacos en alimentos de origen animal demanda costos,
tiempo, equipos, reactivos y personal entrenado. Las técnicas destinadas a
tal fin deben ser de facil manipulacién, econdmicas y con las cuales se
obtengan resultados en poco tiempo; ademas deben ser reproducibles,

sensibles y especificas (Lozano y Arias, 2008).

Los métodos para el monitoreo de productos utilizados en medicina
veterinaria (de practica legal o no), pueden dividirse en métodos de
“screening” y métodos confirmatorios. Los métodos de “screening” son
herramientas que son usadas para detectar la presunta presencia de un
determinado producto o clase de producto a un nivel de interés, teniendo la
desventaja que estos métodos generalmente no distinguen entre miembros
de una clase de antimicrobianos, pero proveen un estimado del total de
residuos detectado, sin embargo, en oportunidades el nimero de falsos
positivos es elevado (Di Corsia y Nazzari, 2002). Entre éstos se tiene a la
técnica de inmunoensayo ligado a enzimas (ELISA) que es la mas
comunmente usada; la técnica de radioinmunoensayo (RIA); la técnica de
Charm 1l; la técnica de SNAP y el Inmunoensayo de Flujo Citométrico, entre
otros. Los métodos confirmatorios son métodos que proveen informacion
completa, segura y de alta precision (alta sensibilidad y especificidad),
permitiendo la identificacion del producto en forma exacta y la cantidad del
antimicrobiano presente (Blasco et al., 2007). Entre estos métodos se tiene la
cromatografia liquida - espectrometria en masa/espectrometria en masa (LC-
MS/MS), cromatografia liquida de ultra rendimiento (UPLC) y la
cromatografia liquida de alto rendimiento o alta resolucion (HPLC) (De
Brabander et al., 2009).



2.5.1.- Cromatografia Liquida de Alto Rendimiento

La cromatografia liquida de alto rendimiento o alta resolucion (HPLC, del
inglés High Performance Liquid Chromatography), es una técnica esencial en
el analisis farmacéutico moderno por su versatilidad y amplio campo de
aplicacion, la misma permite separar fisicamente y cuantificar los distintos
componentes de una solucion. Las técnicas cromatograficas permiten
separar mezclas de compuestos en funcién de su diferente distribucién entre
dos fases, una estacionaria y otra moévil que fluye de manera permanente
durante el andlisis, en el caso de la HPLC la fase movil es un liquido. Las
sustancias que permanecen mas tiempo libres en la fase movil avanzan de
forma mas rapida con el fluir de la misma, mientras que las que quedan mas
unidas o retenidas a la fase estacionaria avanzan menos y por tanto

demoraran mas en salir o eluir (Avendafio, 1993).

El método de HPLC, por su alta especificidad, sensibilidad y rango
cuantitativo, permite una alta confiabilidad y disminucién de resultados falsos
positivos, pudiéndose obtener limites de deteccion cercanos a 1 ppb
(Montoya, 2002).

La técnica se fundamenta en que los componentes de la muestra,
previamente disueltos en un disolvente adecuado (fase movil), son forzados
a atravesar la columna cromatografica gracias a la aplicacion de altas
presiones (1500 — 2200 psi). EI material interno de la columna, fase
estacionaria, esta constituido por un relleno capaz de retener de forma
selectiva los componentes de la mezcla. La resolucion de esta separacion
depende de la interaccién entre la fase estacionaria y la fase movil, pudiendo
ser manipulada a través de la eleccion de diferentes mezclas disolventes y

distintos tipo de relleno. Como resultado final los componentes de la mezcla



salen de la columna separados en funcién de sus tiempos de retencion en lo
que constituye el cromatograma. A través del cromatograma, que es el
resultado grafico de la cromatografia (Figura 3), se puede realizar la
identificacion cualitativa y cuantitativa de las especies, donde los diferentes
picos o0 manchas del cromatograma se corresponden a los componentes de

la mezcla separada (Skoog y Leary, 1999).

Figura 3. Ejemplo de cromatograma con dos picos “resueltos”.

