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Summary

To ensure delivery of safe foods to consumers, withdrawal times for each new formulation must be set according to the maximum residual limits established by regulatory agencies. This study was performed in broiler chickens treated PO with a fosfomycin formulation at 10 mg/kg body weight in water during 5 days. Thirty chickens were treated and slaughtered at different times until 8 days after treatment; samples of muscle, skin/fat, liver, and kidney were collected. The fosfomycin concentrations in tissues were quantified by microbiological method with Micrococcus luteus ATCC 9341 as microorganism control.
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Resumen
Para garantizar la entrega de alimentos inocuos a los consumidores, deben establecerse para cada nueva formulación los tiempos de espera adecuados según los LMRs establecidos por los organismos reguladores. Se realizó este estudio en pollos parrilleros tratados PO en el agua de bebida con una formulación a base de fosfomicina a razón de 10 mg/kg durante 5 días. Treinta pollos fueron tratados y sacrificados a diferentes tiempos hasta 8 días post-tratamiento; se obtuvieron muestras de músculo, piel/grasa, hígado y riñón. La presencia de fosfomicina en los tejidos obtenidos fue cuantificada por método microbiológico con Micrococcus luteus ATCC 9341 como microorganismo control.
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Introducción
La seguridad del consumidor se basa en una serie de medidas que incluyen límites máximos de residuos e ingestas diarias aceptables como las más importantes. Los consumos diarios aceptables se determinan en animales de laboratorio y se extrapolan a humanos por medio de la aplicación de factores de seguridad. De esa manera y sabiendo qué cantidad de un determinado alimento consume diariamente un humano, se determina cual es la cantidad máxima de un determinado químico que puede estar presente en el alimento en condiciones de total seguridad. Fosfomicina (ácido L-cis-1,2-epoxipropil-fosfónico) es un antibiótico bactericida con un amplio espectro de actividad que actúa inhibiendo la síntesis de la pared celular bacteriana. Se ha comprobado su efectividad in vitro frente a bacterias Gram-positivas y Gram-negativas (Kahan et al., 1974). Es utilizada en pollos para el tratamiento de infecciones producidas por Escherichia coli y Salmonella spp. (Fernández et al., 1998; 2001; 2002; Prescott, 2000). Los estudios farmacocinéticos en pollos parrilleros han demostrado que la sal sódica de fosfomicina es un producto muy soluble en agua, con escasa unión a proteínas y de bajo peso molecular, lo que dificulta su difusión en el interior de tejidos como el músculo o la grasa, alcanzando una alta concentración en el riñón. Aramayona et al. (1997) demostraron que los niveles de fosfomicina en tejidos de pollo a las 24 horas de finalizar el tratamiento eran inferiores al límite de detección. No se ha establecido, aún, en la Comunidad Europea un Límite Máximo de Residuos para fosfomicina en tejidos comestibles, sin embargo The Japan Food Chemical Research Foundation ha fijado un límite máximo de residuos (LMR) para tejidos bovinos de 0.5 ppm. Si bien existen en la industria farmacéutica veterinaria varias formulaciones a base de fosfomicina, son escasos los estudios farmacocinéticos y de perfiles residuales en animales destinados al consumo del hombre. De manera tal que el objetivo del presente estudio fue establecer un período de restricción para que tejidos provenientes de pollos tratados con una formulación a base de fosfomicina elaborada por Cevasa S.A., de acuerdo a las instrucciones del fabricante, se encuentren en los niveles de residualidad aceptables para su consumo siguiendo los lineamientos de The Japan Food Chemical Research Foundation.

Materiales & Métodos

Se utilizaron 30 animales, los que fueron mantenidos y alimentados en forma convencional con acceso a agua y alimento balanceado “ad libitum”. El alimento fue controlado durante el período que duró el ensayo, a los efectos de tener la certeza de ausencia de sustancias con poder antimicrobiano.

Se administró la formulación por la vía oral en el agua de bebida, durante cinco días consecutivos, siguiendo las indicaciones del laboratorio. Los animales fueron tratados con una formulación elaborada por Cevasa a base de fosfomicina cálcica 25 % a razón de 0.6 g/L de agua. 

