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RESUMEN

Se analizaron cuarenta muestras de leche cruda comercializada en mercados del distrito del Callao, entre enero y marzo
del 2009, empleando el método presuntivo para antibidticos B-lactamicos y tetraciclinas de IDEX Laboratories, el cual cum-
ple con los limites de sensibilidad de residuos de la FDA. Se encontr6 40% de muestras con resultado positivo para residuos
de B-lactdmicos en leche cruda. No se registran resultados positivos al analizar tetraciclinas. Los resultados sugieren que se
deberian establecer politicas de legislacidn, regulacion y capacitacidn, y que la NTP 202.001.2003 deberia ser revisada.
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SUMMARY

We are analyzed forty samples of raw milk commercialized at the Callao Market between January and March 2009
using presumptive method for B-lactamics and tetracycline antibiotic residues from IDEX laboratories, to comply with the
limits of sensitivity of residues of the FDA. We found 40% of samples tested positive for -lactamic residues in raw milk.
There were no positive outcame to analyze tetracyclines. The results suggest that we should establish policies for legislation,
regulation and training and that the NTP 202.001.2003 should be reviewed. The results suggested that should be established
policies for legislation, regulation and training, and the NTP 202. 00102003 should be reviewed.

Keywords: Raw milk, B-latamic and tetracycline antibiotic residues.

INTRODUCCION Las tetraciclinas tienen como punto de ataque los
ribosomas bacterianos. Ejercen su efecto sobre un nu-
mero grande de bacterias gram positivas y negativas,
aerobias y anaerobias, micoplasmas, ricketsias, clami-
diasy espiroquetas. Frecuentemente originan resisten-
cia. Las reacciones adversas consisten en irritaciones
digestivas por administracién oral: molestia por dolor
epigastrico y abdominal, nduseas, vomitos y diarreas.
También pueden producir en el ser humano fotosen-
sibilidad por exposicidn cutdnea al sol, toxicidad he-
patica o renal. En nifios que reciben dosis elevadas
por periodos de tiempo corto o largo pueden producir
manchas oscuras en los dientes. Es posible que depri-
ma el crecimiento 6seo en lactantes prematuros, con
efecto reversible si la exposicion fue breve .

| término “antibidtico” se restringe a com-

puestos quimicos producidos por micro-

organismos que tienen la capacidad de
inhibir el crecimiento o destruir bacterias u otros mi-
croorganismos, incluyendo compuestos antimicrobia-
nos obtenidos por sintesis. Actualmente esta distincion
es mas bien académica, ya que la palabra antibiotico se
emplea para incluir ambos grupos de agentes antimi-
crobianos . Los antibioticos B-lactamicos inhiben la
sintesis de la pared bacteriana constituida por pepti-
doglucanos. El sitio de accion de estos antibioticos es
la muramoilpentapéptido carboxipeptidasa, enzima
indispensable para el entrecruzamiento de la pared
celular bacteriana ®. Su consumo puede producir re-
acciones adversas como: erupciones maculopapulares, La leche posee inhibidores naturales, tal es el
urticariana, fiebre, broncoespasmo, vasculitis, enfer- €450 de las lacteninas, inmunoglobulinas, pseudoglo-

medad del suero, dermatitis exfoliativa, sindrome de bulinas, dcidos grasos libresy leucocitos; sin embargo,
Stevens-Johnson y anafilaxia. la deteccion de inhibidores se efectia mediante el ana-

lisis de residuos de antibidticos.
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En el hato lechero, la infeccion que demanda ma-
yor suministro de antibidticos es la mastitis, y debido
a que los antibidticos de uso intramamario son de facil
aplicacion y generalmente baratos, no se hace la con-
sulta respectiva al médico veterinario, constituyéndose
en la principal causa de aparicidn de residuos de anti-
bidticos en la leche. Al ganadero le es muy dificil eli-
minar leche producida por vacas con tratamiento por
mastitis, pues le representa pérdida econdémica, por
ello incurre en la practica inadecuada de comerciali-
zarla derivandola a la industria de leche fluida pasteu-
rizada o esterilizada y a los mercados como leche cru-
da o en mezcla con leches de buena calidad, para que
no sea posible detectarla y que sus deficiencias pasen
desapercibidas.