En el eje X se representa el tiempo de retencion, y en el eje Y una sefial

(obtenida, por ejemplo, a partir de un espectrofotdmetro, un espectrometro

de masas o cualquier otro de los diversos detectores) correspondiente a la
respuesta creada por los diferentes analitos o0 compuestos existentes en la
muestra. En el caso de un sistema Optimo, la sefial es proporcional a la
concentracion del analito especifico separado (Skoog y Leary, 1999).

Las razones de la popularidad de esta técnica son su sensibilidad, su facil
adaptacion a las determinaciones cuantitativas exactas, su idoneidad para la
separacion de especies no volatiles o termolabiles y, sobre todo, su gran
aplicabilidad a sustancias que son de gran interés en la industria, en muchos
campos de la ciencia y para la sociedad en general. Algunas de las

aplicaciones se enumeran a continuacion:
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Productos farmacéuticos: antibiéticos, sedantes, esteroides, analgésicos
Bioquimica: aminoacidos, proteinas, carbohidratos, lipidos

Alimentacion: edulcorantes artificiales, antioxidantes, aditivos
Contaminantes: plaguicidas, herbicidas, fenoles

Quimica forense: drogas, venenos, alcohol en sangre, narcoticos

Medicina clinica: acidos biliares, metabolitos de drogas, extractos de orina,

estrogenos (Skoog y Leary, 1999).



3.- MATERIALES Y METODOS

3.1.- Tipo de Investigacion

El estudio propuesto es una Investigacion No Experimental de Tipo
Descriptivo (Exploratorio) Transeccional; debido a que la unidad de analisis
es observada en un solo punto en el tiempo, no manipulandose
deliberadamente las variables, ni construyendo alguna situacion, sino

observando situaciones ya existentes (Hernandez et al., 1997; Avila, 2010).

3.2.- Poblaciéon

La poblacion objeto de este estudio estuvo constituida por cerdos
provenientes de granjas intensivas ubicadas en los Estados Aragua y
Carabobo, los cuales fueron beneficiados en un matadero industrial ubicado
en el Estado Aragua, durante el periodo Octubre 2010 — Marzo 2011.

3.3.- Muestras

El rifidn fue seleccionado como tipo de muestra debido a que la excrecién de
los antimicrobianos en estudio, cloranfenicol y dimetridazol, después de ser
metabolizados son eliminados por la orina mediante filtracién y secrecién
(Goodman et al., 1990; Botana et al., 2002). Por otra parte, en un estudio
previo (Bricefio et al., 2010), se demostro la presencia de residuos de
cloranfenicol en muestras de rifibn porcino en 17% del total de las granjas

evaluadas.



El tamafio de la muestra (niUmero de granjas a evaluar) se realizé en funcion
al nimero aproximado de granjas intensivas ubicadas en los estados Aragua
y Carabobo, y fue basado en una existencia de aproximadamente 51 granjas
intensivas localizadas en el Estado Aragua y 39 ubicadas en el Estado
Carabobo (se consideré de esta manera debido a la inexistencia de un
censo nacional porcino actualizado), muestreandose un total de 20 granjas

porcinas, 11 provenientes del Estado Aragua y 09 del Estado Carabobo.

Tomando en consideracién lo que sefialan Pointon et al. (1999), de que el
tamafo de la muestra debe ser el adecuado para poder detectar al menos un
(1) cerdo positivo dentro del rebafio, lo que en la practica es determinado por
la menor expectativa de prevalencia posible, y que las granjas a evaluar
tenian un inventario mayor a 500 madres, o sea cerca de 5000 lechones en
crianza; de cada granja para trabajar con un 95% de confianza y un 5% de
error maximo, se seleccionaron al azar en la planta beneficiadora 30 canales
porcinas. De cada una de estas canales seleccionadas, se tomd una muestra
de rifién de aproximadamente 50 gramos. Las muestras fueron almacenadas
en bolsas plasticas con cierre hermético, identificadas y conservadas a — 20

°C, hasta su posterior analisis.

El muestreo se efectu6é entre los meses de octubre de 2010 y Marzo de
2011.

