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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo la determinacion de la
presencia de antibidticos en la leche bovina cruda de hacienda recibida en el
centro de acopio Comparfia Ganadera S.A. Chimborazo. Los estudios se
realizaron en un laboratorio de analisis fisico-quimico acreditado de una
empresa procesadora de productos lacteos, localizada en el km 14.5 via a
Daule, Guayaquil — Ecuador; se utilizé un DCA (Disefio Completamente al
Azar) de 6 x 3 x 10, donde se obtuvo como resultado que la presencia de
betalactamicos es mas concurrente que la de tetraciclinas o sulfamidas. Los
parametros fisico — quimicos no se ven influidos en las muestras de leche
bovina cruda donde la presencia de antibidticos resulté con un ligero positivo
o completamente positivo, dando de suma importancia la deteccion de los
mismos. Se recomienda educar y difundir a través de campafnas
informativas, por parte de las personas que intervienen en el proceso de

produccion lechera.

Palabras clave: leche, antibiticos, tetraciclinas, sulfamidas, betalactamicos,

analisis.
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ABSTRACT

The present investigation had as objective determinate the presence of the
antibiotics in raw bovine milk taken on the collection center “Compainiia
Ganadera S.A. Chimborazo”. The studies were realized on an accredited
laboratory of a dairy processing company located in the km 14.5 via a Daule,
Guayaquil — Ecuador in a physical-chemical laboratory, it was used a CRD
(Completely Random Design) of 6 x 3 x 10. Where the result was that the
presence of beta-lactams is more concurrent than that of tetracyclines or
sulfamides. The physical - chemical parameters were not influenced in the
samples of raw bovine milk, where the presence of antibiotics resulted in a
slight positive or completely positive, giving very important the detection of
the same. It is recommended to educate and disseminate through
information campaigns, by the people involved in the dairy production

process.

Key words: Milk, antibiotics, tetracyclines, sulfamides, beta-lactams,

analysis.
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1 INTRODUCCION

La leche como alimento contiene muchos de los componentes que
tanto necesitamos durante nuestro desarrollo y crecimiento ya que nos
brinda nutrientes, por eso se recomienda ingerir leche o algun derivado

lacteo a las menos tres veces al dia.

El 76 % de la leche producida en el Ecuador proviene de la regién
sierra, siendo: Azuay, Canar, Cotopaxi, Chimborazo y Pichincha los mayores
productores. La provincia de Chimborazo produce con un total de
408 746 litros anuales'. Debido a esto, es importante determinar la calidad
de la leche en dicha parte de la regidn, para crear conciencia a los pequenos
y medianos productores para respetar el periodo de retiro y no perder la

produccion.

Los residuos de antibidticos que se puedan encontrar en leche cruda
juegan un papel muy importante para los consumidores ya que representa
un riesgo para la salud de los mismos. Por ello y debido a que en el Ecuador
se producen 5.4 millones de litros de leche al dia, se realizé la presente
investigacion para conocer el predominio de residuos de antibidticos que se
receptaron en el cantdon Guayaquil, entre los meses de mayo y julio del 2017,
en un laboratorio acreditado de una empresa procesadora de productos

lacteos.

Esta investigacidn propuso un analisis cualitativo por medio de tirilla,
ademas se complementd con un analisis cuantitativo que indicd la cantidad
en partes por billdon sobre litros que tuvo, mediante la utilizacion del equipo

“‘Readsensor” (Bélgica) y pruebas de calidad tradicional.

Con los antecedentes expuestos, el presente trabajo de investigacion
tuvo los siguientes objetivos:

' PRO ECUADOR
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1.1 Objetivo general
Determinar la calidad fisica, quimica y presencia de residuos de
antibiéticos en la leche cruda que se produce en pequefa escala en la

provincia de Chimborazo.

1.2 Objetivos especificos
e Determinar la presencia de tetraciclinas, sulfamidas y betalactamicos
de la leche cruda recibida en el centro de acopio “Compainiia
Ganadera S.A. Chimborazo”.
e Establecer los parametros fisico-quimicos de la leche cruda de

acuerdo a lo establecido en la norma INEN 09.
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2 MARCO TEORICO

21 Laleche

Segun Revilla (1982, p. 10) la leche cruda o leche entera, es una
secrecibn mamaria libre de calostro, que mantiene sus componentes
originales, sin embargo, la FDA (Food and Drugs Administration, 2014) nos
indica que la leche cruda es aquella que proviene de las vacas y que no ha
sido tratada mediante un proceso de pasteurizacion para eliminar una gran

cantidad de bacterias dafinas.

2.2 Composicion de la leche

De acuerdo con la FAO (2015) la leche nos aporta una gran cantidad
de nutrientes como proteinas y grasas, asi como también calcio, magnesio y
vitamina B12 siendo parte de una dieta equilibra; la leche y los productos
lacteos podran aportar mas y hacer mas diversas las dietas con respecto a

una de solo vegetales.

Siendo la leche una compleja mezcla de varias sustancias, estas se
podran encontrar en suspension o emulsidn y se representan en sustancias
definidas como, por ejemplo: agua, grasa, proteina, lactosa, vitaminas y
minerales. Siendo el agua el mayor componente que forma la leche con un
88 %, seguido de la grasa: 3.4 %, la proteina: 3.2 % y los minerales: 0.70 %
(Agudelo y Bedoya, 2015, p. 39).

2.3 Consumo per capita de leche en Ecuador

El consumo per capita de leche en nuestro pais es alrededor de
100 litros anuales, dando como resultados mayores ingresos a las familias
ecuatorianas. Para aumentar el consumo de lacteos o sus derivados, el
gobierno creara una planta procesadora de lacteos en la costa y en la sierra
(PRO ECUADOR, 2013).

