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INTRQDUCCION_

La leche es un producto alimcnti’cio'_natu;_al que contiene

‘pricticamente todos los nutrientes. necesarios .para: la vida. Su

importancia en la dietética humana ha _au_mentadb. con el
conocimiento de la ciencia de la nutricién. Se le considera un
elemento bisico porque aumenta la eficiehcia de la dieta humana en
su conjunto. Ademds, a nivel industrial, 'sus ‘bondades son bien
conocidas, dada la diversidad de procesos a los que puede ser
sometida y los muiltiples subproductos que de ella pueden obtenerse.
Por lo anterior, se hace necesario que la leche provenga de animales
sanos. e
La mastitis, inflamacién. de las glindulas mamarias, como
reaccion al estimulo producido por agentes fisicos o microbioldgicos,
puede llevar al dafio de los tejidos con sustitucién de las células
secretoras por tejido conectivo, ocasionando péridas a la produccidén
lictea. En Guatemala, la administracién de antibiéticos, en ganado
lechero es casi exclusivamente para tratamientos de mastitis,

Microorganismos de 1los géneros: Streptococcus,
Staphylococcus, Escherichia, Enterobacter y Pseudomona figuran
entre los diferentes patégenos de la mastitis. Por lo que en este tipo
de afecciones, la medida terapéutica mds empleada es la
administracién de antibidticos. '

La administracién de antibiéticos en el ganado bovino lechero
trae como consecuencia la presencia de residuos de éstos en la leche;
debido a que no siempre se cumple con las normas sanitarias que
indican que la leche de una vaca en tratamiento no debe destinarse al
consumo humano hasta pasadas 72 horas de haber recibido la dltima
administracién por lo.que resulta frecuente encontrar residuos de
antibidticos en leches destinadas al consumo publico. Esta situacién
no solo es ilegal, sino que su consumo puede ocasionar dafio al




consumidor y a la industria de derivados al inhibir el desarrollo de
cultivos licteos.

En el presente trabajo se evaluaron las condiciones en que la
planta “PROLAC” de Asuncion Mita, Jutiapa recibe de sus diferentes
abastecedores la materia prima para la elaboracién de sus productos.
Para ¢l efecto fueron analizadas un total de 136 muestras, estudiando
la existencia de residuos de los antibidticos comiinmente empleados
en el tratamiento de la' mastitis (penicilina y estreptomicina),
mediante el método denominado Delvotest, y por el método
microbiologico de Difusion en Placa (Bauer & Kirby), utilizando
como microorganismo de referencia el Bacillus stearothermophilus
variedad calidolactis. )




RESUMEN

Residuos de antibioticos, penicilina y estreptomicina, se -
evaluaron en 136 muestras de leche cruda, provenientes de los
distintos abastecedores de la planta “PROLAC™ de Asuncidén Mita,
Jutiapa, en cuatro muestreos, durante los meses de septiembre y
octubre de 1982, utilizando para el efecto el método semicuantitativo
de la ‘casa Gist-Brocades N.V. de Holanda denominado Delvotest P., y

'vanantes del método microbiolégico de Bauer & Kirby, utilizando la

cepa de Bacillus stearothennophzlus var, calidolactis, como germen
suceptlble

, De las 136 muestras analizadas por estos métodos 35,
equivalentes al 25.7ofo fueron positivas para’ penicilina y 7,
equivalentes al S.1ofo para estreptomicina, haciendo un total de 42
muestras positivas, lo que nos indica que el 30.86/0 de las muestras
analizadas contenian residuos de antibibticos,




OBJETIVOS

A) Determinar la presencia de re31duos de antibibticos en la leche
cruda que ingresa a la pianta PROLAC.

B) Cuantificar los residuos de antibibticos en la leche destinada al
consumo humano, proveniente de dicha planta. '

“HIPOTESIS

Durante la época lluviosa se asume que se encuentra mayor
cantidad de residuos de sustancias inhibidoras {(antibibticos) en la
leche cruda que ingresa a la planta PROLAC que durante la época
seca, debido a que las infecciones mamarias aumentan con e inicio y
establecimiento de las Huvias en el pais.




