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RESUMEN

La produccién de leche esta estrechamente relacionada con el uso de
medicamentos veterinarios con el propdsito de asegurar el rendimiento de los
animales en produccidn asi como para el tratamiento de patologias especificas.
Por ser la leche una fuente barata de proteina animal para la poblacion y por
carecer de informacion especifica de nuestro medio en relacidon a los periodos de
restriccion, se investigd el tiempo de la presencia de residuos en leche de
Cefalexina, Oxtitetraciclina, Estreptomicina con Penicilina G y Sulfadimidina con
Trimetoprim (TMP). Se procesaron 380 muestras obtenidas del rancho Cofradia
de la U. de G. vacas en produccién y sometidas a tratamtento terapéutico. Se
determind et tiempo de eliminacion en leche mediante los métodos microbiolégicos
de difusion en agar con pH 6, 7.5, 7.5 con TMP, pH 8 y la Norma Oficial Mexicana
F-425-83 “Determinacion de inhibidores microbianos en leche fluida® La muestra
se coloco en disco y cilindro para ambos metodos. Se registro tipo de farmaco, via
de administracion, dosis y numero de aplicaciones. Con los resultados obtenidos
se determind que el tiempo de eliminacién de Cefalexina en leche fue de 48 horas,
no coincidid con lo marcado por el laboratorio fabricante. Con Oxitetraciclina fue
de 72 horas en comparacion con el periodo marcado por el fabricante que fue de
60 horas. En el caso de Estreptomicina con Penicilina G existieron residuos en
leche hasta por 72 horas coincidiendo con lo marcado por fabricante, El tiempo de
eliminacién del Sulfato de Sulfadimidina con TMP fue de 60 horas en comparacion
con lo marcado por el laboratorio fabricante que indica 48 horas. En conclusién es
importante la aplicacién de métodos sensibles a la presencia de residuos de
antimicrobianos en leche y el desarrollo de investigaciones para verificar los
verdaderos tiempos de eliminacion en condiciones normales de terapeutica para el
beneficio de consumidores y productores de leche.



INTRODUCCION :

La produccidon animal de donde se obtienen los alimentos, de mayor valor
bioldgico para el hombre esta estrechamente relacionada con el uso de
medicamentos veterinarios y aditivos alimentarios entre otros compuestos, con el

proposito de asegurar y aumentar la productividad de los animales (Briones 1999,
Hapke 1997).

La terapia antimicrobiana ha sido utilizada en el manejo de la salud de los
animales productores de alimento por mas de 50 afios. Los antimicrobianos son
aplicados a vacas para el control de patologias por diferentes vias: oral,
intravenosa, intramamaria e intrauterina principalmente. Desafortunadamente
todas estas vias, en dependencia del medicamento utilizado pueden dejar
residuos de estas sustancias en la leche (Cullor 1994, FAOC/OMS 1991; Mitchell
1995).

La presencia de residuos de antimicrobianos en leche es indeseable por
muchas razones, entre otfras, porque pueden desencadenar reacciones de
hipersensibilidad en la poblacién, favorecen la ocurrencia de organismos
resistentes a los antimicrobianos e inhiben el proceso de fermentacion en

productos lacteos y carnicos (Coleman 1995, McEwen 1981, Sundolf 1998).

La presencia de residuos de antimicrobianos en leche, se atribuye
especialmente a la no observancia de las indicaciones sobre el uso adecuado de
los antimicrobianos, referente al periodo de restriccion (PR}, en el sentido del
tiempo que no debe ser consumida la leche de la vaca tratada segun las

instrucciones del producto.



Por tal motivo en diferentes paises han establecido PR oficiales y limites
maximos permitidos, que de acuerdo al tipo y concentracion del medicamento
presente en la leche no sera comercializada, en virtud de los diversos riesgos para
la salud del consumidor. (FAO/OMS 1996, Food and Drug Administration 1989,
Payne 1993, Ramirez 1994). Cuadro 1

Estos periodos de eliminacion son usualmente determinados en animales
sanos y generalmente en otros paises con otro tipo de razas y variedades a las
existentes en Mexico. Los parametros farmacocinéticos teman en cuenta las leyes

basicas de la cinética de farmacos en organismos vivos. El concepto de “cinética

de 18T, orden” consiste en que un medicamento aplicado a un organismo, pasara
de un lado a otro de la membrana celular en funcién de la cantidad del farmaco
presente dando como resultade que a mayor concentracién, mas cantidad del
mismo estara en los tejidos y en consecuencia el tiempo de eliminacion sera

mayor (Sumano y OQcampo 1996).

Para completar la eliminacion total de un farmaco es necesario que se
lleven a cabo procedimientos fisicos y quimicos en el organismo que consisten
en : Absorcidn, Distribucion y Biotransformacion para finalizar con la eliminacion.
Este dltimo procedimiento se realiza por diferentes vias: orina, heces, sudor,

saliva, leche, etc.

En términos generales la via de aplicacion influye en los diferentes
mecanismos de excrecion, que dependen de las leyes descritas para la
distribucion. Por lo tanto las velocidades de excrecion de los farmacos
dependeran de las propiedades hemodinamicas del individuo. Asi mismo seran
diferentes en los animales enfermos e incluso individuos sanos de la misma
especie (Britt 1999).



Bajo este principio en la eliminacion de antimicrobianos aplicados por via
intramamaria influye basicamente el pH de la leche ( 6.5-6.9 ) con respecto a la
sangre que es de 7.4 en donde los antimicrobianos alcalinos tenderan a

concentrarse en leche llegando a estar hasta 4.5 veces mas que en plasma (Van-
Eenenaam 1993).

Con el fin de evitar los residuos de antimicrobianos, la legislacidn vigente
en diferentes paises exige que en los productos farmacéuticos veterinarios
destinados a animales proveedores de alimentos para el hombre, se indique en
una leyenda el PR, el cual es necesario para que el animal elimine el

medicamento hasta un nivel en que se espera no tenga efectos nocivos (Andrew
1997; FAO/OMS 1996). (Cuadro 2)

Los pericdos de eliminacion de medicamentos dependen primordialmente
de la especie animal, principio activo, sal del farmaco, vehiculo, dosis, via de
administracion, frecuencia de administracion, duracion del tratamiento. Diversos
autores como Cullor (1994), Heeschen (1991), Mc.Ewen (1991), Owens (1997),
Sischo (1996), Van-Eenennam (1993), entre otros, han comprobado que estos se
ven influidos por multiples factores, por lo que se espéran periodos de eliminacion
parcialmente diferentes al PR sefalado por el [aboratorio fabricante ademas de
ciertas variaciones relacionadas con el clima, ya que la temperatura ambiental
influye en el metabolismo, afectando asi la velocidad del tiempo de eliminacion

por leche y por lo tanto alterando el PR.

Respecto a este punto Sumano (1995) sugiere por ejemplo que a los
aminoglucosidos como {a Estreptomicina aplicada por via intramamaria a la que
se le indica usualmente un PR de 4 y 13 ordefias se le hagan pruebas

individuales, ya que la eliminacion puede ser muy variable y prolongarse hasta por
36 dias.



La disponibilidad de meétodos analiticos para determinar con seguridad la
presencia de residuos de antimicrobianos en los diferentes sectores involucrados
en la produccion y transformacion de la leche deben poseer caracteristicas de
rendimiento necesarias para poder utilizarlos como metodos reglamentarios con e
fin de obtener datos cualitativos y cuantitativos que indiquen claramente los limites

minimos aceptables por la Organizacién Mundial de la Salud.

Un metodo microbioldgico de difusion en agar inoculado con un
microorganismo sensible a sustancias inhibidoras es Util su aplicacion como tamiz
para evidenciar la presencia de residuos, sin especificar tipo y concentraciones de
antimicrobianos, éste puede aplicarse para establecer el tiempo de eliminacion
por leche (I.D.F. 1991, Musser 1999, Thornsberry 1997). Aunque carecen de
especificidad, los métodos de tamizaje microbioldgicos, permiten detectar un
amplio rango de grupos de antimicrobianos en corto tiempo (24 horas) vy

comparado con otros métodos, a un bajo costo (Guerrero 1997).

