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RESUMEN

En los ultimos afos la calidad de la leche de cabra ha cobrado mayor relevancia, ya que la
industria exige una materia prima con caracteristicas adecuadas para su transformacién, asi como

por una mayor exigencia de los consumidores.

Debido a la importancia de la presencia de residuos de medicamentos en la leche tanto para
la salud publica como para los procesos tecnoldgicos de fabricacidon de productos lacteos, la
legislacidn europea establece una serie de controles sobre la deteccién de inhibidores en la leche a

nivel de explotaciones ganaderas, centros lacteos y laboratorios acreditados.

Los métodos empleados en estos controles han sido desarrollados para leche de vaca y la
informacién es muy limitada para leche de otras especies, por lo que se considerd interesante
realizar un estudio de evaluacién de los métodos de unién a receptores proteicos mas empleados en
Espafia (Charm MRL BL/TET, BetaStar Combo, SNAP Betalactam, SNAP Tetracycline, SNAP Gentamicin
y Twinsensor ") con leche cruda de cabra, en base a la especificidad (falsos positivos), capacidad de
deteccién (CCB) de antibdticos betalactamicos y tetraciclinas y el efecto del conservante azidiol sobre

la respuesta de estos métodos de control.

En el estudio de especificidad (resultados negativos/totales x 100) se analizaron un total de 350
muestras individuales de leche de cabra el mismo dia de su recogida, mediante los métodos de
cribado seleccionados para este trabajo, siguiendo el protocolo de ejecucion descrito por cada uno

de los fabricantes.

Los métodos de unidn a receptores proteicos con muestras individuales de leche de cabra
presentan porcentajes elevados de especificidad, tanto para la deteccién de antibidticos
betalactdmicos como para la de tetraciclinas. En betalactamicos, el método BetaStar Combo resultd
ser el mas especifico (99%), seguido del Charm MRL BL/TET (98%), y del SNAP Betalactam (95%). El
Twinsensor ®" obtuvo una especificidad mas baja (87%), debido a un elevado nimero de resultados
falsos positivos, lo que indica que este método es poco especifico para la deteccion de
betalactdmicos en muestras individuales de leche de cabra. En el caso de las tetraciclinas, tanto el
método Charm MRL BL/TET como el SNAP Tetracycline presentaron una especificidad de 100%, el
Twinsensor ®" de 99,7% y el BetaStar Combo de 99%, lo que permite sefialar que estos métodos son
altamente especificos para la deteccion de residuos de tetraciclinas en muestras individuales de

leche de cabra.

Para calcular la Capacidad de deteccién (CCB) de los métodos considerados, se analizé en primer
lugar una concentracion de antibidtico equivalente a 0.5xLMR, realizando un total de 20
repeticiones. Si el error B era >5% (1 resultado negativo), se analizaba la siguiente concentracién de
ensayo correspondiente a 0.75xLMR, con 40 repeticiones. De igual manera, si el error B era >5% (2
resultados negativos), se procedia a analizar una concentracidon equivalente al LMR ensayando en

este caso, un total de 60 repeticiones. Si el error p >5% (3 resultados negativos), se concluia que el



CCPB era mayor que el LMR establecido para la sustancia en cuestién. Los LMR utilizados en este

estudio fueron los establecidos por la legislacion europea en el Reglamento (UE) 37/2010.

La Capacidad de deteccién (CCB) de los métodos de unidn a receptores proteicos para los
antibidticos betalactdmicos y tetraciclinas en muestras individuales de leche de cabra, varia segun el
método y la sustancia evaluada. Para los betalactamicos, el SNAP Betalactam y el Twinsensor®
mostraron ser capaces de detectar todos los antibidticos analizados a niveles inferiores o iguales al
LMR, mientras que el Charm MRL BL/TET no fue capaz de detectar la cloxacilina al LMR y el BetaStar
Combo ni la cefalexina ni el ceftiofur. Para el grupo de las tetraciclinas, el método Charm MRL BL/TET
detecto todas las sustancias analizadas a niveles inferiores al LMR, mientras que los métodos SNAP
Tetracycline, BetaStar Combo y Twinsensor®’ no fueron capaces de detectar la presencia de

clortetraciclina a una concentracién equivalente al LMR.

Para evaluar el efecto del conservante azidiol sobre la respuesta de los métodos de unién a
receptores proteicos, se utilizaron 20 muestras individuales de leche de cabra libres de antibidticos.
Las muestras de leche se dividieron en dos alicuotas, una sin conservante y otra con azidiol, que se
analizaron con cada uno de los métodos considerados. Posteriormente, las mismas muestras de
leche fueron adicionadas de penicilina G y oxitetraciclina en concentraciones equivalentes al LMR
(4pg/Kg y 100g/Kg, respectivamente) y se analizaron nuevamente con los métodos de cribado

seleccionados.

El conservante azidiol no tuvo ningln efecto sobre la respuesta de los métodos de unién a
receptores proteicos evaluados (Charm MRL BL/TET, BetaStar Combo, SNAP y Twinsensor®’) con
muestras individuales de leche de cabra adicionadas o no de antibidtico. Sin embargo, en el método
SNAP Betalactam se observd que al agregar azidiol a las muestras de leche, se retrasaba la aparicidon
de los puntos de lectura lo que obliga a prolongar el tiempo de andlisis. Ademas, la intensidad de

dichos puntos fue menor en las muestras de leche adicionadas de conservante.

Debido a la importancia de la presencia de residuos de medicamentos en la leche para la
Seguridad Alimentaria, es conveniente continuar con los estudios sobre métodos de deteccién de
residuos de antimicrobianos, a fin de evitar la llegada de leche de cabra con residuos de antibidticos

a la cadena alimenticia.
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I. INTRODUCCION

1. LA CALIDAD DE LA LECHE DE CABRA
1.1. Aspectos generales

La leche de cabra y sus derivados son recursos alimentarios que han recibido en los ultimos afios
una mayor atencién mundial. Su produccidn se ha incrementado notablemente en las ultimas dos
décadas y ello estd contribuyendo cada vez mads, a mejorar la economia de productores, industriales

y a incrementar el aporte nutricional en varios sectores de consumidores.

En los dltimos afos la calidad de la leche de cabra ha cobrado mayor importancia debido a la
demanda por parte de la industria de una materia prima con caracteristicas adecuadas para su
transformacién, asi como por una mayor exigencia de los consumidores. Las industrias han ido
generalizando el pago de la leche a los productores en base a su calidad y, por otra parte, la
normativa europea vigente establece la obligatoriedad de controlar la calidad de la leche cruda que

los ganaderos proporcionan a la industria.

La calidad de la leche cruda de cabra debe analizarse desde dos aspectos: el bioquimico, es

decir, caracteristicas fisico-quimicas y composicién quimica, y el higiénico-sanitario.

1.2. Caracteristicas fisico-quimicas y composicion de la leche de cabra

La leche de cabra producida en Espaia se destina practicamente en su totalidad a la elaboracién
de productos lacteos derivados, fundamentalmente quesos. En ese sentido, disponer de informacién
sobre las caracteristicas y composicién quimica de la leche cruda resulta esencial para la industria

guesera, ya que le permite una mejora y desarrollo continuados.

En el Cuadro 1 se presentan los parametros fisico-quimicos que se emplean en la valoracion de
la calidad de la leche cruda de vaca y cabra, los cuales sefialan ciertas caracteristicas importantes
como son el grado de frescura y la calidad higiénica (pH y acidez), asi como también la deteccién de

fraudes por adicién de agua (densidad y punto crioscépico).

A su vez, la composicion quimica de la leche tiene una gran importancia ya que determina su
calidad nutritiva y muchas de sus propiedades. De igual manera, la aptitud tecnoldgica de la leche
para su transformacion en queso depende, en gran medida, de su composicion, especialmente de su
contenido en grasa y proteina que son los pardmetros que presentan una mayor relacién con el

rendimiento quesero.

Cuadro 1. Pardmetros fisico-quimicos de la leche de vaca y cabra

Componente Vaca ‘ Cabra ‘
Acidez (°D) 16 14
pH 6,6 6,7
Punto Crioscépico (-°C) 0,521 0,549
Densidad (g/ml) 1,028 1,033

Fuente: Luquet (1993)
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En la Figura 1 se presenta la composicién quimica de la leche de cabra de la Raza Murciano-
Granadina. Los porcentajes de la figura deben considerarse como valores medios orientativos, ya que
como comenta Boza (1997), los componentes de la leche de cabra varian de forma natural a lo largo
de la lactacidn, viéndose ademds afectados por numerosos factores, como el tipo y la época de

parto, la edad del animal y la alimentacidn, entre otros.

- Ce_r__lizas 0,72%

Lactosa
: 4,57%

Solidos Totales
14%

Figura 1. Componentes de la leche de cabra Murciano-Granadina
Fuente: Elaboracidn propia segun datos de Vert (2004) y ACRIMUR (2010)

Se observa que el mayor componente en la leche de cabra es el agua con un valor medio de
86%. A su vez, los sélidos totales representan el 14% y sus constituyentes mayoritarios son la grasa y
la lactosa con 5,14% y 4,57%, respectivamente, seguidos de la proteina con un 3,57% y por ultimo las
cenizas 0,72%.

Con respecto a los componentes que presentan mayor relacidn con el rendimiento quesero, la
leche de cabra tiene mayor contenido en materia grasa y proteina bruta que la leche de vaca, sin
embargo, su contenido de proteina coagulable es ligeramente mas bajo (Luquet, 1993; Quiles y
Hevia, 1994).

1.3 Calidad higiénico-sanitaria de la leche de cabra

La leche desde su secrecion en el interior de la ubre hasta su llegada al consumidor, se ve
sometida a un elevado numero de riesgos (desarrollo de microorganismos, infecciones por
gérmenes, absorcidon de olores extrafios, produccion de malos sabores, presencia de sustancias
quimicas extrafias como antibiéticos, detergentes, desinfectantes, pesticidas, metales, particulas de

suciedad, etc.) lo que puede afectar de forma negativa la calidad higiénica del producto.

El Reglamento correspondiente a la higiene de los alimentos de origen animal destinados a la
alimentacién humana (CE 853/2004) realiza una valoracion de la calidad higiénica de la leche cruda
en base a su contenido en gérmenes totales, células somaticas y residuos de antibidticos. Asimismo,
establece unos valores maximos (Cuadro 2), para que la leche pueda ser comercializada en el ambito

de la Unidn europea (UE).



