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I.  INTRODUCCION

La leche es el producto de la secrecion mamaria, obtenido por uno o varios
ordefios, sin adicion o sustraccién alguna, destinada al consumo en forma de

leche liquida o a elaboracion ulterior. (FAO, 1996)

La leche constituye una via natural de eliminacién para los antibiéticos y
sus metabolitos, y la cantidad presente depende de la dosis, via de administracion,
grado de afeccion mamaria, y tiempo de retiro del antibiético.

En Guatemala se utiliza una amplia gama de antibiéticos para tratar
infecciones en las vacas lecheras. Los principales antibiéticos utilizados en
ganaderia lechera son las Penicilinas, Cefalosporinas, Amoxicilina, etc. Estos
pertenecen al grupo de Betalactamicos y constituyen uno de los principales
contaminantes de la leche, ya que son utilizados indiscriminadamente para tratar
enfermedades infecciosas como metritis, mastitis, infecciones en piel, haciendo

gue la leche no sea inocua para el consumo humano.

La presencia de residuos de antibidticos en leche afecta la salud humana,
desde la aparicibn de reacciones alérgicas en personas sensibles, hasta la
formacion de resistencia de ciertos microorganismos a los antibidticos. De igual
manera la presencia de antibiéticos en la leche puede influir negativamente sobre
los procesos de elaboraciéon de ciertos productos lacteos que necesitan un
crecimiento de bacterias beneficiosas que producen fermentaciones para elaborar

los subproductos. (Doyle, 2006)

No existe una legislaciéon que norme el limite maximo permisible de residuos
de antibidticos en leche en Guatemala; sin embargo, se utiliza como referencia

para el intercambio internacional de alimentos, normas internacionales como el



Codex alimentarius el cual regula los niveles maximos permisibles de residuos de

antibiéticos en leche.

Por lo cual el siguiente estudio se llevara a cabo con 18 proveedores, los
cuales entregan leche a la procesadora de lacteos ubicada en zona 7 ciudad de
Guatemala. Utilizando para tal efecto un ensayo inmunoenzimético —ELISA-
competitivo; llamado Snap® Betalactam, este detecta residuos de antibioticos

Betalactamicos en leche cruda de vaca.

Dicho lo anterior el presente estudio tiene como fin determinar si existe o no

la presencia de residuos de antibiéticos Betalactdmicos en leche cruda de vaca.



ll. HIPOTESIS

La leche cruda distribuida a la planta procesadora de lacteos esta libre de
residuos de antibiéticos Betalactamicos.



Ill. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

o Generar informacién acerca de la presencia de antibidticos Betalactamicos

en leche cruda de vaca.

[1l.2 Objetivo Especifico

o Determinar la presencia de residuos de Antibidticos B-lactamicos en leche

cruda de vaca, distribuida a una planta procesadora de lacteos.



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1 Laleche

Segun la FAO (Organizacion para la Alimentacion y la Agricultura) la leche es
la secrecion mamaria normal de animales lecheros obtenida a partir de uno o mas
ordefios sin ningun tipo de adicion o extraccion, destinado al consumo en forma de

leche liquida o a elaboracion ulterior. (FAO, 1996)

La definicion fisica, sefiala que la leche es un liquido de color blanco,
traslucido caracteristico debido a la refraccion de la luz cuando los rayos de luz
inciden sobre las particulas coloidales de la leche en suspension. (Agudelo &
Bedoya, 2005)

La leche fresca de vaca debera presentar; aspecto normal estar limpia y libre
de calostro, preservadores, antibiticos, materias extrafias y sabores u olores

objetales o extrafios. (Mungia , 2010)

IV.2 Composicion de laleche de vaca

La leche estd constituida por un 12% de soélidos totales (grasa butirosa,
proteinas, lactosa, mineralesy un 88% de agua). (Mungia , 2010)

CUADRO No. 1 COMPOSICION DE LA LECHE DE DIFERENTES RAZAS DE
GANADO LECHERO

Raza Agua Grasa Proteinas lactosa Cenizas
Holstein 88.12 3.44 3.11 4.61 0.71
Airshire 87.39 3.93 3.47 4.48 0.73

Pardo 87.31 3.97 3.37 4.63 0.72

Suizo

Guernsey 86.36 4.50 3.60 4.79 0.75
Jersey 85.66 5.15 3.70 4.75 0.74




Fuente: Mungia, 2010

IV.3 Calidad de la leche

Segun Munguia (2010), se entiende por leche de calidad a la que proviene

de vacas sanas, bien alimentadas y que relne las siguientes caracteristicas:

o Cantidad y calidad apropiada de los componentes sélidos (grasa, proteinas,
lactosa, minerales).

o Libre de bacterias causantes de enfermedades (Brucella abortus, Brucella
melitensis, Mycobacterium bovis, Streptococcus agalactiae,
Staphylococcus aureus) y toxinas producidas por bacterias y hongos.

e Libre de residuos quimicos e inhibidores

o Con un minimo de células somaticas. (Mungia , 2010)

IV.4 Medicamentos en laindustria pecuaria

Segun el Codex alimentarius se entiende por medicamento veterinario toda
sustancia aplicada o administrada a cualquier animal destinado a la produccion de
alimentos, como los que producen carne o leche, las aves de corral, peces o
abejas, tanto con fines terapéuticos como profilacticos o de diagndstico, o para

modificar las funciones fisiol6gicas o el comportamiento. (FAO/OMS, 1997)

Los medicamentos veterinarios se utilizan en los animales, para favorecer su
crecimiento y para curar o prevenir infecciones. Entre estas sustancias estan los
antibioticos usados para el tratamiento de infecciones causadas por bacterias, los
antihelminticos para combatir los endoparasitos, los desinfectantes y detergentes
en los procesos de limpieza y desinfeccion y los pesticidas en el control de

garrapatas, moscas u otros. (Trujillo et al, 2003)



IV.5 Los antibi6ticos

Los antibidticos son sustancias que se obtienen por sintesis o natralmente
a partir de los cultivos de microorganismos. Mediante modificaciones de la
estructura quimica de un agente obtenido naturalmente, es posible producir

agentes semisintéticos.(Anadén, 2007).