17



El consumo de los derivados aumentara en promedio un 24 %
durante el periodo del 2012-2022 debido a la mayor capacidad adquisitiva de
la poblacidén en varios paises asi como también el aumento de la poblacion
(PRO ECUADOR, 2013).

2.4 Composicion nutricional de leche bovina

La leche, quimicamente hablando, es uno de los fluidos mas
completos que existen. Es una mezcla de distintas sustancias presentes en
emulsién y presentan las siguientes sustancias: agua, proteina, lactosa,

vitaminas y minerales (Aguledo y Bedoya, 2015, p. 40).
Dentro de las proteinas también podemos encontrar la caseina, que
es la proteina mas abundante de la leche, asi como también la albumina y la

globulina.

Tabla 1. Composicién nutricional de la leche

Nutriente (g) Bovino
Agua 88
Energia (Kcal) 61
Proteina 3.2
Grasa 3.4
Lactosa 47
Minerales 0.72

Fuente: Aguledo y Bedoya (2015)
Elaborado por: El Autor

2.5 Calidad de laleche
De acuerdo con la normativa NTE INEN 09 (2015, p. 3) para que la
calidad de la leche sea buena, debera cumplir con la los siguientes requisitos

que se mencionaran en la tabla a continuacion.

18




Tabla 2. Requisitos fisico-quimicos para la leche cruda

Requisitos Unidad min. max. Meétodo de
ensayo
Densidad
relativa:
a5 . 1029 1032 NTE INEN 11
a 20 9 1028 1033
Materia grasa % 3 ) NTE INEN-ISO
488
Acidez titulable
como _aC|do % 013 017 NTE INEN 13
lactico
Sdlidos totales % 11.2 ) NTE INEN 14
Sdlidos no % 8.9
grasos - -
Cenizas % 0.65 ) NTE INEN 14
punto de °c -0.536 0.512 NTE INEN-ISO
9 5764
Proteinas % 2.9 ) NTE INEN 16
Ensayo de Horas 4 NTE INEN 18
reductasa -
Para leche pasteurizada, no se coagulara por la adicién
Estabilidad de un volumen igual en a_IcohoI neutro de 75 %. ] NTE INEN 1500
proteica Para leche ultra pasteurizada, no se coagulara por la

adicién de un volumen igual en alcohol neutro de 78 %.

Presencia de

Negativo NTE INEN 1500
conservantes -
Presencia de Negativo NTE INEN 1500
neutralizantes -
Presencia de . NTE INEN 1500
Negativo

adulterantes

NTE INEN 2401

Fuente: INEN 09 (2015)
Elaborado por: El Autor
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2.6 Parametros fisico quimicos segun la INEN 09
2.6.1 Densidad relativa.
Segun lo expuesto por la INEN 11 en la determinacién de la

densidad relativa.

El correcto procedimiento para realizar la medicién o determinacion
de la densidad en leche cruda consiste en mantener la probeta inclinada
para evitar la formacién de espuma. Introducir la probeta en un bafo de
agua de tal manera que quede de 1 a 3 cm por debajo del nivel de la probeta
para luego estabilizar la temperatura de la leche y proceder a registrarla con
un termoémetro para luego sumergir el lactodensimetro suavemente hasta
lograr un punto de equilibrio; se aplica una pequefa rotacion para evitar que
se pegue a las paredes de la probeta y proceder a leer la medida
(INEN 11, 2012, p. 2).

Calculos
Segun la INEN 11 para calcular la densidad relativa se utiliza la
siguiente ecuacion:
dx = d + 0,0002 (t — 20)
Siendo:
dyo = densidad relativa a 20/20 °C;
d = densidad aparente a t°

t = temperatura de la muestra durante la determinacion, en °C.
2.6.2 Materia grasa.

Segun la INEN-ISO 488 (2014) en la determinacidén de grasa por el

método Gerber — butirdmetro.

20



El correcto procedimiento para determinar la materia grasa es
colocar 10 mL de acido sulfurico al 91 % en el butirometro, adicionar 1 ml de
alcohol isoamilico, agregar 11 mL de leche cruda y tapar. Colocar en
centrifuga a 50 °C durante 5 minutos. Transcurrido el tiempo se procede a
realizar la lectura respectiva, donde el minimo de grasa es de 3 %. Los

butirbmetros vienen regulados al porcentaje (INEN-ISO 488, 2014, p. 2-4).

2.6.3 Acidez titulable.
Segun lo expuesto por la INEN 13 en la determinacion de la acidez

titulable.

Para la determinacién de la acidez se coloca 20 gramos de la
muestra (leche) en un matraz Erlenmeyer y se diluye el contenido del matraz
con un volumen dos veces mayor de agua destilada y se agregan tres gotas
del indicador fenolftaleina. A continuacién se agrega lentamente la solucién
de hidréxido de sodio 0.1 N hasta conseguir un color rosa intenso facilmente
visible que luego desaparece. Se sigue afadiendo la solucién hasta que el

color rosa persista por al menos 30 segundos (INEN 13, 2012, p. 2).

Calculos
Segun lo expuesto por la INEN 13 para calcular la acidez se utiliza la

siguiente ecuacion:
VXN

ml—m

A =0.090 x 100

Siendo:

A = acidez titulable de la leche, en porcentaje en masa de acido lactico;

V = volumen de la solucidén de hidréxido de sodio empleado en la titulacién,
en cm®:

N = normalidad de la solucién de hidréxido de sodio;

m = masa del matraz Erlenmeyer vacio, en g;

m1 = masa del matraz Erlenmeyer con la leche, en g.

21



2.6.4 Estabilidad proteica.
Segun lo expuesto por la INEN 1500 en la determinacion de analisis

cualitativos para la determinacion de la calidad.