Introduccion

Cuadro 2. Parametros de calidad higiénica en la leche cruda

Parametro Oveja y Cabra
Recuento gérmenes totales (ufc/ml)! 100.000 500.000° 1.500.000*
Recuento células somaticas (cel/ml)? 400.000 -

Ausencia de residuos por encima de los

Presencia de antibidticos - . .
limites de seguridad establecidos en la UE

"Media geométrica observada durante un periodo de dos meses con un minimo de dos determinaciones al mes; ’Media
geométrica observada durante un periodo de tres meses con, al menos, una determinacién al mes; 3Cuando el proceso de
elaboracion de los productos derivados no incluye ningun tratamiento térmico; *Cuando el proceso de elaboracién de los
productos derivados incluye tratamiento térmico.

Fuente: Reglamento (CE) 853/2004

Recuento de Gérmenes Totales (RGT): En el caso de la leche de oveja y cabra, los limites
corresponden a 500.000 ufc/ml para la leche destinada a la elaboracién de productos derivados sin
tratamiento térmico y a 1.500.000 ufc/ml para la leche destinada a productos que incluyan en su
elaboracion algun tipo de tratamiento térmico; ambos valores son muy superiores al valor limite de

100.000 ufc/ml establecido para la leche cruda de vaca.

Recuento de Células Somadticas (RCS): constituye un buen indicador del nivel sanitario de los
animales, principalmente en relacion a la presencia de mamitis. El Reglamento (CE) 853/2004, sobre las
normas de higiene aplicables a los alimentos de origen animal, establece para la leche cruda de vaca un
valor maximo de 400.000 cel/ml. En el caso del ganado ovino y caprino la situacién no esta tan claray

la legislacion aln no ha establecido los valores maximos exigibles.

Presencia de residuos de antibioticos: es otro de los aspectos considerados en la legislacién para
valorar la calidad higiénica de la leche cruda. Molina y col. (2010) indican que, la principal causa de la
presencia de estas sustancias en la leche es la utilizacion de medicamentos veterinarios a base de
antibidticos y sulfonamidas para el tratamiento de las enfermedades infecciosas del ganado,
especialmente la mamitis y que estos tratamientos, constituyen una préactica muy generalizada que

puede ocasionar la contaminacién de la leche si no se toman las medidas de proteccién adecuadas.

2. CONTROL DE LA CALIDAD Y TRAZABILIDAD DE LA LECHE
2.1. Generalidades

Actualmente, en Espafia, el control de la trazabilidad y calidad es de obligado cumplimiento para
la leche cruda de vaca (Reales Decretos 217/2004 y 1728/2007) y también, para la leche de oveja y
cabra (Real Decreto 752/2011).

En estos Reales Decretos se establece la normativa basica de control que deben cumplir los
operadores del sector de leche cruda de estas especies. En ellos, se regula la identificacion y el
registro de los agentes, establecimientos y contenedores que intervienen en el sector lacteo, asi
como el registro de los movimientos de la leche cruda. También se creé la herramienta que permite
establecer la trazabilidad de la leche cruda de vaca en Espaiia, el Médulo de trazabilidad de la “base

de datos Letra Q” (Leche, TRAzabilidad, Qualidad), que es una aplicacién informatica integrada en el
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sistema de informacion “Letra Q“, donde estan registrados todos los agentes y contenedores del

sector lacteo.

El Real Decreto 752/2011 permite desarrollar los reglamentos comunitarios relativos a la higiene
de los alimentos en el ambito nacional de la produccién de leche cruda de cabra y oveja,
estableciendo los controles minimos obligatorios a realizar por los agentes productores de estos
alimentos, asi como armonizar las condiciones exigibles a los laboratorios de analisis de leche cruda
de cabra y oveja, y la actuacién homogénea de los mismos ante la toma de muestras, analisis y
comunicacion al érgano competente. También se describen los aspectos relacionados con la toma de
muestras a fin de uniformizar las mismas en los laboratorios, asi como el uso de conservantes como

el azidiol, especificando la composicidn y dosis.

Adicionalmente, se extiende al caprino y al ovino de leche la obligacién establecida en el Real
Decreto 1728/2007 de transmitir a la “base de datos Letra Q” los resultados generados en la

ejecucidn de los diversos controles, que sdélo era aplicable al sector lacteo bovino.

2.2. Tipos de control

El Real Decreto 752/2011 establece que deben existir controles obligatorios en las
explotaciones (autocontroles) antes de cargar la leche cruda en la cisterna de transporte, donde sera
obligatorio realizar una verificacion de parametros para comprobar que la leche reudne las
caracteristicas adecuadas. Se debe realizar una inspeccién visual comprobando el color, olor,
apariencia de la leche cruda y ausencia de contaminacién macroscépica. También se medird la
temperatura de la leche en el tanque de frio, se comprobara la limpieza del tanque y si existe
sospecha de deterioro microbiolégico, se podra realizar la prueba de la acidez o la de la estabilidad al
alcohol. Ademas segun el plan de muestreo establecido, se recogera una muestra de leche para su

envio al laboratorio y también se realizara la prueba de deteccién de inhibidores “in situ”.

De igual manera se efectlan controles obligatorios en los centros Idcteos donde se realizaran
las mismas verificaciones visuales y de calidad comentadas anteriormente, antes de proceder a la
descarga de la leche. En este caso se tomara de cada cisterna, muestra para su envio al laboratorio y
se realizara la prueba de residuos de antibidticos betalactdmicos en todas las descargas y cada cinco
cisternas, la prueba de residuos de tetraciclinas, asegurando que todas las rutas de recogida de la

leche queden analizadas.

Sobre las muestras de leche enviadas al laboratorio, se determinarad su calidad comercial
(composicidn) y su calidad higiénico-sanitaria (recuento de gérmenes totales, recuento de células
somaticas y presencia de inhibidores) y la informacién obtenida debera registrarse en la “base de
datos letra Q”.

Cabe sefialar que, a pesar de que en el Reglamento (CE) 853/2004 no se especifica un valor
umbral para el recuento de células somaticas en la leche de oveja y cabra, el Real Decreto 752/2011

establece la obligacién de comunicar los valores de este parametro con el fin de mejorar la
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transparencia de las relaciones entre los agentes que forman parte de la cadena de produccién asi

como para la obtencién de un banco de datos referente a este parametro.

3. DETECCION DE LA PRESENCIA DE RESIDUOS DE ANTIBIOTICOS EN LA LECHE
3.1 Importancia de la presencia de residuos de antibidticos en la leche

En la leche se pueden encontrar residuos de diferentes medicamentos y otras sustancias
guimicas debidos al tratamiento de los animales con diferentes farmacos, asi como los que proceden
de la utilizacién de detergentes y/o desinfectantes. En estos momentos, los residuos mas
importantes que aparecen en la leche son los residuos de medicamentos veterinarios, especialmente
los antimicrobianos que consecuentemente, son un riesgo para la salud publica y los procesos de

industrializacion lechera (Litterio y col., 2004).

Respecto a la Salud publica, la presencia de residuos de antimicrobianos en la leche puede
producir efectos negativos sobre la salud humana como afecciones alérgicas, gastrointestinales,
intoxicaciones y el desarrollo de resistencias a los agentes microbianos. (Anthony y col., 2001 vy

Demoly y Romano, 2005).

Por otro lado, desde una visidon tecnoldgica, inhibe los procesos bacterianos necesarios en la
elaboracion de productos derivados como el queso y el yogur y retrasa procesos como la
acidificacién, el cuajado y la maduracién, llegando incluso a inhibir completamente la fermentacion

en algunos casos (Grunwald y col., 2003 y Berruga y col., 2009).

También es de gran importancia la presencia de residuos de antibidticos en la leche para el
propio ganadero o productor de leche, ya que puede llevar a la prohibicion por parte de las
autoridades sanitarias, de la comercializacion de la leche cruda al ser calificada como “no apta para

consumo humano”, segun la Legislacion.

O’Donnell (2007) senala que los residuos de antibidticos deben ser monitoreados para evitar
qgue la leche contaminada llegue a la cadena alimenticia humana y la mejor manera es a través de

pruebas de rapida ejecucion que detecten dichos residuos.

Como ya se ha comentado, debido a que los residuos de antibidticos en la leche representan un
riesgo potencial para los consumidores, para la industria lechera y para el ganadero, los paises
miembros de la Unidn Europea estan obligados a controlar oficialmente su presencia para asegurar

que estan por debajo del limite maximo de residuos (LMR) establecido.

El limite maximo de residuos (LMR) se define en el Reglamento (CE) 470/2009 como “la
concentracion maxima de residuo de una sustancia farmacolégicamente activa (expresado en ug/kg o
g/kg sobre la base del peso en fresco) que puede permitirse en los alimentos de origen animal”; se
establece para cada producto (carne, leche, etc.) y es especifica para cada especie animal (vacuno,

ovino, caprino, etc.)

En el Cuadro 3, se pueden observar los Limites Maximos de Residuos (LMR) establecidos en la Unidn

Europea para diferentes sustancias antimicrobianas en la leche.
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Cuadro 3. Limites Mdximos de Residuos (LMR) establecidos en la Unién Europea para la leche.