Los agentes antimicrobianos tienen dos tipos de acciones: bactericida
cuando es capaz de producir la destruccién o muerte de los microorganismos por
ejemplo, Penicilinas, Cefalosporinas, Aminoglucdésidos, Polimixinas, vy
bacteriostatico cuando es capaz de inhibir el crecimiento y la multiplicacién del
germen sin provocar su destruccion por ejemplo: Cloranfenicol, Tetraciclinas,

Macrolidos, Lincomicina, Sulfamidas.(Anaddn, 2007).

Constituyen un grupo heterogéneo de sustancias con diferente
comportamiento farmacocinético y farmacodinamico, ejercen una accion
especifica sobre alguna estructura o funcion del microorganismo, tienen elevada
potencia biolégica actuando a bajas concentraciones y la toxicidad es selectiva,
con una minima toxicidad para las células de nuestro organismo. (Seija & Vignoli,
2003)

Los agentes antimicrobianos actlan por una serie de mecanismos, muy
diferentes entre ellos y cuyos blancos se encuentran en diferentes regiones de la

célula atacada. Los diferentes sitios de accién de los antibioticos en general son:

o Pared bacteriana

« La membrana bacteriana

« Sintesis de proteinas

« Sintesis de acidos nucleicos.
(FAO, 2004)



IV.6 Antibioticos en el ganado lechero

El uso de antibioticos en las explotaciones ganaderas lecheras es una
realidad y una necesidad, sin embargo, al aplicar tales farmacos se debe contar
con una dosis, via de administracion, periodo de retiro adecuado y apropiada
identificacion de vacas en tratamiento para evitar contaminacion accidental de la

leche procedente de vacas sanas. (Barrera & Ortez, 2012).

Una de las razones mas comunes de administrar antibioticos en una
explotacion lechera es la ocurrencia de casos de mastitis, la cual generalmente es
tratada de forma facil, rapida y barata con la aplicacion intramamaria de

antibiéticos B-lactamicos.

Sin embargo, de la dosis administrada, una parte es absorbida por el cuerpo
y pasa al torrente sanguineo, otra parte es inactivada por la leche y los productos
generados por la infeccién y el resto, que es la mayor parte, es excretada en la
leche durante los ordefios siguientes, siendo los animales de baja produccién los
gue se tardan mas en eliminar el farmaco; por tanto, el ordefio frecuente ayuda a
diluir el antibiético y acorta el tiempo de eliminacion del mismo, ademas debe
tenerse en cuenta que no solo se contamina la leche de los cuartos tratados sino
también la leche producida por los cuartos vecinos, posiblemente por difusién
pasiva entre la sangre y la leche y también entre el tejido mamario. (Barrera &
Ortez, 2012).

4.7 Antibidticos B -lactamicos

Los antibiodticos B-lactamicos son un grupo de antibiéticos de origen natural o
semisintético que se caracterizan por poseer en su estructura un anillo
Betalactamico. Actian inhibiendo la ultima etapa de la sintesis de la pared celular
bacteriana. (Seija & Vignoli, 2003)



Los Betalactamicos constituyen la familia mas numerosa de antimicrobianos
y la méas utilizada en la préctica clinica. Se trata de compuestos de accidn
bactericida lenta, relativamente independiente de la concentracion plasmatica, que
presentan escasa toxicidad y poseen un amplio margen terapéutico. (Seija &
Vignoli, 2003)

Estos antibioticos son utilizados en la produccion lechera como sustancias
terapéuticas para el tratamiento de la mastitis y otras enfermedades de origen
infeccioso, como promotores de crecimiento y por su actividad profilactica en
vacas no lactantes. Son administrados al bovino a través de varias vias:
intramuscular, intravenosa, oral e intramamaria siendo esta la mas comun.
(Santamaria et al, 2011)

4.8 Clasificacion de los antibioticos 3 —lactamicos

Se pueden clasificar en cuatro grupos diferentes: Penicilinas, Cefalosporinas,
Monobactamicos, Carbapenemas, e inhibidores de la B-lactamasas. (Seija &
Vignoli, 2003).



FIGURA NO.1 ESTRUCTURA QUIMICA BASICA DE LAS CUATRO CLASES
PRINCIPALES DE ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS Y DE LOS INHIBIDORES
DE LAS B-LACTAMASAS
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4.9 Penicilinas

Las penicilinas constituyen uno de los grupos de antibidticos de mayor
importancia en el mundo actual. La estructura basica de las penicilinas esta
formada por un sistema ciclico - lactamico unido a un anillo Tiazolidinico que

origina el &cido 6-aminopenicilanico.