Actualmente diferentes organismos internacionales asi como en la
investigacién de |a presencia en la leche de residuos antimicrobianos en leche en
varios paises de Europa aplican procedimientos de difusién en agar con B.

stearothermophilus como cepa de prueba métodos diversos(Walter 1999).

Existen métodos analiticos muy sensibles como la Cromatografia de gases
(CG), Cromatografia de Liquidos (HPLC) y Electroforesis que determinan
cuantitativa y cualitativamente antimicrobianos y sus metabolitos presentes en

leche, aln en muestras con multiples residuos (Argawal 1992).

Es importante considerar la verificacion de los PR de productos veterinarios
con el propdsito de comprobar que no existan residuos de antimicrobianos en
ieche posterior a la ultima aplicaciéon y tiempo de espera sefalado por el

laboratorio.



En un estudio se compararon los PR fijados por la F.D.A. de EU. y la
SAGARPA en Mexico y se llegd a la conclusidn de que muchos PR
equivalentes a las sustancias incluidas en sus férmulas no coinciden con
medicamentos registrados en nuestro pais, e inclusive alguncs no indican este

periodo en sus etiquetas (Amezquita y col. 1994). Cuadro 3.

En Inglaterra Hoog y col. en 1992 realizaron un estudio para la
determinacion del tiempo de eliminacion de inhibidores en leche aplicados por via
intramamaria, los resuftados obtenidos no coincidieron con el tiempo registrado en
los productos farmaceéuticos. La Penicilina en combinacion con la Estreptomicina
administrado en un tratamiento prolongado, tuvo un tiempo de eliminacion, 6 dias

mas de lo indicado.

En Mexico el control oficial del uso de medicamentos en la produccion
pecuaria y de residuos farmacoldgicos en alimentos de origen animal es
deficiente. Esto favorece que el productor pecuario no respete los periodos de
retiro teniendo como consecuencia la presencia de residuos en alimentos de
origen animal. El médico veterinario es quien debe de elegir el antibiético
especifico para cada eénfermedad, hacer las recomendaciones de uso adecuadas
para las vacas en produccién y sefialar con precision el periodo en que la leche
producida no es apta para consumo humano. Ademas de prescribir mediante
receta médica dosis, via y frecuencia de administraciéon debe indicar la duracion
del tratamiento para obtener un mayor control de los tipos de medicamentos

administrados y como ilevar un registro de las vacas tratadas.

La informacion farmacocinética es sumamente importante para predecir
cuando un medicamento debe de ser suspendido para asegurar concentraciones

no violativas del mismo en leche y tejidos de animales de abasto al tiempo de
sacrificio (Soriano 1996).



Diferentes estudios sefialan, que productos con el mismo principio activo y
concentracion, e incluso, con aparentemente la misma formulacidn no son
bicequivalentes por cierta manipulacion farmacéutica. Por lo tanto las indicaciones
terapeuticas y/o dosis recomendadas en su lugar de origen no siempre son
adecuadas para otro pais; pero sobre todo, su periodo de eliminacidon no podra
sefialarse con exactitud por extrapolacion de datos de los laboratorios fabricantes

al pais de exportacion (Herrick 1997).

Segun la legislacion sanitaria vigente en México, para considerar a los
alimentos de origen animal como aptos para consumo humano deben, entre otras
cosas, estar libres de residuos de medicamentos antibacterianos (Secretaria de
Salud 1999).

Algunos estudios en nuestro pais han evidenciado la presencia de residuos

de antimicrobianos en leche y su impacto en salud publica (Infante 1999 ).

La magnitud del problema se desconoce en Jalisco por la escasez de
~estudios v el deficiente control oficial en esta region, sin embargo, existen algunos
estudios por el Departamento de Salud Publica del Centro Universitario de
Ciencias Biologicas y Agropecuarias de la Universidad de Guadalajara en la que
reportan la situacion de la presencia de residuos de antimicrobianos en alimentos
de origen animal realizados por : Ramos 1992, Uribe 1993, Torres 1895, Guerrero
1997, Chavez 1998, Sanchez 2000.



Cuadro 1. Limites maximos permitidos en leche (MRL)})

Substancia MRL
farmacolégicamente activa (MG/Kg)
Bencilpenicilina 4
Amoxicilina 4
Cloxacilina 30
Sulfonamida 100
Espiramicina 200
Acido clavulanico 200
Eritromicina 40
Ceftiofur 500
Neomicina 500
Estreptomicina 200
Dihidroestreptomicina 200
Gentamiciana 100

Fuente: Wolter 1999

CUADRO 2. MEDICAMENTOS APLICADOS EN VACAS LECHERAS
Y SUS PERIODOS DE RESTRICCION

MEDICAMENTO

N° DE ORDENOS

POR ELIMINAR HORAS

AMPICILINA TRIHIDRATO 4 48
DIHIDROESTREPTOMICINA 4 48
ERITROMICINA 8 72
FUROSEMIDA 4 48
PENICILINA G PROCAINICA 4 48
PENICILINA G PROCAINICA

CON DIHIDROESTREPTOMICINA 4 48
SULFADIMIDINA 5 60

Fuente: Center for Veterinary Medicine 1989, vy

F.D.A. 1993 appendix 5.




CUADRO 3. PERIODOS DE RESTRICCION EN LECHE DE
MEDICAMENTQOS VETERINARIOS EN MEXICO Y E.U.

PR PR
MEDICAMENTO MEXICO* US.A™

AMPICILINA 3 4 DIAS
DIHIDROESTREPTOMICINA 4 4
ERITROMICINA 6 1.9
PENICILINA G PROCAINICA 0 4
SULFADIMIDINA 5 4
PENICILINA G PROCAINICA A
COMBINADA 5 4 "

PR: Periodo de restriccion
* Fuente: prontuario de especialidades veterinarias 14a. edicion 93 - 94. y
**Center of Veterinary Medicine cvm-memo 27. F.D. A, US.A. 1989



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA :

La industria lechera produce una gran variedad de alimentos que son
consumidos diariamente, como queso, yogurth y leche fluida entre otros, los
cuales deben cumplir con las normas especificas de calidad e inocuidad para que

sean reconocidos segun las normas correspondientes como “aptos para el

consumo humano".

La presencia de residuos de antibioticos en leche es un problema al que
se han enfrentado varios paises por mas de 4 décadas. En los paises
desarrollados se han establecido programas eficientes de control, capacitacion y
educacién de personas relacionadas con la produccion lactea, mediante

monitoreos y severas sanciones al infractor (infante 1999).

En México a pesar de la existencia de reglamentos y naormas oficiales
tendientes a controlar el problema de la presencia de residuos indeseables en los
alimentos de origen animal no se lleva a cabo un programa de control oficial que
especifique las medidas y sanciones a tomar para el infractor, por otra parte los
periodos de restriccion indicados en los farmacos veterinarios no son oficiales. Lo
que contribuye a que los ganaderos no observen adecuadamente los PR de los

antimicrobianos aplicados a vacas productoras.

Algunas empresas enfriadoras y procesadoras llevan un control mediante
diferentes metodos para la determinacién de residuos de antimicrobianos,

castigando el precio de la leche por la presencia de residuos al productor.

Una de las limitantes en México para que el control sanitario de
alimentos de origen animal pueda ser efectivo, es de orden estructural y esta
relacionada con la divisién artificial en las competencias legales que existen
en la vigilancia oficial entre la Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural,

Pesca y Alimentacion (SAGARPA), vy la Secretaria de Salud (S.S.) que fracciona
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la cadena alimenticia y de comercializacién, con lo que se pierde la integridad

necesaria para el abordaje objetivo (Ramirez 1994).