La presencia de residuos de antibioticos en la le-
che es considerada ilegal ¥ y reduce la produccion de
acidez y aroma durante la manufactura de la mante-
quillay el yogurt ®). Ademas, dificultan la maduracién
de los quesos por disminuir la retencion de agua, ori-
ginando textura blanda y sabor amargo. Las bacterias
empleadas en la fabricacidn de yogurt resultan ser muy
sensibles a los antibidticos, presentan cambios morfo-
logicos y pueden darse situaciones en que los cultivos
iniciadores sean reemplazados por microorganismos
indeseables, provocando la inutilizacién del producto
0 que se convierta en peligroso para el consumo hu-
mano ©.

Por muchos afios la prueba estandar de uso regu-
latorio para la determinacion de antibioticos ha sido la
prueba del disco con Bacillus stearothermophilus 7.

Actualmente los métodos desarrollados se clasi-
fican en métodos presuntivos y de confirmacion. Los
presuntivos tienen como objetivo detectar la presencia
de uno o varios residuos de antibiéticos en una mues-
tra sospechosa. Se considera en este grupo los métodos
de inmunoensayo y los microbioldgicos de ensayo re-
ceptor, en el que el analito se une al receptor, siendo
el modo de deteccion el colorimétrico. Los de confir-
macion pueden emplear cromatografia liquida de alta
performance, cromatografia liquida/espectrofotome-
tria de masay espectrofotometria de masa; estas meto-
dologias son recomendadas por su elevada capacidad
de cuantificacidn, especificidad y sensibilidad ®.

Debido a las repercusiones para la salud de la
poblacién con menor poder adquisitivo y que consu-
me habitualmente leche cruda por su menor costo, se
planteo la necesidad de detectar la posible presencia
de residuos de antibidticos B-lactamicos y tetraciclinas
en leche cruda comercializada en el mercado del dis-
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trito del Callao.

MATERIALES Y METODOS

Cada una de las 40 muestras fueron tomadas, de
acuerdo a la norma correspondiente ), del contenedor
en la que se comercializa la leche en el mercado del
distrito del Callao, en envase de vidrio de un litro de
capacidad, siendo inmediatamente codificada y trans-
portada al laboratorio a una temperatura de 4 °C, una
por vez y en diferentes dias entre los meses de enero
a marzo de 2008. A todas las muestras de leche se les
hizo el andlisis de residuos de antibioticos 3-lactamicos
y de tetraciclinas por duplicado.

De acuerdo a las indicaciones de la empresa co-
mercializadora, se homogeniza la muestra de lechey se
vierte en el tubo de ensayo empleando la pipeta que in-
corpora el kit, aproximadamente 450 +50 pL de mues-
tra, agitando la mezcla hasta disolver el boton reactivo
que contiene el tubo de ensayo. Se incuba el tuboy el
dispositivo del instrumento a 45 +5 °C por cinco mi-
nutos (kit para f-lactamicos 6 kit para tetraciclinas).

Concluida laincubacion se afiade el contenido del
tubo sobre el pocillo de prueba del snap, observando la
trayectoria hasta el circulo de activacion y cuando éste
desaparece, se presiona el activador hasta ajustarlo en
el cuerpo del snap.

Se considera resultado positivo cuando el drea de
la muestra es mas clara que el area control y como ne-
gativo cuando el 4rea de la muestra es mas oscura o de
igual color que el area control.

El kit para detectar residuos de antibioticos f3-
lactdmicos en leche cruda tiene el siguiente nivel de
sensibilidad en ppb: bencilpenicilina G (3,0), amoxici-
lina (7,3 ), ampicilina (5,8 ), ceftiofur (5,4 ) y cefapirina
(11,7) en forma individual o en mezcla; siendo el nivel
de tolerancia 6 de seguridad, segun la Food and Drug
Administration (FDA) para amoxicilina y ampicilina 10
ppb, ceftiofur 50 ppb, cefapirina 20 ppb y de penicilina
G 5 ppb.

El nivel de sensibilidad que detecta el kit para re-
siduos de tetraciclinas en forma individual o en mez-
cla, en ppb, es el siguiente: tetraciclinas (50), clortetra-
ciclina (100) y oxitetraciclina (50).