10



FIGURA NO. 2 ESTRUCTURA BASICA DE LA PENICILINA, ACIDO AMINO-
PENICILANICO Y ACIDO PENICILOICO. A) ANILLO TIAZOLIDINICO. B)
ANILLO B-LACTAMICO
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Fuente: Benito, 2006

CUADRO NO. 2 CLASIFICACION DE LAS PENICILINAS

Aminopenicilinas Ampicilina
Amoxicilina
Penicilinas Naturales Penicilina G
Penicilina V

Meticilina
Penicilinas Nafcilina
Antiestafiloc6cicas Penicilinas isoxazodlicas
Oxacilina
Cloxacilina
Dicloxacilina
Flucloxacina

Fuente: Benito, 2006

El espectro de las Penicilinas incluye bacterias Gram positivas, Gram
negativas y espiroquetas. No son activas sobre los Micoplasmas porque éstos
carecen de pared celular, ni sobre bacterias intracelulares como Chlamydia y
Rickettsia. (Benito, 2006).
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4.10 Cefalosporinas

Son antibioticos semisintéticos derivados de la Cefalosporina C, un
antibiético natural producido por el hongo Cefhalosporiuma cremonium. El nicleo
activo, acido 7-aminocefalosporanico, estd estrechamente relacionado con el

acido 6-aminopenicilanico por poseer ambos un anillo B-lactamico. (Benito, 2006)

Las cefalosporinas de primera generaciéon son muy activas frente a los cocos
Gram positivos en lineas generales, las sucesivas generaciones han perdido parte

de esa actividad, en beneficio de una mayor actividad frente a bacilos Gram
negativos, con algunas excepciones.

Todas las cefalosporinas son inactivas frente a Enterococos, estafilococos

resistentes a la Meticilina y Listeria monocytogenes. (Seija & Vignoli, 2003)

CUADRO NO. 3 CLASIFICACION CEFALOSPORINAS

Cefalosporinas de primera Cefadroxil
generacion Cefazolina
Cefalexina

Cefradina
Cefalosporinas de segunda Cefuroxime

generacion
Cefotaxime
Cefalosporinas de tercera Ceftriaxona
generacion Ceftazidime
Cefoperazona

Cefalosporinas de cuarta Cefepime
generacion Cefpirome

Fuente: Seija & Vignoli, 2003
4.11Monobactamicos

Fueron los primeros antibidticos B-lactamicos monociclicos producidos a

partir de bacterias, aunque en la actualidad se obtienen sintéticamente. El

12



Aztreonam fue el primer compuesto disponible comercialmente. Su accion es

bactericida y actla sobre la sintesis de la pared celular. (Benito, 2006)

4.12 Carbapenemas

Se caracterizan por poseer en su molécula el anillo B-lactamico, como
laspenicilinas y cefalosporinas. Se diferencian de éstas en que en el anillo

tiazolidinico el atomo de azufre ha sido sustituido por un grupo metileno.

El imipenem, derivado Nformimidoilo de la tienamicina, obtenido del

Streptomycescattleya, fue el primer antibiético carbapenémico. (Benito, 2006)

4.13 Betalactamicos asociados a inhibidores de las betalactamasas

Los llamados inhibidores de las Betalactimasas son moléculas que
contienen en su estructura un anillo B-lactamico. Hay tres en uso clinico: Acido

Clavulanico, Sulbactam y Tazobactam. (Seija & Vignoli, 2003)

4.14 Residuos de antibidticos en leche

Es toda sustancia quimica, que al ser administrada o consumida por el
animal, se elimina y/o permanece como metabolito en la leche, carne o huevos,

con efectos nocivos para el consumidor. (Trujillo et al, 2003)

Por otro lado la Comision del Codex alimentarius en su Manual de
procedimientos indica que entre los residuos de medicamentos veterinarios;
Incluyen los compuestos de origen y/o sus metabolitos presentes en cualquier
porcion comestible de un producto animal, asi como los residuos de impurezas
relacionados con el medicamento veterinario correspondiente.(Codex
Alimentarius, 2012).
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Sin embargo Trujillo (2003), citado por Martinez. D. (2009) relacionan varios
factores en cuanto a la presencia de residuos de antibiéticos en leche como el

tiempo de retiro, la produccion de leche del animal y la frecuencia de ordefio.

Una vaca alta productora de leche y con ordefio frecuente, acorta el tiempo

de eliminacién del antibiético pues permite que el medicamento se diluya.

Los animales de menor produccion tardan mas en eliminar el medicamento,

al igual que los enfermos. (Martinez, 2009).

4.15 Principales factores de la presencia de residuos de antibidtico en leche

Existen factores inherentes a la aplicacion de farmacos que pueden influir
tanto en la cantidad como en la duracion de los tiempos de excrecion, ademas de

la presencia de sus residuos en la leche, algunos de estos factores son:

« La dosis administrada, ya que un aumento de ésta implica un alargamiento
en la duracién de la eliminacién de los antibidticos inyectados por via
parenteral; en cuanto a los productos intramamarios, el incremento de la

dosis también puede aumentar la duracion de la eliminacion.