Sustancia LMR Leche Sustancia LMR Leche
ug/kg (ppb) ug/kg (ppb)
Beta-lactamicos Macrélidos
Penicilina 4 Todas* Eritromicina 40 Todas
Ampicilina 4 Todas Espiramicina 200 Vaca
Amoxicilina 4 Todas Tilmicosina 50 Todas
Penetamato 4 Vaca Tilosina 50 Todas
Nafcilina 30 Vaca Lincomicina 150 Todas
Cloxacilina 30 Todas Pirlimicina 100 Vaca
Dicloxacilina 30 Todas
Oxacilina 30 Todas Aminoglucdsidos
Cefacetrilo 125 Vaca Gentamicina 100 Vaca
Cefalexina 100 Vaca Kanamicina 150 Vaca
Cefalonio 20 Vaca Neomicina 1500 Todas
Cefoperazona 50 Vaca Espectinomicina 200 Oveja
Ceftiofur 100 Vaca Estreptomicina 200 Vaca
Cefquinoma 20 Vaca
Cefapirina 60 Vaca Quinolonas
Cefazolina 50 Vaca Danofloxacina 30 Vaca
Enrofloxacina 100 Vaca
Tetraciclinas Flumequina 50 Vaca
Doxiciclina 0 Todas Marbofloxacina 75 Vaca
Clortetraciclina 100 Todas
Oxitetraciclina 100 Todas Otros
Tetraciclina 100 Todas Acido clavulanico 200 Vaca
Bacitracina 100 Vaca
Sulfamidas Baquiloprim 30 Vaca
Sulfadiacina 100 Vaca Cloranfenicol 0 Todas
Sulfadimetoxina 100 Vaca Colistina 50 Todas
Sulfadimina 100 Vaca Dapsona 0 Todas
Sulfadoxina 100 Vaca Florfenicol 0 Todas
Sulfanilamida 100 Vaca Novobiocina 50 Vaca
Sulfametazina 100 Vaca Rifaximina 60 Vaca
Sulfatiazol 100 Vaca Tianfenicol 50 Vaca
Trimetoprim 50 Todas

*Todas= leche correspondiente a todas las especies ganaderas
Fuente: Reglamento UE 37/2010

3.2 Sistemas de Deteccion

Para el control de la presencia de residuos de antibidticos en la leche se distinguen dos fases
(Figura 2). Una primera que se conoce como etapa de cribado y de confirmacién preliminar donde se
utilizan, en especial, métodos microbioldgicos cualitativos con la finalidad de determinar la presencia
0 ausencia de residuos por encima de los LMR y, también, métodos especificos (“rapidos”) que son
capaces de identificar sustancias o incluso familias de antimicrobianos de una forma mas especifica.
La segunda fase es de confirmacién y cuantificacién donde se emplean métodos fisicoquimicos que
se utilizan para identificar de forma inequivoca la presencia de estos residuos en la leche vy

determinar exactamente la cantidad de analito presente en las muestras (Beltran, 2010).
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También la Unidn Europea a partir de la Decision 2002/657/CEE clasifica los métodos analiticos
de deteccion de sustancias inhibidoras en la leche como métodos cualitativos o cuantitativos, en

funcidén de las caracteristicas de funcionamiento de cada uno de ellos.

Los métodos microbioldgicos de cribado fueron los primeros métodos utilizados para la
deteccién de residuos de antibiéticos. Estan basados fundamentalmente en pruebas de inhibicion del
crecimiento de un microorganismo especifico, empleando para la deteccién de esta inhibicién,
diversos sistemas como indicadores de pH, redox, bioluminiscencia, etc. Estos métodos aprovechan
la capacidad de las bacterias de producir acido, reducir colorantes o producir halos de inhibicion en
un medio de cultivo, de manera que el resultado se puede interpretar visualmente. El BRT, Delvotest
o Eclipse, son algunos de los métodos mas utilizados hoy en dia y todos ellos emplean el Geobacillus
stearothermophilus var. calidolactis, antes denominado Bacillus stearothermophilus (Nazina y col.,

2001), como microorganismo de prueba.

Métodos

| + | Presencla o ausencia residuo cualitativos Microbloldgicos
Répidos, baratos, fcil manejo No especificos (BRT, Bie m Charm,
Debvotest, Edipse, )

Caracteristicas Métodos mas

| empleados
EE—
Métodos ;
cuantitativos T — ;

- [HALC, CG,-)

Confirmacion i
|
¢>1 |
. Enzimiticos, Inmunoenzimticos, | |
sustancia |
HEsrmmPadll Cribado S} Vgiiy e
H manejo Especificos Srop. T ] - !
i
i
|
|
|
|

Figura 2. Clasificacion de los métodos de deteccion de inhibidores en la leche

Fuente: Molina y col. (2010)

Por otro lado, entre los métodos especificos cualitativos utilizados en la fase de cribado, existen
actualmente en el mercado distintos tipos de métodos enzimaticos, inmunoenzimaticos, de unién a
receptores, etc., que permiten detectar de una forma mas especifica y por lo general mucho mas
rapida, la presencia de residuos de antibidticos y sulfonamidas en la leche (Roca, 2008). Entre los
métodos mas importantes se encuentra el enzimdtico Penzym y otro grupo de métodos
inmunoenzimaticos, ELISA o RIA, asi como los métodos de unién a receptores proteicos, de gran
desarrollo en la actualidad, entre los que destacan el método ROSA Charm, BetaStar, SNAP vy

Twinsensor®".
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Todos estos métodos utilizados para la deteccién de residuos de antimicrobianos en la leche han
sido desarrollados y evaluados para ser utilizados con leche de vaca. En el caso de la leche de cabray
oveja se emplean estos mismos métodos sin que se hayan llevado a cabo, en muchos casos, estudios
de evaluacidn para su uso en estas especies y, en caso necesario, una adaptacion u optimizacion de

las condiciones operativas.

3. 3 Métodos de unidn a receptores proteicos
3.3.1 Fundamento y procedimiento de los métodos

Los métodos de unién a receptores proteicos llamados coloquialmente “métodos rdpidos”, son
métodos que permiten analizar la presencia o no de antibidticos en la leche de una manera sencilla,
rapida, confiable, de facil interpretacidn de los resultados y que no requiere de personal capacitado
para su uso. Actualmente son los que se emplean con mayor frecuencia para los analisis en las

explotaciones ganaderas y centros lacteos.

Los mas utilizados en Espafia son: ROSA Charm, BetaStar, Snap y Twinsensor®’. Todos presentan
diferentes versiones que son capaces de detectar antibidticos pertenecientes al grupo de los
betalactdmicos y/o tetraciclinas o métodos combinados que identifican simultaneamente,

antibiéticos de ambos grupos.

Generalmente utilizan la tecnologia de flujo lateral y estan basados en la unién del antibidtico
problema a receptores proteicos conjugados a una enzima que son especificos para un antibidtico
determinado (Mitchell y col., 1998). En el método BetaStar y Twinsensor®' los receptores proteicos

estan enlazados a particulas de oro.

Se diferencian en el tiempo de incubacion que varia entre 5 y 9 minutos, siendo el BetaStar el de
menor tiempo de incubacién (5 minutos), también en la temperatura de incubacién que va de 40 a
569C, asi como en el formato en el que se presentan, mayormente en tiras reactivas u otros

dispositivos como es el caso del SNAP.

Todos permiten efectuar la interpretacidén visual de los resultados por la intensidad de las
bandas coloreadas y ofrecen la posibilidad de realizar la lectura de resultados mediante equipos

automaticos que proporcionan lecturas de forma mds objetiva.

En la mayoria de estos métodos de control hay dos fases de incubacion, a excepcién del método
ROSA (Rapid One Step Assay) Charm que como su nombre indica, realiza todo el analisis en su solo
paso. En el resto de los métodos, en la primera fase se pone en contacto la muestra de leche con el
receptor dando como resultado la interaccion de los posibles antibidticos que contenga la muestra

con el receptor.

En la segunda fase, la muestra de leche junto con los receptores es transferida a la tira reactiva o
dispositivo que contiene una linea control y una linea para antibidticos betalactamicos y/o para
tetraciclinas (segun el grupo para el que sea especifico para un solo antibiético o combinado, que

permite la deteccion simultanea de ambos grupos de antibidticos; en este ultimo caso la tira reactiva
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presenta tres lineas (linea betalactdmicos, linea control y linea tetraciclinas). Al afiadir la tira reactiva
en esta segunda fase del analisis, es cuando la linea especifica a antibidticos betalactamicos y/o
tetraciclinas captura todos los receptores especificos que no han interaccionado con el antibidtico

durante la primera fase.

La linea control sirve como referencia para determinar si la muestra es negativa o positiva. En
general, si la linea especifica de cada antibidtico es mas intensa que la linea control, la muestra se
considera negativa y por el contrario, si la linea de los antibidticos tiene una intensidad menor que la

linea de control, la muestra se considera como positiva.

3.3.2 Caracteristicas de funcionamiento de los métodos

La Decisién 2002/657/CE establece las principales caracteristicas de funcionamiento que se
deben tener en cuenta para la validacion de métodos analiticos, siendo estas caracteristicas la
especificidad, capacidad de deteccion (CCB), limite de decision (CCa), veracidad, robustez, y
estabilidad. Dependiendo del tipo de método analitico a validar estas caracteristicas son de

determinacion obligatoria o no (Cuadro 4).

Cuadro 4. Clasificacion de los métodos analiticos en funcion de las caracteristicas de funcionamiento

Capacidad | Limite de Robustez/
de decision Veracidad | Precision Especificidad estabilidad
deteccion (CCa)
(CCB)

Métodos S + - - - + +
cualitativos E + + - - + +
Métodos S + - - + +
cuantitativos | E + + + + + +

S= métodos de criba; E= métodos especificos; += determinacion obligatoria

Fuente: Decision 2002/657/EC

Las caracteristicas de funcionamiento de los métodos de unién a receptores proteicos
estudiadas en este trabajo, especificidad y capacidad de deteccién (CCB), se describen en los

apartados siguientes.
3.3.2.1 Especificidad

También conocida como selectividad, esta asociada a la presencia de resultados conocidos como
“falsos positivos” y resulta de gran interés para evaluar la capacidad analitica de un método. Para su
determinacion se deben analizar un elevado nimero de muestras de leche que tienen que cumplir
una serie de condiciones, en especial, que procedan de animales no tratados con medicamentos
veterinarios (UNE-EN ISO, 2003 a y b).
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Segun Sischo y col. (1993), la especificidad se calcula como la frecuencia relativa porcentual de
los resultados negativos obtenidos, dividido por el nimero total de muestras analizadas. Ademas,
otros autores, la definen como la capacidad de un método para detectar muestras negativas cuando

realmente son negativas (Trullols y col., 2004).

Muchos son los factores que pudieran intervenir en la aparicidon de resultados “falsos positivos”
en animales no tratados, como la etapa de lactacidn y las caracteristicas propias de la leche de cada

especie como la composicidn, presencia de inhibidores naturales, etc. (Althaus y col., 2003).

Otro factor a tener en cuenta es la presencia de conservantes en la leche. Schiffman y col. (1992)
sefialan que la presencia de conservantes en muestras de leche puede provocar fallos en la
interpretacion de los resultados de los métodos provocando la reduccion del color dando resultados

dudosos o positivos.

Actualmente no se han encontrado estudios que indiquen si el uso de conservantes en las
muestras de leche influye o no sobre el comportamiento de los métodos de unidn a receptores
proteicos. En métodos microbioldgicos, Zorraquino (1997) realizé un estudio sobre la influencia del
efecto de la adicidn de azidiol como conservante de las muestras de leche de vaca sobre las lecturas
fotométricas de las respuestas del método BRT y dedujo que, las muestras de leche adicionadas de
azidiol parecen presentar lecturas de absorbancia mdas elevadas que aquellas analizadas sin

conservante.

