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SUMMARY

The usefulness of murine model for Actinobacillus piem'opneumoniae virulence
studies was established by means of reference strains and field isolates LDs deter-
minations. One log differences allowed us to cluster strains in two groups. High viru-
lence strains were those belonging to serotypes 1. 5, 9, 10, and 11, which produce
ApxI hemolysin. The second group displayed a lower mortality and included strains
of serotypes 2, 3, 4, 6, 7, and 8, which do not express Apxl. The major role of Apxl
in A. pleuropneumoniae pathogenicity for mice was evidenced by these results. This
animal model allowed us to establish differences between full-virulent strains and
non-hemolytic mutants. Nevertheless, mice are unable to reproduce A. pleuropneui-
moniae natural infection and they seem to be only a good model for acute disease.
Iron pool modification by iron dextran and Desferin® inoculation did not signifi-
cantly improve the murine infection.
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RESUMEN

Se ha establecido la utilidad del modelo murino para estudios de virulencia en
Actinobacillus pleuropneumoniae mediante la determinacién de la DL en aisla-
mientos clinicos y cepas de coleccién. En funcién de variaciones en la virulencia de al
menos un ciclo logaritmico, pudieron diferenciarse dos grupos. El de mayor virulencia
inclufa cepas de los serotipos 1, 5, 9, 10 y 11, productores de la hemolisina ApxI. El
segundo grupo, que ocasionaba una menor mortalidad, estaba integrado por cepas per-
tenecientes a los serotipos 2, 3, 4, 6, 7 y 8, que no producian dicha toxina. Estos resul-
tados ponen de manifiesto el papel fundamental de esta toxina en la patogenicidad de
A. pleuropneumoniae en el ratén. El modelo murino fue ttil para establecer diferencias
en la virulencia asociadas al fenotipo hemolitico, a través del estudio de mutantes afec-
tados en este cardcter respecto de la cepa salvaje original. En cualquier caso, el cuadro
caracteristico de la infeccién natural por A. pleuropneumoniae no se reproduce en el
ratén y su utilidad para el estudio de la pleuroneumonfa porcina estarfa circunscrita a
la fase aguda. La inoculacién de hierro dextrano y de Desferin® en el ratén con el fin
de modificar su equilibrio férrico no mejoraba la infeccion.

INTRODUCCION

Desde el principio de la Microbiologia, la utilizacién de animales de laboratorio ha
representado una alternativa muy importante para el estudio experimental de las
eqfermec!ades producidas por microorganismos, con el fin de abordar el conoci-
miento de cuestiones relativas a la virulencia, inmunidad, diagnéstico, o manteni-
miento del agente etiolégico. Pese a la necesaria restriccién en el uso de animales en
ef‘F'eFimentacic’m, éstos son imprescindibles en los estudios de patogenicidad micro-
l_:lana, que han de llevarse a cabo manteniendo condiciones que eviten sufrimientos
Innecesarios. La utilidad de estos modelos se justifica en razones como el bajo coste
d’e adquisicién y mantenimiento, ciclos de vida cortos, posibilidad de disponer de
Iineas homogéneas, susceptibilidad a un gran nimero de agentes y en ultimo térmi-
no, la posible extrapolacién de los resultados obtenidos (con las debidas correccio-
nes) al hospedador natural * .

La pleuroneumonia porcina es una importante enfermedad respiratoria del cerdo
producida por el microorganismo Gram negativo Actinobacillus pleuropneumoniae.
Co.n cardcter general, su curso agudo o crénico se caracteriza por la presencia de
lesiones hemorrdgicas, fibrinosas y necréticas, que asientan en los pulmones del ani-
mal y que son causa de su muerte y/o de importantes problemas econdémicos deriva-
dos del menor rendimiento de los animales . A. pleuropneunmoniae es un patégeno
especifico del cerdo y puede afectar practicamente a todas las edades, aunque los ani-
males mds jévenes son los mds susceptibles coincidiendo con factores ambientales
estresantes (manejo, transporte, mezcla de animales, etc.) "* La enfermedad se pre-

senta siempre en e;m:»]otaciones de tipo intensivo, como resultado de su modo de
transmisién directo
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Como consecuencia de los inconvenientes que presenta la investigacion con el hos-
pedador natural (necesidad de instalaciones costosas, mantenimiento, personal, etc.)
el modelo murino se ha utilizado frecuentemente como alternativa experimental, en
particular en los estudios de inmunidad y virulencia de A. pleuropneumoniae. La
mayoria de los investigadores ha concluido que la suceptibilidad de este animal a la
infeccién por A. pleuropneunioniae depende de la cepa de ratén utilizada y que este
animal representa un modelo adecuado para el estudio de la fase aguda de la enfer-
medad, aunque no para la evaluacion del proceso en su conjunto B0,