« Lainfluencia del excipiente, los antibidticos en vehiculo acuoso se eliminan
mas rapido que los de vehiculo oleoso. Una penicilina procainica en
vehiculo oleoso, tendra una duracion de excrecion de 125%, mayor que la

misma penicilina en medio acuosa.

e La via de administracion; La administracion mamaria tiene una duracion de
excrecidon mayor que la via intramuscular. Los antibiéticos aplicados via
intramamaria se eliminan por los 4 cuartos mamarios. Existen algunos

reportes de que 61% de los casos positivos a residuos en leche, se deben
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al uso de antibidticos intramamarios, en mastitis clinicas; el 31% a
tratamientos intramamarios en periodo fuera de lactancia y que 6% a

inyectables, y 1% a otras causas.

e La duracién del tratamiento: siempre el tiempo de retiro para los antibiéticos
y demas medicamentos, debe ser durante, y con base en el ultimo

tratamiento. (Truijillo et al, 2003)

4.16 Causas mas comunes de residuos de antibioticos en leche

El desconocimiento sobre el uso correcto de los antibioticos repercute en la
presencia de residuos de antibiéticos en leche, entre las principales causas

podemos mencionar:

o No respetar los tiempos de retiro de los medicamentos.

o Ordefio de vacas que han presentado aborto o con periodos secos muy
cortos, y que hayan sido tratadas con antibiéticos de larga accion.

e Uso de medicamentos no aprobados.

o Carencia de registros de medicacion.

o Sobredosificacion de medicamentos.

« Aplicacion de medicamentos sin recomendacion del Médico Veterinario.

o Administracién de medicamentos por vias no recomendadas, por los
laboratorios fabricantes.

e Mezcla con leches contaminadas.

o Descarte de leche, solamente del cuarto mamario tratado con antibiético
(Trujillo et al, 2003)
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4.17 Tiempo de retiro / periodo de retiro

Se define como el tiempo que transcurre entre la Ultima administracion y el
momento en que la leche se encuentra en concentraciones iguales a los niveles

de tolerancia de la droga. (Martinez, 2009)

Constituye una caracteristica esencial y especifica del medicamento y su
respeto es necesario para evitar la presencia de residuos en los alimentos por
encima o excediendo los Limites Maximos de Residuos establecidos. ( Borras,
2011)

CUADRO NO. 4 PERIODO DE RETIRO DE ALGUNOS ANTIBIOTICOS
B-LACTAMICOS UTILIZADOS POR VIA INYECTABLE E INTRAMAMARIA

Antibioticos Inyectables Periodo de retiro
Amoxicilina Trihidrato 96 horas
Ampicilina Trihidrato 48 horas

Cefquinoma 168 horas
Ceftiofur 12 horas
Penicilina G procainica 48 horas
Antibiéticos Intramamarios Periodo de retiro
Amoxicilina 60 horas

CefalexinaMonohidrato 36-48 horas
CefapirinaBenzatinica 96 horas
Cefoperazona Sodica 84 horas

Fuente: Trujillo et al, 2003

4.18 Limites maximos de residuos

Por LMR se entiende la concentracion maxima de un medicamento o su
metabolito (expresada en ug/kg del peso del producto fresco) que la comision del

Codex Alimentarius establece como aceptable en un alimento. ( Villar et al, 2012)
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CUADRO NO. 5 LIMITES MAXIMOS DE RESIDUOS (LMR) DEL CODEX
ALIMENTARIUS CON LA SENSIBILIDAD DEL KIT DE DETECCION PARA
ANTIBIOTICOS (Snap® Beta-lactam)

Antibiéticos -
lactamicos utilizados
mayormente en ganado

LMR (pg/kg*=
ppb**)Codex

Kits de prueba
rapida SNAP Test®

lechero alimentarius (ng/Kg®)
Amoxicilina 4 4
Ampicilina 4 4
Penicilina 4 2-4
Ceftiofur 100 4
Cefapirina 20 4
***Cefalexina - 25-50
Oxacilina 30 25-50
Cloxacilina 30 30-60

Fuente: Villar et al, 2012

(*ng/ kg) = microgramos/ kilogramo

(**ppb) = partes por billébn

(***Cefalexina)= no tiene establecido un LMR por el Codex alimentarius.

4.19 Efectos deresiduos de antibidtico en leche

4.19.1 Efectos en la salud humana

Respecto a la salud publica, la presencia de residuos de antimicrobianos en
la leche puede producir efectos negativos indirectos sobre la salud humana como

afecciones alérgicas, alteracion de la flora intestinal humana, intoxicaciones y el

desarrollo de resistencias a los agentes microbianos. (Darjaniva , 2012)
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También producen efectos toxicos a largo plazo directos por efectos
acumulativos, y son aquellos producidos por la utilizacion de antibioticos, en
condiciones terapéuticas. Se manifiestan en variadas formas clinicas como:
toxicidad en riiidn, higado, sangre, médula, oido, efectos teratogénicos,

carcinogénicos. (Martinez, 2009).

4.19.2 Efectos en laindustrializacion de la leche

La presencia de residuos de antibidticos afecta el proceso de
industrializacion de la leche, ya que la mayoria retardan o impiden el desarrollo
de las bacterias lacticas ocasionando mayores costos de elaboracion, de materia
prima y alteracion del programa de produccion, que implica una pérdida de

rentabilidad para la empresa. (Martinez, 2009)

Las bacterias acido lacticas Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus,
resultan ser de las mas sensibles a residuos de antibidtico. Las bacterias por
efecto presentan cambios morfoldgicos y pueden darse situaciones donde los
cultivos iniciadores sean remplazados por microorganismos indeseables,
provocando la inutilizacién del producto porgue se convierte peligroso para su

consumo. (Mora & Garcia, 2007)

Las caracteristicas organolépticas del producto como aroma, textura y sabor
pueden verse afectadas. Este Ultimo puede tornarse amargo por una excesiva
accion del cuajo. En la mantequilla el aroma también puede verse alterado. El
yogurt se caracteriza por adquirir una consistencia arenosa. Es necesario resaltar
que los residuos de antibidticos pueden enmascarar los controles microbiologicos

de la leche y por lo tanto los resultados seran erréneos. ( Martinez, 2009).