3.4.- Procesamiento de las Muestras

Del total de 30 muestras de rifidn recolectadas por granja, se realizé un (1)
pool, efectuandose un homogeneizado de las mismas, para posterior
deteccién de residuos de los antimicrobianos clorafenicol y dimetridazol

mediante la técnica de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC),



por el método sugerido por Bele et al. (2007). La extraccion de los
antimicrobianos se efectué mediante el principio de la dispersién de matriz en
fase soélida, que consiste en romper las membranas celulares por medio de
fuerzas hidrofobicas y mecénicas para dejar al descubierto los componentes
hidrofilicos.

3.4.1.- Equipos y Materiales

Cromatografo liquido Hewlett Packard 1100 HPLC con detector UV visible,
polaridad positiva, con longitud de onda 272 nm; todo conectado a
computadora Compaqg Pentium V con una impresora HP Laserjet 18 y un
paquete computacional Chemstation Version A 0.09B.

Columna No. 7, lichrososr RP 8, dimensiones 200x 4.6 mm, tamafio de la
particula 10 um. Volumen de inyeccién 20 pl, modo de inyeccion automatica,
flujo de 1,0 mi/min.

Ultrasonido D-78224 Sigen/Htw.

Balanza analitica OHAUS con apreciacion 0,0001 g.

Micropipetas de 100-1000 pl.

Puntillas de 100-1000 pl de capacidad.

Filtros de 0,450 um nylon para solventes.

Jeringas de 5 ml.

Balones aforados con tapa de teflon de 10 ml.

Viales de 1,5 ml.

3.4.2.- Reactivos y Standars

Agua.

Acetonitrilo.



Buffer fosfato pH 2,3 (4,8 g de &cido fosférico, 6,66 g de fosfato dihidrogeno
de potasio).

Estandar de Cloranfenicol y Dimetridazol.

3.4.3.- Procedimiento.

Se pesa la muestra dentro de un balon de 50 ml.

Se diluye con 25 ml Buffer fosfato pH 2,3 y 10 ml de acetonitrilo y se coloca
en ultrasonido por 10 min. sin calentamiento.

Se deja enfriar. Se afora con acetonitrilo y se filtra.

El filtrado se coloca en un vial para su lectura correspondiente en el
cromatografo de HPLC.

Se pesan aproximadamente 20 mg del estandar en un balén de 50 ml y se
trata igual que la muestra. Luego se realizan patrones de 100 ppm, 50 ppm,
15 ppmy 5 ppm.

Se elaboran curvas de calibracién, a partir de soluciones patron de cada uno
de los antimicrobianos en estudio (estandars puros de cloranfenicol y
dimetridazol). Cada muestra se trabaja junto con tejidos libres de los
antimicrobianos (controles negativos) y otro adicionado con los
antimicrobianos de interés (controles positivos), a fin de calcular el porcentaje

de recuperacion de la técnica.

Los niveles detectados de los antimicrobianos en estudio se expresaron en

mg/Kg.

3.4.4.- Calculos

Cloranfenicol o Dimetridazol g/100g = (4rea muestra x concentracién estandar)/(Fr x peso muestra) x

densidad.

Fr = area estandar/peso estandar



3.4.5.- Sensibilidad del Método

Limite de deteccion: Cloranfenicol 0,37 mg/Kg

Dimetridazol: 1,30 mg/Kg

3.5.- Técnicas de Presentacion de los Datos y Anélisis Estadistico de

los Resultados

Los datos obtenidos se presentan a través de cuadros y utilizando la
estadistica descriptiva, caracterizando las variables como proporciones o
porcentajes, mostrandose a los mismos en gréaficos circulares (tortas), asi
como en histogramas; para el objetivo especifico 3, se aplicd estadistica
inferencial, utilizando prueba de hipétesis y la prueba de Chi Cuadrado para
asociacion de variables, utilizando el paquete estadistico Statistix 8.0.
También se utilizé la prueba de t de student para datos no pareados
utilizando el paquete estadistico Graphpad software, para comparar las
medias de los niveles de cloranfenicol y dimetridazol detectados. El nivel de

significancia utilizado en ambas pruebas fue del 5%.