El presente trabajo se planted sobre la necesidad de establecer y contrastar la utili-
dad del modelo murino para el estudio de la pleuroneumonia porcina, asi como para
clarificar los mecanismos que determinan la virulencia de A. pleuropneumoniae en
esta especie animal. Con ese fin, se llevaron a cabo determinaciones de Dosis Letal
50% (DLs) a partir de cepas de coleccién y de aislamientos clinicos obtenidos de
muestras de matadero. Por otro lado. son los mecanismos relacionados con la adqui-
sicién de hierro los que parecen determinar que la infeccién en el ratén no sea todo
lo adecuada que podria desearse, yva que A. pleuropneumoniae produce in vivo recep-
tores especificos para la trasferrina porcina (pero no para transferrinas de otros ori-
genes) que determinan que el microorganismo sélo pueda causar infeccion en el
cerdo . Asi pues, se estudio la influencia de algunos compuestos relacionados con el
hierro (Desferin® y hierro dextrano) en el desarrollo experimental de la infeccidn en
ratones.

El Desferin® (mesilato de desferoxamina B) es un sideréforo microbiano de la
familia de los hidroxamatos, que se utiliza con fines terapéuticos en pacientes con
una sobrecarga de hierro a consecuencia de transfusiones masivas o envenenamien-
tos . El Desferin® ejerce en el hospedador un efecto que varfa en funcion de la capa-
cidad del agente infeccioso de utilizar como factor de crecimiento la forma férrica de
este compuesto (la desferoxamina); cuando el microorganismo carece de receptores
para ella, esta sustancia ejerce un efecto protector al secuestrar el hierro, mientras que
estimula la multiplicacién de bacterias que si pueden utilizarla. La administracion
parenteral de hierro dextrano puede ejercer un efecto favorecedor de la infecci('?n,
bien porque supone un suministro directo de hierro (en el caso de los microorganis-
mos capaces de utilizarlo en esta forma), o indirectamente a través del mantenimien-
to del nivel orgdnico de transferrina, o provocando una inmunosupresion en el hos-
pedador tratado ' '* "

MATERIALES Y METODOS

Cepas bacterianas. Las cepas de A. plewropnenmoniae utilizadas en este estudio,
se citan en 1a Tabla 1. La cepa CM5 Nx* (derivada de A. pleuropneumoniae CM5, una
cepa del serotipo 1 utilizada en numerosas investigaciones sobre virulencia ¢ inmu-
nogenicidad de esta bacteria *') es un mutante espontdneo resistente al dcido nalidi-
xico utilizado como cepa parental para la obtencién, por insercién del transposon
mini-Tn/0, del mutante no hemolitico CM5 NH-4 =¥
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Tabla 1. Cepas de A. pleuropneumoniae utilizadas en este estudio.

Cepa Descripcion Fuente

ATCC? 27088 (Shope 4074) Cepa de referencia del serotipo | Coleccién

ATCC 27089 (1536) Cepa de referencia del serotipo 2 Coleccion

ATCC 27090 (1421) Cepa de referencia del serotipo 3 Coleccion

ATCC 33378 (M-62) Cepa de referencia del serotipo 4 Coleccién

ATCC 33377(K17) Cepa de referencia del serotipo Sa Coleccion

ATCC 33590 (Femg) Cepa de referencia del serotipo 6 Coleccidn

WE83 Cepa de referencia del serotipo 7 Nielsen, R.0

405 Cepa de referencia del serotipo 8 Nielsen, R.
CVI13261 Cepa de referencia del serotipo 9 Nielsen, R.
D13039 Cepa de referencia del serotipo 10 Nielsen, R.

56163 Cepa de referencia del serotipo 11 Nielsen, R.

8329 Cepa de referencia del serotipo 12 Nielsen. R.

CMS5 NxT Mutante espontineo Tascén er al.

CM5 NH-4 Mutante no hemolitico Tascén er al.