A)

B)

O

- JUSTIFICACIONES

En base a la frecuencia con que los antibidticos son utilizados
en ¢l {tratamiento de enfermedades del ganado lechero,
verbigracia ia. mastitis, existe evidencia de que residuos de
éstos aparecen en la leche, sin alterar sus propiedades
organolépticas, pero si causando dafic a las industrias de
derivados licteos y a la salud piblica; por lo que su presencia
debe ser investigada en diferentes épocas del afio.

Debido a que la sifuacién particular de cada productor. no

.permite asegurar la mejor sanidad en el ganado lechero y la

ausencia de residuos de antibidticos en la leche; es necesario
promover que las instituciones eviten que la leche
contaminada por tales residuos llegue a los consumidores.

Durante la época lluviosa, es mayor la produccion lictea y
_también es mds alta la prevalencia de mastitis, situacion que
hace necesaria la investigacién de residuos de antibidticos en
esta época del afio.




REVISION DE LIT_ERATURA

ANTIBIOTICO:

Es una sustancia quimica derivada o producida por
microorganismos que tienen la capacidad, a bajas concentraciones, de
inhibir el desarrollo o destruir bacterias y -otros microorganismos
- (Litter, M. 1975).

Con el fin de controlar la mastitis usualmente se emplean
antibidticos de distintas clases. Entre ellos podemos mencionar:

'PENICIU_NA:

Nombre aplicadc a un grupo de sustancias antibibticas,
" producidas por varias especies de hongos (mohos) pertenecientes al
género Penicillum, especialmente P. notatum °y p chrysqgenum
(Litter, M. 1975).

_ "En lo referente a la estructura quimica de la penicilina; las
distintas sustancias del grupo de la penicilina poseen todas un nicleo
gquimico comin, el 4cido penicilinoico, que tiene un sistema anular
formado por un anillo tetragonal § lactimico-y un pentagonal de .
tiazilodina, el primero constituye una estructura tnica de esos

- antibibticos por lo que se les denomina § lactimicos, Este ntcleo estd -

unido por el enlace peptldlco en una cadena lateral (R) (Litter, M.
1975) : ‘ .

Los distintos tipos de penicilina pdseen_diferentes cadenas
laterales y por otra parte, siendo la penicilina un 4cido carboxilico,
puede formar sales con metales y sales orgdnicas (Litter, M, 1975).

.‘ En las 24 horag'siguientes al ingreso, en el organismo_,,de una .
dosis normal de penicilina, ya se cuenta con niveles criticos de:




antibidtico en la leche, puesto que la barrera sangre-mama resulta
permeable a los antibiéticos (Marth, E. 1969).

ESTREPTOMICINA:

Corresponde al grupo de antibidticos de espectro reducido y
predominantemente bactericidas. Quimicamente es un aminogluc6cido
basico, formado por: la estreptidina (aglucona) y estreptobiosamina
(el azucar), el producto final es levogiro. Es una base fuerte y en la
prictica se emplea en forma de sulfato, que corresponde a 6o/o de
estreptomicina base (Garcia, M. 1982).

Los - microorganismos desarrollan resistencia a ambos
antibiéticos, comoc resuitado del contacto con los mismos, Para
penicilina se adquiere gradualmente por pasos sucesivos, con
estreptomicina aparece de pronto, pudiendo ser intensa o no (Garcia,
M. 1982).

