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RESUMEN

Los residuos de antibidticos en las canales de animales sacrifi-
cados han sido el foco de atencion de las autoridades de salud
por algun tiempo. Las sulfonamidas representan una clase de
compuestos ampliamente utilizados en la produccién animal
como agentes antimicrobianos y suministrados via el alimento.
Los residuos de estos antimicrobianos en los alimentos deriva-
dos de animales tratados representan un riesgo para la salud
de los consumidores de carne. Los métodos tradicionales de
deteccién de sulfonamidas han mostrado ser poco confiables.
En este estudio, se planted monitorear los niveles de residuos
de sulfonamidas mediante un ensayo microbioldgico rapido
(Charm 1), y su confirmacién por cromatografia de liquidos de
alta resolucién (HPLC), en musculos de porcino colectados en
plantas Tipo Inspeccién Federal de la Regidon Noroeste de Mé-
xico. Se analizaron 1635 muestras de musculo de porcino. du-
rante 1993-1999. Los resultados obtenidos mediante la prueba
Charm Il mostraron que el 6§,1% de las muestras estuvieron
contaminadas con sulfonamidas, las concentraciones detecta-
das variaron en el rango de 0,01-0,24 ug/g. Del total de mues-
tras analizadas, 21 (1,3%}) presentaron niveles violatorios de
sulfonamidas de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana, que es-
tablece un Limite Maximo de Residuos (LMR) permitidos para
sulfonamidas de 0,1 pg/g. Estos datos revelan que la inciden-
cia de residuos violatorios de sulfonamidas es baja, aunque
los problemas aun persisten.

Palabras clave: Sulfonamidas, tejido, porcinos, Charm I,
HPLC.

ABSTRACT

Antimicrobial residues in carcasses of slaughtered animals
have been the focus of attention by health authorities for some
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time. Sulfonamides repbresent a class of compounds widelv
used as antibacterial agents in animal praduction as antibacte-
rial agents and are commoenly administered via medicated
feeds. Residues of these drugs in food derived from treated
animals could pose a health threat to consumers of meat. Tra-
ditional detection methods of sulfonamides have been shown
to be unreliable. In this study, sulfonamide residue levels were
monitored by a microbiological receptor assay (Charm Il) and
confirmed by high performance liquid chromatography (HPLC),
in porcine muscles collected at federally-inspected packing
plants of Northwestern Mexico. The number of analyzed pork
samples was 1635 during 1993-1999. Results obtained by the
Charm |l test of the meat extracts showed that 6.1% of the
samples were contaminated with sulfonamides. The concentra-
tions varied in the range frorn 0.01-0.24 pg/g, 21 samples
(1.3%) had violative levels of sulfonamides based on the Mexi-
can tolerances (0.1 pg/g}. These data revealed that the inci-
dence of violative sulfonamide residues is low, although prob-
lems sitill persist.
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INTRODUCCION

El descubrimientoy uso de los antibidticos y sulfonami-
das ha tenido un profundo impacto tanto en la vida y la salud
de los humanos, como en la de los animales, en particular me-
diante el control de las enfermedades infecciosas [5, 16]. Las
sulfonamidas son derivados de sulfanilamida, las cuales cons-
tan de un anillo benceno al que se le ha unido un grupo sulfo-
namida (SO, NHs}) opuesto al grupo amino substituido. Los
efectos adversos causados por las sulfonamidas son las reac-
ciones toxicolégicas o de hipersensibilidad. Ademas, a finales
de los afios sesenta empez6 a preocupar su posible efecto so-
bre la salud publica, puesto que el empleo de antibi6ticos pue-
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de dar lugar a la aparicion de poblaciones de bacterias resis-
tentes a los medicamentos en el tracto gastrointestinal de di-
chos animales. Esta preocupacion se basa en el conocimiento
de que en determinados casos una bacteria patégena o no pa-
tégena resistente a un antibiotico, puede transferir las propie-
dades de resistencia a otra, en ocasiones patdgenas, y que
estos patdgenos resistentes pueden infectar al hombre [5]. Por
otro lado, existen evidencias que implican a la sulfametazina
como un posible carcinégeno {2, 9].