Los organismos oficiales del pais con competencia en la materia deben
tomar en cuenta dos grandes problemas que acarrea la aplicacion sin control de
antimicrobianos en animales proveedores de leche, el primero es el que
influye en Salud Publica:

a} Favoreciendo la proliferacion microorganismos resistentes, que en el caso
de patégenos impacta la terapéutica humana y veterinaria.
b) Cambios en la flora microbiana intestinal humana
c) Padecimientos alérgicos en personas sensibles.
(FAO/OMS 1996, Gustafson 1997, Tollefson 1897)

También existe un efecto negativo en la industria procesadora de leche,
que le causa elevadas pérdidas economicas por el desarrollo de baja acidez,
y por lo tanto la falta de coagulacién en productos fermentados; se estima

que por esta causa se pierden anualmente cientos de millones de pesos.
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JUSTIFICACION:

Los estudios farmacocineicos realizados por los laboratorios fabricantes de
medicamentos veterinarios tienen como objetivo determinar la accion del farmaco
en un organismo bajo condiciones controladas e identificar factores que influyen
en la absorcion, distribucion, biotransfornacion y de eliminacion. Los resultados
demostraran las caracteristicas clinicas del farmaco asi como la vida media vy

tiempo de eliminacion.

En Mexico existen empresas farmaceuticas de renombre internacional que
registran los tiempos de eliminacién de sus medicamentos obtenidos en el pais de
origen ante las autoridades correspondientes. Dado que las condiciones
intrinsecas y extrinsecas de los animales, son diferentes en nuestro pais de donde
se realizan los estudios del laboratorio fabricante para fijar los tiempos de
gliminacion, estos periodos tienden a cambiar en el proceso salud — enfermedad

de os animales {ratados.

Por lo tanto es imperativo desarrollar investigaciones de la cinética de
eliminacion en condiciones ambientales especificas de México, considerando las
caracteristicas internas y externas de los animales en donde se aplican
antimicrobianos para el control de patologias y poder determinar la presencia de
residuos en leche de vacas en produccion mediante métodos sensibles y

economicos.

Los resultados de este estudio seran de utilidad para el M.\V.Z. dedicado a
la practica veterinaria de bovinos productores de leche, y para las autoridades

comprometidas en el control respectivo.



HIPOTESIS

Si los periodos de restriccién de antimicrobianos en leche se han fijado en base a
estudios de otros paises efectuados con vacas sanas, y la farmacocinética es
influenciada por factores intrinsecos y exirinsecos del animal entre ellos el
proceso salud-enfermedad, entonces la velocidad de eliminacién dei
medicamento y por tanto el periodo de restriccion indicado sera diferente en vacas

enfermas en condiciones ambientales tropicales.



OBJETIVO GENERAL

Determinar la cinética de eliminacidén de antimicrobianos en leche aplicados con

fines terapeuticos a vacas comparando 2 métodos microbioldgicos de difusidn en

agar.
OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Determinar el periodo de eliminacion de 2 productos comerciales con sales

inicas : Monohidrato de Cefalexina y la Oxitetraciclina.

2.-Establecer el periodo de eliminacion de 2 productos comerciales con sales
combinadas : {a Penicilina G Procainica con Dihidroestreptomicina y la

Sulfadimidina con trimetoprim.

3.-Comparacion del metodo de la NOM-F-425-83 "Determinacién de inhibidores
en leche fluida" con el método microbicldgico de difusidn en agar con 4 placas con
medio de cultivo a un pM de 6, 7.5, 7.5 con 0.075 ppm de Trimetoprim y pH 8.



METODOLOGIA:

El presente estudio fue realizado en el area de Residuos Toxicos del
Departamento de Salud Publica del Centro Universitario de Ciencias Bioldgicas y

Agropecuarias de la Universidad de Guadalajara.

Muestreo y recoleccion :

Se tomaron muestras de leche en la Posta Zootécnica Cofradia de la
Universidad de Guadalajara de 26 vacas en preduccion, posterior a la ultima
aplicacion del tratamiento terapéutico con antimicrobianos (Cuadro 4). Fueron
registrados los siguientes parametros: dosis, via de administracién, tipo de

medicamento, frecuencia de administracion y duracion def tratamiento.

Cuadro 4. Registro de tratamientos terapéeuticos de vacas en produccion

ANTIMI- uso VIA DE FRECUENCIA DURACION DEL N° DE
CROBIANO |[TERAPEU-| APLICA- DEL TRATAMIENTO VACAS
TICO - CION TRATAMIENTO '
Cefalexina mastitis intramamari cada 24 horas 24 horas 4
a
Metritis Intrauterina
Oxitetraciclina | Endometritis cada 24 horas 24 horas 11
Neumonia Intravenosa cada 24 horas 72 horas 2
Sulfato de Mastitis
Estreptomi- e intramus- cada 24 horas 48 horas 7
cina con Intervencidn cular
Penicilina G quirurgica
procalnica
Sulfonato de _
Sulfadimidina Mastitis, Intramus- cada 24 horas 48 horas 2
con *TMP Metritis cular
Total 26

*TMP= Trimetoprim
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Fueron obtenidas un total de 380 muestras de leche. Cada muestra
represento la mezcla de los 4 cuartos de la glandula mamaria obteniéndose 20 mi
por vaca y por ordefio. El muestreo tuvo una duracion de 7 meses (Febrero a
Septiembre). Se tomaron muestras consecutivas cada 12 horas posterior a la

ultima aplicacion del antimicrobiano hasta obtener resuitados negativos de cada

vaca tratada

Transporte y conservacion de la muestras :

Las muestras se transportaron en frascos (libres de inhibidores)
previamente identificados y se conservaron entre de 4° y 7° C hasta su
procesamiento en el laboratorio. Las muestras que no fueron analizadas dentro de
fas primeras 24 horas de obtencion, se sometieron a congelacion de —20° C hasta

un tiempo maximeo de conservacion 72 horas.

Preparacion de placas para la deteccion de residuos de antimicrobianos:

Se aplicaron 2 métodos: La NOM-F-425-83 "DETERMINACION DE
INHIBIDORES EN LECHE FLUIDA" (SECOF! 1983) preparando las placas con las
siguientes caracteristicas: 3.05 grs de medio para antibiéticos N° 1 de Grove y
Randall® para 100 ml de agua destilada, ajustando el pH a 6, para vaciar en las

placas dejando gelificar a temperatura ambiente.

Para el metodo microbiolégico de difusion en agar de 4 placas
(Bundesanzeiger 1996) se prepardé el medio de cultivo en base a la siguiente

formula para preparar 100 mi del agar :

Peptona de caseina 0.34 grs.
Peptona de Carne 0.34 grs.
Cloruro de sodio 0.51 grs.
Agar bacteriologico 1.3 grs.
Agua destilada 100ml

Fosfato de potasio monobasico 0.01%
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El medio de cultivo para ambos métodos fue inoculado con Baciflus subtilis-
ATCC-6633 a una concentracion de 108 U.F.C.* / ml de medio

Se ajustd el pH con soluciones de HCI 10 N y con NaOH 10 N (Cuadro 5) y
se esterilizaron en autoclave a 121° C por 15 minutos para posteriormente ser
inoculados a una temperatura de 40-50° C con el B. subtilis para los 2 métodos

colocando 10 ml del medio inoculado en las diferentes placas.