4.20 Regulacion nacional
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En Guatemala no existe una legislacion que norme el limite maximo
permisible de residuos de antibidticos en leche; sin embargo, se utiliza como
referencia para el intercambio internacional de alimentos, normas internacionales
como el Codex alimentarius el cual regula los niveles maximos permisibles de

residuos de antibiéticos en leche.

4.21 Regulacion internacional

Los niveles de tolerancia en alimentos en Estados Unidos (EEUU) son
determinados por la Administracion de Drogas y Alimentos (FDA), en la Unidn
Europea existe un Consejo Regulatorio (EEC) que establece los niveles de

tolerancia. (Martinez, 2009)

A modo de ejemplo, el cuadro 6 compara los limites maximos de residuos
para algunos antibiéticos Betalactdmicos en leche cruda en la Unién Europea y

los Estados Unidos.

CUADRO NO. 6 COMPARAC'IC')N DE LOS LIMITES MAXIMOS DE RESIDUOS
(LMR), DE LA UNION EUROPEA, Y LA FDA AMERICANA

Antibiéticos -

e e | e o) | FoA VAUl Ko
lechero
Penicilina 4 >
Ampicilina 4 10
Amoxicilina 4 10
Cefalexina 100 -
Ceftiofur 100 50
Cefapirina 10 20
Oxacilina 30 -

Fuente: Villar et al, 2012
(*)Consejo Regulatorio (EEC) No. 2377/90 and Amendments.
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(**) Code of Federal Regulations (21 CFR 556) and Centre for Veterinary Medicine
() LMR no establecido aun por la FDA

V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Materiales

5.1.1 Recursos humanos

« Estudiante investigador
« Asesores de la investigacion
« Encargado de la planta

5.1.2 Recursos biolégicos
e 18 muestras de leche
5.1.3 Recursos de campo
e Equipo de oficina (computadora, papel bond, lapiz, lapicero)

« Equipo personal ( mascarilla, cofia, guantes de latex, botas blancas)

e Vehiculo

5.1.4 Recursos de laboratorio

e Hielera

o Hielo

« Bolsas herméticas

e Muestreador de leche de acero inoxidable

» Pipeta de 450 Microlitros (uL) +/- 50 Microlitros (uL)

« Tubo de ensayo con pastilla reactivo de B-lactamicos
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e Snap ® de residuos de B-lactdmicos( Penicilina G, amoxicilina, ampicilina,
ceftiofur, cefapirina) en leche cruda

o Calentador Snap®

o Lector SNAPshot® DSR

5.1.5 Centros de referencia

o Biblioteca de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad San Carlos de Guatemala

o Laboratorio DSG (Desarrollo de Soluciones Globales)

« Direccién de Inocuidad por parte del Departamento de productos de origen
animal e hidrobioldgico (VISAR-MAGA).

5.2 Metodologia

V.2.1 Areade estudio

El presente estudio se realiz6 en una planta procesadora de lacteos,
ubicada en la Ciudad de Guatemala. La misma posee 18 proveedores,

distribuidos en distintos departamentos y municipios del area antes mencionada.

V.2.2 Diseno de estudio

Se define como estudio descriptivo de corte transversal.

V.2.3 Duracion del estudio

El estudio tuvo una duracion aproximadamente de 6 semanas, donde se
recopilo datos de los proveedores de la planta procesadora de lacteos y

posteriormente la toma de muestras.
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V.2.4 Seleccion de la procesadora de lacteos

La planta procesadora de lacteos seleccionada es una de las principales
distribuidoras de leche y productos derivados en Guatemala. El cual es abastecida
por diferentes fincas. La seleccion se hizo ya que dicha planta genera productos

de alta calidad y estuvo en total acuerdo para participar en dicho estudio.

V.2.,5 Codificacién de proveedores de la planta de lacteos

CUADRO NO. 7 CODIGO POR PROVEEDOR PARA MANTENER LA
CONFIDENCIALIDAD

Municipio Dolores

Numero de
Correlativo

Finca lechera

—— FL — 08-01-708-174<— Lugar el Chal

’_T

Departamento de Petén

Fuente: Elaboracion propia

Abreviacion: Proveedor de Leche Fluida/ Finca lechera (FL)
o Correlativo de la muestra

o Cadigos de los departamentos de Guatemala.

o Cadigos de los municipios de Guatemala.

e Cadigo del Lugar de la Finca
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5.2.6 Toma de muestras

Las muestras se recolectaron de los 18 proveedores de la planta, se hizo
tres muestreos a la semana de acuerdo a la programacion que ellos tenian
designada en dicha planta, el horario de la toma de muestra fue de 6:00a.m. A
3:00 p.m. del dia. Los meses de recoleccion de la muestra fueron en Abril y Mayo.