Las sulfonamidas son ampliamente usadas en la indus-
tria ganaderay en los Ultimos afios se han convertido en parte
integral de dicha industria [5, 14]. Por lo general, las sulfonami-
das se incorporan en el alimento de los animales para propési-
tos profilacticos y terapéuticos, en concentraciones de
100 mg/kg de alimento. Son con facilidad absorbidas del tracto
gastrointestinal, penetran a todos los tejidos y son excretadas
como metabolitos, principalmente en orina. Sin embargo, pue-
den ser retenidas en los tejidos animales por periodos prolonga-
dos después de su administracion, por lo que se requiere de un
periodo de retiro antes del sacrificio[19]. Por esta razon, se han
establecido reglamentaciones para sulfonamidas en los distintos
paises, para el caso de México, la Norma Oficial Mexicana
(NOM) indica un nivel maximo permitido de 0,1 pg/g, para higa-
do, rifién y misculo de todas las especies animales [13].

La combinacion del uso rutinario y la relativa baja excre-
cion o alto poder residual de estos compuestos, ha provocado
la presencia de residuos no aceptables en los tejidos animales
comestibles después del sacrificio. En los Gltimos 10 afios, las
sulfonamidas han sido la causa mas comun de niveles de resi-
duos violatorios reportados por el Food Safety and Inspection
Service (FSIS) de los Estados Unidos de Norteamérica
(EEUUV), y la prevalencia de contaminacion ha sido mayor en
porcinos. Se menciona que del 6-10% de los cerdos sacrifica-
dos para abasto en los EEUU, han presentado concentracio-
nes tisulares de sulfas por arriba de los Limites Maximos de
Residuos (LMR) permitidos (0,1 pg/g), siendo la mayoria de
los residuos violatorios debido a sulfametazina. En la actuali-
dad, en dicho pais ha bajado el indice de violaciones por sulfo-
namidas a menos de 5% [4, 17].

En México, es nulo el control oficial del uso de medica-
mentos en la produccién animal, lo que favorece su uso indis-
criminado. Asimismo, la magnitud del problema de los resi-
duos de sulfonamidas en alimentos se desconoce por la falta
de estudios sobre el tema. Existe una investigacion realizada
en México, Distrito Federal, donde el 40% de las muestras de
carne bovina analizadas mediante un método espectrofotométri-
co, contenian residuos de sulfonamidas y los niveles encontra-
dos fluctuaron desde 10 hasta 18,5 ppm [15], niveles que estan
muy por encima de los establecidos en la NOM actual [13}.

El uso de sulfonamidas en la produccién de ganado ha
cobrado especial atencion, con el propdsito de proteger al con-
sumidor, asi como para asegurar la comercializacion de la car-
ne de cerdo, hacia mercados extranjeros, que en algunos ca-

sos tienen reglamentaciones mas estrictas. Por lo tanto, se re-
quiere de métodos analiticos sensibles y confiables para llevar
a cabo el monitoreo de residuos de sulfonamidas en los tejidos
animales comestibles.

Entre los métodos para la determinacién de las sulfena-
midas en tejidos animales se incluyen los microbioldgicos, bio-
I6gicos, cromatografia de capa fina, liquida y gas-liquido con
espectrometria de masas, entre otros {7, 10, 12]. Sin embargo,
los métodos microbiolégicos pierden especificidad, la cromato-
grafia de capa fina pierde sensibilidad. los analisis de cromato-
grafia de gases estan limitados, debido a la inestabilidad térmi-
ca de algunos antimicrobianos. Por lo que, los ensayos biologi-
cos como es el método Charm Il son una buena alternativa por
su especificidad, alta sensibilidad y rapidez; complementando-
se con la posterior confirmacion mediante un método quimico
como lo es la Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion
(HPLC), utilizada en la determinaciénde antibioticos.