El método expuesto consiste en afadir cantidades exactas de
alcohol y de leche, por lo tanto se procede a colocar 5 mL de alcohol al 75 %
en un tubo de ensayo y se afladen 5 mL de la muestra de leche cruda, tapar
el tubo y agitar. Si no existe la formacibn de grumos, coagulos o
precipitacion, se reporta la prueba como negativa y se dice que esta

presenta una buena estabilidad proteica (INEN 1500, 2011, p. 1).

2.6.5Método de prueba de alizarina.
Segun lo expuesto por la INEN 1500 en la determinacion de analisis

cualitativos para la determinacién de la calidad.

El correcto procedimiento para la prueba de alizarina consiste en
afnadir a la leche una solucién de alizarina al 2 % en proporciones iguales, es
decir, colocar 5 mL de la leche en un tubo de ensayo y 5 mL de alizarina,
tapar y agitar. Para la expresion de resultados debemos tomar en cuenta lo
siguiente: si se producen coagulos y una coloracién amarilla, quiere decir
que la leche presenta una fuerte acidez y se reporta la prueba como positiva.
Si la leche a su vez presenta una coloracién lila 0 morado intenso, quiere
decir que la leche presenta sustancias neutralizantes (INEN 1500, 2011, p.
1-2).

2.6.6 Crioscopia.
Segun lo expuesto por la norma INEN-ISO 5764 (2013) en la

determinacién del punto de congelacién.

El procedimiento consiste en colocar entre 2 y 2.5 mL de la muestra
de leche cruda en los pocillos para crioscopio, se coloca dentro del equipo y

se presiona “‘START”. Se espera un determinado tiempo para que el equipo

22



arroje un resultado y se da la lectura correspondiente segun o que la
maquina nos indique. El resultado arrojado se expresara en miligrados
Celsius, siendo este menor de 512 se atribuye a crioscopia alta y mayor a
536 se atribuye a crioscopia baja. Entre menor sea el numero arrojado por la
maquina, es mayor la cantidad de agua presente que tendra la leche y

viceversa.

2.7 Concepto de residuos de antibiéticos en leche

Podemos denominar o aseverar que una leche posee residuos de
antibidticos cuando estas se encuentran fuera de los parametros
establecidos por el ente regulador. Esto ocurre cuando al animal se le
administra cierta sustancia quimica y no la libera del todo, sino que
permanece dentro de su organismo como metabolito (Mattar, Calderon,
Sotelo y Sierra, 2009, p. 579-583).

2.8 Antibiéticos usados en la industria pecuaria

Los antibidticos son compuestos quimicos producidos por
microorganismos que poseen la capacidad de inhibir el crecimiento o destruir
bacterias u otros microorganismos, incluyendo compuestos antimicrobianos

obtenidos por sintesis (Lamana, 2012, p. 46-50).

Estas sustancias se clasifican de acuerdo a tres familias:
e Tetraciclinas
e Sulfamidas

e Betalactamicos

2.9 Periodo de retiro

El periodo de retiro de los bovinos va a depender de la cantidad de
dosis aplicada y a su vez del antibidtico utilizado. En el caso de las
tetraciclinas el periodo de retiro es entre 28 y 35 dias en su totalidad pero la
leche para consumo humano puede ser consumida a partir del séptimo dia
(Hidalgo, 2008, p. 17).

23



En el caso de las sulfamidas el periodo de retiro en su totalidad es
de 10 dias aunque esto también dependera de la cantidad de dosis aplicada
debido a que se utilizan 5 mL por cada 10 kg de peso del animal (Ramirez,

Gutierrez, Gonzalez, Escobar, Castro, Diaz, y Noa, 2001, p. 39).

2.9.1 Antibidticos betalactamicos.

Dentro de los betalactamicos podemos encontrar las penicilinas las
cuales actuan inhibiendo la sintesis de la pared celular de la bacteria. El
tiempo de retiro puede variar segun el tipo de betalactamico que se utilice,
en muchos de los casos, dependiendo de la penicilina que se utilice, se
pueden observar residuos hasta después de 12 horas de administrado pero
en otros casos se debe esperar por lo menos hasta 14 6 20 dias para no
presenciarlos. La FDA tiene cero tolerancias en residuos de penicilina por lo
gue su uso en vacas lecheras no es recomendado ya que el tiempo de retiro
de la penicilina puede variar entre 20 y 30 dias respectivamente (Martinez,
2009).

2.9.2 Antibidticos tetraciclinas.

Las tetraciclinas son de uso muy comun, por lo tanto se debe llevar
un control muy riguroso en los tiempos de retiro. Las tetraciclinas ingresan al
organismo por difusion pasiva, es decir, cruzan la placenta, ingresan a la

circulacion fetal y se distribuyen en la leche (Martinez, 2009).

El periodo de retiro en la leche debe ser de por lo menos de dos a
tres dias pero si se utilizan varias dosis, este puede llegar hasta seis dias

para el retiro en la leche de ordefio (Garza e Hidalgo, 2015).

2.9.3 Antibidticos sulfamidas.

Estas sulfamidas tienen diferente periodo de retiro, por eso es muy
importante conocer sus tiempos de accion y su manera correcta de uso en
los animales. La Sulfametazina tiene un periodo de retiro de 96 horas en
leche, la sulfatiazol tiene un periodo de retiro de 72 horas en leche, la
sulfadimetoxina tiene un periodo de retiro de 80 horas en leche y la
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trimetoprim tiene un periodo de retiro de 24 a 48 horas en leche

(Dominguez, 2013, p.1).

2.10 Especificacion de los antibiéticos
Tetraciclinas: Las tetraciclinas, naturales o semi sintéticas, actuan
inhibiendo la sintesis de las proteinas bacterianas. Son bacteriostaticas, con

amplio espectro de actividad (Morején, Salup y Cué, 2003, p. 37).