También Molina y col. (2003), estudiaron el efecto del uso de dos conservantes, dicromato
potasico y azidiol, sobre la respuesta de los métodos BRT AiM y Delvotest en leche oveja y
determinaron que el dicromato potdsico inhibia totalmente el crecimiento del Geobacillus
stearothermophilus mientras que con el azidiol, se obtenia una menor especificidad analizando
muestras adicionadas de conservante (90,2%) que cuando se analizaban muestras sin conservante
(96,3%) en el método BRT y también en el Delvotest, que presentd una especificidad de 91% con

muestras de leche con azidiol y de 97,7% con muestras de leche sin conservante.

En cuanto a la especificidad de los métodos de unidén a receptores proteicos, Contreras y col.
(1997) con muestras de leche de cabra, obtuvieron una especificidad de 100% para el método SNAP
Betalactam. También, Zeng y col. (1998) con muestras de leche de cabra, indican para este método

de control una especificidad superior al 90%.

Berruga y col. (2009) analizaron muestras de leche de oveja con diferentes métodos de unién a
receptores proteicos especificos a antibidticos betalactamicos y/o tetraciclinas (ROSA Charm BL,
Twinsensor®” y SNAP) y obtuvieron especificidades elevadas para la deteccion de betalactédmicos:
99% para el método SNAP Betalactam, 95% para el Twinsensor®’ y 90% para el ROSA Charm BL.

De igual manera para las tetraciclinas, la especificidad en muestras de leche de oveja también

resulté elevada: 96% para SNAP Tetracycline, 97% para Twinsensor®' y 99% para el ROSA Charm TET.

Por su parte Reybroeck y col. (2010) en un estudio de validacién del método BetaStar en su

version simplificada 1+1, obtiene un 100% de especificidad al analizar muestras de distintos tipos de

10
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leche de vaca (UHT, esterilizada, reconstituida en polvo, descongelada) y también leche de cabra y

oveja.

3.3.3.2 Capacidad de deteccion (CCB)

Segun la Decisidn 2002/657/CE, se entiende por Limite de deteccién o Capacidad de deteccidn
(CCB) al contenido minimo de una sustancia que puede ser detectado, identificado o cuantificado en
una muestra, con una probabilidad de error B. El error B es la probabilidad de que la muestra
analizada sea realmente no conforme, aunque se haya obtenido una medicién conforme. En los

métodos de cribado, el error B no deberia ser mayor al 5% (CRLs, 2010).

En el caso de sustancias para las que no se ha establecido un limite permitido, la capacidad de
deteccién (CCB) es la concentracion minima en la que un método puede detectar muestras
realmente contaminadas con una certeza estadistica de 1-B. En el caso de sustancias para las que se
ha establecido un limite permitido, la capacidad de deteccién es la concentraciéon en la que un
método puede detectar limites de concentracidn permitidos con una certeza estadistica de 1-
(Decisién 2002/657/CE).

Existen diferentes criterios para el célculo de la Capacidad de deteccién (CCB) de un método de
cribado cualitativo. Las normas UNE-EN ISO (2003 a y b) proponen un procedimiento de calculo que
contempla la utilizacién de diferentes concentraciones de antibidtico, con objeto de construir una
curva dosis-respuesta (Figura 3) a partir de las frecuencias relativas de resultados positivos para cada
concentracién de antibidtico ensayada, realizando un total de 10-20 repeticiones si la lectura de

resultados es visual y de 3-5 si es fotométrica.
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Figura 3. Modelo de curva dosis-respuesta para el cdlculo del limite de deteccion de los
métodos de cribado

Fuente: UNE-EN 1SO 13969 y 18330 (2003 a, b)
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Entre las concentraciones de ensayo debe incluirse un control negativo, una concentraciéon que
sea al menos de 1,5 a 2 veces superior a la concentracidn que se espera resulte positiva y una
concentracién equivalente al LMR, calculandose el Limite de deteccidon como la concentracién que
corresponde a la interseccion de la curva dosis-respuesta, con la linea que representa el 95% de

resultados positivos.

Por otra parte, los laboratorios de referencia de la Comunidad europea (CRLs, 2010) proponen
unas directrices de calculo en las que se determina la frecuencia de resultados positivos a una
concentracién de antibidtico determinada (Screening Target Concentration), comprendida entre el
50 y el 100% del LMR, de manera que el CCB se corresponde con la menor concentracidon ensayada
que produce un 95% de resultados positivos. A diferencia del procedimiento propuesto por las
normas ISO (2003 a y b), la maxima concentracidon de ensayo es equivalente al LMR y el nimero de
repeticiones a realizar depende de la relacién que esta tenga con el LMR: 20 repeticiones si la
concentracién de ensayo es menor o igual al 50% del LMR, 40 repeticiones si estd comprendida entre

el 50 y el 90% y 60 repeticiones si representa entre el 91 y el 100% del LMR.

Por otra parte, muchos autores resefian la Capacidad de Deteccidn (CCB) de los métodos con la
sensibilidad. La sensibilidad es un pardmetro que resulta de gran utilidad para evaluar la capacidad
de un método para detectar la presencia de un determinado farmaco a un nivel equivalente al LMR

en una muestra de leche.

Para el célculo de la sensibilidad, la Federacion Internacional de Lecheria (IDF, 1997) especifica
que debe determinarse sobre 30 réplicas de una misma muestra de leche, adicionadas de una
concentracidn equivalente al LMR de la sustancia objeto de estudio. La sensibilidad se determina
como el cociente porcentual del nUmero de muestras positivas al método, respecto del total de

muestras analizadas.

Los métodos de unién a receptores proteicos estan basados en la utilizacién de receptores con
una especificidad ajustada en base de los niveles de tolerancia de los EEUU o de los limites maximos

de Residuos establecidos en la legislacién europea.

Estos métodos han sido evaluados con muestras de leche de vaca presentando unos buenos
resultados de sensibilidad para la deteccion de antibidticos betalactdmicos y tetraciclinas. Asi,
Zvirdauskien y Salomskiene (2007), al evaluar el método BetaStar, concluyen que este método
permite detectar penicilina G, oxacilina, ampicilina, nafcilina, cefquinoma, cloxacilina, dicloxacilina,
cefapirina, cefacetrilo, cefoperazona y cefalonio a concentraciones inferiores a los LMRs establecidos
en la legislacién. Con este mismo método y siguiendo un procedimiento simplificado de ensayo,
Reybroeck y col. (2010) obtienen una alta sensibilidad para diferentes antibidticos betalactamicos en
diferentes tipos de leche (UHT, esterilizada, reconstituida en polvo, descongelada) y también en

leche de cabra y oveja.

Por su parte, Perme y col. (2010), también obtiene muy buenos resultados de sensibilidad con el

método combinado Twinsensor®™ disefiado para la deteccién simultinea de betalactdmicos y

12
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tetraciclinas en muestras de leche, ya que los CCB obtenidos para diferentes sustancias

antimicrobianas fueron inferiores a los LMRs establecidos en la legislacion.

Sin embargo, la evaluacién de la capacidad de deteccién de estos métodos con leche de oveja y
de cabra es muy limitada y seria de gran importancia conocer la influencia de los factores que

pueden interferir en la respuesta de estos métodos de control con este tipo de leche.

Considerando la importancia de la presencia de residuos de antibiéticos en la leche y la escasa
disponibilidad de informacion sobre el comportamiento de los métodos de unidon a receptores
proteicos con muestras de leche de cabra, seria de gran interés conocer los factores que pudieran
estar relacionados con la aparicion de resultados “falsos positivos” en este tipo de leche que afecten
al productor, o con los resultados “falsos negativos” que representen un peligro para la salud del
consumidor. De igual manera, se necesita mayor informacidn para poder establecer una normativa
adecuada para el caso del control de la leche de cabra, con objeto de evitar la llegada de residuos de
antibidticos a la leche y, de este modo, colaborar con uno de los principios bdsicos de la Seguridad

Alimentaria, la proteccion de los consumidores.
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Il. OBJETIVOS

Dada la importancia de la presencia de residuos de medicamentos en la leche tanto para la salud
publica como para los procesos tecnoldgicos de fabricacion de productos lacteos, la legislacion
europea establece una serie de controles sobre la deteccién de inhibidores en la leche a nivel de

explotaciones ganaderas, centros lacteos y laboratorios acreditados.

Los métodos empleados para la realizacion de estos controles han sido desarrollados vy
evaluados para leche de vaca siendo la informacidn para la leche de otras especies ganaderas muy
limitada. Por ello, se considerd interesante realizar un estudio sobre la “Evaluacion de los métodos

de unidn a receptores proteicos para la determinacidn de antibiéticos en la leche cruda de cabra”.

De una manera mas especifica, los objetivos de este trabajo han sido los siguientes:

e Estudiar la especificidad de los métodos de union a receptores proteicos mas empleados en
Espafia (BetaStar Combo, Charm MRL BL/TET, SNAPy Twinsensor ®T) en leche cruda de cabra.

e Evaluar la Capacidad de deteccién (CCB) de los métodos de unidn a receptores proteicos
(BetaStar Combo, Charm MRL BL/TET, SNAP y Twinsensor ®') de diferentes antibidticos

betalactdmicos y tetraciclinas en leche cruda de cabra.
e Analizar el efecto del conservante azidiol sobre la respuesta de los métodos de unién a

receptores proteicos (BetaStar Combo, Charm MRL BL/TET, SNAP y Twinsensor ') en leche

de cabra con y sin antibidticos.

15



Materiales y métodos



Materiales y métodos

lll. MATERIALES Y METODOS

3.1. Diseio Experimental

Dado que el presente estudio pretende evaluar el funcionamiento de los métodos de unién a
receptores proteicos mds empleados en Espafia con leche cruda de cabra, el disefio experimental se

planted en base al estudio de los parametros siguientes:

e Un primer experimento para determinar la especificidad (determinacion de los resultados
“falsos positivos”) de cada uno de los métodos de unidn a receptores proteicos empleados

en el estudio.

e Un segundo experimento para establecer la Capacidad de deteccién (CCB) de los métodos de
union a receptores proteicos utilizados en este estudio, para los antibiéticos betalactamicos y

tetraciclinas mas empleados en el ganado caprino lechero.

e Un tercer experimento para evaluar el efecto del conservante Azidiol sobre la respuesta de
los métodos de unidn a receptores proteicos con leche de cabra sin antibidtico y con

antibiotico (betalactamicos y tetraciclinas).