4.- RESULTADOS.

En el Cuadro 1, se observan los niveles de residuos detectados de
cloranfenicol y dimetridazol en muestras de rifion de cerdos provenientes de
granjas porcinas del Estado Aragua y su resultado de acuerdo al LMR

establecido por los diferentes entes reguladores.

Cuadro 1.- Niveles de Cloranfenicol y Dimetridazol detectados en
muestras de riidn de cerdos procedentes de granjas porcinas del
Estado Aragua, periodo Octubre 2010 — Marzo 2011

Grania Cloranfenicol Resultado Dimetridazol Resultado
mg/Kg mg/Kg
1 0,0002 Positivo ND Negativo
2 0,0014 Positivo ND Negativo
3 0,0007 Positivo ND Negativo
4 ND Negativo ND Negativo
5 ND Negativo ND Negativo
6 ND Negativo ND Negativo
7 ND Negativo ND Negativo
8 ND Negativo ND Negativo
9 ND Negativo ND Negativo
10 ND Negativo ND Negativo
11 ND Negativo ND Negativo

ND = No Detectable




En la Figura 4, se presenta la proporcion de granjas porcinas procedentes
del Estado Aragua que fueron detectadas con residuos de cloranfenicol y

dimetridazol.
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Figura 4.- Proporcién de Granjas detectadas con residuos de
Cloranfenicol y Dimetridazol en muestras de rifibn de cerdos

procedentes del Estado Aragua.



El Cuadro 2, presenta los niveles de residuos detectados de cloranfenicol y
dimetridazol en muestras de rifidn de cerdos provenientes de granjas
porcinas del Estado Carabobo y su resultado de acuerdo al LMR establecido

por los diferentes entes reguladores.

Cuadro 2.- Niveles de Cloranfenicol y Dimetridazol detectados en
muestras de riidbn de cerdos procedentes de granjas porcinas del
Estado Carabobo, periodo Octubre 2010 — Marzo 2011.

Grania Cloranfenicol Resultado Dimetridazol Resultado
mg/Kg mg/Kg

1 4,13 Positivo 3,47 Positivo
2 13,2 Positivo 4,87 Positivo
3 5,87 Positivo 11,57 Positivo
4 22,23 Positivo 14,43 Positivo
5 28,3 Positivo 8,1 Positivo
6 13,8 Positivo 3,53 Positivo
7 ND Negativo ND Negativo
8 ND Negativo ND Negativo
9 ND Negativo ND Negativo

ND = No Detectable




El porcentaje de granjas porcinas procedentes del Estado Carabobo que
fueron detectadas con residuos de cloranfenicol y dimetridazol, puede

observarse en la Figura 5.
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Figura 5.- Proporcion de Granjas detectadas con Cloranfenicol y
Dimetridazol en muestras de rifidn de cerdos procedentes del Estado

Carabobo.



Las Figuras 6 y 7, muestran la proporcion total de granjas detectadas con

residuos de cloranfenicol y dimetridazol, respectivamente.
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Figura 6.- Proporcion total de granjas porcinas detectadas con residuos

de Cloranfenicol.
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Figura 7.- Proporcién total de granjas porcinas detectadas con residuos

de Dimetridazol.



En los Cuadros 3 y 4, se presentan el total de granjas porcinas detectadas
con residuos de cloranfenicol y dimetridazol en relacion a la regién de donde

proceden.

Cuadro 3.- Total de granjas porcinas detectadas con residuos de

cloranfenicol de acuerdo a laregiéon de procedencia.

POSITIVAS NEGATIVAS

ARAGUA 3 8
CARABOBO 6 3
TOTAL 9 11
P>0,05

Cuadro 4.- Total de granjas porcinas detectadas con residuos de

dimetridazol de acuerdo a laregion de procedencia.

POSITIVAS NEGATIVAS

ARAGUA 0 11
CARABOBO * 6 3
TOTAL 6 14

* P<0,05



El promedio de los niveles de residuos detectados de cloranfenicol y
dimetridazol en muestras de rifidbn de cerdos, de acuerdo a la region de

donde proceden, es presentado en los Cuadros 5y 6.