Cuadro 5. Identificacién de placas

Placa pH del medio
1 8
7.5

2

3 7.5 con Trimetropim 0.075 ppm
4 8

5 6 (NOM-F-425-83)

Aplicacion de la muestra: _

Para el método de la NOM en 2 tubos de ensaye se aplicaron 2 ml de la
muestra para adicionarle 1 ml de solucién buffer N° 1 de fosfatos a pH 6 a cada
tubo. Se homogenizé la muestra. Se sometid un tubo con la solucién de la
muestra a proceso térmico de 80°C por tres minutos. En discos de papel filtro
Whatman N° 4 de 6 mm de didmetro se colocaron 10 pl de la solucidn con
muestra del tubo sin tratamiento térmico, identificandola como fria, y 10 pl de la
solucién de la muestra del tubo con tratamiento térmico que se identificd como
caliente, para colocarse en la placa identificada como NOM. En otra placa con el
mismo tipo de medio de cultivo se aplicaron las mismas soluciones de los tubos
(fria y caliente) 200 pl en cilindros de acero inoxidable estériles de 8X10mm.
(Figura 1)

U.F.C.*= unidades formadoras de colonias
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Para el método de Tetraplaca se tomaron directamente de las muestras 10
pl y se colocaron en disco de papel filtro Whatman N° 4 de 6 mm de diametro y
200 pl para colocarlos en cilindros de acero inoxidable de 8X10 mm sobre las

placas identificadas como pH 6, pH 7.5, pH 7.5 con Trimetoprim y pH 8. (Figura 1)

En cada placa se colocd un disco control con antimicrobiano estandar de
referencia como sigue: —
Penicilina G sddica® 0.01 Ul/disco en el medio ajustado a pH 6 y para la NOM.
Sulfato de Estreptomicina® 0.5 g en el medic de cultivo ajustado a pH 8.

Sulfametoxazole® 0.5 pg en el medio de cultivo ajustado a pH 7.5 y en el medio
de pH 7.5 con TMP.

Los resultados se obtuvieron a las 24 horas de incubacion de 33° a 35°
C. Se registrd la medida del halo de inhibicién bacteriana en mm y el pH del medio
de cultivo. Se verificd que los discos control presentaran halos de inhibicion de 5 a
10 mm. El halo se midid del borde del disco y cilindro al limite de la inhibicién. Se
consideraron como paositivas las muestras con un halo mayor de 1 mm tanto en

disco como en cilindro.
Evaluacién de los resultados :

Se registraron los resultados positivos por muestra en base al
medicamento, dosis y via de aplicacién para obtener un promedio en mm de los
halos de inhibicion. Se aplicé el método estadistico de Analisis de Varianza para

todos los datos y valorar su significancia estadistica.

Ademas se comparo el tiempo obtenido de eliminacion del medicamento
con lo indicado por el laboratorio fabricante y los datos oficiales de la F.D.A.
(F.D.A. 1989, F.D.A. 1993)
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Fig. 1 Procedimiento de obtencion y analisis de la muestra.
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RESULTADOS:
MONOHIDRATO DE CEFALEXINA;

Este medicamento se aplicd como tratamiento para mastitis por via
intramamaria a una dosis de 500 mgs por un dia por cuarto afectado en 4 vacas.
Se obtuvo un periodo de eliminacién de 48 horas en los métodos de 1a NOM y

Tetraplaca.

Los promedios de halos de inhibicién con fa NOM en disco y cilindro se
pueden observar en el cuadro 6 en donde a las 24 horas se registraron los halos
de mayor inhibicidn. En la Grafica 1 se muestra la relacion de inhibicién de las

muestras en disco y cilindro con el tiempo de eliminacion.

Cuadro 6. Eliminacion en leche del Monohidrato de Cefalexina
(método de la NOM') aplicado por via intramamaria

Muestra en disco Muestra en cilindro
Tiempo en (X mm)2 (X mm)2
Horas

Frio Caliente | Frio Caliente
12 3 0 0 0
24 7 7 11 12.5
36 5 5 7 7
48 0 0 0 0

NOM'= Norma Oficial Mexicana
(X mm)?2 = Promedio en milimetros
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Grafica 1. Periodo de eliminacion en leche del
Monohidrato de Cefatexina (método de Tetraplaca)
aplicado por via intramamaria

NOM*=Norma Ofictal Mexcana ] D*=0isco
C*=Cilindro

En el cuadro 7 se puede observar tos halos inhibicion determinados con el

meétodo de Tetraplaca en disco y cilindro en los diferentes pH. Se registraron
halos de mayor inhibicion a las 24 horas en disco en ol pH con TMP y pH 8, las
muestras colocadas en cilindro se detectaron halos en los 4 pH, no se obtuvieron
resultados positivos a las 60 horas. En la Grafica 2 se puede visualizar el
comportamiento de las muestras colocadas en disco y cilindro asi como el tiempo

de [a presencia de residuos de este medicamento en relacion con los pH.
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Cuadro 7. Eliminacion en leche del Monohidrato de Cefalexina
(método de Tetraplaca)! aplicado por via intramamaria

Muestra en disco Muestra en cilindro
Tiempo en {(Xx mm )! (X mm )!
horas
pH pH

6 7.5 | TMP2 | 8 6 [ 7.5! TMP* 3
12 0 0 0 0 0 0 0 0
24 0 0 7 1 4 6 5 1
36 5 4 4 5 5 7 7 6
48 2 2 2 1 2 2 0 1
60 0 0 0 0 0 0 0 0

( X mm)'=Promedio en milimetros
TMP2 = pH 7.5 con 0.075 ppm de Trimetoprim

g CILINDRO
| mmmpH 6
= 7
E . EEApH 7.5
g CpH TMP*
25 :
2 . E=DpH 8
8 4 . DISCO
E ; . O pH 6
e | el pH 7.5
2 :
% | ~=lr=pH TMP*
T 1 !
| =—pH 8

Tiempo en horas
Grafica 2, Periodo de eliminacion en leche del Monohidrato de
Cefalexina (método de Tetraplaca) aplicado por via intramamaria

TMP*= pH 7.5 con 0.075 ppm de Trimetropim

El valor estadistico de estos resultados mostraron que la diferencia entre la
NOM y en el método de Tetraplaca para determinar el Monohidrato de Cefalexina
aplicado por via intramamaria no mostro gran diferencia estadistica significativa
(p>0.05) en relacién con los halos de inhibicién, pH y la colocacién de la muestra

en disco y cilindro.



OXITETRACICLINA :

Este medicamento se utilizd en 11 vacas por via Intrauterina con dosis de
2.5 grs. con una aplicacién de cada 24 horas por 2 dias para el tratamiento de
Metritis y Endometritis y por via intravenosa se aplicé en 2 vacas con dosis de 2
grs. cada 24 horas por 3 dias para el tratamiento de Neumonia. En estos casos se
obtuvo un periodo de eliminacion por via intrauterina de 60 horas y para la

aplicacion por via intravenosa fue de 72 horas.

Via intrauterina:

Los resultados de las muestras procesadas con la NOM se pueden
observar en el cuadro 8 con los registros de los promedios de halos de inhibicién
en disco y cilindro, se obtuvieron mayores halos de inhibicion en las muestras
colocadas en cilindro a las 24 horas en comparacion con tos obtenidos en disco, a
las 72 horas no se observaron halos en las muestras colocadas en disco y en

cilindro fueronde 0.5 a 1 mm.

Cuadro 8. Eliminacion en leche de Oxitetraciclina
(método de la NOM") aplicada por via intrauterina

Muestra en disco | Muestra en cilindro
Tiempo en (X mm)?2 (X mm)2
horas
Frio | Caliente Frio Caliente
12 2 1.5 3 2
24 1.5 2 3 2
36 1.5 2.5 2.5 2
48 1 05 1.5 1
72 0 0 1 0.5

NOM'= Norma Oficial Mexicana
(X mm)2 = Promedio en milimetros
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Grafica 3. Periodo de eliminacion en leche de
Oxitetraciclina (método de ta NOM* ) aplicada por via

intrauterina D*: D!'s.co
[NOM': Norma oficial Mexicana l ¢*: Cilindro

Con el método de tetraplaca se pueden visualizar los resultados en el cuadro

9 con los registros de halos de inhibicion promedio de las muestras colocadas en
disco y cilindro en los diferentes pH, se obtuvieron halos menores a 1 mm en
disco en las 4 placas; en cilindro se observé en pH 7.5 halos de 3mm a las 36
horas posteriores a la Ultima aplicacion del medicamento, en comparacion con

disco gue no mostraron halos de inhibicion. (Grafica 4)



Halo de inhibicién (mm)