3.2 Muestras de leche

Para los experimentos, se utilizaron muestras individuales de leche procedentes del ordefio
mecdnico de la mafiana del rebafio de cabras de la Raza Muciano-Granadina existente en la Granja
experimental de pequefios rumiantes del Departamento de Ciencia Animal de la Universitat

Politécnica de Valencia.

Las muestras se recogieron de animales sanos y no tratados con ningun medicamento desde la
segunda semana post-parto hasta el final del periodo de lactacién (7 meses), con una frecuencia

quincenal.

Las muestras de leche se analizaron en el Laboratorio de Andlisis de Leche de la Universitat
Politeécnica de Valencia para determinar su composicion quimica (grasa, proteina bruta, lactosa, y
solidos totales) y su calidad higiénica (recuento de células somaticas y recuento de gérmenes
totales), garantizando que cumplian con los requisitos de composicion y calidad sefialados en la
norma UNE-EN ISO 18330 (2003b) que establece las directrices para la descripcion normalizada de
los inmunoensayos de receptores para la deteccion de residuos de antimicrobianos en leche y

productos lacteos.

La composicién quimica de la leche se determiné mediante la utilizacidon del MilkoScan FT 120
(Foss. Hillerdpd, Denmark), el recuento de células somaticas con el equipo automatico Fossomatic
5000 (Foss. Hillerod , Denmark) y el recuento de gérmenes totales, con el Bactoscan FC (Foss.

Hillerdd, Denmark). El pH se determiné con un pHmetro convencional (Crison. Barcelona, Espaiia).
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En el estudio de especificidad se analizaron un total de 350 muestras individuales de leche de
cabra. Cada muestra se analizé individualmente el mismo dia de su recogida mediante los métodos

seleccionados para este trabajo segln el protocolo de ejecucidn descrito por cada fabricante.

Para medir la Capacidad de deteccion (CCB) fueron seguidas las directrices de las Guias de
validacién de los métodos de cribado para la deteccidn de residuos de medicamentos veterinarios,

propuestas por los laboratorios de referencia de la Comunidad europea (CRLs, 2010).

En primer lugar se analizé una concentracion de antibidtico correspondiente a 0.5xLMR
realizando un total de 20 repeticiones. Si el error B era >5% (1 resultado negativo), se analizaba la
siguiente concentracién de ensayo correspondiente a 0.75xLMR, con 40 repeticiones. De igual
manera, si el error B era >5% (2 resultados negativos), se procedia a analizar una concentracion
equivalente al LMR ensayando un total de 60 repeticiones. En este caso, si el error B >5% (3
resultados negativo), se determinaba que el CCP era mayor que el LMR establecido para la sustancia
en cuestién. Los LMR utilizados en este estudio fueron los establecidos por la legislacién europea en
el Reglamento (UE) 37/2010.

Para evaluar el efecto del conservante azidiol sobre la respuesta de los métodos de unién a
receptores proteicos, se utilizaron 20 muestras individuales de leche de cabra libres de antibidticos.
Las muestras de leche se dividieron en dos alicuotas, una sin conservante y otra con azidiol (Figura 4),
y se analizaron con cada uno de los métodos considerados. Posteriormente, las mismas muestras de
leche fueron adicionadas de penicilina G y oxitetraciclina en concentraciones equivalentes al LMR

(4pg/Kg y 100g/Kg, respectivamente) y se analizaron nuevamente con los métodos de cribado

'Ri'ey

negativa negativa negativa negativa negativa negativa
+ azidiol +PenG +PenG+Az +0xi +Oxi + Az

seleccionados.

Figura 4. Estudio del efecto del azidiol en métodos de union a receptores proteicos en leche de cabra

3.3 Sustancias antimicrobianas y muestras de leche fortificadas

Las sustancias antimicrobianas seleccionadas, en funcién de la importancia de su uso, para el
estudio de la sensibilidad de los métodos de unidn a receptores proteicos, junto a sus respectivos

Limites Mdximo de Residuos establecidos por la normativa vigente, se presentan en el Cuadro 5.

Para la preparacion de las muestras fortificadas de cada uno de los antibidticos estudiados, se

siguieron las recomendaciones de la Federacidn Internacional de Lecheria (IDF, 1991), de modo que
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el volumen afadido de la disolucién de un farmaco determinado no superase el 1% del volumen de

solucion final de leche resultante.

Para la preparacion de las soluciones de antibidticos, se pesaron 25mg de cada sustancia
teniendo en cuenta su pureza, que se disolvieron en un matraz aforado de 25 ml utilizando agua
destilada o un disolvente apropiado (Cuadro 5), obteniéndose asi las soluciones “madre” de cada uno
de los antibidticos. A partir de éstas, se prepararon las soluciones intermedias necesarias para
conseguir la concentraciéon de ensayo requerida en cada caso. Todas las soluciones antibidticas
fueron preparadas en el momento de realizar los andlisis para evitar problemas relacionados con la

estabilidad de las sustancias antimicrobianas.

Cuadro 5. Sustancias antimicrobianas usadas para la determinacion de la Capacidad de
Deteccion (CCB)

Referencia

Antimicrobiano Nombre (%) Solvente
Comercial
Amoxicilina A8523 H,0
Ampicilina A9518 H,O
Cloxacilina C9393 H,0
Penicilina G PEN-Na H,0
Beta-lactamicos Cefalonium 32904 NaOH 0,1N
Cefapirina 43989 H,O
Cefoperazona 32426 NaOH 1IN
Ceftiofur 34001 NaOH 0,1N
Cefalexina C4895 H,0
Chlortetraciclina C4881 NaOH 0,1N
Tetraciclina Oxitetraciclina 04636 HCI 0,1N
Tetraciclina T3258 HCI 0,1N

™ Todos los antimicrobianos utilizados fueron suministrados por Sigma-aldrich (Bornem, Bélgica)

3.4 Métodos de unidn a receptores proteicos

Se seleccionaron cuatro métodos de unidn a receptores proteicos: BetaStar Combo, ROSA

Charm MRL BL/TET, SNAP (Betalactam, Tetracycline y Gentamicin) y Twinsensor®'.

Sus fundamentos, procedimientos de analisis e interpretacion de resultados se sefialan en los

apartados siguientes.

3.4.1 BetaStar Combo

El método BetaStar Combo (Neogen Corporation. Lansing, EEUU), es un método de receptores
proteicos especifico para la determinacion rapida de antibidticos betalactamicos y tetracilinas en

muestras de leche.

Se presenta en un formato de 25 viales que contienen los receptores y un bote de 25 tiras

reactivas para la determinacidn de los antibidticos.

El procedimiento de ensayo del BetaStar Combo es sencillo y consiste en colocar en el vial que

contiene los receptores, 200 pL de muestra de leche para realizar una primera incubacion a 47.52C
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en un calentador suministrado por la casa comercial, durante un tiempo de 2 minutos.
Posteriormente se coloca la tira reactiva dentro del vial y se realiza una segunda incubacién durante

3 minutos mas.

Al finalizar el periodo de incubacion, se extrae la tira del vial, se retira la esponjita del extremo
de la tira y se realiza inmediatamente después la interpretacién de los resultados, bien de manera
visual o mediante la utilizacion del lector AccuScan Ill Reader (Neogen Corporation). El

procedimiento de ensayo del método BetaStar Combo se observa en la Figura 5.

&

Figura 5. Procedimiento del método BetaStar Combo

La interpretacién visual de los resultados se realiza de la siguiente manera:

e Silas bandas de la muestra son mas intensas o igual que la banda de referencia, la muestra se
considera negativa.
e Si las bandas de la muestra tienen una l ‘

Betalactdmicos —= ™|

intensidad menor que la banda de referencia, la (Banda de Referencia) —»

Tetraciclinas —» 1

muestra es interpretada como positiva. . |
e  Sipor el contrario la banda de referencia no se l l H

ve reflejada en la tira, el test se considera como Invaido

invalido.

3.4.2 Charm MRL BL/TET

El método ROSA (Rapid One Step Assay) Charm MRL BL/TET (Charm Sciences Inc.,
Massachussets, EEUU), permite la deteccién simultdnea de antimicrobianos betalactamicos vy
tetraciclinas a niveles de los LMRs establecidos en la Unidn Europea. Utiliza la tecnologia de difusion
por flujo lateral y se presenta mediante tiras de papel cromatografico en la que estdn embebidos

todos los ingredientes del método.

Para realizar este método, se colocan en un tubo eppendorf, 300uL de la muestra de leche y
300uL de un buffer de dilucién especifico para leche de cabra, suministrada por el fabricante. La
mezcla se agita hasta homogenizar y se refrigera a 42C durante un tiempo de 10 minutos.
Posteriormente, se toman 300uL de la mezcla y se colocan en la tira de papel previamente situada en

el incubador (ROSA Incubator. Charm Science, Inc.) regulado a una temperatura de 562C.
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Transcurrido el tiempo de incubacién (16 minutos) se procede a la lectura de los resultados
tanto de forma visual como a través del lector ROSA Pearl Reader (Charm Sciences, Inc.). En la Figura

6 se observa el procedimiento empleado para la realizacién de este método.

Figura 6. Procedimiento del método Charm MRL BL/TET

La muestra se valorard como positiva o negativa, dependiendo de la S—
intensidad de las bandas coloreadas de la siguiente forma: c

BL
TE

E <

F!e -test INVALJO samples.

C
BL
TE

i
l I )

e Sila banda de la muestra es mads intensa o igual que la banda control,

la muestra se considera negativa. POSITIVE

Cc

e Sila banda de la muestra tiene una intensidad menor que la banda b

TE

c
BL
TE

oD
D

control, la muestra es interpretada como positiva.
H . s . NEGATIVE
e Sila banda control no se observa o bien esta incompleta, el resultado

C
BL

es interpretado como invalido. TE

C
BL
TE

T}
i

3.4.3 SNAP (Betalactam, Tetracycline y Gentamicin)

El método SNAP en sus versiones Betalactam, Tetracycline y Gentamicin (IDEXX Laboratories,
Inc. Westbrook, EEUU) ha sido desarrollado para la deteccion de antibidticos betalactamicos,
tetraciclinas y gentamicina, respectivamente. Se presenta en empaques individuales que contienen
un tubo con la pastilla del receptor, una pipeta de plastico para dosificar la muestra de leche y el

dispositivo del test.