Cuadro 5.- Promedio de los niveles de residuos detectados de
cloranfenicol en muestras de rifion de cerdos de acuerdo a la region de

procedencia (Casos Positivos).

Promedio (mg/Kg)

ARAGUA 0,000767 + 0,000603
CARABOBO* 14,588 + 9,3202

* P<0,05

Cuadro 6.- Promedio de los niveles de residuos detectados de
dimetridazol en muestras de rifién de cerdos de acuerdo a la region de

procedencia (Casos Positivos).

Promedio (mg/Kg)

ARAGUA ND
CARABOBO * 7,6617 + 4,5544

ND: No Detectable

* P<0,05



5.- DISCUSION.

Los resultados de la presente investigacion evidencian la presencia de
residuos de cloranfenicol y dimetridazol en las muestras procesadas de rifidén
de cerdos beneficiados en un matadero industrial del estado Aragua, y por
tanto, el uso ilegal de estos antimicrobianos, farmacos a los cuales no se les
ha podido fijar un LMR (Stolker y Brinkman, 2005), poniendo de manifiesto,
que se estan comercializando en nuestro pais productos comestibles de
origen animal con presencia de estos antimicrobianos de uso prohibido,
debido a sus severos efectos adversos que sobre la salud publica pueden
acarrear, como las discrasias sanguineas en el caso del cloranfenicol, una
reaccion adversa fatal, alun en concentraciones subterapéuticas (Kunesh,
1986), que provoca una forma rara, pero a menudo letal, de aplasia de la
médula 6sea que lleva a la pancitopenia (Goodman et al., 1990; Smith y
Reynard, 1993) y los efectos carcinogénicos, mutagénicos y téxicos que
induce el dimetridazol (Stolker y Brinkman, 2005).

El resultado de los niveles de residuos de cloranfenicol y dimetridazol
detectados en muestras de rifién porcino procedentes de cerdos criados en
granjas intensivas localizadas en los estados Aragua y Carabobo, que se
muestran en los Cuadros 1 y 2, indican, en relacion a las muestras
procesadas provenientes del estado Aragua, que en tres (3) de las once (11)
granjas evaluadas se detectaron residuos de cloranfenicol, con valores que
van de un minimo de 0,0002 mg/Kg a un maximo de 0,0014 mg/Kg, sin
embargo, considerando que el limite de sensibilidad del método utilizado en
este estudio para la deteccion del cloranfenicol se ubica en un nivel de 0,37

mg/Kg, estos resultados podrian catalogarse como falsos positivos; para el



resto de las muestras de este estado (8/11) no se detectd nivel alguno de
residuo de cloranfenicol. En cuanto al dimetridazol, los resultados obtenidos
no evidencian niveles detectables de este antimicrobiano en las muestras

evaluadas oriundas de este estado.

Al efectuar el analisis de las muestras de riidn procesadas, a fin de la
detectar residuos de cloranfenicol y dimetridazol de los cerdos producidos en
granjas del estado Carabobo, se determind que seis (6) de las nueve (9)
granjas evaluadas resultaron positivas a presencia de residuos de
cloranfenicol, con niveles que van desde 4,13 mg/Kg hasta 22,23 mg/Kg.
Estos valores son muy superiores a los reportados por Vasquez-Moreno et
al. (2002) y Bricefio et al. (2010), quienes reportaron valores de 0,018 pg/g y
entre 13,6 a 42,9 ng/Kg, respectivamente; sin embargo, las técnicas de
laboratorio utilizadas en cada uno de estos estudios difieren.

Para el caso del dimetridazol, cuyo limite de sensibilidad de la técnica de
HPLC usada en esta investigacion fue de 1,30 mg/Kg, se apreciaron niveles
detectables de este antimicrobiano en rangos que van desde un minimo de
3,47 mg/Kg hasta un maximo de 14,43 mg/Kg, en 6 de las 9 granjas
evaluadas, con la particularidad de que las granjas que resultaron positivas
para dimetridazol fueron las mismas 6 granjas que resultaron positivas a

cloranfenicol.