Por otro lado, el estado de Sonora, esta involucrado en
la dinamica de exportacion de carne de cerdo al mercado ja-
ponés. Durante el afio 2000, se exportaron alrededor de 30
mil toneladas de carne, lo que representd una captacion de
divisas por mas de 100 millones de ddlares, esto hace impor-
tante a la industria porcina para la economia de dicho estado.
El requisito de calidad sanitaria que exigen las autoridades ja-
ponesas es la ausencia de residuos de antimicrobianos, con
especial énfasis en las sulfonamidas, en la carne de cerdo.
De ahi la importancia de la calidad que deben tener estos
productos carnicos para mantener su comercializacién en el
mercado japonés.

MATERIALES Y METODOS

Reactivos

Los reactivos utilizados para el ensayo biolégico Charm |,
se obtuvieron de la compaifiia Charm Science {Malden, MA.).
Los estandares de sulfonarnidas se adquirieron de Sigma Che-
mical Company (St. Louis, MO.). Todos los solventes y reacti-
vos quimicos empleados eran grado analiticoy cromatografico.

Muestra

Se anaiizaron 1635 muestras de musculo del diafragma
de porcinos, durante el periodo de 1993 a 1999. Las muestras
fueron obtenidas de plantas Tipo Inspeccién Federal (TIF), de
la Region Noroeste de México, tomando 500 g de tejido mus-
cular de cada animal seleccionado al azar. Una vez obtenidas
las muestras, fueron colocadas en bolsas de polietileno identi-
ficadas y se transportaron congeladas al laboratorio, almace-
nandose a —20°C, hasta su andlisis.

Preparacion de la muestra

El misculo descongelado fue cortado en trozos peque-
fios, eliminando el tejido conectivo y adiposo visible, se hcmo-



Revista Cientifica, FCV-LUZ / Vol. XI, N" 2, 127-132,2001

geneizd y colocd en recipientes de plastico etiquetados. Las
muestras se almacenaron a —23°C, hasta su andlisis.

Métodos

Para asegurar la calidad de los resultados, fueron calcu-
lados los limites minimos de detecciéon y la recuperacion de
sulfonamidas, mediante el ensayo biolégicoy por el método de
HPLC [3, 11]. La recuperacién se obtuvo mediante la adicién
de estandares del antimicrobiano en concentraciones conoci-
das, a muestras libres de sulfonamidas, analizadas de acuerdo
a cada una de las metodologias (ensayo biolégico y cromato-
grafia de liquidos de alta resolucion).

Andlisis de las muestras

Para el ensayo bioldgico fue utilizada la metodologia re-
portada por Charm y Lawton [3], modificada por Vazquez-Mo-
reno y col. [18]. Este método de analisis Charm ll, es un ensa-
yo basado en una reaccion de union entre el grupo funcional
de las sulfonamidas y el sitio receptor inmovilizado en células
de Bacillus stearothermophilus. especifico para las sulfenami-
das. El extracto de la muestra es mezclado con las células mi-
crobianas y con una sulfonamida marcada con SH, la que com-
pite bajo condiciones controladas con el antibiotico presente
en la muestra, para unirse a los sitios receptores de la célula,
de tal modo que la concentracion es expresada como una rela-
cion inversa de las emisiones radiactivas medidas en un con-
tador de centelleo.

Para realizar la cuantificaciéon de las sulfonamidas pre-
sentes en las muestras se elaboraron curvas de calibracion
mediante la adicién de concentraciones conocidas de estos
antimicrobianos a tejidos de porcino libres de sulfonamidas. El
método es rapido y sensible, sin embargo, cuantifica sulfona-
midas totales.