Para la realizacién de este método hay que colocar 400uL de la muestra de leche en el tubo que
contiene los receptores, agitar para disolverlos y colocar en el bloque calefactor regulado a 459C
durante un tiempo de 5 minutos para SNAP Betalactam y SNAP Tetracycline y de 2 minutos para el
SNAP Gentamicin. El dispositivo SNAP también se mantiene en el incubador, junto al tubo de

muestra, durante todo este tiempo.

Transcurrida la primera incubacion, se vierte el contenido del tubo dentro del pocillo de prueba
del dispositivo SNAP. La fluye a través de la ventana de resultados hacia el circulo de activacién.
Cuando el circulo de activacion empieza a desaparecer, se presiona el activador y se realiza una
segunda incubacidn que dura 4 minutos para el SNAP Betalactam y SNAP Tetracycline mientras que

para el SNAP Gentamicin, es de 7 minutos.

Posteriormente, se realiza la lectura de manera visual y con el lector SNAP shot (IDEXX

Laboratories, Inc.) que da como resultado un ratio comprendido entre “0”y “>5" indicando si la
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muestra de leche es positiva o negativa. En la Figura 7 se muestra el procecdimiento del método
SNAP.

Figura 7. Procedimiento del método SNAP

CONTROL ST  ACTIEENCN CRCLE

Visualmente se pueden interpretar los resultados P p—

de la manera siguiente:

e Siel punto de muestra es mas intenso o igual que

el punto control, la muestra se considera negativa.

SAMELE WELL SAMLL wCT ACTRROE

e Si el punto de muestra es de menor intensidad NEGATIVE (o . POSITIVE (5
. i SSal| o ) Ea
gue el punto control, la muestra se considera positiva. Gortes o gl Vg o
e Coamal Spct . e Coaol Spot

3.4.4 Twinsensor®”

El método Twinsensor®™ (Unisensor. Lieja, Bélgica)
es un andlisis que involucra dos receptores en una sola operacién. Utiliza dos elementos que
comprenden un pocillo que contiene cierta cantidad de ambos receptores ligados a particulas de oro
y una tira que compone un conjunto de membranas donde hay tres lineas de captura (una linea para

betalactamicos, una linea control y otra para las tetraciclinas).

Para la realizacién del test se colocan 200puL de leche en cada pocillo, se mezclan y se realiza una
primera incubacion de 3 minutos de duracién, a una temperatura de 40°C en el incubador
temporizado Heat Sensor (Unisensor). A continuacién, se sumerge la tira en el pocillo permitiendo

gue la leche fluya a través de ella realizando una segunda incubacién durante otros 3 minutos.

Transcurrido este tiempo, se retira la tira del pocillo y se procede a la lectura visual de los
resultados y con el lector Read Sensor (Unisensor), indicando si la muestra es positiva o negativa a

betalactamicos y/o tetraciclinas. En la Figura 8 se muestra el procedimiento del método Twinsensor®"

Figura 8. Procedimiento analitico del método Twinsensor®”
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La interpretacion visual de los resultados se realiza de la siguiente manera:

e Silas bandas de la muestra son mas intensas o

igual que la banda control, la muestra se considera

negativa a los dos antibidticos. i alln B M
|- CTRL H {50 B - jant ot

e Si las bandas de la muestra son de menor B-lactam =

intensidad que la banda control, la muestra es

interpretada como positiva a betalactdmicos y/o a P TOOUF  POSOIF  POSWIF
B-lactam Tetracycline B-lactam +
tetraciclinas. Tetracycline

3.5 Anadlisis Estadistico

Los calculos de las medias, desviaciones estandar, maximos y minimos de la composicién de la
leche de cabra, del recuento de células somaticas y de los gérmenes totales, se realizaron con el
analisis multidimensional del paquete estadistico Statgraphics 5.1 (2001). En el caso de las células

somaticas y de los gérmenes totales, se empleo el logaritmo decimal del recuento.

Para analizar las posibles causas de los resultados “falsos positivos” obtenidos, se realizd un
estudio del efecto de la semana de lactacién y de las caracteristicas fisicoquimicas de la leche de
cabra sobre la respuesta de los métodos de unidon a receptores proteicos, en aquellos que
presentaron una especificidad menor o igual a 95%. Dado que las respuestas de estos métodos son
variables categoricas (“positivo” o “negativo”), se realizd un anadlisis de regresidon logistica mediante
la aplicacién correspondiente del programa de tratamiento estadistico de datos Statgraphics 5.1
(2001).

El modelo utilizado fue el siguiente:

Li = logit [Pi] = Bo +B1 [semana]+ B, [pH]+ B3 [G]+B4 [P]+Bs [L]+B6 [ST]+B7 [logRCS]+ Bs [logRGT]+ i

Donde:

logit [P;]= probabilidad de resultado positivo de un método; B;= coeficientes estimados por el
modelo; semana;= estado de la lactacion, pH;= valores de pH, G= grasa; P;= proteina; L;= lactosa; ST;=
solidos totales; logRCS;= logaritmo decimal del recuento de células somaticas; logRGT;= logaritmo

decimal del recuento de gérmenes totales y €= error del modelo.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

1. ESPECIFICIDAD DE LOS METODOS DE UNION A RECEPTORES PROTEICOS EN LECHE DE CABRA

1.1. BetaStar Combo

Para el cdlculo de la especificidad del método BetaStar Combo se utilizaron un total de 350

muestras de leche de cabra libres de antibioticos.

En el Cuadro 6 se resume la composiciéon quimica y la calidad higiénica de las muestras de
leche de cabra utilizadas en el estudio de especificidad de este método. Estos valores se encuentran
dentro del rango especificado por diferentes autores para la leche de cabra de raza Murciano-

Granadina (Quiles y Hevia, 1994; Vert, 2004; Boza, 2007).

Cuadro 6. Caracteristicas de la leche de cabra utilizada en el estudio de la especificidad

del método BetaStar Combo

Parametros Minimo ‘ Maximo
pH 6,79 0,09 6,50 7,14
Grasa (%) 5,60 1,16 3,23 11,44
Proteina (%) 3,72 0,48 2,44 5,36
Sdlidos Totales (%) 14,65 1,55 11,05 20,48
RGT (x10° ufcl/ml) 75 200 10 2.289
Log RGT 4,56 0,40 4 6,35
RCS (x10° cel/ml) 1.019 1.536 75 15.456
Log RCS 5,76 0,42 4,87 7,18

SD: Desviacion estdndar; RGT: Recuento de gérmenes totales, SCC: Recuento de células somdticas

En el Cuadro 7 se presentan los resultados de especificidad para el método BetaStar Combo
con muestras de leche de cabra segun la interpretaciéon visual de los resultados y la realizada

mediante la utilizacion del lector AccuScan Il Reader (Neogen Corporation).

Cuadro 7. Resultados obtenidos en el estudio de la especificidad para el método BetaStar Combo

Betalactamicos Tetraciclinas
Visual Lector Visual Lector
P D N P N P D N P N

Clasificacién muestras™ 4 5 |341| 3 [347 | 3 1 |346| 3 | 347
Negativas/Total muestras 341/350 347/350 346/350 347/350
Especificidad (%) 97 99 98 99

(I)Clasificacién muestras: P=positiva, D=dudosa y N=negativa
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Para la deteccidon de antibidticos betalactamicos, la especificidad calculada a partir de la
interpretacion visual de los resultados fue de 97% mientras que cuando se utiliza la lectura
instrumental de resultados, la especificidad aumenta hasta el 99%. Se observa que con la utilizacién
del lector se obtiene un menor porcentaje de resultados positivos al discriminar mejor las muestras
de interpretacion visual dudosa, aunque esta diferencia no llegd a ser estadisticamente significativa
(p>0.05).

Estos resultados son similares a los obtenidos por Sternesjo y Johnsson (2003) en un método
similar de la misma firma comercial para la deteccidn rapida de betalactdmicos en leche de vaca
(BetaStar, Neogen Corporation), quienes calcularon una especificidad de 99.9% en muestras de leche
de tanque. M3as recientemente, Borrds (2011), obtiene una menor especificidad para este mismo

método (97%) con muestras individuales de leche de vaca.

En el caso de la deteccidn de los antibidticos del grupo de las tetraciclinas, también se observa
una mayor especificidad cuando ésta se calcula a partir de la lectura instrumental de resultados (99%
lectura instrumental vs 98% lectura visual) aunque en este caso la diferencia tampoco llegd a ser

estadisticamente significativa (p>0.05).

En la Figura 9 se presenta la evolucion de la especificidad calculada con leche de cabra a partir
de las lecturas instrumentales del método BetaStar Combo a lo largo de la lactacion. En ella se puede
observar que los resultados positivos obtenidos (3) se encuentran en el primer y ultimo mes de la
lactacidn tanto para los antibidticos betalactamicos (semanas 4 y 26) como para los del grupo de las
tetraciclinas (semana 6 y 24), aunque el reducido nimero de estos resultados no permite ningun tipo

de conclusién.

110
=@= Beta-lactdmicos =a=Tetraciclinas

g 100 'W Ay Ay Ay A Ay i W
T
[}
©
S 90
=
(8]
[}
Q
d 80

70

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28
Semana de lactacion

Figura 9. Evolucidn de la especificidad del método BetaStar Combo en leche de cabra

a lo largo del periodo de lactacion
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1.2 Charm MRL BL/TET

Las caracteristicas de las 350 muestras individuales de leche de cabra empleadas para el

calculo de la especificidad del método Charm MRL BL/TET se presentan en el Cuadro 8.

Las muestras de leche de cabra utilizadas en este estudio presentaron una composicién

guimica y una calidad higiénica similar a la sefalada por otros autores (Quiles y Hevia, 1994; Vert,
2004; Boza, 2007) para la leche de cabra.

Cuadro 8. Caracteristicas de la leche de cabra utilizada en el estudio de la especificidad
del método Charm MRL BL/TET

Parametros

pH

Grasa (%)

Proteina (%)
Sdlidos Totales (%)
RGT (x10° ufc/ml)
Log RGT

RCS (x10° cel/ml)
Log RCS

6,78
5,74
3,82
15,0
74
4,5
975
5,68

0,09
1,16
0,48
1,51
306
0,40
1.737
0,49

6,55
3,31
2,68
12,13
10
4,0
37
4,57

7,13
10,61
6,03
20,48
4.829
6,68
16.837
7,23

SD: Desviacion estdndar; RGT: Recuento de gérmenes totales, RCS: Recuento de células somdticas

En el Cuadro 9 se presentan los resultados obtenidos en el estudio de especificidad del método

Charm MRL BL/TET con leche de cabra. En él se puede observar la alta especificidad que presenta el

método en este tipo de leche tanto para la deteccién de antibidticos betalactdmicos como de

tetraciclinas (98% y 100%, respectivamente) segln la interpretacién realizada por el ROSA Reader

(Charm Sciences, Inc.).