S538 Cepa de campo del serotipo | Rosendal, S.€

F93 Cepa de campo del serotipo 1 Nuestro laboratorio
F40. F46. F48. F50. F51. F59B Cepas de campo del serotipo 2 Nuestro laboratorio
BCI181, EM4431 Cepas de campo del serotipo 3 Rosendal, S.

F22. F53A. F66, F77

F2. F3, F5. F6, F8. F10. F12.
FI3.F17. F23. F24B. F25.
F27. F35. F41B, F42A,
F42B. F43. F44, F47, F34,
F56, Fo4, F81, F93. F102,
F103, G72, M9, M12
MGI31

F28, F31

F45, G58

F7

Fl4.F15. F21A, F21B, F76

F63. M1, M2, M3. M4, M5, M7

Cepas de campo del serotipo 3

Cepas de campo del serotipo 4
Cepa de campo del serotipo 5
Cepas de campo del serotipo 6
Cepas de campo del serotipo 7
Cepa de campo del serotipo 8
Cepas de campo del serotipo 9

Cepas de campo del serotipo 10

Nuestro laboratorio

Nuestro laboratorio
Rosendal S.

Nuestro laboratorio
Nuestro laboratorio
Nuestro laboratorio
Nuestro laboratorio

Nuestro laboratorio

@ American Type Culture Collection, Rockville, Maryland (EE.UU.).

b State Veterinary Serum Laboratory, Copenhagen (Dinamarca).
¢ Ontario Veterinary College, University of Guelph, Guelph, Ontario (Canada).

Medios de cultivo. Las cepas se cultivaron durante 6 h en agar PPLO (Difco)
suplementado con 50 pl ml™" de suero de caballo estéril y 10 pg mi™' de NAD (Sigma).

Dosis Letales 50%. Se utilizaron ratones NMRI hembra, de 5 a 6 semanas de edad
(entre 20 y 25 g de peso) a los que se suministré agua y alimento ad libitum. Los ani-
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males, en grupos de cinco. fueron inoculados por via intraperitoneal, con 0°5 ml de
una suspensién de bacterias en PBS estéril, o diluciones de la misma en base cinco.
Se anotaron las muertes que se producian en los cinco dias posteriores a la inocula-
cién, y la DL se determind de acuerdo con el procedimiento de Reed y Muench .

Efecto de compuestos de hierro en la infeccion experimental de los ratones.
Los animales fueron inoculados por via intraperitoneal con una solucién de hierro
dextrano al 10% (Laboratorios Ovejero. S.A., Ledn) (250 mg kg' de peso vivo)
inmediatamente antes de ser infectados. o con mesilato de desferoxamina (Desferin®,
Ciba-Geigy, Barcelona) (200 mg kg de peso vivo) 24 h antes, o bien con una com-
binacion de ambas sustancias.

RESULTADOS

Dosis Letales 50%. En la Tabla 2 se presentan los resultados de las determinacio-
nes del nimero de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) correspondientes a las
DL en ratén. Todos los animales murieron dentro de las 24 h siguientes a la inocu-
lacion.

En lineas generales, los resultados pueden agruparse en dos perfiles: el de las cepas
pertenecientes a los serotipos 1, 5,9, 10y 11, cuyas DLsw estaban en torno a valores
de 107 UFC, y el referido al resto de las cepas (serotipos 2, 3, 4, 6,7 y 8), cuyos valo-
res oscilaban en el rango de 10%. Solamente se produjeron desviaciones puntuales de
este patrén, que afectaban a 7 de las 72 cepas estudiadas. La media de los valores de
las cepas de campo en el serotipo 4 (aquel que disponia de mayor nimero de repre-
sentantes) estaba muy préxima a la DLw de la cepa de referencia ATCC 33378 (4'81
x 10%y 312 x 10¥ respectivamente). Lo mismo ocurria en el serotipo 10, si excluia-
mos el valor de la cepa F63 (1'16 x 107 para la cepa de referencia D13039 y 3'21 x
107 1a media de las 6 cepas de campo). En el serotipo 9 la diferencia entre ambos
valores (9°57 x 107 en la cepa de referencia CVI13261 y 1'42 x 10° la media de las
cepas de campo) tampoco era muy amplia, si bien ello se relacionaba mds bien con
unas DLs anormalmente elevadas. Las mayores divergencias, de hasta casi un ciclo
logaritmico, afectaban a los serotipos 2 y 3, cuyas respectivas cepas de referencia,
ATCC 27089 y 27090, presentaron unos valores que se desviaban del patrén general
para alcanzar el rango de 10",