Estigmatizadas tiempo atras por la frecuencia de microorganismos
resistentes, actualmente han renacido al recuperar sensibilidad e
incorporarse nuevos y mas activos componentes (Vicente y Pérez-Tallero,
2017, p. 122).

Sulfamidas: Las sulfamidas son antibidticos  sintéticos,
bacteriostaticos, de amplio espectro. Debido a su toxicidad y elevada
resistencia su uso actualmente es muy escaso (Vicente y Pérez-Tallero,
2017, p. 124).

Segun la concentracidn y el tiempo de permanencia de las mismas,
se podra clasificar en sulfamida de corta, intermedia y de larga accion. Son
de corta accion si luego de una dosis terapéutica la concentracion en sangre
se mantiene por encima de 50 pg/mL por menos de 12 horas después de la
administracion, de accién intermedia si ese nivel plasmatico es mantenido
entre 12 y 24 horas; y de larga accién si la concentracion indicada se
mantiene por mas de 24 horas después de la dosis administrada. Las
sulfamidas que no son absorbidas por el tracto gastrointestinal luego de ser
administradas se las considera una cuarta clase (Cordies, Machado, y
Hamilton, 1998, p. 16).

Betalactamicos: Los antibidticos B-lactamicos inhiben la sintesis de
la pared bacteriana constituida por peptidoglucano. El sitio de accidén de
estos antibidticos es la muramoilpentapéptido carboxipeptidasa, enzima
indispensable para el entrecruzamiento de la pared celular bacteriana
(Cruz y Diaz, 2010, p. 13).
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2.11 Efectos adversos en la salud del consumidor

El término antibidtico se refiere exclusivamente a los compuestos
quimicos producidos por microorganismos que poseen una capacidad
exclusiva para inhibir el crecimiento o eliminar bacterias
(Ramirez, el at, 2001, p. 38).

Los antibioticos que se encuentran dentro del grupo de los
betalactamicos como tal, inhiben la sintesis de la pared bacteriana y su
consumo podra producir reacciones adversas como:. erupciones
maculopapulares, urticariana, fiebre broncoespasmo, dermatitis exfoliativa,
sindrome de Stevens-Johnson y anaflaxia (Guerrero, Motta, Gamarra,
Benavides, Roque y Salazar, 2009, p. 79-80).

Por otro lado, las tetraciclinas atacan el ribosoma bacteriano, su
efecto es ejercido sobre un numero notable de bacterias gram positivas y
negativas, aerobias y anaerobias, ricketsias y espiroquetas. El consumo de
las tetraciclinas consiste basicamente en irritaciones digestivas por
administracion oral, dolor abdominal, nauseas, vomitos y diarrea, asi como
también podran producir fotosensibilidad por exposicidon cutanea al sol,

toxicidad hepatica o renal (Guerrero et al, p 79-80).

Las sulfamidas son una clase de compuestos bacteriostaticos de
origen sintético. Su mecanismo de accidén estd basado en la competencia
con el acido paminobenzdico durante la sintesis enzimatica del acido
dihidrofdlico de las bacterias. La ingesta de las sulfamidas representa un
gran riesgo debido a sus caracteristicas carcinégenas, ademas de promover
la frecuencia de bacterias resistentes a los antibidticos (Cordies, Machado, y
Hamilton, 1998, p. 16).
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2.12 Clasificacién de los antimicrobianos
Segun Cué y Morejon (1998) los betalactamicos presentan la

siguiente clasificacion:

Tabla 3. Clasificacion de los betalactamicos

Penicilinas

Betalactamicos Carbapenem

Monobactamicos

o Penicilina G
Penicilinas Naturales __
Penicilina V
Ampicilina
Aminipenicilinas Amoxicilina

Bacampcilina

Imipenem
Carbapenem
Meropenem
Aztreonan
Monolactamicos _
Nocardicina

Fuente: Cué y Morejon (1998).
Elaborado por: El Autor

Tetraciclinas:

Segun Jara, (2007, p. 49-55) las tetraciclinas son antimicrobianos de
amplio espectro, con actividad contra una gran gama de bacterias gram-
positivas y gram-negativas, aerobios y anaerobios, microorganismos atipicos
como Chlamydia sp., Rickettsia sp., Micoplasma sp., Borrelia sp.,
Treponema pallidum, Helicobacter pylori, Plasmodium sp. y algunas

micobacterias.
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Tabla 4. Clasificacién de las tetraciclinas segun su generacion

Clortetraciclina

Primera Generacion Oxitetracicliuna

(1948'1963) TetraCi.Clina _
Demetilclortetraciclina
Segunda Generacién Mg;?gg:'nn;
(1965-1972) : ~—
Minociclina

Tercera Generacién (1993) Glicilciclinas

Fuente: Torres, Oliva, del Pozo y Fong (2001).
Elaborado por: El Autor

Sulfamidas:

Las sulfamidas fueron los primeros agentes antibacterianos en el
tratamiento del hombre y a su vez de los animales en general. Las
sulfamidas se basan en la inhibicién de la sintesis delos &cidos nucleicos
para inferir en la sintesis del acido félico. Las sulfamidas se clasifican en
cuatro grupos. Las sulfamidas de accidn corta presentan absorcion y
excrecidn rapida con un tiempo de vida de cuatro a siete horas

(Sanchez, Saenz, Pancacorbo, Lanchipa y Zegarra, 2004, p.14).