~ El uso de antibibticos ha causado ciertas dificultades a la
industria de derivados licteos. Es decir, las ubres tratadas secretan
leche por varios dias conteniendo algo de los antibibticos aplicados,
que interfieren con el desarrollo de los - microorganismos que
producen el 4cido lictico, el cual es esencial en la elaboracién de
quesos, mantequilla y otros derivados (Reaves, et al, 1956). A este
respecto, se encontrd en ensayos con penicilina que una vaca tratada
- de la ubre y que se ordefia por la mafiana, puede arruinar la leche
qguc se obtiene de 80 vacas normales. Estudios posteriores con
penicilina y también con aureomicina, mostraron que después de 72
horas de haber tratado la ubre, las cantidades de antibidtico en la
leche se reducen a niveles en que no interfieren con el proceso citado
anteriormente (Reaves, et al, 1956).

Las infusiones intramamarias de antibioticos, en uno solo de
los cuartos de la ubre, puede hacer gue aparezca éste en los cuatro
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cinartos, por lo que la leche total de esa vaca se deberd retirar del
resto que se destina al consumo humano (Juergenson, E. 1965 &
Meyer, J. 1959).

h La cantidad y tiempo de eliminacion de los antibidticos
variard dependiendo de ciertos factores a saber:

a). - tratamiento empleado (désis y frecuencia de administracién).

b) tipo de antibibtico y forma de presentacion, influyendo si el
medio (vehiculo) es-oleoso o acuoso. '

c) gravedad de 1a infeccion.

d) tiempo transcurrido entre el tratamiento y el primer ordeﬁd,_
asi como la frecuencia del ordefio.

e) = estado de lactacién y cantidad de leche producida.

) capacidad de absorcién del tejido mamario.
(Lerche, M. 1969; Litter, M. 1975 y Marth, E. 1959).

Gran parte del antibidtico es eliminado durante el primer
ordefio después del uso terapéutico; siendo las formas acuosas
~ climinadas antes que las oleosas. Las penicilinas se conservan por
largo tiempo (2 semanas); para la estreptomicina puede durar hasta 5
dias el tiempo para su eliminacion (Lerche, M. 1969; Litter, M. 1975
y Marth, E, 1959), '

La leche procedente de animales sometidos a tratamiento con
medicamentos que son eliminados por las glindulas mamarias, no
debe ser aceptada. En relacion a ésto el FDA (Food and Drugs
Administration) considera que la adicién directa o indirecta de
antibiéticos 'en alimentos para el consumo humano es una
adulteracién, por constituir una amenaza para la salud pablica.
Durante el tiempo de tratamiento con antibidticos, la leche producida

) : 11
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no debe ser utilizada, sugiriéhdose de tres a cuatro dias de espera
después de la 0ltima désis administrada, y por ningin motivo debe
mezclarse con el resto de leche de ordefio (Garcia, M. 1982). e

Leche es la secrecion lictea, practlcamente libre de calostro,
obtenida del ordefio completo de una vaca o mis, en buen estado de
salud. No debiendo tener menos de 3.250/0 de grasa, ni-menos de
8.250/0 de sélidos no grasos (Wellmann, J. 1979).

Otra definicién de leche es la que dice: leche es una secrecidn
normal, fresca y limpia, obtenida de un ordefio completo de la ubre
de una vaca, bufala, cabra u oveja en buen estado de salud y durante
un periodo posterior, por lo menos a las 72 horas después del parto o
hasta no existir calostro (Viera de S4, F. 1965) ' ’

La mastitis es una enfermedad causada por estreptococos de '
tres clases: S. agalactiae, S. dysgalactice y S." uberis. Es una
enfermedad que se encuentra difundida en todo e! mundo, y su
importancia no estriba en que mueran los individuos que Ia padeoen
puesto que ésto sucede muy raras veces; sino por las pérdidas que
ocasiona a los productores de leche ya que merma considerablemente
la produccién. Ademds ‘puede ser causada por hongos, brusells,
preumococcus, etc. (Garcia H., 1978).