Los resultados obtenidos por la prueba Charm il se con-
firmaron por cromatografia de liquidos de alta resolucién
(HPLC) con detector ultravioleta, empleando un cromatografo
de liquidos Varian 9010 (Varian Instruments Inc., Palo Alto,
CA., USA) y un detector Varian 9050 (Varian Instruments Inc.
Palo Alto, CA., USA), a una longitud de onda de 270 nm. Am-
bos equipos conectados a una computadora Acer Power 333
S con una impresora Epson LX-810L y un paquete computa-
cional Word Station LC 4,0 Varian (Varian Instruments Inc.,
Palo Alto, CA., USA). Fue utilizada una columna nucleosil
ODS de 3 pum C,g fase reversa (Varian Instruments Inc, Palo
Alto, CA., USA), con una longitud de 15 cm y un diametro in-
terno de 4,6 mm, un volimen de inyeccién de 200 ul y un flujo
de 1 mL/min. La fase movil consisti6 de acido fosférico
0,017M:acetonitrilo (95:5, v/v) grado cromatografico.

La extraccion de las sulfonamidas fue realizada de
acuerdo a la metodologia descrita por Long y col. [10]. En este
método se emplea el principio de la dispersion de matriz en
fase solida, que consiste en romper las membranas celulares

por medio de fuerzas hidrofébicas y mecanicas para dejar al
descubierto los componentes hidrofilicos, tales como los resi-
duos de sulfonamidas. Esto se logra poniendo en contacto la
muestra con el adsorbente C;g (silica octadecil-silil derivatiza-
da), que se asocia a los lipidos de la membrana celular. Poste-
riormente se eliminan los compuestos cromdforos y otros que
puedan causar interferencia, mediante lavados con hexano. El
antibiético puede eluirse entonces con un solvente polar.

Se obtuvieron curvas de calibracion, elaboradas a partir
de soluciones patrén de sulfonamidas, que dieron como
resultado concentraciones de 0, 025; 0,050; 0.10; 0,15 y
0,20 pg/mL.

El andlisis se hizo por duplicado y en todos los casos
cada muestra fue trabajada junto con un tejido libre de sulfona-
midas (control negativo) y otro adicionado del antibiético de in-
terés (control positivo).

RESULTADOS Y DISCUSION

Validacién de los métodos de anélisis

En el establecimiento de los Limites Minimos de Detec-
cion (LMD), tanto en el método Charm Il, como para HPLC, se
pudo observar que ambos fueron capaces de detectar los resi-
duos de sulfonamidas en concentraciones muy por debajo con
respecto a los limites maximos de residuos establecidos en la
NOM [13]. El LMD obtenido en la prueba Charm Il, para sulfo-
namidas fue de 0,01 pg/mL, mientras que por el método de
HPLC los limites fueron de 0,000875 pg/mL para sulfaniiami-
da, sulfadiazina y suliametazina; y de 0,00125 pg/mL, para
sulfatiazol, sulfametoxipiridazina, sulfacloropiridazina, sulfame-
toxazol y sulfisoxazol.

La forma de validar los métodos utilizados fue mediante
el andlisis de muestras previamente detectadascomo libres de
sulfonamidas y adicionadas de estandares en concentraciones
conocidas, de donde se obtuvieron los porcentajes de recupe-
racién, o determinacién de la exactitud. Los resultados para el
ensayo biolégico mostrados en la TABLA |, indican que los va-
lores de recuperacién estuvieron en el rango de 89-103 %,
para diferentes niveles de concentracion, de acuerdo al méto-
do Charm [l y de 80,8 a 99,6% para HPLC, TABLA Il. Al com-
parar los porcentajes de recuperacion obtenidos en la valida-
cion de los métodos de andlisis, con los parametros estableci-
dos como aceptables, que son de 70-110% de recuperacion
[6], se observé que los valores obtenidos en todos los casos
quedaron dentro de dichos parametros, por lo que esto asegu-
ré la confiabilidad de los resultados generados.