Las principales sulfamidas son las siguientes:
e Sulfametazina
e Sulfatiazol
e Sulfadimetoxina

e Trimetoprim

2.13 Antibiéticos y embarazo

Para la prescripcidn de antibioticos para una mujer embarazada se
debe tener en cuenta las modificaciones que sufren los medicamentos
durante el periodo de gestacion, la mayor cantidad de antibioticos se pueden
utilizar durante el embarazo pero a su vez existen alternativas ya que no

todas son benéficas para el feto o la madre (Gnansia, 2012, p 1-11).

28




Sin embargo Torres et al. (2001) nos indica que no se deben utilizar
mas de dos antimicrobianos y no administrarlos sin conocer riesgos.
También indica que hay antibidticos que pueden ser utilizados durante el
primer trimestre de gestacidon mas no en las etapas finales como lo es la
tetraciclina que puede causar malformacion éseo dental y una coloracion

grisacea en los dientes.

La FDA clasifica a los antibidticos por categorias siendo estas las

siguientes: (A, B, C, D y X) en el embarazo.

Tabla 5. Categoria de los antibi6ticos

CATEGORIA SIGNIFICADO

Estudios controlados en mujeres no han
evidenciado riesgo fetal durante el
A primer trimestre del embarazo, por lo
cual se considera remota la posibilidad
de dario al producto.

Estudios de reproduccion en animales
no han revelado riesgo fetal, pero se
carece de estudios controlados en
mujeres embarazadas; 0 bien estudios
B de reproduccién en animales han
mostrado un efecto adverso que no ha
podido confirmarse en  estudios
controlados durante el primer trimestre
del embarazo.

Estudios en animales han demostrado
efectos adversos en el feto y no se
C dispone de estudios controlados en
mujeres; 0 no se cuenta con estudios en
mujeres ni animales.

Existen pruebas de riesgo fetal humano,
pero los beneficios de su uso en
mujeres gestantes pueden ser
aceptables a pesar del riesgo.

En seres humanos han puesto de
relieve alteraciones fetales, o hay
pruebas de riesgo fetal basadas en la
X experiencia en personas, 0 ambas. El
riesgo de su empleo en la mujer
gestante sobrepasa claramente
cualquier posible beneficio.

Fuente: FDA (2014)
Elaborado por: El Autor
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Tabla 6. Clasificacién de los antibioticos segun su categoria

ANTIMICROBIANO CATEGORIA
Betalactamicos B
Sulfamidas ByD
Tetraciclinas D

Fuente: FDA, (2014)
Elaborado por: El Autor

2.14 Riesgo en la lactancia materna

Se puede decir que todos los antibidticos son excretados por la
leche materna en mayor o menos proporcion, esto dependera de la
hidrosolubilidad y la capacidad de ionizacién. Generalmente las cantidades
de los antibidticos no suelen ser de altas concentraciones, en ciertas
circunstancias pueden aparecer reacciones adversas (Torres, et al., 2001, p
82).

Tabla 7. Efectos de los antibiéticos en la lactancia

Antibiéticos Consecuencia
Tetraciclinas Riesgo de alteraciones 6seo dental
Betalactamicos Riesgo de sensibilizacion
Sulfamidas Riesgo de aplasia medular

Fuente: Torres, et al (2001)
Elaborado por: El Autor

2.15 Clasificacién de los antibiéticos segin su mecanismo de accién
Podemos clasificar a los antibidticos segun su mecanismo de acciéon

sobre la estructura bacteriana:

e Betalactamicos: Inhibicion de la sintesis de la pared celular.
e Tetraciclina: Inhibicidén de la sintesis proteica.

e Sulfonamidas: Inhibicidn de la sintesis de acidos nucleicos.

Es importante saber el mecanismo de accién de cada antibiético
utilizado ya que sobre esto podemos tomar las acciones correctivas
respectivas para evitar tener una muestra de leche contaminada (Cordies,
Machado y Hamilton, 1998, p. 16).
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2.16 Importancia de los antibiéticos en la salud publica

Los residuos de antibidtico se podran encontrar en muy baja
concentracién y lo mas probable es que la ingesta regular de pequefas
cantidades de una misma sustancia pueda causar efectos adversos por

acumulacion (Parra, Pelaez, Londofo, Pérez y Rengifo, 2003, p. 22).

Uno de los problemas que representa la ingesta de una leche con
antibidticos son reacciones de tipo alérgicas, las cuales se generan en el
reticulo endotelial contra la droga administrada que actua como antigeno
(Barrera y Ortez, 2012, p. 8).

A su vez, pueden desencadenar problemas alérgicos, el origen de
microorganismos patdgenos que sean resistentes y modificaciones en el

comportamiento de la flora intestinal (Ramirez, et al., 2001).

La OMS establece que para el caso de administracion oral de 40
micro litros de penicilina, esta dosis puede provocar graves reacciones, lo
que permite suponer que no deberia permitirse la presencia de cantidades

trazas en la leche (Magarifios, 2000, p. 57).

2.17 Importancia de residuos de antibiéticos en la Industria Lactea

Los residuos antibiéticos en leche inhibiran los procesos necesarios
a nivel bacteriano para la elaboracion de los derivados como el queso y el
yogurt, se reduce la produccién de acidez y aroma durante la fabricacién de
la mantequilla y se retrasan procesos como la acidificacion, el cuajado y la
maduracién del queso, llegando incluso a inhibir completamente la
fermentacién en algunos casos o disminuyendo la retencidn de agua,

originando una textura blanda y sabor amargo (Gonzales, 2010, p. 106).

Por ejemplo, las bacterias empleadas en la fabricacién de yogurt,

L. bulgaricus y S. Termophillus resultaran ser mas sensibles a los

antibiéticos encontrados en la leche cruda y también afectan a todo proceso

industrial que involucre tratamiento fermentativo. Por efecto de los
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antibidticos, las bacterias presentan cambios morfoldgicos, provocando la
inutilizacién de un producto o que se convierta peligroso para su consumo
(Ortiz, Vera y Cayro, 2008, p. 141).