La incidencia de mastitis puede asociarse con varios factores.a
saber: produccién (se tiene la seguridad de que las razas mayores
productoras de leche son las mds susceptibles a la mastitis);
alimentacién (se ha comprobado que las dietas mds ricas en proteinas
hacen 2 los animales que las ingieren, m4s susceptibles que aquellos -
alimentados con dietas de menor contenido protelco), manejo (la
higiene y forma de efectuar el ordefio pueden ser causas de mastitis,
al igual que los ordefios incompletos, puesto que los remduos que
quedan en la ubre constituyen un buen medio para que sé" desarrollen
dichos microorganismos); v heridas (Ia forma més comin de mgreso
de la mastitis al organismo es por las hendas las que se pueden
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localizar en los pezones o en la ubre, por lo que se debe manténer un
estricto control sobre las heridas) (Garcia, H. 1978).




ASPECTOS METODOLOGICOS

A} - Muestreo:

La cantidad de muestras para ser analizadas se tomé de
acuerdo al modelo estadistico:

NZz2 pg
n:

Nd2+2z2 Pq

en donde: n = nuimero de muestras a tomar
N = ndmero total de proveedores
Z2 = valor tabular de Z para un nivel de confiabilidad
del 900/0 (1.64)
d = precisiéon (100/0)
pq = varianza del estimador (0.25)

B) Datos 2 evaluar:

Las muestras de leche fueron analizadas en cuanto al
contenido de residuos de antibibticos, a saber: penicilina y
estreptomicina, mediante el método microbiolégico, semicuantitativo,
denominado “Delvotest™ y cuantitativo por “Difusion en Placa®”.

Las muestras de leche fueron obtenidas en las propias
instalaciones de la empresa procesadora de productos lacteos
“PROLAC™, localizada en Asunciéon Mita, en el Departamento de
Jutiapa. Dicho muestreo se hizo al azar a los proveedores (mediante
una tabla de nameros aleatorios) al momento de la entrega de la
leche, obteniéndose un volumen de 100 cc. por proveedor.




Para el andlisis de la leche, las muestras se obtuvieron de la
manera sngmente

De: cada uno de los tambos (tarros), donde el productor que '_

ehe ey

se fue depomtando en un remplente Una vez termmada esta

operacion se mezclaron. todas las muestras del - proveedor y s . '

procedié a obtener una muestra total de 100 cc. 1a cual se deposntaba
“"en un frasco, el cual era 1dent1ﬁcado con el numero de clave
correspondlente :

C) Determinacion de la presencia de residuos dc antlbloucos en
-+ las muestras:

Lardetecci()n de residuos de antibidticos se hizo mediante la
Prueba Standard de Difusién para la Determinacién de Residuos de
Penicilina y otros Antibidticos en la leche, denominada “Delvotest”,
- Para efectuar esta prueba se procedic')-de la manera siguiente:

1. Por cada muestra de leche se empled una ampolla la cual
tenia el medlo de cultivo. ' :

2. Se mtrodu;o una tableta nutriente por el- cuello de cada una .
. de las ampollas que se emplearon )

3. _ ‘Con una plpeta automadtica se colocaron 100 ul de leche en
cada ampolla '

4. En una bandeja se colocaron todas .las ampollas con las
© muestras y se llevaron al Bafio de Maria, a una temperatura de
64°C X 2°C, teniéndose el cuidado que el nivel de las

" muestras. se encontrara aproximadamente 12 mm. por debajo

del agua, para evitar que las ampollas pudieran flotar. :
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Para la interpretacion de los resultados se atendid el criterio
siguiente:

a) Una coloracién amarillenta del medio sélido indica una
concentracion de 0.002 U.L de antibidtico por cada cc. de
leche. ' -

b) Una coloracion parcial amarillenta y parcial violacea del medio

sdlido indica una concentracién de entre 0.003 y 0.005 U.L
de antibiético por cc. de leche.

c) Una coloracién violicea del medio sélido indica una
concentracion mayor de 0.005 U.L de antibiético en cada cc.
de leche.

Antes de efectuar las pruebas, el método del Delvotest fue
debidamente ensayado y estandarizado, confrontindolo con
concentraciones distintas de los antibi6ticos en agua destilada estéril.