Andlisis de las muestras

La TABLA Il presenta el nimero total de muestras anali-
zadas por afio, asi como aquellas en las que se detectd pre-
sencia de sulfonamidas. El rango de muestras positivas varié
de 1,6-12,5% con respecto al afio, y en promedio el porcentaje
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TABLA/
PORCENTAJES DE RECUPFRACIGN DE SULFONAMIDAS
OBTENIDOS EN MUSCULO DE PORCINO
POR EL METODRO CHARM Il

TABLA IV
NIVELES PROMEDIO DE SULFONAMIDAS DETECTADAS
EN MUSCULO DE PORCINO COLECTADO
EN ESTABLECIMIENTOS TIPO INSPECCION FEDERAL

Sulfametazina adicionada % Resuperacion

(bg/g) (X = DE)

0,01 103,0+ 11,31
0,05 97,0 + 2,86
0,10 24,0 + 3,05
0,20 89,0+ 9,36

n =10, para cada concentracion.

TABLA #f
PORCENTAJES DE RECUPERACION DE SULFONAMIDAS
OBTENIDOS EN MUSCULO DE PORCINO
POR EL METODO DE CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS

Estandar de % Recuperacién

Sulfonamida (X £ DE)
Sulfanilamida 80,8 = 14,50
Sulfadiazina 93,7 £ 14,92
Sulfatiazol 89,7 + 4,40
Sulfametazina 99,6 = 16,80
Sulfametoxipiridazina 85,9+ 13,99
Sulfacloropiridazina 82.3 + 11,44
Sulfametoxazol 85,0+ 8,55
Sulfisoxazol 97,1+ 14,11

n= 6 para cada estandar. Concentracion de sulfonamidas: 3,2 pg/g.

TABLA 1
PORCIENTO DE MUESTRAS POSITIVAS RESPECTO
AL TOTAL ANALIZADAS EN MUSCULO DE PORCINOS

Afo % Muestras positivasl Muestras violatorias
Muestras analizadas (%)

1993 12,5/ 64 0

1994 7,0/ 71 0

1995 4,5/ 224 0

1996 8,6/ 291 34

1997 7.8/ 422 1,9

1998 1,6/ 246 0

1999 4.7/ 317 0,9

Total 6,1/1635 1.3

El porcentaje de muestras violatorias esta en base al total de muestras
analizadas.

de muestras con residuos de sulfonamidas en el periodo de
1993-1999, fue de 6,1. Es notorio que en el afio de 1993 el
porcentaje de muestras positivas en relacién al nimero de
muestras analizadas fue el mas alto y en los afios siguientes el
porcentaje disminuy6 con relacion a 1993, hasta llegar a 1,6%

Afio X = D.E. (ug/g)’
1993 0,016 + 0,005
1994 0,014 = 0,003
1995 0,017 = 0,004
1996 0,100 = 0,090
1997 0,056 = 0,070
1998 0,021 = 0,011
1999 0,051 « 0,055

' Base htimeda.

en 1998, sin embargo, en 1999 nuevamente aumenta a 4,7%.
Esto muestra que el problemade la presencia de sulfonamidas
en el musculo de cerdos sacrificados en el estado de Sonora
es variable pero permanente. Dentro del total de rnuestras es-
tudiadas, 1,3% se encontraron como violatorias, es decir, que
presentaron niveles de sulfonamidas por arriba de los estable-
cidos en la Normatividad [13]. En la actualidad, la industria
porcina norteamericana reporta un indice de violaciones por
debajo del 5% [1] y el Reino Unido indica que es menor del
0,5% [4].

Las concentraciones promedio de sulfonamidas detecta-
das en el periodo del estudio variaron de 0,014-0,10 pg/g, TA-
BLA IV. Es importante sefialar que en los afios 1996 y 1997 se
detectaron las muestras con los niveles mas altos de sulfona-
midas. Lo anterior fue debido a que durante esos afios se ana-
lizaron muestras procedentes de una zona en particular de la
Region Noroeste de México, la cual por su localizaciéon geo-
grafica tiene caracteristicas climatolégicas un tanto diferentes
al resto de la region, y por lo tanto, tiene practicas de adminis-
tracion de antibioticos distintas.