Efecto del hierro dextrano y el Desferin® en la DL« de Actinobacillus pleurop-
neumoniae en ratén. Se intenté mejorar la resolucién de la infeccion experimental
en el modelo murino mediante diversos ensayos relacionados con el hierro. Los rato-
nes fueron inoculados antes de la infeccién con el quelante Desferin®, con hierro dex-
trano, o bien con ambas sustancias. Posteriormente se calcul6 la DLw de las cepas
CM5-Nx' y NH-4, comparando los valores obtenidos con los alcanzados en circuns-
tancias normales. En la Tabla 3 se presenta el resultado de las determinaciones, y
la distancia relativa existente bajo distintas condiciones entre las DLw de las dos

- 111 -



Tabla 2. Resultados DLs en ratén .

cepas estudiadas. Como puede apreciarse. solamente la utilizacién del quelante del
hierro se tradujo en un aumento apreciable en la diferencia de letalidad entre ambas

serotipo ] continuacion y .
4074 1’78 x 107 F47 2°06 x 10° cepas; la utilizacién combinada de las dos sustancias ensayadas también determina
CM5 2’88 x 107 F54 860 x 10° un aumento, aunque menor. del cociente entre las DLsw de las cepas parental y mutan-
S538 1’28 x 107 F56 6’16 x 10° te, pero esta circunstancia puede atribuirse al Desferin® a la vista de los resultados
F93 300 x 10¢ Fo4 1'17 x 10° obtenidos con el hierro dextrano. En todos los casos, las muertes seguian producién-
serotipo 2 (5°74 x 10" F81 568 x 10° dose dentro de las 24 h siguientes a la inoculacion.

1536 1°01 x 10° F95 1’68 x 10¢

Fa0 785 x 10* F102 9:71 i Tabla 3. DL« después de los siguientes tratamientos:

F46 1’40 x 10° F103 3'05 x 10¢

F48 1°29 x 10° M9 1’41 x 10° Hierro dextrano

F50 927 x 10° MI2 P13 x 107 Cepa Ninguno Desferin® + Desferin® Hierro dextrano
F51 5'81 x 10° serotipo 5a

F59B 8’81 x 10° K17 2’50 x 107 CMS5-Nxr 320x 107 3'80 x 107 2'90 x 107 478 x 10°
serotipo 3 (294 x 10° MGI13] 1'83 x 107 Mutante NH-4  7'14 x 10° 134 x 107 833 x 10° 1'15 x 10°
1421 2’43 x 10° serotipo 6 -

BC181 1'25 x 10* Femg 302 x 10° Cociente . ‘ ,

EM4431 qres x 100 78 393 % 10° DL (CM35-Nx') 22°31 35°26 . . 24°06

F22 1'22 x 108 F31 3742 x 108 DL« (NH-4)

F53A 604 x 10° serotipo 7

F66 1’76 x 10 WF83 1’77 x 10¢

F77 6'53 x 10° F45 364 x 10° DISCUSION

serotipo 4 (4'81 x 107) serotipo 8

M-62 3’12 x 10* 405 4°92 x 10" Los resultados de las DL« permitieron dividir las cepas de A. pleuropneumoniae
F2 291 x 10 F7 4’86 x 10° en dos grupos en basc a su letalidad en el modelo murino. Uno altamente virulento y
F3 293 x 10¢ serotipo 9 (1’42 x 10¢ otro que causaba baja mortalidad en el ratén. Este esquema coincide con el descrito
F5 8'84 x 10° CVJ]J13261 9°57 x 107 por Komal y Mittal ', quicnes apuntaron la correlacién positiva existente entre sus
F6 2'38 x 10¢ Fl4 1’97 x 10° resultados y ¢l perfil hemolitico de los distintos serotipos * . El actual conocimien-
F8 373 x 10° Fl18 1"27 x 10° to de la distribucion en los distintos serotipos de A. plewropneumoniae de las toxinas
F10 6'50 x 10° F21A 6’20 x 10/ RTX y de la funcionalidad de las mismas °, permite precisar con mayor detalle esta
F12 820 x 10° F21B 273 x 10° relacion. Asi, el grupo de cepas mads virulentas incluye aquellas poseedoras de al
FI3 6’17 x 10° F76 5'29 x 107 menos la toxina fuertemente hemolitica y citotéxica ApxI (las pertenecientes a los
F17 1°47 x 10° serotipo 10 (161 x 10° serotipos 1, 5,9, 10 y 11). Por el contrario, las cepas que causaban una mortalidad
F23 2’41 x 107 D13039 ’16 x 107 menor, cuya DL era superior en un ciclo logaritmico o mds, pertenecian bien a los
F24B 837 x 107 F63 233 x 108 serotipos productores de la toxina débilmente hemolitica y citotéxica ApxIl, y de la
F25 291 x 10° Ml ]:80—’”01 toxina fuertemente citotéxica, pero no hemolitica, ApxIII (serotipos 2, 3,4, 6y 8), 0
F27 1'94 x 10° M2 1’81 x 107 bién al serotipo 7 (productor solamente de ApxII).