La especificidad calculada a partir de la interpretacién visual de los de resultados fue

ligeramente inferior aunque no llegaron a encontrarse diferencias estadisticamente significativas

(p>0.05).

Cuadro 9. Resultados obtenidos en el estudio de la especificidad para el método Charm MRL BL/TET

Tetraciclinas

Visual Lector Visual Lector
D N D N D N P D N
Clasificacion muestras'” 2 | 341 0 | 343 1 (349 0| 0 |350
Negativos/ Totalmuestras 341/350 343/350 349/350 350/350
Especificidad (%) 97 98 99 100

”’Clasificacién muestras: P=positiva, D=dudosa y N=negativa
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Roca y col. (2007) evaluaron el método Charm MRL BL/TET en leche de vaca y obtuvieron una
especificidad de 100% para la deteccién de antibidticos betalactdmicos. Sin embargo, Muro (2008),
en muestras de leche de oveja, sefiala una especificidad para este método de 90%, valor muy inferior
al encontrado en el presente trabajo. En cuanto a la deteccion de tetraciclinas, la especificidad
calculada por estos autores para la leche de vaca y de oveja, respectivamente, fue ligeramente

inferior (99%) a la obtenida en este estudio para la leche de cabra.

En la Figura 10 se representa la evolucion de la especificidad del método Charm MLR BL/TET
con leche de cabra, a lo largo del periodo de lactacién. En ella se observa que los reducidos
resultados “falsos positivos” obtenidos, se encuentran en los dos primeros meses de lactacion

(semanas 4y 8) y en los dos ultimos (semanas 20, 24 y 26).

130

120

=@ Beta-lactdmicos =e=Tetraciclinas
110

100 —W S = —0
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Especificidad (%)

70

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28
Semanas de lactacion

Figura 10. Evolucion de la especificidad del método Charm MLR BL/TET en leche de cabra a

lo largo del periodo de lactacion

1.3. SNAP

La especificidad del método SNAP en tres de sus versiones (SNAP Betalactam, SNAP
Tetracycline y SNAP Gentamicin), se determiné empleando muestras individuales de leche de cabra
durante todo el periodo de lactacién. Las muestras utilizadas para el cdlculo de la incidencia de
resultados “falsos positivos” en estos métodos de cribado, fueron las mismas que las empleadas en

el caso del BetaStar Combo y sus caracteristicas se recogen en el Cuadro 6.

Los valores de especificidad calculada a partir de las interpretaciones visuales y las lecturas
instrumentales del método SNAP Betalactam con leche de cabra se presentan en el Cuadro 10,
donde se observa una menor especificidad (93,4%) para las interpretaciones visuales que para las

instrumentales (95%), aunque no se encontraron diferencias significativas (p>0.05) en funcién del
tipo de lectura utilizado.
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Cuadro 10. Resultados obtenidos en el estudio de la especificidad

para el método SNAP Betalactam

SNAP Betalactam

Lector
P N P N
Clasificacién muestras™ 18 | 5 [327| 18 | 332
Negativos/Total muestras 327/350 332/350
Especificidad (%) 93,4 95

”’C/asificacio’n muestras: P=positiva, D=dudosa y N=negativa

Estos resultados son similares a los obtenidos por Zeng y col. (1998) con muestras de leche de
cabra, quienes calculan para este método de cribado, una especificidad de 96.1%. Sin embargo, son
muy inferiores a los obtenidos por Contreras y col. (1997) también con leche de cabra (100%) y a los
indicados por otros autores en leche de otras especies. Asi, Sternesjo y Johnsson (2003) y Borras
(2011) con muestras de leche de vaca, obtienen para el SNAP Betalactam una especificidad de 98% y
100%, respectivamente. Mientras que en muestras de leche de oveja, Berruga y col. (2009) calculan

para este método una especificidad de 99%.

Con objeto de determinar las posibles causas de la aparicion de este elevado porcentaje de
resultados “falsos positivos” en el método SNAP Betalactam con muestras de leche de cabra, se
realizé un analisis estadistico de los datos mediante la aplicacién de un modelo de regresién logistica
que considera como factores de variacién la semana de lactacién, el pH, los componentes
mayoritarios de la leche, el recuento de gérmenes totales y el de células somaticas, donde se puede
observar que Unicamente el RCS tuvo un efecto significativo sobre la incidencia de resultados “falsos
positivos” (X 2= 8,7503 y p= 0,0031)

La ecuacion resultante de la aplicacion del modelo de regresion logistica, que presentd un

buen nivel de ajuste, fue la siguiente:
L= 8.623 -2.023[logRCS]

(X*=1.1795 y p= 0,5545)

Maron-Carraro y Rodrigues (2000) también observaron un efecto significativo del RCS sobre la
respuesta del método SNAP Betalactam en leche de cabra pero, a diferencia de lo indicado por estos
autores, las muestras positivas obtenidas en este trabajo (n=18) presentaron un menor recuento

celular (5.50+0.29) que aquellas que resultaron negativas (n=332; 5.79+0.42).

En cuanto a la especificidad del método SNAP Tetracycline con muestras de leche de cabra,
este parametro resulté de 100%, con independencia del sistema de lectura empleado (p>0.05). Este
valor es superior al obtenido por Berruga y col. (2009) en muestras de leche de oveja que fue de

96%, lo que puede ser debido a las diferencias en la composicién de la leche de ambas especies.
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Respecto al método SNAP Gentamicin, la especificidad calculada con muestras de leche de
cabra también ha sido de 100% no encontrando diferencias significativas (p>0.05) con respecto al
sistema de lectura utilizado. En este caso no se ha encontrado ninguna referencia bibliografica con la

que poder comparar los resultados obtenidos en este trabajo.

En la Figura 11 se presenta la evolucién de la especificidad de las distintas versiones del
método SNAP a lo largo del periodo de lactacién. En ella se puede ver que el método SNAP
Betalactam presenta resultados positivos en gran parte de las semanas de ordefio consideradas,

presentando los valores de especificidad mas bajos (88%) durante el Ultimo mes de la lactacion.

4= Beta-lactamicos =—@=Tetraciclinas ====Gentamicina
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Figura 11. Evolucidn de la especificidad del método SNAP en leche de cabra a lo largo de la

lactacion

1.4. Twinsensor®’

Las muestras analizadas para evaluar la especificidad del método Twinsensor®’ con leche de

cabra, fueron las mismas que las utilizadas con el método BetaStar Combo (Cuadro 6).

A su vez, el Cuadro 11, presenta los resultados de la especificidad calculada para el método
Twinsensor®" segln los resultados obtenidos con la interpretacién visual y la lectura instrumental de

las pruebas realizadas.

Cuadro 11. Resultados obtenidos en el estudio de la especificidad para el método Twinsensor &"

Tetraciclinas

P D N P D N P D N P D N

Clasificacion muestras™ | 21 | 19 [310| 23 | 24 [303| 1 | 0 |349| 1| 0 |349

Negativos/Total muestras 310/350 303/350 349/350 349/350
Especificidad (%) 89 87 99.7 99.7

”’Clasificacio’n muestras: P=positiva, D=dudosa y N=negativa.
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La especificidad calculada para la deteccidon de betalactdmicos en el método Twinsensor®'
segun la interpretacion visual de los resultados ha sido de 89% ya que se observaron un total de 40
resultados no conformes, de los cuales casi el 50% se corresponden con resultados de dudosa
interpretacion. Cuando se utilizan los resultados obtenidos mediante la utilizacién del lector Read
Sensor (Unisensor), la especificidad es menor alcanzando un valor de 87%. Al igual que en el caso
anterior, la proporcidn de resultados de dudosa interpretacion representa alrededor del 50% de los

muestras no conformes obtenidas en este estudio.

Las diferencias observadas no fueron estadisticamente significativas (p>0.05) y podrian estar
relacionadas con la diferente percepcion de las bandas coloreadas del test por parte del ojo humano
y del lector utilizado. Asi, 8 de los resultados que fueron interpretados como negativos mediante la
lectura visual de las pruebas, fueron clasificados como ligeramente positivos (LPOS) por el lector y 5

de las muestras clasificadas visualmente como dudosas, resultaron positivas para el lector.

En cualquier caso, estos resultados difieren considerablemente de los observados por otros
autores en leche de diferentes especies. Asi, Berruga y col. (2009) y Muro (2008) en leche de oveja,
obtuvieron una especificidad de 95% para la deteccidon de antibidticos betalactdmicos mediante el
método Twinsensor®'. Por su parte, Borras (2011) obtuvo una especificidad mas elevada (98%) en

muestras de leche de vaca.

En el caso de la deteccidn de tetraciclinas, la especificidad para este método resulta de 99.7%
con independencia del tipo de lectura empleado. Estos resultados son superiores a los obtenidos por
Berruga y col. (2009) con leche de oveja y por Borras (2011) en leche de vaca, que observaron una

especificidad de 97 y 98%, respectivamente.

En la Figura 12 se presenta la evolucion de la especificidad calculada en base a la
interpretacion instrumental de resultados del método Twinsensor®" a lo largo de la lactacién. En ella
se observa que la especificidad para la deteccién de antibidticos betalactamicos en leche de cabra
presenta pequefias fluctuaciones durante los cuatro primeros meses de ordefio para descender de
manera muy acusada a partir del quinto mes de lactacion, llegando a alcanzar una especificidad de

tan sélo un 48% en el momento del secado.
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Figura 12. Evolucion de la especificidad del método Twinsensor " en leche de cabra a lo largo

de la lactacion
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Para evaluar las posibles causas de la elevada incidencia de resultados “falsos positivos” que se
producen especialmente en los Ultimos meses de ordefo, se realizé un analisis estadistico mediante
la aplicacién de un modelo de regresion logistica que considera como factores de variacién el estado

de la lactacion y las diferentes caracteristicas de la leche estudiadas.

En el Cuadro 12, donde se presentan los resultados del analisis estadistico, se observa el efecto
significativo (p<0.05) de la semana de lactacion, el pH de la leche y el contenido en proteina bruta,

sobre la respuesta del método Twinsensor®" para la deteccién de antibiéticos de tipo betalactamico.