La gran mayoria de las empresas lacteas monitorean
constantemente la presencia de estos residuos en la leche que acopian,
inclusive son considerados dentro de su politica de pago para asi lograr
crear conciencia en los acopiadores y en los pequefios productores para que
puedan respetar el periodo de retiro del antibiotico utilizado (Ortiz et al., 2008
p. 142).

2.18 Uso adecuado de los antibiéticos en ganado lechero

El uso racional de los antibidticos implica la restriccion de los
mismos en casos justificados, elegir un farmaco con la duracion y dosis
adecuadas; ademas en muchos casos podria utilizarse algun antibiotico de
corto espectro y medicar unicamente a los animales enfermos y no a todo el
grupo de animales, asi, al hacer uso menos intensivo de antibioticos,
favorece a que las cepas susceptibles compitan con las resistentes,
asegurando un rapido retorno de la flora normal después del tratamiento
(Witte, 1999, p. 83).

La relacion entre el potencial de propagacion al hombre de los
agentes patdgenos resistentes a antibioticos o sus genes por el uso
antimicrobiano no parece estar claro. Por ello, se ha considerado importante
realizar una analisis intensivo de aquellos agentes microbianos que afectan

a los consumidores y su riesgo con la salud publica (Anadon, 2007).

2.18.1 Prevencién y tratamiento de enfermedades infecciosas.

Segun lo investigado por Cholca (2011), los sistemas de produccion
lechera al tener problemas e incidencias de enfermedades en animales en la
zona de Santo Domingo, se ha recurrido al uso de betalactamicos (39 %),
Aminoglucidos (27 %), Macrolidos (23 %), Tetraciclinas (7 %), Fenicoles
(3 %) y sulfamidas (1 %) (Cholca, 2011, p. 21).
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2.18.2 Estimulante de crecimiento.

De acuerdo la investigacion realizada por Aroca, €s comun que
animales empleados para la produccion de alimento (carne, leche, huevos),
en cierta etapa de su vida como el crecimiento y produccion reciban
determinados medicamentos, de estos es habitual la administracién de
tetraciclinas no solo para el tratamiento de enfermedades sino también como

promotores de crecimiento (Aroca, 2016, p. 22).

La presencia de antibidticos en mas bajas concentraciones o
concentraciones subterapéuticas, en mayor medida se ha visto reducida por
ser una practica catalogada como prohibida en algunos paises como los del
grupo de la Unidn Europea, aunque en ciertas partes aun se sigan usando

para este proposito (Aroca, 2016, p. 22).

2.19 Limite maximo residual

Es necesario establecer el LMR (Limite Maximo Residual) ya que los
antibiéticos son medicamentos los cuales pueden originar la presencia de
residuos en los alimento de origen animal al consumo humano (Cancho,
Garcia y Simal, 2000, p. 39).

El LMR se define como aquella concentracion que resulta aceptable
en los tejidos comestibles del animal hacia el consumo humano. Los LMR
son fljados para cada animal y para cada tejido y de este modo lo valores de

toda sustancia activa queda fijado por un residuo marcador (Angelats, s.f).

2.20 Problemas tecnolégicos

La presencia de residuos de antibiotico afectara el proceso de
industrializacion de la leche, debido a que la mayor parte de los inhibidores
impediran el desarrollo de las bacterias lacticas, que podrian ocasionar
mayores costos de elaboracion, materia prima, la cual implicara una pérdida

de rentabilidad para la empresa (Parra et al., 2003).
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2.21 Mecanismo de reaccion

Trisensor es una prueba comparativa atrayente que incluye dos
receptores y anticuerpos en una sola operacion. Para realizar esta prueba se
necesitaran dos componentes. Un micropocillo que contiene las cantidades
determinadas de ambos receptores y anticuerpos enlazados con particulas
de oro. El segundo componente consiste en una tira indicadora constituida
por un conjunto de membranas con lineas de captura especificas
(Unisensor, 2016, p. 5).

Para que la prueba sea valida, la linea roja de control tiene que ser
visible al final de la segunda incubacién. Cuando la muestra no contiene
antibidticos, se produce un revelado de color en las lineas de captura
especificas, indicando la ausencia de los analitos buscados en la muestra de
leche. Por el contrario, la presencia de antibidéticos en la muestra no
provocara el surgimiento de la sefial de color en las lineas de captura

especificas (Unisensor, 2016, p. 6).

34



3 MARCO METODOLOGICO

3.1 Localizacion del ensayo

Para llevar a cabo el trabajo de investigacion, el muestreo se realizd
en el centro de acopio “Compania Ganadera Chimborazo S.A.; luego, la
leche fue transportada hacia la Provincia del Guayas, en donde se realizaron
los analisis en un laboratorio acreditado de una empresa procesadora de
productos lacteos, localizada en el km 14.5 via a Daule, Guayaquil —

Ecuador.

3.2 Condiciones climaticas de la zona

Chimborazo es una provincia que se encuentra ubicada a
4 995 m.s.n.m. cuyas temperaturas oscilan entre 4 y 16 °C (Meteoblue,
2016).

3.3 Metodologia de analisis

Los muestreos se realizaron en el centro de acopio; se muestred de
manera aleatoria a seis proveedores de leche cruda bovina de hacienda
para proceder a los analisis fisico-quimicos en Guayaquil, manteniendo una
buena cadena de frio. Los antibidticos que se identificaron fueron:

tetraciclinas, sulfamidas y p-lactamicos.

Para identificar los tres diferentes tipos de antibidtico que pudieron
estar presentes en la leche cruda, se usd el kit trisensor-KIT035, el cual
indico que tipo de antibidtico presentd positivo para la leche cruda, con la

ayuda de una incubadora a 40 °C.