Con estos resultados se ratifica el uso ilegal del cloranfenicol en las granjas
porcinas venezolanas, evindenciado en primera instancia por Bricefio et al.
(2010), y se refleja por primera vez la utilizacion irregular del dimetridazol en

nuestro pais.



La proporcion de granjas que resultaron positivas a la presencia de residuos
de cloranfenicol por estado (Figuras 4 y 5), refleja un 27,27 % (3/11) y un
66,67% (6/9) de positividad para las granjas procedentes de los estados
Aragua y Carabobo, respectivamente. Esta proporcion, con respecto a las
granjas ubicadas en el estado Aragua, es muy similar a los resultados
obtenidos por Bricefio et al. (2010), quienes detectaron mediante la técnica
de inmunoensayo ligado a enzimas, ELISA, (RIDASCREEN®), residuos de
cloranfenicol en el estado Aragua, en 5 de 20 granjas analizadas, lo que
representd un 25% de las mismas; sin embargo, los mismos no coinciden al
contrastarse con el porcentaje de granjas detectadas positivas para el estado
Carabobo en la citada investigacion, ya que de las 10 granjas evaluadas en
el mismo, no se determinaron residuos de cloranfenicol en ninguna de ellas.
Esto pudo haberse debido, entre otras cosas, a que la prueba de ELISA
(RIDASCREEN®), utilizada por los citados autores es una técnica que esta
clasificada como de “screening”, siendo la misma de menor sensibilidad y
especificidad a la utilizada en este estudio (HPLC) (Blasco et al., 2007). El
inmunoensayo ligado a enzimas, es una herramienta usada para detectar la
presunta presencia de un determinado producto o clase de producto a un
nivel de interés, teniendo la desventaja de que este método generalmente no
distingue entre miembros de una clase de antimicrobianos, proporcionando
solo un estimado del total de residuos detectado (Di Corsia y Nazzari, 2002).
Por otra parte, s6lo analizaron 5 muestras por granja, lo que pudo haber
afectado el nivel de confianza y aumentado el margen de error, segun lo
descrito por Pointon et al. (1999); o simplemente pudo verse afectado por el
factor aleatorio en la seleccion de granjas y animales a muestrear, la poca o
ninguna utilizaciéon del farmaco para ese momento, o por el factor tiempo y

espacio en el cual se realizé la investigacion que es Unico para cada estudio.



Al analizar este mismo aspecto pero con relacion al antimicrobiano
dimetridazol (Figuras 4 y 5), se observa que no se pudo detectar residuo
alguno de éste en los rifiones de cerdos muestreados provenientes de las 11
granjas del estado Aragua, mientras que para las granjas porcinas evaluadas
localizadas en el estado Carabobo, se evidenciaron en 66,67% de las

mismas (6/9), residuos de dimetridazol.

Los resultados muestran (Figura 6), que del total de granjas evaluadas, 45 %
de las mismas fueron positivas a residuos detectables del antimicrobiano
cloranfenicol (9/20), resultado que casi triplica a los resultados obtenidos por
Bricefio et al. (2010), quienes reportaron solo un 17% (5/30) de granjas
positivas para los mismos estados (Aragua y Carabobo). Esto confirma el uso
ilegal, rutinario y creciente de este antimicrobiano en la industria porcina
venezolana, producto cuya utilizacion esta prohibida en nuestro pais, en
animales destinados al consumo humano, segun resolucion No. 549 del
Ministerio de Agricultura y Cria, actual Ministerio del Poder Popular para la
Agricultura y Tierras (Gaceta Oficial de la Republica de Venezuela, 22-11-
1988).

Del mismo modo, el dimetridazol fue detectado en 30% (6/20), del total de
granjas evaluadas (Figura 7), resultados que no se ajustan a las normas
establecidas por el Codex Alimentarius, considerando que Venezuela se rige
por las pautas dictadas por este organismo creado por la FAO y la OMS para
definir las normas internacionales que sirvan de orientacién a la industria
alimentaria y que a su vez protejan la salud de los consumidores (Portal

Secamer), que prohibe la utilizacion de este antimicrobiano.