Cuadro 9. Eliminacidén en leche de Oxitetraciclina

(método de Tetraplaca) aplicada por via intrauterina

Muestra en Disco Muestra en cilindro
Tiempo en {(x mm)’ (x mm)’
horas
PH H
6 7.5 | TMP2} 8 6 7.5 TMP2 | 8
12 0.8 0 0 0 25 |25 2 1.5
24 0.4 (06| 03 1 1 2 0.5 2
36 0 0 0 1 3 0.5 1
48 0.5 0 0 07 125 0 0.3
60 07 |07 0 0.8 1 0 0 0.5
72 07 10| o Jos8] o o] o [o02]
(x mm)' = Promedio en milimetros
TMP2= Medio de cultivo pH 7.5 con 0.075 ppm de Trimetoprim
3.5
CILINDRO
: e
25 %pH 75 .
=IpH Ve
2 1
1.5
1 i B
0.5
o |
12

48

Tiempo en horas

Grafica 4. Periodo de eliminacion en leche de Oxitetraciclina
(métdo de Tetraplaca) aplicada por via intrauterina
TMP*= pH 7.5 con 0.075 ppm de Trimetoprim
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Via intravenosa:

Mediante la NOM no se detectaron residuos de Oxitetraciclina en leche,
solamente a las 72 horas se observaron halos de inhibicidon en las muestras

colocadas en cilindro como se muestra en el cuadro 10.

Cuadro 10. Eliminacion en leche de Oxitetraciclina
(método de la NOM') aplicada por via intravenosa

Muestra en disco | Muestra en cilindro
Tiempo en (x mm)?2 (X mm)?
Horas
Frio Frio Caliente
Caliente
12 0 0 0 0
24 0 0 0 0
36 0 0 0 0
48 0 0 0 0
72 0 0 1 0.2

NOM' = Norma Oficial Mexicana
(x mm)2 = Promedio en milimetros
Por medio de la técnica de 4 placas en disco se empezd a detectar
residuos a las 48 horas de la Gltima aplicacidén del medicamento presentando y en
las muestras obtenidas a las 60 horas no se observaron residuos en ningun pH.
La presencia de halos de inhibicién en las muestras colocadas en cilindro se
obtuvieron a partir de las 12 horas postratamiento como se observa en el cuadro
11. Por éste método se determino residuos hasta las 84 horasy séloenlospH 6y
7.5 . Con las muestras obtenidas a las 96 horas posteriores a la tltima aplicacién

del medicamento no fueron detectables 1os residuos en cilindro.

En la grafica 5 se registra el comportamiento de los halos de inhibicion en

relacion con los pH en disco y cilindro.



Halo de inhibicion (mm)

Cuadro 11 . Eliminacion en leche de Oxitetraciclina
(método de Tetraplaca } aplicada por via intravenosa

Muestra en disco Muestra en cilindro
Tiempo en (X mm)! (X mm)!
horas
pH pH
6 7.5 | TMP2 | 8 6 |75 | TMP2| 8
12 0 0 0 0 2 2 1 1
24 0 0 0 0 0 |05 1 1
36 0 0 0 0 115 1 0.5
48 0 0 1 15| 4 1 35
60 0 0 0 0 125|256 0 1
72 0 0 0 0 0 |25 1 1

>
o

(X mm}'= Promedio en milimetros
TMP2= Medio de cultivo con pH 7.5 con 0.075 ppm de Trimetoprim

N 0
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EJpH 7.5
=pH TMP*
EZRpH 8
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~0pH 7.5
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Grafica 5. Periodo de eliminacion en leche de Oxitetraciclina
(método de Tetraplaca) aplicada por via intravenosa

TMP*= pH 7.5 con 0.075 ppm de Trimetoprim
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El analisis de varianza mostroé una gran diferencia (p<0.01) para el método
de tetraplaca con la NOM de muestras obtenidas de vacas con la aplicacién del
medicamento por via intrauterina, en relacién con los resuitados determinados en
cilindro y el pH del medio del cultivo. No existi® una diferencia significativa
(p>0.05) con el medicamento aplicado por via intravenosa para ambos métodos
en disco. Con cilindro si existié una significancia relevante con el metodo de
tetraplaca que si determiné la presencia de Oxitetraciclina en comparacion con la

NOM gue no detecto residuos de este medicamento.



SULLFATO DE ESTREPTOMICINA CON PENICILINA G PROCAINICA:

Este medicamento se aplicé a 6 vacas por via intramuscular en caso de
mastitis a una dosis de 6'000,000 de Ul de Penicilina G procainica con 7.9 grs. de
Sulfato de Estreptomicina cada 24 horas por 2 dias. A una vaca por intervencion
quirdirgica se le aplico por la misma via cada 24 horas una a dosis de 10'000,000
Ul de Penicilina con 12.5 grs. de Estreptomicina por 2 dias. Con este

medicamento se registro un periodo de eliminacion de 72 horas.

Con la NOM solamente se detectaron residuos de este medicamento en las
muestras frias aplicadas en disco, con las muestras aplicadas en cilindro se
obtuvieron halos inhibicion bacteriana tanto en frio como en caliente, los

promedios de los halos de inhibicion se muestran en el Cuadro 12 y grafica 6 .

Cuadro 12. Eliminacion en leche de Sulfato de Estreptomicina con
Penicilina G (método de la NOM!) aplicada por via intramuscular

Muestra en disco |Muestra en cilindro

Tiempo en (x mm)2 (X mm)2
horas
Frio Caliente Frio Caliente
12 1.5 0 1.5 1.5
24 2 0 2 1.5
36 1.5 0 1.3 1.3
48 0.5 0 0.5 0.5

NOM'= Norma Oficial Mexicana
{x mm)2= Promedio en milimetros
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Grafica 6. Periodo de eliminacién en leche de Sulfato de
Estreptomicina con Penicilina G {(método de la NOM*)
aplicada por via intramuscular D* = Disco
NOM": Norma Oficial Mexicana | C* = Cifindro

Por el metodo de 4 placas se detectaron residuos desde las 12 hasta las 84
horas postratamiento. Registrando un pico de mayor excrecion a las 24 horas por‘
medio de las muestras en cilindro y solamente se obtuvieron resultados positivos
en muestras colocadas en cilindro a las 72 y 84 horas como se observa en el
cuadro 13 y grafica 7.
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Cuadro 13. Eliminacion en leche de Sulfato de Estreptomicina con
Penicilina G (metodo de Tetraplaca) aplicada por via intramuscular

Muestra en disco Muestra en cilindro
Tiempo en (X mm)1 (X mm)?
horas
pH pH

6 (75|TMP2| 8 6 |7.5|TMP2) 8
12 1.3 135 1 2.5 3 |35 35| 5
24 0.5} 2 1 2 25 (351 4 5
36 ¢ |05 1 1 15 2 2 3
48 0.5] 0] 05 0 151 1 1.5 2.5
60 0 0 0 0 2 |05105 1 1
72 0 0 0 0 2 (15 1 1.5
84 0 0 0 0 2 1151151 1

(X mm)! = Promedio en milimetros

TMPZ = Medio de cultivo pH 7.5 con 0.075 ppm de Trimetoprim

Halo de inhibicion (mm)

Tiempo en horas
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84
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Grafica 7. Periodo de eliminacion en leche de Sulfato de Estreptomicina
con Penicilina G (método de Tetraplaca) aplicada por via intramuscular

TMP*= pH 7.5 con 0.075 ppm de

El valor estadistico de los resuitados con este tipo de antimicrobiano fue

altamente significativo {p<0.01) para la NOM, en relacién a la aplicacién de la

muestra tanto en disco como en cilindro. En comparacién con la prueba de

tetraplaca los resultados fueron significativos (p<0.05).



SULFONATO DE SULFADIMIDINA CON TRIMETOPRIM:

Con este tipo de medicamento la aplicacion fue por via intramuscular para
el tratamiento de mastitis y metritis en 2 vacas, a una dosis de 5 grs. con una
aplicacion cada 24 horas por 2 dias. El periodo de eliminacion determinado fue de

48 horas por medio de la NOM y de 72 horas por el método de tetraplaca.