D)  Anilisis cuali-cuantitativo de los resultados:

La cuantificacién se hizo por medio del método de Placa para
la Cuantificacibn de Residuos de Antibiéticos (penicilina y
estreptomicina) en la leche, utilizando medios de “Grove & Randall”,
4 y 5, cuya formulacién se detalla en los anexos, y una cepa de
Bacillus stearothermophilus var. calidolactis.

Preparacion de la  suspension de esporas de Bacillus
stearothermophilus var. calidolactis (inoculo): -

A partir de un cultivo puro de B. stearothermophilus var.
calidolactis se inocula una asada en 150 ml. de caldo tripticasa soya y
se incuba a 55° C durante 72 horas para obtener un grado de
esporulacién que alcanza X 80ofo. La suspension se centrifuga a
2,000 r.p.m. durante 10 minutos, se decanta el sobrenadante y se
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resuspende en solucion salina isotdénica estéril, nuevamente se
centrifuga a 2,000 r.p.m. por otros ‘10 minutos, se descarta el
sobrenadante y las células se resuspenden en 30 ml. de solucidn salina
isotonica estéril. . : '

Preparacion de las cajas Petri:

A cada 100 ml. de los medios de Grove & Randall, 4 y 5,
licuados a 55 C, se adiciona 1 ml. del inculo, seguidamente se agita
y se transfiere a cajas de Petri, a razén de 10 ml por caja,
permitiendo que el medio se solidifique.

Discos de - papel filtro 740-E 1 J4”, marca S&S fueron
empapados con la leche a estudiar y colocados suavemente sobre la
superficie del agar. Asi se incubaron durante 24 horas. Las muestras
positivas presentaron un halo de inhibicion; el halo de inhibicién es

proporcional a la concentracién del antibibtico. Estos halos fueron
" comparados contra otros pertenecientes a muestras con concentracion
conocidas, los cuales fueron utilizados como controles.




RESULTADOS Y DISCUSION:

En los cuadros 1, 3 y 4 se anotaron los porcentajes de
positividad de las muestras que presentaron residuos de antibiéticos, a
saber,. penicilina y estreptomicina, para cada uno de los cuatro
muestreos. Puede notarse un comportamiento semejante para el
primero y segundo muestreos; una alza notoria se advierte en el tercer
muestreo que tiende a descender en el cuarto pero siempre con
resultados mayores que en los dos primeros. Esta situacion puede ser
explicada como un hecho puramente coyuntural que corresponde al
temporal, producto de la tormenta tropical que dio origen al huracin
Paul que castigara la regién sur-oriental de la Replblica, que
constituyd el universo de trabajo del presente estudio, y que incide
en el incremento de la morbilidad de mastitis 'y su consecuente
tratamiento.

-En relacién a los estudios realizados por diferentes autores
durante distintas épocas del afio, se observa en los cuadros 2 y 5 que
la estacion Iluviosa favorece el desarrollo y trasmision de los agentes y
causas que provocan mastitis, por lo que se hace mds frecuente
encontrar residuos de antibidticos en leche cruda. '
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CONCLUSIONES

La incidencia de residuos de antibidticos en leche cruda es
mis frecuente durante la época lluviosa,

Es evidente que varios de los proveedores de la planta
“PROLAC” no descartan de la d¢l consumo humano, la leche
proveniente de vacas con antibibtico-terapia reciente, con el
consecuente riesgo para la salud del consumidor.

La penicilina es el antibidtico que con mayor frecuencia se
detecta en la leche cruda que ingresa a la planta “PROLAC”.

La planta “PROLAC” no cuenta al momento con los recursos -
que le permitan realizar este tipo de pruebas tendientes a
mantener una vigilancia sobre la calidad de Ia leche
proporcmnada por sus dxferentcs proveedores,
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RECOMENDACIONES

Es necesario dotar a 1a planta “PROLAC” de los recursos
necesarios que le permitan realizar anilisis peribdicos de los
residuos de antibidticos y otras pruebas de control de calidad,
para establecer medidas que contribuyan a la desaparicion de
este problema que ofrece riesgos para el humano y pérdidas .
para la industria de derivados lacteos.