F35 443 x 108 M3 327 x 107 _ . . y s :
F41B 469 x 10° M4 210 x 107 Estos rcsulladc_)s cons_muycn una importante evidencia, en el sentido de que la toxi-
F42A 543 x 10° M5 263 x 107 na. ApxlI cs.un factor fundamental sobre el que descansa la patogenicidad de este
F42R 1°82 x 10° M7 766 x107 Microorganismo en el ratén, pues con un cardcter pricticamente constante, lag cepas
F43 376 x 10° serotipo 11 pertenecientes a los serotipos productores de esta exoproteina manifestaban diferen-
Fa4 463 x 10° 56163 691 x 107 cias evidentes en su virulencia para el ratén. Igual ocurre en el hospedador natural de

A. pleuropneumoniae, en el que los principales brotes agudos de enfermedad se rela-

" Entre paréntesis, después de la indicacién del serotipo, se seiiala la media aritmética de las cionan en su mayoria con estos serotipos > '™,
determinaciones de las cepas de campo, cuando éstas eran mds de tres. En negrita, los valores
de las correspondientes cepas de referencia. Las DLs subrayadas son los valores extremos de

las cepas de campo para un serotipo dado.

Las divergencias puntuales que con respecto al patrén general se encontraron €n
algunas cepas no constituyen tampoco novedad alguna, ya que han sido referidas con
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anterioridad por Komal y Mitttal *. Una explicacién para este fenémeno es la distor-
sién debida a las variaciones individuales en el modelo animal. Por otro lado, los
operones apx parecen ser inherentes a sus respectivos serotipos, ya que el perfil de
toxinas RTX de las distintas cepas de campo de A. pleuropneumoniae experimenta
muy escasa variacién con respecto a la cepa de referencia en un serotipo dado; asi,
ni Kamp er al. " ni Beck er al. ' encontraron discrepancia alguna en relacién con el
modelo descrito por Frey et al. ©, en sendos estudios realizados con 103 y 191 cepas
de campo del biotipo 1 de A. pleuropneumoniae, excepto en lo referido a cuatro y tres
cepas, respectivamente. Si asumimos que la virulencia de este microorganismo en el
ratén estd directamente influenciada por el perfil de toxinas RTX, una interpretacion
complementaria se refiere a una posible asignacién errénea del serotipo en los aisla-
mientos. Beck er al. ' describieron esta circunstancia en algunas cepas cuyo perfil apx
no se correspondia con el de su aparente cepa de referencia; después de una repeti-
cién del tipado estas cepas pudieron ser encuadradas en su serotipo correcto. En
todos los casos se trataba de aislamientos que habian presentado ciertas dificultades

en su clasificacién. Esta dltima particularidad también se presenté en algunas de
nuestras cepas **.

‘ La eleccién de la via intraperitoneal de inoculacién en estos experimentos se rea-
112_6 en base a la sencillez de Ia técnica, que la hacia especialmente indicada para ser
up]izada en un elevado nimero de animales. En cualquier caso, los resultados obte-
nidos por otros autores mediante la administracién intranasal del microorganismo '**
noldifieren de los nuestros, ni de los de otros investigadores también obtenidos por
la inoculacién intraperitoneal '**, mas de lo que serfa atribuible a la mera utilizacion
de distintas cepas bacterianas y de ratén. Por otro lado, nosotros hemos conseguido
administrar una dosis repetitiva de microorganismos por via intranasal ** sin encon-
trar los problemas descritos por otros autores .