Despues de la ultima aplicacion del medicamento se registrd un pico de
mayor excrecion en las muestras que se obtuvieron a las 24 horas y a las 48

horas no presentaron halo de inhibicién como se observa en el cuadro 14 y gréafica
8.

Cuadro 14. Eliminacién en leche de Sulfonato de Suifadimidina con
Trimetoprim (método de la NOM?') aplicado por via intramuscular

Muestra en disco Muestra en cilindro
Tiempo en (X mm)?2 (X mm)2
horas

Frio | Caliente Frio ’ Caliente
12 0.5 0 10 10
24 3 7 2 1.5
36 1.5 5 1.5 1.5
48 0.5 0 0 0

NOM'= Norma Oficial Mexicana
(x mm)2 = Promedio en milimetros
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Grafica 8. Periodo de eliminacion en leche de Sulfonato de
Sulfamidina con Trimetoprim (método de ia "NOM)
aplicado por via intramuscular
D*=Disco
|EOM*=Norma Oficial Mexicana | *=Cilindro

Con el método de ietraplaca las muestras colocadas en disco y cilindro no
mostraron a las 12 horas halos de inhibicién en ningun pH. Las muestras
adquiridas a las 24 horas de la Gltima aplicacién del medicamento su eliminacion
fue mas notorio presentando en disco halos desde 6 a 8 mm, en cilindro se
observaron halos de 7 y 8 mm en promedio. Se identificd el pico de mayor
excrecion en leche con las muestras de 36 horas postratamiento, las muestras
que obtuvieron a las 84 horas, no presentaron halos de inhibicion como se puede

observar en el cuadro 15 y la grafica 9.



Cuadro 15. Eliminacién en {eche del Sulfonato de Sulfadimidina con
Trimetoprim (método de Tetraplaca) aplicado por via intramuscular.

Halo de inhibicion {(mm)

36

48

Tiempo en horas

Muestra en disco Muestra en cilindro
Tiempo en - ; . :
horas (X mm)} {(x mm)
pH pH
6 | 75 |[TMPZ2| 8 6 17.5|TMP2; 8
12 0 0 0 0 0 0 0 0
24 8 7 8 6 8 8 7 8
36 10| 12 13 9 9 | 13| 10 | 12
48 7 | 10 8 6 7 110 8 6
60 6 7 5 3 4 4 3
72 3 4 2 0 2 2 0
84 0 0 0 0 0 0 0
(X mm)' = Promedio en milimetros
TMP2 = pH 7.5 con 0.075 ppm de Trimetoprim
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Grafica 9. Periodo de eliminacion en leche de Sulfonato de
Sulfadimidina con Trimetoprim (método de Tetraplaca)
aplicado por via intramuscular
TMP*= pH 7.5 con adicion de 0.075 ppm de



El valor estadistico de los resultados con este medicamento para la prueba
de la NOM en comparacion con el método de Tetraplaca no existié diferencia
significativa (p>0.05) en relacion de la aplicacion de la muestra en disca o cilindro

pero si existe una diferencia en relacién con el pH (p<0.085).



DISCUSION:

La presencia de residuos de antimicrobianos en leche es consecuencia de
muchos factores. De particular importancia para las empresas procesadoras de
productos lacteos son los antimicrobianos empleados como medicamentos
terapéuticos en animales de produccién y la frecuencia con que el consumidor

podria estar expuesto a los mismos.

La aplicacion de diferentes métodos para determinar la presencia de éstos
residuos farmacoldgicos en los alimentos han demostrado que en 1os mismos
procedimientos |os resultados varian de un 30 a 100% en relacion al grado de la
concentracion del antimicrobiano en el momento de la toma de muestra y del
procedimiento utilizado (FAO/OMS 1996). En este caso los métodos
microbioldgicos de difusion en agar empleados en este estudio demostraron ser
sensibles en la determinacién de la presencia de residuos en leche y la variante en
el pH del medio de cultivo en el método de Tetrap!aca ayuda a crientar al anclista
el tipo de medicamento que se encuentra en la muestra, tambien existe una
relacion significativa en los resuitados en la forma de aplicar la muestra en disco o
en cilindro.

En el caso del Monohidrato de Cefalexina los fabricantes recomiendan un
tiempo de eliminacion del producto por leche de 84 horas aplicada por via
intramamaria, A través de los resultados obtenidos, el producto presentd un
periodo de eliminacién de 48 horas en los 2 métodos empleados. Se considera al
Monohidrato de Cefalexina con una eficaz difusion en sangre y otros tejidos y es
de rapida excrecion por leche ya que no atraviesa la barrera de tejido mamario
aplicado por via intramamaria. En registros de periodos oficiales por la F.D.A.
recomienda un tiempo de espera de 48 horas coincidiendo con los resultados de

este estudio.



Sumano(1996) en México realizd un estudio farmacocinético para
determinar el tiempo de eliminacion del Monohidrato de Cefalexina por diferentes
vias de aplicacion, con resultados similares del tiempo de eliminacion con este
estudio en la aplicaciéon por via intramamaria con la variante de difusién en agar

con B. cereus.

La Oxitetraciclina se aplicd por las vias intrauterina e intravenosa para los
tratamientos de metritis, endometritis y neumonia. La mayoria de los fabricantes de
este tipo de producto recomienda un periodo de restriccion de 60 horas en nuestro
estudio se determind un tiempo de eliminacion de 72 horas. Este tipo de
antimicrobiano una vez absorbido sufrel un grado considerable de
biotransformacion en higado y eliminado en su mayoria por via renal, pero se ha
encontrado en leche en concentraciones mayores dei 50% respecto a la
identificada en plasma. (Andrew 1997). Se considera que la via de aplicacion
intfravenosa e intrauterina llevadas a cabo en este estudio influyd a que las
muestras mostraran halos de inhibicion muy pequefios por considerarse su

eliminacidn por via renal.

La OMS indica que en leche no deben existir este tipo de residuos por mas
de 100 nug/kg, pero la FDA permite niveles de hasta 300 ng/Kg. La International
Dairy Federation recomienda que para detectar concentraciones entre 200 y 400
ng/Kg se utilice la prueba Charm Test Il que emplea al B. stearothermophilus como
bacteria indicadora de residuos en leche. El 8. subtilis utilizado en este trabajo
segun la L.D.F. es sensible a 0.10 pg/ml obteniendo resultados con halos de

inhibicién mayores a 1 mm.

El fabricante de Sulfato de Estreptomicina con Penicilina G sédica marca
un periodo de restriccion de 72 horas, en los resultados de este estudio se

determiné un tiempo de eliminacién igual a lo indicado por el fabricante.



En comparacién de los resultados con estudios realizados por diferentes
autores, se observd que en este tipo de medicamento se facilita su difusion en
medios de cultivo con diferente pH, dada la mezcla aplicada por via intramuscular
asi como la inoculacion del agar con B. subtilis permitiendo mayor sensibilidad por
el método de tetraplaca en comparacion con la NOM en la cual s6lo se maneja el
pH 6. En consideracion del tiempo de eliminacion Sumano (1995) determiné que la
estreptomicina tiene un tiempo de retiro que fluctia entre 4 y 13 ordefos (48-156
horas) asi como su pKa de 8.8 que favorece su difusion en tejidos y medios de
cultivo que varian su pH de 6 a 8.5 y con una distribucion en tejido mamario del
0.5%. No obstante la penicilina tiene registrado un tiempo de eliminacion de 48 a
72 horas y su pKa es de 6.6 y su adicion al tejido mamario es 4.5 veces mayor que
en el plasma. Nouws (1999) establece que la sensibilidad maxima de residuos de
este tipo de antimicrobianos en leche es utilizando medios de cultivo inoculados
con Bacillus subtifis. La Federacién Internacional de la leche (1991) afirma que el
B.sublilis puede detectar la presencia de penicilina en leche a partir de 0.006
U.l./ml. Por lo tanto los periodos de eliminacion registrados en este estudio son
validos para fijar un tiempo de retiro mas cercano a las condiciones de nuestra

region.

