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Abreviaturas�y�acrónimos�

11�BSA� BSA�haptenizada�con�el�hapteno�11�de�quinolonas�(competidor�homólogo)�

17�BSA� BSA�haptenizada�con�el�hapteno�17�de�quinolonas�(competidor�heterólogo)�

17�HRP� HRP�haptenizada�con�el�hapteno�17�de�quinolonas�(trazador�enzimático)�

Ac�� Anticuerpo�

Ac171� Anticuerpo� 171� (policlonal� de� conejo� contra� quinolonas� purificado� del� antisuero�
As171)�

Ac171�HRP� Anticuerpo�171�marcado�con�HRP�

Abs�� Absorbancia�

AcM�ELISA� Magneto�ELISA�con�el�anticuerpo�inmovilizado�sobre�las�partículas�magnéticas�

AcOEt�� Acetato�de�etilo�

AESAN�� Agencia�Española�de�Seguridad�Alimentaria�y�Nutrición�

Amax�� Absorbancia�máxima�extraída�del�ajuste�de�la�curva�de�calibrado�

Amin� Absorbancia�máxima�extraída�del�ajuste�de�la�curva�de�calibrado�

AMP�� Ampicilina�

AMRg�� Grupo�de�Receptores�Moleculares�Aplicados�(Applied�Molecular�Receptor�group)�

An�� Analito�

AntiIgG� Anti�Inmunoglobulina�G�

As�� Antisuero�(policlonal�de�conejo)�

As171� Antisuero�171�(policlonal�de�conejo�contra�quinolonas)�

At�� Antígeno�

AT� Antígeno�de�Tapizado�

AT�ELISA� ELISA�en�formato�directo�recubriendo�las�microplaclas�con�Antígeno�de�Tapizado�

ATM�ELISA� Magneto� ELISA� con� el� Antígeno� de� Tapizado� inmovilizado� sobre� las� partículas�
magnéticas�

BAW�� Onda�acústica�másica�(Bull�Acustic�Wave)��

BSA�� Albúmina�Sérica�Bovina�(Bovine�Serum�Albumin)�

CAP�� Cloranfenicol�

CC�� Cloruro�Cianúrico�

CDC�� Centro� de� Control� y� Prevención� de� Enfermedades� (Center� of� Disease� Control� and�
Prevention)�

CE�� Comisión�Europea�

CEF�� Cefazolina�

CLIA�� Inmunensayo�de�Quimioluminiscencia�(ChemiLuminiscence�ImmunoAssay)�

CLR�� Laboratorio�de�Referencia�Comunitario�(Community�Reference�Laboratory)�

CONA� Conalbúmina�
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CPFX�� Ciprofloxacino�

GTQ�IMB�� Grupo�de�Transductores�Químicos�del�Instituto�de�Microelectrónica�de�Barcelona�

CV�(%)�� Coeficiente�de�Variación��

Da� Dalton�

DCM�� Diclorometano�

DFX�� Difloxacino�

DMF�� N,N�Dimetilformamida�

DMSO�� Dimetilsulfóxido��

DNFX�� Danofloxacino�

EARSS�� Sistema� europeo� de� vigilancia� de� la� resistencia� antimicrobiana� (European�
Antimicrobial�Resistance�Surveillance�System)�

EBG�� Grupo� de� Biotecnología� de� Enzimas� de� la� Universidad� de� Leeds� (Enzyme�
Biotechnology�Group)�

EC�� Electroforesis�Capilar�

EDC�� 1�etil�3�(3�dimetilaminopropil)carbodiimida�

EFSA�� Autoridad�Europea�de�Seguridad�Alimentaria�(European�Food�Safety�Authority)�

EIA�� Inmunoensayo�Enzimático�(Enzyme�ImmunoAssay)�

ELISA�� Ensayo�por�inmunoabsorción�ligado�a�enzimas�(Enzyme�Linked�Immunosorbent�Assay)�

EMEA�� Agencia�Europea�del�Medicamento�(European�Medicines�Agency)�

ERFX� Enrofloxacino�

FDA�� Administración� de� Alimentos� y� Fármacos� Estadounidense� (Food� and� Drug�
Administration)�

FIA�� Inmunoensayo�de�Fluorescencia�(Fluorescence�ImmunoAssay)�

FLUME�� Flumequina�

FPIA�� Inmunoensayo� de� Polarización� de� Fluorescencia� (Fluorescence� Polarization�
ImmunoAssay)�

GBEQ�UAH�� Grupo�Biosensores�Electroquímicos�de�la�Universidad�de�Alcalá�de�Henares�

GC�� Cromatografía�de�gases�(Gas�Cromatography)�

HCH�� Hemocianina�de�cangrejo�herradura�(Horseshoe�Crab�Hemocyanin)�

HPLC�� Cromatografía�Líquida�de�Alta�Resolución�(High�Performance�Liquid�Chromatography)�

HRP�� Peroxidasa�del�Rábano�Picante�(HorseRadish�peroxidase)�

IC50�� Concentración�al�50�%�de�la�señal�máxima�(o�50�%�de�inhibición)�

IC80�� Concentración� al� 80� %� de� la� señal� máxima� (o� 20� %� de� inhibición).� Límite� de�
cuantificación�

IC90�� Concentración�al�90�%�de�la�señal�máxima�(o�10�%�de�inhibición).�Límite�de�detección�

ICFO�� Instituto�de�Ciencias�Fotónicas�

Imax�� Intensidad�de�corriente�máxima�extraída�del�ajuste�de�la�curva�de�calibrado�

Imin� Intensidad�de�corriente�mínima�extraída�del�ajuste�de�la�curva�de�calibrado�
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ICMG�� Instituto� de� Química� Molecular� de� Grenoble� (Institut� de� Chimie� Moléculaire� de�
Grenoble)�

IFAH�� Federación�Internacional�de�Salud�Animal�(International�Federation�of�Animal�Health)�

IFoS�� Laboratorio�de� Ingeniería�y�Funcionalización�de�Superficies�de� la�Escuela�Central�de�
Lyon�(Laboratoire�d'Ingénierie�et�Fonctionnalisation�des�Surfaces)�

IgG� Inmunoglobulina�de�tipo�G�

INSPEAR�� Red� Internacional� para� el� Estudio� y� Prevención� de� Resistencia� Antimicrobiana�
Emergente� (International� Network� for� the� Study� and� Prevention� of� Emerging�
Antimicrobial�Resistance)�

IRTA�� Instituto� de� Investigación� y� Tecnología� Agroalimentarias� (Institut� de� Recerca� i�
Tecnología�Agroalimentarias)�

ISBT�� Instituto� de� Biociencia� y� Tecnología� de� la� Universidad� de� Cranfield� (Institute� of�
Bioscience�and�Technology)�

IUPAC�� International�Union�of�Pure�and�Applied�Chemistry�

LMR�� Límite�Máximo�de�Residuo�

LOD� Límite�de�Detección�(Limit�Of�Detection)�

MAb� Anticuerpo�Monoclonal�(Monoclonal�Antibody)�

MALDI�TOF� Matrix�Assisted�Laser�Desorption�Ionization�Time�of�Fight�

MBFX�� Marbofloxacino�

M�ELISA�� Magneto�ELISA�(ELISA�utilizando�como�soporte�sólido�partículas�magnéticas)�

MIA�� Inmunoensayo�Magnético�(Magnetic�ImmunoAssay)�

MIP�� Polímero�de�Huella�Molecular�(Molecurar�Imprinted�Polimers)�

MP�� Partículas�Magnéticas�(Magnetic�Particles)�

MP�17�BSA� Partículas�magnéticas�con�el�antígeno�17�BSA�inmovilizado�sobre�su�superficie�

MP�Ac171� Partículas�magnéticas�con�el�anticuerpo�171�inmovilizado�sobre�su�superficie�

MS� Espectroscopía�de�Masas�(Mass�Spectroscopy)�

MS/MS� Espectroscopía�de�Masas�en�Tándem�(Mass�Mass�Spectroscopy)�

NARMS�� Sistema� Nacional� de� Vigilancia� de� la� Resistencia� a� los� Antimicrobianos� de� Bacterias�
Entéricas�(National�Antimicrobial�Resistance�Monitoring�System�for�Enteric�Bacteria)�

Nb4D� Grupo�de�Nanobiotecnología�para�el�Diagnostico�(Nanobiotechnology�for�Diagnostics)�

NMRC�� Centro� Nacional� de� Investigación� Microelectrónica� de� Irlanda� (National�
Microelectronics�Research�Centre)�

NRFX�� Norfloxacino�

OFX�� Ofloxacino�

OMS� Organización�Mundial�de�la�Salud�

OVA�� Ovoalbúmina�

OXO� Ácido�Oxolínico�

PAb� Anticuerpo�Policlonal�(Polyclonal�Antibody)�
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PBS�� Tampón�Fosfato�Salino�(Phosfate�Buffered�Saline)�

PBST�� PBS�con�Tween®�(surfactante)�

PBSTCa�� PBST�con�CaCl2�

PDCAAS� Puntuación� de� Aminoácidos� Corregida� por� Digestibilidad� (Protein� Digestibility�
Corrected�Amino�Acid�Score)�

PENG�� Penicilina�G�

pKa� Logaritmo�negativo�de�la�constante�de�acidez�

PPCP�� Contaminantes�de�Fármacos�y�productos�de�Higiene�Personal� (Pharmaceuticals�and�
Personal�Care�Pollutant)�

ppm� parte�por�millon�

QN�� Quinolona�

RC�(%)� Reactividad�Cruzada�

RIA�� Radio�Inmunoensayo�(RadioImmunoAssay)��

RMSE�� Error�Cuadrático�Medio�(Root�Mean�Square�Error)�

RMN� Resonancia�Magnética�Nuclear�

SA�� Sulfonamida�

SAW�� Ondas�Acústicas�Superficiales�(Surface�Acustic�Wave)��

scFv� Fragmento�variable�de�cadena�sencilla�(single�chain�variable�fragment)�

SMZ�� Sulfametazina��

SN�� Sustitución�Nucleófila��

SPR� Resonancia�de�Plasmón�Superficial�(Surface�Plasmon�Resonance)�

SPY�� Sulfapiridina�

SRFX�� Sarafloxacino�

TC�� Tetraciclina�

TCA�� Ácido�Tricloroacético�

TE�� Trazador�Enzimático�

TFA� Ácido�Trifluoroacético�

TFAd� Ácido�Trifluoroacético�deuretado�

THF�� Tetrahidrofurano�

TIRF�� Reflexión�Interna�Total�de�Fluorescencia�(Total�Internal�Reflection�Fluorescence)�

TMB�� Tetrametilbenzidina�

TUM�� Universidad�Técnica�de�Munich�(Technisch�Universität�München)�

UB� Universidad�de�Barcelona�

UE�� Unión�Europea�

UHT�� Ultrapasteurización�(Ultra�high�Temperature�processing)�

USEPA�� Agencia� de� Protección� del� Medioambiente� de� Estados� Unidos� (United� States�
Environment�Protection�Agency)�

UV�Vis� Espectroscopia�Ultravioleta�Visible�



vii 

Índice 

RESUMEN ........................................................................................................................................... 1 

ESTRUCTURA DE LA TESIS ................................................................................................................... 6 

CAPÍTULO 1 INTRODUCCIÓN GENERAL ............................................................................................... 9 

1.1. CONSIDERACIONES GENERALES ............................................................................................................. 11 
1.2. ANTIBIÓTICOS ................................................................................................................................... 11 

1.2.1 Quinolonas. ............................................................................................................................ 13 
1.3. USO VETERINARIO DE LOS ANTIBIÓTICOS ................................................................................................ 16 
1.4. CONSECUENCIAS DEL USO VETERINARIO DE LOS ANTIBIÓTICOS .................................................................... 18 
1.5. LEGISLACIÓN Y CONTROL DE RESIDUOS DE ANTIBIÓTICOS ........................................................................... 20 
1.6. MÉTODOS DE ANÁLISIS DE ANTIBIÓTICOS ................................................................................................ 23 
1.7. PUBLICACIÓN I: APLICACIÓN DE BIOENSAYOS/BIOSENSORES AL ANÁLISIS DE FÁRMACOS EN MUESTRAS 

MEDIOAMBIENTALES. ................................................................................................................................ 27 

CAPÍTULO 2 OBJETIVOS Y CONTEXTO DE LA TESIS..............................................................................85 

2.1. OBJETIVOS DE LA TESIS ....................................................................................................................... 87 
2.2. CONTEXTO DE LA TESIS. ...................................................................................................................... 88 

2.2.1. Proyecto ARGOS .................................................................................................................... 88 
2.2.2. Proyecto PANOPTES .............................................................................................................. 89 
2.2.3. Proyecto ELISHA .................................................................................................................... 89 

CAPÍTULO 3 DISEÑO Y OBTENCIÓN DE ANTICUERPOS E INMUNOREACTIVOS DE CLASE PARA 
QUINOLONAS ....................................................................................................................................91 

3.1. INTRODUCCIÓN ................................................................................................................................. 93 
3.1.1. Obtención de anticuerpos e inmunoreactivos para moléculas de bajo peso molecular ....... 93 
3.1.2. ELISA competitivo para moléculas de bajo peso molecular .................................................. 96 

3.2. OBJETIVOS ....................................................................................................................................... 99 
3.3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN ................................................................................................................... 99 

3.3.1. Diseño de haptenos............................................................................................................... 99 
3.3.1.1. Estudios de modelización molecular.............................................................................................101 

3.3.2. Síntesis de haptenos ........................................................................................................... 103 
3.3.2.1. Análisis retrosintético .................................................................................................................. 103 
3.3.2.2. Síntesis del hapteno de inmunización ......................................................................................... 104 
3.3.2.3. Síntesis de haptenos de competición .......................................................................................... 106 

3.3.3. Bioconjugación del haptenos .............................................................................................. 107 
3.3.3.1. Bioconjugación del hapteno de inmunización ............................................................................. 107 
3.3.3.2. Bioconjugación de haptenos de competición .............................................................................. 109 

3.3.4. Producción de anticuerpos .................................................................................................. 111 
3.3.5. Desarrollo del ELISA ............................................................................................................ 112 

3.3.5.1. Valoración de la afinidad de los antisueros por los competidores .............................................. 112 
3.3.5.2. Optimización del formato indirecto ............................................................................................. 114 
3.3.5.3. Optimización del formato directo ................................................................................................ 120 

3.4. PUBLICACIÓN II: DISEÑO DE HAPTENO ASISTIDO POR MODELADO MOLECULAR PARA PRODUCIR ANTICUERPOS CON 

SELECTIVIDAD DE CLASE PARA ANTIBIÓTICOS DE TIPO FLUOROQUINOLONAS ........................................................ 122 
3.5. PUBLICACIÓN III: HAPTENOS E INMUNOREACTIVOS Y SU USO EN LA OBTENCIÓN DE ANTICUERPOS DE FAMILIA E 

INMUNOENSAYOS PARA QUINOLONAS ........................................................................................................ 122 
3.6. APORTACIONES MÁS RELEVANTES. ...................................................................................................... 189 
ANEXO I. PARTE EXPERIMENTAL ADICIONAL COMPLEMENTARIA Y TABLA CON LA ESTRUCTURA QUÍMICA DE LOS DIFERENTES 

COMPUESTOS SINTETIZADOS. .................................................................................................................... 190 



viii 

CAPÍTULO 4 ESTABLECIMIENTO DE UN MÉTODO ANALÍTICO BASADO EN ELISA PARA LA 
DETERMINACIÓN DE QUINOLONAS EN LECHE BOVINA .................................................................... 195 

4.1. INTRODUCCIÓN ............................................................................................................................... 197 
4.1.1. Leche como producto alimenticio ....................................................................................... 197 
4.1.2. Problemática asociada al contenido de antibióticos en leche ............................................ 198 
4.1.3. Legislación y control del contenido de antibióticos en leche .............................................. 199 
4.1.4. Diferentes ensayos inmunoquímicos en leche para quinolonas ......................................... 201 

4.2. OBJETIVOS ..................................................................................................................................... 202 
4.3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN ................................................................................................................. 202 

4.3.1. Formato indirecto ............................................................................................................... 202 
4.3.1.1. Efecto matriz provocado por la leche .......................................................................................... 202 
4.3.1.2. Pretratamiento de la leche .......................................................................................................... 204 
4.3.1.3. Utilización de leche certificada como referencia ......................................................................... 205 
4.3.1.4. Caracterización del método analítico para la detección de quinolonas en leche ........................ 206 

4.3.1.4.1. Reproducibilidad, exactitud y precisión del método ........................................................... 206 
4.3.1.4.2. Especificidad del método ..................................................................................................... 208 

4.3.1.5. Establecimiento de un protocolo semicuantitativo de identificación de quinolonas .................. 209 
4.3.2. Formato directo .................................................................................................................. 214 

4.3.2.1. Efecto matriz provocado por la leche .......................................................................................... 214 
4.4. PUBLICACIÓN IV: ANÁLISIS SEMI-QUANTITATIVO PARA EL CRIBADO DE RESIDUOS DE QUINOLONA EN LECHE BASADO EN 

UN ELISA INDIRECTO GENÉRICO ................................................................................................................ 215 
4.5. APORTACIONES MÁS RELEVANTES ....................................................................................................... 238 

CAPÍTULO 5 DESARROLLO DE UN INMUNOSENSOR AMPEROMÉTRICO BASADO EN PARTÍCULAS 
MAGNÉTICAS PARA LA DETECCIÓN DE QUINOLONAS EN LECHE DE VACA ....................................... 239 

5.1 INTRODUCCIÓN ................................................................................................................................ 241 
5.1.1. Biosensores ......................................................................................................................... 241 

5.1.1.1. Clasificación de los Biosensores ................................................................................................... 242 
5.1.2. Partículas Magnéticas ........................................................................................................ 246 

5.2. OBJETIVOS ..................................................................................................................................... 247 
5.3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN ................................................................................................................. 248 

5.3.1. Biomodificación de partículas magnéticas ......................................................................... 248 
5.3.2. Desarrollo de un magneto ELISA directo con el antígeno inmovilizado a las partículas 
magnéticas (ATM-ELISA) ............................................................................................................... 250 

5.3.2.1 Marcaje enzimático del anticuerpo específico para QNs.............................................................. 250 
5.3.2.2. Desarrollo del ATM-ELISA ............................................................................................................ 250 

5.3.3. Desarrollo de un magneto ELISA directo con el antícuerpo inmovilizado a las partículas 
magnéticas ................................................................................................................................... 251 
5.3.4. Especificidad del método y efecto matriz provocado por la leche ...................................... 253 
5.3.5. Magneto Inmunosensor Amperométrico ............................................................................ 254 

5.4. PUBLICACIÓN V: DETECCIÓN ELECTROQUÍMICA DE ANTIBIÓTICOS DE TIPO FLUOROQUINOLONA UTILIZANDO UN 

MAGNETO INMUNOSENSOR ..................................................................................................................... 256 
5.5. APORTACIONES MÁS RELEVANTES. ...................................................................................................... 273 

CAPÍTULO 6 CONCLUSIONES GENERALES ......................................................................................... 275 

ANEXO II. ELECTROGENERACIÓN DE PELÍCULAS POLIMÉRICAS FUNCIONALIZADAS CON ANÁLOGOS DE 
FLUOROQUINOLONA….……………………………………………………………………………………………..…………..279 

PUBLICACIÓN VI: ELECTROGENERACIÓN DE PELÍCULAS POLIMÉRICAS FUNCIONALIZADAS CON ANÁLOGOS DE 

FLUOROQUINOLONA PARA EL DESARROLLO DE INMUNOSENSOR PARA ANTIBIÓTICOS ............................................ 281 
BIBLIOGRAFÍA……………………………………………………………………………………………………………………..289 



�

�

��������

�



Resumen�

2�

La� presencia� de� contaminantes� y� residuos� químicos� en� los� alimentos� es� un� problema� que�
actualmente� genera� gran� preocupación,� ya� que� presenta� importantes� implicaciones� para� la�
salud� y� la� seguridad� pública.� En� este� sentido,� el� uso� indiscriminado,� inadecuado� y/o�
fraudulento� de� fármacos� veterinarios� puede� dar� lugar� a� la� presencia� de� residuos� de� los�
mismos� en� los� alimentos� de� origen� animal,� entrando� de� esta� forma� en� la� cadena� trófica� y�
ocasionando� riesgos� para� la� salud� [1,� 2].� Por� otro� lado,� este� tipo� de� residuos� puede� ser�
liberado� al� medioambiente� directamente� o� indirectamente� a� través� de� la� utilización� del�
estiércol�procedente�de�animales� tratados,�generando�de�esta�manera� la�contaminación�de�
suelos� y� aguas.� En� el� caso� de� los� antibióticos,� la� presencia� de� cantidades� residuales� en�
alimentos�y�en�el�medioambiente�ha�sido�identificada�como�una�de�las�causas�de�la�aparición�
de� mecanismos� de� resistencia� a� los� antimicrobianos� por� parte� de� patógenos� que� causan�
enfermedades� humanas� [3,� 4],� lo� que� es� motivo� de� gran� preocupación� por� parte� de� las�
autoridades� sanitarias,� diferentes� agencias� y� organizaciones� gubernamentales� y� de� la�
sociedad�en�general.�Por�lo�tanto�existe�la�necesidad�de�garantizar�la�seguridad�y�la�calidad�de�
los� productos� alimenticios,� tal� es� así� que� los� consumidores� son� cada� vez� más� exigentes,�
obligando� a� la� industria� alimenticia� a� tener� en� cuenta� sus� preocupaciones,� en� términos� de�
una� producción� de� alimentos� más� naturales,� ecológicos� y� saludables� con� un� origen�
claramente�rastreable�de�todos�sus�ingredientes.�

Hoy� en� día,� el� control� de� los� alimentos� se� realiza� en� laboratorios� centralizados� que,� en� la�
mayoría� de� los� casos,� utilizan� procedimientos� muy� fiables� y� robustos,� pero� que� a� su� vez�
requieren�de�la�utilización�de�instrumentación�cara,�personal�especializado�y�procedimientos�
de� tratamiento� de� muestra� que� consumen� tiempo,� limitando� de� esta� forma� el� número� de�
muestras� analizadas.� Con� el� objetivo� de� mejorar� drásticamente� esta� situación,� la� Comisión�
Europea� (CE)� y� las� agencias� de� los� Estados� miembros� están� apoyando� con� decisión� las�
actividades�de�investigación�orientadas�al�aumento�en�la�eficiencia�de�los�métodos�de�análisis�
actuales.� Una� estrategia� consiste� en� aprovechar� los� últimos� avances� tecnológicos� y� las�
habilidades�complementarias�de�equipos�de�investigación�multidisciplinares,�para�desarrollar�
metodologías� más� rápidas,� sensibles� y� específicas,� capaces� de� detectar� gran� variedad� de�
sustancias� químicas,� biológicas� o� cualquier� otro� riesgo� para� la� salud� asociado� a� la� industria�
agroalimentaria�a�lo�largo�de�toda�la�cadena�alimentaria.�

En� esta� tesis� se� describe� la� investigación� realizada� respecto� al� desarrollo� de� técnicas� de�
análisis� alternativas� que� permitan� incrementar� la� eficiencia� del� control� de� residuos� de�
antibióticos� en� alimentos,� en� base� a� la� utilización� de� receptores� selectivos� (anticuerpos).�
Concretamente,� el� objetivo� final� de� esta� tesis� se� enfocó� al� desarrollo� de� técnicas�
inmunoquímicas� e� inmunosensores� para� la� detección� de� residuos� de� antibióticos� de� tipo�
quinolona�en� leche.�En�este�sentido,� la�producción�de�anticuerpos�con�selectividad�de�clase�
para�quinolonas,�una�de�las�familias�de�antibióticos�más�importante�en�el�ámbito�veterinario,�
ha�sido�uno�de�los�objetivos�principales�de�este�trabajo�de�investigación.�De�esta�manera,�se�
ha�abordado�la�producción�de�dichos�anticuerpos�mediante�el�diseño�racional�y�síntesis�de�los�
haptenos� apropiados,� utilizando� el� criterio� químico� y� herramientas� de� modelización�
molecular.�La�evaluación�de�las�características�de�los�anticuerpos�generados�se�ha�realizado�a�
través�del�desarrollo�de�ensayos�de�tipo�ELISA�en�microplaca.�Los�resultados�muestran�que�ha�
sido� posible� obtener� anticuerpos� de� clase� selectivos� para� quinolonas,� ya� que� pueden� ser�
detectados�hasta�diez�congéneres�de�dicha�familia�con�una�detectabilidad�adecuada�para�los�
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requerimientos� de� la� CE.� A� su� vez,� se� han� desarrollado� los� protocolos� necesarios� para� la�
aplicación� de� estos� procedimientos� inmunoquímicos� al� análisis� de� muestras� de� leche,�
estableciéndose� un� formato� semicuantitativo� capaz� de� identificar� claramente� las� muestras�
libres� de� quinolona� de� las� contaminadas.� Asimismo,� los� inmunoreactivos� y� procedimientos�
inmunoquímicos� establecidos� se� han� implementado� en� un� dispositivo� inmunosensor�
amperométrico,�basado�en�la�utilización�de�partículas�magnéticas.�En�este�caso,�a�pesar�de�la�
complejidad�de� la� leche,�el�uso�de�partículas�magnéticas�ha�permitido� la�eliminación�de� las�
posibles� interferencias� causadas� por� los� componentes� de� la� matriz,� pudiéndose� realizar�
mediciones� cuantitativas� directamente� en� muestras� de� leche,� sin� ningún� tratamiento� de�
muestra� adicional� o� etapa� de� extracción.� Dicho� inmunosensor� es� capaz� de� detectar� hasta�
siete�quinolonas�diferentes�por�debajo�de�los� límites�máximos�de�residuos�(LMRs)�definidos�
por�el�CE�para�la�leche,�ofreciendo�una�estrategia�prometedora�para�el�análisis�in�situ,�rápido,�
simple�y�de�bajo�costo,�de�antibióticos�de�tipo�quinolona�en�muestras�complejas.�

Como� resultado� de� la� investigación� realizada,� se� han� publicado� 2� artículos� en� revistas� de�
reconocido�prestigio�como�son�Analytical�Chemistry�y�Sensors�y�un�tercero�ha�sido�remitido�
para�su�evaluación�a�la�revista�Food�Control.�

Además� el� esfuerzo� realizado� para� generar� de� forma� racional,� y� mediante� un� apropiado�
diseño�de�haptenos,�anticuerpos�de�familia�frente�a�los�antibióticos�de�tipo�quinolona,�se�ha�
concretado� en� una� patente� internacional� (WO/2012/069683A1),� que� actualmente� se�
encuentra� implementada� en� Europa� (EP2644596A4),� Estados� Unidos� (US20130273581)� y�
China�(CN�103328448A).�Dicha�patente�a�su�vez�ha�sido�licenciada�y�se�encuentra�en�fase�de�
explotación� por� parte� de� una� compañía� de� biotecnología� con� sede� en� Bélgica� activa� en� el�
campo�del�diagnóstico�agroalimentario.�

En�base�a�la�relevancia�de�los�resultados�obtenidos�en�el�contexto�de�esta�tesis�doctoral,�y�en�
paralelo� a� esta,� se� han� establecido� importantes� alianzas� con� otros� grupos� de� investigación�
Europeos� y� Españoles.� Como� consecuencia,� se� ha� colaborado� en� el� desarrollo� de� varios�
dispositivos� immunosensores,� basados� en� diferentes� arquitecturas� o� elementos� de�
transducción,�lo�que�ha�generado�un�número�importante�de�publicaciones�en�revistas�de�alto�
impacto�y�de�prestigio� internacional.�A� continuación� se�muestra�el� listado�de�publicaciones�
que�han�sido�consecuencia�de�los�resultados�obtenidos�en�esta�tesis�doctoral.�

1. Tufa,� R.A.,� D.G.� Pinacho,� N.� Pascual,� M.� Granados,� R.� Companyó� and� M.P.� Marco,�
Development� and� Validation� of� an� Enzyme� Linked� Immunosorbent� Assay� for�
Fluoroquinolones�in�Animal�Feeds.�Food�Control,�2015,�In�press.�

2. Fernández,�F.,�D.G.�Pinacho,�M.�Gratacós�Cubarsí,�J.�A.�García�Regueiro,�M.�Castellari,�F.�
Sánchez�Baeza� and� M.P.� Marco.� Immunochemical� determination� of� fluoroquinolone�
antibiotics�in�cattle�hair:�A�strategy�to�ensure�food�safety.�Food�chemistry,�2014.�157�(0),�
221�228.�

3. Fernández,�F.,�D.G.�Pinacho,�F.�Sánchez�Baeza�and�M.P.�Marco.�Portable�Surface�Plasmon�
Resonance� Immunosensor� for� the� Detection� of� Fluoroquinolone� Antibiotic� Residues� in�
Milk.�Journal�of�Agricultural�and�Food�Chemistry,�2011.�59�(9),�5036�5043.�

4. Giroud,�F.,�K.�Gorgy,�C.�Gondran,�S.�Cosnier,�D.G.�Pinacho,�M.P.�Marco�and�F.J.�Sánchez�
Baeza.� Impedimetric� immunosensor� based� on� a� poly(pyrrole�antibiotic� model)� film� for�
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the� label�free�picomolar�detection�of�ciprofloxacin.�Analytical�Chemistry,�2009.�81� (20),�
8405�8409.�

5. Adrian,�J.,�S.�Pasche,�D.G.�Pinacho,�H.�Font,�J.M.�Diserens,�F.�Sánchez�Baeza,�B.�Granier,�
G.�Voirin�and�M.P.�Marco.�Wavelength�interrogated�optical�biosensor� for�multi�analyte�
screening� of� sulfonamide,� fluoroquinolone,� beta�lactam� and� tetracycline� antibiotics� in�
milk.�Trac�Trends�in�Analytical�Chemistry,�2009.�28�(6),�769�777.�

6. Tsekenis,�G.,�G.Z.�Garifallou,�F.�Davis,�P.A.�Millner,�D.G.�Pinacho,�F.�Sánchez�Baeza,�M.P.�
Marco,� T.D.� Gibson� and� S.P.J.� Higson.� Detection� of� Fluoroquinolone� Antibiotics� in� Milk�
via� a� Labeless� Immunoassay� Based� upon� an� Alternating� Current� Impedance� Protocol.�
Analytical�Chemistry,�2008.�80�(23),�9233�9239.�

7. Adrian,�J.,�D.G.�Pinacho,�B.�Granier,�J.M.�Diserens,�F.�Sánchez�Baeza�and�M.P.�Marco.�A�
multianalyte�ELISA�for� immunochemical�screening�of�sulfonamide,� fluoroquinolone�and�
beta�lactam�antibiotics�in�milk�samples�using�class�selective�bioreceptors.�Analytical�and�
Bioanalytical�Chemistry,�2008.�391�(5),�1703�1712.�

8. Ionescu,�R.E.,�N.�Jaffrezic�Renault,�L.�Bouffier,�C.�Gondran,�S.�Cosnier,�D.G.�Pinacho,�M.P.�
Marco,�F.J.�Sánchez�Baeza,�T.�Healy�and�C.�Martelet.�Impedimetric�immunosensor�for�the�
specific�label�free�detection�of�ciprofloxacin�antibiotic.�Biosensors�&�Bioelectronics,�2007.�
23�(4),�549�555.�

9. Garifallou,�G.Z.,�G.�Tsekenis,�F.�Davis,�S.P.J.�Higson,�P.A.�Millner,�D.G.�Pinacho,�F.�Sánchez�
Baeza,�M.P.�Marco�and�T.D.�Gibson.�Labeless� immunosensor�assay� for� fluoroquinolone�
antibiotics�based�upon�an�AC�impedance�protocol.�Analytical�Letters,�2007.�40�(7),�1412�
1422.�
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Esta� sección� pretende� dar� una� visión� general� de� cómo� se� presentan� el� trabajo� de�
investigación� realizado� y� los� resultados� obtenidos� en� esta� tesis.� La� memoria� de� la� tesis� se�
presenta� como� un� compendio� de� publicaciones� y� se� divide� estructuralmente� en� cinco�
capítulos,� además� de� las� conclusiones� finales� y� dos� anexos.� Básicamente,� el� Capítulo� 1�
presenta� una� amplia� revisión� del� estado� del� arte� en� temas� relacionados� con� la� seguridad�
alimentaria,�enfocado�en�los�residuos�de�fármacos�veterinarios,�la�problemática�que�presenta�
este�tipo�de�residuos,�la�legislación�y�los�métodos�analíticos�para�su�control.�En�el�Capítulo�2�
se�presentan� los�objetivos�de� la� tesis�y�el� contexto�en�el�que� fue� realizada,� incluyendo�una�
breve�descripción�de� los�proyectos� involucrados.�El� Capítulo�3�describe�el� trabajo� realizado�
durante�la�producción�y�caracterización�de�anticuerpos�policlonales�contra�los�antibióticos�de�
tipo�quinolona,�a�través�de�un�diseño�racional�de�haptenos.�La�parte�experimental�de�dicho�
trabajo� se� completa� en� el� Anexo� I.� El� Capítulo� 4� detalla� el� trabajo� realizado� durante� el�
establecimiento�de�un�método� inmunoquímico�de� tipo�ELISA�para� la�detección�selectiva�de�
quinolonas�en�leche,�incluyendo�la�evaluación�del�efecto�matriz�y�la�caracterización�analítica�
del� procedimiento� mediante� la� evaluación� de� la� reproducibilidad,� exactitud,� precisión� y�
especificidad�del�método,�así�como�la�demostración�de�su�utilidad�mediante� la�medición�de�
muestras� fortificadas� con� quinolonas.� En� el� Capítulo� 5� se� describe� el� trabajo� realizado�
durante�el�desarrollo�de�un�inmunosensor�electroquímico�para�la�detección�de�quinolonas�en�
leche,� abarcando� desde� la� inmovilización� de� inmunoreactivos� sobre� partículas� magnéticas�
hasta� la� implementación� del� inmunosensor� con� transducción� amperométrica� en� leche.�
Finalmente� en� el� Capítulo� 6� se� recogen� las� principales� conclusiones� extraídas� del� trabajo�
realizado�durante�la�tesis.�En�el�Anexo�II�se�recoge�una�publicación�en�la�revista�ITBM�RBM,�
resultado� de� una� estancia� predoctoral� en� el� grupo� Laboratorio� de� Electroquímica� Orgánica�
Fotoquímica�y�Redox�de�la�Universidad�Joseph�Fourier�de�Grenoble,�liderado�por�el�Dr.�Serge�
Cosnier.�

Los�resultados�fruto�de�esta�investigación�han�sido�publicados�en�varias�revistas�científicas�de�
relevancia� internacional.� A� modo� de� resumen,� la� Figura� 1� muestra� esquemáticamente� la�
estructura�de�la�tesis�y�las�publicaciones�asociadas�a�cada�capítulo.�
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Figura�1.�Diagrama�de�flujo�que�muestra�la�conexión�entre�los�diferentes�capítulos�y�las�publicaciones�
correspondientes.�
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1.1.�Consideraciones�generales�

Durante�el�pasado�siglo�el�aumento�de�la�cantidad�de�sustancias�químicas�liberadas�al�medio�
ambiente�ha�sido�notable,�debido�en�su�mayor�parte�a� la� revolución� industrial� (residuos�de�
detergentes,� metales…),� agrícola� (residuos� de� pesticidas,� fertilizantes…)� y� farmacéutica�
(residuos� de� antibióticos,� cosméticos…).� Es� obvio� que� la� gran� mayoría� de� los� productos�
químicos�han�sido�y�son�muy�útiles�para�el�desarrollo�de� la�humanidad,�pero� la�eliminación�
inadecuada�o�la�acumulación�incontrolada�de�este�tipo�de�sustancias�pueden�generar�graves�
problemas.� Dentro� de� esta� problemática� se� incluye� la� contaminación� de� recursos� naturales�
tales� como� aguas,� suelos,� atmosfera� y� también� de� alimentos,� lo� que� origina� repercusiones�
negativas�sobre�la�salud�humana�y�animal�y�a�su�vez�sobre�la�sostenibilidad�ambiental.�

En� este� sentido,� a� partir� de� los� años� 50� la� industria� ganadera� ha� experimentado� un�
incremento� espectacular� de� su� productividad� a� través� de� la� incorporación� progresiva� de�
innovaciones�tecnológicas,�entre�las�que�se�encuentra�el�uso�de�fármacos�para�prevención�y�
tratamiento�de�enfermedades�en�animales�estabulados,� siendo� los�antimicrobianos� los�más�
empleados.� Los� tratamientos� zootécnicos,� profilácticos� y� terapéuticos� de� animales� son� la�
causa� más� frecuente� del� ingreso� de� contaminantes� químicos� en� la� cadena� alimentaria,�
generando�un�problema�de�salud�pública�importante,�ya�que�los�consumidores�de�alimentos�
de�origen�animal�están�potencialmente�expuestos�a�residuos�de�sustancias�con�cierto�grado�
de� toxicidad.� Todo� esto� ha� llevado� a� que� la� legislación� alimentaría� a� nivel� mundial� se� haya�
reorientado� hacia� una� política� dirigida� a� la� vigilancia� de� residuos� como� mecanismo� de�
prevención,�con�el�objetivo�de�mejorar�los�sistemas�de�detección�empleados�para�garantizar�
el�control�de�dichos�contaminantes,�elevando�de�esta�manera�la�protección�del�consumidor.�

Por�esta�razón,�la�Unión�Europea�ha�publicado�varios�reglamentos�y�directivas�centrándose�en�
el�uso�y� control�de�antibióticos,�especialmente�en� las�especies�de�animales� productoras�de�
alimentos,� con� la� finalidad� de� que� la� exposición� a� este� tipo� de� compuestos� sea�
toxicológicamente�aceptable�para�el�hombre�y�los�animales.�Sin�embargo,�el�cumplimiento�de�
la� normativa� requiere� de� las� herramientas� analíticas� adecuadas,� capaces� de� identificar� y�
cuantificar�de�forma�fiable�la�presencia�de�dichas�sustancias�en�diferentes�matrices.�A�su�vez�
en� muchos� casos,� es� indispensable� realizar� un� gran� número� de� análisis� de� forma� rutinaria,�
surgiendo� la� necesidad� de� disponer� de� metodologías� sencillas� y� eficientes,� fáciles� de�
automatizar�y�de�bajo�coste�al�alcance�de�diferentes�usuarios.�

1.2.�Antibióticos�

La�palabra�antibiótico�proviene�del�griego������(anti)�“en�contra”�y��	
�	��
�(biotikos)�“dado�a�
la�vida”.�El�primero�en�emplear�el� término�“antibiotique”� fue�el�doctor�Hallopeau�en�1871,�
para�describir�una�sustancia�que�se�opone�a�la�vida.�Posteriormente�a�Selman�Waksman�se�le�
atribuye� haber� acuñado� la� palabra� en� inglés� "antibiótic"� para� describir� este� tipo� de�
compuestos.� Inicialmente� este� término� se� utilizaba� para� referirse� a� sustancias� químicas�
producidas�por�microorganismos� (bacterias,�hongos�y�aminocetos)�y�que�resultaban�tóxicos�
para�otros�microorganismos.�En�la�actualidad�se�emplea�para�definir� las�sustancias�químicas�
producidas� por� un� ser� vivo� o� fabricadas� por� síntesis,� capaces� de� paralizar� el� desarrollo� de�
ciertos�microorganismos�patógenos,�por�acción�bacteriostática,�o�de� causar� su�muerte,� por�
acción�bactericida�[5].�
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Este� tipo� de� sustancias� han� desempeñado� un� papel� crucial� en� el� desarrollo� de� la� sociedad�
desde�su�descubrimiento,�siendo�este�uno�de� los� logros�médicos�más�significativos�del�siglo�
XX.�Se�han�aplicado�y�se�aplican�al�tratamiento�de�enfermedades�infecciosas�provocadas�por�
microorganismos� patógenos� tanto� en� medicina� humana� como� en� veterinaria,� acuicultura� e�
incluso� en� plantas� [6,� 7].� Aunque� ya� se� conocía� desde� la� antigüedad� la� utilización� de�
compuestos�orgánicos�en�el�tratamiento�de�infecciones,�se�puede�decir�que�la�historia�de�los�
antibióticos�comienza�con�el�descubrimiento�de�la�penicilina�por�Alexander�Fleming�en�1928.�
Casi� 10� años� después,� comienza� la� terapia� con� este� tipo� de� compuestos� mediante� el� uso�
clínico�de�las�sulfonamidas�(SAs)�contra�ciertas�bacterias�en�1936�[8]�y�el�punto�de�inflexión�
tuvo�lugar�con�la�producción�a�gran�escala�de�la�penicilina�durante�la�segunda�guerra�mundial.�
Posteriormente� se� han� descubierto� y� desarrollado� un� gran� número� de� sustancias� con�
propiedades�antimicrobianas.�

No�existen�datos�realmente�precisos�del�volumen�de�antibióticos�producido�a�nivel�mundial,�
aunque�se�estima�toscamente�que�se�manufacturan�al�año�entre�100,000�y�200,000�toneladas�
[9�11],�de� las�cuales�prácticamente�la�mitad�se�destina�a� los�sectores�agrícolas,�hortícolas,�y�
veterinarios,� siendo� este� porcentaje� superior� al� 70� %� en� los� Estados� Unidos� [12].� La� Unión�
Europea�y� los�Estados�Unidos�concentran�casi� la�mitad�de� la�demanda�mundial,�aunque�un�
reciente�estudio�sobre�los�datos�de�ventas�en�farmacias�y�hospitales�en�71�países�entre�2000�
y�2010�[13],�revela�un�aumento�del�36�%�del�consumo�humano�de�antibióticos�(de�54�millones�
a�casi�74�millones�de�dosis),�siendo�Brasil,�Rusia,�India,�China�y�Sudáfrica�los�responsables�del�
76�%�de�dicho�incremento.�

Se�puede�establecer� la� clasificación�de� este� tipo�de� sustancias�en�base�a�distintos� criterios,�
como�su�espectro�de�acción�(gramnegativos,�grampositivos,�de�amplio�espectro�o�de�espectro�
selectivo),� su� origen� (biológico,� sintético� o� semisintético),� su� mecanismo� de� acción�
antibacteriana� (inhibidores� de� síntesis� de� pared� celular,� modificadores� de� la� función� de� la�
membrana�celular,� inhibidores�de�síntesis�proteica�e� inhibidores�de� la� síntesis�o� función�de�
ácidos�nucleicos)�o�su�estructura�química.�Actualmente�este�último�es�el�más�utilizado�por�la�
comunidad� científica,� agrupando� los� compuestos� por� similitud� química,� que� a� su� vez� les�
confiere�cierta�semejanza�en�sus�propiedades�físico�químicas�y�farmacológicas.�La�Figura�1.1�
muestra� una� clasificación� de� los� antibióticos� más� utilizados� en� el� ámbito� veterinario,�
agrupándolos�según�su�estructura�química.��
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Figura� 1.1.� Estructura� química� de� las� diferentes� familias� de� antibióticos� más� utilizadas� en� el� ámbito�
veterinario.�

1.2.1�QUINOLONAS.�

Las�quinolonas� (QNs)�son�una� familia�de�antibióticos�sintéticos�ampliamente�utilizada� tanto�
en� la� práctica� clínica� como� en� veterinaria,� y� que� ha� presentado� un� gran� desarrollo� en� las�
últimas�tres�décadas.�Su�descubrimiento�fue�casual�ya�que�el�ácido�nalidíxico,�que�resultó�ser�
el� precursor� de� este� tipo� de� compuestos,� fue� aislado� como� subproducto� por� Lesher� et� al.�
durante�la�síntesis�de�la�cloroquina,�un�agente�antimalárico�[14].�A�pesar�de�su�actividad�oral,�
acción� bactericida� y� facilidad� de� síntesis,� su� espectro� antimicrobiano� limitado� y� sus� pobres�
características� farmacocinéticas� limitaron� su� uso� al� tratamiento� de� infecciones� del� tracto�
urinario.�Con�el�objetivo�de�mejorar�y�ampliar� la�actividad�antibacteriana�y� las�propiedades�
farmacológicas,� se� han� realizado� numerosas� modificaciones� en� la� estructura� de� las� QNs,�
dando�lugar�a�un�numeroso�grupo�de�compuestos.�

Presentan�una�estructura�química�en�común�formada�por�un�núcleo�de�1,4�dihidroquinolina�
con� un� ��cetoácido� en� la� posición� 3,4� (véase� Figura� 1.2).� Cuando� la� posición� 6� aparece�
fluorada� se� denominan� fluoroquinolonas,� y� en� la� posición� 7� generalmente� presentan�
heterociclos� nitrogenados� derivados� de� la� piperazina.� La� relación� entre� la� estructura� y� la�
actividad�antibacteriana�de�las�QNs�se�muestra�en�la�Figura�1.2�[15].�
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Figura�1.2.�Estructura�general�de� las�QNs�y�relación�con�la�actividad�bacteriana.�Los�radicales�R1,�R2,�
R5,�R7�y�R8�indican�la�posición�de�posibles�modificaciones�estructurales.�X�generalmente�corresponde�a�
un�átomo�de�C�o�N.�

Las� QNs� se� suelen� clasificar� en� generaciones,� de� acuerdo� con� su� época� de� aparición� y�
principalmente� su� espectro� de� actividad� [16�18].� De� esta� manera� a� la� primera� generación�
pertenecen� las� primeras� QNs� sintetizadas� como� el� ácido� nalidíxico,� el� ácido� pipemídico,� el�
cinoxacino,�el�ácido�oxolínico�(OXO)�y�la�flumequina�(FLUME).�Ofrecen�un�estrecho�margen�de�
actividad� microbiana� (principalmente� bacterias� Gram�negativas)� y� presentan� una� rápida�
eliminación�renal�y�bajas�concentraciones�séricas,�por�lo�que�se�utilizan�principalmente�para�
el�tratamiento�de�infecciones�urinarias�[17].�La�segunda�generación�viene�determinada�por�la�
introducción�del�átomo�de�flúor�en�la�posición�6�(fluoroquinolonas),�y�el�grupo�piperazino�en�
la�posición�7,�lo�que�aumentó�de�manera�drástica�la�actividad�antimicrobiana�y�el�espectro�de�
acción,� mejorando� a� la� par� sus� propiedades� farmacocinéticas.� Dentro� de� esta� generación�
destacan� el� norfloxacino� (NRFX),� enrofloxacino� (ERFX),� pefloxacino,� ciprofloxacino� (CPFX),�
sarafloxacino�(SRFX),�ofloxacino�(OFX),�levofloxacino�y�lomefloxacino.�

La�tercera�generación�surge�ante�la�necesidad�clínica�de�ampliar�el�espectro�antibacteriano�a�
bacterias� Gram–positivas.� Se� incorporan� nuevos� átomos� de� fluor� en� la� estructura� y� se�
modifican�los�sustituyentes�de�la�posición�7,�mejorando�de�esta�manera�el�espectro�de�acción�
frente� a� gran�positivos,� anaeróbios� y� micobacterias.� Pertenecen� a� esta� generación� el�
marbofloxacino� (MBFX),� esparfloxacino,� grepafloxacino,� gatifloxacino� y� temafloxacino.� En�
cuanto� a� la� cuarta� generación,� presentan� pequeñas� modificaciones� respecto� a� la� anterior�
aunque� el� espectro� antibacteriano,� la� potencia� y� la� biodisponibilidad� mejoran�
sustancialmente.� A� esta� generación� pertenecen� el� trovafloxacino,� gemifloxacino,�
clinafloxacino� y� el� sitafloxacino.� Cabe� destacar� que� tanto� el� trovafloxacino� como� el�
temafloxacino�han�sido�retirados�del�mercado�por�sus�efectos�hepáticos�adversos�[19].��

Las�QNs�ejercen�un�efecto�bactericida� inhibiendo�la�síntesis�de�ADN�bacteriano�mediante� la�
formación�de�un�complejo�ternario�entre�la�topoisomerasa,�el�ADN�y�la�propia�QN.�La�ADN�
Girasa� es� la� diana� asociada� a� bacterias� gram�negativas,� mientras� que� para� bacterias� gram�
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positivas�este�tipo�de�compuestos�actúan�sobre�la�topoisomerasa�IV�[20�22].�Ambas�enzimas�
son� vitales� para� la� bacteria� ya� que� dictan� la� topología� apropiada� del� ADN� bacteriano.� La�
formación� de� dichos� complejos� ternarios� interfiere� con� la� transcripción� del� ADN,� su�
replicación�y�su�reparación,�promoviendo�su�escisión�y�desembocando�en�una�rápida�muerte�
celular� de� la� bacteria.� En� este� sentido,� el� efecto� ejercido� sobre� el� mismo� tipo� de� enzimas�
presentes�en�células�procariotas�(humanas)�es�muy�inferior�[22],�debido�en�parte�a�que�están�
formadas�por�solo�dos�subunidades�en�lugar�de�las�cuatro�que�poseen�las�bacterianas�[23].�

Debido� a� su� elevada� actividad� antimicrobiana,� amplio� espectro� de� acción� y� perfil�
farmacocinético,� las�QNs�poseen�numerosas� indicaciones� terapéuticas,� siendo�ampliamente�
utilizadas�en�el�ámbito�hospitalario,�la�clínica�ambulatoria�y�la�medicina�veterinaria�[24].�Este�
grupo� de� fármacos� está� indicado� para� el� tratamiento� de� pacientes� con� infecciones� en� el�
tracto� urinario,� enfermedades� de� transmisión� sexual,� infecciones� gastrointestinales,�
infecciones� respiratorias� tanto� del� tracto� superior� como� del� inferior� y� en� menor� medida�
infecciones� de� la� piel� y� tejidos� blandos,� osteoarticulares� e� intraabdominales� y� pélvicas� [24,�
25].�En�cuanto�al�su�uso�veterinario,�las�QNs�están�aceptadas�para�el�tratamiento�de�cistitis�e�
infecciones�urinarias,�respiratorias�(ej.:�neumonía�en�terneros),�de�piel�y�tejidos�blandos.�

Este� tipo� de� compuestos� presentan� una� absorción� prácticamente� total� a� nivel� del� tracto�
gastrointestinal�tras�su�administración�oral,�generando�una�biodisponibilidad�entre�moderada�
y�excelente�(entre�el�12�%�y�el�93�%�dependiendo�del�compuesto),�uniéndose�a�proteínas�en�
un� porcentaje� inferior� al� 50� %.� Su� velocidad� de� absorción� es� rápida� alcanzando� la�
concentración�máxima�en�plasma�entre�0.5�y�2�horas�después�de�su�administración,�viéndose�
dicha� absorción� afectada� por� la� administración� conjunta� de� compuestos� que� contengan�
metales�catiónicos�(Mg+2,�Zn+2,�Ca+2…).�También�exhiben�una�rápida�y�amplia�distribución�en�
tejidos� y� fluidos� corporales,� y� una� elevada� capacidad� de� penetración� intracelular� [26,� 27],�
presentando�un�volumen�de�distribución�de�entre�1�y�3�L/Kg.�Se�eliminan�principalmente�por�
vía� renal,� tanto� por� filtrado� glomerular� como� por� secreción� tubular,� con� una� tasa� de�
metabolización� baja� que� tiene� lugar� fundamentalmente� sobre� el� anillo� piperazínico� de� la�
posición� 7,� generando� varios� tipos� de� metabolitos� por� hidrólisis,� oxidación,� dealquilación� o�
sulfonación�del�mismo�[28,�29].��

Las� QNs� son� fármacos� generalmente� seguros� y� bien� tolerados,� considerándose� sus� efectos�
secundarios� leves� o� moderados,� comparables� a� los� provocados� por� otros� antibióticos,�
afectando� al� sistema� gastrointestinal,� al� sistema� nervioso� central� e� incluyendo� erupciones�
cutáneas,� fotosensibilidad,� artropatía� e� inflamación� articular� [30].� Sin� embargo� se� han�
observado� casos� comparativamente� raros� pero� severos,� de� toxicidades� con� algunos� de� los�
congéneres� en� particular.� Por� ejemplo,� el� esparfloxacino,� levofloxacino,� moxifloxacino,�
flerofloxacino,� trovafloxacino�y�grepafloxacino�pueden�causar�una�prolongación�significativa�
del� intervalo� QT� cardiaco,� lo� que� puede� provocar� la� aparición� de� arritmias� peligrosas� y� ha�
provocado� la� salida� del� mercado� del� grepafloxacino� [31].� A� su� vez,� el� trovafloxacino� puede�
causar� toxicidad� hepática� lo� suficientemente� grave� como� para� requerir� de� un� trasplante� o�
incluso�causar�la�muerte�[32]�siendo�retirado�del�mercado�europeo.�También�se�ha�asociado�a�
los�miembros�con�la�posición�8�halogenada�con�una�mayor�incidencia�de�fototoxicidad�[33].�
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1.3.�Uso�veterinario�de�los�antibióticos�

Los� antibióticos� comenzaron� a� utilizarse� en� veterinaria� poco� después� de� su� aplicación� en�
humanos,� con� un� impacto� en� el� sector� veterinario� similar� al� ejercido� en� medicina� humana,�
generando�un�efecto�muy�positivo�no�sólo�en�la�salud�animal�sino�también�en�los�niveles�de�
bienestar.� En� la� actualidad� hay� disponibles� una� gran� cantidad� de� sustancias� para� el�
tratamiento� y� profilaxis� de� animales� tanto� domésticos� como� de� abasto.� En� los� actuales�
sistemas�de�explotación�intensiva�animal,�en�los�cuales�se�ve�favorecida�la�aparición�y�rápida�
diseminación�de�infecciones�y�procesos�parasitarios,� los�antibióticos� juegan�un�papel�crucial�
en�el�control�de�enfermedades,�mediante�su�utilización�en�el�tratamiento�de�infecciones�y�su�
uso� profiláctico� para� la� prevención� de� las� mismas,� siendo� necesario� en� todos� los� casos� un�
adecuado� control� veterinario.� La� terapia� implica� el� tratamiento� de� los� animales� enfermos,�
aplicándose� el� control� sobre� el� grupo� de� animales� en� el� cual� la� mortalidad� es� superior� a� la�
normal,� mientras� que� la� profilaxis� se� aplica� al� grupo� de� animales� en� situación� de� riesgo� de�
contraer�la�infección�pero�que�no�presentan�ningún�síntoma.�

Además�los�antibióticos�también�se�pueden�utilizar�como�promotores�de�crecimiento,�ya�que�
se�ha�observado�que�este�tipo�de�compuestos�mejora�la�tasa�de�crecimiento�animal�[34,�35].�
Se�cree�que�la�causa�del�aumento�de�crecimiento�con�el�uso�de�antibióticos�consiste�en�una�
compleja� interacción� entre� factores� nutritivos,� fisiológicos,� microbianos� y� patológicos.�
Básicamente� este�efecto�puede�ser�ejercido�a� través�de� la�eliminación�de�microorganismos�
causantes� de� infecciones� subclínicas,� la� reducción� de� sustancias� tóxicas� que� retardan� el�
crecimiento�(ej.:�amoniaco)�y�una�menor�destrucción�y�competencia�por�nutrientes�por�parte�
de� la�flora� intestinal� [36].�Como�promotores�de�crecimiento,� los�antibióticos�se�emplean�en�
dosis�subclínicas�durante� largos�periodos�de�tiempo,�estimándose�una�ganancia�de�peso�de�
hasta�un�10�%�[37,�38].�

La�forma�de�administración�de�los�antibióticos�varía�dependiendo�de�la�especie�animal�y�del�
uso� empleado.� Así,� para� animales� de� gran� tamaño,� el� antibiótico� se� suele� administrar� en�
forma�de�píldoras�o�soluciones�inyectables,�mientras�que�en�animales�pequeños,�como�aves�
de� corral� o� conejos,� suele� administrarse� disuelto� en� agua� o� en� forma� de� pienso�
medicamentoso,� siendo� esta� última� la� forma� más� común� de� administración� cuando� su�
utilización� es� como� promotor� de� crecimiento,� considerándose� en� este� caso� como� aditivos�
alimentarios.�

Es�difícil�hacer�una�estimación�del�volumen�de�antibióticos�utilizado�con�fines�veterinarios�a�
nivel� mundial,� aunque� en� los� últimos� años� debido� a� la� presión� social,� se� ha� puesto� una�
especial� atención� a� este� tema,� estableciéndose� organizaciones� de� control� y� vigilancia.� El�
último� informe� de� la� FDA� estima� que� en� 2012� los� EEUU� emplearon� alrededor� de� 14500�
toneladas� de� antibióticos� para� uso� veterinario,� experimentando� un� aumento� del� 16� %�
respecto� a� datos� del� 2009� [12].� En� Europa� sin� embargo� este� consumo� disminuyo� un� 15� %,�
estimándose�el�consumo�en�unas�8000�toneladas,�de�las�cuales�alrededor�de�1700�toneladas�
se� emplearon� España,� siendo� el� segundo� país� consumidor� después� de� Alemania� [39].� En� la�
Tabla� 1.1� se� muestran� los� datos� de� ventas� en� Europa,� en� toneladas� de� principio� activo� en�
2012,� de� los� antibióticos� de� uso� veterinario� utilizados� principalmente� para� animales�
productores�de�alimentos,�por�país�y�por�familia�de�antibiótico.�
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Tabla� 1.1.� Ventas,� en� toneladas� de� principio� activo� en� 26� estados� de� la� Unión� Europea,� de� los�
antibióticos�de�uso�veterinario�utilizados�en�animales�productores�de�alimentos,�incluidos�equinos,�por�
familia�de�antibiótico�(de�acuerdo�con�el�sistema�jerarquizado�de�ATVvet)�por�países�para�el�año�2012�
[39].�

País� Tet� Fen� Pen� Cef� Sulf� Tri� Mac� Linc Quin Ami� Pol� Otra� Total��

Alemania� 599� 5.4� 565� 4.2� 162� 26.2� 133� 16.4� 10� 31.4� 124� 31.9� 1707.5�

Austria� 29.9� 0.3� 7.9� 0.4� 5.7� 0.8� 4.4� 0.3� 0.5� 1.3� 0.7� 0.8� 53.0�

Bélgica� 60.0� 1.4� 76.5� 0.9� 71.7� 14.4� 12.3� 5.2� 4.1� 1.6� 9.6� 9.1� 267.2�

Bulgaria� 17.3� 0.5� 4.3� 0.03� 1.0� 0.1� 6.5� 1.2� 2.5� 1.6� 1.5� 2.0� 38.4�

Chipre� 14.2� 0.1� 7.4� 0.10� 8.7� 1.7� 2.4� 5.6� 0.4� 0.6� 0.9� 2.9� 45.0�

Dinamarca� 32.5� 0.8� 27.4� 0.2� 11.1� 2.2� 12.4� 2.5� 2.1� 3.6� 0.6� 11.7� 107.0�

Eslovaquia� 2.6� 0.1� 3.4� 0.2� 0.3� 0.1� 0.2� 0.1� 0.8� 1.1� 0.5� 1.0� 10.2�

Eslovenia� 0.8� 0.2� 2.7� 0.06� 0.3� 0.1� 0.2� 0.2� 0.7� 0.5� 0.02� 0.9� 6.8�

España� 657� 11.6� 262� 1.4� 56.2� 9.6� 148� 116� 53.4� 97.6� 177� 103� 1692.8�

Estonia� 1.8� 0.02� 2.6� 0.2� 0.1� 0.02� 0.5� 0.1� 0.1� 0.6� 0.6� 0.8� 7.3�

Finlandia� 1.8� 0.1� 6.4� 0.05� 2.5� 0.5� 0.6� 0.1� 0.1� 0.03� ���� 0.1� 12.2�

Francia� 323� 4.7� 80.9� 3.9� 141� 21.2� 57.9� 4.4� 9.9� 54.8� 50.1� 9.3� 761.4�

Holanda� 96.6� 3.0� 54.7� 0.3� 41.0� 7.8� 25.5� 0.9� 3.1� 6.0� 3.2� 3.7� 245.7�

Hungría� 99.5� 2.0� 32.6� 0.4� 4.9� 1.1� 4.3� 4.5� 8.2� 1.9� 5.7� 13.4� 178.5�

Irlanda� 37.2� 2.0� 21.7� 0.8� 19.7� 1.5� 6.7� 0.4� 1.0� 8.4� 0.2� 0.51� 100.0�

Islandia� 0.04� ���� 0.3� c� 0.04� 0.01� ���� ���� 0.02� 0.2� ���� 0.01� 0.7�

Italia� 478� 16.9� 358� 2.9� 174� 22.8� 139� 59.6� 41.6� 22.0� 135� 83.8� 1534.3�

Letonia� 2.5� 0.01� 1.6� 0.13� 0.2� 0.05� 0.3� 0.02� 0.03� 0.7� 0.4� 0.5� 6.7�

Lituania� 2.4� 0.2� 4.9� 0.32� 0.9� 0.2� 1.5� 0.1� 0.3� 1.5� 0.4� 0.6� 13.4�

Luxemburgo� 0.8� 0.05� 0.4� 0.05� 0.4� 0.1� 0.1� 0.04� 0.03� 0.04� 0.1� 0.12� 2.2�

Noruega� 0.2� 0.2� 2.8� ���� 1.5� 0.3� ���� ���� 1.42� 0.6� ���� 0.1� 7.1�

Polonia� 211� 7.1� 129� 1.4� 44.6� 3.2� 22.8� 5.3� 32.7� 35.6� 15.6� 7.6� 516.4�

Portugal� 55.5� 1.0� 26.7� 0.3� 2.9� 0.7� 14.2� 6.7� 9.4� 3.4� 18.5� 17.1� 156.5�

Reino�Unidob� 198� ���� 81.8� 2.0� 65.0� 12.8� 40.9� 5.0� 2.3� 13.6� ���� 26.4� 447.4�

Rep.�Checa� 20.0� 0.4� 12.3� 0.4� 8.6� 0.8� 3.8� 0.3� 1.2� 1.7� 0.6� 0.6� 53.7�

Suecia� 0.8� c� 6.5� 0.01� 1.6� 0.3� 0.5� ���� 0.1� 0.3� 0.1� 0.3� 10.6�

Total� 2943� 58� 1780� 20� 826� 129� 638� 235� 186� 291� 545� 331� 7982�

Tet:�Tetraciclinas,�Fen:�Fenicoles,�Pen:�Penicilinas,�Cef:�Cefalosporinas,�Sulf:�Sulfonamidas,�Tri:�Trimetoprim,�Mac:�
Macrolidos,�Quin:�Quinolonas,�Ami:�Aminoglucosidos,�Pol:�Polimixinas,�Otr:�Otros.� a�Se� incluyen�Pleuromutilinas,�
Bacitracina,� paromicina� y� espectinomicina.� bSe� han� incluído� Polimixinas� y� fenicoles� en� “otros”� por� razones� de�
confidencialidad.�c�Valores�<�0.001.�
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En� cuanto� a� las� QNs,� son� compuestos� muy� utilizados� en� veterinaria,� generalmente� en� el�
tratamiento�o�prevención�de�infecciones�respiratorias,�urinarias,�gastrointestinales,�oculares�
o�heridas�en�general.�Se�administran�a�ganado�bovino,�porcino,�ovino�así�como�son�utilizadas�
en�avicultura,�acuicultura�y�para�el�tratamiento�de�animales�de�compañía.�El�uso�veterinario�
de�estos�antibióticos�varía�en�función�de�la�especie�animal,�la�distribución�geográfica�y�de�la�
QN� empleada.� De� esta� manera,� en� Norteamérica� son� pocas� la� QNs� aprobadas� para� el� uso�
veterinario�(ERFX�y�SRFX)�y�en�Australia�no�está�autorizado�su�uso�en�animales�destinados�al�
consumo� humano.� Sin� embargo� en� los� países� asiáticos,� como� Japón,� las� QNs� son�
ampliamente�utilizadas�sobre�todo�en�avicultura.�

1.4.�Consecuencias�del�uso�veterinario�de�los�antibióticos�

El� uso� de� antibióticos� en� animales� destinados� al� consumo� humano� genera� innegables�
ventajas�y�permite�una�mejora�en� la�producción,� facilitando�al�consumidor�el� fácil�acceso�a�
proteínas� de� origen� animal.� Aparte� de� un� mejor� control� de� enfermedades� infecciosas� y� el�
aumento�del�bienestar�animal,�el�incremento�de�productividad�también�permite�la�reducción�
significativa� de� los� animales� necesarios� para� alimentar� a� una� determinada� población,�
redundando�en�una�menor�carga�medioambiental�en�lo�que�se�refiere�a�recursos�consumidos�
y� residuos� generados.� Sin� embargo� el� uso� abusivo,� incontrolado� o� fraudulento� de� los�
antibióticos,� induce� la�posibilidad�de�que�residuos�de�este�tipo�de�compuestos�persistan�en�
los�alimentos�derivados�de�animales�y�en�sus�propios�desechos,�pasando�a�formar�parte�de�la�
cadena� alimenticia� o� pudiéndose� dispersar� en� el� medioambiente.� Así� pues,� la� presencia� de�
residuos� de� antibióticos� comporta� una� serie� de� riesgos� de� índole� sanitaria,� tecnológica� y�
medioambiental,� que� está� generado� un� notable� incremento� de� la� preocupación� social,� que�
exige�una�garantía�de�salubridad�en�los�alimentos�destinados�al�consumo�humano.�

El�consumo�de�alimentos�contaminados�con�residuos�de�antibióticos�puede�producir�efectos�
perjudiciales� relacionados� con� la� propia� toxicidad� del� compuesto,� aunque� en� general� los�
efectos�tóxicos�son�poco�probables�debido�a�que�las�dosis�son�bajas.�Sin�embargo�la�ingestión�
repetida� de� pequeñas� dosis� puede� generar� procesos� alérgicos,� que� en� casos� extremos�
pueden� llevar� a� la� anafilaxia,� así� como� perturbaciones� pasajeras� en� la� flora� intestinal� y�
reacciones�de�intoxicación�frente�a�determinados�antibióticos�de�gran�toxicidad�[40].�

El� principal� problema� sanitario� que� presenta� la� utilización� de� los� antibióticos,� tanto� en�
medicina� humana� como� en� veterinaria,� es� la� aparición� de� cepas� bacterianas� resistentes� a�
dichas� sustancias.� Numerosas� publicaciones� científicas� han� puesto� de� evidencia� la� relación�
entre�el�uso�de�antibióticos�en�animales�y�el�aumento�de�resistencia�a�dichas�sustancias�en�
bacterias,� tanto� en� los� propios� animales� como� en� los� consumidores� de� alimentos� que�
proceden� de� los� mismos� [41,� 42].� La� administración� de� antibióticos� a� bajas� dosis� durante�
tiempos�relativamente�largos�(e.j.:�uso�como�promotores�del�crecimiento)�contribuye�en�gran�
medida� a� la� aparición� de� dicha� resistencia,� ya� que� se� ejerce� una� presión� positiva� y� se�
promueve� la� diseminación� de� cepas� resistentes� en� el� medioambiente� y� en� los� sistemas�
gastrointestinales� del� animal.� Las� vías� de� transmisión� consisten� principalmente� el� contacto�
directo�con�animales� tratados�y�en�el�consumo�o�manipulación�de�alimentos�contaminados�
con�bacterias�resistentes.�El�hecho�de�que�se�empleen�las�mismas�familias�de�antibióticos�en�
animales�y�humanos�junto�con�el�escaso�desarrollo�de�nuevos�antibióticos�ha�provocado�que�
las�administraciones�aborden�el�problema�poniendo�especial�énfasis�en�el�uso�racional�de�los�
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antibióticos,� tanto� en� medicina� humana� como� en� veterinaria,� incluyendo� programas� de�
farmacovigilancia�tanto�de�consumo�de�antibióticos�como�de�aparición�o�aumento�de�cepas�
resistentes�a�los�mismos.�

Por� otro� lado,� la� elaboración� de� productos� fermentados� a� nivel� industrial� puede� verse�
afectada� por� la� presencia� de� residuos� de� antibióticos� en� las� materias� primas,� provocando�
elevadas� pérdidas� tanto� económicas� como� de� calidad.� Este� tipo� de� residuos� es� capaz� de�
provocar�fermentaciones�anormales�en�embutidos�y�otros�productos�cárnicos,�así�como�fallos�
en�los�iniciadores�de�la�fermentación.�La�presencia�de�antibióticos�en�leche,�puede�dar�lugar�a�
alteraciones� en� la� flora� láctica,� produciendo� retrasos� en� la� acidificación� o� dificultad� de�
cuajado� y� maduración� durante� la� elaboración� de� productos� fermentados� como� queso� o�
yogurt�[43].�A�su�vez,�este�tipo�de�residuos�puede�afectar�al�control�de�calidad�en�la�industria�
alimentaria� influyendo�en�el� recuento�de�gérmenes,�ya�que� los�antibióticos� son�capaces�de�
alterar�el�desarrollo�de�la�flora�bacteriana�contaminante,�pudiendo�enmascarar� la�presencia�
de�patógenos�durante�el�proceso�de�control�bacteriológico�del�alimento.��

La�entrada�de�los�antibióticos�al�medioambiente�deriva�de�los�residuos�generados�durante�su�
producción� y� de� su� empleo� en� medicina� humana� y� veterinaria,� incluyendo� su� uso� en�
acuicultura� (véase� Figura� 1.3),� siendo� estos� importantes� focos� de� aparición� de� resistencia�
antimicrobiana.� Este� tipo� de� compuestos� está� englobado� dentro� de� los� contaminantes�
ambientales� denominados� PPCPs� (“Pharmaceuticals� and� Personal� Care� Pollutants”)� y� el�
estudio� de� la� presencia� y� efectos� de� este� tipo� de� contaminantes� en� el� medioambiente� ha�
generado�un�creciente�interés�[44�46].�

�

Figura�1.3.�Fuentes�y�rutas�de�los�PPCPs�en�el�ciclo�medioambiental.�

La�principal�vía�de�entrada�de�los�antibióticos�al�medioambiente�a�causa�de�su�utilización�en�
veterinaria,�es� la�utilización�del�estiércol�o�purines�procedentes�de�animales� tratados�como�
abono.�Dependiendo�de�las�propiedades�físico�químicas�de�este�tipo�de�residuos�(fármacos,�
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metabolitos�o�productos�de�degradación)�y�las�características�del�suelo,�pueden�alcanzar�las�
aguas�subterráneas�contaminando�los�acuíferos,�o�quedar�retenidas�en�el�suelo�y�acumularse,�
pudiendo�afectar�al�ecosistema�y�a�la�población�a�través�de�la�cadena�trófica�[47].�A�su�vez�los�
medicamentos�utilizados�en�acuicultura�se�vierten�directamente�a�los�ríos�y�al�mar.�Recientes�
estudios�han�demostrado�la�presencia�de�antibióticos�en�suelos�agrícolas�[47,�48],�aguas�[49]�
y�otras�muestras�de�origen�medioambiental�[50]�así�como�un�aumento�de�cepas�bacterianas�
resistentes� a� algunos� antibióticos� en� sedimentos� cercanos� a� explotaciones� ganaderas� [51,�
52].�

1.5.�Legislación�y�control�de�residuos�de�antibióticos�

Debido� a� la� problemática� y� los� riesgos� que� conlleva� la� utilización� de� antibióticos� en�
veterinaria,�y�con�el�objeto�de�proteger�la�salud�de�los�consumidores,�surgió�la�necesidad�de�
establecer�una�regulación�relativa�al�uso�y�control�de�este�tipo�de�sustancias.�Para�ello�se�está�
fomentando�una�política�de�“uso�racional�de�antibióticos”�tanto�en�medicina�humana�como�
en� veterinaria,� para� garantizar� que� los� tratamientos� contra� infecciones� continúen� siendo�
efectivos.� Son� muchos� los� organismos� e� instituciones� involucrados� en� esta� temática,� como�
por�ejemplo�OMS�[53]� (Organización�Mundial�de� la�Salud),�CE� [54],� IFAH�[55]� (International�
Federation�for�Animal�Health),�EMEA�[56]�(European�Medicines�Agency),�FDA�[57]�(Food�and�
Drug� Administration),� CDC� [58]� (Center� for� Disease� Control� and� Prevention),� USEPA� [59]�
(United�States�Environment�Protection�Agency),�EFSA� [60]� (European�Food�Safety�Authority)�
entre�otros.�

En� lo� que� se� refiere� a� la� gestión� de� la� resistencia� antimicrobiana,� una� aproximación�
internacional�es�esencial�para�su�vigilancia�y�monitorización,�ya�que�es�un�problema�a�nivel�
mundial.� En� Europa,� se� lleva� a� cabo� por� el� EARSS� (European� Antimicrobial� Resistance�
Surveillance�System)�y�en�Estados�Unidos�por�la�INSPEAR�(International�Network�for�the�Study�
and� Prevention� of� Emerging� Antimicrobial� Resistance)� y� el� NARMS� (National� Antimicrobial�
Resistance�Monitoring�System�for�Enteric�Bacteria).�Los�objetivos�de�estas�redes�de�vigilancia�
consisten�en�servir�como�sistemas�de�alerta�temprana�de�aparición�de�patógenos�resistentes,�
así�como�facilitar�la�rápida�distribución�de�información�fiable�sobre�los�patógenos�resistentes�
a�múltiples�fármacos�a�hospitales�y�autoridades�de�salud�pública�a�nivel�mundial.�De�la�misma�
forma�sirven�de�modelo�para�el�desarrollo�e�implementación�de�las�intervenciones�necesarias�
para�el�control�de�infecciones,�con�objeto�de�prevenir�la�aparición�o�transmisión�de�bacterias�
resistentes�a�antibióticos�en�centros�de�salud.��

Así� mismo,� el� objetivo� de� la� política� de� seguridad� alimentaria� de� la� Unión� Europea� (UE)� es�
proteger�la�salud�y�los�intereses�de�los�consumidores,�garantizando�el�buen�funcionamiento�
del�mercado�interior.�Es�por�ello�que�la�UE�ha�regulado�estrictamente�los�controles�sobre�el�
uso�de� medicamentos�veterinarios,� sobre� todo� en� las�especies� de�animales�productoras�de�
alimentos,� mediante� la� emisión� de� varios� reglamentos� y� directivas.� De� esta� forma,� desde�
1998,�ha�prohibido�la�adición�de�antibióticos�utilizados�en�medicina�humana�a�piensos�[61]�y�
la� utilización� de� antibióticos� como� promotores� del� crecimiento� animal� o� con� fines�
profilácticos�[62,�63],�quedando�su�uso�únicamente�restringido�a�aspectos�terapéuticos.�

El�uso�de�medicamentos�veterinarios�se�reguló�en�principio�a�través�del�Reglamento�(CEE)�Nº�
2377/90�del�Consejo�de� la�UE,�que�describía� los�procedimientos�para�el�establecimiento�de�
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límites� máximos� de� residuos� (LMR)� [64]� de� los� fármacos� veterinarios� en� los� alimentos� de�
origen�animal�(e.j.:�leche,�huevos�o�carne).�Se�define�este�LMR�como�“contenido�de�residuos�
resultante�de�la�utilización�de�un�medicamento�veterinario,�legalmente�autorizado�en�la�UE�y�
considerado�como�admisible,�desde�el�punto�de�vista�de�la�seguridad�del�consumidor,�en�un�
producto�alimenticio”.�Dichos�LMRs�son�fijados�en�función�de�las�características�toxicológicas�
de�cada�medicamento�y�a�su�vez�sirven�como�referencia�para�determinar�el�tiempo�de�espera�
que�debe� transcurrir�desde� la�administración�del� fármaco�hasta�el� sacrificio�del�animal�o� la�
venta�de�productos�alimenticios�derivados�del�mismo�(ej.:�Leche�y�huevos).�

El�Reglamento�(CEE)�Nº�2377/90�ha�sido�derogado�y�actualmente�es�el�Reglamento�(CE)�Nº�
470/2009� del� Parlamento� Europeo� y� del� Consejo� [65]� el� que� recoge,� regula� y� establece� los�
procedimientos�comunitarios�para�fijar�de�los�LMRs�de�este�tipo�de�sustancias,�modificando�la�
Directiva�2001/82/CE�[66]�y�el�Reglamento�(CE)�Nº�726/2004�del�Parlamento�Europeo�y�del�
Consejo�[67].�Sus�objetivos�son�dos�fundamentalmente:�1)�la�protección�de�la�salud�humana�y�
animal� y� 2)� garantizar� la� disponibilidad� de� fármacos� veterinarios� apropiados� para�
enfermedades�que�afecten�a�animales�productores�de�alimentos.�Para�ello�establece�que�un�
medicamento�sólo�podrá�utilizarse�en�animales�productores�de�alimentos�si�ha�sido�objeto�de�
una�evaluación�favorable�por�la�EMEA,�obligando�a�que�el�dictamen�considere�todo�hallazgo�
científico� pertinente� de� la� EFSA.� Además,� el� Reglamento� (CE)� Nº� 470/2009� clasifica� las�
sustancias�activas�y� las�categorías� terapéuticas�a� las�cuales�pertenecen,� indicando:�un�LMR,�
un� LMR� provisional,� la� ausencia� de� establecer� un� LMR,� o� bien� la� prohibición� de� uso� de� la�
sustancia.�

En�el�caso�concreto�de�las�QNs,�los�LMRs�varían�dependiendo�del�compuesto�y�de�la�matriz�o�
tejido� a� analizar.� En� el� caso� concreto� de� la� leche� oscilan� entre� 30� y� 100� μg/kg,� estando�
prohibida�la�utilización�del�difloxacino�(DFX)�y�el�OXO�en�animales�cuya�leche�está�destinada�
al�consumo�humano.�La�Tabla�1.2�especifica�los�LMRs�establecidos�por�la�EMEA�para�este�tipo�
de�compuestos�y�las�matrices�a�analizar�para�cada�especie�animal.��

De�forma�complementaria�al�Reglamento�(CE)�Nº�470/2009,�se�ha�publicado�el�Reglamento�
(UE)� Nº� 37/2010� [68]� que� recoge� los� LMRs� de� sustancias� previamente� contenidos� en� los�
anexos� I� a� IV� del� derogado� Reglamento� (CEE)� Nº� 2377/1990.� La� principal� novedad� es� la�
creación� de� dos� listas� únicamente,� en� lugar� de� los� cuatro� anexos� anteriores:� 1)� LMRs� para�
sustancias�permitidas�y�2)� lista�de�sustancias�prohibidas.�Además,� se� introduce� información�
acerca� de� la� clasificación� terapéutica� de� las� sustancias,� así� como� posibles� condiciones� o�
restricciones�de�su�utilización.�
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Tabla�1.2.�Límites�Máximos�de�Residuos�(LMRs)�para�las�QNs�establecidos�por�la�EMEA.�

Principio�activo� Especies�animales LMRsa Tejidos�objetivo

Ácido�oxolínico� Porcino�y�aves�de�corralb� 50�150� Músculo,�piel�y�grasac,�hígado�y�riñón�

� Pescado� 50�150� Músculo�y�pielc�

� Resto�de�especiese� 200�1000� Músculo,�grasa,�hígado�y�riñón�

Danofloxacino� Bovino,�ovino,�caprino� 30�400� Músculo,�grasa,�hígado,�riñón�y�leche�

� Aves�de�corralb� 100�400� Músculo,�piel�y�grasac,�hígado�y�riñón�

� Porcino� 50�200� Músculo,�piel�y�grasac,�hígado�y�riñón�

� Resto�de�especiesd� 50�200 Músculo,�grasa,�hígado�y�riñón�

Difloxacino� Bovino,�ovino,�caprinoe 100�1400� Músculo,�grasa,�hígado�y�riñón�

� Porcino� 100�800� Músculo,�piel�y�grasac,�hígado�y�riñón�

� Aves�de�corralb� 300�1900� Músculo,�piel�y�grasac,�hígado�y�riñón�

� Resto�de�especiesd� 100�800 Músculo,�grasa,�hígado�y�riñón�

Enrofloxacinof� Bovino,�ovino,�caprino� 100�300� Músculo,�grasa,�hígado,�riñón�y�leche�

� Conejo� 100�300� Músculo,�grasa,�hígado�y�riñón�

� Porcino�y�aves�de�corralb� 100�300� Músculo,�piel�y�grasac,�hígado�y�riñón�

� Resto�de�especiesd� 100�200� Músculo,�grasa,�hígado�y�riñón�

Flumequina� Bovino,�ovino,�caprino� 50�1500� Músculo,�grasa,�hígado,�riñón�y�leche�

� Porcino� 200�1500� Músculo,�piel�y�grasac,�hígado�y�riñón�

� Aves�de�corralb� 250�1000� Músculo,�piel�y�grasac,�hígado�y�riñón�

� Pescado� 600� Músculo�y�pielc�

� Resto�de�especies� 200�1000� Músculo,�grasa,�hígado�y�riñón�

Marbofloxacino� Bovino� 50�150� Músculo,�grasa,�hígado,�riñón�y�leche�

� Porcino� 50�150� Músculo,�piel�y�grasac,�hígado�y�riñón�

Sarafloxacino� Aves�de�corralb� 10�100� Piel�y�grasac�e�hígado�

� Salmónidos� 30� Músculo�y�pielc�
a� Expresado� en� μg/Kg.� b� No� debe� utilizarse� en� animales� que� producen� huevos� para� consumo� humano.� c� En�
proporciones� naturales.� d� Para� pescado� el� LMR� para� músculo� se� aplica� a� “músculo� y� piel� en� proporciones�
naturales”�y�no�se�aplican�LMRs�para�grasa,�hígado�y�riñón.�eNo�debe�utilizarse�en�animales�que�producen�leche�
para�consumo�humano.�fSuma�de�enrofloxacino�y�ciprofloxacino.�

Los� requisitos� de� muestreo� y� directrices� analíticas� para� el� control� de� estas� sustancias� se�
encuentran� definidos� en� la� Directiva� 96/23/EC� [69]� y� en� la� Decisión� 2002/657/CE� [70],�
estableciendo� criterios� y� procedimientos� para� la� validación� de� métodos� analíticos� que�
garanticen� la� calidad� y� la� comparabilidad� de� los� resultados� analíticos� de� los� laboratorios�
oficiales�[71],�así�como�criterios�comunes�para�la�interpretación�de�los�resultados.�La�Directiva�
96/23/CE�también�establece�a�su�vez�que� las�muestras�recogidas�a�través�de� los�Programas�
Nacionales�de�Vigilancia�deben�ser�analizadas�en�laboratorios�acreditados�y�en�consecuencia,�
se� ha� creado� una� amplia� red� de� laboratorios� para� el� análisis� de� residuos.� Es� un� sistema�
jerárquico� que� comprende� unos� cuarenta� laboratorios� nacionales� de� referencia� en� el� nivel�
más�bajo,�llamados�laboratorios�de�rutina�y/o�de�campo,�y�cuatro�Laboratorios�de�Referencia�
Comunitarios� (CLRs)� situados� en� Alemania,� Francia,� Italia� y� los� Países� Bajos,� cada� uno�
responsable�de�una�serie�de�compuestos.�A�pesar�de�que�la�Directiva�96/23/CE�y�la�Decisión�
2002/657/CE�dictan�la�frecuencia,�los�análisis�totales�a�realizar�y�el�número�de�sustancias�que�
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deben� ser� controladas,� la� mayoría� de� los� métodos� de� análisis� disponibles� actualmente� son�
insuficientes�para�cumplir�con�estos�requisitos,�debido�a� la�baja�capacidad�de�procesado�de�
muestras�de� los�métodos� actuales,� relacionado�en�gran�parte� con� la�necesidad�de�efectuar�
procedimientos�de�extracción�y�de�tratamiento�de�las�muestras�biológicas�[72,�73].�

Por� otro� lado,� aunque� existe� una� amplia� legislación� y� normativa� que� regula� la� calidad� del�
agua,�estableciendo�la�Directiva�2000/60/CE�el�marco�comunitario�de�actuación�en�el�ámbito�
de� la� política� de� aguas,� actualmente� no� hay� disponible� ninguna� legislación� que� establezca�
unos� límites� máximos� recomendables� de� residuos� de� fármacos� veterinarios� en� el�
medioambiente.�Situación�poco�regular�considerando�que�estudios�realizados�en�los�últimos�
años� demuestran� la� clara� relación� existente� entre� el� consumo� de� antibióticos� tanto� en�
medicina� humana� como� en� veterinaria� y� la� aparición� de� bacterias� resistentes� en� el� medio�
acuático�[74�76].�

1.6.�Métodos�de�análisis�de�antibióticos�

Debido�a�la�problemática�expuesta�anteriormente�y�a�la�legislación�al�respecto,�el�interés�en�
el� análisis� de� residuos� de� antibióticos� en� alimentos� y� muestras� medioambientales� se� ha�
incrementado�de�forma�ostensible�en�las�últimas�décadas,�como�queda�patente�en�diferentes�
artículos� de� revisión� [61,� 77,� 78].� Los� procedimientos� utilizados� para� la� identificación� y�
cuantificación�de�estas�sustancias�se�basan�principalmente�en�el�uso�de�test�microbiológicos,�
técnicas�inmunoquímicas,�electroforesis�capilar�y�técnicas�cromatográficas.�Dependiendo�del�
objetivo�y�tipo�de�análisis�se�recomienda�el�uso�de�una�técnica�u�otra�(véase�la�Figura�1.4).�

�

Figura�1.4.�Esquema�de�las�técnicas�analíticas�más�utilizadas�para�la�detección�de�antibióticos�
clasificadas�según�el�objetivo�y�el�tipo�de�análisis.� 

Todas� estas� técnicas� son� necesarias� y� complementarias� entre� sí,� sirviendo� cada� una� a� un�
objetivo� en� concreto.� Los� métodos� de� confirmación� cuantitativos� (e.j.:� técnicas�
cromatográficas�acopladas�a�detectores�de�MS)�pueden�ser�automatizados,�manteniendo� la�
supervisión�de�procesos�y�disminuyendo�el�coste�de�mano�de�obra,�aunque�a�veces�el�tiempo�
de�análisis�supone�una�limitación�a�la�hora�de�analizar�un�gran�número�de�muestras.�Así�pues,�
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es� necesario� disponer� de� técnicas� de� rastreo� masivo� para� el� cribado� de� gran� número� de�
muestras�(e.j.:�ELISA,�tiras�reactivas�o�test�microbiológicos)�que�sean�fáciles�de�usar,�rápidas,�
precisas,� fiables� y� rentables,� siendo� capaces� de� detectar� varios� contaminantes� a� la� vez�
obteniendo�negativos�claros,�disminuyendo�de�esta�forma�el�número�de�muestras�a�analizar�
mediante�los�métodos�de�confirmación.�

Las�técnicas�cromatográficas�son�consideradas�el�“patrón�oro”�y�son�utilizadas�como�técnicas�
de� rutina� en� muchos� laboratorios� para� la� separación� y� detección� de� antibióticos.� Sin�
embargo,�la�elevada�complejidad�de�las�matrices�biológicas�generalmente�implica�una�etapa�
previa�de�extracción�del�analito�de�dicha�matriz,�seguida�de�una�o�varias�etapas�de�limpieza�
con�el�fin�de�eliminar�el�máximo�número�de�interferentes�y�a�su�vez�lograr�preconcentrar�la�
muestra.�Estas�técnicas�presentan�elevada�detectabilidad�y�robustez�y�son�adecuadas�para�la�
multidetección,� cuantificación,� confirmación� e� identificación� del� residuo.� A� pesar� de� que�
suelen� proporcionar� resultados� reproducibles� y� exactos,� para� su� desarrollo� es� necesario�
disponer�de�instrumentación�de�elevado�coste�así�como�de�personal�cualificado.�El�tiempo�de�
análisis�requerido�también�suele�ser�un�inconveniente,�limitando�de�esta�manera�su�uso�para�
el� cribado� de� gran� número� de� muestras.� En� concreto,� el� análisis� cromatográfico� de� QNs� se�
realiza�generalmente�por�cromatografía�líquida�(HPLC)�y�en�menor�medida�cromatografía�de�
gases�(GC)�mediante�previa�derivatización�[79�81].�Las�técnicas�de�detección�más�empleadas�
son�la�espectrometría��de�fluorescencia�[82�84]�y�de�masas�(MS)�[85,�86].�El�empleo�de�este�
último� sistema� de� detección� es� cada� vez� más� habitual� para� la� detección� de� antibióticos,�
debido�a�que�es�muy�sensible�y�selectivo,�y�puede�ser�empleado�en�el�desarrollo�de�métodos�
de�confirmación,�ya�que�proporciona�información�estructural�de�los�compuestos�detectados.�
A�su�vez�ofrece�la�posibilidad�de�analizar�un�gran�número�de�residuos�de�diferentes�familias�
de�modo�simultáneo,�dando� lugar�al�desarrollo�de�métodos�multiresiduo.�Sin�embargo,�una�
de� sus� limitaciones� es� la� alta� susceptibilidad� al� efecto� matriz� de� esta� técnica,� que� puede�
traducirse�tanto�en�supresión�como�aumento�de�la�señal�de�los�analitos�de�interés,�afectando�
a�la�sensibilidad�y�exactitud�del�método.�

Una�alternativa�a�la�utilización�de�métodos�cromatográficos�para�la�separación�de�residuos�es�
la� electroforesis� capilar� (EC),� que� permite� una� rápida� separación� de� gran� número� de�
compuestos.� Uno� de� los� campos� de� mayor� aplicación� de� la� EC� es� el� de� análisis� de�
medicamentos,�incluyendo�los�antibióticos�[87].�Para�el�caso�de�las�QNs,�el�análisis�mediante�
EC� se� realiza� generalmente� mediante� electroforesis� capilar� en� zona,� aunque� también� se� ha�
descrito� el� empleo� de� cromatografía� micelar� electrocinética� o� de� electroforesis� capilar� en�
medio�no�acuoso�[87].�Utilizando�como�método�de�detección�la�espectrometría�de�UV,�se�ha�
utilizado�para�la�determinación�de�QNs�en�tejidos�de�pollo�[88,�89]�y�cerdo�[90]�o�en�muestras�
de�leche�[91].�Con�el�fin�de�aumentar�la�detectabilidad�del�análisis,�se�han�empleado�técnicas�
de� preconcentración� en� línea� [92]� y� se� ha� sustituido� la� detección� UV� por� detectores�
amperométricos� [93],� electroquimioluminiscentes� [94],� de� fluorescencia� inducida� por� láser�
[95]�y�MS�[96,�97].�También�se�ha�descrito�el�análisis�multiresiduo�de�antibióticos�empleando�
EC�MS/MS� [98].� Aunque� el� coste� de� estas� técnicas� es� relativamente� inferior,� en� general�
presentan� menor� detectabilidad� y� son� menos� robustas� que� los� métodos� cromatográficos,�
debido�principalmente�a�procesos�de�dispersión�y�a�la�vulnerabilidad�a�cambios�en�la�muestra�
(ej.:�pH,�Tª).�
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Por� otra� parte,� los� test� microbiológicos� se� basan� fundamentalmente� en� la� inhibición� del�
crecimiento� de� un� microorganismo� específico� debido� a� la� capacidad� bacteriostática� y�
bactericida� de� los� antibióticos� [99�101].� Para� la� detección� de� dicha� inhibición� se� utilizan�
diversos� sistemas� como� indicadores� de� pH,� redox,� bioluminiscencia� etc.� que� aprovechan� la�
capacidad� del� microorganismo� de� producir� ácido,� reducir� colorantes� o� generar� halos� de�
inhibición�en�un�medio�de�cultivo,�de�forma�que�el�resultado�puede�interpretarse�visualmente�
[102,� 103].� Sus� principales� ventajas� residen� en� que� son� baratos,� fáciles� de� realizar,� son�
ensayos� de� amplio� espectro,� aplicables� como� métodos� de� cribado� y� no� requieren�
instrumentación�especializada�o�disolventes�tóxicos.�Sin�embargo,�las�principales�desventajas�
consisten�en�que�en�muchos�casos�requieren�tiempos�de�incubación�largos�y�principalmente�
en� que� son� inespecíficos� (es� decir,� no� se� identifica� el� contaminante� en� cuestión).� Otra�
desventaja� consiste� en� la� alta� probabilidad� de� obtener� un� elevado� porcentaje� de� falsos�
positivos�y�negativos�debido�a�la�influencia�de�la�matriz�y�los�bajos�niveles�de�detección�para�
muchos�antibióticos.�Concretamente�se�han�aplicado�este�tipo�de�técnicas�para�la�detección�
de�QNs�en�muestras�de�carne�de�pollo�y�pescado�[104�106],�musculo�bovino,�porcino�y�ovino�
[107],�huevo�[108]�y�leche�[99,�109].�

En�cuanto�a�las�técnicas�inmunoquímicas,�son�métodos�de�análisis�basados�en�el�empleo�de�
anticuerpos� (Ac),� y� su� interacción� con� el� correspondiente�antígeno� (At)�mediante�el� uso�de�
marcadores.� Esta� interacción� es� altamente� específica� y� se� emplea� para� medir� la�
concentración�de�un�contaminante�en�una�muestra�dada.�Son�técnicas�simples,�rápidas,�muy�
específicas�y�de�elevada�detectabilidad,�siendo�excelentes�herramientas�para�el�análisis�de�un�
gran�número�de�muestras�en�un�corto�período�de�tiempo�[110].�Para�la�detección�de�analitos�
de�bajo�peso�molecular,�como�es�el�caso�de�los�antibióticos,�es�necesario�trabajar�en�formato�
competitivo,�en�el�cual�el�analito�y�el�antígeno�compiten�por�el�anticuerpo,�los�dos�últimos�en�
cantidades� constantes� [111].� Generalmente� uno� de� los� inmumoreactivos� (At� o� Ac)� está�
marcado� con� un� elemento� que� genera� una� respuesta� medible,� de� manera� que� la�
concentración� de� analito� se� determina� indirectamente.� El� elemento� de� marcaje� puede�
consistir� en� radioisótopos,� (RadioImmunoAssay,� RIA)� [112,� 113]� enzimas� (Enzyme�
ImmunoAssay,� EIA)� [114,� 115]},� fluoróforos� (Fluorescent� ImmunoAssay,� FIA)� [116�119],�
quimioluminescentes� (Chemiluminescent� ImmunoAssay,� CLIA)� [120�122],� o� marcadores�
magnéticos�(Magnetic�ImmunoAssay,�MIA)�[123,�124].�De�entre�ellos,�los�más�empleados�son�
los�EIA,�y�más�concretamente�el�ELISA�(Enzyme�Linked�ImmunoSorbent�Assay),�en�el�cual�uno�
de� los� inmunoreactivos�es� inmovilizado�en�un�soporte�sólido,�generalmente�microplacas�de�
96� o� 384� pocillos.� Las� técnicas� inmunoquímicas� se� han� aplicado� ampliamente� a� la�
determinación�de�residuos�de�QNs�en�alimentos�[125�135]�y�aguas�[136].�En�la�Tabla�1.3�se�
muestran� ejemplos� ilustrativos� de� este� tipo� de� técnicas� para� la� detección� de� QNs�
desarrollados�utilizando�anticuerpos�diferentes�a� los�desarrollados�en�esta� tesis,� la�mayoría�
publicados�después�del�comienzo�de�esta�tesis.�

Otro� formato�de� inmunoensayo�muy�empleado�es�el�de� tira� reactiva,� también�denominado�
inmunoensayo�de�flujo�lateral,�ensayo�inmunocromatográfico�o�dipstick�[137].�Tras�la�primera�
aplicación� de� este� formato� al� test� de� embarazo,� se� ha� extendido� su� utilización� para� la�
detección� de� hormonas,� alérgenos,� toxinas� y� fármacos.� En� este� caso� uno� de� los�
inmunoreactivos� se� deposita� sobre� un� soporte� sólido,� generalmente� una� membrana� de�
nitrocelulosa,�y�se�determina�la�presencia�de�analito�mediante�el�flujo�capilar�de�la�muestra�o�
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extracto,� mezclado� con� el� inmunoreactivo� complementario� a� través� de� la� membrana.� La�
detección�es�generalmente�visual,�mediante�el�marcaje�de�uno�de� los� inmunoreactivos� con�
oro�coloidal.�Son�métodos�rápidos,�de�bajo�coste,�muy�versátiles�y�de�fácil�uso�que�permiten�
la� determinación� de� residuos� in� situ,� proporcionando� una� detección� cualitativa� o�
semicuantitativa.�Sus�principales�desventajas�consisten�en�que�son�dispositivos�de�uso�único�y�
generalmente�los�límites�de�detección�están�próximos�o�incluso�son�superiores�a�los�valores�
máximos� establecidos� para� los� contaminantes� monitorizados.� Se� ha� descrito� su� uso� para�
detección�de�QNs�en�alimentos�de�origen�animal,� como�músculo�e�hígado�de�pollo�y�cerdo�
[138�141]�o�muestras�de�leche�[141�143].�Además,�diferentes�empresas�como�BIOO�Scientific�
Co.,�Charm�Sciences�Inc,�Randox�Laboratories,�R�BiopharmAG�o�Unisensor�S.A.,�comercializan�
métodos�analíticos�basados�en�anticuerpos�para� la�detección� de�QNs,� tanto�en� formato� de�
ELISA�como�en�el�de�tira�reactiva.�

Tabla�1.3.�Ejemplos�representativos�de�técnicas�inmunoquímicas�publicados�para�la�detección�de�QNs�
en�alimentos�y�muestras�medioambientales.�

Técnica�
Inmunoquímica� Analitos� Matriz� Detectabilidad� Ref.�

ELISA� 12�QNs� Huevo,�pescado,�pollo� CC�:�4�μg/kg� [126]�

FPIA� 13�QNs� Pollo,�leche� CC�:�50�μg/kg�,15�μg/L� [118]�

CLIA� 19�QNs� Pescado,�gamba� LOD:�0,2�μg/kg� [122]�

ELISA� 11�QNs� Huevo,�pescado,�
gamba,�pollo,�miel� IC50:�2.1�μg/kg� [127]�

ELISA� 13�QNs� Leche� LOD:�2.4�μg/L� [133]�

ELISA� 9�QNs� Leche� IC50:�20.7�μg/L� [134]�

ELISA� 9�QNs� Leche� IC50:�5.7�μg/L� [135]�

ELISA� Norfloxacino� Agua� IC50:�2.2�μg/L� [136]�

Sensor�SPR� Flumequina� Pollo� LOD:�15�μg/kg� [144]�

Sensor�SPR� 6�QNs� Pollo� IC50:�2.8�μg/kg� [145]�

Tira�reactiva� 12�QNs� Pollo� LOD:�5�10�μg/kg� [139]�

Sensor�SPR� 13�QNs� Huevo,�pescado,�pollo� IC50:�1�3.1�μg/kg� [146]�

Sensor�de�Impedancia� Enrofloxacino� Suero�porcino� LOD:�1�μg/L� [147]�

Tira�reactiva� 4�QNs� Leche� LOD:�2�μg/L� [142]�

Tira�reactiva� Ofloxacino� Cerdo,�pollo,�leche� LOD:�28.8�μg/L�,�30�μg/L� [141]�

CC�:� Detection� capability,� CLIA:� ChemiLuminescent� ImmunoAssay,� ELISA:� Enzyme� Linked� Inmunosorbent� assay,�
FPIA:�Fluorescence�polarization�immunoassay,�IC50:�concentración�de�analito�correspondiente�al�50�%�de�inhibición,�
LOD:�Límite�de�detección,�SPR:�Surface�plasmon�resonance.�

A� pesar� de� sus� importantes� ventajas� los� ensayos� inmunoquímicos� no� están� exentos� de�
limitaciones.� Uno� de� sus� principales� inconvenientes� es� el� hecho� de� que� las� señales�
inespecíficas� conducen�a� resultados�de� sobreestimación,� pudiendo�generar� falsos�positivos,�
aunque�por�el�contrario,�estas�técnicas�presentan�rara�vez�falsos�negativos.�Por�lo�tanto,�son�
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eficaces� como� técnicas� de� cribado,� siendo� pertinente� la� posterior� confirmación� de� las�
muestras� positivas� con� un� contenido� de� contaminante� mayor� a� un� límite� previamente�
establecido,�mediante�un�método�de�referencia�generalmente�cromatográfico.�

Otra�técnica�en�auge�en� los�últimos�años�son� los�biosensores,�que�consisten�en�dispositivos�
analíticos� que� incorporan� un� elemento� de� reconocimiento� de� origen� biológico� (receptor),�
íntimamente�asociado�o� integrado�a�un�transductor.�En� la� introducción�del�Capítulo�5�de� la�
presente�tesis�se�describen�en�detalle�este�tipo�de�técnicas�analíticas.�Las�principales�ventajas�
son�un�bajo�coste�por�análisis�y�que�son�dispositivos� fáciles�de�utilizar�que�no�requieren�de�
personal� especializado� para� su� manejo.� Además,� a� diferencia� de� las� técnicas� de� análisis�
convencionales,� los� biosensores� generalmente� permiten� la� miniaturización� dando� lugar� a�
resultados�cualitativos�o�semicuantitativos�in�situ.�Cuando�se�emplean�Ac�como�elementos�de�
reconocimiento�biológico�se�denominan�inmunosensores,�siendo�estos�los�más�empleados�en�
el�análisis�de�antibióticos.�En�el�caso�concreto�de�las�QNs,�se�han�aplicado�para�su�detección�
en�alimentos�inmunosensores�ópticos�de�tipo�SPR�[146,�148�152],�de�onda�evanescente�[153]�
y�de�tipo�electroquímico�[147,�154,�155].�En�la�Tabla�1.3�se�muestran�ejemplos�ilustrativos�de�
inmunosensores�desarrollados�para� la�detección�de�QNs�utilizando�anticuerpos�diferentes�a�
los�desarrollados�en�esta�tesis,�todos�ellos�publicados�con�posterioridad�al�inicio�de�esta�tesis.��

En�el�momento�de�iniciar�esta�tesis�doctoral�tan�solo�habían�sido�descritos�en�la�bibliografía�
cinco�anticuerpos�para� la�determinación�de�QNs�en�matrices�de�origen�animal.�En�todos� los�
casos� se� utilizaba� una� QN� comercial� para� generar� el� inmunógeno� con� el� que� obtener� los�
anticuerpos.� La� mayoría� de� ellos� estaban� enfocados� a� la� detección� de� una� única� QN,�
mostrando�perfiles�de�reactividad�cruzada�generalmente�específicos�para� la�QN�diana�[156�
159].�Solamente�uno�de�ellos�tenía�como�objetivo�la�obtención�de�anticuerpos�genéricos�para�
QNs�[125],�aunque�tanto�la�detectabilidad�(IC50�10�30�μg/L),�como�la�especificidad�no�fueron�
del�todo�buenas,�ya�que�QNs�importantes�en�el�ámbito�veterinario,�como�el�ERFX�y�la�FLUME�
presentaban� porcentajes� de� reactividad� cruzada� inferiores� al� 10� %.� Así� pues,� el� objetivo�
principal� de� la� presente� tesis� consistió� en� desarrollar� técnicas� inmunoquímicas� para� la�
determinación� de� QNs� en� leche,� a� partir� del� diseño� y� preparación� de� anticuerpos� de� clase�
para� esta� familia� de� antibióticos,� y� su� completa� evaluación� en� muestras� de� leche� para� su�
aplicación�final�en�diferentes�dispositivos,�tales�como�inmunosensores.��

Con�objeto�de�completar�esta� introducción�se�ha� incluido�un�capítulo�de� libro� (Sección�1.7)�
que� contiene� información� complementaria� sobre� los� contaminantes� más� relevantes� y�
ejemplos�de�métodos�inmunoquímicos�para�su�detección�en�muestras�ambientales.�También�
contiene� información� acerca� de� los� principios� de� transducción,� métodos� y� ejemplos� de�
biosensores�basados�en�nuevos�enfoques�de�micro�y�nanotecnología.�

�

�

�
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1.7.� Publicación� I:� Aplicación� de� bioensayos/biosensores� al� análisis� de�
fármacos�en�muestras�medioambientales.�

La�siguiente�publicación�consiste�en�una�revisión�sobre�los�bioensayos,�ensayos�bioquímicos�y�
biosensores� para� el� análisis� de� contaminantes� de� productos� farmacéuticos� en� el�
medioambiente.� Este� trabajo� se� publicó� como� un� capítulo� de� libro� en� el� volumen� 50� de� la�
serie�Comprehensive�Analytical�Chemistry�publicada�por�la�editorial�Elsevier.�El�conjunto�de�la�
información�que�se�recoge,�ha�sido�el�resultado�de�una�colaboración�entre�diversos�miembros�
del� equipo� de� investigación,� siendo� mi� principal� contribución� la� compilación� y� evaluación�
crítica� de� la� información� referente� a� las� técnicas� de� análisis� de� antibióticos� del� tipo�
quinolonas,�macrolidos�y�amfenicoles,�así�como�de�bioensayos�en�general.�

Un� amplio� conjunto� de� contaminantes� de� origen� farmacéutico� y/o� veterinario� entran� en� el�
medio�ambiente�a�través�de�numerosas�vías,�pero�principalmente�a�través�de�su�vertido�en�
las� aguas� residuales� de� industrias� (incluyendo� el� sector� agropecuario),� domésticas� y� de�
hospitales.� A� partir� de� ahí,� su� transporte,� destino� y� las� posibles� consecuencias� adversas� de�
estos�contaminantes�sobre�la�salud�humana�y�el�ecosistema�son�generalmente�desconocidos,�
o�en�el�mejor�de�los�casos�no�se�entienden�de�forma�clara.�Esto�genera�preocupaciones�que�
incluyen� el� deterioro� reproductivo,� el� aumento� de� la� incidencia� de� cáncer,� el� desarrollo� de�
bacterias� resistentes� a� los� antibióticos,� o� la� toxicidad� potencialmente� elevada� de� mezclas�
químicas�debido�a�efectos�sinérgicos.�El�objetivo�de�las�normas�y�métodos�de�regulación�para�
evaluar�y�controlar�el�impacto�de�estas�sustancias�en�el�medio�ambiente�acuático�es�proteger�
el�ecosistema�y�la�salud�pública,�manteniendo�vigilancia�sobre�sus�niveles�de�contaminación�y�
los�posibles�efectos�negativos.�Para� lograr�estos�objetivos,�es�necesario�desarrollar� técnicas�
analíticas� más� eficientes� que� permitan� una� monitorización� de� los� residuos� de� fármacos� de�
una� manera� rápida,� sencilla� y� a� un� precio� razonable.� El� desarrollo� técnico� debe� ir�
acompañado�de�esfuerzos�organizativos�por�parte�de�los�organismos�oficiales�para�encontrar�
formas�de�validación�de�este�tipo�de�técnicas�de�detección�y�el�reconocimiento�de�las�mismas�
como�posibles�métodos�de�rutina�en�los�laboratorios�de�vigilancia�ambiental.�
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2.1.�Objetivos�de�la�tesis�

El�objetivo�principal�de�esta�tesis�ha�consistido�en�el�desarrollo�de�técnicas�inmunoquímicas�
de� análisis� para� el� control� de� residuos� de� antibióticos� de� tipo� QN� en� alimentos� de� origen�
animal,�que�sirvan�de�complemento�a�las�ya�existentes.�El�análisis�de�este�tipo�de�compuestos�
es�particularmente� interesante�debido�al� impacto�negativo�que�puede�ejercer�su�utilización�
abusiva,�incontrolada�o�fraudulenta,�sobre�la�salud�y�el�medioambiente.�Concretamente�se�ha�
enfocado� la� investigación� en� el� desarrollo� de� inmunoensayos� de� tipo� ELISA� y� de� un�
inmunosensor�electroquímico�con�trasducción�amperométrica,�basado�en�el�uso�de�partículas�
magnéticas.�Dichas�técnicas�de�análisis�han�sido�aplicadas�la�determinación�de�QNs�en�leche�
procedente� de� ganado� bovino,� teniendo� en� cuenta� los� requerimientos� de� la� legislación�
europea.� Se� propuso� la� leche� como� matriz� objetivo� ya� que� es� una� de� las� matrices� más�
relevante� para� estos� tipos� de� residuos.� Para� la� consecución� de� dicho� objetivo� ha� sido� de�
especial� importancia� el� establecimiento� de� colaboraciones� entre� nuestro� grupo� de�
investigación� (Nb4D)� y� diversos� grupos� e� instituciones� especialistas� en� diversos� campos�
complementarios,� fruto� de� tres� proyectos� de� colaboración� diferentes� a� nivel� nacional� y�
europeo.��

Para�llevar�a�término�dicho�objetivo�general�se�abordaron�los�siguientes�objetivos�concretos:�

� Producción�y�evaluación�de�anticuerpos�con�selectividad�de�clase�para�los�antibióticos�de�
tipo�QN.�Para�ello�fue�necesario�un�diseño�racional�del�hapteno�de�inmunización,�ya�que�
es� determinante� en� la� especificidad� y� detectabilidad� final� de� los� anticuerpos.� También�
fue� necesario� el� establecimiento� de� una� metodología� de� síntesis� química� para� la�
obtención�de�dicho�hapteno�y�diferentes�derivados�(haptenos�de�competición).�A�su�vez,�
dichos�haptenos�fueron�bioconjugados�a�diferentes�proteínas�y�enzimas�para�generar�el�
inmunógeno�y� los� inmunoreactivos� secundarios,�necesarios�para� la� implementación�de�
inmunoensayos� en� formato� competitivo.� Finalmente� los� anticuerpos� obtenidos� fueron�
evaluados� mediante� ELISA,� poniendo� especial� atención� a� la� influencia� de� diversos�
parámetros� físico�químicos,�como�son�el�pH�de� la�disolución�y� la�presencia�de�cationes�
divalentes�en�el�medio�donde�trascurre�la�inmunoreacción.�

� Establecimiento�de�un�método� inmunoquímico�de�tipo�ELISA�para� la�detección�selectiva�
de�QNs�en�leche.�Para�ello�fue�necesaria�la�evaluación�del�efecto�matriz�de�la�leche�sobre�
el� inmunoensayo� previamente� desarrollado� y� la� posterior� valoración� de� diferentes�
parámetros� como� son� la� reproducibilidad,� exactitud,� precisión� y� especificidad� tras� la�
minimización�de�dicho�efecto.�Finalmente�se�evaluaron�muestras�fortificadas�con�QNs�y�
muestras�ciegas�enriquecidas�con�varias�familias�de�antibióticos�para�evaluar�el�correcto�
funcionamiento�del�método�establecido.�

� Desarrollo�de�un�inmunosensor�electroquímico�de�tipo�amperométrico�para�la�detección�
de� QNs� en� leche.� Para� ello� fue� necesaria� primeramente� la� inmovilización� de� los�
inmunoreactivos� sobre� la� superficie� de� partículas� magnéticas� y� la� posterior�
caracterización�de� las�mismas.�De� la�misma�forma�fue�necesario�el�marcaje�enzimático�
los�inmunoreactivos�necesarios�para�el�desarrollo�del�inmunosensor�y�la�caracterización�
de� los� mismos.� Finalmente� se� evaluó� el� efecto� matriz� de� la� leche� sobre� el� ensayo�
realizado� sobre� partículas� magnéticas� para� la� posterior� implementación� del�
inmunosensor�con�transducción�amperométrica.�
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2.2.�Contexto�de�la�tesis.�

Como� ya� se� ha� mencionado� anteriormente,� el� presente� trabajo� de� investigación� se� ha�
realizado�en�el�marco�de�dos�proyectos�nacionales�un�proyecto�europeo,�que�han�servido�de�
apoyo�en�diferentes�aspectos�de� la� investigación�realizada�para�alcanzar�el�objetivo� final.�A�
continuación�se�muestra�un�pequeño�resumen�de�dichos�proyectos.�

2.2.1.�PROYECTO�ARGOS�

El� proyecto� ARGOS� tuvo� como� objetivo� principal� el� desarrollo� de� nuevas� tecnologías� para�
mejorar�el�control�de�las�familias�de�antibióticos�SAs�y�QNs,�así�como�de�corticosteroides�en�
productos�alimenticios�de�origen�animal�(véase�la�Figura�2.1).�

�

Figura�2.1.�Tarjeta�de�resumen�con�la�principal�información�sobre�el�proyecto�ARGOS.�

Así�pues,�las�nuevas�tecnologías�a�desarrollar�dentro�del�proyecto�se�basaron�en�el�fenómeno�
de�reconocimiento�anticuerpo�antígeno�(Ac�At)�y�en�su�aplicación�al�desarrollo�de�técnicas�de�
detección,� tales� como� ELISA� e� inmunosensores,� estos� últimos� mediante� el� empleo� de�
electrodos�serigrafiados�de�oro.�El�consorcio�del�proyecto�estaba�formado�por�cuatro�grupos�
de�investigación�pertenecientes�a�diversas�disciplinas,�el�Laboratorio�Nacional�de�Referencia�
de�Productos�Alimenticios� (AESAN,�Agencia�Española�de�Seguridad�Alimentaria�y�Nutrición),�
el� IRTA� (Institut�de�Recerca� i� Tecnologia�Agroalimentàries)�especializado�en� la�alimentación�
animal,�que�contaba�con�acceso�a�una�granja�experimental�en�donde�se�prepararon�muestras�
reales� controladas� de� animales� tratados� y� no� tratados,� el� GBEQ�UAH� (Grupo� Biosensores�
Electroquímicos� de� la� Universidad� de� Alcalá� de� Henares)� con� una� amplia� experiencia� en�
sistemas�de�transducción�electroquímica�para�el�análisis�de�elementos�traza�y�nuestro�grupo�
Nb4D� (anteriormente� AMRg),� con� reconocida� experiencia� en� el� desarrollo� de� anticuerpos�
para�moléculas�de�bajo�peso�molecular�y�su�integración�en�diversos�sistemas�de�diagnóstico.�

El�grupo�Nb4D�fue�el�responsable�del�diseño�y�elaboración�de�anticuerpos�de�clase�selectivos�
y�polímeros�de�huella�molecular�(Molecurar�Imprinted�Polimers,�MIPs)�para�SAs�y�QNs�y�del�
desarrollo�de�los�procedimientos�inmunoquímicos�de�análisis,�así�como�de�la�coordinación�del�
proyecto.� Así� pues,� el� diseño,� la� preparación� y� la� evaluación� de� los� anticuerpos� para� QNs,�
descritos�en�esta�tesis,�se�realizaron�en�el�contexto�del�proyecto�ARGOS.�

Nuevas tecnologías para el control eficaz de residuos de
Antibióticos y coRticosteroides en productos aGroalimentariOS
(ARGOS)

Ministerio de Ciencia y Tecnología (MCYT). Plan Nacional de I+D+I

Línea de Acción: Programa Nacional de Recursos y Tecnologías Agroalimentarias

Coordinador: Prof. Mº Pilar Marco (IQAC�CSIC)

Detalles del Proyecto
Acrónimo: ARGOS

Referencia: AGL2002�04635�C04�03

Nº Socios: 4

Duración: 36 meses

Coste: 400.000 €

Estatus: Completo
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2.2.2.�PROYECTO�PANOPTES�

Tras� los� prometedores� resultados� obtenidos� en� el� proyecto� ARGOS,� el� consorcio� científico�
establecido� previamente� se� animó� a� continuar� en� la� misma� dirección� en� el� contexto� de� un�
nuevo�proyecto.�El�proyecto�Panoptes�tuvo�como�objetivo�abordar� los�problemas�derivados�
del�control�de�los�residuos�de�medicamentos�veterinarios�en�muestras�de�alimentos�con�una�
perspectiva� más� global.� Se� dirigió� la� investigación� al� desarrollo� de� dispositivos�
inmunosensores� novedosos,� de� respuesta� rápida� y� basados� en� diferentes� principios� de�
transducción,� para� la� determinación� de� las� familias� de� antibióticos� más� importantes� en�
diferentes�puntos�de�la�cadena�alimentaria�(véase�Figura�2.2).��

�

Figura�2.2.�Tarjeta�de�resumen�con�la�principal�información�sobre�el�proyecto�PANOPTES.�

Para� lograr� todos� estos� objetivos� se� incorporaron� nuevos� socios� expertos� en� áreas� de�
investigación� diferentes� al� consorcio� inicial� ARGOS,� CT�IMB� (Grupo� de� Química� de�
Transductores�del�Instituto�de�Microelectrónica�de�Barcelona)�y�el�ICFO�(Instituto�de�Ciencias�
Fotónicas),� proporcionando� su� experiencia� en� microelectrónica� y� ciencias� fotónicas�
respectivamente,� y� a� su� vez� se� incorporó� el� Departamento� de� química� Analítica� de� la�
Universidad�de�Barcelona�(UB),�con�reconocida�experiencia�en�el�análisis�de�contaminantes�y�
residuos�en�alimentos�y�muestras�ambientales�así�como�en� la�preparación�de�materiales�de�
referencia.�

Nuestro� grupo� de� investigación� se� encargó� de� nuevo� de� la� coordinación� del� proyecto� y,�
continuó�con�la�investigación�en�el�desarrollo�de�los�receptores�selectivos�(Acs�y�MIPs)�para�
varias� familias� de� antibióticos,� tetraciclinas� (TCs),� cloranfenicol� (CAP),� SAs� y� QNs.� También�
colaboró� con� los� grupos� de� desarrollo� de� tecnología� (GBEQ�UAH,� CT�IMB� y� el� ICFO)� en� el�
establecimiento� de� los� procedimientos� químicos� necesarios� para� la� inmovilización� de� los�
inmunoreactivos,� en� la� superficie� de� los� transductores.� La� contribución� de� esta� tesis� a� este�
proyecto�consistió�el�desarrollo�de�un�ELISA�indirecto�selectivo�para� los�residuos�de�QNs�en�
leche�de�ganado�vacuno�y�muestras�de�pelo�de�cerdo�obtenidas�de�animales�tratados,�trabajo�
realizado�en�estrecha�colaboración�con�la�Dra.�Fátima�Fernandez.�

2.2.3.�PROYECTO�ELISHA�

El� proyecto� ELISHA� tuvo� como� principal� objetivo� el� desarrollo� de� inmunosensores�
nanoestructurados�de�funcionamiento�simple�que�pudiesen�ser�fabricados�a�bajo�costo�y�con�
elevada� calidad.� Se� pretendía� explorar� el� conocimiento� de� la� interfaz� entre� entidades�

Una Aproximación integral al desarrollo de tecnologías para
detectar residuos de ANtibióticos de uso veTerinariO Para mejorar
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biológicas�(anticuerpos)�y�no�biológicas�(transductor�y�matriz�de�inmovilización)�mediante�la�
comprensión�de�las�normas�de�fabricación�controlada�a�nanoescala�(véase�Figura�2.3).��

�

Figura�2.3.�Tarjeta de resumen con la principal información sobre el proyecto ELISHA. 

Así� pues,� las� nuevas� tecnologías� a� desarrollar� dentro� del� proyecto� se� basaban� en�
inmunosensores� electroquímicos� libres� de� marcaje,� a� través� de� la� medición� directa� de� la�
interacción�entre�el�anticuerpo�y�el�analito�a�través�de� la� impedancia�del�sistema,�tomando�
como� analitos� modelo� QNs,� péptidos� relacionados� con� priones� y� marcadores� tumorales.� El�
consorcio� del� proyecto� estaba� formado� por� nueve� grupos� de� investigación� de� diferentes�
países�de�Europa�pertenecientes�a�diversas�disciplinas,�el�grupo�EBG�(Grupo�de�Biotecnología�
de� Enzimas� de� la� Universidad� de� Leeds),� con� una� amplia� experiencia� en� estudios� de�
inmovilización� de� proteínas� y� evaluación� de� su� afinidad� aplicada� a� la� producción� de�
biosensores,�el�ISBT�(Instituto�de�Biociencia�y�Tecnología�de�la�Universidad�de�Cranfield)�con�
reputación�en�el�desarrollo�de�biosensores�tanto�ópticos�como�electroquímicos,�el�grupo�IFoS�
(Laboratorio� de� Ingeniería� y� Funcionalización� de� Superficies� de� la� Escuela� Central� de� Lyon)�
con�contrastada�experiencia�en�ingeniería�y�funcionalización�de�superficies�e�interfaces�para�
la�obtención� de�materiales�o�dispositivos�para�aplicaciones�complejas,� la�TUM�(Universidad�
Técnica�de�Munich)�con�amplia�experiencia�en�la�producción�de�anticuerpos�monoclonales�y�
recombinantes,�el�NMRC�(Centro�Nacional�de�Investigación�Microelectrónica�de�Irlanda)�con�
experiencia� en� fabricación� de� materiales� semiconductores� y� electrodos� así� como� en�
desarrollo� de� software� de� procesamiento� de� señal,� la� empresa� Uniscan� Instruments� Ltd�
dedicada� al� desarrollo� de� instrumentos� de� medición� electroquímica� y� de� metrología� de�
superficie,� el� ICMG� (Laboratorio� de� Electroquímica� Orgánica� Fotoquímica� y� Redox� de� la�
Universidad� Joseph� Fourier� de� Grenoble)� con� gran� experiencia� en� el� campo� de� los�
biosensores�electroquímicos�y�electrodos�modificados,�la�empresa�Technology�Translators�Ltd�
dedicada� a� proporcionar� un� servicio� externo� en� la� transferencia� de� tecnología� y� nuestro�
grupo�Nb4D.��

El�grupo�Nb4D�se�responsabilizó�del�suministro�y�evaluación�de�anticuerpos�policlonales�para�
pesticidas�de�tipo�atrazina�y�antibióticos�de�tipo�QN,�así�como�de�haptenos�y�bioconjugados�
para� su� implementación� en� diferentes� plataformas� sensoras.� También� se� hizo� cargo� de� la�
síntesis�de�nuevos�haptenos�que�incluyeran�grupos�electroquímicamente�polimerizables�para�
generar�la�interfaz�del�sensor�en�colaboración�con�el�grupo�ICMG.�De�esta�manera�el�diseño,�
preparación�y�evaluación�de�los�anticuerpos�para�QNs,�descritos�en�esta�tesis�se�realizaron�en�
el�contexto�del�proyecto�ELISHA.�
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En�el� siguiente�capítulo�se�detalla� la�obtención�de�anticuerpos�de�clase�contra� la� familia�de�
antibióticos� de� tipo� QN� y� los� inmunoreactivos� necesarios� para� el� desarrollo� de� técnicas�
inmunoquímicas� para� la� detección� de� este� tipo� de� moléculas.� También� se� muestra� la�
caracterización� de� dichos� inmunoreactivos,� tanto� anticuerpos� como� proteínas� y� enzimas�
haptenizadas,� mediante� ELISA� y� espectrometría� de� MS� las� dos� últimas.� La� estructura� del�
capítulo�consiste�primeramente�en�una�introducción�sobre�la�obtención�de�anticuerpos�para�
moléculas�pequeñas�y�sobre�la�técnica� inmunoquímica�ELISA�y�sus�diferentes�formatos�para�
este� tipo� de� moléculas.� Posteriormente� se� discuten� los� resultados� obtenidos.� En� este�
apartado� se� incluyen� una� publicación� (Sección� 3.4),� que� contiene� los� principales� resultados�
obtenidos� durante� el� diseño� de� haptenos� y� la� caracterización� de� los� inmunoreactivos�
mediante�ELISA�competitivo�en�formato�indirecto,�y�una�patente�(Sección�3.5)�que�incluye�los�
resultados�de�la�síntesis�química�de�los�haptenos�tanto�de�inmunización�como�de�competición�
y� su� caracterización� estructural� mediante� espectrometroscopía� de� resonancia� magnética�
nuclear.� El� capítulo� finaliza� con� las� principales� aportaciones� de� esta� tesis� doctoral� en� lo�
referente�a�la�obtención�de�inmunoreactivos�con�selectividad�de�clase�para�QNs.�También�se�
incluye�un�anexo�(Anexo�I)�en�el�que�se�puede�encontrar�la�parte�experimental�adicional�de�
compuestos� sintetizados� durante� esta� tesis� y� que� por� motivos� de� novedad� y� actividad�
inventiva�no�fueron�incluidos�en�la�patente�(Sección�3.5).�Asimismo�dicho�anexo�contiene�una�
tabla� (Tabla�3.6)�en� la�que�se�muestran� las�estructuras�de� los�compuestos�sintetizados�a� lo�
largo�de�esta�tesis�y�la�numeración�correspondiente�en�la�tesis,�en�las�publicaciones�II,�IV�y�V�
(Sección�3.4,�Sección�4.4�y�Sección�5.4)�y�en�la�patente�(Sección�3.5).�

3.1.�Introducción�

3.1.1.�OBTENCIÓN�DE�ANTICUERPOS�E�INMUNOREACTIVOS�PARA�MOLÉCULAS�DE�BAJO�
PESO�MOLECULAR�

Las�moléculas�con�pesos�inferiores�a�2000�Da�son�incapaces�de�generar�una�respuesta�inmune�
por�sí�mismas.�Por�lo�tanto�para�que�sean�inmunogénicas�es�necesario�que�estén�unidas�a�un�
soporte�que�el�sistema�inmune�del�animal�huésped�reconozca�como�extraño,�generando�de�
esta�manera�lo�que�se�conoce�como�inmunógeno.�Con�este�propósito,�generalmente�este�tipo�
de�moléculas�se�unen�a�proteínas�de�elevado�peso�molecular�como�pueden�ser�hemocianinas,�
seroalbuminas,�tiroglobulina,�ovalbúmina�o�fibrinógeno,�entre�otras.�Para�realizar�dicha�unión�
es� necesario� que� en� la� estructura� de� la� molécula� existan� grupos� funcionales� apropiados� ya�
que� es� deseable� una� unión� covalente� que� confiera� estabilidad� a� dicho� inmunógeno.� Un�
hapteno�es�una�molécula�que�mimetiza� las�propiedades�de� la�molécula�objetivo�y�que�a�su�
vez� está� apropiadamente� funcionalizada� para� permitir� su� unión� al� soporte� generador� de�
inmunogeneicidad.�

En�este�sentido,�un�buen�diseño�del�hapteno�de�inmunización�es�primordial�para�el�desarrollo�
de� anticuerpos.� La� especificidad� y� detectabilidad� de� la� técnica� inmunoquímica� viene�
determinada� básicamente� por� el� anticuerpo,� si� bien� también� es� posible� modular� dichas�
propiedades� modificando� los� inmunoreactivos� secundarios� [160,� 161].� Existen� muchos�
ejemplos� en� la� literatura� que� demuestran� que� un� diseño� apropiado� del� hapteno� de�
inmunización�determina�en�gran�medida�las�prestaciones�de�los�anticuerpos�resultantes�[111,�
114,�162].�
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El� hapteno� ideal� debe� preservar� la� mayoría� de� la� propiedades� estéricas� y� electrónicas� del�
analito�en�cuestión,�manteniendo�intacta�su�estructura�química� lo�máximo�posible.�El�grupo�
funcional�responsable�de� la�unión�a� la�proteína�debe�estar�situado�en�una�posición� lejana�a�
los� principales� epítoposa� que� se� deseen� reconocer.� Dicho� grupo� funcional� debe� estar�
separado�de�la�estructura�mediante�un�brazo�espaciador�lo�suficientemente�largo�como�para�
evitar� el� impedimento� estérico� que� provoca� la� proteína,� pero� a� su� vez� lo� suficientemente�
corto�como�para�que�evitar�el�plegamiento�hacia�dicha�proteína.�Se�considera�que�la�longitud�
óptima�del�brazo�espaciador�está�entre�3�y�6�átomos�de�carbono�[163,�164]�aunque�se�han�
descrito�varios�anticuerpos�obtenidos�utilizando�brazos�espaciadores�más�cortos�[165,�166].�
Es� preferible� que� la� cadena� del� brazo� espaciador� sea� alquílica� para� evitar� introducir�
funcionalidades� inmunogénicas� que� puedan� generar� una� respuesta� inmune� secundaria� no�
deseada.�

Por� otro� lado,� los� inmunoensayos� para� moléculas� de� bajo� peso� molecular� se� realizan� bajo�
condiciones�de�competencia,�ya�que�este� tipo�de�moléculas�no� tienen�el� tamaño�suficiente�
como� para� que� dos� anticuerpos� puedan� unirse� simultáneamente� a� diferentes� epítopos�
presentes� en� su� estructura,� en� una� configuración� tipo� sándwich,� tal� y� como� ocurre� para�
moléculas�de�elevado�peso�molecular� (proteínas,�bacterias�etc.).�Téngase�en�cuenta� la�gran�
diferencia�en�el�tamaño�molecular�de�un�anticuerpo�y�una�molécula�de�bajo�peso�molecular,�
lo� que� determina� que� la� molécula� orgánica,� una� vez� ha� interaccionado� con� el� anticuerpo�
quede�prácticamente�embebida�en�la�estructura�de�este,�haciendo�prácticamente�imposible�
que�pueda�interaccionar�con�una�segunda�molécula�de�anticuerpo�(véase�Figura�3.1)�[167].��

�

Figura� 3.1.� Modelo� en� 3D� de� la� estructura� del� anticuerpo� donde� se� muestra� la� región� constante,� la�
región� variable� y� el� sitio� de� unión� del� anticuerpo� a� una� molecula� pequeña� como� es� la� testosterona.�
(Figura�parcialmente�extraída�y�modificada�de�la�referencia�[167]).�

En� estas� circunstancias� se� trabaja� en� formatos� competitivos,� en� las� cuales� el� analito� a�
detectar� y� un� bioconjugado� hapteno�proteina,� denominado� competidor,� compiten� por� su�
unión� al� anticuerpo.� Dichos� competidores� están� formados� por� haptenos,� en� este� caso�
denominados�de�competición,�unidos�a�diferentes�biomoléculas�dependiendo�del�formato�de�
trabajo.��
������������������������������������������������������������
a�El�epítopo�o�determinante�antigénico�es�la�unidad�más�pequeña�de�un�antígeno�que�puede�unirse�a�
un�receptor�de�linfocitos�o�a�un�anticuerpo�específico.�Son�las�regiones�inmunológicamente�activas�de�
un�inmunógeno.�
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Como�se�explicará�más�adelante� (véase� Sección�3.1.2),� en�ELISA� se�puede� trabajar� con�dos�
formatos�de�competencia�(véase�Figura�3.2):��

1)�El�denominado� indirecto,�según�el�cual�habitualmente�se�prepara�un�bioconjugado,�en�el�
cual�los�haptenos�de�competición�están�unidos�a�proteínas�para�su�fijación�al�soporte�sólido,�
en� forma� de� antígeno� de� tapizado� (AT).� El� reconocimiento� de� este� bioconjugado� se� realiza�
mediante� el� anticuerpo� generado� contra� el� hapteno� de� inmunización� (anticuerpo� primario,�
IgG)� y� posteriormente,� este� es� reconocido� por� un� anticuerpo� secundario� marcado� con� una�
enzima�(antiIgG�Enzima)��

2)�El�denominado�directo,�en�el�que� frecuentemente�se�utiliza�un� trazador�enzimático� (TE),�
resultado� de� la� unión� de� los� haptenos� de� competición� a� una� enzima� capaz� de� generar� una�
señal� medible.� Este� reacciona� con� el� anticuerpo� que� se� ha� inmovilizado� sobre� la� superficie�
sólida.� Alternativamente,� también� se� puede� trabajar� en� formato� directo� marcando� el�
anticuerpo� primario� con� una� enzima,� el� cual� reaccionará� con� el� antígeno� de� tapizado,� sin�
necesidad�del�anticuerpo�secundario.�

Las�especificaciones�en�relación�a�la�similitud�de�estos�haptenos�de�competición�respecto�del�
analito� no� son� tan� estrictas� como� para� el� caso� de� los� haptenos� de� inmunización.�
Generalmente� el� hapteno� de� inmunización� determina� la� especificidad� del� ensayo� mientras�
que�el�hapteno�de�competición�determina�la�detectabilidad�final,�aunque�esto�no�siempre�se�
cumple.�El�objetivo�de�introducir�heterogeneicidad�en�el�ensayo�es�disminuir�la�constante�de�
formación� del� complejo� anticuerpo�competidor,� siendo� esta� menor� que� la� constante� de�
formación�del�complejo�anticuerpo�analito,�aumentando�de�esta�manera�la�detectabilidad�del�
ensayo�(véase�Fórmula�3.1),�aunque�esto�no�siempre�es�observado�[168�170].�

,- / ,0� 25678 �,- 9 ,0�� (1)�

,- / ,:� 25;7<8 ,- 9 ,:� � (2)�

=>0� ? =>:� � � (3)�

Fórmula�3.1.�Ley�de�acción�de�masas�aplicada�a�la�formación�de�los�equilibrios�(1)�entre�el�anticuerpo�
(Ac)�y�el�analito�(An)�y�(2)�entre�el�anticuerpo�(Ac)�y�el�antígeno�(At).�(3)�Principio�de�heterología�por�el�
cual�la�constante�de�formación�del�complejo�anticuerpo�analito�(Kan)�es�mayor�que�la�de�anticuerpo�
antígeno�(Kat).�

Siguiendo� este� mismo� principio,� también� se� ha� descrito� casos� en� los� que� aumentando� la�
heterogeneicidad�es�posible�disminuir�la�especificidad,�ya�que�el�anticuerpo�puede�presentar�
una� mayor� afinidad� por� compuestos� estructuralmente� similares� al� analito� que� por� el�
competidor� [171,� 172].� A� pesar� de� que� ha� habido� numerosos� intentos� de� racionalizar� el�
efecto� del� competidor,� es� difícil� predecir� cual� puede� proporcionar� las� características� más�
adecuadas� al� ensayo� [173,� 174],� por� lo� que� habitualmente� se� sintetiza� una� batería� de�
haptenos� de� competición,� que� tras� su� unión� a� proteínas� o� enzimas� para� generar� los�
competidores,�se�valoran�frente�a�los�anticuerpos�obtenidos�para�obtener�un�inmunoensayo�
con�las�características�apropiadas.�

Otro� factor� a� tener� en� cuenta� es� el� método� de� bioconjugación,� ya� que� es� deseable� que� el�
inmunógeno� y� el� competidor� sean� preparados� utilizando� diferentes� métodos� de�
bioconjugación.�De�esta�manera�se�evita� la�posible� respuesta�de� los�anticuerpos�generados�
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contra� los� subproductos� generados� durante� el� proceso� de� bioconjugación,� que� hayan�
quedado�unidos�al�inmunógeno.�

Generalmente�la�síntesis�química�de�los�haptenos�es�la�etapa�que�más�tiempo�consume�en�el�
desarrollo�de�un�anticuerpo,�por�lo�que�se�ha�de�evaluar�el�esfuerzo�sintético�en�relación�con�
la� obtención� de� un� anticuerpo� con� las� características� deseadas.� En� este� sentido,� las�
herramientas� de� modelización� molecular� constituyen� un� complemento� ideal� al� criterio�
químico,�ya�que�permiten�una�mejor�comparación�de�las�propiedades�electrónicas�así�como�
de� las�estructuras�en�3D,�aumentando� las�posibilidades�de�obtención�de�un�anticuerpo�con�
las�características�deseadas.�

3.1.2.�ELISA�COMPETITIVO�PARA�MOLÉCULAS�DE�BAJO�PESO�MOLECULAR�

El� ELISA� es� una� técnica� inmunoquímica� en� formato� heterogéneo,� en� la� cual� uno� de� los�
inmunoreactivos,� bien� el� antígeno� de� tapizado� o� bien� el� anticuerpo,� es� inmovilizado� en� un�
soporte� sólido,� generalmente� placas� de� poliestireno� de� 96� o� 384� pocillos.� La� señal� es�
generada�a�través�de�la�reacción�del�marcador�enzimático�con�su�respectivo�sustrato,�que�a�
través�de�un�reactivo�de�visualización�genera�una�señal�colorimétrica�o�quimioluminiscente.��

Es�la�técnica�inmunoquímica�más�empleada�para�el�análisis�de�diferentes�tipos�de�sustancias�y�
es� muy� adecuada� para� la� detección� de� analitos� de� bajo� peso� molecular� trabajando� en�
condiciones� de� competencia.� En� este� caso� permite� trabajar� en� dos� tipos� de� formato,� el�
indirecto�o�de�antígeno�de�tapizado�y�el�directo�o�de�trazador�enzimático�(véase�Figura�3.2).�

�

Figura�3.2.�Esquema�de�los�formatos�de�ELISA�competitivos�para�la�detección�de�analitos�de�bajo�peso�
molecular.� A.� Formato� directo� o� de� trazador� enzimático.� B.� Formato� indirecto� o� de� antígeno� de�
tapizado.�

En� el� formato� directo� por� lo� general� el� anticuerpo� permanece� inmovilizado� en� el� soporte�
sólido� y� se� establece� el� equilibrio� con� el� analito� y� con� el� trazador� enzimático,� ambos� en�
disolución.�Tras�la�eliminación�del�exceso�de�reactivos�se�promueve�la�reacción�de�la�enzima�
con�su�sustrato�y�a�su�vez�el�reactivo�de�visualización�genera�la�señal.�

Para� el� formato� indirecto,� se� establece� el� equilibrio� entre� el� anticuerpo� y� el� analito� en�
disolución�y�a�su�vez�con�el�antígeno�de�tapizado� inmovilizado�sobre�el�soporte�sólido.�Una�
vez� eliminado� el� exceso� de� reactivos,� es� necesaria� la� adición� de� un� segundo� anticuerpo,�
marcado� enzimáticamente,� capaz� de� reconocer� al� primero.� Finalmente� se� promueve� la�
reacción�enzimática�igual�que�en�el�caso�del�formato�directo.�

Analito Anticuerpo Antigeno
de tapizado

Trazador
enzimático

Anticuerpo
secundario

Sustrato
enzimático

Mediador
coloreado

A: Formato competitivo directo B: Formato competitivo indirecto



Anticuerpos�e�inmunoreactivos�de�clase�para�quinolonas�

97�

En� ambos� casos� se� genera� una� respuesta� que� es� inversamente� proporcional� a� la�
concentración�de�analito.�Normalmente�dicha�respuesta,�de�tipo�sigmoidal,�se�ajusta�usando�
la�Fórmula�3.2:�

@ A B / , 9 B

� / CD
EF

G�

Fórmula� 3.2.� Ecuación� de� 4� parámetros� a� la� que� generalmente� se� ajusta� la� curva� de� calibrado� en� ELISA.� A:�
Absorbancia�máxima.�B:�Absorbancia�mínima.�C:�Concentración�que�produce�el�50�%�del�valor�de�la�absorbancia�
máxima�menos�la�Absorbancia�mínima.�D:�Pendiente�en�el�punto�de�inflexión�de�la�curva�sigmoidal.�

De�ella�se�definen�una�serie�de�parámetros�característicos�como�son�la�IC50�(concentración�de�
analito�correspondiente�al�50�%�de�inhibición),�IC90�(concentración�de�analito�correspondiente�
al�10�%�de�inhibición)�que�usualmente�se�toma�como�el�límite�de�detección,�el�rango�lineal�de�
trabajo�situado�entre�la�IC20�y�la�IC80,�en�el�cual�se�permite�la�cuantificación�y�la�pendiente�que�
nos�indica�la�sensibilidad�del�ensayo�(véase�Figura�3.3).�

�

Figura�3.3.�Ejemplo�de�curva�de�calibrado�de�un�ELISA�competitivo�y�sus�correspondientes�parámetros�
más�significativos.�

A�modo�de�resumen,� la�Figura�3.4�muestra�de�modo�esquemático� las�diferentes�etapas�del�
proceso�de�producción�de�anticuerpos� y� su�ensayo� inmunoquímico�para�moléculas�de� bajo�
peso�molecular.��
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�

Figura�3.4.�Esquema�de�las�diferentes�etapas�del�proceso�de�producción�de�anticuerpos�policlonales�y�
su�ensayo�inmunoquímico�para�moléculas�de�bajo�peso�molecular.�En�la�parte�izquierda�se�muestra�la�
secuencia�de�preparación�de�todos�los�reactivos�necesarios�para�obtener�los�anticuerpos�y�en�la�parte�
derecha�se�muestra�la�secuencia�de�preparación�de�los�inmunoreactivos�secundarios�necesarios�para�el�
establecimiento�del�ELISA.�

La� primera� etapa� en� la� producción� de� anticuerpos� corresponde� al� diseño� y� síntesis� del�
hapteno� de� inmunización,� teniendo� en� cuenta� las� características� deseadas� para� el�
inmunoensayo�final.�En�esta�etapa,�a�parte�del�criterio�químico�y�de�una�profunda�revisión�de�
la�literatura,�son�de�gran�ayuda�las�herramientas�de�modelización�molecular,�ya�que�permiten�
una� mejor� comparación� de� las� propiedades� electrónicas� y� estructurales� entre� el� analito� a�
detectar�y� los�haptenos�propuestos.�Tras�su�bioconjugación�a�una�proteína�de�elevado�peso�
molecular,�para�obtener�el� inmunógeno,�este�se� inocula�en�el�animal�huésped�para�generar�
los�antisueros�capaces�de�reconocer�el�analito�en�cuestión.�En�paralelo,�es�necesario�el�diseño�
y�síntesis�de�una�batería�de�haptenos�de�competición,�que�se�han�de�bioconjugar�a�proteínas�
y� enzimas� para� obtener� los� competidores� necesarios� para� el� establecimiento� del�
inmunoensayo.� Como� ya� se� ha� mencionado� anteriormente,� es� deseable� que� el� método� de�
bioconjugación�sea�diferente�al�utilizado�para� la�obtención�del� inmunógeno,�ya�que�de�esta�
manera� es� posible� evitar� la� señal� generada� por� la� posible� respuesta� inmunogénica� a� los�
subproductos� generados� durante� la� bioconjugación.� Una� vez� disponibles� antisueros� y�
competidores,� se�procede�a�un�cribado�de� las�combinaciones�de�ambos�para�seleccionar� la�
que�mejor�cumpla�con� las�características�deseadas�para�el� inmunoensayo� final�en�cuanto�a�
detectabilidad� y� especificidad� se� refiere.� Finalmente� se� evalúa� la� influencia� de� diferentes�
parámetros� físico�químicos� sobre� dicha� combinación� de� inmunoreactivos� y� se� realizan�
estudios�de�exactitud�y�especificidad�para� la�posterior�aplicación�de�dicho� inmunoensayo�al�
análisis�de�muestras�reales.�
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La� producción� de� anticuerpos� de� selectividad� de� clase� para� QNs� ha� sido� un� objetivo�
perseguido� por� muchos� grupos� de� investigación,� pero� difícil� de� lograr.� Como� ya� se� ha�
expuesto�en�la�introducción�general,�en�el�momento�de�inicio�de�esta�tesis�doctoral�se�habían�
descrito� pocos� anticuerpos� para� la� determinación� de� QNs,� en� la� mayoría� de� los� casos� los�
casos� enfocados� a� la� detección� específica� de� un� solo� miembro� de� la� familia,� obteniendo�
perfiles�de�reactividad�cruzada�generalmente�especificos�[156�158].�Casi�en�todos� los�casos,�
inmunógeno� era� una� QN� comercial� unida� a� la� proteína� a� través� del� ácido� carboxílico� en�
posición�3�[156�159]�o�a�través�de�la�piperazina�de�la�posición�7�[125],�bloqueando�en�ambos�
casos�epítopos�comunes�de�la�familia�de�las�QNs.�Solamente�en�uno�de�ellos�el�objetivo�era�la�
detección� genérica� [125],� abordándose� dicho� objetivo� mediante� unión� del� NRFX� a� OVA�
utilizando� la�amina�secundaria�de� la�piperazina�para�generar�el� inmunógeno.�Los�resultados�
obtenidos� tanto� en� términos� de� detectabilidad� (IC50� 10�30� μg/L),� como� de� especificidad� no�
fueron� óptimos,� con� una� reactividad� cruzada� inferior� al� 10� %� para� QNs� muy� utilizadas� en�
clínica�veterinaria,�como�son�la�FLUME�y�el�ERFX.�En�base�a�estos�antecedentes�se�plantearon�
los�objetivos�descritos�en�la�siguiente�sección�(véase�Sección�3.2).��

3.2.�Objetivos��

El� objetivo� principal� del� trabajo� presentado� en� el� presente� capítulo� fue� el� de� producir�
anticuerpos� con� selectividad� de� clase� para� los� antibióticos� de� tipo� QN,� siendo� estos�
anticuerpos,� en� conjunción� con� los� inmunoreactivos� secundarios� necesarios,� capaces� de�
reconocer�al�máximo�número�posible�de�QNs.�

Para�lograr�este�objetivo,�fue�necesario�abordar�los�siguientes�objetivos�concretos:�

� Diseño�racional�y�síntesis�del�hapteno�de�inmunización.�
� Diseño�y�síntesis�de�haptenos�de�competición.�
� Bioconjugación� de� dichos� haptenos� a� proteínas� y� enzimas� para� la� generación� del�

inmunógeno�y�de�inmunoreactivos�secundarios�(AT�y�TE).�
� Producción�de�anticuerpos�y�caracterización�de�los�mismos�mediante�ELISA.��

3.3.�Resultados�y�discusión�

3.3.1.�DISEÑO�DE�HAPTENOS�

Como�ya�se�ha�expuesto�en�la�introducción�de�este�capítulo,�la�pieza�clave�para�la�obtención�
de�anticuerpos�con� las�características�deseadas�consiste�en�un�buen�diseño�del�hapteno�de�
inmunización.�En�este�sentido,�es�necesario�un�conocimiento�profundo�del� (los)�analito(s)�a�
reconocer� aparte� del� tipo� de� muestra� en� la� que� se� pretende(n)� detectar.� En� este� caso,� se�
pretendía� obtener� anticuerpos� genéricos� para� su� aplicación� a� la� detección� de� QNs� en�
muestras�de�origen�animal,�principalmente�en�leche�procedente�de�ganado�vacuno.�En�este�
sentido,�identificar�cuáles�son�las�QNs�más�utilizadas�en�el�ámbito�veterinario,�cuáles�son�sus�
estructuras� químicas� y� propiedades� físico�químicas,� cuál� es� su� metabolismo� y� como� se�
excretan,�a�que�legislación�están�sometidas�y�a�que�límites�máximos�están�permitidas�en�las�
diferentes�matrices�de�análisis;�es�una�información�esencial�a� la�hora�de�diseñar�el�hapteno�
de�inmunización�más�adecuado.�
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La�Figura�3.5�muestra�las�estructuras�químicas�de�las�principales�QNs�utilizadas�en�medicina�
veterinaria� en� Europa.� Como� se� puede� observar,� todas� poseen� una� estructura� común�
formada�por�4�oxo�1,4�dihidroquinoleina�o�4�quinolona.�En�la�posición�3�presentan�un�ácido�
carboxílico�y�en�el�caso�de�las�fluoroquinolonas,�la�posición�6�aparece�fluorada.�La�posición�7�
presenta� heterociclos� nitrogenados,� generalmente� derivados� de� anillos� de� piperazina.� La�
posición� 1� es� la� de� mayor� variabilidad� desde� el� punto� de� vista� estructural.� Puede� aparecer�
alquilada,�sustituida�con�anillos�bencénicos,�ciclopropilos�o�extendiéndose�hasta�la�posición�8�
formando�un�nuevo�ciclo�fusionado�con�el�resto.��

�

Figura�3.5.� �Estructuras�químicas�de� las�QNs�más�utilizadas�en�el�ámbito�veterinario�en�Europa�y�del�
hapteno�de� inmunización.� La�parte�común�se�encuentra� resaltada�e� incluye� la�1,4�dihidroquinoleina,�
sistema���cetoácido�de�la�posición�3,4�y�el�fluor�de�la�posición�6�para�las�fluoroquinolonas.�

Otro�aspecto�a�tener�en�consideración�es�el�comportamiento�anfótero�de�estas�sustancias,�ya�
que� presentan� un� ácido� carboxílico� en� la� posición� 3� y� grupos� amino� en� la� posición� 7,�
pudiéndose� presentar� hasta� tres� especies� diferentes� en� disolución� acuosa� [175�177]� (véase�
Figura�3.6).�

�

Figura�3.6.�Equilibrios�de�transferencia�protónica�presentes�en�la�mayoría�de�QNs. 

Por�otro�lado,�este�tipo�de�antibióticos�tiene�una�baja�tasa�de�metabolismo�secundario�(fase�
II)� eliminándose� en� su� mayor� parte� sin� metabolizar,� aunque� una� pequeña� parte� sufre�
transformaciones�oxidativas�vía�mono�amino�oxidasas,�mediante�reacciones�básicamente�en�
el�anillo�de�piperazina�formándose�N�oxidos,�oxo�compuestos�y�demetilandose�[28,�178].�
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Analizada�toda�esta�información,�se�decidió�diseñar�una�estructura�que�fuera�representativa�
de� las� QNs� intactas,� y� se� propusieron� una� serie� de� criterios� que� la� estructura� química� del�
hapteno�debía�cumplir:��

� Conservar� los�grupos� funcionales�comunes�a� todas� la�QNs�y�maximizar� su�exposición�al�
sistema�inmune.�

� Eliminar�aquellos�grupos�funcionales�que�las�diferencian�entre�sí.�
� No�sacrificar�ninguno�de�los�principales�epítopos.�
� Presentar�valores�de�pKa�y�un�LogP�cercanos�al�de�la�mayoría�de�ellas.�
� Conservar�las�mismas�propiedades�conformacionales�y�electrónicas.�

Como�principales�epítopos,�que�además�son�los�grupos�funcionales�comunes�a�la�mayoría�de�
las�QNs,�se�identificaron�el�ácido�carboxílico,�la�cetona�y�el�átomo�de�fluor�de�la�posición�6.�La�
mejor� forma� de� maximizar� el� reconocimiento� de� dichos� epítopos� es� situando� el� brazo�
espaciador�en�un�punto�de�la�molécula�alejado�de�ellos.�Se�consideró�que�el�grupo�amino�de�
la� posición� 1� era� la� posición� ideal,� dada� su� situación� completamente� opuesta� al� grupo�
cetónico�y�suficientemente�alejada�del�carboxilo,�el�grupo�piperazínico�y�el�átomo�de�fluor.�En�
cualquier� caso,� el� hapteno� de� inmunización� propuesto� conserva� dicho� grupo� amino�
sacrificando� el� sustituyente�R1,�que�es�precisamente�el�de�mayor�variabilidad� (véase�Figura�
3.5).��

Atendiendo�a�estas�consideraciones,�se�planteó�situar�una�cadena�alquílica�como�sustituyente�
R1� de� una� longitud� suficientemente� larga� (3� átomos� de� carbono)� como� para� alejar� la�
estructura�del�potencial�efecto�estérico�de�la�proteína.�Dicha�cadena�estaría�sustituida�en�su�
posición�final�por�un�grupo�funcional�que�permitiese�la�unión�covalente�a�la�proteína.�En�este�
caso� fue�necesario� considerar�una�química�ortogonal�a� la�de�grupos�aminos�y� carboxilo,� ya�
que� estos� son� determinantes� antigénicos� presentes� en� otras� posiciones� de� la� molécula,� y�
durante�la�preparación�del�inmunógeno�el�control�sobre�la�posición�de�unión�a�la�proteína�no�
sería� total.� Para� este� propósito� se� contemplaron� los� grupos� funcionales� hidroxilo,� tiol,�
maleimido� y� aldehído.� Finalmente� se� optó� por� la� utilización� del� grupo� tiol� debido� a� la�
experiencia� previa� del� grupo� [179]� y� a� la� disponibilidad� comercial� de� los� intermedios�
necesarios� para� la� síntesis� del� hapteno� de� inmunización.� Dicho� grupo� tiol� permanecería�
protegido�adecuadamente�durante�el�proceso�sintético�para�su�desprotección�justo�antes�de�
su�unión�a�la�proteína.�

3.3.1.1.�Estudios�de�modelización�molecular�

A�la�hora�evaluar�el�impacto�de�la�introducción�del�brazo�espaciador�en�la�posición�indicada,�
para� confirmar� que� el� hapteno� propuesto� cumplía� con� los� requisitos� propuestos�
anteriormente,�las�herramientas�de�modelización�molecular�fueron�un�complemento�ideal�al�
criterio�químico.�

Previamente� fue�necesario� conocer� los�valores�de�pKa�de� cada� uno�de� los� congéneres�para�
poder�calcular�la�proporción�de�cada�una�de�las�especies�ácido�base�a�pH�fisiológico,�que�es�
donde�transcurriría� la�generación�del�anticuerpo.�Se�consideró�una�media�de� los�valores�de�
pKa�encontrados�en� la�bibliografía�[176,�177,�180]�y�a�partir�de�ella�se�calculó� la�proporción�
para�cada�analito�de� las�especies�ácido�base�a�pH�fisiológico�(véase�Tabla�3.1).�Para�el�caso�
del� hapteno� se� realizó� un� cálculo� predictivo� del� pKa� utilizando� el� paquete� de� programas�
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ACD/pKa� (Advanced� Chemistry� Development� Inc.,� Toronto,� ON,� Canada).� Como� puede�
observarse�en�la�Tabla�3.1,�los�valores�de�pKa�del�hapteno�no�diferían�en�gran�medida�de�los�
del�resto�de�los�congeneres.�

Tabla� 3.1.�Valores� de� pKa� para� el� equilibrio� ácido�base� de� las� QNs� y� porcentajes� de� cada� una� de� las�
especies�a�pH�fisiológicoa.�

Compuesto� %�H2X+ pK1
b %�HX pK2

b X��

Ciprofloxacino� 3� 6.01� 89� 8.54� 8�

Enrofloxacino� 2� 5.99� 66� 7.83� 32�

Danofloxacino� 4� 6.2� 89� 8.65� 7�

Difloxacino� 1� 5.73� 63� 7.75� 36�

Marbofloxacino� 1� 5.6� 82� 8.2� 17�

Flumequina� ���� 6.46� 8� ���� 92�

Ácido�Oxolínico�� ���� 6.9� 20� ���� 80�

Norfloxacino� 3� 6.13� 84� 8.32� 13�

Sarafloxacino� 2� 5.75� 90� 8.53� 8�

Ofloxacino� 1� 5.7� 71� 7.9� 28�

Hapteno�de�inmunizaciónc� 3� 6.09 88� 8.49� 9�
a�Véase�Figura�3.6�para�las�reacciones�de�equilibrio.�bValores�calculados�como�media�de�los�valores�experimentales�
encontrados� en� la� bibliografía� [176,� 177,� 180].� cValores� obtenidos� mediante� un� cálculo� predictivo� utilizando� el�
paquete�de�programas�ACD/pKa.�

A� su� vez,� se� realizaron� estudios� teóricos� y� de� modelización� molecular� usando� modelos�
semiempíricos�de�mecánica�cuántica�(PM3)�de�las�diferentes�especies�ácido�base�de�las�QNs�
de� uso� más� corriente� en� veterinaria,� buscando� sus� conformaciones� más� estables� en� su�
mínimo�de�energía,�que�serán�las�de�mayor�probabilidad.�

A� la�hora�de�calcular�el� impacto�del�brazo�espaciador�sobre� las�propiedades�geométricas�se�
calculó� el� valor� del� error� cuadrático� medio� (root� mean� square� error,� RMSE)� a� partir� de� la�
superposición�de�los�20�átomos�comunes�a�todas�las�QNs�de�uso�veterinario�definidos�por�los�
10� átomos� del� sistema� fusionado� de� anillos� y� los� 10� átomos� unidos� directamente� a� dicha�
estructura,� incluyendo� el� ��cetoácido� y� el� fluor� de� la� posición� 6� (véase� Figura� 3.7A).� Se�
compararon�las�estructuras�para�cada�una�de�las�especies�ácido�base�de�cada�molécula�dos�a�
dos,�para�finalmente�hacer�una�media�ponderada�teniendo�en�cuenta�la�proporción�de�cada�
una�de�ellas�a�pH�fisiológico.��

�

Figura�3.7.�Resultados�de�los�estudios�teóricos�utilizados�para�demostrar�la�idoneidad�del�hapteno�de�
inmunización�propuesto.�A.�Distribución�de�las�cargas�puntuales�de�los�átomos�comunes�presentes�en�
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la�estructura�de�las�QNs,�correspondientes�al�sistema�de�1,4�dihidroquinoleina�y�a�los�átomos�unidos�
directamente� a� él.� B.� Error� cuadrático� medio� en� amstromgs� de� la� superposición� de� los� átomos�
equivalentes,�comparando�los�compuestos�de�dos�en�dos.�

Como� se� observa� en� la� Figura� 3.7B� la� introducción� del� linker� en� la� posición� 1� no� produce�
cambios� significativos,� manteniéndose� la� planaridad� del� sistema� fusionado� de� anillos.� Los�
valores� de� RMSE� de� la� comparación� del� hapteno� con� el� resto� de� compuestos� fueron� del�
mismo� orden� que� los� obtenidos� comparando� los� compuestos� entre� ellos.� En� cuanto� a� las�
propiedades�electrónicas,�se�realizó�la�misma�media�ponderada�de�las�cargas�puntuales�para�
los� anteriormente� citados� 20� átomos.� Como� se� puede� observar� en� la� Figura� 3.7A� no� se�
observa�variación�sustancial�en�dichas�cargas�respecto�de�las�otras�moléculas�incluidas�en�el�
estudio.� A� la� luz� de� estos� resultados� se� decidió� proseguir� con� la� síntesis� del� hapteno� de�
inmunización�propuesto.�

3.3.2.�SÍNTESIS�DE�HAPTENOS�

3.3.2.1.�Análisis�retrosintético�

Una� vez� diseñado� el� hapteno� de� inmunización� se� realizó� un� análisis� retrosintético� de� dicha�
molécula.�Existen�principalmente�dos�métodos�de�síntesis�QNs,�el�que�utiliza� la�reacción�de�
Gould�Jacobs�y�el�que�utiliza�la�de�Grohe�Heitzer�[22].��

El� primero� consta� de� cinco� etapas,� comenzando� por� una� reacción� de� adición�eliminación�
entre� una� 3�fluoro�4�halo�anilina� y� metoxietilenmalonato� de� dietilo,� seguida� de� una�
cicloacilación� térmica� para� obtener� la� 4�hidroxi�3�carboxiquinolina.� Tras� la� alquilación� del�
nitrógeno�1�utilizando�halogenuros�de�alquilo,�se�procede�a�la�saponificación�del�éster�de�la�
posición�3,�para�finalmente�introducir�el�heterociclo�requerido�en�la�posición�7�mediante�una�
reacción�de�sustitución�nucleófila�(SN)�en�anillo�aromático�(véase�Figura�3.8A).�

El� segundo� a� su� vez� consta� de� seis� pasos� de� reacción.� Se� parte� de� la� acilación� del� anillo�
aromático�a�partir�del� cloruro�del� correspondiente�ácido�benzóico�para�obtener�el�éster�de�
malonato,� seguido�de�una�condensación�en�condiciones�deshidratantes�del� metileno�activo�
con� un� orto� éster.� El� éter� enólico� así� obtenido� se� somete� a� una� reacción� de� adición�
eliminación� utilizando� una� amina� primaria,� y� el� producto� resultante� sufre� una� ciclación� a�
través� de� una� reacción� tándem� de� adición� eliminación.� Al� igual� que� el� método� de� Gould�
Jacobs,�la�secuencia�finaliza�con�la�reacción�de�SN�en�el�anillo�aromático�(véase�Figura�3.8B).�
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Figura�3.8.�Esquema�sintético�de�preparación�de�QNs�A.�A�través�de�la�reacción�de�Gould�Jacobs.�B.�A�
través�de�la�reacción�de�Grohe�Heitzer.�

Se� decidió� abordar� la� síntesis� del� hapteno� de� inmunización� utilizando� el� método� de� Gould�
Jacobs�y�no�el�método�de�Grohe�Heitzer�por�dos�razones;�tiene�un�paso�menos�de�reacción�y�
durante� la� secuencia� sintética� se� obtiene� un� intermedio,� la� 4�hidroxi�3�carboxiquinolina,�
susceptible� de� ser� modificado� en� las� posiciones� 1� y� 7� con� diferentes� sustituyentes,� lo� cual�
resultaba�muy�atractivo�a�la�hora�de�sintetizar�una�batería�de�haptenos�de�competición.�

En�cuanto�al�grupo�protector�del�grupo�tiol�del�brazo�espaciador,� finalmente�se�optó�por�el�
bifenil�metano,�ya�que�tras�introducir�dicho�brazo�espaciador�en�la�posición�1�del�intermedio�
anteriormente� mencionado,� la� secuencia� sintética� proseguía� con� la� hidrólisis� del� éster� y� la�
introducción� del� anillo� de� piperazina,� por� lo� que� era� necesario� un� grupo� protector� no� muy�
lábil�a�medios�ácidos�ni�básicos.�

3.3.2.2.�Síntesis�del�hapteno�de�inmunización�

La�Figura�3.9�muestra�el� esquema� de� síntesis�del�hapteno�de� inmunización� 11� siguiendo� el�
método� de� Goulds�Jacobs.� Dicha� síntesis� comenzó� partiendo� de� la� 3�fluoro�4�cloro� anilina�
para�obtener�el�2�((3�cloro�4�fluorofenilamino)metilen)malonato�de�dietilo� (1)�en�un�primer�
paso� de� reacción� y� el� 7�cloro�6�fluoro�4�hidroxiquinolina�3�carboxilato� de� etilo� (2)� y� en� un�
segundo� paso� de� reacción,� con� muy� buenos� rendimientos� sin� etapas� de� purificación�
intermedias� en� ambos� casos.� En� paralelo� se� procedió� a� la� protección� del� grupo� tiol� del� 3�
cloropropano�1�tiol�utilizando�bifenilmetanol�en�ácido�trifluoroacético�(TFA).�Tras�2�horas�de�
reacción� la� protección� fue� completa� obteniéndose� el� 3�cloropropiltiobifenilmetano� (3)� con�
elevada�pureza�y�buen�rendimiento�tras�una�extracción�utilizando�éter�dietílico.�
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Figura�3.9.�Esquema�de�síntesis�del�hapteno�de�inmunización�11�siguiendo�el�método�de�Gould�Jacobs.�

A�la�hora�de�introducir�el�brazo�espaciador�en�la�posición�1�del�intermedio�2,�en�una�primera�
aproximación� se� utilizó� el� 3�cloropropiltiobifenilmetano� (3),� N,N�dimetilformamida� (DMF)�
como� disolvente� y� K2CO3� como� base� en� fase� heterogénea� a� una� temperatura� de� 100� ºC.�
Trascurridas�9�horas�la�reacción�no�evolucionó,�por�lo�que�se�decidió�buscar�alternativas.�Se�
sustituyó� el� cloro� del� brazo� espaciador� por� yodo� mediante� una� reacción� de� Finkelstein,�
utilizando� NaI� en� acetona� a� reflujo.� De� esta� manera� se� obtuvo� el� 3�
yodopropiltiobifenilmetano� (4),� con� una� alta� pureza� y� rendimientos� elevados� tras� la�
extracción� del� crudo� de� reacción� con� terc�butil� metil� éter.� Tras� posterior� reacción� de� este�
derivado� con� 2� se� obtuvo� el� 7�cloro�1�(3�(bifenilmetano)tiopropil)�6�fluoro�4�oxo�1,4�
dihidroquinolina�3�carboxilato�de�etilo�(5)�con�un�70�%�de�rendimiento�tras�la�purificación�del�
crudo�mediante�cromatografía�en�fase�directa,�utilizando�gel�de�sílice�como�fase�estacionaria�
y�una�mezcla�de�diclorometano�(DCM):�Acetato�de�etilo�(AcOEt)�8:2�como�fase�móvil.��

Durante� la� introducción� del� anillo� de� piperazina� a� través� de� una� reacción� de� SN� en� anillo�
aromático�sobre�el� intermedio�5,� se�utilizaron�2.5�equivalentes�de�piperazina�a�100�ºC�y�se�
probaron� como� disolventes� N�metilpirrolidona� y� DMF.� En� todos� los� casos� se� observó� la�
formación� mayoritaria� de� dos� regioisómeros� correspondientes� a� la� sustitución� de� las�
posiciones�6�y�7,�en�proporción�2�a�8�respectivamente.�Tras�varios� intentos�de�purificación,�
utilizando�sucesivas�recristalizaciones�en�mezclas�de�metanol:cloroformo,�se�logró�enriquecer�
la�mezcla�hasta�una�relación�1�a�9.�En�ningún�caso�se�logró�que�el�porcentaje�del�subproducto�
de� sustitución� en� posición� 6� fuese� inferior� al� 10� %� y� tras� revisar� la� bibliografía� se� decidió�
comenzar� de� nuevo� la� síntesis,� pero� esta� vez� partiendo� de� la� 3,4�difluoroanilina,� con� el�
objetivo�de�obtener�el�precursor�de�la�SN�en�anillo�aromático�con�un�átomo�de�flúor�en�lugar�
de� un� átomo� de� cloro� en� la� posición� 7.� Se� llevó� a� cabo� la� nueva� secuencia� utilizando� las�
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condiciones� optimizadas� para� el� derivado� clorado,� obteniéndose� los� diferentes� intermedios�
con�rendimientos�muy�similares�(6,�7�y�8).��

El� siguiente� paso� consistió� a� la� saponificación� del� éster� etílico� de� 8� en� medio� básico,� para�
evitar�la�posible�sustitución�de�dicho�éster�por�amida�durante�la�reacción�de�introducción�de�
la�piperazina,�hecho�observado�en�baja�proporción�con�el�derivado�clorado�en�la�posición�7.�
Para� dicha� saponificación� se� utilizaron� 2.5� equivalentes� de� KOH� en� una� mezcla� de�
tetrahidrofurano� (THF):agua� a� reflujo,� obteniéndose� el� correspondiente� ácido� 1�(3�
(bifenilmetano)tiopropil)�6,7�difluoro�4�oxo�1,4�dihidroquinolina�3�carboxilico� (9)� con� un�
rendimiento�elevado�tras� la�neutralización�del� crudo�en�medio�acuoso�y�posterior� filtración�
del�sólido�generado.�

La�introducción�del�anillo�de�piperazina�en�la�posición�7�del� intermedio�9�se�llevó�a�término�
utilizando� 2.5� equivalentes� de� piperazina� en� dimetilsulfóxido� (DMSO)� a� 110� ºC.� Tras� una�
extracción�del�crudo�con�DCM�logró�aislarse�el�ácido�1�(3�(bifenilmetano)tiopropil)�6�fluoro�
7�piperazinil�4�oxo�1,4�dihidroquinolina�3�carboxilico�(10)�puro�con�un�rendimiento�del�90�%.��

Finalmente�se�procedió�al�estudio�de� la� reacción�de�desprotección�del�grupo�tiol,�necesaria�
para� la� unión� el� hapteno� a� la� proteína.� La� reacción� se� optimizó� probando� diferentes�
condiciones�en�lo�que�se�refiere�a�tiempo�de�reacción,�temperatura�y�capturador�de�radicales,�
obteniéndose�el�mejor�resultado�a�una�temperatura�de�50�ºC,�usando�TFA�como�disolvente�y�
anisol� como� capturador� del� carbocatión�bifenilo�generado.�El� seguimiento�de�esta� reacción�
tuvo� lugar� por� HPLC�UV� determinando� que� en� hora� y� media� la� reacción� era� completa,�
obteniéndose�el�hapteno�de�inmunización�puro�(11)�tras�la�resuspensión�del�crudo�evaporado�
en�agua�y�su�posterior�lavado�con�DCM�y�liofilización.�

3.3.2.3.�Síntesis�de�haptenos�de�competición�

Utilizando�la�química�optimizada�durante�la�síntesis�del�hapteno�de�inmunización,�se�procedió�
a�la�síntesis�de�una�batería�de�moléculas�modificando�los�sustituyentes�de�las�posiciones�1�y�
7,�utilizando�diferentes� ioduros�de�alquilo�y�aminas�respectivamente�(véase�Figura�3.10,� las�
estructuras� finales�de� los�haptenos�de�competición�se�muestran�más�adelante,�en� la�Figura�
3.12).�En�este�sentido�en�la�posición�1�se�introdujo�el�grupo�propilo�con�la�idea�de�simular�la�
cadena� hidrocarbonada� del� hapteno� de� inmunización,� el� grupo� ciclopropilo� emulando� el�
sustituyente�de�CPFX,�ERFX�y�DNFX�y�se�dejó�esa�posición�libre�de�sustituyente�(véase�Figura�
3.10).�

Para�el�caso�de�la�posición�7,�se�introdujeron�diferentes�funcionalidades�a�partir�de�las�aminas�
piperazina,�morfolina,�etilendiamina,�dietilamina�y�también�se�mantuvo�el�flúor�del�precursor�
sin� reaccionar� (véase� Figura� 3.10).� En� el� caso� de� la� introducción� de� la� dietilamina,� fue�
necesario�el�uso�de�un�reactor�a�presión,�ya�que�se�observó�que�la�reacción�de�SN�en�anillo�
aromático�no�tenía�lugar�a�una�temperatura�inferior�a�70�ºC,�a�la�cual�el�reactivo�estaba�en�la�
fase� gaseosa.� Respecto� de� la� etilendiamina,� en� una� primera� aproximación� se� utilizó� una�
relación�equimolar�con�el�correspondiente�precursor�para�evitar�la�posible�reacción�sobre�del�
fluor�de�la�posición�6,�ya�que�este�reactivo�presenta�2�equivalentes�de�grupos�amina�primaria,�
a� priori� menos� impedidos.� Sin� embargo� se� observó� la� formación� de� un� 20� %� del� dímero�
correspondiente�a�la�entrada�de�dos�residuos�de�QN�en�cada�extremo�de�la�etilendiamina.�La�
proporción�aumentaba�al�90�%�al�añadir� la�etilendiamina�gota�a�gota�sobre�la�disolución�de�
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QN�en�condiciones�de�reacción�(T=110�ºC).�Finalmente�se�obtuvo�el�producto�de�monoadición�
utilizando�un�exceso�de�2.5�moles�de�amina�respecto�al�precursor.�

�

Figura� 3.10.� Estructuras� de� los� diferentes� sustituyentes� introducidos� en� las� posiciones� 1� y� 7� de� la�
estructura�base�de�QN�para�la�obtención�de�una�batería�de�haptenos�de�competición.��

Las�condiciones�experimentales�de�la�síntesis�de�todos�los�haptenos�se�encuentran�descritas�
en�la�parte�experimental�de�la�patente�anexa�a�este�capítulo�(véase�Sección�3.5)�y�en�la�parte�
experimental�adicional�del�Anexo�I.�

3.3.3.�BIOCONJUGACIÓN�DEL�HAPTENOS�

3.3.3.1.�Bioconjugación�del�hapteno�de�inmunización�

Con� el� hapteno� de� inmunización� ya� sintetizado� y� caracterizado,� se� procedió� a� su� unión� a�
proteínas�para�conferirlo�de�propiedades�inmunogénicas,�ya�que�como�se�ha�explicado�en�la�
introducción�a�este�capítulo,�compuestos�de�bajo�peso�molecular�son�incapaces�por�si�solos�
de�generar�respuesta�inmune.�Para�realizar�dicha�unión�fue�necesario�activar�previamente�la�
proteína� con� grupos� funcionales� susceptibles� de� reaccionar� con� el� grupo� tiol� del� hapteno.�
Para�ello�en�un�primer� intento�se�escogió�el�grupo�maleimido�ya�que� la�reacción�a�priori�es�
selectiva�y�existía�experiencia�previa�en�el�grupo�[179].�

Para� ello� se� sintetizó� previamente� el� N�maleimidopropanoato� de� succinimido� (25),� un�
reactivo� bifuncional� capaz� de� reaccionar� por� un� extremo� con� las� aminas� terminales� de� las�
lisinas�accesibles�de�la�proteína�y�por�el�otro�con�el�tiol�del�hapteno.�Tras�la�bioconjugación�se�
comprobó,�mediante�el�análisis�por�espectrometría�de�MS�(MALDI�TOF)�de�los�conjugados�a�
BSA� (Bovine� Serum� Albumin),� que� la� introducción� del� brazo� espaciador� era� prácticamente�
cuantitativa� a� diferentes� relaciones� molares� entre� dicho� producto� y� las� lisinas� de� la� BSA,�
mientras�que�la�reacción�con�el�hapteno�a�través�del�grupo�tiol,�en�todos�los�casos�rendía�del�
orden�de�un�35�%�(véase�Tabla�3.2).��
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Tabla�3.2.�Densidad�de�hapteno�para�los�bioconjugados�de�BSA�unidos�a�haptenos�con�grupos�tiol.a�

� Activación�de�la�proteína� Bioconjugación�

BE� Lys/BEb� ��BEc� Rendimiento�(%)d Hapteno� ��Haptenoc� Rendimiento�(%)d�

25� 1/2� 35� 116�100� 11� 12� 34�

� 1/1� 31� 103�89� � 10� 32�

� 1/0.5� 17� 91�113� � 6� 35�

26� 1/10� 17� 57�49� 11� 14� 82�

� 1/10� 17� 57�49� 22� 2e 12�

BE:� Brazo� espaciador.� a� Se� calcularon� las� densidades� de� hapteno� mediante� MALDI�TOF�MS� y� UV� cuantitativo.� b�

Proporción�molar�utilizada�para�la�activación�de�la�proteína�respecto�de�los�residuos�de�lisina�accesibles�de�la�BSA.�
cMoles�de�hapteno�por�mol�de�proteína.�dGrado�de�bioconjugación�calculado�teniendo�en�cuenta�que�la�BSA�tiene�
entre� 30� y� 35� lisinas� accesibles.� eEl� hapteno� 22� tuvo� un� bajo� rendimiento� de� bioconjugación� debido� a� la� baja�
solubilidad�observada�en�medio�acuoso.�

Debido� a� que� prácticamente� había� el� doble� de� restos� maleimido� libre� que� de� hapteno� por�
cada� molécula� de� BSA,� se� decidió� cambiar� de� estrategia,� ya� que� dichos� grupos� maleimido�
podrían�generar�una�respuesta�inmune�secundaria�no�deseada.�Se�escogió�como�nuevo�brazo�
espaciador� el� grupo� yodoacetilo� debido� a� su� corta� longitud� y� al� hecho� de� que,� aunque�
quedaran� restos� sin� reaccionar,� estos� no� serían� susceptibles� de� generar� una� respuesta�
inmune,� puesto� que� el� único� grupo� funcional� restante� sería� un� átomo� de� yodo,� que�
posiblemente� acabaría� reaccionando� también� con� el� agua,� convirtiéndose� en� OH.� Además�
cabía� la� posibilidad� del� bloqueo� final� de� los� átomos� de� yodo� sin� reaccionar� con� cisteína,� lo�
que�no�introduciría�nuevos�grupos�que�generasen�respuesta�inmune�(véase�Figura�3.11).�

�

Figura� 3.11.� Esquema� ilustrativo� de� las� diferentes� estructuras� unidas� a� las� proteínas� durante� la�
bioconjugación�del�hapteno�11�a�BSA�y�HCH.�A.�Utilizando�N�maleimidopropanoato�de�succinimido�(25)�
en�la�activación�de�las�proteínas.�B.�Utilizando�N�yodoacetato�de�succinimido�(26)�en�la�activación�de�
las�proteínas.�

En�este�caso�también�fue�necesaria�la�síntesis�previa�del�N�yodoacetato�de�succinimido�(26)�
[181].� La� etapa� de� modificación� previa� de� la� proteína� rindió� un� 50� %,� mientras� que� la�
introducción�del�hapteno�rindió�un�80�%,�para� finalmente�bloquear� los�átomos�de�yodo�sin�
reaccionar� en� la� etapa� previa� utilizando� clorhidrato� de� cisteína� (véase� Tabla� 3.2).� El�
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inmunógeno�preparado�por�este�nuevo�método�se�caracterizó�mediante�un�UV�cuantitativo,�
comprobándose�que�la�densidad�de�hapteno�era�de�14�restos�por�mólecula�de�proteína.��

3.3.3.2.�Bioconjugación�de�haptenos�de�competición�

En� el� caso� de� la� bioconjugación� de� los� haptenos� de� competición� a� proteína,� se� trata� de� la�
formación�de�un�enlace�amida�entre�el�ácido�carboxílico�de� la�posición�3�del�hapteno�y� las�
aminas�de� las� lisinas�accesibles�de� las�proteínas,�o�bien�para� los�haptenos�con�aminas�en� la�
posición�7,�entre�dichas�aminas�y�los�ácidos�carboxílicos�de�los�ácidos�glutáricos�y�aspárticos�
accesibles�de�la�proteína�(véase�Figura�3.12�para�las�estructuras�químicas).�

�

Figura� 3.12.� Estructuras� de� los� diferentes� haptenos� de� competición� bioconjugados� a� proteínas� para�
generar�los�competidores.�Las�flechas�indican�los�grupos�funcionales�susceptibles�de�reaccionar�con�la�
proteína�durante�la�bioconjugación.�

Debido� a� la�baja� solubilidad� de� las� QNs� en� disolventes� orgánicos� a� Tª� ambiente,� se� decidió�
realizar�la�reacción�directamente�en�agua,�utilizando�como�agente�de�activación�de�los�ácidos�
carboxílicos� una� carbodiimida� soluble� en� dichas� condiciones� como� lo� es� la� 1�Etil�3�(3�
dimetilaminopropil)carbodiimida�(EDC).�Como�modelo�para�optimizar�las�condiciones�de�esta�
reacción�se�escogió�el�CPFX�y� la�BSA.�Téngase�en�cuenta�que,�por�otra�parte,�existían�varias�
posibilidades�de�reacción,�entre�las�lisinas�de�la�proteína�y�el�grupo�carboxilo�de�la�QN,�entre�
los� grupos� carboxilos� de� la� proteína� y� el� grupo� amino� de� la� QN� y� a� su� vez� reacciones�
intermoleculares�entre�los�grupos�carboxilo�y�amino�de�la�misma�molécula,�si�bien�ya�existía�
precedentes�que�apuntaban�a�la�baja�reactividad�del�carboxilo�de�la�QN.�

Teniendo�en�cuenta�lo�anterior,�se�realizó�la�bioconjugación�utilizando�2�equivalentes�de�QN�
respecto�a�lisinas�reactivas�de�la�BSA�y�5�equivalentes�de�EDC�respecto�a�QN.�La�reacción�se�
realizó�a�temperatura�ambiente�durante�3�horas�en�diferentes�disoluciones:�tampón�citrato�a�
pH� 5.5,� tampón� fosfato� a� pH� 7.5,� tampón� carbonato� a� pH� 9.6� y� en� agua� ultrapura� sin�
tamponar.� Se� observaron� los� mejores� resultados� utilizando� agua� como� disolvente,�
obteniéndose� una� densidad� de� hapteno� de� 9� restos� por� molécula� de� proteína� y� una�
recuperación� del� 90� %.� Para� las� disoluciones� tamponadas,� se� observó� que� la� densidad� de�
hapteno� mejora� en� condiciones� cercanas� a� la� neutralidad� (densidad� de� hapteno� 7� para�
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tampón�fosfato)�y�empeora�al�alejarse�de�dichas�condiciones�(densidad�de�hapteno�4�y�2�para�
disoluciones�tampón�citrato�y�carbonato�respectivamente).��

Por�lo�tanto�se�decidió�no�tamponar�la�disolución�donde�se�llevaría�a�cabo�la�bioconjugación.�
De�esta�manera�se�bioconjugaron�gran�parte�de�los�haptenos�de�competición�a�las�proteínas�
BSA,�CONA�(conalbúmina)�y�OVA�(ovoalbúmina)�para�obtener�los�antígenos�de�tapizado�y�a�la�
enzima�HRP� (horseradish�peroxidase)�para�obtener� los� trazadores�enzimáticos.�Tal� como�se�
ha� comentado� anteriormente,� debido� a� que� algunos� haptenos� poseían� en� su� estructura�
grupos� carboxilo� y� amino� simultaneamente� (17,19,� y� CPFX,� véase� Figura� 3.12� para� las�
estructuras� químicas),� y� a� que� la� bioconjugación� utilizando� EDC� no� discrimina� a� la� hora� de�
activar� los� ácidos� de� la� proteína� o� del� hapteno,� se� decidió� modificar� la� BSA� utilizando�
anhídrido� succínico� y� etilendiamina.� El� objetivo� era� obtener� derivados� proteicos� en� cuya�
superficie�únicamente�hubiese�ácidos�carboxílicos�y�aminas�respectivamente,�minimizando�de�
esta�forma�la�baja�selectividad�de�la�EDC.�Se�escogieron�el�hapteno�17�y�el�CPFX�(véase�Figura�
3.12�para�las�estructuras�químicas)�para�bioconjugar�a�BSA�modificada�de�estas�dos�formas.�A�
su�vez�se�acoplaron�estos�dos�compuestos�a�carboxi�y�amino�dextrano�con�el�mismo�objetivo.��

El� principal� problema� de� los� derivados� de� BSA� modificada,� tanto� con� anhídrido� succínico�
como�con�etilendiamina,�fue�la�baja�solubilidad�de�los�bioconjugados�resultantes,�lo�que�hizo�
inviable�su�utilización.�En�cuanto�a�los�derivados�de�dextrano,�ambos�tuvieron�una�respuesta�
muy�inferior�en�ELISA�a�los�bioconjugados�de�BSA�que�inicialmente�se�prepararon,�por�lo�cual�
se�decidió�descartar�este�último�tipo�de�competidores,�a�pesar�de�que�permitían� tener�una�
caracterización� más� fiable� respecto� de� cómo� el� hapteno� se� habría� unido� a� la�
biomacromolécula�utilizada�como�competidor.��

Finalmente,� en� una� etapa� más� avanzada� de� la� tesis� y� con� el� objetivo� de� desarrollar� un�
immunosensor�amperométrico,�se�utilizó�el�cloruro�cianúrico�como�conector�de�haptenos�con�
grupos� amida� a� proteínas� a� través� de� sus� lisinas� accesibles.� La� ventaja� que� presenta� este�
compuesto�consiste�en�que� la�reactividad�de�cada�átomo�de�cloro�es�diferente,�ya�que�al� ir�
reaccionando�con�nucleófilos�el�anillo�aromático�se�torna�cada�vez�menos�electrodeficiente,�
por�lo�que�la�entrada�del�segundo�nucleófilo�es�más�difícil�que�la�del�primero�y�para�sustituir�
el� tercero� es� necesario� trabajar� a� elevada� temperatura� [182]� (véase� Figura� 3.13).� Esta�
diferente� reactividad� permitía,� a� priori,� realizar� la� bioconjugación� de� manera� inequívoca� a�
través� de� los� grupos� amina,� además� al� introducirlos� de� forma� secuencial� se� minimizaba� el�
riesgo� de� reacciones� intermoleculares� de� los� haptenos.� Así� pues,� en� una� primera� etapa� se�
realizó� la�reacción�entre�el�cloruro�cianúrico�y� la�proteína�(BSA�y�HRP),�y�tras� la�eliminación�
del� exceso� de� reactivo� por� diálisis,� se� procedió� a� realizar� la� reacción� entre� la� proteína�
modificada�y�el�hapteno�17.�Se�utilizó�dicho�hapteno,�ya�que�esta�aproximación�se�realizó�una�
vez� evaluados� el� resto� de� competidores� mediante� ELISA� en� formato� indirecto,� siendo� el�
bioconjugado�17�BSA�el�que�mejor�prestaciones�presentaba.�Como�en�los�casos�anteriores�el�
principal�problema�con�la�BSA�fue�la�baja�solubilidad,�sin�embargo�utilizando�HRP�se�obtuvo�
un� trazador� enzimático� con� unas� muy� buenas� prestaciones� en� ELISA� como� se� verá� más�
adelante�(véase�Sección�3.3.5.3).�
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Figura�3.13.�Esquema�representativo�de�la�bioconjugación�utilizando�cloruro�cianúrico�como�conector�
de�haptenos�con�grupos�amida�a�proteínas�a�través�de�sus�lisinas�accesibles.�

3.3.4.�PRODUCCIÓN�DE�ANTICUERPOS�

Una�vez�obtenido�y�caracterizado�el�inmunógeno,�se�procedió�a�la�inmunización�de�3�conejos�
de�la�variedad�New�Zealand�para�obtener�antisueros�policlonales�contra�QNs.�Los�antisueros�
obtenidos�fueron�nombrados�con�el�número�de�conejo,�así�este�proceso�dio�resultado�a� los�
antisueros�(As)�As171,�As172�y�As�173.��

Tal�y�como�se�describe�en�la�sección�experimental�de�la�publicación�III�(Sección�3.5),�se�aplicó�
un�protocolo�de�inmunización�de�seis�meses,�consistente�en�una�inoculación�mensual�y�una�
extracción�de�suero�parcial�diez�días�después�de�cada�inyección�para�monitorizar�el�proceso.�
Se� inocularon�100�μg�de� inmunógeno�por�conejo�y�mes,�en�una�emulsión� formada�por�una�
disolución� de� inmunógeno� en� PBS� (tampón� fosfato� salino)� y� adyuvante� de� Freund� a� partes�
iguales.� Se� utilizaron� los� dos� tipos,� el� adyuvante� de� Freund� completo� para� la� primera�
inoculación�y�el�incompleto�para�el�resto.�El�adyuvante�de�Freund�consiste�en�una�mezcla�de�
aceites�minerales�y�un�agente�dispersante,�conteniendo�el�completo�además�Mycobacterium�
tuberculosis� inactivada.� Este� adyuvante� es� un� inmunopotenciador� de� recuerdo� y� actúa�
liberando� el� inmunógeno� lentamente,� lo� que� permite� una� buena� activación� de� los�
macrófagos.��

La�evolución�del�título�de�anticuerpo�se�realizó�mediante�un�ELISA�no�competitivo�en�formato�
indirecto,� en� el� que� se� tapizaron� las� placas� con� una� disolución� del� competidor� homologo�
(hapteno�de�inmunización�unido�a�una�proteína�diferente�a�la�del� inmunógeno,�11�BSA)�a�1�
μg/mL� y� se� enfrentaron� a� diferentes� diluciones� de� los� antisueros� parciales� (desde� dilución�
1/1000�a�1/64000).�Como�se�puede�observar�en� la�Figura�3.14,�en� los� tres�casos�se�obtuvo�
buena� respuesta� frente� al� competidor� homologo� siendo� el� de� menor� respuesta� el� As� 172.�
Hasta�el�final�del�proceso�el�título�de�anticuerpo�aumentó�para�los�tres�animales.�
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Figura� 3.14.� Evolución� del� título� de� anticuerpo� mediante� ELISA� indirecto� no� competitivo.� B0�B4�
corresponde�al�antisuero�parcial,�siendo�B0�el�antisuero�preinmune�(previo�a�la�inmunización)�y�B4�el�
correspondiente� a� la� 5ª� inoculación.� Las� placas� fueron� tapizadas� a� 1� μg/mL� y� los� antisueros� fueron�
diluidos�64000�veces.�

3.3.5.�DESARROLLO�DEL�ELISA�

3.3.5.1.�Valoración�de�la�afinidad�de�los�antisueros�por�los�competidores�

Una� vez� que� los� inmunoreactivos� estuvieron� a� punto,� se� procedió� a� la� evaluación� del�
reconocimiento� de� los� diferentes� competidores� por� los� antisueros� generados,� tanto�
antígenos� de� tapizado� como� trazadores� enzimáticos.� En� una� primera� etapa,� se� realizaron�
experimentos�monodimensionales�utilizando�ELISAs�no�competitivos�en�formato�directo�para�
evaluar� el� reconocimiento� de� los� trazadores� enzimáticos� y� en� formato� indirecto� para� los�
antígenos�de�tapizado�(véase�Figura�3.2).�

En�cuanto�a�los�antígenos�de�tapizado,�solamente�los�bioconjugados�de�BSA�fueron�capaces�
de� generar� respuesta,� mientras� que� con� los� de� albúminas� procedentes� del� huevo� (OVA� y�
CONA)�no�se�obtuvo�señal�(véase�Figura�3.15),�aun�a�pesar�de�que�se�comprobó�por�MALDI�
TOF�que� la�bioconjugación�a�CONA�había�funcionado,�obteniéndose�densidades�de�hapteno�
de�entre�4.30�y�1.09.�Lo�mismo�sucedió�con�los�trazadores�enzimáticos�preparados�con�EDC.�
En�este�estadio,�y�debido�a�la�nula�respuesta�de�los�bioconjugados�de�OVA,�CONA�y�HRP,�se�
decidió�continuar�únicamente�con�los�bioconjugados�a�la�BSA�en�formato�de�ELISA�indirecto,�
si� bien� más� adelante,� y� con� el� objetivo� de� desarrollar� un� dispositivo� immunosensor,� se�
retomaría� el� tema� de� la� preparación� de� trazadores� enzimáticos� mediante� el� método� del�
cloruro�cianúrico.�
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Figura�3.15.�Resultados�de�los�experimentos�de�valoración�(ELISA�indirecto�no�competitivo)�utilizando�
los�antisueros�generados�contra�11�HCH�(As171�173)�frente�a�los�diferentes�haptenos�de�competición�
(13�24�y�CPFX)�unidos�a�BSA,�OVA�y�CONA.�Condiciones�del�ELISA�indirecto�no�competitivo:�As�1:2000,�
Antígenos�de�tapizado�a�1�μg/mL.�

Centrándonos�en�los�bioconjugados�de�BSA,�en�el�caso�particular�de�los�haptenos�en�los�que�
la�única�posibilidad�de�bioconjugación�era�a�través�del�ácido�en�la�posición�3�de�QN�(haptenos�
13,�14,�15,�16,�18,�20,�23�y�24,�véase�Figura�3.12�para�estructuras�químicas),�se�observó�que�
para� los� tres� antisueros� producidos,� la� señal� obtenida� por� ELISA� era� muy� inferior� a� la�
correspondiente� al� resto� de� haptenos� (véase� Figura� 3.15).� Este� hecho� demuestra� la�
importancia� del� sistema� ��ceto� acido� en� el� bioreconocimiento� de� los� anticuerpos�
desarrollados�utilizando�el�inmunógeno�11�HCH,�que�expone�al�sistema�inmune�dicho�grupo,�
el� cual� es� común� a� todas� las� QNs,� tal� como� se� esperaba� en� base� al� diseño� racional� que� se�
había� realizado�para�el�hapteno�de� inmunización.�También�se�observó�que�con�el�As172� se�
obtiene�una�señal� ligeramente� inferior�a� la�del� resto�de� los�antisueros,�hecho�ya�observado�
durante�la�monitorización�del�título�de�anticuerpo�(véase�Figura�3.14).�

Las�combinaciones�que�mostraron�una�absorbancia�superior�a�0.5�para�una�concentración�de�
1� μg/mL� de� antígeno� de� tapizado� y� una� dilución� de� antisuero� de� 1:2000� (un� total� de� 36�
combinaciones� As/AT),� fueron� seleccionadas� para� la� realización� de� experimentos�
bidimendionales�(2D).�En�dichos�experimentos�se�varió�tanto�la�concentración�de�AT�como�la�
dilución� de� As,� con� la� finalidad� de� obtener� las� concentraciones� óptimas� de� ambos�
inmunoreactivos� para� realizar� los� ensayos� competitivos.� Dichas� concentraciones�
corresponden�a�aquellas�que�producen�valores�de�absorbancia�en�torno�a�1,�correspondiendo�
a� su� vez� dichos� valores� al� 70�80� %� del� valor� de� absorbancia� obtenido� en� condiciones� de�
saturación�para�dichos�reactivos.�

Utilizando� dichas� concentraciones,� se� realizaron� los� ELISAs� competitivos,� observándose�
competencia�en�18�de�dichas�combinaciones.�La�Tabla�3.3�muestra� los�parámetros�de� los�7�
ensayos�que�mostraron�una�IC50�inferior�a�25�μg/L,�de�las�cuales�5�corresponden�al�As171�y�2�
al� As172.� En� todos� los� casos� la� bioconjugación� de� los� haptenos� ocurre� a� través� de� las�
posiciones�1�o�7�de�la�estructura�del�hapteno�de�competición.�
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Tabla�3.3.�Parámetros�característicos�de�diferentes�ELISAs�competitivos�obtenidos�con� los�diferentes�
antisueros�y�antígenos�de�tapizado�con�una�IC50�inferior�a�25�μg/L.�

Antisuero� Antígeno�de�tapizado� Amax Amin IC50
a Pendiente� R2�

As171� 11�BSA� 1.62� 0.07� 4.77� �0.66� 0.998�

� 17�BSA� 1.36� 0.1� 1.65� �0.79� 0.969�

� 19�BSA� 1.46� 0.12� 7.09� �0.60� 0.992�

� 22�BSA� 1.77� 0.14� 16.26� �0.86� 0.998�

� CPFX�BSA� 0.63� 0.06� 5.20� �0.51� 0.996�

As172� 17�BSA� 1.43� 0.08� 11.45� �0.85� 0.993�

� 19�BSA� 1.42� 0.07� 22.76� �0.71� 0.968�

Las� curvas� preparadas� se� midieron� en� ELISA.� Cada� concentración� se� midió� en� la� microplaca� por� duplicado.� a�

Expresado�en�μg/L.�El� valor�ha� sido�extraido�como�resultado�del�ajuste�con� la�ecuación�de�4�parámetros� (véase�
Formula�3.2).�

La�combinación�que�mostró�los�mejores�parámetros,�correspondiente�al�As171�con�el�17�BSA,�
se�eligió�para�su�posterior�optimización.�De�acuerdo�con� la� legislación�Europea�mencionada�
anteriormente,�en�estas�condiciones�el�ensayo�presenta�una�detectabilidad�muy�por�debajo�
de�los�límites�requeridos�(véase�Tabla�1.2,�página�22).�

3.3.5.2.�Optimización�del�formato�indirecto�

Se�estudió�la�influencia�de�diferentes�parámetros�fisicoquímicos�en�el�comportamiento�de�la�
combinación� de� inmunoreactivos� escogida� mediante� experimentos� de� ELISA� competitivo.�
Utilizando�CPFX�como�analito�se�estudiaron�diferentes�tiempos�de�tapizado,�de�competencia�
y�de�preincubación�de�analito�y�anticuerpo,�así�como�la�estabilidad�de�las�disoluciones�patrón�
de�los�inmunoreactivos.�A�su�vez�se�comprobó�el�efecto�de�la�concentración�de�Tween®�20,�
de� la� fuerza� iónica� y� el� pH� del� medio� de� competencia,� así� como� presencia� de� disolventes�
orgánicos�y�de�cationes�divalentes�en�dicho�medio.��

El� tiempo� de� tapizado,� la� preincubación� del� analito� con� el� anticuerpo� y� tiempos� de�
competencia�superiores�a�30�min�no�supusieron�una�mejora�significativa�en�las�prestaciones�
del� ensayo.� En� cuanto� a� la� estabilidad� de� las� disoluciones� patrón� almacenadas� a� 4� ºC,� se�
observó�que�tanto�la�disolución�de�analito�como�la�de�antígeno�de�tapizado�eran�estables�al�
menos�2�meses�en�esas�condiciones.�

No�se�observó�un�efecto�significativo�para� la�concentración�de�tween®�20,�siendo�el�ensayo�
estable�hasta�el�1�%�(véase�Figura�3.16A).�En�cuanto�a�la�fuerza�iónica�del�tampón�en�el�que�
transcurre� la� etapa� de� competencia,� el� ensayo� empeora� a� conductividades� inferiores� a� 7.5�
mS/cm,�manteniéndose�estable�hasta�al�menos�conductividades�de�50�mS/cm�(véase�Figura�
3.16B).�La�presencia�de�disolventes�orgánicos�apróticos,�como�DMF�y�DMSO,�inhibe�el�ensayo�
(véase� Figura� 3.16C)� mientras� que� la� presencia� de� disolventes� orgánicos� próticos,� como�
etanol�y�metanol,�es�tolerable�hasta�proporciones�del�25�%�(véase�Figura�3.16D),�si�bien�en�el�
caso�del�metanol�el�valor�de�la�IC50�aumenta�muy�significativamente.�
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Figura�3.16.�Efecto�de�diferentes�parámetros�físico�químicos�en�el�ensayo�As171/17�BSA.�A.�Efecto�del�
porcentaje�de�Tween®�20�en�el�tampón�de�competencia.�B.�Efecto�de�la�conductividad�en�el�medio�de�
competencia.�C.�Efecto�del�porcentaje�de�DMF�y�DMSO�en�el� tampón�de�competencia.�D.�Efecto�del�
porcentaje� de� etanol� y� metanol� en� el� tampón� de� competencia.� La� absorbancia� máxima� (Amax)� está�
expresada� en� U.A.� y� se� representa� sobre� el� eje� de� la� izquierda� y� la� IC50� está� expresada� en� nM� y� se�
representa�sobre�el�eje�de�la�derecha.�Los�valores�representados�están�extraídos�de�los�parámetros�de�
la�ecuación�de�ajuste�de�las�curvas�de�calibrado�para�CPFX.�

Respecto�del�pH,�se�observó�una�gran� influencia�en� la�zona�entre�6.5�y�8.5,�aumentando� la�
IC50� y�disminuyendo� la�absorbancia�máxima�en�el� intervalo�entre�7�y�8.�Este� tipo�de�efecto�
rara�vez�se�observa�en�inmunoensayos�donde�se�evalúa�este�parámetro�[114,�162,�183�185],�
generalmente� existe� una� tendencia� y� un� rango� de� pH� para� el� cual� el� ensayo� permanece�
estable.� Si� comparamos� este� comportamiento� con� las� proporciones� de� cada� una� de� las�
especies� ácido�base� del� CPFX� se� observa� que� cuanto� mayor� es� la� proporción� de� especie�
zwiteriónica�(HX),�mayor�es�el�aumento�de�la�IC50�(véase�Figura�3.17A).�Este�efecto�puede�ser�
atribuido�a�la�menor�solubilidad�del�CPFX�en�ese�intervalo�de�pH�[180].�

En�cuanto�a�la�presencia�de�cationes�divalentes,�al�añadir�CaCl2�al�tampón�de�competencia,�se�
observó�un�aumento�de�la�absorbancia�máxima�y�de�la�pendiente�del�ensayo,�y�a�su�vez�una�
disminución� de� la� IC50,� teniendo� esta� mejora� su� máximo� a� 1� mM� de� CaCl2� (véase� Figura�
3.17B).�Es�conocido�que�las�QNs�son�capaces�de�complejar�cationes�divalentes�y�trivalentes�a�
través�del�sistema���cetoácido�[186,�187],�lo�cual�puede�explicar�el�efecto�observado,�ya�que�
durante�la�generación�de�los�anticuerpos�dentro�del�animal�huésped�es�muy�probable�que�el�
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hapteno� de� inmunización� estuviese� complejado.� El� efecto� del� pH� y� del� Ca2+,� corroboran� la�
gran� contribución� del� sistema� ��cetoácido� en� el� fenómeno� de� reconocimiento� de� los�
anticuerpos�generados,�demostrándose�que�el�diseño�de�haptenos�ha�sido�efectivo.�

�
Figura�3.17.�Efecto�de�diferentes�parámetros�físico�químicos�en�el�ensayo�As171/17�BSA.�A.�Efecto�del�
pH� del� tampón� de� competencia� y� fracción� molar� de� cada� una� de� las� tres� especies� para� cada� pH�
estudiado�(diagrama�de�Bjerrum).�B.�Efecto�de�la�concentración�de�CaCl2�en�el�medio�de�competencia.�
La�absorbancia�máxima�(Amax)�está�expresada�en�U.A.�y�se�representa�sobre�el�eje�de�la�izquierda�y�la�
IC50�está�expresada�en�nM�y�se�representa�sobre�el�eje�de�la�derecha.�Los�valores�representados�están�
extraídos�de�los�parámetros�de�la�ecuación�de�ajuste�de�las�curvas�de�calibrado�para�CPFX. 

Otro�parámetro�a�evaluar�fue�la�exactitud�del�ensayo.�Se�prepararon�una�serie�de�muestras�
ciegas� a� concentraciones� conocidas� de� CPFX� y� dentro� del� rango� de� trabajo� del� ensayo,�
midiéndose� su� concentración� por� interpolación� en� la� curva� de� calibrado.� En� un� primer�
momento� se� obtenía� una� subestimación� significativa� y� generalizada.� Este� hecho� podría�
deberse� a� la� baja� disponibilidad� del� analito,� por� lo� se� decidió� agitar� la� placa� de� ensayo�
durante�todas�las�etapas�del�ELISA.�De�esta�manera�se�obtuvo�una�buena�correlación�entre�la�
concentración�teórica�de�cada�muestra�y�el�valor�obtenido�mediante�ELISA,�obteniéndose�una�
pendiente�en�la�regresión�lineal�del�0.85�con�un�R2�de�0.982�(véase�Figura�3.18).�
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�
Figura�3.18.�Correlación�entre�la�concentración�teórica�de�las�muestras�ciegas�de�CPFX�y�los�valores�de�
concentración� obtenidos� por� ELISA� en� formato� indirecto.� La� línea� punteada� corresponde� a� una�
correlación�perfecta�(pendiente=1).�Cada�punto�corresponde�a�la�media�y�la�desviación�estándar�de�3�
experimentos,� realizados� en� 3� días� diferentes,� en� los� que� se� analizaban� cada� día� 3� réplicas� de� cada�
muestra. 

Finalmente� se� evaluó� la� especificidad� de� los� anticuerpos� desarrollados,� ya� que� el� objetivo�
principal� era� obtener� un� ensayo� capaz� de� reconocer� el� mayor� número� posible� de� QNs.� Se�
prepararon� curvas� patrón� para� 9� QNs� a� parte� del� CPFX� y� para� otros� antibióticos� no�
pertenecientes� a� dicha� familia.� Todas� las� QNs� fueron� reconocidas� en� mayor� o� menor�
extensión�y�en�ningún�caso�se�observó�competencia�para�antibióticos�pertenecientes�a�otras�
familias�(véase�Tabla�3.4).�Además,�las�detectabilidades�alcanzadas�estaban�muy�por�debajo�
de� los� requerimientos� de� la� legislación� Europea� para� el� análisis� de� estos� antibióticos� en�
muestras�de�leche�(véase�Tabla�1.2,�página�22).�

Debido� al� efecto� que� ejercía� el� pH� en� el� ensayo,� se� realizó� el� mismo� estudio� a� pH� 8.5.� Se�
observó� una� pérdida� de� detectabilidad� para� las� QNs� que� poseen� el� anillo� de� piperazina�
alquilado,�mientras�que�en� las�que�se�conserva� dicho�anillo� sin�alquilar� la�detectabilidad�se�
mantenía� prácticamente� constante� en� todos� los� casos� respecto� al� CPFX� (véase� Tabla� 3.4).�
Este� hecho� abre� la� posibilidad� de� modular� la� selectividad� del� ensayo� a� través� del� pH,�
pudiendo�en�cierta�medida�no�solo�detectar�QNs,�sino�también�poder� llegar�a�discriminar�si�
pertenece� al� grupo� con� el� anillo� de� piperazina� sin� alquilar� o� al� grupo� con� la� piperazina�
alquilada.�

También�se�comprobó�el�efecto�que�ejercían� los�cationes�divalentes�en� la�especificidad.�De�
esta�manera�se�realizó�el�mismo�estudio�en�tampón�conteniendo�1�nM�de�CaCl2.�Se�observó�
que�en�el�caso�de�ERFX�y�DFX�el�porcentaje�de�reactividad�cruzada�aumentaba�hasta�el�100�%�
respecto�del�CPFX.�Sin�embargo,�el�efecto�del�calcio�no�fue�suficiente�para�el�caso�de�QNs�con�
un�sistema�de�tres�anillos�fusionados�o�con�grupos�muy�voluminosos�en�la�posición�7�(véase�
Tabla�3.4).�
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Tabla� 3.4.� Valores� de� IC50� y� reactividad� cruzada� de� compuestos� de� la� familia� de� las� QNs� y� otros�
antibióticos�utilizando�el�ELISA�desarrollado�con�los�inmunoreactivos�17�BSA�y�As171.�

� Tampón�de�la�etapa�de�competencia�

� PBST�pH=7.5� PBST�pH=8.5 PBST�1�mM�CaCl2�

Compuesto� IC50
a %�RCb� IC50

a %�RCb IC50
a %�RCb�

Ciprofloxacino� 0.75±0.09c� 100� 1.03±0.10c� 100� 0.77±0.27c� 100�

Enrofloxacino� 3.75� 22� 8.05� 14� 0.65� 127�

Danofloxacino� 9.35� 9� 38.45� 3� 7.31� 11�

Difloxacino� 1.83� 49� 5.58� 22� 0.91� 101�

Marbofloxacino� ���� ���� ���� ���� 4,30� 19�

Flumequina� 4.73� 13� 18.31� 4� 3.91� 15�

Ácido�Oxolínico� 11.74� 5� 172.36� 0.5� 23,53� 3�

Norfloxacino� 0.67� 108� 0.75� 132� 0.78� 94�

Sarafloxacino� 0.49� 177� 1.01� 118� 0.96� 93�

Ofloxacino� 1.29� 58� 12.22� 9� 1.84� 45�

Sulfametacina� ���� ���� ���� ���� >1000� <0.2�

Sulfatiazola� ���� ���� ���� ���� >1000� <0.2�

Cloramfenicol� ���� ���� ���� ���� >1000� <0.2�

Tetraciclina� ���� ���� ���� ���� >1000� <0.2�

Doxiciclina� ���� ���� ���� ���� >1000� <0.2�

Ampicilina� ���� ���� ���� ���� >1000� <0.2�
a� expresado� en� μg/L.� b� calculado� utilizando� IC50� expresado� en� nM� utilizando� la� fórmula:� %RC� =�
HIJK�LMNOPQRPS5LM6P

HIJK�TUM6PRP65 E��VV� .� c� valores� de� IC50� y� de� desviación� estándar� correspondientes� a� la� media� de� 3� ensayos�

realizados�en�diferentes�días.�Las�curvas�de�calibrado�se�construyeron�utilizando�2�réplicas.�

En� el� momento� de� obtener� estos� resultados,� era� la� primera� vez� en� la� que� se� obtenían� con�
éxito�anticuerpos�con�selectividad�de�clase.�Hasta�ese�momento,�tal�como�se�ha�comentado�
los� anticuerpos� se� habían� obtenido� a� partir� congéneres� particulares� obteniéndose�
anticuerpos� con� una� alta� especificidad� hacia� esos� compuestos� en� cuestión� [156�158].� Con�
posterioridad�a�esta�tesis�doctoral,�se�han�reportado�otros�trabajos�en�los�que�también�se�ha�
conseguido� alcanzar� una� selectividad� de� clase.� Los� autores� de� estos� trabajos� consiguen�
ampliar� el� espectro� de� reconocimiento� de� las� QNs� no� desde� una� aproximación� química,�
racionalizando� la� estructura� química� del� hapteno� de� inmunización,� si� no� en� base� a�
incrementar�las�posibilidades�de�seleccionar�un�clon�(en�el�caso�de�MAbs)�[118,�127,�129,�133,�
135,� 188�191],� un� fragmento� variable� mutante� de� cadena� sencilla� (en� el� caso� de� los� scFv)�
[122,�132,�192]�o�un�animal�(en�el�caso�de�PAbs)�[126,�128,�134].��

Concretamente� respecto� a� los� anticuerpos� policlonales,� Huet� et� al.� [126]� y� Tittlemier� et� al.�
[128]� han� descrito� el� desarrollo� de� anticuerpos� utilizando� un� mismo� inmunógeno,�
implementando�el� formato� indirecto�el�primero�y�el�directo�el�segundo.�Como�haptenos�de�
inmunización�emplearon�derivados�de�SRFX�y�NRFX�por�reacción�del�ácido�6�bromohexanóico�
con� la� amina� secundaria� de� la� piperazina� de� la� propia� QN.� Mediante� dicha� aproximación,�
consiguen�obtener�anticuerpos�genéricos�con�buena�detectabilidad�(IC50�comprendidas�entre�
0.2�y�25�μg/L),�aunque�no�consiguen�que�la�FLUME�sea�reconocida�más�de�un�3�%.�Además�no�
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existe�un�control�total�sobre�la�bioconjugación,�ya�que�en�la�estructura�de�dichos�haptenos�de�
inmunización� coexisten� dos� grupos� ácidos,� a� través� de� los� cuales� transcurre� la� unión� a� la�
proteína,�por� lo�que� la�orientación�final�del�hapteno�de� inmunización�en�el� inmunógeno�no�
está�totalmente�definida.�Por�otro�lado,�más�recientemente�Fan�et�al.�[134]�han�reportado�la�
producción� de� anticuerpos� policlonales� en� base� a� un� inmunógeno� preparado� mediante� la�
unión�de�NRFX�a�BSA�a�través�del�ácido�carboxílico�en�posición�3.�Si�bien�consiguen�reconocer�
9� QNs� con� porcentajes� de� reactividad� cruzada� por� encima� del� 10� %,� en� este� caso� la�
detectabilidad�no�es�tan�buena�(IC50�comprendidas�entre�3�y�25�μg/L),�y�tampoco�son�capaces�
de�detectar�FLUME,�DNFX�ni�MBFX,�de�gran�relevancia�en�el�ámbito�veterinario�y� legislados�
en�leche�por�la�CE.�

En�cuanto�a� los�anticuerpos�monoclonales,�en� todos� los�casos�se�emplean�QNs�comerciales�
como�haptenos�de�inmunización,�utilizando�el�ácido�carboxílico�de�la�posición�3�de�las�mismas�
para� la� unión� a� la� proteína.� En� base� a� un� rastreo� de� los� clones� dirigido,� consiguen� obtener�
anticuerpos�genéricos,�capaces�de�detectar�entre�6�y�16�QNs�según�el�caso,� con�valores�de�
IC50� superiores� a� 1� μg/L.� En� la� gran� mayoría� de� los� casos,� no� son� capaces� de� reconocer� la�
FLUME�y� cuando�son�aplicados�al� análisis�de� muestras� reales,� requieren�de�un� tratamiento�
previo� de� la� muestra.� Respecto� a� los� basados� en� scFv� mejoran� la� detectabilidad� de� los�
anticuerpos� de�partida,�aunque� la�principal� desventaja�de� esta�aproximación�consiste�en� la�
necesidad�de�utilizar�herramientas�de�biología�molecular�que�encarecen�el�proceso,�aparte�de�
alargar� el� tiempo� de� desarrollo,� siendo� necesario� además� utilizar� de� partida� un� anticuerpo�
monoclonal�con�unas�buenas�características� iniciales�en� lo�que�se�refiere�a�detectabilidad�y�
amplio�reconocimiento.�

Así� pues,� si� bien� la� detectabilidad� en� general� de� estos� anticuerpos� es� buena,� como� se�
comentará� más� adelante,� la� implementación� de� varios� de� estos� ensayos� al� análisis� de�
muestras�de�leche�ha�puesto�en�evidencia�que�precisan�de�un�tratamiento�de�muestra�previo�
al�análisis,�aparte�de�tiempos�de�análisis�superiores�a� las�3�h�por� la�necesidad�de�etapas�de�
bloqueo,�siendo�a�su�vez�indispensable�trabajar�a�37�ºC.��

A�la�vista�de�todos�los�resultados�anteriormente�expuestos�se�fijaron�las�condiciones�óptimas�
del�ensayo�para�el� formato� indirecto.�No�se�aplica�etapa�de�preincubación�y�se�establece�el�
tiempo� de� la� etapa� de� competencia� en� 30� min.� El� tampón� de� competencia� es� PBSTCa,� que�
consiste�en�10�mM�PBS�a�pH=7.5,�con�una�concentración�de�Tween®�20�de�0.05�%�y�1�mM�de�
CaCl2.�Todas�las�etapas�del�ensayo�se�realizan�con�agitación�orbital.�

Bajo� estas� condiciones� óptimas� se� evaluó� la� reproducibilidad� del� ensayo� mediante� la�
comparación� de� curvas� de� calibrado� en� diferentes� días� (N=15,� 5� ensayos� durante� 3� días�
diferentes).� La� Figura� 3.19� muestra� la� curva� de� calibrado� promedio� obtenida� y� en� la� tabla�
anexa�se�muestran�los�parámetros�característicos�de�dicha�curva�de�calibrado,�destacando�la�
IC50�de�0.35�μg/L�y�un�límite�de�detección�de�40�ng/L�(correspondiente�a�la�concentración�que�
produce� el� 90� %� de� la� señal� máxima).� La� desviación� estándar� de� cada� parámetro� indica� la�
buena�reproducibilidad�del�ensayo.��
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Figura�3.19.�Curva�de�calibrado�promedio�y�parámetros�característicos�obtenidos�para�ciprofloxacino�
con�el�ELISA�indirecto�tras�su�optimización.�Los�valores�de�IC50�y�de�desviación�estándar�corresponden�a�
la� media� de� 5� ensayos� realizados� en� 3� días� diferentes.� Cada� punto� corresponde� a� la� medida� de� 3�
pocillos�para�cada�ensayo.�

En� el� momento� de� obtener� estos� resultados,� el� presente� inmunoensayo� mejoraba� lo�
anteriormente�descrito�en�términos�de�detectabilidad�y�patrón�de�reconocimiento.�Como�ya�
se� ha� explicado� anteriormente,� con� posterioridad� a� la� obtención� de� dichos� resultados� se�
describieron�inmunoensayos�genéricos�para�QNs�con�buena�detectabilidad,�en�algunos�casos�
del�orden�a�las�conseguidas�por�los�inmunoreactivos�presentados�en�esta�tesis�[126,�135,�189]�
aunque�por�lo�general�no�superan�los�resultados�aquí�obtenidos.��

3.3.5.3.�Optimización�del�formato�directo�

Tal� y� como� se� ha� explicado� en� la� Sección� 3.3.5.1,� utilizando� los� bioconjugados� de� HRP�
preparados�con�el�método�de�la�EDC�no�se�obtuvo�respuesta�en�ELISA�directo�no�competitivo.�
En�una�etapa�posterior�de�la�tesis,�durante�el�desarrollo�de�un�inmunosensor�electroquímico,�
se� utilizó� el� cloruro� cianúrico� como� conector,� obteniéndose� en� este� caso� un� trazador�
enzimático� con� muy� buena� respuesta.� Solamente� se� preparó� el� bioconjugado�
correspondiente�al�hapteno�17�utilizando�este�método�de�conjugación,�ya�que�era�el�hapteno�
que� mejores� prestaciones� donaba� al� inmunoensayo� final� según� los� resultados� previos�
obtenidos� en� el� formato� indirecto.� Aprovechando� la� experiencia� adquirida� durante� el�
desarrollo� de� dicho� formato,� para� el� caso� del� formato� directo� solamente� se� evaluó� la�
influencia� del� tiempo� de� tapizado,� del� pH� del� tampón� de� competencia� y� también� la�
estabilidad� de� la� disolución� del� trazador� enzimático.� Se� incluyó� desde� un� primer� momento�
una� concentración� de� 1� mM� de� CaCl2� en� el� tampón� de� competencia� y� todas� las� etapas� del�
ensayo�trascurrieron�bajo�agitación�orbital.�

En� este� sentido,� se� observaron� mejores� resultados� en� cuanto� a� señal� máxima,� cuando� la�
etapa� de� tapizado� se� realizaba� durante� 4� horas� a� temperatura� ambiente� que� cuando� se�
realizaba� toda� la�noche�a� 4� ºC,�duplicándose�el� valor�de�absorbancia�máxima� utilizando� las�
mismas�concentraciones�de�inmunoreactivos.�La�disolución�del�trazador�resultó�ser�estable�al�
menos�dos�meses�a�4�ºC,�observándose�un�máximo�en�la�absorbancia�máxima�después�de�un�
mes�de�la�descongelación�de�la�alícuota�de�trabajo.��

En�cuanto�al�pH,�en�este�caso�no�se�observó�el�mismo�efecto�que�en�el�formato�indirecto�ya�
que�en�el�rango�de�pH�de�7�a�7.5,�tanto�los�valores�de�IC50�como�de�absorbancia�máxima�eran�
óptimos�(véase�Figura�3.20A).�Esto�puede�ser�atribuido�a�que�durante�la�realización�de�este�
experimento� ya� se� habían� incluido� las� condiciones� óptimas� establecidas� en� el� formato�
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indirecto,� como� son� la� introducción� de� CaCl2� en� el� tampón� de� competencia� y� la� agitación�
orbital� de� la� placa� durante� todas� las� etapas� del� ensayo,� factores� que� pueden� atenuar� la�
influencia� del� pH� en� el� ensayo.� El� ensayo� no� solo� es� estable� en� el� intervalo� anteriormente�
mencionado,�sino�que�se�trata�de�un�ensayo�muy�robusto,�ya�que�tal�como�se�puede�ver�en�la�
gráfica,�sería�posible�trabajar�en�medios�con�valores�de�pH�cercanos�a�9.�En�estas�condiciones�
la�IC50�se�mantiene�por�debajo�de�1�nM�y�la�absorbancia�es�muy�alta.�

También� se� evaluó� la� exactitud� del� ensayo� de� igual� forma� que� para� el� formato� indirecto�
(Véase� Sección� 3.3.5.2).� En� este� caso� se� observó� una� excelente� correlación� entre�
concentraciones�teóricas�y�las�obtenidas�mediante�ELISA,�con�una�pendiente�en�la�regresión�
lineal�del�0.974�(véase�Figura�3.20B).�

�

Figura� 3.20.� A.� Efecto� del� pH� del� tampón� de� competencia� para� la� combinación� As171/17�HRP.� La�
absorbancia�máxima�(Amax)�está�expresada�en�U.A.�y�se�representa�sobre�el�eje�de�la�izquierda�y�la�IC50�
está� expresada� en� nM� y� se� representa� sobre� el� eje� de� la� derecha.� Los� valores� representados� están�
extraídos�de�los�parámetros�de�la�ecuación�de�ajuste�de�las�curvas�de�calibrado�de�CPFX.�B.�Correlación�
entre� la� concentración� real� de� las� muestras� ciegas� de� ciprofloxacino� y� los� valores� de� concentración�
obtenidos� por� ELISA� en� formato� directo.� La� línea� punteada� corresponde� a� una� correlación� perfecta�
(pendiente=1).� Cada� punto� corresponde� a� la� media� y� la� desviación� estándar� de� 2� experimentos,�
realizados�en�2�días�diferentes,�en�los�que�se�analizaban�cada�día�3�réplicas�de�cada�muestra.�

En�cuanto�a� la�especificidad,�el�formato�directo�también�fue�capaz�de�detectar�en�diferente�
medida� las� 9� QNs� ensayadas� respecto� al� CPFX.� En� este� sentido,� el� perfil� de� reactividad�
cruzada�fue�muy�similar�al�obtenido�en�el�formato�indirecto�utilizando�el�mismo�tampón�de�
competencia�(10�mM�PBST,�1�mM�CaCl2�a�pH�7.5),�con�una�ligera�disminución�de�la�IC50�para�la�
mayoría�de�las�QNs�empleadas�(véase�Tabla�3.5)�
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Tabla�3.5.�Valores�de� IC50�y�reactividad�cruzada�de�compuestos�de� la�familia�de� las�QNs�utilizando�el�
ELISA�desarrollado�con�los�inmunoreactivos�17�HRP�y�As171.�

Compuesto� IC50
a %�RC�b�

Ciprofloxacino� 0.97±0.04c� 100�

Enrofloxacino� 0.56� 180�

Danofloxacino� 7.33� 14�

Difloxacino� 0.46� 242�

Marbofloxacino� 2.56� 41�

Flumequina� 1.94� 39�

Ácido�Oxolínico� 7.07� 11�

Norfloxacino� 1.01� 86�

Sarafloxacino� 1.03� 102�

Ofloxacino� 1.61� 61�
a� expresado� en� μg/L.� b� calculado� utilizando� IC50� expresado� en� nM� utilizando� la� fórmula:�
W�XD A HIJK�LMNOPQRPS5LM6P

HIJK�TUM6PRP65 E��VV.� c� valores� de� IC50� y� de� desviación� estándar� correspondientes� a� la� media� de� 3�

ensayos�realizados�en�diferentes�días.�Las�curvas�de�calibrado�se�construyeron�utilizando�2�réplicas.�

Así� pues� se� fijaron� las� condiciones� óptimas� que� para� el� caso� del� formato� directo,� que�
coincidían�con�las�del�formato�indirecto.�Bajo�dichas�condiciones�se�evaluó�la�reproducibilidad�
del�ensayo�comparando�curvas�de�calibrado�preparadas�en�diferentes�días�(N=15,�5�ensayos�
durante�3�días�diferentes).�En�Figura�3.21�se�puede�observar�la�curva�de�calibrado�promedio�
obtenida�y�la�tabla�anexa�muestra�los�parámetros�característicos�de�dicha�curva,�con�una�IC50�
de�0.91�μg/L�y�un� límite�de�detección�de�200�ng/L� (correspondiente�a� la�concentración�que�
produce�el�90�%�de�la�señal�máxima).�La�reproducibilidad�del�ensayo�es�buena�como�indica�la�
desviación�estándar�de�cada�parámetro.�

�

Figura�3.21.�Curva�de�calibrado�promedio�y�parámetros�característicos�obtenidos�para�ciprofloxacino�
con�el�ELISA�directo�tras�su�optimización.�Los�valores�de�IC50�y�de�desviación�estándar�corresponden�a�
la� media� de� 5� ensayos� realizados� en� 3� días� diferentes.� Cada� punto� corresponde� a� la� medida� de� 3�
pocillos�para�en�cada�ensayo.�
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3.4.�Publicación� II:� Diseño� de� hapteno� asistido� por� modelado� molecular� para�
producir� anticuerpos� con� selectividad� de� clase� para� antibióticos� de� tipo�
fluoroquinolonas�

En� el� siguiente� artículo� se� presenta� la� producción� de� anticuerpos� con� selectividad� de� clase�
para� las� QNs� basado� en� un� diseño� de� hapteno� asistido� por� criterios� químicos,� estudios�
teóricos� y� de� modelización� molecular.� Para� ello� se� ha� tenido� en� cuenta� el� carácter�
zwitterionico�de�la�mayoría�de�las�QNs�y�la�concentración�relativa�de�las�distintas�especies�en�
equilibrio�a�pH�fisiológico.�El�hapteno�de�inmunización�preserva�los�epítopos�más�importantes�
y�característicos�de�esta�familia�de�antibióticos�y�se�prepara�en�forma�de�prehapteno�estable�
a� través� de� una� ruta� sintética� de� 5� pasos.� Inmediatamente� antes� de� la� bioconjugación,� el�
grupo� tiol� del� hapteno� de� inmunización� se� desprotege� mediante� la� eliminación� del� grupo�
protector�bifenilmetano,�para�reaccionar�con�proteínas�previamente�modificadas�con�grupos�
yodoacetilo.� La� especificidad� de� los� anticuerpos� obtenidos� se� dirige� hacia� la� zona� común�
definida�por�el�átomo�de�flúor�en�la�posición�6�y�el���cetoácido.�El�ELISA�desarrollado�es�capaz�
de�reconocer�con�muy�buena�detectabilidad�fluoroquinolonas�importantes�que�se�utilizan�en�
la� sector�veterinario,� tales�como�ciprofloxacino� (CPFX,� IC50,�0,35�μg/L),�enrofloxacino� (ERFX,�
IC50,� 0,65� μg/L),� danofloxacino� (DNFX,� IC50,� 7,31� μg/L),� difloxacino� (DFX,� IC50,� 0,91� μg/L),�
sarafloxacino� (SRFX,� IC50,� 0,96� μg/L),� norfloxacino� (NRFX,� IC50,� 0,78� μg/L),� ofloxacino� (OFX,�
IC50,�1,84�μg/L),�flumequina�(FLUME,�IC50,�3,91�μg/L),�marbofloxacino�(MBFX,�IC50,�4,30�μg/L),�
y�ácido�oxolínico�(OXO,�IC50,�23,53�μg/L).�Los�resultados�presentados�en�el�siguiente�artículo�
demuestran� que� la� afinidad� del� anticuerpo� está� fuertemente� afectada� por� la� presencia� de�
cationes�divalentes,�debido�a�su�formación�de�complejos�con�las�moléculas�de�QN.�Por�otra�
parte,� el� resultado� del� efecto� del� pH� en� los� ensayos� inmunoquímicos� sugiere� que� la�
selectividad� podría� ser� modulada� con� el� pH� debido� al� carácter� zwiteriónico� de� las�
fluoroquinolonas�y�en�función�de�sus�diferentes�valores�de�pKa.�
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3.5.�Publicación� III:�Haptenos�e� inmunoreactivos�y�su�uso�en� la�obtención�de�
anticuerpos�de�familia�e�inmunoensayos�para�quinolonas�

La�presente�invención�se�refiere�a�haptenos,�inmunógenos�e�inmunoreactivos�secundarios,�su�
uso�para�la�obtención�de�anticuerpos�de�amplio�espectro�contra�los�antibióticos�de�tipo�QN�y�
su� aplicación� en� técnicas� inmunoquímicas� de� análisis� de� dichos� antibióticos� en� muestras�
biológicas.�

�
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3.6.�Aportaciones�más�relevantes.��

Se�ha�conseguido�desarrollar�inmunoreactivos�con�una�amplio�reconocimiento�de�diferentes�
congéneres�de�la�familia�de�antibióticos�de�tipo�QN,�así�como�una�técnica�inmunoquímica�en�
formato� de� microplaca,� robusta� y� fiable� desde� el� punto� de� vista� analítico,� que� permite�
determinar�estos�antibióticos�a�concentraciones�muy�bajas.�En�el�momento�de�realizar�este�
trabajo,� era� la� primera� vez� que� se� desarrollaban� inmunoreactivos� para� QNs� con� estas�
características.�Este�resultado�ha�sido�fruto�de�una�investigación�racional,�y�en�base�a�ello�a�
continuación� se� describen� las� aportaciones� más� relevantes� de� esta� tesis� doctoral� en� lo�
referido�al�objetivo�abordado�en�este�capítulo�son�las�siguientes:�

� Se�ha�demostrado�que� la�metodología�de� síntesis�de�derivados�de�QN�utilizando� la�
reacción�de�Gouds�Jacobs�es�robusta�y�versátil,�permitiendo�la�síntesis�de�numerosos�
derivados� para� su� utilización� como� haptenos.� En� este� sentido� cabe� destacar� que� la�
nucleofilia�del�grupo�amino�del�compuesto�2�no�es�muy�elevada,�siendo�necesario�la�
utilización�de�compuestos�de�reactividad�elevada�para�que�esta�reacción�tenga�lugar.�
De� la�misma�forma� la�presencia�de�un�átomo�de�flúor�en� la�reacción�de�sustitución�
electrófila� en� el� anillo� aromático� aumenta� la� reactividad� de� la� posición� deseada�
respecto� a� la� del� átomo� de� cloro,� evitándose� de� esta� manera� la� formación� del�
regioisómero�correspondiente�a�la�reacción�sobre�la�posición�6.�

� La�detectabilidad�del�ensayo�desarrollado�se�muestra�notablemente�afectada�por�el�
pH�del�medio�de�competencia�debido�al�carácter�zwiteriónico�de�las�QNs.�Este�efecto�
ocurre� en� diferente� grado� dependiendo� de� los� valores� de� pKa� de� la� QN� y� abre� la�
posibilidad� de� modular� la� selectividad� del� ensayo� mediante� la� variación� de� dicho�
parámetro.�

� De� la� misma� manera,� y� debido� a� que� las� QNs� son� capaces� de� complejar� cationes�
divalentes,� la� presencia� de� iones� Ca2+� en� el� medio� de� competencia� aumenta� la�
detectabilidad�del�ensayo�y�disminuye�las�diferencias�en�cuanto�a�reconocimiento�se�
refiere�entre�los�diferentes�congéneres�de�la�familia�de�las�QNs.�

Queda� patente� que� la� aplicación� del� criterio� químico,� complementado� con� el� uso� de�
herramientas�de�modelización�molecular,�constituye�una�combinación�excelente�para�el�
diseño� racional� de� haptenos� de� inmunización� para� la� obtención� de� anticuerpos� con�
selectividad�dirigida.�De�esta�manera�se�ha�conseguido�una� respuesta� inmune�selectiva�
en� los� conejos� inoculados� con� el� hapteno� de� inmunización� sintetizado,� obteniéndose�
unos�anticuerpos�capaces�de�reconocer�eficazmente�a�las�QNs�más�importantes�utilizadas�
en� el� ámbito� veterinario,� con� una� detectabilidad� muy� por� debajo� de� los� LMRs�
establecidos�por�la�UE�para�diferentes�matrices�de�origen�animal.�El�efecto�del�pH�y�de�la�
adición�de�Ca2+�en�el�ensayo�corroboran�la�gran�contribución�del�sistema���cetoácido�en�
el�fenómeno�de�reconocimiento�de�los�anticuerpos�generados,�demostrando�a�su�vez�que�
el�diseño�de�haptenos�ha�sido�efectivo.�

�
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Anexo� I.� Parte� experimental� adicional� complementaria� y� tabla� con� la�
estructura�química�de�los�diferentes�compuestos�sintetizados.��

En� esta� sección� se� describe� la� parte� experimental� adicional� complementaria,� ya� que� por�
razones� de� novedad� y� actividad� inventiva,� tres� haptenos� de� competición� no� se� incluyeron�
como�ejemplos�dentro�de�la�patente�anterior�(Sección�3.5).�A�su�vez�se�incluye�una�tabla�con�
la� estructura� química� de� los� diferentes� intermedios� y� haptenos� sintetizados� en� la� tesis,� así�
como�la�correspondencia�entre�la�numeración�presentada�en�la�tesis,�en�las�publicaciones�II,�
IV�y�V�(Sección�3.4,�Sección�4.4�y�Sección�5.4)�y�en�la�publicación�III�(Sección�3.5).�

A�continuación�de�muestra� la�metodología�de�obtención�y� la�caracterización�por�resonancia�
magnética�de�los�haptenos�no�incluídos�como�ejemplos�en�la�patente�anterior.��

Usando�la�metodología�de�obtención�de�los�haptenos�de�tipo�Ic1�anteriormente�descrita�en�la�
Sección� 3.5,� utilizando� la� correspondiente� 4�oxo�1,4�dihidroquinolina,� se� prepararon� las�
siguientes�7�amino�4�oxo�1,4�dihidroquinolinas:�

Ácido�6�fluoro�4�oxo�7�(1�piperanizil)�1�propil�1,4�dihidroquinolina�3�carboxílico�(19,�65�%�de�
rendimiento).�RMN�1H�(TFAd)���ppm:�1.00�(3�H,�t,� J=7.32�Hz)�2.03�(2�H,�h,� J=7.50�Hz)�3.61���
3.70�(4�H,�m)�3.81���3.90�(4�H,�m)�4.66�(2�H,�t,�J=7.32�Hz)�7.34�(1�H,�d,�J=6.59�Hz)�8.19�(1�H,�d,�
J=12.44�Hz)�9.15�(1�H,�s);�RMN� 13C� (TFAd)���ppm:�10.63�(1�C,�s)�23.49�(1�C,�s)�46.04�(2�C,�s)�
47.73�(2�C,�d,�J=5.98�Hz)�60.76�(1�C,�s)�104.89�(1�C,�s)�106.67�(1�C,�d,�J=3.42�Hz)�113.56�(1�C,�d,�
J=25.65�Hz)�117.79�(1�C,�d,�J=10.26�Hz)�140.78�(1�C,�s)�149.81�(1�C,�d,�J=10.69�Hz)�150.49�(1�C,�
s)�156.78�(1�C,�d,�J=258.59�Hz)�171.70�(1�C,�s)�172.13�(1�C,�d,�J=4.27�Hz).�

Ácido� 1�ciclopropil�6�fluoro�7�(4�morfolinil)�4�oxo�1,4�dihidroquinolina�3�carboxílico� (23,� 70�
%�de�rendimiento).�RMN�1H�(TFAd)���ppm:�1.25�(2�H,�q,�J=6.77,�3.11�Hz)�1.51�(2�H,�q,�J=6.95,�
5.85�Hz)�3.61�(4�H,�s)�3.90�(1�H,�s)�4.07�(4�H,�s)�7.70�(1�H,�d,�J=6.95�Hz)�8.06�(1�H,�d,�J=12.81�Hz)�
9.11�(1�H,�s);�RMN�13C�(TFAd)���ppm:�9.08�(2�C,�s)�39.89�(1�C,�s)�50.97�(2�C,�d,�J=6.41�Hz)�67.84�
(2�C,�s)�104.45�(1�C,�s)�106.22�(1�C,�d,� J=3.85�Hz)�113.22�(1�C,�d,� J=26.07�Hz)�116.20�(1�C,�d,�
J=10.26�Hz)�142.99�(1�C,�s)�150.45�(1�C,�d,�J=7.27�Hz)�150.42�(1�C,�s)�156.86�(1�C,�d,�J=259.02�
Hz)�171.94�(1�C,�d,�J=4.27�Hz)�171.96�(1�C,�s).�

Usando�la�metodología�de�obtención�de�los�haptenos�de�tipo�Ic2�anteriormente�descrita�en�la�
Sección� 3.5,� utilizando� correspondiente� piperazinil� fluoroquinolona� (ciprofloxacino),� se�
preparo�la�siguiente�metilpiperazinil�fluoroquinolona:�

Ácido� 1�ciclopropil�6�fluoro�7�(4�metil�1�piperazinil)�4�oxo�1,4�dihidroquinolina�3�carboxilico�
(24,�Rendimiento�cuantitativo),�RMN�1H�(TFAd)���ppm:�1.23�(2�H,�q,�J=6.95,�6.22�Hz)�1.49�(2�H,�
q,� J=7.14,� 6.77� Hz)� 3.00� (3� H,� s)� 3.30� �� 3.39� (2� H,� m)� 3.52� (2� H,� t,� J=12.53� Hz)� 3.73� (2� H,� d,�
J=12.44� Hz)� 3.92� (1� H,� ddd,� J=10.84,� 7.09,� 4.21� Hz)� 4.05� (2� H,� d,� J=13.72� Hz)� 7.74� (1� H,� d,�
J=6.95�Hz)�8.09�(1�H,�d,�J=12.44�Hz)�9.13�(1�H,�s);�RMN�13C�(TFAd)���ppm:�9.14�(2�C,�s)�40.15�(1�
C,�s)�45.22�(2�C,�s)�48.12�(2�C,�d,�J=6.41�Hz)�55.77�(1�C,�s)�104.93�(1�C,�s)�107.62�(1�C,�d,�J=2.99�
Hz)� 113.43� (1� C,� d,� J=25.65� Hz)� 117.32� (1� C,� d,� J=10.26� Hz)� 142.71� (1� C,� s)� 149.36� (1� C,� d,�
J=10.26�Hz)�150.77�(1�C,�s)�156.89�(1�C,�d,�J=258.59�Hz)�171.71�(1�C,�s)�172.51�(1�C,�d,�J=3.85�
Hz).�

�
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Tabla� 3.6.� Estructura� química� de� los� diferentes� intermedios� y� haptenos� sintetizados� en� esta� tesis� y�
correspondencia�entre�la�numeración�presentada�en�la�tesis,�en�las�publicaciones�II�y�IV�y�V�(Sección�
3.4,�Sección�4.4�y�Sección�5.4)�y�en�la�publicación�III�(Sección�3.5).�

Producto� Nº�tesis� Nº�Publicaciones�II,�IV,�V� Nº�Publicación�III�

�
1� ���� IIa�

�
2� 1� IIIa�

�

3� ���� IVa�

�

4� ���� Va�

�

5� 4� I2�

�
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8� 5� I3�

�

9� 8� I6�

�

10� 16� I12�

�

11� 18� I15�

N
H

F

Cl
CO2Et

CO2Et

N

F

Cl

OH

CO2Et

S Cl

S I

N

F

Cl

O

CO2Et

S

N
H

F

F
CO2Et

CO2Et

N

F

F

OH

CO2Et

N

F

F

O

CO2Et

S

N

F

F

O

CO2H

S

N

F

N

O

CO2H

S
HN

N

F

N

O

CO2H

HS
HN



Capítulo�3�

192�

Tabla�3.6.�Continuación.�

Producto� Nº�tesis� Nº�Publicaciones�II,�IV,�V� Nº�Publicación�III�

�

12� 3� I1�

�
13� 6� I4�

�

14� 7� I5�

�

15� 9� I7�

�

16� 10� I8�

�

17� 11� I9�

�

18� 12� I10�

�

19� 13� ����

�
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�
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�

22� 17� I14�
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Tabla�3.6.�Continuación.�

Producto� Nº�tesis� Nº�Publicaciones�II,�IV,�V� Nº�Publicación�III�

�

24� ���� ����

�
25� N�SPM� VIa�

�
26� N�SIA� VIb�

�
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En�el�siguiente�capítulo�se�describe�el�establecimiento�de�un�método�analítico�basado�en�el�
ELISA�desarrollado�en�el�Capítulo�3�para�la�determinación�de�QNs�en�leche�bovina.�El�trabajo�
ha� sido� realizado� en� estrecha� colaboración� con� la� Dra.� Fátima� Fernandez.� El� capítulo� está�
estructurado� partiendo� de� una� introducción� sobre� la� leche,� la� problemática� específica�
asociada�al�contenido�de�antibióticos�en�dicha�matriz,�la�legislación�y�el�control�del�contenido�
de�antibióticos�en�leche,�así�como�los�diferentes�ensayos�inmunoquímicos�para�la�detección�
de�QNs�en�dicha�matriz.�Posteriormente�se�discuten� los�resultados�obtenidos,� incluyéndose�
una� publicación� (Sección� 4.4)� que� contiene� los� principales� resultados� obtenidos� durante�
desarrollo� y� la� caracterización� del� método� analítico� establecido.� El� capítulo� finaliza� con� las�
principales�aportaciones�de�esta�tesis�doctoral�en�lo�referente�al�establecimiento�del�método�
analítico�basado�en�el�ELISA�desarrollado�en�el�capítulo�anterior.�

4.1.�Introducción�

4.1.1.�LECHE�COMO�PRODUCTO�ALIMENTICIO�

La� leche� es� un� producto� alimenticio� de� primera� necesidad� con� incuestionable� valor�
nutricional� no� solo� para� los� niños,� sino� también� para� adultos� y� ancianos,� aportando�
numerosos�beneficios�para�la�salud�[193].�Es�un�líquido�fisiológico�complejo�que�proporciona�
simultáneamente�nutrientes�y�componentes�bioactivos,�incluyendo�vitaminas�liposolubles�(A,�
D�y�E)�e�hidrosolubles�(B1,�B2�o�riboflavina,�B5�o�ácido�pantoténico�y�B12),�proteínas�(caseínas�
y� seroproteínas),� péptidos� bioactivos,� oligosacáridos� (lactosa),� ácidos� grasos� (saturados� e�
insaturados)� y� sales� minerales� (calcio,� fósforo,� magnesio� zinc� y� selenio)� [194,� 195].� Se� la�
considera� una� de� las� principales� fuentes� de� calcio� y� una� excelente� fuente� de� aminoácidos�
esenciales�para� la�nutrición�humana� [196].�Además�el� contenido�proteico�de� la� leche�es�de�
elevada�calidad�según�el�método�de�puntuación�de�aminoácidos�corregida�por�digestibilidad�
(PDCAAS,�Protein�Digestibility�Corrected�Amino�Acid�Score)�[197].��

Los� beneficios� para� la� salud� de� los� productos� lácteos� son� el� resultado� de� componentes�
biológicamente�activos�presentes�en�la�leche�y�también�en�los�productos�lácteos�fermentados�
o� agrios,� debido� a� sus� actividades� adecuadamente� moduladas� producidas� por� la� acción� de�
bacterias� probióticas.� Además� de� la� modificación� de� varios� componentes� de� la� leche,� los�
probióticos�pueden�actuar�también�directamente�como�agentes�preventivos�o�en� la� terapia�
de� algunas� enfermedades� contagiosas,� atópicas,� tumorales� u� otras� enfermedades� graves�
[198,� 199].� El� efecto� promotor� de� la� salud� de� los� productos� lácteos� fermentados� se�
materializa� directamente� a� través� de� la� interacción� con� los� microorganismos� consumidos�
(efecto� probiótico)� o� indirectamente,� como� resultado� de� la� acción� de� los� metabolitos�
microbianos�generados�durante�el�proceso�de�fermentación�(efecto�biogénico).�

Se�estima�que�en�el�mundo�363�millones�de�vacas�y�búfalas�se�emplean�para�producir�leche�
en� unas� 122� millones� de� granjas� [200].� La� producción� mundial� anual� estimada� es� de� 644�
millones�de�toneladas,�de�las�cuales�el�84�%�(541�millones�de�toneladas)�provienen�de�vaca.�
En� este� sentido,� los� mayores� productores� de� leche� de� vaca� son� la� UE� (142� millones� de�
toneladas),�Norteamérica�(91�millones�de�toneladas),�India�(46�millones�de�toneladas),�Rusia�
(32�millones�de�toneladas)�y�Brasil� (25�millones�de� toneladas)� [201].�Así�mismo,� la�UE�es�el�
mayor�exportador�de�productos�lácteos�con�un�32�%�de�todas�las�ventas�en�base�equivalente�
de�leche�(en�términos�de�volumen�total�de�leche�cruda�necesaria�para�la�producción�de�todos�
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los�productos� lácteos�comercializados)� [201].�El� consumo�per�cápita�es�mayor�en� los�países�
desarrollados� (>150� kg/cápita/año)� aunque� la� demanda� en� países� en� desarrollo� está�
aumentando�debido�al�incremento�de�ingresos,�el�aumento�demográfico,�la�urbanización�y�el�
cambio�en�la�dieta�[202].��

Por� otro� lado,� la� leche� es� un� producto� alimenticio� perecedero� y� necesita� de� un� procesado�
para�evitar�su�rápido�deterioro.�El�enfriamiento�extiende� la�vida�útil�de� la� leche�varios�días,�
mientras�que�tratamientos�térmicos�como�la�ultrapasteurización�(UHT)� la�extiende�a�meses,�
reduciendo�a�su�vez�la�presencia�de�patógenos�a�niveles�que�no�presentan�riesgo�significativo�
para� la� salud.� La� leche� también� es� procesada� para� convertirse� en� una� gran� variedad� de�
productos�lácteos�de�alto�valor�añadido�como�son�el�queso,�la�mantequilla�y�el�yogurt�entre�
otros�(véase�Figura�4.1).�

�

Figura� 4.1.� Diferentes� productos� lácteos� y� sus� relaciones� durante� la� producción� (figura� extraída� y�
modificada�de�la�página�web�http://en.wikipedia.org/wiki/Dairy_product). 

4.1.2.�PROBLEMÁTICA�ASOCIADA�AL�CONTENIDO�DE�ANTIBIÓTICOS�EN�LECHE�

Como�ya�se�ha�explicado�en�la�introducción�general�de�la�tesis�(véase�Capítulo�1,�Sección�1.4),�
la�presencia�de�antibióticos�en�alimentos�tiene�un�impacto�en�la�salud�principalmente�a�través�
del� aumento� de� la� resistencia� bacteriana,� posibles� reacciones� alérgicas� en� consumidores�
hipersensibles� y� el� impacto� en� la� flora� intestinal� humana� [203,� 204].� Asimismo� el� uso� de�
antibióticos� en� explotaciones� ganaderas� permite� que� este� tipo� de� residuos� pasen� al�
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medioambiente�a�través�de� la�alimentación�animal�y� los�residuos�orgánicos�animales�sin�un�
control�adecuado�[205�207].�

Además� de� todo� lo� expuesto� y� desde� un� punto� de� vista� tecnológico,� cuando� la� leche�
contaminada�con�antibióticos� se�destina�a� la� fabricación�de� productos� lácteos� fermentados�
puede�provocar�graves�consecuencias�tecnológicas,�causando�una�disminución�en� la�calidad�
de� los� productos� finales� y� por� lo� tanto,� repercutiendo� en� pérdidas� económicas� para� la�
industria�láctea�[208].�Como�consecuencia�de�la�presencia�de�estos�residuos,�los�procesos�de�
fermentación�durante�la�fabricación�de�queso,�yogur�u�otros�lácteos�fermentados�pueden�ser�
parcial�o� totalmente� inhibidos,�ya�que� las�bacterias�utilizadas�generalmente�son�sensibles�a�
dichos� antibióticos� (en� mayor� o� menor� medida� dependiendo� del� antibiótico� y� del� tipo� de�
bacteria).�Esto�provoca�un�retraso�en�la�acidificación�y�una�deficiente�coagulación,�generando�
texturas�desiguales�y�cuerpos�pastosos.�De�la�misma�manera�inducen�sabores�anormales�y�a�
su�vez�pueden�reducir�la�intensidad�del�sabor�particularmente�en�quesos�de�leche�cruda�[43].�
También� se� puede� facilitar� la� selección� de� cepas� resistentes� indeseables� en� los� productos�
finales� [209].� Por� otra� parte,� cabe� destacar� que� el� proceso� de� pasteurización� no� elimina�
completamente� los� antibióticos� [210]� y� la� ingesta� de� leche� o� productos� lácteos� que�
contengan� estos� compuestos,� puede� causar� las� reacciones� adversas� anteriormente�
mencionadas.� A� su� vez,� los� antibióticos� pueden� inhibir� el� desarrollo� de� bacterias� que�
pudiesen� estar� contaminando� la� leche,� enmascarando� la� presencia� de� dichas� bacterias�
cuando� se� realiza� el� análisis� bacteriológico.� De� esta� manera� dicha� leche� o� producto� lácteo,�
potencialmente� peligroso,� puede� ser� comercializado� pudiéndose� desarrollar� los� patógenos�
una�vez�el�efecto�inhibidor�del�antibiótico�se�haya�disipado.�

4.1.3.�LEGISLACIÓN�Y�CONTROL�DEL�CONTENIDO�DE�ANTIBIÓTICOS�EN�LECHE�

Toda� la�problemática�asociada�a� la�presencia�de�residuos�de�antibióticos�en� leche�expuesta�
anteriormente,�hace�que�esta�sea�uno�de�los�alimentos�más�vigilados�en�cuanto�al�análisis�de�
este�tipo�de�residuos�se�refiere.�Como�ya�se�ha�mencionado�en�la�introducción�general�de�la�
tesis�(véase�Capítulo�1,�Sección�1.5),�la�CE�a�través�de�la�Directiva�96/23/CE,�ha�establecido�la�
obligatoriedad� de� detectar� la� presencia� de� fármacos� veterinarios� y� otro� tipo� de� sustancias�
(pesticidas,�micotoxinas,�etc.)�en�todos�los�productos�de�origen�animal�destinados�al�consumo�
humano,� estableciendo� unos� LMRs� para� este� tipo� de� compuestos� a� través� del� Reglamento�
(CE)� Nº� 470/2009� que� deroga� el� Reglamento� (CEE)� Nº� 2377/90.� A� su� vez,� a� través� de� la�
Decisión�2002/657/CE,�se�establecen�los�requerimientos�a�cumplir�por�los�métodos�analíticos�
utilizados�para�la�detección�de�estas�sustancias�por�parte�de�los�laboratorios�veterinarios�y�de�
salud� pública.� En� España,� el� Real� Decreto� 1728/2007� especifica� la� normativa� básica� para� el�
control� lácteo�y�el�Real�Decreto�217/2004� regula� la� identificación�y� registro�de� los�agentes,�
establecimientos� y� contenedores� involucrados� en� el� sector� lácteo,� así� como� establece� un�
registro�de� los�movimientos�de� leche�cruda�de�vaca.�A�partir�del�Real�Decreto�217/2004,�se�
creó�el�módulo�de� trazabilidad�de� la� “base�de�datos� letra�Q”� (Leche�TRAzabilidad,�Quality),�
que�es�un�registro�informático�en�el�que�se�registran�todos�los�movimientos�producidos�entre�
contenedores�desde�que�la�leche�cruda�de�vaca�sale�de�la�explotación�productora�hasta�que�
llega�a�un�centro�de�transformación.�Esto�permite�la�gestión�homogénea�de�las�muestras�de�
leche�cruda�de�vaca,�de�los�controles�obligatorios�y�su�asociación�al�movimiento,�así�como�la�
gestión� de� las� muestras� oficiales.� La� Figura� 4.2� representa� el� esquema� de� las� diferentes�



Capítulo�4�

200�

etapas�implicadas�en�el�sistema�de�gestión�para�asegurar�la�trazabilidad�de�la�leche�cruda�de�
vaca,�expuesto�en�el�Real�Decreto�217/2004.��

�
Figura�4.2.�Esquema�de�las�diferentes�etapas�implicadas�en�el�sistema�de�gestión�de�la�trazabilidad�de�
la�leche�cruda�de�vaca.�

EL�Real�Decreto�1728/2007�establece�la�obligatoriedad�de�la�realización�de�controles�tanto�en�
la�explotación�como�en�la�central�lechera,�tomando�muestras�para�el�análisis�de�antibióticos�
(entre� otros� parámetros)� en� un� laboratorio� de� análisis� acreditado,� siendo� obligatoria� una�
prueba�de�detección� in�situ�en�ambos�casos.�En�la�Figura�4.3�se�muestra�un�esquema�de�las�
diferentes� etapas� de� control� para� la� detección� de� antibióticos� en� leche� [211],� que�
fundamentalmente�se�diferencian�dos�etapas.�Una�primera�de�control�primario�de�cribado�y�
confirmación� preliminar,� que� se� realiza� generalmente� utilizando� métodos� cualitativos�
microbiológicos� o� específicos� (enzimáticos,� de� unión� a� receptores,� etc.)� y� cuya� principal�
finalidad� consiste� en� establecer� la� presencia� o� ausencia� de� residuos� de� antibióticos� por�
encima� de� los� LMRs.� Posteriormente,� la� segunda� etapa� de� confirmación� y� cuantificación,�
tiene� como� objeto� la� identificación� inequívoca� de� la� presencia� de� dichos� residuos� y� la�
determinación�de�la�cantidad�exacta�de�residuo�presente�en�la�muestra.�En�este�sentido,�las�
técnicas� inmunoquímicas�son�muy�apropiadas�para� la�primera�etapa�de�control,�ya�sean�en�
formato�de�ELISA,�que�permite�el�cribado�de�un�elevado�número�de�muestras�en�poco�tiempo�
y�a�bajo�coste,�o�bien�en�formato�de�inmunosensor�o�tira�reactiva,�que�permite�el�análisis�de�
muestra�in�situ�de�una�manera�rápida�y�barata.�
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Figura�4.3.�Etapas�de�control,�clasificación�y�características�de�los�métodos�de�detección�de�antibióticos�
en�leche. 

4.1.4.�DIFERENTES�ENSAYOS�INMUNOQUÍMICOS�EN�LECHE�PARA�QUINOLONAS�

La� detección� de� antibióticos� en� leche� de� vaca� utilizando� técnicas� inmunoquímicas� tiene� su�
inicio� a� principios� de� la� década� de� los� 90� [212]� demostrándose� en� ese� entonces� que� las�
detectabilidades�obtenidas�eran�equivalentes�a�las�técnicas�cromatográficas.�

En� el� caso� concreto� de� la� determinación� de� QNs,� se� han� descrito� varios� trabajos� para� la�
detección� inmunoquímica� de� este� tipo� de� antibióticos� en� leche,� la� mayoría� publicados� con�
posterioridad�al�comienzo�de�esta�tesis.�El�tratamiento�de�muestra�consiste�generalmente�en�
la�eliminación�de� la�grasa�mediante� centrifugación,� seguida�de�una�dilución,� habitualmente�
1/10,�en�el�tampón�de�competencia�[130,�134,�135,�158,�213�215].�En�algún�caso�se�describe�
la� precipitación� utilizando� ácido� tricloroacético� [142]� o� nitroprusiato� sódico� en� conjunción�
con�sulfato�de�zinc,�seguido�de�una�dilución�del�sobrenadante�en�el�tampón�de�competencia�
[119,� 133].� La� especificidad� y� detectabilidad� de� cada� ensayo� viene� fijada� por� el� anticuerpo�
empleado,�estando�en� la�mayoría�de� los�casos�enfocados,� tal�como�ya�se�ha�comentado�en�
capítulos� previos,� a� la� detección� de� uno� o� pocos� congéneres� de� la� familia� de� QNs.� Por� lo�
general� los� porcentajes� de� recuperación� son� buenos,� alcanzando� límites� de� detección�
inferiores�a�los�LMRs�establecidos�por�la�UE.��

Más�en�concreto,�al�comienzo�de�esta�tesis�solamente�había�descritos�cinco�inmunoensayos�
para�la�detección�de�QNs,�de�los�cuales�solamente�cuatro�habían�sido�aplicados�en�leche�[125,�
157�159]� y� a� su� vez� tres� de� ellos� solamente� podían� reconocer� una� sola� o� muy� pocas� QNs.�
Recientemente,�y�con�posterioridad�al�trabajo�realizado�en�esta�tesis�doctoral,�varios�autores�
han�desarrollado�inmunoensayos�para�la�detección�genérica�de�QNs�en�leche�[118,�133�135,�
189,�216],�aunque�a�pesar�de�lograr�buenas�detectabilidades�en�todos�casos�son�incapaces�de�
detectar� FLUME,� una� de� las� QNs� prescritas� para� el� tratamiento� de� infecciones� en� ganado�
vacuno�y�que�a�su�vez�está�regulada�por�la�UE�en�leche.�Con�excepción�de�Suryoprabowo�et�
al.� [135]�a�su�vez�es�necesario�el� tratamiento�previo�de� la�muestra�mediante� la�adicción�de�
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agentes� precipitantes,� centrifugación� o� extracción� y� a� su� vez� los� tiempos� de� análisis� por� lo�
general� son� superiores� a� las� 3� h,� lo� que� presenta� una� desventaja� cuando� el� objetivo� es� el�
cribado�de�un�número�elevado�de�muestras.�Con�base�a�estos�antecedentes�se�plantearon�los�
objetivos�descritos�en�la�siguiente�sección�(véase�Sección�4.2).�

4.2.�Objetivos��

El� objetivo� principal� del� trabajo� que� se� describe� en� este� capítulo� fue� el� de� implementar� el�
ELISA�desarrollado�y�descrito�en�el�Capítulo�3,�al�análisis�de�residuos�de�antibióticos�en�leche�
procedente� de� ganado� vacuno.� Dada� la� complejidad� de� esta� matriz,� nuestra� prioridad� era�
mantener�las�excepcionales�características�analíticas�de�este�ensayo�sin�que�la�preparación�de�
la� muestra� complicara� el� procedimiento� analítico.� Para� ello� se� abordaron� los� siguientes�
objetivos�concretos:�

� Evaluación�del�efecto�matriz�causado�por�la�leche�sobre�el�ensayo�e�investigación�de�las�
estrategias�oportunas�para�eliminar�o�minimizar�dicho�efecto.��

� Caracterización� analítica� del� procedimiento� inmunoquímico� en� leche,� evaluando�
parámetros�como� la�reproducibilidad,�exactitud,�precisión�y�especificidad�del�ensayo,�y�
demostración� su� utilidad� mediante� el� análisis� de� muestras� de� leche� fortificadas� con�
varias�familias�de�antibióticos�

4.3.�Resultados�y�discusión�

El�principal�objetivo�de�la�presente�tesis�doctoral�es�la�determinación�de�QNs�en�leche.�Para�
ello� y� en� una� primera� aproximación,� se� procedió� a� la� implementación� de� la� técnica�
inmunoquímica�ELISA�al�análisis�de� leche,�y�a� la�evaluación�de� la� técnica�en�esta�matriz.� Se�
acotó�el�estudio�a�la�leche�procedente�de�ganado�vacuno,�ya�que�es�la�de�mayor�consumo�a�
nivel�mundial.�

4.3.1.�FORMATO�INDIRECTO�

4.3.1.1.�Efecto�matriz�provocado�por�la�leche�

El� termino� efecto� matriz� en� química� analítica� es� definido� por� la� IUPAC� como� el� efecto�
combinado�de�todos�los�componentes�de�la�muestra�diferentes�al�analito�en�la�cuantificación�
de�uno�o�varios�analitos�concretos�[217].�Si�un�componente�especifico�puede�ser�identificado�
como�causante�de�un�efecto� se� le�denomina� interferencia.�Concretamente,� la� leche�es� una�
matriz� biológica� de� gran� complejidad,� compuesta� por� miles� de� compuestos� incluyendo� un�
elevado� contenido� de� grasa,� proteínas,� carbohidratos� y� minerales� [218],� y� puede� afectar� al�
fenómeno� de� reconocimiento� del� analito� por� el� anticuerpo.� Generalmente� se� cree� que� el�
efecto� matriz� de� la� leche� es� debido� principalmente� al� contenido� graso� y� proteico,� sin�
embargo,�las�características�y�propiedades�del�analito�también�pueden�tener�un�papel�crucial�
en�la�respuesta�de�la�técnica�analítica�

Partiendo�de�estas�premisas,�se�evaluó�el�efecto�matriz�provocado�por� la� leche�mediante� la�
preparación�de�curvas�de�calibrado�de�CPFX�en� leche�sin�diluir� y�diluida�sucesivas�veces�en�
tampón� PBST,� procediéndose� a� la� comparación� de� dichas� curvas� con� la� generada� en� el�
tampón� de� referencia� (PBST).� Se� escogieron� tres� tipos� diferentes� de� leche� de� distinta�
procedencia� y� contenido� graso,� todas� ellas� adquiridas� en� un� supermercado� local.� Como� se�
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puede�observar�en�la�Figura�4.4A,�Figura�4.4B�y�Figura�4.4C�el�efecto�matriz�ejercido�por� la�
leche� sobre� el� ensayo� era� complejo,� consistiendo� en� una� disminución� de� la� absorbancia�
máxima�a�diluciones�inferiores�a�1/10�y�un�aumento�general�de�la�pendiente�del�ensayo.�

�

Figura�4.4.�Efecto�matriz�ejercido�por�la�leche�sobre�el�ELISA�indirecto�para�QNs.�A.�Leche�fresca�marca�
Letona.�B.� Leche�ecológica�marca�El�Corte� Inglés.�C.� Leche�desnatada�Pascual.�D.� Leche�fresca�marca�
Letona� utilizando� PBSTCa� como� tampón� para� la� dilución.� Los� resultados� aquí� respresentados�
corresponden�a�curvas�de�calibración�preparadas�en�leche�y�medidas�en�el�ELISA�con�un�mínimo�de�2�
réplicas�para�cada�concentración.�

La�disminución�de�la�absorbancia�máxima�debido�a�un�efecto�de�la�matriz�es�muy�habitual�en�
los�inmunoensayos�y�frecuentemente�es�eliminado�por�simple�dilución�[114,�219,�220].�Para�
el�caso�de� la� leche,� también�es�común�observar�una�disminución�del� ruido�de�fondo,�no�en�
vano� se� suele� usar� leche� o� alguno� de� sus� componentes� en� etapas� de� bloqueo� para� evitar�
adsorciones�inespecíficas�en�el�inmunoensayo�[221,�222].�Sin�embargo,�en�el�presente�caso�la�
pendiente�del�ensayo�también�se�veía�afectada,�por� lo�que�difícilmente�una�simple�dilución�
de� la� leche�podría� llegar�a� igualar� la�curva�generada�en�tampón�PBST.�Dicho�aumento�en� la�
pendiente� del� ensayo� ya� fue� observado� al� introducir� calcio� en� el� tampón� de� competencia�
(véase�Capítulo.�3,�Sección�3.3.5.2).�Así�pues,�el�efecto�matriz�observado�parece�consistir�en�
la�suma�de�varios�efectos,�por�un�lado� la�disminución�de�la�absorbancia�(máxima�y�mínima)�
probablemente�debido�a�priori�al�contenido�proteico�de�la�leche,�y�por�otra�parte�el�aumento�
de�la�pendiente�del�ensayo�muy�probablemente�sería�debido�a�la�presencia�de�calcio.�Por�otra�
parte�y�al�contrario�de�lo�esperado,�el�contenido�graso�apenas�afectaba�al�ensayo,�tal�como�se�
desprende�del�hecho�que�todas�las�leches�se�comporten�de�forma�similar,�independiente�de�
si�es�leche�entera,�semidesnatada�o�desnatada.�

En� base� a� estos� resultados� y� a� los� estudios� que� previamente� habíamos� realizado�
incorporando� calcio� al� tampón� del� ensayo,� se� procedió� a� realizar� los� mismos� experimentos�
pero�diluyendo�la�leche�en�PBSTCa,�con�el�objetivo�de�igualar�el�efecto�matriz�ejercido�por�el�
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calcio.� Como� se� puede� observar� en� la� Figura� 4.4D,� el� uso� de� PBSTCa� consiguió� mejorar�
sustancialmente�la�respuesta�igualando�las�pendientes.�Parámetros�como�el�rango�dinámico,�
la� pendiente� y� la� IC50� eran� muy� similares� en� PBSTCa� y� en� leche� diluida� 10� veces.� Si� bien� la�
cuantificación� con� una� curva� generada� en� PBSTCa� proporciona� resultados� aceptables� para�
fines�de�cribado,�se�decidió�estudiar�en�profundidad�el�tratamiento�previo�de�la�muestra�con�
el� objetivo� de� mantener� la� detectabilidad� del� ensayo� sin� perjuicio� de� la� simplicidad� del�
mismo.�

4.3.1.2.�Pretratamiento�de�la�leche�

A� pesar� de� los� resultados� obtenidos,� de� forma� simultánea� se� estudiaron� diferentes�
tratamientos� de� la� muestra� para� evaluar� los� beneficios� entre� la� ganancia� en� detectabilidad�
frente� al� aumento� de� la� laboriosidad� y� el� tiempo� de� análisis.� Para� ello� se� procedió� a� la�
desproteinización� de� la� leche� utilizando� varios� métodos.� Se� escogió� la� leche� fresca� para�
optimizar�el�proceso,�ya�que�era�esta�la�que�mayor�efecto�ejercía�sobre�el�ensayo.�

En�una�primera�aproximación�se�optó�por�un�método�de�desproteinización�muy�común�en�la�
literatura,�el�tratamiento�de�la�leche�con�ácido�tricloroacético�(TCA)�[142,�223].�La�adicción�de�
10�mg/mL�de�TCA�a�la�leche�fue�suficiente�para�una�completa�separación�de�la�fase�proteica�
del� suero.� El� pH� del� suero� resultante� (en� torno� a� 2)� se� neutralizaba� con� 1� M� NaOH� para�
ajustar�el�pH�a�7.5�y�se�diluía�en�medio�tamponado.�En�este�caso�el�efecto�matriz�tampoco�fue�
eliminado� totalmente,� observándose� a� la� par� una� pérdida� de� reproducibilidad� del� ensayo�
(véase�Figura�4.5A).��

�

Figura� 4.5.� Efecto� matriz� observado� tras� el� tratamiento� de� la� leche� con� diferentes� métodos� de�
desproteinización.�A.�Ácido�tricloroacético.�B.�Sulfato�amónico.�C.�Tampón�Mc�Ilvine.�

En�un�segundo�intento�se�añadieron�sales�inorgánicas,�como�son�el�cloruro�potásico�y�sulfato�
amónico,�para�aumentar�la�fuerza�iónica�del�medio,�forzando�de�esta�forma�la�precipitación�
de� las� proteínas.� Para� el� caso� del� cloruro� potásico,� se� añadieron� diferentes� cantidades� a� la�
leche� hasta� una� concentración� de� 300� mg/mL� y� en� ningún� caso� se� observó�una� separación�
efectiva�entre�la�fase�proteica�y�el�suero.�A�dicha�concentración,�la�conductividad�de�la�leche�
era� superior� a� 300� mS/cm,� por� lo� que� decidimos� abandonar� esta� aproximación.� Si� bien�
previamente� habíamos� estudiado� la� tolerancia� que� este� ensayo� tenía� frente� a� medios� con�
distinta� conductividad� (véase� Figura� 3.16B,� página� 115),� demostrándose� que� el� ensayo� era�
robusto� entre� 10� y� 50� mS/cm,� nunca� llegamos� a� evaluar� valores� de� conductividad� tan�
elevados.�En�el�caso�del�sulfato�amónico�se�observó�que�a�una�concentración�de�175�mg/mL�
en�leche,�producía�una�buena�separación�de�la�fracción�proteica,�siendo�la�conductividad�del�
suero�resultante�de�150�mS/cm,�inferior�a�la�obtenida�con�cloruro�potásico.�Así�pues,�tras�una�
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centrifugación� previa,� se� prepararon� curvas� de� calibrado� utilizando� el� suero� obtenido� y�
diluido�varias�veces�en�PBSTCa�y�se�compararon�con� la�curva�generada�en�tampón�PBSTCa.�
Como� se� puede� observar�en� la� Figura� 4.5B,� el� efecto� matriz� disminuyó� considerablemente,�
pero�no�fue�eliminado�por�completo.�En�este�caso,�aunque�la�disminución�en�la�absorbancia�
máxima�se�había�corregido,� las�curvas�presentaban�valores�de� IC50�superiores�al�de� la�curva�
preparada�en�tampón.�

Por� último� se� estudió� el� efecto� del� tampón� de� Mc� Ilvaine,� consistente� en� 0.08M� Na2HPO4,�
0.06�M�ácido�cítrico�y�0.01�M�Na2EDTA�a�pH�3.5.�Como�se�puede�observar�en�la�Figura�4.5C�en�
este�caso�tampoco� logró�eliminarse�el�efecto�matriz,�más�bien�al�contrario,�en�este�caso�se�
observaba�un�inesperado�incremento�de�la�señal�del�ensayo,�que�además�aumentaba�con�la�
dilución,� por� lo� que� cada� vez� era� más� diferente� a� la� curva� de� referencia� preparada� en� el�
tampón� del� ensayo.� De� la� misma� forma� se� realizaron� pruebas� de� adición� de� diferentes�
disolventes� orgánicos� (acetato� de� etilo� y� tolueno)� y� tampoco� se� obtuvo� una� separación�
efectiva�entre�el�suero�y�la�fase�proteica.�

4.3.1.3.�Utilización�de�leche�certificada�como�referencia�

Finalmente�se�decidió�estudiar�la�posibilidad�de�preparar�las�curva�de�calibrado�en�la�propia�
leche.�Utilizando�diferentes�tipos�de�leche�de�diferentes�marcas�libres�de�QNs,�suministradas�
por�AESAN,�se�prepararon�curvas�en�dichas�muestras�diluidas�10�veces�en�agua,�con�el�fin�de�
evaluar� el� efecto� matriz� a� esa� dilución� para� los� distintos� tipos� de� leche.� Como� muestra� las�
Figura�4.6A�y�Figura�4.6B�la�variabilidad�cuando�se�trata�de�leche�entera�o�semidesnatada�es�
mínima,�mientras�que�se�observa�un�ligero�aumento�de�la�absorbancia�máxima�para�algunas�
marcas�de�leche�desnatada.�

�

Figura� 4.6.� Comparativa� entre� curvas� de� calibración� preparadas� usando� leche� diluida� 10� veces� de�
diferentes� tipos� y� marcas� de� leche.� A.� Diferentes� marcas� de� leche� entera.� B.� Diferentes� marcas� de�
leche�desnatada�y�semidesnatada.�Los�datos�corresponden�a�la�media�de�al�menos�dos�réplicas.�

A�la�vista�de�todos�los�resultados�anteriormente�expuestos,�se�fijó�como�curva�de�referencia�
la� generada� utilizando� leche� Letona� Fresca� diluida� 10� veces� en� agua� (Leche� 1/10R)� para� su�
posterior� caracterización� analítica� mediante� el� estudio� de� parámetros� tales� como�
reproducibilidad,�exactitud�y�precisión.��

A�su�vez�se�realizó�el�estudio�del�efecto�matriz�para�diluciones�superiores�a�10�mediante� la�
preparación�de�curvas�de�calibrado�utilizando� leche�diluida�10,�50,�75,�100�250�y�500�veces�
con� agua.� En� estas� condiciones,� se� pudo� comprobar� que� existía� un� efecto� matriz� que�
aumentaba�con� la�dilución� (véase�Figura�4.7A).�Hasta�el�momento�actual�no�hemos�podido�
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encontrar� una� explicación� para� este� hecho,� pero� una� posible� hipótesis� podría� estar�
relacionada�con�una�variación�en� la�estructura�micelar�de� la� leche�y�que�ésta�variara�con� la�
dilución.�A�si�pues�se�realizó�el�mismo�experimento,�pero�esta�vez�diluyendo�la�leche�en�Leche�
1/10R,� y� como� sepuede� observar� en� la� Figura� 4.7B� el� efecto� matriz� era� prácticamente�
inapreciable.�Gracias�a�la�colaboración�mantenida�con�AESAN,�que�nos�permitía�tener�acceso�
a� leche� de� referencia� (certificada� como� negativa� en� QNs)� decidimos� continuar� nuestros�
estudios� con� este� procedimiento,� cabe� recordar� que� alternativamente,� el� ensayo� se� podría�
realizar�simplemente,�utilizando�PBSTCa�como�referencia�y�diluyendo� las�muestras�con�este�
tampón,�puesto�que�tal�como�se�ha�demostrado�anteriormente�(véase�Figura�4.4,D)�el�efecto�
matriz�también�queda�completamente�corregido�utilizando�esta�estrategia.��

�

Figura�4.7.�A.�Efecto�matriz�de�la�leche�sobre�el�ELISA�indirecto�para�diluciones�superiores�a�50�veces�
diluyendo�la�leche�con�agua.�B.�Para�minimizar�este�efecto�se�realizaron�las�diluciones�de�la�leche�con�
Leche�1/10R,�observándose�que�este�efecto�quedaba�minimizado.�

4.3.1.4.�Caracterización�del�método�analítico�para�la�detección�de�quinolonas�en�leche�

4.3.1.4.1.�Reproducibilidad,�exactitud�y�precisión�del�método�

En� lo� que� se� refiere� a� la� reproducibilidad,� se� evaluó� la� variabilidad� de� los� parámetros�
característicos�de�las�curvas�de�calibrado�generadas�en�Leche�1/10R.�Así�pues,�se�compararon�
la�absorbancia�máxima,� la�absorbancia�mínima,� la�pendiente,� la� IC50,�el� límite�de�detección,�
rango� linear� de� trabajo� y� la� R2� del� ajuste� con� la� ecuación� logística� de� cuatro� parámetros�
habitualmente� empleada� (véase� Fórmula� 3.2,� página� 97),� de� 18� curvas� generadas� en�
diferentes�días�y�con�al�menos�dos�réplicas�por�curva�y�se�calculó�el�coeficiente�de�variación�
(CV)�para�cada�uno�de�dichos�parámetros.�

Tal�y�como�se�muestra�en�la�Tabla�4.1,�el�coeficiente�de�variación�es�casi�siempre�inferior�al�
15� %� excepto� para� los� valores� de� absorbancia� máxima� y� para� el� límite� de� detección.� La�
variación� en� la� absorbancia� máxima� no� es� un� dato� que� sorprenda� al� tratarse� de� ensayos�
bioquímicos�altamente�dependientes�de�factores�ambientales�(temperatura�de�los�tampones,�
del�laboratorio,�etc),�es�por�este�motivo�que�cada�ensayo�se�calibra�independientemente.�La�
variación� en� la� IC90� se� encuentra� relacionada� con� el� hecho� de� que� es� justamente� en� los�
extremos�de� la�curva�sigmoidal�donde�tiene� lugar� la�mayor�variabilidad,�por�este�motivo�se�
suele� utilizar� el� intervalo� comprendido� entre� las� IC80� y� la� IC20� para� cuantificar.� Aun� así� un�
coeficiente�de�variación�del�18%�en�esta�zona�de�la�curva�puede�considerarse�aceptable�[224].�

10-4 10-3 10-2 10-1 100 101 102 103 104
0.0

0.5

1.0

1.5
Leche 1/10R

Leche 1/50

Leche 1/75

Leche  1/100

Leche 1/250

Leche 1/500

Ciprofloxacino (nM)

A
bs

@
45

0n
m

10-4 10-3 10-2 10-1 100 101 102 103 104
0.0

0.5

1.0

1.5
Leche 1/10R

Leche 1/50

Leche 1/75

Leche  1/100

Leche 1/250

Leche 1/500

Ciprofloxacino (nM)

A
bs

@
45

0n
m

A B



ELISA para la determinación de quinolonas en leche 

207�

La� detectabilidad� del� ensayo� se� mantiene� por� debajo� del� LMR� para� el� CPFX� a� pesar� de� la�
dilución� realizada,� con� una� IC50� de� 3,25� ±� 0,30� μg/L� en� leche� (0,325� ±� 0,030� μg/L� en� Leche�
1/10R)�y�un�LOD�de�0,440�±�0,08�μg/L�(0,044�±�0,008�μg/L�en�Leche�1/10R).��

Tabla� 4.1.� Parámetros� del� ensayo� indirecto� en� Leche� 1/10R� y� coeficiente� de� varianza� para� cada� uno� de� ellos�
utilizando�ciprofloxacino�como�analitoa.��

� Media�±�Desv.estand. %CV�(n=18)

Absmax� 1,09�±�0,39� 35,81�

Absmin� 0,054�±�0,007� 12,96�

Absmax/Absmin� 14,61�±�1,48� 10,11�

Pendiente� �1,15�±�0,08� 7,14�

IC50�b� 0,33�±�0,03� 9,37�

LOD�b� 0,044�±�0,008� 17,80�

Rango�lineal�b� 0,092�±�0,011���1,13�±�0,11� 11,94,�9,64�

R²� 0,997�±�0,002� 0,15�
a�Valores�de� IC50�y�de�desviación�estándar�correspondientes�a� la�media�de�18�ensayos�realizados�en�7�días�
diferentes�con�al�menos�dos�réplicas�para�cada�concentración.�b�expresado�en�μg/L.�

A� la�hora�de�evaluar� la�exactitud�del�método,�se�prepararon�siete�muestras�ciegas�de� leche�
fortificadas�con�CPFX�a� concentración� conocida�a�niveles�por�encima�y�por�debajo�del� LMR�
permitido�por�la�UE.�Dichas�muestras�fueron�diluidas�10�veces�en�agua�y�posteriormente�1/50�
y�1/500�con�Leche�1/10R�con�el�fin�de�obtener�concentraciones�dentro�del�rango�lineal�de�la�
curva� de� calibrado.� Una� vez� estas� muestras� fueron� medidas� con� el� ELISA� indirecto,� se�
procedió�a�confrontar�las�concentraciones�obtenidas�con�las�concentraciones�a�las�que�cada�
muestra�había�sido�fortificada.�Se�obtuvo�una�elevada�correlación,�como�demuestra�el�ajuste�
lineal,�con�una�pendiente�0.965�(la�correlación�total�corresponde�a�una�pendiente�de�1)�y�un�
R2�de�0.997�para�dicho�ajuste�(véase�Figura�4.8A).�

�
Figura�4.8.�A.�Correlación�entre�la�concentración�teórica�de�las�muestras�ciegas�de�ciprofloxacino�y�los�
valores� de� concentración� obtenidos� por� ELISA� en� leche.� La� línea� punteada� corresponde� a� una�
correlación�perfecta�(pendiente=1).�Cada�punto�corresponde�a�la�media�y�la�desviación�estándar�de�2�
experimentos,� realizados� en� 2� días� diferentes,� en� los� que� se� analizaban� cada� día� 3� réplicas� de� cada�
muestra.� B.� Coeficiente� de� varianza� obtenido� a� partir� de� la� medición� de� las� muestras� fortificadas� a�
diferentes�niveles�de�concentración�con�el�formato�indirecto.�

Con�objeto�de�evaluar�la�precisión�del�método,�se�prepararon�muestras�fortificadas�con�CPFX�
a�cinco�niveles�diferentes�de�concentración�en�Leche�1/10R,�dentro�del�rango�lineal�de�trabajo�
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de� la� curva� de� calibrado.� Para� cada� nivel� de� concentración� se� prepararon� siete� muestras�
diferentes�(un�total�de�35�muestras).�Dichas�muestras�se�analizaron�por�triplicado�mediante�
ELISA�y�se�evaluó�el�coeficiente�de�variación�para�cada�nivel�de�concentración�para�n=7.�Como�
se�puede�observar�en�la�Figura�4.8B,�en�ningún�caso�el�coeficiente�de�variación�fue�superior�al�
10�%.��

4.3.1.4.2.�Especificidad�del�método�

Para�comprobar�que�el�reconocimiento�de�los�congéneres�de�la�familia�de�las�QNs�no�se�veía�
alterado� y� la� especificidad� del� anticuerpo� se� mantenía� al� realizar� el� ensayo� en� leche,� se�
procedió�a�evaluar�la�reactividad�cruzada�de�diferentes�QNs.�Para�ello,�se�prepararon�curvas�
de� calibrado� para� cada� una� de� ellas� en� Leche� 1/10R� y� se� midieron� mediante� el� ELISA�
establecido.� Como� puede� observar� en� la� Figura� 4.9,� con� todas� las� QNs� es� posible� construir�
una�curva�de�calibrado�con�un�buen�ajuste�(R2>0.993).�

�

Figura�4.9.�Curvas�de�calibrado�preparadas�en�Leche�1/10R�utilizando�diferentes�QNs.�

La� Tabla� 4.2� muestra� los� valores� de� IC50� y� el� porcentaje� de� reactividad� cruzada� respecto� al�
CPFX�en�Leche�1/10R�y�en� tampón�PBSTCa.�En�general,�el�patrón�de� reactividad�cruzada�se�
mantiene,�aunque� los�porcentajes�de�reactividad�cruzada�disminuyen� ligeramente�en� leche.�
Esto�es�debido�a�que�en�general�la�IC50�disminuye�o�se�mantiene�constante�cuando�se�realiza�
el�ensayo�en�Leche�1/10R�respecto�a�cuándo�se�realiza�en�PBSTCa�excepto�para�el�OFX,�siendo�
esta�disminución�mayor�en�el�caso�del�CPFX,�lo�que�hace�que�los�porcentajes�de�reactividad�
cruzada�disminuyan�para�el�resto,�ya�que�se�calculan�en�base�al�CPFX.�

�
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Tabla�4.2.�Valores�de� IC50�y�reactividad�cruzada�de�compuestos�de� la�familia�de� las�QNs�utilizando�el�
formato�indirecto�en�Leche�1/10R�y�en�tampón�PBSTCa.�

� Leche�1/10R PBSTCa�

Compuesto� IC50
a %�RC b IC50

a %�RC�b

Ciprofloxacino� 0.33� 100� 0.77� 100�

Enrofloxacino� 0.50� 71� 0.65� 127�

Danofloxacino� 7.45� 5� 7.31� 11�

Difloxacino� 1.03� 40� 0.91� 101�

Marbofloxacino� 3.29� 11� 4,30� 19�

Flumequina� 2.41� 11� 3.91� 15�

Ácido�Oxolínico� 19.40� 1� 23,53� 3�

Norfloxacino� 0.30� 104� 0.78� 94�

Sarafloxacino� 0.55� 69� 0.96� 93�

Ofloxacino� 5.36� 7� 1.84� 45�

Las curvas preparadas para cada uno de los congéneres de QN se midieron en ELISA. Cada concentración se 
midió en la microplaca por duplicado. a expresado en μg/L. El valor ha sido extraido como resultado del ajuste con 
la ecuación de 4 parámetros. b calculado utilizando IC50 expresado en nM utilizando la fórmula: %RC = 
HIJK�LMNOPQRPS5LM6P

HIJK�TUM6PRP65 E��VV 

4.3.1.5.�Establecimiento�de�un�protocolo�semicuantitativo�de�identificación�de�quinolonas�

Debido�a�que�el�reconocimiento�de�los�congéneres�de�la�familia�de�las�QNs�era�diferente,�se�
plantearon�una�serie�de�experimentos�con�el�objetivo�de�establecer�un�protocolo�de�análisis�
semicuantitativo�en�leche,�mediante�el�cual�se�minimizase�la�obtención�de�falsos�negativos�y�
a�su�vez�se�obtuviese�información�acerca�del�tipo�de�QN�responsable�de�la�contaminación�de�
la� muestra.� A� su� vez,� los� valores� de� LMRs� son� diferentes� para� cada� una� de� ellas,� estando�
algunas�de�ellas�prohibidas�en�leche�(OXO�y�el�DFX)�y�para�otras�no�existe�legislación�respecto�
a�su�contenido�en�dicha�matriz�(NRFX,�SRFX�y�OFX).��

A�la�hora�de�establecer�dicho�formato�semicuantitativo�de�análisis,�en�lugar�de�preparar�una�
curva�en�la�cual�interpolar�los�valores�de�absorbancia�de�las�muestras,�se�incluyeron�una�serie�
de�blancos�y�muestras�control�de�diferentes�QNs�a�una�concentración�correspondiente�a�su�
LMR�(CTR�LMR),�para�comparar�las�muestras�a�analizar�(desconocidas)�con�dichos�controles.�
En�el� caso�de� las�QNs�prohibidas�o� sin� legislar,� y� con�el� fin�de� no�perder�detectabilidad,� se�
establecieron� los� controles� a� una� concentración� 10� veces� superior� a� la� IC50� (10xIC50,� CTR�
10xIC50),� para� que� al� diluir� la� leche� 10� veces� la� concentración� resultante� coincidiese� con� la�
IC50.�

Otro� factor� a� tener� en� cuenta� era� el� factor� de� dilución� a� aplicar� a� la� muestra,� ya� que� los�
valores�de�IC50�estaban�muy�por�debajo�de�los�LMRs.�En�este�sentido,�fue�necesario�estimar�
las� diluciones� máxima� y� mínima� permitidas� para� que� los� controles� de� cada� QN� estuviesen�
dentro�del�intervalo�de�cuantificación�del�ELISA�una�vez�diluida�la�muestra.�Por�ello�para�cada�
QN�se�obtuvo�el�cociente�entre�la�concentración�de�su�control�(CTR�LMR�y�CTR�10xIC50)�y� la�
correspondiente�IC20�e�IC80�de�las�curvas�generadas�en�el�experimento�de�reactividad�cruzada,�
estimando�de�esta�manera� la�dilución�máxima�y�mínima�permitidas�respectivamente�(véase�
Tabla�4.3).��
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Tabla� 4.3.� IC50� y� LMR� de� cada� QN� empleada� en� el� estudio,� concentración� fijada� para� las� muestras�
control,�diluciones�máxima�y�mínima�permitidas�para�que�la�concentración�de�la�muestra�control�entre�
en�el�rango�de�trabajo�tras�ser�diluida,�dilución�escogida�para�utilizar�en�el�ensayo�y�concentración�del�
control�una�vez�diluido.�

Compuesto� CPFX� ERFX� DFX NRFX SRFX MBFX FLU OFX� DNFX� OXO�

Grupo�de�
reconocimiento� I� I� I� I� I� II� II� III� III� III�

IC50
a� 0,33� 0,50� 1,03� 0,30� 0,55� 3,29� 2,41� 5,36� 7,45� 19,40�

LMRa� 100� 100� P� NL� NL� 75� 50� NL� 30� P�

Concentración�del�
control�sin�diluir�a� 100� 100� 10� 5� 5� 75� 50� 50� 30� 50�

IC80
a� 0.05� 0.03� 0.08� 0.01� 0.04� 0.30� 0.11� 0.70� 0.62� 1.68�

Dilución�máxima� 1/2655� 1/3607� 1/125� 1/428� 1/122� 1/247� 1/457� 1/71� 1/49� 1/30�

IC20
a� 2.08� 2.13� 2.56� 3.45� 5.52� 8.46� 11.23� 27.54� 16.67� 45.50�

Dilución�mínima� 1/48� 1/47� 1/4� 1/1.5� 1/1� 1/9� 1/4� 1/2� 1/2� 1/1�

Dilución�elegida� 1/500� 1/500� 1/10� 1/10� 1/10� 1/50� 1/50� 1/10� 1/10� 1/10�

Concentración�del�
control�diluido�a� 0.2� 0.2� 1� 0.5� 0.5� 1.5� 1� 5� 3� 5�

LMR: Limite maximo de resuduo, P: Prohibido en leche, NL: No legislado en leche. a expresado en μg/L. 