_Nuestros resultados corroboraron la limitada utilidad del modelo murino en estu-
dios de virulencia de A. pleuropneumoniae *'*'**** 2, Solo un nimero muy elevado
de !?acterias resultaba letal para el ratén, ademds de que tinicamente pudo ser repro-
ducida Ia fase inicial de la enfermedad, pues la muerte de los animales sobrevenia en
todgs los casos en las primeras 24 h postinoculacién. Ambos datos sugerian que las
loxinas eran cruciales en la patogenicidad de A. pleuropnewmoniae en el ratén, y que
€n este animal no se desencadenaba una verdadera infeccién en la consideracion que
del lérmino se tiene para describir la persistencia duradera del microorganismo o su
multiplicacién* que en el hospedador natural induce la enfermedad.

En relacion con la administracién de Desferin® y hierro dextrano, nuestros resulta-
d_o’s no ofrecieron avance importante alguno, pues en ningin caso mejoraba la infec-
€10n, pero si que fueron acordes con los datos ya conocidos relativos a este modelo.
Aunque A, plewropneumoniae es incapaz de utilizar la transferrina murina como
fuente de hierro, el hecho es que el agente es capaz de multiplicarse y sobrevivir en
es{e. hospedador hasta 48 h después de ser inoculado ***. Ello puede deberse a la
posible captacién por parte del microorganismo de hierro a partir de otras fuentes, a
una limitada capacidad de utilizar la transferrina murina in vivo, o bien a la utiliza-
cion de las trazas de hierro existentes en el PBS utilizado para preparar la suspension
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bacteriana inoculada. En estas condiciones, el Desferin® podria actuar secuestrando
el escaso hierro disponible a partir de las mencionadas fuentes, lo que justificaria el
aumento de la DL de las cepas estudiadas.

El hierro dextrano determinaba el tinico descenso apreciable de la DLs en ambas
cepas y ya que parece poder descartarse que el microorganismo sea capaz de utilizar
esta forma férrica 7, podriamos vincular este fenémeno a la interferencia del hierro
con el funcionamiento normal de las células fagociticas, que permitiria a A. pleurop-
newmoniae escapar en cierta medida de la cavidad peritoneal para desencadenar la
muerte de los animales a una dosis menor. Finalmente, la inoculacién conjunta de
Desferin® y de hierro dextrano, apenas ejercia ningdn tipo de efecto en la DL« de las
cepas.

Asi pues, la modificacién del equilibrio férrico en el ratén mediante las sustancias
estudiadas, no parece ser un mecanismo adecuado para mejorar la infeccién por A.
pleuropneumoniae, ya que las muertes seguian sobreviniendo en las primeras 24 h
postinoculacion, y solo el hierro dextrano consigui6 rebajar ligeramente la DL de
las cepas estudiadas, y ello probablemente en base a un mecanismo inespecifico.
Tampoco fue mejor la discriminacién entre cepas de alta y baja virulencia, ya que
solo se conseguia ampliar la distancia existente entre las DLwodel mutante no hemo-
litico y de la cepa parental mediante la utilizacién del Desferin® que, paraddjicamen-
te, de forma individual ejercia un efecto protector frente a la inoculacién del agente.
Para conseguir asimilar la infeccién en el ratén a la que tiene lugar en el hospedador
natural de A. pleuropneumoniae podria ser de utilidad la aproximacion realizadfl por
Holbein "', quien inyectaba a los ratones con transferrina humana para proporcionar
una fuente asimilable de hierro a Neisseria meningitidis. El Gnico problema al res-
pecto reside en la no disponibilidad comercial de transferrina porcina.
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RESIDUOS DE PESTICIDAS ORGANOCLORADOS EN
LECHE ENTERA UHT

(ORGANOCHLORINE PESTICIDE RESIDUES IN
UHT WHOLE MILK)
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SUMMARY

Residual levels of nine organochlorine pesticides (aldrin, p,p’-DDE, p,p’-DDT,
dieldrin, endrin, heptachlor-epoxide, lindane, o,p’-TDE and p,p’-TDE) were deter-
mined in UHT whole milk and they were compared with the maximum levels allo-
wed by the European Union in these foods. The highest incidence percentage of
the insecticides researched was for heptachlor-epoxide (59.38%), followed by lin-
dane (56.25%). Moreover, the highest mean residual level was for p.p’-DDT
(0.1872 ppm). None of the samples analyzed exceeded the maximum levels allo-
wed by the European Union.

RESUMEN

En este trabajo se determinaron los residuos de nueve insecticidas organoclora-
dos (aldrin, p.p’-DDE, p,p’-DDT, dieldrin, endrin, heptacloro epéxido, lindano,
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