El periodo de restriccién de Sulfonato de Sulfamidina con Trimetoprim
administrado por via Intramuscular marcado por el laboratorio fabricante es de 48
horas. En este estudio se determind un tiempo de eliminacion de 60 heras, pero en
los resultados mostraron que existe mayor sensibilidad por la prueba de tetraplaca
en los pH 7.5 y 7.5 con TMP registrando mayores halos de inhibicion en
comparacion con la NOM que mostré un promedio menor de inhibicidn. Diferentes
estudios de residuos de este medicamento en leche permiten visualizar las
caracteristicas propias de la Sulfadimidina en combinacién con TMP que ayuda a
la desaparicion rapida de residuos tisulares, siendo la via lactea una forma de
eliminacion con presencia de residuos en niveles mas altos que en otros tipos de

antimicrobianos.



Bugyei 1995 menciona que la aplicacion de este tipo de medicamento para
el tratamiento de mastitis va en aumento dia con dia y concluye que existe una
proporcion en equilibrio entre leche y plasma de 0.50:1 con fijacién de proteinas
plasmaticas de un 70% de aqui la importancia de su presencia en la leche.
Sumano y Ocampo (1996) indican que en términos generales las sulfonamidas
poseen un pH de 7 a 12.5, en el caso particular de la Sulfamidina tiene un pH
neutro para facilitar la cinética del mismo en el organismo y en combinacién con
TMP ayuda a la desaparicion rapida de residuos tisulares. Registrando en este
estudio la presencia de residuos en leche con halos de 7 a 14 mm en el pico de

mayor excrecion.

Argawal(1992) menciona que en E.U. los residuos en leche no deben
exceder de 10 ppb y que para determinar esta concentracién se recomienda la
aplicaciéon de técnicas de analisis mas exactos como lo es la Cromatografia de
liguidos (HPLC).

Korskud 1988 y Zeng 1998 indican que las pruebas microbiolégicas de
difusion en agar no presentan resultados que conciernen a residuos en
concentraciones minimas en especial con las sulfonamidas, en donde el B. subtilis
no se tiene como microorganismo de referencia para detectar este tipo de residuos
en leche. En este estudio se observé que la sensibilidad del 8. subtilis en pH 6 y
pH 8 fue minimo en comparacion con el pH 7.5 y con TMP favoreciendo éste

dltimo a |a difusion de la muestras en disco y cilindro.

Existen investigadores que han realizado estudios para determinar el tiempo
de eliminacién en leche utilizando métodos diferentes para la determinacion
cuantitativa y cualitativa del antimicrobiano en estudio. Por ejemplo Cullor(1994)
observo por medio de 5 tests kits, que los resultados variaban de acuerdo al tipo
de microorganismo utilizado, concluyendo que es dificil determinar mediante este

tipo de pruebas el tiempo de eliminacion de antimicrobianos en leche. Asi también



Nouws 1999 aplicé un sistema muitiple de 7 placas con diferentes pH vy
microorganismo para poder determinar limites minimos de residuos en leche
indicando que el tamafio del halo de inhibicién varia de acuerdo al tipo de

antimicrobiano asi como del microorganismo de prueba.

Basandose en los resultados de este estudio se puede concluir que la
prueba microbiologica de difusidn en agar es adecuada para la determinacion de la
presencia de residuos de antimicrobianos en leche siendo el B. sublifis un
microorganismo sensible a una gran gama de medicamentos antibacterianos

eliminados por via lactea.



CONCLUSIONES :

1.- Los tiempos de eliminacién encontrados del Monohidrato de Cefalexina,
Oxitetraciclina y de Sulfonato de Sulfadimidina con Trimetoprim no coincidieron con

lo marcado por el fabricante

2.- Mediante el método de tetraplaca con los diferentes pH se determind la
presencia de residuos con halos de inhibicion mayores de 1 mm de la
Oxitetraciclina aplicada por via intravenosa en comparacion con la Norma Oficial
Mexicana-F-425-83 "DETERMINACION DE INHIBIDORES EN LECHE FLUIDA".

3.- El procesamiento de las muestras para la deteccidon de residuos de
antimicrobianos en leche a través de la técnica en cilindro favorece la difusion

sobre el medio de cultivo y la aparicién de halos de inhibicion mas claros en ambos
métodos.

4.- Es importante realizar estudios farmacocineticos para establecer periodos de
restriccion oficiales en México en base a las caracteristicas de individuos y de

nuestro medio ambiente para evitar dafar la economia de los productores y la
Salud Publica.



4

BIBLIOGRAFIA

1.- Amézquita R.H., L. Barcena, A. Figueroa, J.L. Mojarro, y G. Saad. 1994.
Investigacion documental sobre los periodos de retiro de medicamentos con
caracter residual disponibles comercialmente en México y que son usados en
animales proveedores de alimentos al hombre. Tesis profesional Universidad
de Guadalajara, México. p.87

2.- Andrew S.M., R. A. Frobish, M. J. Paape and L. J. Maturin, 1997. Evaluation
of selected antibiotic residue screening tests for mitk from individual cow and
examination of factors that affect the probability of false positive outcomes.
Journal Dairy Science. 80 (11):3050-3057

3.- Argawal V K. 1992. A high performance liquid chromatographic method for
the determination of nine sulfonamides in milk In : Analysis of antibiotic/drug
residues in food products of animal origin Edit. Plenum New York, i.e. pp 165 —
172

4 .- Briones V., Goyache J., Moreno M.A. y Dominguez L. 1999 Sanidad animal,
salud publica y medio ambiente. Veterinaria Afio 11 N° 43 Febrero - Marzo.
Editada por el Colegio Oficial de Veterinarios de Madrid. pp. 18 - 23

5.- Britt J.S., Carson M.C., von Bredow J.D. and Condon R.J. 1899. Antibiotic
residues milk samples obtained from cows after treatment for papillomatous
digital dermatitis. Journal American Veterinarian Association. Vol. 215 N° 6
September 15 pp. 833-836

6.-Bundesanzeiger. 1996. “Hemmstofe in muskulatur und Niere (Dreiplattentest
mit TMP)" im: Allegemeine verwaltungsvorschrift (iber die Durchfihrung der
amtlichen Untersuchungen nach dem Fleischhygienegesetz(VwWVFIHG). i.e. pp
13-14. vom. 11 Dezember,

7.- Chavez M.L. 1998. Monitoreo de inhibidores microbianos en sangre de pollo
de engorda sacrificados en el rastro municipal de Guadalgjara. Tesis
profesional nivel Licenciatura de la Div. de Cs. Veterinarias del CUCBA, UDG
México

8.- Coleman W.W. 1995. Animal food safety and dairy regufations, Now and in
the future. from farm to fork, a state perspective. Journal Dairy Science Vol. 78
N° 5 pp. 1204-1206

9.- Cullor, J.S. 1994. Testing the tests intended to detected antibiotic residues
in milk. Veterinary Medicine vol. 89 N° 5 pp

10.- Food and Agriculture Organization/ World Health Organization 1991.
Evaluacién de cierfos residuos de farmacos de uso veferinario en los
alimentos.

38° Informe del Comité mixto FAO/OMS de expertos en aditivos alimentarios.
Ginebra, Suiza,



42

11.- Food and Agriculture Organization/ World Health Organization 1996,
Residuos de medicamentos veterinarios en los alimentos
Codex Alimentarius Vol. 3 2a. Edicion Italia p. 74

12.- Food and Agriculture Organization/ World Health Organization. 1996.
Evaluacion de residuos de ciertos farmacos de uso veterinario en los
alimentos. 45° informe del Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en Aditivos
Alimentarios. Ginebra, Suiza. Pp. 5 - 49

13.- Food and Drug Administration 1989. Drug use guide: dairy cattle and
calves. Center for Veterinary Medicine CVM.MEMO-27 U.S A.