El Estada debera inétrliir, legislar v hacer cumplir las lej(es
sanitarias en relacién a la leche y sus derivados, asi como de
todos los productos destinados al consumo humano.

Las autoridades de “PROLAC” debieran motivar a- sus
proveedores, por medios tales como: pliticas, peliculas,
folletos, cursos, etc., para que hagan conciencia y comprendan
los problemas que el mal manejo e higiene de sus hatos
puede causar tanto a la planta, consumidores y ellos mismos.
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PREPARACION DE LOS MEDIOS DE
CULTIVO DE GROVE & RANDALL

Medio antibibtico 4 (Grove & Randall)

Composicion - gramos/litro
Gelatina pancredtica - 6.0
Extracto de carne 1.5
Extracto de levadura 3.0
Glucosa anhidra 1.0
Agar 150
_ajustarel pHa 6.5 - 6.6
Medio antibiotico 5 (Grove & Randall)
Composicion gramosflitro
Gelatina pancreitica 6.0
Extracto de carne 1.5
Extracto de levadura 3.0

Agar

ajustarel pH2 7.8 -8.0

15.0
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CUADRO 1

RESIDUOS DE ANTIBIOTICOS EN LECHE CRUDA
PLANTA PROLAC. SEPTIEMBRE-OCTUBRE 1982
4 MUESTREOS DE 34 MUESTRAS C/U

MUESTREOS PENICILINA ESTREPTOMICINA TOTAL
N°e  ofo NO ofo No o/o
primero 7 20.6 1 2.9 8 235
segundo 6 176 1 2.9 7 205
tercero 12 352 3 8.8 15 44.0.
Acuarto - : 10 - 294 2 ' 5.9 12 35.3

TOTAL 35 257 7 5.1 42 308
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CUADRO 2

" RESIDUOS DE ANTIBIOTICOS EN LECHE CRUDA

EN DIFERENTES EPOCAS
COMPARACION CON OTROS AUTORES

AUTORES PENICILINA ESTREPTOMICINA . TOTAL

X --- --- _6.6-0f0
XX 9.2 4.1 13.3 o/o
XXX 25.7 5.1 30.8 o/o
X  Aguilera C.R. enero-febrero 1981

xx Garcia M. mayo-junio 1981

xxXx Presente

septiembre-octubre 1982




CUADRO 4

RESIDUQS DE ANTIBIOTICOS EN LECHE CRUDA
PLANTA PROLAC, SEPTIEMBRE-OCTUBRE 1982
4 MUESTREOS DE 34 MUESTRAS C/U
ESTREPTOMICINA

20

MUESTREOS




CUADRO 5

RESIDUOS DE ANTIBIOTICOS EN LECHE CRUDA
EN DIFERENTES EPOCAS
COMPARACION CON OTROS AUTORES

LS

olo E-F = ENERO - FEBRERO
40 M-A = MARZO - ABRIL
T M-J = MAYO.JUNIO

J-A = JULIO- AGOSTO
8-0 = SEPTIEMBRE - OCTUBRE
N-D = NOVIEMBRE - DICIEMBRE

o 3

20 3

10 i

E-F M-A M-] J-A 5-0 N-D

. ‘ EPOCAS .
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CUADRO 3 | -

RESIDUOS DE ANTIBIOTICOS EN LECHE CRUDA .
PLANTA PROLAC, SEPTIEMBRE.OCTUBRE 1982
4 MUESTREOS DE 34 MUESTRAS C/U

PENICILINA
0,0 s ) . , : ..,_" .,\‘ :
T Sl .
4,0 i 1 ,;‘., !J;_
a0 | :
20d
10}
.
1° P 3o 40 |
. . v
MUESTREOS
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