3.4 Equipos, materiales y reactivos
Equipos:

e Incubadora a 40 °C
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e Readsensor
e Computadora

e Crioscopio

Materiales
e Micropipeta de 200 uL
e Puntas para micropipeta
o Tirillas trisensor
o Gradillas
e Tubos de ensayo
o Pipetasde 5y 10 mL
e Lactodensimetro
e Termometro
e Matraz
e Pera

e Probeta

Reactivos
e Micropocillos con receptores y anticuerpos
e Alizarina
e Alcohol

3.5 Combinacion de tratamientos

Tabla 8. Combinaciones de tratamientos

Tratamientos

Proveedores | T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10

P1 P1T1 | P1T2 | P1T3 | P1T4 | PAT5 | P1T6 | P1T7 | P1T8 | P1T9 | P1T10
P2 P2T1 | P2T2 | P2T3 | P2T4 | P2T5 | P2T6 | P2T7 | P2T8 | P2T9 | P2T10
P3 P3T1 | P3T2 | P3T3 | P3T4 | P3T5 | P3T6 | P3T7 | P3T8 | P3T9 | P3T10
P4 PAT1 | PAT2 | PAT3 | PAT4 | PATS | PAT6 | PAT7 | PAT8 | PAT9 | P4AT10
P5 P5T1 | P5T2 | P5T3 | P5T4 | P5T5 | T5T6 | P5T7 | P5T8 | P5T9 | P5T10
P6 P6T1 | P6T2 | P6T3 | P6T4 | PBTS | P6T6 | PET7 | P6T8 | P6T9 | PET10

Elaborado por: El Autor
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3.6 Variables a evaluar
3.6.1 Antibioticos.
e Tetraciclinas
e Sulfamidas

e Betalactamicos

3.6.2Fisico-quimicos.
e Densidad
e Acidez
o Estabilidad proteica
e Neutralizantes
e Crioscopia

e Materia Grasa

3.7 Disefo experimental
Durante el desarrollo del ensayo se utilizé un Disefio Completamente
al Azar (DCA) con un arreglo factorial 6x3x10, con seis tratamientos y diez

repeticiones.

3.8 Modelo matematico

Ti = ak + yl + Zkl
Dénde:
7i = tratamientos
ak = factor A
yl = factor B

> kl = interaccion AB

3.9 Analisis funcional

Para realizar las comparaciones del promedio de los tratamientos se
utilizé la prueba de rangos multiples de Duncan al 5 % de probabilidad y
polinomios ortogonales lineal y cuadratico para las determinaciones

quimicas.
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3.10 Manejo del ensayo
Para la elaboracion del ensayo se realizaron las siguientes

actividades:

e Recepcion de materia prima
e Analisis fisico-quimicos
e Analisis de antibidticos

e \aloracién de los resultados obtenidos

3.10.1 Recepcion de materia prima.

La materia prima fue adquirida en el centro de acopio “Companiia
Ganadera Chimborazo S.A.” e ingresada en el laboratorio acreditado de una
empresa procesadora de productos lacteos de la ciudad de Guayaquil; se
utilizaron seis muestras de un litro aproximadamente, las cuales fueron
refrigeradas a 4 °C, todos los dias lunes durante todo el periodo

correspondiente al presente estudio.

3.10.2 Analisis fisico-quimicos.

Una vez refrigeradas y pasadas dos horas de la recepcidn, las
muestras fueron analizadas en forma fisica y quimica con las siguientes
pruebas: densidad, acidez titulable, materia grasa, estabilidad proteica,
neutralizantes y crioscopia. Todos los analisis fueron realizados bajo lo
establecido en la normativa NTE INEN 09.

3.10.3 Analisis de antibiético.

Para realizar el analisis cualitativo de antibidticos se procedid a
utilizar las tirillas TRISENSOR (Bélgica) las cuales determinaron la
existencia o ausencia de dichos antibidticos (tetraciclinas, sulfamidas y

betalactamicos).
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3.10.4 Valoracién de los resultados obtenidos.
El analisis cuantitativo fue realizado con el equipo READSENSOR

(Bélgica).
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Analisis de antibidticos
4.1.1 Resultados de tetraciclinas.
Se puede observar en la Tabla 9 como el CV (Coeficiente de

Variacién) presenta un valor de 12.10 %.

Segln los resultados de tetraciclinas, el tratamiento que obtuvo las
mejores caracteristicas es el T-5, donde la media mas alta es de 1.91 ppb
(partes por billébn) debido a la menor concentracién de este antibidtico en la

leche bovina cruda analizada.

Como se observa en la Tabla 11, se demostr6 que no existio

varianza significativa (P= 0.1198).

Los resultados de la presente investigacion, son contrarios a lo
presentado por Diaz (2008, p. 49) en donde mostr6 como resultado de su
investigacién la presencia de antibiéticos en leche procesada vy

comercializada en la ciudad de Riobamba.

Tabla 9. Andlisis de varianza, tetraciclinas

Variable N R2 R2Aj cv

Tetraciclina 60 0.15 0.07 12.10 N6

Fuente: InfoStat
Elaborado por: E Autor

Tabla 10. ANDEVA, tetraciclinas

F.v SC Gl CM F p-valor
Modelo 0.43 5 0.09 1.85 0.1198
Tratamiento 0.43 5 0.09 1.85 0.1198
Error 2.49 54 0.05
Total 2.92 59

Fuente: InfoStat
Elaborado por: B Autor
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Tabla 11. Test Duncan, Tetraciclinas

Tratamientos Medias N E.E
4 1.64 10 0.7 A
6 1.76 10 0.7 A B
1 1.78 10 0.7 A B
2 1.83 10 0.7 A B
3 185 10 0.7 A B
5 191 10 0.7 B

Medias con una letra en comin no son significativamente diferentes (p> 0,05)

Fuente: InfoStat
Elaborado por: E Autor

4.1.2 Andlisis de sulfamidas
Se puede observar en la Tabla 12 como el CV (coeficiente de

Variacién) arrojé un valor de 7.26 %.