Para�simplificar�al�máximo�el�procedimiento,�y� teniendo�en�cuenta� las�diluciones�máxima�y�
mínima�permitidas�anteriormente�calculadas,�se�estableció�que�las�muestras�deberían�diluirse�
a�tres�niveles�(1/10,�1/50�y�1/500),�asegurando�de�esta�forma�que�por�lo�menos�una�de�estas�
diluciones�entraría�en�el�rango�de�trabajo�del�ELISA.�De�esta�manera,�en�base�a�los�valores�de�
la�IC50�obtenidos�en�los�experimentos�de�reactividad�cruzada�en�leche,�a�los�MRLs�de�cada�una�
de�ellas�en�dicha�matriz�y�fundamentalmente�al�factor�de�dilución�al�que�había�que�someter�al�
control� establecido,� se� definieron� tres� grupos� de� QNs.� En� el� Grupo� I� se� encontrarían� todas�
aquellas�QNs�reconocidas�con�valores�de�IC50���1�μg/L,�con�MRL�establecido�en�leche�y�cuyo�
control�habría�que�diluir�500�veces�(el�CPFX�y�el�ERFX).�En�el�Grupo�II�estarían�aquellas�QNs�
que�eran�reconocidas�en�el�ELISA�con�valores�de�IC50�en�torno�a�3�μg/L,�con�MRL�establecido�
en� leche� y� cuyo� control� habría� que� diluir� 50� veces� (la� FLUME� y� el� MBFX).� Finalmente� en� el�
Grupo�III�estarían�aquellas�QNs�menos�reconocidas,�con�valores�de�IC50�>�5�μg/L�(el�OXO,�el�
DNFX� y� el� OFX)� y� aquellas� que� aunque� tuviesen� una� IC50� cercana� a� 1� μg/L� estuviesen�
prohibidas� (DFX)� o� no� hubiese� legislación� al� respecto� (NRFX� y� SRFX)� en� leche� (véase� Tabla�
4.3).��

En�este�sentido,�el�procesado�de�muestra�consistió�en�diluir�10�veces�en�agua�los�controles,�
los� blancos� y� las� muestras,� para� posteriormente� diluir� las� disoluciones� resultantes� 5� y� 50�
veces� en� Leche� 1/10R� (dilución� final� 50� y� 500,� respectivamente)� para� su� ensayo� mediante�
ELISA.� De� esta� manera� la� dilución� que� sitúe� la� muestra� en� el� rango� de� trabajo� ELISA�
proporciona�información,�tanto�sobre�nivel�de�concentración�como�respecto�del�grupo�al�cual�
pertenecen�las�QNs�que�están�contaminando�la�muestra.�

Así�pues,�si�el�resultado�de�medir� la�muestra�de�leche�por�ELISA�fuera�positivo�y�tan�solo�se�
pudiera� cuantificar� con� la� dilución� 1/500,� caben� dos� posibilidades,� que� la� muestra� se�
encuentra�contaminada�con�una�QN�del�grupo�I�a�una�concentración�cercana�al�LMR,�o�bien�
con�una�QN�del�grupo�II�o�III,�pero�en�este�caso�a�una�concentración�elevada.�Si�la�muestra�se�
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pudiera�cuantificar�con�la�dilución�1/50,�esto�apuntaría�a�que�se�tratara�de�QNs�del�grupo�II,�a�
niveles�cercanos�al�LMR,�o�bien�por�QNs�del�grupo�I�a�concentración�baja�o�QNs�del�grupo�III�a�
concentración� elevada.� En� el� caso� de� que� sea� la� dilución� 1/10� la� que� entre� en� rango,�
correspondería� a� QNs� del� grupo� III� a� concentraciones� cercanas� al� LMR� o� del� grupo� I� o� II� a�
concentraciones� elevadas.� La� Figura� 4.10� representa� el� esquema� del� procedimiento� y� las�
diferentes�posibilidades�de�interpretación�de�los�resultados�obtenidos.�

�

Figura�4.10.�Esquema�del�procedimiento�de�análisis�semicuantitativo�de�QNs�en�leche�y�las�diferentes�
posibilidades�de�interpretación�de�los�resultados.�[M],�concentración�en�leche.�

En� base� a� la� hipótesis� planteada,� y� con� el� fin� de� comprobar� si� de� esta� manera� podíamos�
establecer� un� protocolo� semicuantitativo� en� el� que� de� alguna� manera� se� pudiera� también�
tener�una�información�aproximada�sobre�que�QNs�podrían�estar�contaminando�la�muestra,�se�
realizó�un�experimento�piloto.�Para�ello�una�persona�ajena�al�proyecto�preparó�8�muestras�
ciegas�fortificadas�con�diferentes�QNs�a�distintos�niveles�de�concentración.�Estas�muestras�se�
diluyeron�tal�como�se�ha�propuesto�anteriormente�y�se�midieron�en�una�microplaca�de�ELISA�
en�la�que�también�estarían�los�controles�CTR�10xIC50�y�CTR�LMR�de�las�correspondientes�QNs.�

Los� resultados� obtenidos� se� muestran� en� la� Figura� 4.11,� donde� las� líneas� sólidas� acotan� el�
rango� de� trabajo� del� ensayo� (IC20� e� IC80)� y� las� líneas� punteadas� muestran� los� valores� de�
absorbancia�de�los�controles�para�cada�una�de�las�QNs�ensayadas.��
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�
Figura�4.11.�Análisis�de� las�muestras�ciegas�preparadas�en�el�grupo�Nb4D.�Cada�barra�corresponde�a�
una� dilución� de� la� muestra� (ej.:� M1/10� corresponde� a� la� muestra� M1� diluida� 10� veces).� Las� líneas�
sólidas�indican�el�rango�lineal�de�trabajo.�Las�líneas�punteadas�indican�la�señal�proporcionada�por�los�
diferentes� controles� a� concentración� de� LMR� o� 10xIC50.� Los� datos� corresponden� a� la� media� de� tres�
réplicas.�

En�la�Tabla�4.4�se�exponen�las�concentraciones�a�las�que�se�habían�fortificado�las�muestras�y�
también� los� resultados� obtenidos.� Así� las� diluciones� que� proporcionaron� resultados� dentro�
del� intervalo�de�cuantificación�del�ELISA�permitían�predecir�a�qué�grupo�pertenecería� la�QN�
que�contaminaba�la�muestra.��

Tabla�4.4.�Muestras�ciegas�fortificadas�con�diferentes�QNs.�Valores�de�concentración�y�diluciones�en�
rango.�

Muestra� M1� M2 M3 M4 M5 M6 M7� M8�

Quinolona�� ���� MBFX�� OXO� DFX� DNFX� FLU�� ERFX�� CPFX��

Concentracióna� ���� 112.5� 33� 2.5� 19.8� 75� 66� 100�

Diluciones�en�rango� ���� 1/50,�1/500� 1/10� 1/10� 1/10� 1/10,�1/50� 1/50� 1/500�
a  expresado en μg/L.  

La� muestra� M1� se� consideró� negativa,� ya� que� para� ninguna� dilución� los� valores� de�
absorbancia�entraron�dentro�del� rango�de�trabajo,� siendo�superiores�al�valor�de� la� IC80.�Las�
muestras� M2,� M7� y� M8� se� estimaron� positivas,� y� debido� a� que� la� dilución� 1/500� entró� en�
rango�se�consideró�que�cabía�la�posibilidad�de�que�la�QN�en�cuestión�perteneciese�al�grupo�I�a�
una� concentración� cercana� al� LMR� (M7:� ERFX� 0.7xLMR;� M8:� CPFX� a� 1xLMR)� o� una� QN� del�
grupo�II�a�una�concentración�superior�al�LMR�(M2:�MBFX�a�1.5xLMR).�Para�las�muestras�M3�y�
M4,� solamente� la� dilución� 1/10� entró� en� rango,� lo� que� a� priori� indica� que� eran� muestras�
pertenecientes� al� grupo� III� (M3:� OXO� a� 33� μg/L)� o� una� QN� de� los� grupos� I� o� II� a�
concentraciones� bajas� (M4:� DFX� a� 2.5� μg/L).� En� el� caso� de� las� muestras� M5� y� M6� las�
diluciones�1/10�y�1/50�entraron�en� rango,� indicando� la�presencia�de�QNs� del�grupo� II� (M6:�
FLUME�a�1.5xLMR)�o�del�grupo�III�(M5:�DNFX�a�0.7xLMR)�en�la�muestra.��

Considerando�que� los� resultados�habían�sido�satisfactorios�se�procedió�a�analizar�otra�serie�
de� muestras� fortificadas� suministradas� por� Nestlé� (Lausanne,� Switzerland)� en� el� marco� del�
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proyecto� GOODFOOD� (G20,� G21,� G22,� G23,� G24� y� G25).� En� la� Figura� 4.12� se� muestran� los�
resultados�obtenidos.�

�

Figura� 4.12.� Análisis� de� las� muestras� ciegas� preparadas� por� Nestlé.� Cada� barra� corresponde� a� una�
dilución�de�la�muestra�(ej.:�GF20/10�corresponde�a�la�muestra�GF20�diluida�10�veces).�Las�líneas�sólidas�
indican�el�rango�lineal�de�trabajo.�Las�líneas�punteadas�indican�los�diferentes�controles�a�concentración�
de�LMR�o�10xIC50.�Los�datos�corresponden�a�la�media�de�tres�réplicas.�

En�la�Tabla�4.5�vienen�indicados�el�antibiótico�causante�de�la�contaminación�y�los�valores�de�
concentración�para�cada�muestra,�así�como�las�diluciones�que�entraron�en�rango.��

Las� muestras� G20,� G23� y� G25� fueron� consideradas� libres� de� QN,� ya� que� ninguna� de� las�
diluciones�entró�dentro�del�rango�de�trabajo,�presentando�absorbancias�superiores�a�la�IC80.�
En�el�caso�de�las�muestras�G21,�G22�y�G24�se�consideraron�positivas,�ya�que�la�dilución�1/500�
entro�en�rango.�En�este�caso�se�barajó� la�posibilidad�de�que�dichas�muestras�hubiesen�sido�
fortificadas� con� QNs� del� grupo� I� a� valores� cercanos� al� LMR� o� con� QNs� del� grupo� II� o� III� a�
concentraciones�elevadas.��

Tabla� 4.5.� Muestras� ciegas� suministradas� por� Nestlé� con� diferentes� antibióticos� incluyendo� QNs.�
Valores�de�concentración�y�diluciones�en�rango.�

Muestra� GF20 GF21 GF22 GF23 GF24� GF25

Quinolona�� ���� CPFX�� NRFX�� ���� ERFX�� ����

Concentracióna� � 100� 100� � 100� �

Otros�Antibióticos�� ���� ���� SMZ,�PENG� SPY� CEF� AMP�

Concentracióna� � � 100,�4� 100� 50� 4�

Diluciones�en�rango� ���� 1/500� 1/500� ���� 1/500� ����

AMP(ampicilina), CEF(cefazolina), PENG(penicilina G), SMZ(sulfametazina), SPY(sulfapiridina). a expresado en μg/L. 

A�pesar�de�la�presencia�de�otros�antibióticos�de�familias�diferentes�a�las�QNs�(muestras�GF22,�
GF23,� GF24� y� GF25)� los� resultados� concuerdan� con� el� contenido� real� de� las� muestras,�
demostrando� de� esta� manera� la� elevada� selectividad� del� método� desarrollado� para� la�
detección�de�QNs.�Por�otro� lado,�para� los�dos�tipos�de�muestras�(preparadas�en�Nb4D�y�en�
Nestlé)� se� identificaron� las� muestras� libres� de� QN,� no� obteniéndose� ningún� falso� positivo,�
característica�muy�importante�a�cumplir�para�el�caso�de�técnicas�aplicadas�al�rastreo�masivo�
de�muestras.�
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La�principal�limitación�del�método�desarrollado�consiste�en�la�incapacidad�de�discriminar�cual�
es� la� QN� responsable� de� la� contaminación,� factor� por� otro� lado� intrínseco� de� las� técnicas�
inmunoquímicas.�De�igual�manera,�la�determinación�de�la�conformidad�de�la�muestra�queda�
en� suspenso� hasta� su� análisis� mediante� técnicas� de� referencia,� ya� que� en� ELISA� la� misma�
señal�puede�ser�generada�por�una�QN�de�elevado�reconocimiento�a�niveles�inferiores�al�LMR,�
que� por� una� QN� de� medio� o� bajo� reconocimiento� a� concentraciones� por� encima� de� su�
correspondiente� LMR.� En� cualquier� caso,� la� presencia� de� QN� es� detectada,� no� generando�
falsos�negativos,�factor�también�muy�importante�a�cumplir�para�el�caso�de�técnicas�aplicadas�
al�rastreo�masivo�de�muestras.�

4.3.2.�FORMATO�DIRECTO�

4.3.2.1.�Efecto�matriz�provocado�por�la�leche�

Tal�y�como�se�realizó�para�el�formato�indirecto,�también�se�evaluó�el�efecto�matriz�de�la�leche�
en�el�formato�directo.�En�este�caso�y�debido�a�la�experiencia�obtenida�durante�el�desarrollo�
del�formato�indirecto,�se�diluyó�la�leche�varias�veces�en�PBSTCa�y�se�prepararon�las�curvas�en�
dichas� diluciones� y� en� el� tampón� de� referencia.� En� la� Figura� 4.13A� se� puede� observar� que�
para�este�formato�el�efecto�matriz�es�significativamente�menor�que�para�el�caso�del�formato�
indirecto.�En�este�caso�consiste�en�una�disminución�de�la�absorbancia�máxima�para�diluciones�
inferiores� a� 1/5,� igualándose� las� curvas� con� la� correspondiente� al� tampón� a� diluciones�
superiores�a�1/5.�No�se�observan�cambios�drásticos�en�las�pendientes�ni�en�la�IC50.�También�
se� comprobó� el� efecto� matriz� a� diluciones� superiores� a� 1/25,� debido� a� lo� observado� en� el�
formato� indirecto.� En� este� caso� no� existe� tal� efecto� como� se� puede� observar� en� la� Figura�
4.13B�lo�que�permite�realizar�todas�las�diluciones�en�tampón�PBSTCa.�

�

Figura� 4.13.� Efecto� matriz� de� la� leche� sobre� el� ELISA� directo� para� QNs.� A.� Diluciones� de� 1� a� 10.� B.�
Diluciones�de�25�a�100.�

Con�el�objetivo�de�comprobar�que�el�efecto�matriz�observado�era�el�mismo�para� leches�de�
distinta� procedencia,� se� prepararon� curvas� utilizando� leche� entera� de� diferentes� marcas�
(suministradas� por� AESAN).� En� un� primer� experimento� se� diluyeron� las� leches� 5� veces� a� la�
hora�de�construir�la�curva,�y�como�se�puede�observar�en�la�Figura�4.14A,�si�aparece�un�efecto�
matriz�consistente�en�la�disminución�de�la�absorbancia�máxima�respecto�al�tampón�PBSTCa.��
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�

Figura� 4.14.� Comparativa� entre� curvas� de� calibración� preparadas� usando� leche� entera� diluida� de�
diferentes�marcas.�A.�Leche�diluida�5�veces.�B.�Leche�diluida�10�veces.�

Se� decidió� realizar� el� mismo� experimento� pero� esta� vez� utilizando� las� mismas� muestras�
diluidas�10�veces�en�tampón�para�preparar�las�curvas.�Como�se�puede�observar�en�la�Figura�
4.14B,� para� esta� dilución� el� efecto� matriz� queda� totalmente� eliminado,� lo� que� permite�
realizar� el� mismo� tratamiento� de� muestra� que� en� el� formato� indirecto� utilizando� tampón�
PBSTCa�para�preparar�la�curva�de�referencia.�

4.4.�Publicación�IV:�Análisis�semi�quantitativo�para�el�cribado�de�residuos�de�
quinolona�en�leche�basado�en�un�ELISA�indirecto�genérico�

A� continuación� se� presenta� el� manuscrito� de� una� publicación� que� recoge� los� principales�
resultados�obtenidos�en�este�capítulo�y�que�ha�sido�sometida�para�su�evaluación�a�la�revista�
Food� Control� de� la� editorial� Elsevier.� En� dicha� publicación� se� presenta� el� trabajo� realizado�
para�implementar�el�ELISA�para�QNs�desarrollado�a�la�determinación�de�estos�antibióticos�en�
leche� de� vaca,� utilizando� un� formato� competitivo� de� tipo� indirecto.� El� método� utiliza� un�
anticuerpo�genérico�para�QNs�que�en�combinación�una�proteína�haptenizada�(17�BSA)�como�
antígeno�de�tapizado,�es�capaz�de�detectar�hasta�10�QNs�con�una�elevada�detectabilidad.�Una�
simple� dilución� de� la� muestra� (leche� entera� bovina)� es� suficiente� para� reducir�
considerablemente� el� efecto� matriz.� El� método� inmunoquímico� desarrollado� es� sencillo� y�
rápido,� y� permite� analizar� en� poco� tiempo� un� gran� número� de� muestras� por� debajo� de� los�
LMRs�para�todos�los�congéneres�de�la�familia�de�QNs�ensayados�(ej.:�LOD�CPFX�=0.4��g/Kg�en�
leche).�Se�comprobaron�la�exactitud�y�fiabilidad�del�método�analizando�muestras�fortificadas�
y� muestras� ciegas� suministradas� por� Nestlé.� Los� resultados� fueron� satisfactorios,� lo� que�
demuestra�el�potencial�del�ELISA�para�el�análisis�de�antibióticos�en�el�campo�de�la�seguridad�
alimentaria.�
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4.5.�Aportaciones�más�relevantes��

Las�aportaciones�más�relevantes�de�esta�tesis�doctoral�en�lo�referido�al�objetivo�abordado�en�
este�capítulo�son�las�siguientes:�

� El� efecto� matriz� que� ejerce� la� leche� sobre� el� ELISA� puede� ser� minimizado� tan� solo�
diluyendo�la�muestra�al�menos�10�veces,�sin�necesidad�de�tratamientos�adicionales�que�
complicarían� el� análisis.� Se� comprobó� a� su� vez� que� los� parámetros� del� ensayo� a� esa�
dilución�no�eran�dependientes�del�contenido�graso�de�la�leche�o�de�la�marca�comercial,�
pudiendo� aplicarse� esta� metodología� al� análisis� de� muestras� de� leche� de� vaca,� en�
general.�

� La� especificidad� del� ensayo� en� leche� se� mantiene� para� el� formato� indirecto,� siendo� el�
método�desarrollado�capaz�de�detectar�10�QNs�en�dicha�matriz�por�debajo�de�los�LMRs�
establecidos� por� la� UE,� a� pesar� de� diluir� la� muestra� 10� veces.� De� la� misma� forma� se�
comprobó�que�el�ensayo�desarrollado�es�reproducible�(CV�<�15�%�para�la�mayoría�de�los�
parámetros),� exacto� (pendiente� fortificado/medido� 0.97)� y� preciso� (CV� <� 10� %� para�
diferentes� niveles� de� concentración),� evidenciándose� de� esta� manera� el� elevado�
potencial�del�ensayo�para�su�aplicación�al�análisis�de�QNs�en�leche.�

� Mediante� el� establecimiento� de� un� formato� semi�cuantitativo� se� identificaron�
claramente�las�muestras�libres�de�QN�de�las�que�estaban�contaminadas�de�14�muestras�
fortificadas� con� QNs� y� otros� antibióticos.� A� pesar� de� este� hecho� y� debido� al� diferente�
nivel�de�reconocimiento�y�LMRs�para�cada�QN,�no�fue�posible�discriminar�de�que�QN�se�
trataba�y�por�ende�si�la�muestra�está�por�encima�o�por�debajo�de�su�LMR.�

Se�ha�conseguido�poner�a�punto� herramientas�analíticas�de� cribado�de�antibióticos�de� tipo�
QN�en� leche.�El�ELISA�desarrollado�presenta� la�ventaja�de�permitir�el�procesado�de�un�gran�
número� de� muestras� en� poco� tiempo.� La� metodología� analítica� desarrollada� es� simple,�
apenas�es�necesario�un�tratamiento�de�muestra�y�permite�el�análisis�de�residuos�de�QNs�en�
menos� de� 2� h,� alcanzando� una� detectabilidad� inferior� a� los� MRLs� establecidos� por� la� UE,� a�
pesar�de�diluir�la�muestra�10�veces.�En�relación�a�los�métodos�inmunoquímicos�reportados�en�
la� literatura� para� el� cribado� de� residuos� de� QNs,� este� es� el� único� ensayo� que� siendo� de�
naturaleza� genérica� para� este� tipo� de� antibióticos,� permite� su� determinación� en� leche� sin�
necesidad�de�realizar�ningún�tratamiento�previo�de�la�muestras�en�un�tiempo�inferior�a�2�h,�
siendo�además�capaz�de�detectar�a�todos�los�congéneres�de�la�familia�regulados�por�la�UE.�
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En� el� siguiente� capítulo� se� describe� el� desarrollo� de� un� magneto� immunosensor�
amperométrico� para� la� detección� de� QNs� en� leche.� Dicho� inmunosensor� está� basado� en� el�
uso� de� partículas� magnéticas� biomodificadas� con� los� inmunoreactivos� desarrollados� en� el�
Capítulo�3.�La�estructura�del�capítulo�consiste�en�una�introducción�sobre�los�biosensores�y�su�
clasificación� y� sobre� el� uso� de� partículas� magnéticas� en� técnicas� de� separación.�
Posteriormente� se� discuten� los� resultados� obtenidos,� en� este� apartado� se� incluye� una�
publicación� que� contiene� los� principales� resultados� obtenidos� durante� desarrollo� y� la�
caracterización�del�inmunosensor�amperométrico.�El�capítulo�finaliza�con�con�las�principales�
aportaciones�de�esta�tesis�doctoral�en�lo�referente�al�desarrollo�y�la�caracterización�de�dicho�
inmunosensor�amperométrico.�

5.1�Introducción�

5.1.1.�BIOSENSORES�

La�IUPAC�define�el�término�biosensor�como�“un�dispositivo�que�utiliza�reacciones�bioquímicas�
específicas� mediadas� por� enzimas� aisladas,� sistemas� inmunoquímicos,� tejidos,� orgánulos� o�
células� enteras� para� detectar� compuestos� químicos� generalmente� por� medio� de� señales�
eléctricas,� térmicas� u� ópticas”� [217].� Por� lo� tanto,� un� biosensor� consiste� en� un� dispositivo�
analítico� que� incorpora� un� elemento� de� reconocimiento� de� origen� biológico� (receptor),�
íntimamente� asociado� o� integrado� a� un� transductor.� Como� resultado� de� la� interacción�
específica� entre� el� analito� y� dicho� elemento� biológico,� se� produce� una� variación� de� las�
propiedades� físico�químicas� registradas� por� el� transductor,� generando� de� esta� forma� una�
señal�cuantificable�que�puede�ser�ampliada�y�procesada�(véase�Figura�5.1).�Dicha�señal�debe�
ser� proporcional� a� la� concentración� de� un� analito� específico� o� un� grupo� relacionado� de�
compuestos�a�analizar.�

�

Figura�5.1.�Componentes�de�un�biosensor.�

En�las�últimas�décadas�los�biosensores�han�despertado�un�gran�interés�tanto�a�nivel�científico�
como� industrial,� comercial� e� incluso� social,� y� se� han� realizado� numerosos� esfuerzos� para�
integrar� elementos� de� reconocimiento� específicos� y� componentes� electrónicos.� En� este�
sentido,�el�biosensor�“ideal”�debería�responder�in�situ�y�en�tiempo�real�a�la�presencia�de�uno�
o�varios�analitos�presentes�en�una�muestra�de�un�modo�directo�y� selectivo� [225].�Desde�el�
punto�de�vista�analítico,� los�biosensores�son�una�alternativa�prometedora�a� los�métodos�de�
análisis� tradicionales,� debido� a� propiedades� tales� como� su� elevada� detectabilidad� y�
especificidad,� corto� tiempo� de� análisis,� posibilidad� de� integración� en� sistemas� portátiles,�
facilidad� de� automatización,� capacidad� de� trabajo� a� tiempo� real,� versatilidad� y� bajo� coste.�
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Estas� características� permiten� la� resolución� de� los� problemas� asociados� a� muestras� poco�
estables�o�alteraciones�durante�el�transporte�y/o�almacenamiento,�ya�que�pueden�aplicarse�
en�la�determinación�in�situ�de�un�gran�número�de�especies.�

La� mayor� parte� de� los� biosensores� desarrollados� se� han� aplicado� al� campo� del� diagnóstico�
clínico�[226],�pero�el�avance�de�la�biotecnología�y�la�nanotecnología�ha�permitido�extender�su�
utilización� a� otros� sectores� como� el� farmacéutico,� el� agroalimentario,� el� de� la� seguridad�
alimentaria,�la�defensa,�la�vigilancia�ambiental�o�también�de�procesos�industriales,�etc�[227].�
A�pesar�de�que�el�campo�de�los�biosensores�ha�experimentado�un�gran�avance�en�los�últimos�
años,� la�comercialización�final�esta�tecnología�está�por�detrás�de�la�productividad�científica,�
siendo�lenta�su�salida�al�mercado�en�la�mayoría�de�los�casos�[227].�

5.1.1.1.�Clasificación�de�los�Biosensores�

Los� biosensores� se� clasifican� en� base� a� dos� criterios� principalmente,� la� naturaleza� del�
elemento�biológico�de�reconocimiento�(receptor)�y�el�sistema�de�transducción�empleado.�A�
este� respecto,� la� gran� cantidad� de� sistemas� biológicos� y� elementos� de� transducción�
disponibles� permite� un� elevado� número� de� combinaciones� posibles.� Generalmente,� la�
elección�del�elemento�de�reconocimiento�viene�determinada�por� la�sustancia�a�analizar�y�el�
tipo�de�muestra�en�la�cual�se�ha�de�realizar�el�análisis.�Por�otra�parte,�el�sistema�transductor�
normalmente�viene�definido�por�el�elemento�biológico�elegido�previamente.�

En� lo� que� respecta� al� elemento� de� reconocimiento� y� por� tanto� a� la� naturaleza� del� proceso�
bioquímico,� los� biosensores� se� pueden� agrupar� en� dos� grandes� categorías,� los� biosensores�
catalíticos�y�los�biosensores�de�afinidad�(véase�Figura�5.2).�Los�primeros�se�basan�en�el�uso�
de� catalizadores� biológicos� que� median� una� reacción� química� en� la� que� intervienen� uno� o�
varios�sustratos,�generando�a�su�vez�uno�o�varios�productos.�En�los�segundos�se�produce�una�
interacción�específica�entre�el�elemento�de�reconocimiento�y�el�compuesto�a�analizar�sin�que�
ocurra�una�transformación�del�mismo.�

�

Figura�5.2.�Clasificación�de�los�biosensores�según�el�tipo�de�receptor.�

Los� biosensores� catalíticos� emplean� sistemas� que� contienen� enzimas,� bien� aisladas� o�
incorporadas�a�orgánulos�celulares,�células�completas�o�tejidos�[228].�Se�basan�en�la�reacción�
química� catalizada� por� dichas� enzimas,� midiendo� tanto� la� desaparición� de� sustratos� o�
cofactores,� como� la� aparición� de� nuevos� productos� de� reacción.� También� se� pueden�
monitorizar� indirectamente� compuestos� que� interfieren� en� dicha� reacción,� inhibiendo� de�
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manera� selectiva� la�actividad�de� la�enzima�en�cuestión.�Al�actuar� como�catalizadores�no� se�
consumen�durante�el�proceso,�por� lo�que�generalmente�pueden�ser�reutilizadas.�El�ejemplo�
más� ilustrativo� de� este� tipo� de� biosensores� es� el� medidor� portátil� de� glucosa,� empleado� a�
nivel�mundial�por�enfermos�de�diabetes�y�que�ha�sido�comercializado�por�un�gran�número�de�
compañías.� Se� trata� de� un� biosensor� amperométrico� que� registra� la� corriente� generada�
durante�la�oxidación�de�la�glucosa�mediada�por�la�glucosa�oxidasa.�

Los� biosensores� de� afinidad� se� basan� en� la� interacción� entre� el� analito� y� el� elemento� de�
reconocimiento�sin�la�mediación�de�ningún�sistema�catalítico.�Dicha�interacción�consiste�en�el�
establecimiento�de�un�equilibrio�que�permite�la�formación�del�complejo�analito�receptor,�que�
puede� determinarse� bien� de� forma� directa� mediante� el� cambio� de� las� propiedades� físico�
químicas� del� transductor,� o� bien� de� forma� indirecta� utilizando� marcajes� de� diferente� tipo�
(enzimático,� fluorescente,� etc.).� Como� receptores� para� este� tipo� de� biosensores� se� ha�
descrito�la�utilización�de�proteínas�receptoras,�ácidos�nucleicos,�aptámeros,�MIPs,�anticuerpos�
e� incluso�células�completas�y�microorganismos.�En�el�caso�de�receptores�proteicos� (aislados,�
en� membranas� o� en� orgánulos� celulares)� se� han� utilizado� para� monitorizar� sustancias� que�
influyen�o�bloquean�el�flujo�de�iones�a�través�de�los�canales�proteicos,�como�por�ejemplo�el�
ántrax� [229]�o�herbicidas� [230].�En�cuanto�a� los�ácidos�nucleicos,� se�utilizan�principalmente�
para�la�detección�de�material�genético�(ADN)�mediante�la�hibridación�a�sus�correspondientes�
hebras� complementarias� [231,� 232],� aunque� también� se� ha� descrito� su� utilización� como�
elementos� de� inmovilización� selectiva� a� la� superficie� del� transductor� [233].� Respecto� a�
aptámeros� y� MIPs,� en� principio� se� pueden� aplicar� a� la� detección� de� una� gran� variedad� de�
moléculas,� aunque� su� principal� inconveniente� consiste� en� que� presentan� constantes� de�
afinidad�bajas�[234,�235].�

Los� sensores� que� emplean� anticuerpos� como� elementos� de� reconocimiento� se� denominan�
inmunosensores,�y�monitorizan�la�formación�del�complejo�antígeno�anticuerpo.�Al�igual�que�
para� el� resto� de� técnicas� inmunoquímicas,� el� análisis� de� moléculas� de� bajo� peso� molecular�
requiere�trabajar�en�condiciones�de�competencia.�Dependiendo�del�sistema�de�transducción�
empleado,� los� inmunosensores� pueden� detectar� el� complejo� antígeno�anticuerpo�
directamente,� o� requerir� de� un� marcaje� de� antígenos� o� anticuerpos� para� monitorizar� la�
formación� de� dicho� complejo.� Por� lo� general,� la� detectabilidad� y� la� selectividad� vienen�
determinadas�por�los�inmunoreactivos�utilizados�y�no�por�la�configuración�de�ensayo.�A�parte�
de�presentar�una�elevada�detectabilidad�y�especificidad,�una�de�las�principales�ventajas�de�los�
inmunosensores� es� su� versatilidad,� ya� que� debido� a� la� homogeneidad� estructural� de� los�
anticuerpos,� una� vez� desarrollada� la� plataforma� sensora� esta� puede� ser� aplicada� a� la�
determinación� de� diferentes� sustancias� utilizando� distintos� anticuerpos,� permitiendo� la�
estandarización�de�los�procesos�de�fabricación�y�almacenamiento.�Información�más�ampliada�
sobre� los� principios� de� transdución,� métodos,� y� ejemplos� relacionados� con� los�
inmunosensores�se�puede�encontrar�en�la�reciente�revisión�publicada�por�Holford�et�al.�[236].�

En� cuanto� al� sistema� de� transducción,� los� biosensores� se� pueden� clasificar� en� ópticos,�
piezoeléctricos,� térmicos� o� electroquímicos� (véase� Figura� 5.3).� Como� ya� se� ha� mencionado�
anteriormente,� la� elección� del� sistema� de� transducción� viene� condicionada� por� el� tipo� de�
elemento� de� reconocimiento� elegido,� ya� que� es� este� el� que� determina� la� variación� de� las�
propiedades�físico–químicas�producidas�durante�la�interacción�con�el�analito.�
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Los� biosensores� ópticos� miden� los� cambios� producidos� en� las� propiedades� de� la� luz�
(absorción,�índice�de�refracción,�fluorescencia�o�dispersión�de�la�luz)�como�consecuencia�de�la�
interacción� entre� el� analito� y� el� receptor,� y� pueden� aplicarse� tanto� receptores� catalíticos�
como�de�afinidad.�Destacan�los�basados�en�el�plasmón�superficial�y�de�onda�evanescente.�Los�
primeros�explotan� la�variación�de� la� reflectividad�de�una�superficie�metálica� (generalmente�
de� oro)� en� la� que� permanece� inmovilizado� el� receptor.� Cuando� incide� un� rayo� de� luz� a� un�
determinado� ángulo� (de� resonancia)� sobre� esta� superficie� tiene� lugar� el� fenómeno� de� la�
resonancia� de� plasmón� superficial,� siendo� posible� detectar� todas� las� interacciones� que�
generen�un�cambio�en�el�índice�de�refracción�en�la�interfase�con�dicha�superficie.�Respecto�a�
los�de�onda�evanescente,�se�basan�en�guías�de�onda�que�trasmiten�la�luz�mediante�múltiples�
reflexiones�internas�en�condiciones�de�reflexión�total,�creando�un�campo�evanescente�capaz�
de�penetrar�a�determinada�distancia�desde�la�superficie�de�la�guía�de�ondas�modificada�con�el�
receptor� [153,� 237].� Esto� permite� la� detección� de� cualquier� interacción� molecular� que�
provoque�una�absorción�de�energía�que�conduzca�a� la�atenuación�en� la� luz� reflejada�por� la�
guía�de�ondas.�Una�variante�de� este� tipo�de� transductores� son� los�que�utilizan�marcadores�
fluorescentes� y� reciben� el� nombre� de� transductores� de� reflexión� interna� total� de�
fluorescencia�(TIRF).�

�

Figura�5.3.�Clasificación�de�los�biosensores�según�el�tipo�de�transductor.�

Los�biosensores�piezoeléctricos�son�capaces�de�registrar�el�cambio�infinitesimal�de�masa�que�
produce� la� interacción� entre� el� analito� y� el� receptor� utilizando� materiales� piezoeléctricos.�
Dichos�materiales�entran�en�resonancia�mediante�la�aplicación�de�un�campo�eléctrico�alterno�
externo,�estando�determinada�la�frecuencia�de�oscilación�mecánica�por�la�masa�del�material.�
Los�receptores�más�utilizados�para�este�tipo�de�biosensores�son�los�de�afinidad,�y�entre�ellos�
destacan� los� anticuerpos.� Se� pueden� dividir� en� dos� tipos,� los� que� utilizan� ondas� acústicas�
másicas�(Bull�Acustic�Wave,�BAW)�conocidos�como�microbalanzas�de�cristal�de�cuarzo�[238]�y�
los�que�emplean�ondas�acústicas�superficiales�(Surface�Acustic�Wave,�SAW)�[239].�La�principal�
diferencia�entre�ellos�radica�en�que�en�los�primeros�la�resonancia�tiene�lugar�en�toda�la�masa�
del� cristal� y� en� los� segundos� solamente� en� su� superficie.� Estos� biosensores� presentan� la�
ventaja� de� la� detección� directa� a� tiempo� real,� aunque� la� detectabilidad� suele� ser� baja� y�
presentan�interferencias�cuando�se�emplean�en�medio�líquido.�Dentro�de�este�grupo�también�
se� engloban� los� basados� en� micropalancas� (cantilevers),� en� los� cuales� se� mide� la� variación�
nanométrica� en� la� deflexión� de� una� micropalanca� o� el� desplazamiento� de� su� frecuencia� de�
resonancia�al�interaccionar�el�analito�con�el�elemento�de�reconocimiento�[240].�

Los� biosensores� termométricos� están� basados� en� la� medida� del� calor� liberado� durante� una�
reacción,�generalmente�enzimática,�por�un�termistor�de�alta�sensibilidad�[241].�Las�enzimas�
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son� los�elementos�de�reconocimiento�más�utilizados�en�este� tipo�de�biosensores,�aunque�a�
veces�se�utilizan�células,�orgánulos�o�tejidos�cuando�no�es�posible�aislar�la�enzima�activa�o�la�
respuesta� viene� generada� a� una� reacción� enzimática� en� cascada.� La� configuración� habitual�
consiste�en�una�columna�donde�permanece�inmovilizada�una�enzima�a�través�de�la�que�pasa�
la�disolución�problema,�registrándose�la�variación�de�temperatura�con�la�presencia�de�analito.�
A� menudo� es� necesaria� la� adicción� de� una� columna� de� referencia� inerte� para� establecer�
mediciones� diferenciales� que� compensen� los� efectos� no� específicos.� También� se� han�
desarrollado�trabajos�empleando�MIPs,�aprovechando�el�efecto�en�la�entalpia�al�establecerse�
la� interacción� del� analito� con� su� plantilla� [242],� y� ELISAs� termométricos� utilizando� la�
producción�de�calor�de�la�enzima�de�marcaje�[243].�

Los�biosensores�electroquímicos�transforman�la�señal�producida�en�la�superficie�del�electrodo�
por� la� interacción� entre� el� analito� y� el� receptor� en� una� señal� eléctrica� cuantificable.�
Dependiendo�de�la�señal�obtenida�se�dividen�en�potenciométricos�(diferencia�de�potencial),�
impedimétricos�(impedancia)�y�amperométricos�(intensidad�de�corriente)�[244].�Junto�con�los�
ópticos�son�los�biosensores�más�empleados�ya�que�son�fáciles�de�utilizar�y�fabricar,�rápidos�y�
fiables.�Los�biosensores�potenciométricos�miden�las�alteraciones�de�potencial�en�la�superficie�
del� electrodo� de� trabajo� frente� a� un� electrodo� de� referencia,� a� intensidades� de� corriente�
cercanas� al� cero.� Generalmente� van� asociados� a� enzimas� cuya� reacción� con� el� sustrato�
provoca� cambios� en� el� pH� [245].� Los� impedimétricos� miden� los� cambios� producidos� en� el�
entorno� inmediato� del� elemento� de� reconocimiento� al� interaccionar� con� el� analito� de� dos�
maneras,� mediante� la� monitorización� de� la� impedancia� dentro� del� plano� entre� electrodos,�
normalmente� interdigitados,� o� bien� a� través� de� la� perturbación� que� ocurre� en� la� interfase�
electrolito/electrodo�[246].��

En�cuanto�a� los�biosensores�amperométricos,�registran�el�flujo�de�corriente�generada�en�un�
electrodo�por�una�reacción�electroquímica�a�potencial�constante.�La�intensidad�de�corriente�
está�relacionada�linealmente�con�la�concentración�de�la�sustancia�electroactiva�que�se�oxida�
o�reduce�en�la�superficie�del�electrodo.�Normalmente�se�trabaja�en�una�configuración�de�tres�
electrodos� y� se� emplean� mediadores� redox� para� evitar� interferencias� a� la� hora� de� aplicar�
sobrepotenciales.�La�elevada�sensibilidad�y�rapidez�de�respuesta�son�las�principales�ventajas�
de� este� tipo� de� transductores,� así� como� el� hecho� que� las� enzimas� permiten� una� elevada�
amplificación� del� sistema� de� detección.� En� la� actualidad� la� mayor� parte� de� los� biosensores�
comerciales� se� basan� en� esta� configuración.� Más� en� concreto,� los� inmunosensores�
amperométricos� utilizan� la� mayoría� de� las� diversas� metodologías� utilizadas� en� el�
inmunoensayo,�teniendo�una�mayor�aplicabilidad�los�formatos�heterogéneos�[247].�Este�tipo�
de�inmunosensor�se�ha�empleado�como�sistema�de�detección�en�la�presente�tesis.�

Al�comienzo�de�esta�tesis�solo�había�descrito�un�biosensor�basado�en�SPR�para�la�detección�
de�ERFX�y�CPFX�en�leche�[248].�Dicho�inmunosensor�óptico�utilizaba�un�anticuerpo�policlonal�
específico�para�ERFX,�presentando�una�buena�detectabilidad�(2�y�3�μg/Kg).y�se�utilizó�para�la�
monitorización� de� vacas� tratadas� con� ERFX� para� mastitis� clínica.� Posteriormente,� en� el� año�
2004,� Pellegrine� et� al.� [249]� describieron� un� biosensor� electroquímico� para� la� detección� de�
TCs� y� QNs� en� la� leche� se� basándose� en� la� tasa� de� producción� de� CO2� relacionada� con� la�
inhibición� del� crecimiento� microbiano� de� una� bacteria� específica� (Escherichia� coli� ATCC�
11303).�La�detectabilidad�alcanzada�fue�de�25�μg�kg,�sin�embargo�el�tiempo�de�análisis�era�de�
3� h� y� no� podían� discernir� el� tipo� de� contaminante.� Haasnoot� et� al.� [144]� desarrollaron� en�
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2007�un� inmunosensor� tipo�SPR�para�FLUME�en�el� suero�y�músculo�de�pollo.�En�este�caso,�
aunque� el� tiempo� de� análisis� es� corto� (7.5� min)� la� detectabilidad� alcanzada� fue� de� 15� y� 24�
μg/Kg.�En�el�mismo�año,�Marchesini�et�al.� [145],�describieron�un� inmunosensor�de�tipo�SPR�
para�la�detección�en�paralelo�de�5�QNs�y�FLUME�utilizando�dos�tipos�de�anticuerpos�(genérico�
y� específico)� para� posteriormente� identificar� las� muestras� positivas� mediante� LC�TOF�MS.�
Dicho� inmunosensor� fue�probado�en�músculo�de�pollo�con�detectabilidades�entre�2.7�y�5.9�
μg/Kg�para�las�QNs�ensayadas.�En�2008,�Huet�et�al.�[146]�describieron�un�inmunosensor�tipo�
SPR�utilizando�anticuerpos�de�clase�para�QNs�con�muy�buena�detectabilidad�(IC50�entre�0.6�y�
68� μg/Kg),� aunque� también� en� este� caso� no� fue� aplicado� a� leche,� sino� a� pescado,� huevo� y�
músculo�de�pollo.�

5.1.2.�PARTÍCULAS�MAGNÉTICAS�

En� los� últimos� años,� las� partículas� magnéticas� (MPs,� Magnetic� Particles)� han� atraído� gran�
interés�en�campos�como�el�bioanálisis,�la�biomedicina,�el�análisis�de�productos�alimentarios�y�
medioambientales,� tanto� en� lo� que� se� refiere� a� su� uso� como� elementos� de� detección�
(marcaje� magnético)� [250]� como� al� desarrollo� de� técnicas� de� separación� del� material�
biológico�de�una�matriz�compleja�[251].�Esto�es�debido�en�gran�medida�a�propiedades�tales�
como� su� versatilidad,� elevada� área� superficial,� estabilidad� química� y� física,� baja� toxicidad� y�
alta�biocompatibilidad� [251].�Su� tamaño�oscila�desde�nanómetros�a�unos�pocos�milímetros,�
siendo�comparable�al�de�células,�proteínas�u�oligonucleótidos�[252].�La�principal�ventaja�en�lo�
que�respecta�a�su�aplicación�en�técnicas�de�separación,�consiste�en�la�capacidad�de�separar�la�
fase�sólida�de�forma�simple�y�rápida�mediante�la�aplicación�de�un�campo�magnético�externo�
[253],�abriendo�la�posibilidad�a�la�automatización�del�sistema.�

Están� formadas� por� un� núcleo� paramagnético� o� superparamagnético� encapsulado� en� un�
polímero� inerte� que� a� su� vez� permite� la� inmovilización� de� biomoléculas� (véase� Figura� 5.4).�
Dicho� núcleo� está� formado� generalmente� por� magnetita� (Fe3O4)� y� maghemita� (��Fe2O3)� y�
permanece� revestido� por� polímeros� principalmente� de� agarosa,� celulosa,� sílice,� silicona,�
vidrio�poroso,�mica�o�poliestireno�[254].�Dicho�revestimiento�permite�proteger�y�preservar�la�
estabilidad�del�óxido�de�hierro�por�exposición�al�aire�y�a�su�vez�añade�una� funcionalización�
adicional�que�permite�el�enlace�de�diferentes�tipos�de�biomoléculas�como�anticuerpos�[255]�y�
oligonucleótidos�[256].�Hoy�en�día�existen�un�gran�número�de�compañías�que�comercializan�
MPs�activadas�con�grupos�químicos�reactivos�que�facilitan�la�unión�de�biomoléculas�e�incluso�
partículas�ya�modificadas�con�dichas�biomoléculas,�que�permiten�su�utilización�en�diferentes�
tipos�de�bioensayos�(véase�Figura�5.4).��
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Figura� 5.4.� Representación� esquemática� de� las� MPs� y� las� diferentes� modificaciones� disponibles�
comercialmente.�

Desde� un� punto� de� vista� analítico,� las� MPs� modificadas� presentan� ventajas� como� la� fácil�
manipulación,�la�buena�dispersión�de�las�partículas�en�la�solución�acuosa�y�escasa�formación�
de� agregados,� lo� que� favorece� la� reacción� entre� el� analito� en� solución� y� las� biomoléculas�
inmovilizadas�sobre�la�superficie�de�las�partículas,�acortando�de�esta�manera�los�tiempos�de�
reacción.� También� permiten� una� fácil� miniaturización� del� sistema� cuando� se� utilizan� dichas�
partículas�como�fase�sólida�móvil�[257]�y�a�su�vez�permiten�la�reducción�de�los�volúmenes�de�
reactivos� necesarios� y� por� lo� tanto� de� residuos� generados.� Las� reacciones� con� MPs� se�
caracterizan� por� su� elevada� cinética� y� buena� reproducibilidad,� pero� sin� duda,� sus�
características� más� importantes� son� la� capacidad� de� concentración� de� la� biomolécula,� y� la�
minimización� del� efecto� matriz� de� la� muestra,� obteniéndose� por� lo� general� tiempos� de�
análisis�más�cortos�y�límites�de�detección�más�bajos�[251].��

En� consecuencia,� las� MPs� constituyen� una� plataforma� muy� atractiva� para� el� diseño� de�
biosensores,� de� hecho� varios� biosensores� electroquímicos� basados� en� enzimas,� en� la�
hibridación�de�ácidos�nucleicos�e�inmunosensores�ya�se�han�descrito�en�la�literatura�y�citado�
en�varias�revisiones�[252,�258�260].�

Con�base�a�estos�antecedentes�se�plantearon� los�objetivos�descritos�en� la�siguiente�sección�
(véase�Sección�5.2).�

5.2.�Objetivos��

El�principal�objetivo�del�trabajo�expuesto�en�el�presente�capítulo�consistió�en�el�desarrollo�de�
un�inmunosensor�electroquímico�de�tipo�amperométrico,�para�la�detección�de�antibióticos�de�
tipo�QN�en�leche.�

En� la� configuración� elegida� de� inmunosensor,� uno� de� los� inmunoreactivos� es� inmovilizado�
sobre� partículas� con� propiedades� magnéticas,� trascurriendo� en� solución� la� reacción�
inmunoquímica�con�el�inmunoreactivo�complementario�marcado�enzimáticamente.�Después�
de�los�correspondientes�lavados�utilizando�un�imán�para�eliminar�el�exceso�de�reactivos,�las�
partículas�se�capturan�con�un�magneto�electrodo,�que�a�su�vez�hace�las�veces�de�electrodo�de�
trabajo�a� la�hora�de�medir� la�corriente�generada�por� la�enzima�unida�a� los� inmunoreactivos�
(véase�Figura�5.5).�
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Figura�5.5.�Esquema�de�formato�inmunosensor�elegido.�

Con�el�fin�de�lograr�este�objetivo,�fue�necesario�abordar�los�siguientes�objetivos�concretos:�

� Inmovilización�de�los�inmunoreactivos�sobre�la�superficie�de�las�MPs�y�caracterización�
de�las�mismas.�

� Marcaje� enzimático� y� caracterización� de� los� inmunoreactivos� necesarios� para� el�
desarrollo�del�inmunosensor.�

� Estudio�del�efecto�matriz�de�leche�procedente�de�ganado�vacuno.�
� Desarrollo�de�inmunosensores�con�transducción�amperométrica.�

5.3.�Resultados�y�discusión�

5.3.1.�BIOMODIFICACIÓN�DE�PARTÍCULAS�MAGNÉTICAS�

Debido� a� la� experiencia� previa� del� grupo,� se� escogieron� las� partículas� “Dynabeads� M�280�
Tosylactivated”,�cuya�superficie�esta�modificada�con�grupos�tosilo�susceptibles�de�reaccionar�
con�grupos�nucleófilos.�Este�tipo�de�partículas�presentaron�los�mejores�resultados�en�cuanto�
a�rendimiento�de�biomodificación,�relación�señal�ruido�y�estabilidad�durante�el�desarrollo�de�
este�tipo�de�inmunosensores�para�la�detección�de�pesticidas�[261].�La�caracterización�de�las�
MPs�modificadas�se� llevó�a�cabo�mediante�experimentos�de�magneto�ELISA� (M�ELISA)� tal� y�
como�se�describe�en�la�sección�experimental�de�la�publicación�V�(Sección�5.4).�

En� un� primer� momento� se� decidió� implementar� el� formato� indirecto,� y� para� ello� se�
modificaron� este� tipo� de� MPs� con� el� antígeno� de� tapizado� 17�BSA� y� el� propio� hapteno� 17,�
aprovechando� la� disponibilidad� de� grupos� amino� en� su� estructura.� En� el� caso� de� las� MPs�
modificadas� con� el� hapteno� directamente,� la� señal� observada� en� los� experimentos�
bidimensionales�de�M�ELISA�no�fue�suficiente�para�el�desarrollo�del�posterior�immunosensor,�
observándose� a� su� vez� un� elevado� ruido� de� fondo,� por� lo� que� se� descartó� esta� estrategia.�
Para� el� caso� de� las� partículas� modificadas� con� el� bioconjugado� 17�BSA,� se� realizó� un�
experimento� variando� los� equivalentes� de� antígeno� de� tapizado� respecto� a� los� de� grupos�
tosilo� presentes� en� las� MPs.� Se� evaluó� el� rendimiento� de� la� reacción� de� acomplamiento�
mediante� la� interpolación� de� la�absorbancia�a�280� nm�del� sobrenadante� de� la� reacción,�en�
una�recta�de�calibrado�generada�con�BSA,�observándose�que�el�rendimiento�era�superior�al�
80�%�en�todos�los�casos�(véase�Tabla�5.1).�

1.�Incubación
30�min

2.�Lavado

NN

F

O

OH

O

HN

NN

F

O

OH

O

HN

NN

F

O

OH

O

HN

NN

F

O

OH

O

HN

NN

F

O

OH

O

HN

N

O

OH

O

F

N
H

H
N

N

O

OH

O

FNH

HN

NN

F

O

OH

O

HN

Ciprofloxacino

PM�Ac171

11�HRP�

NN

F

O

OH

O

HN

N

O

OH

O

F

NH

HN

N

O

OH

O

F

NH

HN

m�GEC
Imán�de�Neodimio

N

O

OH

O

F

N
H

HN

N

O

OH

O

FNH

HN

N

O

OH

O

F

NH

HN

N

O

OH O

F

NH

HN

N

O

OH

O

F

NH

HN

N

O

OH

O F

NH

H
N

N

O

OH

O

F

N
H

HN

N

O

O
H

O

FNH

HN

N O

OH

O

FNH

HN

N

O

OH

O

F

NH

H
N

N

O

OH

O

F

NH

HN

N

O

OH

O

F

NH

HN

N

O
OH

O

F

NH
H
N

N

O
OH

O

F

NH
HN

N

OOH
O

F

NH H
N

N

O
OH

O

F

N H
H N

N

O
OHO

F

NH
HN

N

O

OH

O

F

NH

HN

HRP

HQ

H2O H2O2

ox red

red ox

ne�

Inmersión�
m�GEC�

electrodo

m�GEC�
electrodo



Inmunosensor para la detección de quinolonas en leche 

249�

Tabla�5.1.�Rendimientos�de�biomodificación�y�parámetros�del�M�ELISA� indirecto�utilizando� las�MPs�modificadas�
con�diferentes�cantidades�de�17�BSA�y�ciprofloxacino�como�analitoa.��

Eq.�17�BSA:MPa� 1:1� 1:5� 1:10� 1:15� 1:20�

%�Rendimiento� CA� 95� 91� 86� 82�

Absmax� 0.72� 1.08� 1.19� 1.35� 1.55�

Absmin� 0.39� 0.37� 0.46� 0.50� 0.49�

IC50�a� 3.05� 4.12� 3.53� 2.51� 1.50�

R2
� 0.945� 0.992� 0.984� 0.981� 0.993�

a�Equivalentes�de�grupos�tosilo�de�la�partícula�respecto�a�los�de�17�BSA�b�expresado�en�μg/L.�

También� se� caracterizó� la� capacidad� de� reconocimiento� del� CPFX� por� dichas� partículas�
mediante� ensayos� de� M�ELISA� en� formato� competitivo� indirecto,� encontrándose� que� los�
mejores�parámetros�en�cuanto�a�IC50�y�absorbancia�máxima�se�obtenían�con�las�partículas�con�
menor�relación�antígeno:partícula�(véase�Tabla�5.1),�aunque�siguiendo�esa�misma�tendencia�
también�se�observó�un�aumento�en�el�ruido�de�fondo.�Este�hecho�puede�ser�atribuido�a�que�
cuando� la� cantidad� de� antígeno� es� similar� al� número� de� grupos� tosilo� de� las� MPs,� cabe� la�
posibilidad� de� formación� de� multicapas� de� antígeno� por� adsorciones� de� tipo� inespecífico�
resultado�de�la�interacción�proteína�proteina.�Dichas�multicapas�pueden�ir�siendo�eliminadas�
durante� el� transcurso�del� M�ELISA,�disminuyendo�de�esta�manera� la�absorbancia�máxima� y�
aumentando� la� IC50.� Del� mismo� modo,� cuando� el� antígeno� está� en� defecto� respecto� de� los�
grupos�tosilo�de�las�MPs�el�recubrimiento�de�las�mismas�no�es�completo,�quedando�parte�de�
la�partícula�accesible�para�la�adsorción�inespecífica�generando�un�aumento�de�la�absorbancia�
mínima.�

Aún� a� pesar� del� elevado� ruido� de� fondo,� se� decidió� continuar� con� la� implementación� del�
immunosensor� utilizando� las� MPs� con� la� relación� 1:20,� ya� que� cabía� la� posibilidad� de� usar�
agentes� de� bloqueo� que� disminuyeran� este� efecto.� Durante� el� desarrollo� experimental�
posterior�se�observó�una�pérdida�significativa�de�partículas�durante� los�procesos�de� lavado,�
que�era�mayor�en�el�segundo�de�ellos�(después�de�la�adición�de�la�antiIgG�HRP),�advirtiéndose�
a� su� vez� la� aglomeración� de� dichas� partículas� y� obteniéndose� ensayos� poco� reproducibles�
tanto�en�la�configuración�de�M�ELISA�como�de�lectura�amperométrica.�

En�este�contexto,�la�realización�de�una�búsqueda�literaria�dirigida�a�encontrar�una�explicación�
y/o�una�posible�solución�a�estos�efectos,�nos� revelo�que�existían�precedentes�en� los�que�el�
ruido�de� fondo�de� los�ensayos�era�elevado�cuando�se� realizaban�en� formato� indirecto� (con�
anticuerpo� secundario)� sobre� partículas� magnéticas.� Así� pues,� Laube� et� al.� observaron� un�
efecto� similar� durante� el� desarrollo� de� un� inmunosensor� amperomético� para� gliadin,� un�
constituyente� de� la� proteína� de� gluten� de� cereales,� responsable� de� la� intolerancia� a� la�
generada� en� la� enfermedad� celíaca� [262].� Dicho� inmunosensor� también� estaba� basado� en�
partículas�magnéticas�biofuncionalizadas,�y�anticuerpos�comerciales�para�gliadin,�generando�
la�señal�con�un�anticuerpo�secundario.�En�estas�condiciones�(formato�competitivo�indirecto)�
los�autores�observaron�que�el�M�ELISA�presentaba�un�ruido�de�fondo�de�casi� la�mitad�de�la�
señal� máxima.� Cuando� emplearon� anticuerpos� contra� gliadin� unidos� directamente� a� HRP�
(formato� directo,� con� antígeno� inmovilizado),� observaron� el� ruido� de� fondo� disminuía�
apreciablemente.�En�base�a�estos�precedentes�se�decidió�proceder�al�marcaje�enzimático�del�
anticuerpo� específico� para� QNs� utilizando� HRP,� con� el� fin� de� disminuir� el� ruido� de� fondo,�



Capítulo�5�

250�

además� de� eliminar� el� segundo� lavado� y� acortar� de� esta� manera� el� tiempo� de� análisis� a� la�
mitad�(véase�Sección�5.3.2),�al�trabajar�en�formato�directo�con�el�AT�unido�a�las�PMs�(AT�PM).�

5.3.2.�DESARROLLO�DE�UN�MAGNETO�ELISA�DIRECTO�CON�EL�ANTÍGENO�INMOVILIZADO�A�
LAS�PARTÍCULAS�MAGNÉTICAS�(ATM�ELISA)�

5.3.2.1�Marcaje�enzimático�del�anticuerpo�específico�para�QNs�

Para� el� marcaje� enzimático� del� anticuerpo� Ac171,� se� emplearon� dos� metodologías.� En� una�
primera� aproximación� se� oxidaron� los� azúcares� presentes� en� la� estructura� del� anticuerpo�
utilizando�peryodato�sódico,�con�el�fin�de�generar�grupos�aldehído�susceptibles�de�reaccionar�
con�los�grupos�amino�de�la�HRP�formando�grupos�imina,�que�posteriormente�serían�reducidos�
con�ayuda�de�NaBH3CN�[263].�El�anticuerpo�marcado�de�esta�forma�exhibió�un�alto�grado�de�
absorción�inespecífica�a�la�microplaca�cuando�fue�caracterizado�mediante�ELISA,�razón�por�la�
cual�se�se�procedió�a�preparar�el�anticuerpo�marcado�mediante�otra�metodología,�con�el�fin�
de�mejorar�las�características�funcionales�del�bioconjugado.�

Empleando� un� enfoque� diferente,� se� utilizó� cloruro� cianúrico� como� brazo� espaciador,�
aprovechando� la�diferencia�de� reactividad�de�sus�átomos�de�cloro� [182],� tal�como�ya�se�ha�
descrito� en� el� capítulo� 3� (véase� Figura� 3.13,� página� 111)� para� la� preparación� del� trazador�
enzimático�17�HRP.�A�si�pues,�las�aminas�de�la�HRP�reaccionaron�a�temperatura�ambiente�con�
el� cloro� más� reactivo� del� cloruro� cianúrico� y� tras� la� purificación� de� la� enzima� modificada�
mediante� diálisis,� las� aminas� del� Ac171� reaccionaron� con� el� siguiente� cloro� en� reactividad,�
esta� vez� a� 37� ºC.� Finalmente� se� procedió� a� la� precipitación� del� anticuerpo� con� sulfato�
amónico,�para�eliminar�el� exceso�de�enzima,�y�posteriormente� se�purificó�mediante�diálisis�
con�el�fin�de�eliminar� las�sales,�obteniéndose�el�Ac171�HRP�con�un�47�%�de�rendimiento.�El�
rendimiento� de� la� bioconjugación� fue� moderado� debido� principalmente� al� elevado� número�
de�etapas�de�purificación�involucradas�en�el�proceso.��

5.3.2.2.�Desarrollo�del�ATM�ELISA�

En�una�primera�instancia�se�caracterizó�el�Ac171�HRP�mediante�ELISA�competitivo,�utilizando�
microplacas� tapizadas� con� 17�BSA� (AT�ELISA).� Los� resultados� mostraron� que� era� posible�
obtener�una�muy�buena�detectabilidad�para�el�CPFX�(véase�Figura�5.6A�y�Tabla�5.2)�con�una�
IC50�de�0,837�μg/L�y�un�LOD�de�0,060�μg/L,�similares�a�los�obtenidos�con�el�ELISA�indirecto�de�
dos� etapas� (IC50� =� 0,35� μg/L,� LOD� =� 0,040� μg/L,� véase� Figura� 3.19,� página� 120),� lo� que�
demuestra�que�no�se�produjo�una�pérdida�de�actividad�del�anticuerpo�después�del�marcaje�
enzimático.�Además,�el� ruido�de� fondo�era�mínimo,� lo�que�resultaba�prometedor�de�cara�a�
proseguir�con�el�desarrollo�del�magneto�immunosensor.�
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Figura�5.6.�Curvas�de�calibrado�obtenidas�utilizando�el�anticuerpo�marcado�Ac171�HRP�en�diferentes�
formatos.�A.�AT�ELISA�y�B.�ATM�ELISA.�

A� continuación� se� procedió� a� desarrollar� el� ATM�ELISA� utilizando� las� MP�17�BSA� (relación�
1:20),� seleccionadas� anteriormente,� el� Ac171�HRP� y� CPFX� como� analito.� En� este� caso,� los�
valores�de�IC50�y�LOD�fueron�prácticamente�idénticos�a�los�obtenidos�en�la�configuración�AT�
ELISA�en�microplaca,� lo�que�indicaba�que�las�propiedades�de�los�inmunoreactivos�no�se�ven�
alteradas�por�el�hecho�de� immobilizarlas�en� las�partículas.�Al� mismo� tiempo� estos�estudios�
revelan� que� la� detectabilidad� obtenida� por� los� inmunoreactivos� desarrollados� es�
independiente� de� la� configuración� del� inmunoensayo� empleado� (véase� Figura� 5.6B� y� Tabla�
5.2).� Un� aspecto� también� relevante� fue� observar� que� en� ATM�ELISA� el� ruido� de� fondo� era�
prácticamente�inexistente,�al�contrario�de�lo�que�sucedía�en�el�formato�indirecto,�lo�que�está�
en�consonancia�con� los�resultados�también�reportados�por�Laube�et�al.� [262],� lo�cual� indica�
que� la� señal� inespecífica� era� fundamentalmente� debida� a� la� interacción� del� anticuerpo�
secundario�con�las�partículas�magnéticas.��

Tabla� 5.2.� Comparativa� de� los� parámetros� de� los� ELISAs� directos� utilizando� el� Ac171� y� 17�BSA�
inmovilizado�en�las�diferentes�superficies�(microplaca�y�partícula�magnética)�

� AT�ELISA�(17�BSA/Ac171HRP) ATM�ELISA�(MP�17�BSA/Ac171HRP)

Amax� 0.600� 1.679�

Amin� 0.026� 0.081�

IC50�a� 0.84�±�0.39� 0.88�±�0.42�

Pendiente� �0.808� 0.799�

Rango�lineal�a� 0.16�2.20� 0.15�5.47�

LOD�a� 0.060� 0.052�

R2� 0.985� 0.984�
a�expresado�en�μg/L.�

5.3.3.�DESARROLLO�DE�UN�MAGNETO�ELISA�DIRECTO�CON�EL�ANTÍCUERPO�INMOVILIZADO�
A�LAS�PARTÍCULAS�MAGNÉTICAS�(AcM�ELISA).�

En� paralelo� se� decidió� también� intentar� implementar� el� formato� directo� con� el� anticuerpo�
unido� a� las� MP� (MP�Ac171),� ya� que� tal� como� se� ha� mostrado� en� el� capítulo� anterior� el�
formato�de�microplaca�funcionó�muy�bien�observándose�un�menor�efecto�matriz�provocado�
por� la� leche.�De�esta�manera�se�modificaron�MPs�con�el�anticuerpo�Ac171,�para� lo�cual� fue�
necesaria�una�purificación�previa�del�antisuero�As171.�Dicha�purificación�se� llevó�a�cabo�en�
dos� etapas,� primero� mediante� la� precipitación� del� anticuerpo� utilizando� sulfato� amónico�
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[264]�seguido�de�una�purificación�del�anticuerpo�así�obtenido�por�cromatografía�de�afinidad,�
utilizando� en� este� caso� una� columna� de� sefarosa� modificada� con� proteína� A.� Utilizando� el�
Ac171�purificado�de�esta�manera�se�obtuvieron�las�partículas�MP�Ac171�con�un�rendimiento�
de�la�reacción�de�acoplamiento�superior�al�90�%.��

Se� procedió� a� la� caracterización� de� las� MP�Ac171� mediante� AcM�ELISA,� utilizando� 17�HRP�
como� trazador� enzimático.� Como� se� puede� observar� en� la� Figura� 5.7� la� curva� obtenida�
presenta�una�elevada�detectabilidad�con�buenos�valores�de� IC50� y� LOD,�muy�similares�a� los�
obtenidos�utilizando�el�mismo�formato�en�configuración�de�ELISA�en�microplaca�(IC50�de�0.91�
μg/L�y�LOD�de�0.20�μg/L,�véase�Figura�3.21,�página122),�lo�que�demuestra�que�el�anticuerpo�
no�pierde�actividad�tras�su�unión�a�las�MPs.�Además�esta�configuración�tampoco�presentaba�
ruido�de�fondo�debido�a�adsorciones�inespecíficas.�

�

Figura�5.7.�Curva�de�calibrado�y�parámetros�del�AcM�ELISA�en�formato�directo�utilizando�las�MP�Ac171�
y�el�trazador�enzimático�17�HRP.�

A� esta� altura� del� trabajo� de� esta� tesis� doctoral,� un� aspecto� que� cabe� remarcar� es� que� los�
resultados� obtenidos� son� muy� similares� en� todos� los� formatos� y� configuraciones�
inmunoquímicas�estudiadas,�lo�que�pone�de�manifiesto�que�las�prestaciones�del�anticuerpo�y�
el�hapteno�de�competición�desarrollados�en�esta�tesis�son�prácticamente�independientes�del�
formato� de� inmunoensayo� empleado.� A� modo� de� resumen� la� Tabla� 5.3� muestra� la�
comparación� de� los� diferentes� parámetros� de� todas� las� configuraciones� y� formatos� de�
inmunoensayo�probados�con�los�inmunoreactivos�para�QNs�desarrollados�en�esta�tesis.��
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a�expresado�en�μg/L�1.

M�ELISA�(MP�Ac171/17�HRP)

Amax 1.814�
Amin 0.052
IC50

a 0.89�± 0.41

Pendiente �0.901�
Rango�lineal�a 0.10�3.73
LOD�a 0.034�
R2 0.985�
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Tabla� 5.3.� Parámetros� de� las� diferentes� configuraciones� y� formatos� inmunoquímicos� de� tipo� óptico�
estudiados�utilizando�los�inmunoreactivos�para�QNs�desarrollados�en�esta�tesis.�

Formatoa� Indirecto(AT)� Directo�(Ac)� Directo�(AT)� Directo�(ATM)� Directo�(AcM)�

Soporte� Microplaca� Microplaca� Microplaca� MP� MP�

Inmunoreactivos�
As171�

17�BSA�

As171�

17�HRP�

17�BSA�

Ac171HRP�

MP�17�BSA�

Ac171�HRP�

MP�Ac171�

17�HRP�

Amax� 1.67� 2.10±0.24� 0.600� 1.679� 1.814�

Amin� 0.07� 0.03±0.01� 0.026� 0.081� 0.052�

IC50�b� 0.35±0.04� 0.91�±�0.19� 0.84�±�0.39� 0.88�±�0.42� 0.89�±�0.41�

Pendiente� �1.08� �1.53� �0.808� �0.799� �0.901�

Rango�lineal�a� 0.091�1.429� 0.36��2.35� 0.16�2.20� 0.15�5.47� 0.10�3.7�

LOD�b� 0.040� 0.20� 0.060� 0.052� 0.034�

R2� 0.998� 0.997� 0.985� 0.984� 0.985�
a�Las�iniciales�entre�paréntesis�indican�el�inmunoreactivo�inmovilizado.�b�expresado�en�μg/L.�

5.3.4.�ESPECIFICIDAD�DEL�MÉTODO�Y�EFECTO�MATRIZ�PROVOCADO�POR�LA�LECHE�

Llegados� a� este� punto� y� como� las� prestaciones� de� cada� uno� de� los� formatos� desarrollados�
(ATM�ELISA�y�AcM�ELISA)�eran�muy�similares,�se�decidió�continuar�adelante�con�el�AcM�ELISA�
para� su� implementación� en� un� inmunosensor� amperométrico,� ya� la� obtención� de� los�
inmunoreactivos�marcados�necesarios�requería�de�un�menor�esfuerzo,�tanto�en�términos�de�
tiempo�como�de�coste.��

En� una� primera� instancia� se� realizaron� experimentos� para� evaluar� la� especificidad,� con� la�
finalidad�de�comprobar�que�el�patrón�de�reconocimiento�de�la�familia�de�QNs�se�mantenía�al�
introducir� las� MPs� en� el� ensayo.� Para� ello� se� prepararon� curvas� de� calibrado� para� las� QNs�
reguladas�por�la�UE�en�PBSTCa�y�se�ensayaron�empleando�el�AcM�ELISA.�Todas�las�QNs�fueron�
reconocidas�y�en�todos�los�casos�el�ajuste�de�las�curvas�de�calibrado�fue�bueno�(R2���0.985).�
Como�se�puede�observar�en�la�Tabla�5.4,�los�valores�de�IC50�son�inferiores�a�12.5�μg/L�y�todas�
las�QNs�son�reconocidas�en�más�de�un�10�%�respecto�al�CPFX.�Si�se�compara�con�los�formatos�
de� ELISA� desarrollados� previamente� (véase� Tabla� 3.4� para� el� formato� indirecto� y� Tabla� 3.5�
para�el�formato�directo,�en�páginas�118�Y�122�respectivamente),�en�general�se�observa�que�
en� el� AcM�ELISA� hay� un� ligero� aumento� de� los� valores� de� IC50� (excepto� para� el� OXO)� pero�
manteniéndose�en� todos� los� casos�por�debajo�del� LMR.�Estos� resultados�apuntan�a�que�en�
este� formato� se� conserva� el� patrón� de� reconocimiento� genérico� de� los� inmunoreactivos�
desarrollados.�
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Tabla� 5.4.� Valores� de� IC50� y� porcentaje� de� reactividad� cruzada� de� QNs� utilizando� el� M�ELISA�
desarrollado�con�los�inmunoreactivos�17�HRP�y�MP�Ac171,�y�LMR�permitidos�en�leche.�

Compuesto� IC50
a� %�RC b� LMR�(en�leche)�a�

Ciprofloxacino� 1.31� 100� 100�

Enrofloxacino� 2.04� 66� 100�

Danofloxacino� 12.5� 11� 30�

Difloxacino� 2.34� 70� P�

Marbofloxacino� 8.93� 16� 75�

Flumequina� 4.82� 22� 50�

Ácido�Oxolínico� 4.30� 24� P�

LMR:� Límite� máximo� de� residuo,� P:� Prohibido� en� leche,� a� expresado� en� μg/L.� b� calculado� utilizando� IC50�
expresado�en�nM�utilizando�la�fórmula:�WXD A HIJK�LMNOPQRPS5LM6P

HIJK�TUM6PRP65 E��VV�.�

Seguidamente�se�hicieron�una�serie�de�estudios�dirigidos�a�valorar�el�efecto�matriz�provocado�
por� la� leche.� Como� se� ha� descrito� en� los� capítulos� anteriores� esto� se� evaluó� mediante� la�
preparación� de� curvas� de� calibrado� CPFX� en� leche� y� leche� diluida� varias� veces� en� tampón�
PBSTCa,�que�serían�posteriormente�medidas�en�el�AcM�ELISA�desarrollado.�Como�se�puede�
observar� en� la� Figura� 5.8� en� este� caso� no� se� observa� ningún� efecto� matriz,� obteniéndose�
curvas�prácticamente�idénticas,�incluso�al�utilizar�leche�sin�diluir.�

�

Figura� 5.8.� Efecto� matriz� ejercido� por� la� leche� sobre� el� AcM�ELISA� directo� para� QNs.� Resultados�
obtenidos�como�resultado�de�medir�las�curvas�de�calibración�de�ciprofloxacino,�preparadas�en�leche�y�
diluidas�con�PSTCa.�Los�puntos�corresponden�a�la�media�de�la�respuesta�de�cada�uno�de�los�estándares�
en�dos�pocillos.�

Este� hecho� evidencia� las� ventajas� del� uso� de� MPs� en� el� ensayo� y� abre� la� posibilidad� de�
analizar� directamente� muestras� de� leche� entera� con� el� formato� AcM�ELISA� directo,� sin�
necesidad� de� ningún� tipo� de� pretratamiento� de� la� muestra,� lo� que� permite� mantener� una�
muy�buena�detectabilidad.��

5.3.5.�MAGNETO�INMUNOSENSOR�AMPEROMÉTRICO�

Finalmente� se� procedió� a� la� implementación� de� este� ensayo� en� un� sensor� de� tipo�
amperométrico.�Tal�como�se�ha�explicado�en�la�sección�de�objetivos�de�este�capítulo�(Sección�
5.2),� en� esta� configuración� la� señal� obtenida� consiste� en� la� corriente� eléctrica� generada� a�
potencial�fijo.�La�inmunoreacción�transcurre�en�solución�bajo�agitación,�al�igual�que�en�AcM�
ELISA.�Tras�30�minutos�en�contacto�con�el� resto�de�reactivos� (analito�y� trazador�enzimático�
17�HRP),� las� MP�Ac171� son� lavadas� con� ayuda� de� una� gradilla� magnética� para� eliminar� el�
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exceso�de�reactivos,�y�posteriormente�son�capturadas�por�un�electrodo�compuesto�de�grafito�
y�resina�epoxi�con�un�imán�en�su�interior�(véase�Figura�5.5).�Dicho�electrodo�actúa�a�su�vez�
como� electrodo� de� trabajo� en� una� configuración� de� tres� electrodos� (referencia,� auxiliar� y�
trabajo)� a� la� hora� de� medir� la� corriente� eléctrica� generada� por� el� sistema.� Los� detalles�
experimentales�vienen�descritos�en�la�sección�experimental�de�la�publicación�V�(Sección�5.4).�

Así�pues� mediante�experimentos� bidimensionales� se�ajustaron� las� concentraciones�óptimas�
de�MP�Ac171�y�el�trazador�enzimático�17�HRP�para�obtener�una�intensidad�de�corriente�de�
entre�7�y�10�μA�en�ausencia�de�analito.�De�esta�manera�se�preparó�una�curva�de�calibrado�de�
CPFX� en� PBSTCa� y� se� midió� la� respuesta� generada� utilizando� este� sistema.� Como� se� puede�
observar�en�la�Figura�5.9,�la�detectabilidad�del�ensayo�se�mantiene�respecto�al�AcM�ELISA�en�
términos�de�IC50�y�LOD,�aunque�la�pendiente�obtenida�fue�inferior�(para�comparación�véase�
tabla�5.3).�

�

Figura� 5.9.� Curvas� de� calibrado� obtenidas� con� el� inmunosensor� amperométrico� utilizando� las� MP�
Ac171�y�el� trazador�enzimático�17�HRP.�La�gráfica�muestra� los�resultados�en� leche�y�en�tampón.�Los�
patrones� se� prepararon� en� leche� sin� diluir,� y� fueron� directamente� medidos� con� el�
magnetoimmunosensor,�sin�ninguna�otra�preparación�de�muestra.�Cada�concentración�fue�medida�por�
duplicado�con�el�mismo�electrodo.�La�tabla�muestra�los�parámetros�de�la�curva�de�ajuste�obtenida�en�
cada�caso.�

Con� el� objetivo� de� evaluar� el� efecto� matriz� de� la� leche,� se� realizó� el� mismo� experimento�
preparando�la�curva�de�calibrado�en�leche�directamente.�Como�se�muestra�en�la�Figura�5.9,�
dicho� efecto� es� mínimo,� al� igual� que� ocurría� en� el� AcM�ELISA.� Este� resultado� pone� de�
manifiesto� la�posibilidad�de�analizar�muestras�de� leche�directamente�utilizando�el�presente�
inmunosensor,�con�una�IC50�y�LOD�por�debajo�de�los�LMRs�fijados�por�la�UE.��

El� immunosensor� descrito� en� este� capítulo� constituye� una� alternativa� a� los� anteriores�
métodos� inmunoquímicos� reportados�en� los�anteriores�capítulos.�Mientras�que� las� técnicas�
ELISA� y� M�ELISA� son� excelentes� instrumentos� para� el� cribado� simultáneo� de� muchas�
muestras,� ya� que� permiten� trabajar� de� forma� paralela,� el� presente� immunosensor� supone�
una�opción�para�el�caso�de�tener�que�realizar�medidas�puntuales�de�pocas�muestras.�Además�
su�formato�permite�su�uso�como�dispositivo�de�medida�in�situ,�por�lo�que�podría�ser�útil�para�
la�realización�de�medidas�en�granja�o�en�otros�puntos�de�recogida�de� leche.�Se�trata�de�un�
sistema�rápido�que�permite�realizar�medidas�de�forma�muy�simple�en�tan�solo�5�min�tras�la�
etapa�de�incubación.�
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5.4.� Publicación� V:� Detección� Electroquímica� de� Antibióticos� de� Tipo�
Fluoroquinolona�Utilizando�un�Magneto�Inmunosensor�

La�siguiente�publicación�presenta�el�desarrollo�de�un�magneto�inmunosensor�amperométrico�
para�la�determinación�de�QNs�en�leche.�El�inmunosensor�desarrollado�está�basado�en�el�uso�
de�partículas�magnéticas�biomodificadas�con�un�anticuerpo�con�selectividad�de�clase�para�la�
familia� de� las� QNs,� un� trazador� enzimático� y� electrodo� magnético� compuesto� de� grafito� y�
resina�epoxi.�Tras�la�reacción�inmunoquímica,�las�partículas�magnéticas�son�capturadas�por�el�
magneto�electrodo�que�contiene�un� imán,�que�a�su�vez�actúa�como�transductor�durante� la�
detección� electroquímica.� A� pesar� de� la� complejidad� de� la� leche,� el� uso� de� partículas�
magnéticas� permite� la� eliminación� de� las� posibles� interferencias� causadas� por� los�
componentes� de� la� matriz;� de� ahí� que� el� inmunosensor� desarrollado� podría� realizar�
mediciones� cuantitativas� directamente� en� muestras� de� leche,� sin� ningún� tratamiento� de�
muestra�adicional�o�etapa�de�extracción.�El�inmunosensor�desarrollado�es�capaz�de�detectar�
hasta�siete�QNs�diferentes�muy�por�debajo�de�los�LMR�definidos�por�el�UE�para�la�leche;�por�
ejemplo,�el�CPFX�es�detectado�directamente�en�la�leche�con�una�IC50�de�0,74�μg/L�y�un�LOD�de�
0,009� μg/L.� La� estrategia� presentada� es� muy� prometedora� para� un� análisis� in� situ� rápido,�
simple�y�rentable�de�QNs�de�en�muestras�complejas.�

� �
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5.5.�Aportaciones�más�relevantes.��

Las�aportaciones�más�relevantes�de�esta�tesis�doctoral�en�lo�referido�al�objetivo�abordado�en�
este�capítulo�son�las�siguientes:�

� Se� han� obtenido� y� caracterizado� diferentes� tipos� de� MPs� biomodificadas� con� los�
inmunoreactivos� desarrollados� en� esta� tesis,� no� observándose� en� ningún� caso� una�
pérdida�significativa�de�actividad�de�dichos� inmunoreactivos.�Así�mismo�el�marcaje�del�
anticuerpo�específico�para�QNs�con�HRP�ha�permitiendo�la�practica�eliminación�del�ruido�
de� fondo� durante� el� desarrollo� del� ensayo� basado� en� MP� unidas� a� antígeno,� hecho� ya�
observado�por�otros�grupos�de�investigación.�

� Se�han�desarrollado�dos�nuevos�formatos�de�M�ELISA,�con�características�similares�a�los�
formatos� de� ELISA� en� microplaca,� lo� que� demuestra� la� versatilidad� de� los�
inmunoreactivos�obtenidos�en�esta� tesis.�A� su�vez�el�uso�de�MP�abre� la�posibilidad�de�
automatización�del�sistema.�

� Se�ha�comprobado�que�el�uso�de�partículas�magnéticas�contribuye�a�minimizar�o�incluso�
eliminar� el� efecto� matriz� provocado� por� la� leche,� lo� que� permite� el� análisis� directo� de�
muestras� de� leche� contaminadas� con� QNs� sin� necesidad� de� ningún� tratamiento� de� la�
muestra�o�la�dilución�de�la�misma.�

Se� ha� desarrollado� un� inmunosensor� amperométrico� capaz� de� detectar� directamente� en�
leche�las�QNs�legisladas�por�la�UE�con�un�LOD�muy�por�debajo�de�los�LMRs�establecidos.�Este�
immunosensor� permite� realizar� medidas� puntuales� de� muestras� de� leche� en� muy� poco�
tiempo�(5�min�tras�la�etapa�de�competencia)�y�de�forma�muy�simple,�ya�que�no�requiere�de�
ningún� tratamiento� de� muestra,� alcanzando� limites� de� detección� que� están� en� el� mismo�
orden� de� magnitud� que� los� obtenidos� por� ELISA.� La� simplicidad� del� inmunosensor�
desarrollado� lo�convierte�en�una�herramienta�muy�atractiva�para�el�análisis� rápido�y�barato�
sobre� el� terreno� de� QNs� en� leche� por� parte� de� personal� no� calificado.� Respecto� de� la�
tecnología� existente,� esta� es� la� primera� vez� que� se� describe� un� immunosensor�
amperométrico� para� el� análisis� de� QNs� en� muestras� de� leche,� siendo� a� su� vez� el� primer�
immunosensor� capaz� de� detectar� a� todos� los� miembros� de� esta� familia� de� antibióticos�
regulados� por� la� UE,� por� debajo� de� sus� correspondientes� MRLs� directamente� en� leche,� sin�
necesidad�de�realizar�ningún�tratamiento�o�dilución.��
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El� trabajo� de� investigación� realizado� durante� esta� tesis� doctoral� ha� permitido� obtener� por�
primera�vez�inmunoreactivos�de�carácter�genérico�para�la�detección�de�QNs,�y�desarrollar�una�
amplia� batería� de� técnicas� inmunoquímicas� (ELISA� en� microplaca,� magneto�ELISA�
inmunosensores),� que� en� diferentes� formatos,� han� permitido� determinar� estos� residuos� en�
leche�de�vaca,�con�una�elevada�detectabilidad,�acorde�con�los�requerimientos�de�la�CE.�Como�
consecuencia�de�esta�investigación,�se�ha�generado�también�una�serie�de�conocimientos�muy�
relevantes�desde�el�punto�de�vista�químico�e�inmunoquímico.�A�continuación�se�recogen�las�
principales�conclusiones�extraídas�de�los�resultados�obtenidos�en�la�presente�tesis�doctoral:�

� Se� ha� logrado� obtener� anticuerpos� con� selectividad� de� clase� para� la� familia� de�
antibióticos� de� tipo� QN� mediante� el� diseño� racional� del� hapteno� de� inmunización� que�
preserva� todos� los� epítopos� comunes� de� la� familia� asi� como� sus� propiedades� físico�
químicas,� demostrándose� de� esta� manera� que� el� criterio� químico� apoyado� por�
herramientas� de� modelización� molecular� son� una� excelente� combinación� a� la� hora� de�
generar�anticuerpos�con�selectividad�dirigida.�

� Debido�a�las�propiedades�intrínsecas�de�las�QNs,�como�son�el�carácter�zwitteriónico�y�la�
complejación� de� cationes,� el� inmunoensayo� se� ve� afectado� por� el� valor� de� pH� la�
presencia�de�Ca+2�en�el�medio�en�el�cual�transcurre�la�inmunoreacción.�La�detectabilidad�
se�muestra�dependiente�del�primer�parámetro�en�función�del�pKa�de�la�QN�en�cuestión,�
abriendo�la�posibilidad�de�modulación�de�la�selectividad�del�inmunoensayo�mediante�la�
variación� del� pH.� A� su� vez� la� adición� de� Ca+2� al� medio� de� competencia� produce� una�
disminución� generalizada� de� la� IC50,� así� como� una� disminución� de� las� diferencias� de�
reconocimiento� de� los� diferentes� congéneres� de� la� familia.� Ambos� efectos� ponen� de�
manifiesto� la� gran� contribución� del� sistema� ��cetoácido� en� el� fenómeno� de�
reconocimiento�de� los�anticuerpos�obtenidos,�demostrando�que�el�diseño�de�haptenos�
ha�sido�efectivo,�ya�que�dicho�sistema�está�presente�en�todas�las�QNs.�

� Aun�a�pesar�de�que�la�leche�ejerce�cierto�efecto�matriz�sobre�los�ELISAs�desarrollados,�en�
ambos� casos� dicho� efecto� es� minimizado� diluyendo� la� muestra� al� menos� 10� veces,� no�
dependiendo�dicho�efecto�del�contenido�graso�de�la�leche�o�de�la�marca�comercial�a�esa�
dilución,�pudiendo�aplicarse�esta�metodología�al�análisis�de�leche�de�vaca�en�general.�A�
su�vez�el�inmunoensayo�es�reproducible,�exacto�y�preciso,�manteniendo�la�especificidad�
en�leche,�siendo�el�método�desarrollado�capaz�de�detectar�10�QNs�en�dicha�matriz�por�
debajo� de� los� LMRs� establecidos� por� la� UE,� a� pesar� de� diluir� la� muestra� 10� veces,�
poniendo�en�evidencia�el�elevado�potencial�del�ensayo�para�su�aplicación�al�análisis�de�
QNs�en�leche.�

� El� ELISA� desarrollado� puede� constituir� una� herramienta� excelente� para� el� cribado� de�
residuos� de� QN� en� leche� bovina,� ya� que� a� través� del� establecimiento� de� un� formato�
semicuantitativo,�fue�posible�identificar�de�forma�clara�las�muestras�libres�de�QN�de�las�
que�estaban�contaminadas�de�14�muestras�fortificadas�con�QNs�y�otros�antibióticos,�no�
observándose�ningún�falso�negativo.�A�pesar�de�este�hecho�y�debido�al�diferente�patrón�
de� reconocimiento� y� LMRs� para� cada� QN,� no� fue� posible� discriminar� de� que� QN� se�
trataba�y�por�ende�si�la�muestra�está�por�encima�o�por�debajo�de�su�LMR.�
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� Se� han� desarrollado� diversas� configuraciones� inmunoquímicas� de� análisis� (ELISA� en�
microplaca,� magneto�ELISA� e� inmunosensor� amperométrico)� en� diversos� formatos�
(directo�AT,� directo�Ac,� indirecto)� de� QNs� en� leche� bovina.� Este� hecho,� añadido� a� la�
elevada� similitud� de� los� valores� de� IC50� y� LOD� en� todas� las� configuraciones� y� formatos�
inmunoquímicos�desarrollados,�pone�de�manifiesto�que�las�prestaciones�del�anticuerpo�y�
el� hapteno� de� competición� desarrollados� en� esta� tesis� son� prácticamente�
independientes� del� tipo� de� inmunoensayo� empleado.� La� flexibilidad� de� las� diferentes�
configuraciones�desarrolladas�permite�además�ofrecer�diferentes�soluciones�en�función�
dede�los�requerimientos,�como�por�ejemplo�el�cribado�simultaneo�de�un�gran�número�de�
muestras� mediante� ELISA� o� M�ELISA� yel� análisis� puntual� de� pocas� muestras� in� situ�
mediante�el�inmunosensor.�

Finalmente,� cabe� señalar� que� los� inmunoreactivos� generados� como� consecuencia� de� esta�
investigación,� han� sido� objeto� de� protección� mediante� una� patente� internacional�
(WO/2012/069683A1),� que� actualmente� se� encuentra� implementada� en� Europa�
(EP2644596A4),�Estados�Unidos�(US20130273581)�y�China�(CN�103328448A).�Dicha�patente�
a�su�vez�ha�sido�licenciada�y�se�encuentra�en�fase�de�explotación�por�parte�de�una�compañía�
de� base� biotecnológica,� con� sede� en� Bélgica,� e� intereses� en� el� ámbito� del� diagnóstico�
agroalimentario.�
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Publicación� VI:� Electrogeneración� de� películas� poliméricas� funcionalizadas� con�
análogos�de�fluoroquinolona�para�el�desarrollo�de�inmunosensor�para�antibióticos�

EN�la�etapa�final�de�la�tesis�y�en�el�marco�de�proyecto�ELISHA,�se�realizó�una�estancia�predoctoral�
en� el� Laboratorio� de� Electroquímica� Orgánica� Fotoquímica� y� Redox� de� la� Universidad� Joseph�
Fourier�de�Grenoble�(ICMG)�liderado�por�el�Dr.�Serge�Cosnier.�El�objetivo�de�la�estancia�consistío�
en�el�desarrollo�de�un� inmunosensor� impedimetrico�para�QNs,�basado�en� la�electrogeneración�
de�películas�poliméricas�de�polipirrol�funcionalizadas�con�análogos�de�QN.�Para�ello�previamente�
fue�necesaria�la�síntesis�de�dos�derivados�de�QN�en�los�que�se�incluyó�un�grupo�pirrol�a�través�de�
la�posición�7�(FQ�Py1�y�FQ�Py2),�para�su�posterior�electropolimerización�mediante�electrólisis�a�
potencial�controlado.�Debido�a�problemas�de�solubilidad�de�estos�monómeros�en�los�disolventes�
apropiados� para� la� correcta� electropolimerización,� se� optó� por� modificar� los� electrodos�
mediante�la�electropolimerización�de�monómeros�de�pirrol�funcionalizados�con�esteres�activos,�
para�posterior�reacción�con�el�hapteno�17�de�QN.�Posteriormente�se�valoró�la�afinidad�del�As171�
por� el� polímero� así� formado� sobre� el� electrodo� a� través� de� espectroscopía� de� impedancia,� así�
como�la�desorción�del�anticuerpo�mediante�la�adicción�de�CPFX.�A�pesar�de�que�los�resultaron�no�
fueron�satisfactorios,�se�recogieron�en�la�siguiente�publicación.��
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