5.2.7 Procedimiento para latoma de muestras

La toma de muestra se rigié por la norma Guatemalteca COGUANOR NGO

34 046 H1 de toma de muestras de leche y productos lacteos (12 Revision).

o Antes de tomar la muestra se procedié a lavarse las manos con agua y
jabon antibacterial.

e Se coloco la bata, cofia y guantes de latex.

o Para la toma de muestra se utilizo bolsas estériles con capacidad de 500ml.
Estas fueron proporcionadas por el laboratorio de Desarrollo de Soluciones
Globales DSG). Se identifico6 por medio de la codificacién descrito
anteriormente.

e Se agitdé el tanque de enfriamiento: si el agitador estaba encendido al
momento de llegar a la planta se toma la muestra inmediatamente; en el
caso en que el agitador no estuviera funcionando se puso a funcionar el
agitador durante 5 minutos.

e Se abri6 la tapa del tanque y la bolsa hermética sosteniendo la tapa con la
misma mano.

e Luego se introdujo el cucharoén, previamente lavado y desinfectado.

e Se tomo la muestra introduciendo el cucharon estéril como minimo 15 a 20
cm por debajo del nivel de leche del tanque.

e Por ultimo se coloco la muestra dentro de la bolsa estéril identificada, se

cerr6 herméticamente y se introdujo dentro de una hielera.
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5.2.8 Entrega de muestras

Luego de recolectadas las muestras de cada proveedor, fueron trasportadas
en hieleras a una temperatura entre 0 a 4°C, a el laboratorio Desarrollo de
Soluciones Globales (DSG), ubicado en Ciudad San Cristébal zona 8 de Mixco
ciudad de Guatemala.

Posteriormente el laboratorio DSG (Desarrollo de Soluciones Globales)
realiz6 la prueba ELISA competitivo llamado Snap® Betalactam, con el fin de

detectar residuos de antibiéticos p-lactamicos en la leche cruda de vaca.

5.2.9 Descripcion del método

La prueba Snap® Betalactam es un ensayo cualitativo, de unién a un
receptor inmune asociado a una reaccion enzimatica. Es una prueba répida
aprobada por la Asociacion Internacional de Quimicos Analiticos Oficiales (AOAC)
en Estados Unidos, para la deteccion de residuos de penicilina G, amoxicilina,
ampicilina, ceftiofur y cefapirina, en leche bovina. Tiene un grado de sensibilidad y
especificidad del 100%, ya que los niveles minimos que detecta coinciden con los
limites maximos de residuos que pueden aceptarse en la leche segun normas

europeas.

Es un método que corresponde a un ensayo inmuno—enzimatico competitivo
en fase solida, basados en los principios de ELISA (“enzyme-—
linkedimmunosorbentassay”). Esencialmente, el residuo contenido en la muestra
compite con un residuo marcado enzimaticamente por los sitios activos que
ofrecen anticuerpos adheridos a una membrana especial de papel filtro. El residuo
marcado unido al sitio activo reacciona con un sustrato especifico, el que es

liberado en la segunda parte de la reaccion, desarrollando un color cuya
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intensidad es inversamente proporcional a la concentracion de residuos de

antibiéticos en la muestra.

Luego de algunos minutos, esta coloracion es comparada con el color de un
punto control, permitiendo definir una muestra positiva cuando su coloracion es
menor que la del control, ya que equivale a la menor unién del residuo marcado vy,

por lo tanto, mayor presencia de antimicrobiano en la muestra de leche.

El fabricante provee un lector colorimétrico (“Snap Image Reader”), para una

mayor exactitud de los resultados. ( Briones, 2005)

5.2.10 Procedimiento de preparacion de la muestra

o Agregar muestra: Usando la pipeta que viene en el kit SNAP, se tomo la
muestra hasta la linea marcada (450 Microlitros +50 Microlitros). Luego se
adiciona la muestra seleccionada al tubo de muestra que viene en el kit.

o Agitar: Suavemente se agit6 el tubo de 3 a 4 veces hasta disolver el pellet
azul que ahi se encuentra.

e Incubar: Se coloco el tubo en el calentador SNAP ya precalentado a una
temperatura de 45°C £5°C por 5 minutos.

« Adicionar muestra: Se adiciona todo el contenido del tubo al pozo muestra
de la correspondiente unidad SNAP.

o Presionar SNAP: Posteriormente se observd que la muestra se desplaza y
aproximadamente 30 segundos después comenz0 a desaparecer el circulo
de activacion. Cuando la mitad de este ha desaparecido, se presiona
firmemente hacia bajo la unidad SNAP hasta que se escuch6 el
caracteristico crujido ("SNAP")

e Terminar incubacion: Por Ultimo se volvio a colocar la unidad SNAP en el

calentador y se incubo por 4 minutos.(IDEXX Laboratories, 2011)
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5.2.11 Interpretacion de los resultados de la Prueba SNAP®

El kit Snap® Betalactam detecta penicilina G, amoxicilina, ampicilina,
ceftiofur, cefapirina, en leche cruda de vaca en concentraciones iguales o

inferiores a 4 ppb.

La interpretacion de los resultados se realizé con el lector SNAPshot® DSR
estos se muestran en la pantalla obteniendo si fuesen resultados negativos
concentraciones de <4ppb. Lo contrario si hubiesen resultados positivos, el
lector SNAPshot® DSR leeria y marcaria concentraciones superiores a 4 ppb.

Visualmente se interpretara los resultados de la siguiente manera:
« Resultado negativo: El punto de muestra es méas oscuro o igual que el
punto de control.
« Resultado positivo: El punto de muestra es mas claro que el punto de

control.

FIGURA NO. 3 INTERPRETACION DE RESULTADOS DEL KIT SNAP®

Resultado Pos:

Si ¢l punto de muestra ¢s mas

claro que ¢l punto de control

Fuente: IDEXX Laboratories, 2011
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5.2.12 Analisis de resultados

Se determind la presencia o ausencia de residuos de antibidéticos [-
lactamicos en leche cruda. Los resultados se estimaron por estadisticas

descriptivas como proporciones. La informacion se presenta con cuadros Y figuras.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

El presente estudio se llevo a cabo para determinar la presencia de residuos
de antibioticos Betalactamicos en leche cruda de vaca en una planta procesadora
de lacteos ubicada en zona 7 ciudad de Guatemala, recolectandose un total de 18

muestras directamente del tanque de enfriamiento.