Una vez concluido el tratamiento se procedió al sacrificio de 6 animales por grupo a los días 1, 2, 4, 6 y 8 días post-última administración del medicamento. Se obtuvieron muestras de hígado, riñón, piel-grasa y músculo. Las muestras fueron lavadas con solución fisiológica y se colocaron en bolsas de nylon perfectamente rotuladas para ser almacenadas a -20° C hasta el momento de la extracción y ensayo.

Las concentraciones de fosfomicina, en las muestras obtenidas, fueron determinadas por método microbiológico (técnica cilindro placa) utilizando Sarcina lutea ATCC 9341 como cepa control estandarizada a 50 % de transmitancia. Se utilizaron placas de 25 x 25 cargadas con 120 ml de medio de cultivo inoculado en monocapa. Se colocaron 49 cilindros de acero inoxidable en cada placa, siguiendo un diseño previamente establecido. Los estándares (100 µL) se sembraron por duplicado y cada muestra problema (100 µL) fue sembrada por cuadruplicado.

El tiempo de espera (withdrawal time, WT) fue calculado aplicando el programa estadístico WT1.4 de la EMEA.
Resultados & Discusión
El método microbiológico fue lineal en concentraciones entre 0.125 y 1 µg/mL Se obtuvo un límite de cuantificación de 0.125 µg/mL o µg/g en todos los tejidos ensayados, y un límite de detección de 0.0625 µg/mL o µg/g. El porcentaje de recuperación fue en músculo de 71.50 ± 5.48 % con un coeficiente de variación de 7.67 %; en piel/grasa fue de 75.55 ± 7.77 % con un coeficiente de variación de 10.26 %; en hígado fue de 82.69 ± 15.83 % con un coeficiente de variación de 19.32 % y en riñón fue de 74.38 ± 6.21 % con un coeficiente de variación de 8.11 %. 

En músculo, fosfomicina fue detectada en concentraciones por encima del LMR establecido por The Japan Food Chemical Research Foundation para tejidos bovinos (0.5 ppm) en 5 de 6 muestras obtenidas 1 día post-administración. A los 2 días post-administración se cuantificó fosfomicina en 2 de los 6 animales tratados, mientras que en el resto de los tiempos, los niveles se encontraron por debajo del LOD (0.0625 µg/g).). En piel/grasa las concentraciones fueron 0.337 ± 0.15 µg/g en la primer muestra post-administración para caer por debajo del LOQ al segundo día post-administración. En hígado, fue el tejido donde se encontraron las mayores concentraciones, las cuales se mantuvieron hasta 2 días post-administración por arriba del LMR establecido, para caer por debajo del mismo a los 4 días de finalizado el tratamiento. Este hallazgo coincide en términos generales con un estudio anterior realizado por nuestro grupo de investigación, pero con fosfomicina sódica. En riñón las concentraciones fueron 0.447 ± 0.169 el primer día post-finalizado el tratamiento para caer al LOD a partir del día 2 y no poder detectarse más a partir de ese momento (Fig. 20). 
En cuanto al cálculo del tiempo de espera aplicando el programa WT 1.4, solamente se pudo realizar para músculo e hígado, tejidos en los cuales se determinaron concentraciones al menos en tres puntos de muestreo (1, 2 y 4 días post finalización del tratamiento), mientras que en grasa y riñón solo se midieron niveles en dos puntos (1 y 2 días post finalizado el tratamiento). Como el programa aplica el método de regresión lineal de los datos logotransformados, como mínimo necesitamos contar con 3 puntos.

Finalmente en la Fig. 1 se presentan las concentraciones promedio determinadas en cada tejido ensayado (N = 6) y los tiempos de espera establecidos para músculo (6.62 días) e hígado (5 días).

Fig. 1. Perfil tisular promedio de fosfomicina en tejidos comestibles de pollos tras la administración de fosfomicina cálcica 25 % a razón de 0.6 g/L de agua durante 5 días
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Conclusión
Como conclusión final, se desprende del presente estudio que luego de administrar fosfomicina cálcica 25 % (Cevasa S.A.) a razón de 0.6 g/L de agua de bebida durante 5 días se deberían esperar 7 días para enviar los animales a consumo del hombre.
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