14.- Food and Drug Administration 1993. Food Animal Residue Avoidance
Databank (FARAD). Appendix 5. Center for Veterinary Medicine U.S.A.

15.- Guerrero G.J. 1997. Deteccion de residuos de antimicrobianos en tejidos
de bovinos y cerdos por el meétodo de triplaca. Tesis profesional nivel
Licenciatura de la Div. de Cs, Veterinarias del CUCBA, UDG México '

16.- Gustafson R.H. and Bowmen R.E. 1997. Antibiotic use in animal
agriculture. Journal of Applied Microbiology. 83 (5): 531-541

17.- Hapke H-J. 1997. “Presencia de compuestos indeseables en alimentos de
origen animal” |n Memorias: Simposium- Significado sanitario de residuos
quimicos potencialmente tdxicos en alimentos. Universidad de Guadalajara
Diciembre 2 pp. 12 - 21 :

18.-Heeschen W.H. and Bluthgen, 1991. Veterinary drugs and
pharmacologically active compounds In: Monograph on residues and
contaminants in milk products. Edited by International Dairy Federation j.e. pp.
16 - 32 Belgian

19.- Herrick J.B. 1997. Drugs and biologics are not substitute for effective
management by food animal veterinarians. Journal American Veterinarian
Association. May 15 210 (10):1419 - 1420

20.- Hoog R. A: White, A. J. and Jackman R. 1992 “Prolonged excretion by
heifers of an inappropriately used intramammary antibiotic” Veterinary Record
130(18) pp. 402 403

21.- Infante M.F. 1999. “Los residuos de antibidlicos, su importancia en la
produccion lechera y en salud publica” in Memorias: Congreso Panamericano
de Control de Mastitis y Calidad de la Leche, Mérida, Yucatan, México Marzo
23 al 27 de 1998  pp. 461- 463

22.- International Dairy Federation 1991. Detection and confirmation of
inhibitors in milk and mifk products in: Bulletin N° 258 pp. 4-5 2" Edition
Brussels, Belgium.



43

23.- Korskud G.O. and Macnell J.D. 1988. Evaluation of thé swab test on
premises, the calf antibiotic and sulfa test, and. microbial inhibitor test with
standard solutions of 22 antibiotics. Journal Food Protection. 51(1):43-46

24.- Mc.Ewen S.A., A. H. Meek and W. D. Black 1991, A dairy farm survey of
antibiotic treatment practices, residues control methods and association with
inhibitors in mitk. Journal of Dairy Science. 54(6)}.454 - 459

25.- Mitchell J. M., M. W. Griffith, S. A. McEwen, W. B. McNab and A. J. Yee.
1998. Antimicrobial drug residues in mitk and meat: Causes, Concems,
Prevalence, Regulations, Tedsts, and Test Performance. Journal of Food
Protection. ©61(6):742-756

26.- Musser JM.B. and Anderson K.L. 1999. Using drug residue screening

tests to investigate antibiotic contamination of milk. Veterinary Medicine.
94(5):474 - 479

27.- Nouws J.; van Egmond H; Smulders |.; Loeffen G.; Schouten J. and
Stegeman H. 1999 Amicrobiological assay system for assessment of raw milk

exceeding EU maximum residue levels” International Dairy Journal, February.
8(2):85 - 90

28.- Owens W.E., C. H. Ray, J. L. Watts and R. J. Yancey. 1997 Comparison of
Success of Antibiotic Therapy During Lactation and Results of Antimicrobial
Susceptibility Test for Bovine Mastitis. Journal of Dairy Science. 80(2):313-317

29.- Payne M.A., L. D. "Weaver, 1993. The veterinarian’s growing role in food
quality assurance programs on dairies. Veterinary Medicine. 88(5):458 - 465

30.- Ramirez A. A., 1994. Aspectos regulatorios en la evaluacién toxicologica
de residuos farmacolégicos en alimentos de origen animal. Ciencia Animal N° 7
abril pp. 25-30

31.- Ramos C. R. 1992 Estudio sobre la presencia de residuos de antibidticos
en carne procedente de equino y destinada al consumo humano. Tesis

profesional nivel Licenciatura de la Div. de Cs. Veterinarias del CUCBA, UDG
México

32.- Sanchez R. A, 2000. Frecuencia de inhibidores microbianos en musculo y
reifién de bovino. Tesis profesional nivel Licenciatura de la Div. de Cs.
Veterinarias del CUCBA, UDG México

33.- Secretaria de Comercio y Fomento Industrial 1983 “Norma Oficial
Mexicana-F-425-83-Determinacion de inhibidores microbianos en leche fluida”
Diario Oficial de la Federacion 17 Julio 1983 México

34.- Secretaria de Salud, 1999. Reglamento de control sanitario de productos y
servicios. Diario Oficial de la Federacién del 9 de Agosto de 1999 2% Seccion
pp. 1 — 96 México



44

35.- Sischo W. M., 1996. Quality milk and tests for antibiotic residues in
Symposium: Drug residue avoidance: The issue of testing. Journal Dairy
Science. 79(6):1085- 1073

36.- Soriano F., P, Garcia-Crobeira, C. Ponte, R. Fernandez-Roblas e |, Gadea,
1996. Correlfation of pharmacodynamic parameters of five f-lactam antibiotics

with therapeutic efficacies in animal model. American Saociety for Microbiology.
40(12):2686 - 2690

37.- Sumano L. H. y G. W. Brumbaugh, 1995. Farmacologia clinica de los
aminoglucosidos y fos aminociclitoles en medicina veterinaria. Veterinaria
México. 26(1):1-11

38.- Sumano L. H.,, C. L. Ocampo, 1996. Cinética de eliminacion de residuos
de Cefalexil®en suero y leche de vacas afectadas de mastitis clinica. Division
de estudios de posgrado e investigacion U.N.A.M. Reporte Tecnico Meéxico

39.- Sundolf S.F. 1998. Legal and responsible drug use in the cattle industry:
Extra-label use. \feterinary Medicine. 93(7).673 — 680

40.- Sundolf S.F. 1998. Legal and responsible drug use in the cattle industry:
The animal drug availability act. Veterinary Medicine. 93(7):681 - 684

41 - Thornsberry C., P. J. Burton, C. Yee, J. L. Watts and R. J. Yancey, 1997,
The activity of a combination of penicillin and novobiocin against bovine mastitis
pathogens: Devefopment of Diffusion test. Journal Dairy Science. 80(2):413 -
421 .

42 - Tollefson L., Altekruse S.F. and Potter M.E. 1997. Therapeutic antibiotics
in animal feeds and antibiotic resistance. Rev. Scientific tech. Off. International
Epizooties. 16(2):709 - 715

43.- Torres C. R. 1995 Efecto de concentraciones minimas de antibiéticos
sobre el desarrollo de Streptococcus thermophilus y Lactobacillus bulgaricus en
la fabricacién de yogurt. Tesis profesional nivel Licenciatura de la Div. de Cs.
Veterinarias del CUCBA, UDG México

44 - Uribe R. M. 1993 [dentificacion de antibioticos residuales en leche de vaca
destinada para consumo humano. Tesis profesional nivel Licenciatura de la
Div. de Cs. Veterinarias del CUCBA, UDG Mexico

45.- Van-Eenennam A.L. and J. S. Cullor, 1993. Evaluation of milk antibiotic
residue screening tests in cattle with naturally occurring clinical mastitis. Journal
of Dairy Science. 76(10):13041-3053

46.- Wolter, W., Kloppert, B. y Zschock, M. 1999 La mastitis en bovinos In
Memorias de!l curso México ~ Alemania de Mastitis en bovinos 14 al 23 de abril
Depto. de Salud Publica del CUCBA, UDG Mexico . pp. 50 - 51



45

46.- World Health Organization, 1990. Toxicological evaluation of certain

veterinary drug residues in food. Geneva international Programme on Chemical
Safety pp.79-93

47. Zeng S.S., Hart S., Escobar E.N. and Tesfai K. 1998. Validations of
antibiotic residues tests for dairy goats. 61(3):344 - 349