En el cuadro no.8 se muestra los resultados obtenidos de analisis de

deteccién de antibiéticos Betalactamicos.

CUADRO NO. 8 RESULTADOS OBTENIDOS DE LA DETECCION DE
ANTIBIOTICOS BETALACTAMICOS EN UNA PLANTA PROCESADORA DE
LACTEOS EN LA CIUDAD DE GUATEMALA

_ Total de
Muestras Cantidad de Muestras %
muestras
Positivas 0 0 0
Negativas 18 100 18

Fuente: elaboracion propia
De las 18 muestras de leche analizadas un 100 % (n =18) dieron resultado

negativo a la prueba de deteccion de residuos de antibidticos Betalactdmicos,

utilizando el Kit de Snap® B-lactam.
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FIGURA NO. 4 DETERMINACION DE RESIDUOS DE ANTIBIOTICOS
BETALACTAMICOS EN 18 MUESTRAS DE LECHE CRUDA DE VACA

Porcentaje de muestras positivas y
negativas en la determinacién de
residuos de antibidticos betalactamicos
en leche cruda ; Guatemala 2016.

120%

100%

80%

Porcentaje 60%
40%

20%

0%

Positivas Negativas
Muestras de Leche

Fuente: Elaboracion propia

En la figura no. 4 se observa que el 100% de las muestras fueron negativas

a residuos de antibi6ticos Betalactamicos en leche cruda de vaca.

Se observan estos resultados ya que en la planta procesadora de lacteos,
las fincas tienen un manejo correcto de los medicamentos, utilizando adecuada-
mente el periodo de retiro al aplicar los antibiéticos al ganado. Asi mismo utilizan
los antibidticos solo cuando sus vacas padecen de alguna enfermedad y siempre

con la aprobacion de un médico veterinario.
Los residuos de antibiéticos en leche principalmente se dan por mal manejo y

uso irracional de los antibiéticos, no respetando su periodo de retiro, dosificacion,

via de administracion en el ganado. (Trujillo et al, 2003).
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Por otro lado cabe destacar que algunos estudios difieren en cuanto la
presencia de residuos de antibidtico en leche al relacionar la estacionalidad, y el
grado de contaminacion. Rodriguez & Mendoza mencionan que la época lluviosa
favorece al medio ambiente para el desarrollo de microorganismos patdgenos,
propiciando el desencadenamiento de la presencia de enfermedades en el ganado
de tipo respiratorias, mastitis, gastrointestinales y parasitarias. (Rodriguez &
Mendoza, 2011). Mientras que Martinez detalla en su estudio que no hay
asociacion entre la época del afio y la presencia de antibiético. (Martinez, 2009).
Por lo que es necesario realizar estudios en diferentes épocas del afio para

detectar residuos de antibiéticos en leche cruda de vaca.

En este estudio se utilizé una prueba llamada Kit de Snap® B-lactam, para la
deteccion de residuos de penicilina G, amoxicilina, ampicilina, ceftiofur y
cefapirina en leche bovina. Esta prueba consiste en un ensayo inmuno—
enzimatico, de tipo cualitativo como sefialan los autores Barreda & Ortez, ellos
destacan que existen diferentes métodos para la deteccion de residuos de
antibidticos en leche siendo los métodos cualitativos los que indican la presencia
0 ausencia del analito, por otra parte los métodos cuantitativos que son los que
permiten identificar la concentracion del analito presente en la muestra. (Ver
anexo 2). (Barrera & Ortez, 2012)

Es por ello la importancia de utilizar una prueba que sea de alta
especificidad y sensibilidad, y recomendable para futuros estudios el uso de una
prueba que cuantifigue inequivocablemente la concentracion y el tipo del

antibiotico presente.

Barreda & Ortez sefialan que actualmente existen varios estudios
realizados donde se determina la existia 0 no de residuos de antibiético B—
lactdmicos, al igual que el presente estudio se utilizé el mismo método de

identificacion para dichos estudios: “El método cualitativo llamado Kit Snap Beta-
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Lactam”. Dicho estudio fue en el afio 2009 en Peru, donde se hizo un analisis de
la leche cruda, se analizaron 40 muestras de leche cruda, dando como resultado
que el 40% de las muestras dieron positivas a residuos de antibidticos B-
lactamicos. (Barrera & Ortez, 2012). Asi mismo otro estudio realizado en
Guatemala, donde se analiz6 48 muestras de leche cruda, dando como resultado
1 muestra de leche positiva a residuos de antibiético B-lactamicos ( Martinez,
2009)

Existen otros estudios realizados, donde fueron utilizados otros meétodos
analiticos cualitativos, como detallan Rodriguez & Mendoza ,en el afio 2010 en
Nicaragua , utilizando para tal el método cualitativo llamado Beta Star Combo, en
donde se analiz6 48 muestras de leche cruda, dando resultados positivos 6
muestras a residuos de antibidticos Betalactamicos, (Rodriguez & Mendoza,
2011).