Al realizar la confirmacion mediante.el método de HPLC,
de las muestras que resultaron con presencia de sulfonamidas
utilizando el método biolégico, las sulfonamidas identificadas
fueron sulfatiazol y sulfametazina. Estos datos generados con-
cuerdan con los reportes recientes que indican que tanto sulfa-
tiazol como sulfametazina, estan dentro de las sulfonamidas
mas utilizadas en la produccion de cerdos [4]. Por otro lado, en
algunos paises se ha restringido el uso de sulfametazina por
considerarse no segura desde el punto de vista de salud publi-
caflt].

La presencia de residuos de sulfonamidas en los tejidos
es indicativo de que muchos de los animales que llegan al sa-
crificio han sido previamente medicados, y no se espera a que
pasen los limites de tiempo recomendados para que los nive-
les de antibiéticos lleguen a la concentracion permitida o bien
sean eliminados, para después proceder al sacrificio. De ahi
que sea muy importante establecer los tiempos de retiro ade-
cuados de las sulfonamidas antes del sacrificio, para que los



tejidos comestibles no excedan el nivel de tolerancia, puesto
que es hien sabido que cerca del 100% de los alimentos de
iniciacion para cerdos y alrededor del 75% de crecimiento son
medicados, ya que esta practica se ha tornado indispensable
en dicha industria para el control de ciertos estados patologi-
Ccos.

Comparando los resultados obtenidos con los reporta-
dos por Sanchez [15] en un estudio realizado sobre presencia
de sulfonamidas en musculo y visceras de bovinos sacrifica-
dos en el Distrito Federal, México, se tiene que el porcentaje
de contaminacioén, asi como los niveles de sulfonamidas de-
tectados por medio de un método espectrofotométrico, con un
limite minimo de deteccion de 10pg/g, fueron mayores en este
altimo. Sin embargo, estos datos corresponden a bovino, ya
gue no se encontraron reportes realizados en México sobre la
especie porcina.

CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio mostraron que un 6,1%
de las muestras de musculo de porcino analizadas, contenian
residuos de sulfonamidas y de ellos un 1,3% presento niveles
superiores al limite maximo de residuos permitido, de acuerdo
a la NOM. Esto puede ser indicativo de que muchos de los
cerdos que llegan al sacrificio fueron medicados y en algunos
casos se presentan abusos en dicha medicacién, o bien, no se
espera a que transcurra el tiempo de retiro recomendado para
gue los niveles del antibiético lleguen a las concentraciones
permitidas, para después proceder al sacrificio, por lo tanto,
puede ser posible que los residuos de sulfonamidas lleguen al
consumidor a través de los alimentos de origen animal.

Otro aspecto a sefialar, es la importancia de contar con
métodos sensibles y confiables que permitan llevar a cabo el
monitoreo de antibidticos en los alimentos, lo cual representa
un riesgo para la salud del consumidor. Actualmente no se co-
noce la magnitud del problema de los residuos de antimicro-
bianos en alimentos, por los escasos estudios validos sobre el
tema.

RECOMENDACIONES

La industria porcina representa una actividad importante
para la economia de la regidn y del pais, por lo que en base a
los resultados obtenidos en el presente estudio, se hace nece-
sario sugerir la realizacion de un muestrec continuo de la car-
ne y productos carnicos, tanto por razones de salud publica,
como econdmicas. Asi mismo, con el fin de evitar estos resi-
duos, la legislacion vigente en los diferentes paises debe exigir
que en los productos farmacéuticos veterinarios destinados a
animales que proveen alimentos para el hombre, deba indicar-
se el periodo de restriccion o de retiro necesario para que el
animal elimine el medicamento hasta un nivel en el que no ten-
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ga efectos nocivos. O bien, el no permitir el tratamiento tera-
péutico con estos productos los ultimos dos meses de la etapa
de engorda del ganado porcino, ya que la contaminacioén qui-
mica de los alimentos de origen animal ademas de comprome-
ter su calidad perjudica su comercializacion.
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