Al comparar estadisticamente el numero total de granjas positivas a

cloranfenicol de acuerdo a la region de procedencia de las mismas (cuadro



3), se observa que no hubo diferencia significativa (P>0,05) entre el nUmero
de granjas detectadas con residuos del farmaco en el estado Aragua (3/11)

al cotejarlas con las del estado Carabobo (6/9).

Al efectuar el mismo analisis en relacion al dimetridazol (Cuadro 4), se
evidencia una diferencia estadistica significativa (P<0,05), ya que no se
detectaron residuos de este antimicrobiano en ninguna de las granjas
evaluadas procedentes del estado Aragua (0/11), mientras que en 6 de las 9
granjas en estudio oriundas del estado Carabobo si se detectaron residuos
del farmaco.

En relacion a los promedios de los niveles de residuos evidenciados para
ambos antimicrobianos, de acuerdo a la region de origen de las respectivas
muestras procesadas, se observa (Cuadro 5), que la media para los niveles
de cloranfenicol detectados para las granjas procedentes del estado
Carabobo (14,588 + 9,3202 mg/Kg), es estadisticamente superior (P<0,05), a
las oriundas del estado Aragua (0,000767 + 0,000603 mg/Kg). De igual forma
(cuadro 6), el promedio de los niveles de residuos encontrados de
dimetridazol en las granjas localizadas en el estado Carabobo (7,6617 +
4,5544 mg/Kg) es significativamente mayor (P<0,05), a las analizadas del
estado Aragua, donde no fueron detectables. Estos resultados indican la
utilizacion de estos antimicrobianos de una forma mas indiscriminada e

irracional en las granjas evaluadas del estado Carabobo.

Finalmente, la deteccibn de antimicrobianos de uso restringido como
cloranfenicol y dimetridazol, confirma que no existe una adecuada vigilancia
toxicolégica en relacién al manejo de los farmacos en las unidades de
produccion porcina y que los organismos reguladores oficiales en Venezuela

no estan llevando a cabo programas sistematicos de deteccion de residuos



en los alimentos de origen animal destinados al consumo humano, lo que
podria ocasionar, si es que ya no se estan produciendo, efectos indeseables

de alta repercusion en la salud publica.



6.- CONCLUSIONES.

De acuerdo a los objetivos planteados para el desarrollo del presente trabajo

y basado en los resultados obtenidos en el mismo, se puede concluir que:

1.- Se evidenci6 la presencia en muestras de rifion de cerdos beneficiados
en el estado Aragua, durante el periodo Octubre 2010 — Marzo 2011, de
residuos de cloranfenicol y dimetridazol, en 45% y 30% del total de granjas

evaluadas, respectivamente.

2.- El nivel de los residuos detectados de cloranfenicol y dimetridazol, supero
los limites establecidos por las instituciones nacionales e internacionales
(Codex Alimentarius, FAO/OMS, FDA, EMEA).

3.- El promedio de los niveles detectados de residuos de cloranfenicol y
dimetridazol en las muestras de rifion de los cerdos provenientes de las
granjas establecidas en el estado Carabobo fue superior (P<0,05) a las

procedentes del estado Aragua.



7.- RECOMENDACIONES.

Mantener y ampliar la investigacion para éstos y otros antimicrobianos de uso

prohibido.

Realizar estudios para determinar la via de administracién de los productos

farmacéuticos de uso prohibido que estan siendo utilizados.

Efectuar estudios en otras regiones de importancia en produccién porcina

como lo son los estados Yaracuy, Guarico, Lara, Zulia y los estados andinos.

Fortalecer una politica de control y vigilancia sistematica por parte de las
autoridades zoosanitarias nacionales, que abarque granjas, plantas
productoras de alimentos balanceados, mataderos industriales, industria
farmacéutica y demas miembros de la cadena agroindustrial que intervienen

en el rubro porcino.
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