Estos estudios demuestran que existe diversidad de paises en donde hay
presencia de residuos de antibiéticos, y la variedad de métodos analiticos de tipo
cualitativo y cuantitativo que existen en el mercado. Por lo cual es de gran
relevancia la determinacion de residuos de antibiéticos en leche en la actualidad,
como también el conocimiento de los riegos que estos generan en la salud

humana y la industrializacién de la leche.
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VII. CONCLUSIONES

El 100% de las muestras recolectadas de la planta procesadora de lacteos
resultaron negativas a la presencia de residuos de antibidticos

Betalactamicos.
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VIll. RECOMENDACIONES

Es recomendable hacer otros métodos de deteccién que sean cuantitativos-
especificos, para la determinacion de residuos de antibiético en leche cruda
de vaca, como es el caso de la cromatografia liquida de alta presion
(HPLC).

Realizar analisis de diferentes antimicrobianos como es el caso de las
tetraciclinas para determinar la existencia de residuos de antibiéticos en

leche cruda de vaca.

Proporcionar capacitacion al personal que esta involucrado en tratamientos
con antibioterapia sobre el uso racional de los antibiéticos, cumpliendo con el
periodo de retiro, dosificacion, y asi evitar los efectos no deseados en la

salud humana y en la industrializacion de la leche.
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IX. RESUMEN

El presente estudio se realizd en una planta procesadora de lacteos ubicada
en la ciudad de Guatemala. El cual consisti6 en determinar la presencia de
residuos de antibidticos Betalactamicos en leche cruda bovina, dicho estudio es de
gran importancia dado que los residuos de antibidticos en leche provocan serios

problemas en la salud publica y asi mismo en la industrializacion de la leche.

El disefio del estudio fue descriptivo de corte transversal, se trabajo con 18
muestras de leche bovina, recolectadas en la planta procesadora de lacteos,
utilizando para la recoleccion de muestras la norma Guatemalteca COGUANOR
NGO 34 046 H1. Posteriormente enviadas al laboratorio Desarrollo de Soluciones

Globales (DSG), para la realizacién de la prueba.

La determinaciébn de residuos se realizd a través de un ensayo
inmunoenzimatico llamado Snap B-lactam, esta es una prueba rapida cualitativa,
aprobada por la Asociacion Internacional de Quimicos Analiticos Oficiales (AOAC)
en Estados Unidos, para la deteccion de residuos de penicilina G, amoxicilina,

ampicilina, ceftiofur y cefapirina, en leche bovina.

Los resultados que se obtuvieron fueron que el 100% (n=18) de las muestras
estan libres de residuos de antibioticos Betalactamicos, esto es indicativo de un
correcto manejo de los antimicrobianos, concluyendo que la leche de dicha planta
esta dentro del limite permitido por el Codex alimentarius , y no representa ningun

tipo de riegos para la poblacion Guatemalteca.
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SUMMARY

The present study was conducted in a dairy processing plant located in the
city of Guatemala. Which was to determine the presence of residues of Beta-
lactam antibiotics in raw milk bovine, this study is of great importance given that
residues of antibiotics in milk causes serious problems in human health and in the

industrialization of the milk.

The study design was descriptive and cross-sectional, is working with 18
bovine milk samples, collected in the dairy processing plant , using of the collection
of samples the Guatemalan COGUANOR NGO 34 046 H1 standard. Subsequently
send to the laboratory development of global solutions (DSG) for the conduct of the

test.

The determination of residues was made through a competitive enzyme-
linked immunosorbent assay called snap-B lactam, this is a quick test qualitative,
approved by the international association of official analytical chemist (AOAC) in
the United States, for the detection of the residues of penicillin G, amoxicillin,

ampicillin, ceftiofur, and cefapirina in bovine milk.

The results obtained were that the 100% (n=18) of the samples are free of
residues of Beta-lactam antibiotics, this is a indicative of a correct management of
antimicrobials, concluding that the milk of the plant is within the limits allowed by
the Codex alimentarius, and does not represent any kind of risks for the

Guatemalan population.
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40



CUADRO NO. 9 CONTROL DE RESULTADOS

No. de No. de codigo de Resultado de Interpretacion
correlativo lafinca Laboratorio
1 FL-01-01-034-174 <4 ppb* Negativo
2 FL-02-01-024-001 <4 ppb* Negativo
3 FL-03-01-024-001 <4 ppb* Negativo
4 FL-04-02-101-001 <4 ppb* Negativo
5 FL-05-01-027-034 <4 ppb* Negativo
6 FL-06-01-027-029 <4 ppb* Negativo
7 FL-07-01-028-017 <4 ppb* Negativo
8 FL-08-01-708-019 <4 ppb* Negativo
9 FL-09-04-003-001 <4 ppb* Negativo
10 FL-10-05-009-001 <4 ppb* Negativo
11 FL-11-03-008-001 <4 ppb* Negativo
12 FL-12-02-007-065 <4 ppb* Negativo
13 FL-13-05-008-040 <4 ppb* Negativo
14 FL-14-04-006-071 <4 ppb* Negativo
15 FL-15-01-028-001 <4 ppb* Negativo
16 FL-16-03-004-084 <4 ppb* Negativo
17 FL-17-02-101-001 <4 ppb* Negativo
18 FL-18-01-001-012 <4 ppb* Negativo

Fuente. Elaboracién propia

*ppb: partes por billon

41




FIGURA NO. 5 METODOS MAS USADOS PARA DETERMINAR LA
PRESENCIA DE RESIDUOS DE ANTIBIOTICOS

Técnicas
Cromatogréficas

(HPLC, HPCG)

Métodos enzimaéticos,
inmunoenzimaticos, unién a
receptores

Métodos
Cualitativos

(Beta- Star, Charm Rosa,
Penzym, Snap, Twinsensor)

Métodos
Microbiolégicos

(BRT, Blue yellow
Charm, Delvotest)

Fuente: Borras, 2011
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