RESULTADOS

Se detectaron residuos de antibioticos
B-lactamicos en 16 de las 40 muestras estudiadas, lo
que equivale al 40% del total de las muestras de leche
cruda, y no se detectd residuos de tetraciclinas.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos son comparables a los
valores elevados (36,5 y 50%) reportados por otros
investigadores en la deteccién de B-lactamicos en le-
che cruda y pasteurizada 19. Los ganaderos estarian
utilizando antibioticos de espectro dominante sobre
bacterias gram positivas de comportamiento tiempo-
dependiente como los B-lactdmicos, con extension a
bacterias gram negativas y concentracion-dependien-
te, si es el caso de la amoxicilina, que también podria
estar presente en la mezcla de residuos , lo cual con-
cuerda con Kang et al. '3, quienes en su investigacion
hallaron que los B-lactamicos eran antibidticos que
mostraban la mayor frecuencia de uso para el trata-
miento de mastitis.

Por otro lado, se requiere proponer un adecuado
programa de control a nivel de los productores, diag-
nosticar la magnitud y volumen del problema de los
comercializadores de antibioticos de uso veterinario,
de las instituciones encargadas de la regulacion y vigi-
lancia de la calidad e inocuidad de los alimentos a nivel
nacional y regional, normar el descarte de leche con
residuos de antibidticos a fin de que sea transformada
para uso no alimentario, considerar el pago de estimu-
lo a los productores de leche sin antibidticos, controlar
la mastitis, capacitar constantemente en el tema a los
ganaderos y empresas procesadoras, acabando con la
mala practica de enviar leche con residuos de antibid-
ticos al procesamiento a alta temperatura ©, y a los ex-
pendios de leche cruda de los mercados de abasto.

El método detect6 la presencia individual o en
mezcla de residuos de ampicilina, amoxicilina, ben-
cilpenicilina G y ceftiofur, a diferencia del método de
disco de Bacillus stearothermophilus modificado, que
este no tiene la capacidad de distinguir ceftiofur de los
otros antibiodticos citados 3, siendo ademds tan sen-
sible como el método por biosensor para [3-lactamicos
(4, El nivel de falsos positivos del kit para B-lactamicos
es bastante reducido, atribuyéndose este error a la pre-
sencia de inhibidores naturales en la leche cruda, lo
cual fue solucionado con el calentamiento de la mues-
tra entre 9o y 100 °C por 5 minutos, tratamiento que no
tiene influencia en muestras positivas.

La confirmacién de los casos positivos, obteni-
dos en el presente trabajo de investigacion en leche
cruda, podria ser desarrollada mediante el método de
cromatografia liquida de alta performance seguida de
espectrometria de masa en tdindem, empleando para la
extraccion acetonitrilo seguido de una columna en fase
reversa. La metodologia ha sido validada por la FDA
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para B-lactdmicos ™ y en la confirmacién rapida de
tetraciclina se ha probado con éxito una metodologia
semejante en muestras de carne de pollo y bovino con
agua a 70 °C como solucion extrayente, seguida de cro-
matografia liquida/espectrometria de masa en tandem
equipada con una fuente electrospray de iones 9.

El hallazgo de muestras positivas nos indican que
el tratamiento de infecciones en el ganado asi como
la aplicacién de antibiéticos por diferentes causas en
el establo, se estaria focalizando actualmente en los
B-lactamicos; hecho que puede ayudar a dirigir poli-
ticas de legislacion, regulacion y capacitacion, ya que
no se detecto presencia de residuos de tetraciclinas en
ninguna de las muestras analizadas.

La existencia de residuos de antibiéticos en leche
cruda permite entrever que, ademads de la regulacién,
es necesario mantener la vigilancia constante, em-
pleando métodos altamente sensibles de presuncién,
confirmacion y cuantificacion, con valores limite per-
mitidos por la FDA o la European Medicine Agency
(EMEA).

CONCLUSIONES

Se encontro 40% de muestras con resultado posi-
tivo para residuos de B-lactamicos en leche cruda. No
se registro resultado positivo al analizar tetraciclinas.

Los resultados hacen evidente la necesidad de re-
visar la norma nacional %, por ser de vital importancia
para la salud de la poblacién, especialmente del seg-
mento que padece alergias por ser el mas vulnerable.
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