Segun los resultados de sulfamidas obtenidos, el tratamiento que
obtuvo las mejores caracteristicas es el T-4, el cual obtuvo la media mas alta
de 191 ppb (partes por billén) debido a la menor concentracion de este

antibiético en la leche bovina cruda analizada.

Como se observa en la Tabla 13, se demostr6 que no existio

varianza significativa (P= 0.2242).

Con respecto a otras provincias del Ecuador, distintas
investigaciones han dado a conocer varios resultados. Reyes (2017) indic6
que empleando el mismo método de deteccion de antibidtico (TriSensor)
obtuvo un resultado de 0 % de la presencia de sulfamidas en la parroquia
Cumbaratza, Zamora Chinchipe, lo cual coincide con los resultados de la

presente investigacion.

Tabla 12. Analisis de Varianza Sulfamidas
Variable N R2 R2Aj cv

Sulfamidas 60 0.12 0.04 7.26

Fuente: InfoStat
Elaborado por: E Autor
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Tabla 13. ANDEVA, Sulfamidas

F.v SC Gl CM F p-valor
Modelo 0.13 5 0.03 1.44 0.2242
Tratamiento 0.13 5 0.03 1.44 0.2242
Error 0.95 54 0.02
Total 1.08 59

Fuente: InfoStat
Elaborado por: B Autor

Tabla 14. Test Duncan, sulfamidas

Tratamientos Medias N E.E
3 1.79 10 0.04 A
1 181 10 0.04 A
S 1.83 10 0.04 A
2 1.85 10 0.04 A
e 191 10 0.04 A
4 191 10 0.04 A
Medias con una letra en comuin no son significativamente diferentes
(p> 0.05)

Fuente: InfoStat
Elaborado por: E Autor

4.1.3Anélisis de betalactamicos.
Se puede observar en la Tabla 15 como el CV (coeficiente de

Variacién) arrojé un valor de 18.81 %.

Segln los resultados de betalactamicos obtenidos, el tratamiento
que obtuvo las mejores caracteristicas es el T-4 la cual obtuvo la media méas
alta de 1.51 ppb (partes por billén) debido a la menor concentracion de este

antibiético en la leche bovina cruda analizada.

Como se observa en la Tabla 16, se demostr6 que existié varianza

significativa (P= 0.0005).

Paguay y Coronel (2015) reportaron en la provincia del Azuay

Unicamente la presencia de betalactamicos con un porcentaje de 13.3 %,
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siendo superiores a los resultados del presente estudio ya que se encontrd

un 3 % positivo para betalactdmicos utilizando la misma metodologia de

andlisis.

Tabla 15. Andlisis de Varianza, Betalactamicos
Variable N R2

Betalactdmicos BQ QSS

Fuente: InfoStat
Elaborado por: E Autor

Tabla 1B. ANDEVA, Sulfamidas

F.v SC gl CM
Modelo 1.72 5 Q.HA
Tratamiento 1.72 5 Q.4
Error S.42 54 Q0B
Total 5.14 59

Fuente: InfoStat
Elaborado por: B Autor

Tabla 17. Test Duncan, betalactamicos

Tratamientos Medias n E.E
2 1.0B 1Q QOB
B 1.22 1Q QOB
1 151 1Q QOB
3 1.49 1Q QOB
S 151 1Q QOB
4 151 1Q QOB

R2Aj
Q.27
F
5.SS
5.SS
A
A B
B

Medias con una letra en comuin no son significativamente

diferentes (p> 0.05)

Fuente: InfoStat
Elaborado por: E Autor

4.2 Resultados de andlisis fisico-quimico

Cv
L
1B.B1

p-valor
QQQB
Q.QQB

O o000

Como se observa en la Tabla 18, se determiné que los residuos de

antibiéticos no afectan directamente a la calidad de

determinarlos se hace de suma importancia para las empresas.

4S5

la leche,

lo cual,



Tabla 18. Promedio de resultados fisico-quimicos de seis tratamientos

Analisis Promedio
Densidad 1 030.5
Acidez 14
Estabilidad proteica Negativo
Neutralizantes Negativo
Crioscopia 524 m°C -0.4 %
Materia grasa 3.4

Elaborado por: EL Autor
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5.1

5.2

5 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Con los resultados del presente trabajo, se puede concluir de que no
existid un uso indiscriminado de antibidticos en el tratamiento de
enfermedades a las vacas lecheras en las zonas de influencia del
centro de acopio durante el tiempo de anadlisis de la presente
investigacion.

El estudio efectuado reveld la presencia de penicilina en leche fresca
analizada, lo cual no repercute en la calidad, y la misma no podria
recomendarse para el consumo humano.

No existe un control sanitario para determinar la presencia de
antibiéticos en leche bovina cruda, por parte de las autoridades
pertinentes, pues ellas son las responsables de hacer cumplir lo

estipulado por la normativa INEN 09 para leche bovina cruda.

Recomendaciones

Realizar un control sanitario estricto y severo de la leche,
condenandose aquella que resulte contaminada con antibibticos, por
atentar contra la salud publica.

Educar y difundir a través de campanas informativas, por parte de las
personas que intervienen en el proceso de produccién lechera
exigiendo con rigor el cumplimiento del periodo de eliminacién del
antibidtico en las vacas tratadas.

Disponer de programas de muestreo adecuados y de métodos tanto
cualitativos como cuantitativos que permitan detectar los diferentes

antibiéticos.
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