Cuadro 12. Efecto de las caracteristicas de la leche sobre la incidencia

de resultados “falsos positivos” en el método Twinsensor®

Parametro X p

Semana 94.5474 <0.001
pH 4.4962 0.0340
Proteina 5.0061 0.0253

La ecuacidn resultante de la aplicacién del modelo logistico fue la siguiente:
y=29.866+0.329[Semana]-5.019[pH]-1.071[Proteina]
(X* = 15.225 y p= 0,0016)

Aunque los resultados del andlisis estadistico sugieren que la incidencia de resultados “falsos
positivos” en el método Twinsensor® con muestras de leche de cabra, estaria relacionada con el
estado de la lactacién, el pH de la leche y su contenido en proteina bruta, la ecuacién de prediccion
de resultados “falsos positivos” obtenida, no presenta un adecuado nivel de ajuste con los resultados
observados en el laboratorio, lo que indicaria que las diferencias encontradas son estadisticamente

significativas (p<0.05).

2. CAPACIDAD DE DETECCION (CCB) DE ANTIBIOTICOS DE LOS METODOS DE UNION A
RECEPTORES PROTEICOS EN LA LECHE DE CABRA

2.1 BetaStar Combo

En el Cuadro 13 se presenta la Capacidad de Deteccion (CCB) del método BetaStar Combo en
leche de cabra. Como se puede observar en dicho cuadro, este método permite la deteccién de
todos los antibidticos betalactamicos ensayados a concentraciones inferiores al LMR establecido en
la legislacion, con excepcion de la cefalexina y del ceftiofur que presentaron un valor de CCB superior
al LMR.

Con respecto a la deteccién de las tetraciclinas en la leche de cabra, el método BetaStar
Combo resultd ser muy sensible a la oxitetraciclina y a la tetraciclina, presentando un valor de CCB
inferior al LMR para estas sustancias. Sin embargo, la clortetraciclina no fue detectada a ninguna de

las concentraciones ensayadas siendo por tanto su CCB mayor que el LMR.
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En otros estudios llevados a cabo con leche de vaca y con el método BetaStar (Neogen)
indicado para la deteccién rdpida de residuos de antibidticos betalactamicos, Zvirdauskien vy
Salomskiene (2007) coinciden con Suhren y col. (2004) en que BetaStar es un buen método para

detectar penicilina G, amoxicilina y ampicilina a concentraciones inferiores al LMR.

Mds recientemente, Reybroeck y col. (2010) validaron el método BetaStar en leche de vaca
siguiendo un procedimiento simplificado de ensayo en el que se reducia el tiempo de incubacién de 5
minutos (3+2) a tan sdélo dos minutos (1+1) y también observaron resultados similares a los
obtenidos en este trabajo. De todos los betalactamicos ensayados, sélo la cefalexina y el ceftiofur

presentaron una Capacidad de Deteccidén superior al LMR

Cuadro 13. Capacidad de Deteccion (CCB8) del método BETASTAR COMBO para antibidticos

betalactdmicos y tetraciclinas en leche de cabra.

Concentracion Negativas/ Resultados

Grupo Nombre del LMR . CCB
Antimicrobiano Antibiético (ng/Kg) evaluada muestras Positivos (ng/Kg)
(ng/Kg) totales (%)
Amoxicilina 2 6/20 70
4 3
3 0/40 100
Ampicilina 4 2 1/20 95 2
Cloxacilina 30 15 0/20 100 15
. 2 5/20 75
Penicilina G 4 3 0/40 100 3
50 20/20 0
B-lactamicos Cefalexina 100 75 40/40 0 >100
100 57/60 5
Cefalonium 20 10 0/20 100 10
Cefapirina 60 30 0/20 100 30
Cefoperazona 50 25 0/20 100 25
50 16/20 20
Ceftiofur 100 75 36/40 10 >100
100 52/60 13
50 19/20 5
Clortetraciclina 100 75 34/40 15 >100
Tetraciclinas 100 21/60 65
Oxitetraciclina 100 50 0/20 100 50
Tetraciclina 100 >0 2/20 0 75
75 0/40 100
2.2 Charm MRL BL/TET

El Cuadro 14 resume los resultados del estudio de evaluacién de la Capacidad de Deteccién
(CCB) del método Charm MRL BL/TET para algunos antibidticos betalactamicos y otros del grupo de

las tetraciclinas, con leche de cabra.
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Cuadro 14. Capacidad de Deteccion (CC8) del método CHARM MRL BL/TET para antibidticos

betalactdmicos y tetraciclinas en leche de cabra.

Concentracion | Negativas/ Resultados

Grupo Nombre del LMR ... CCB
Antimicrobiano  Antibidtico (ng/Kg) evaluada muiestras Positivos (ng/Kg)
(ng/Kg) analizadas (%)
2 20/20 0
Amoxicilina 4 3 12/40 70 4
4 3/60 95
2 10/20 50
Ampicilina 4 3 13/40 68 4
4 2/60 97
15 19/20 5
B-lactamicos Cloxacilina 30 23 36/40 10 >30
30 51/60 15
Penicilina G 4 2 0/20 100 2
Cefalexina 100 50 0/20 100 50
Cefalonium 20 10 0/20 100 10
Cefapirina 60 30 0/20 100 30
Cefoperazone 50 25 0/20 100 25
Ceftiofur 100 50 0/20 100 50
Clortetraciclina 100 20 4/20 80 75
Tetraciclinas 5 2/40 95
Oxitetraciclina 100 50 0/20 100 50
Tetraciclina 100 50 1/20 95 50

Como se puede observar en el Cuadro 14, la Capacidad de Deteccién (CCB) del método
Charm MRL BL/TET para los antibiéticos betalactamicos, fue inferior al LMR establecido en la
legislacion para el caso de la penicilina G y las cefalosporinas cefapirina, cefoperazona, ceftiofur y
cefalexina, lo que indica una elevada sensibilidad del método para la deteccién de estas sustancias.
En el caso de la amoxicilina, la ampicilina y el cefalonium, el CCB calculado resulté igual al valor del
LMR. Por el contrario, el método Charm MRL BL/TET, no fue capaz de detectar la cloxacilina a una

concentracion equivalente al LMR establecido para esta sustancia (CCB>30 pg/Kg).

En el caso de las tetraciclinas, el método Charm MRL BL/TET detectd la presencia de estas
sustancias en la leche de cabra a una concentracién inferior al LMR establecido (100 pg/Kg), siendo el

CCB de 75 pg/Kg para la clortetraciclina y de 50 pg/Kg para la oxitetraciclina y la tetraciclina.

Muro (2008), sefiala que el método Charm MRL BL/TET en leche de oveja presenté una
sensibilidad elevada (90-100%) a antibidticos betalactdmicos como ceftiofur, cefalexina y
cefoperazona; con respecto a las tetraciclinas fue el método fue 100% sensible a la oxitetraciclina,

87% a tetraciclina y presentd una sensibilidad muy baja (23%) para la clortetraciclina.
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Por su parte Roca y col. (2007), en estudios en leche de vaca sefialé un 100% de sensibilidad
para penicilina G, cefalexina y cefoperazona y en el caso de cloxacilina observé resultados similares a

los resultados obtenidos en este trabajo.

En otro método de la misma casa comercial, Charm MRL 3BL, disefiado para la deteccion
rapida de antibidticos betalactdmicos en leche, Reybroeck (2011) con muestras de leche de vaca,
obtuvo resultados coincidentes con los observados en este estudio a excepcién de la cloxacilina, que

si pudo ser detectada a una concentracién inferior al LMR establecido.

2.3 SNAP (Betalactam, Tetracycline y Gentamicin)

Los resultados obtenidos en la determinacién del CCP para las tres versiones del método SNAP
evaluadas con muestras de leche de cabra, se resumen en el Cuadro 15. El método SNAP Betalactam
fue capaz de detectar todos los antibidticos betalactamicos ensayados a concentraciones inferiores al

LMR establecido en la legislacién.

Cuadro 15. Capacidad de Deteccion (CCB) del método SNAP (SNAP Betalactam, SNAP Tetracycline y

SNAP Gentamicin) para antibidticos betalactdmicos y tetraciclinas en leche de cabra.

Concentracion | Negativas/ Resultados

Grupo Nombre del LMR .. CCp
Antimicrobiano Antibidtico (ng/Kg) evaluada muestras Positivos (ng/Kg)
(ng/Kg) totales (%)
Amoxicilina 4 2 2/20 20 3
3 1/40 98
Ampicilina 4 2 2/20 0 3
3 0/40 100
Cloxacilina 30 15 1/20 95 15
Penicilina G 4 2 0/20 100 2
. ) 50 19/20 5
B-lactamicos Cefalexina 100 = 0/40 100 75
. 10 20/20 0
Cefalonium 20 15 0/40 100 15
Cefapirina 60 30 0/20 100 30
25 20/20 0
Cefoperazone 50 38 0/40 100 38
Ceftiofur 100 50 0/20 100 50
50 20/20 0
Clortetraciclina 100 75 40/40 0 >100
Tetraciclinas 100 60/60 0
Oxitetraciclina 100 50 0/20 100 50
Tetraciclina 100 50 0/20 100 50
Aminoglucésidos | Gentamicina 100 50 0/20 100 50
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En el caso de los antibidticos del grupo de las tetraciclinas, el método SNAP Tetracycline,
presenté un valor de CCB por debajo del LMR para el caso de la oxitetraciclina y de la tetraciclina
pero no pudo detectar la presencia de clortetraciclina en la leche a una concentracién equivalente al
LMR (100 pg/Kg).

Por ultimo, el SNAP Gentamicin detecté la presencia de gentamicina en la leche de cabra a una

concentracién equivalente a 0.5x LMR establecido para esa sustancia.

Suhren y col. (1998) realizaron un estudio con muestras de leche de vaca para determinar la
sensibilidad del SNAP Betalactam a diferentes sustancias observando que todos los betalactamicos
ensayados fueron detectados a una concentracién inferior al LMR excepto la amoxicilina, que sélo

pudo ser detectada a concentraciones comprendidas entre 1.5y 2.7 veces el LMR.

Borras (2011) en leche de vaca indica que el método SNAP Betalactam es muy sensible para
sustancias como la cefoperazona y la cefalexina, mientras que para ampicilina y la cloxacilina
presentan una sensibilidad muy baja (20% y 40%, respectivamente). A su vez, Muro (2008) en leche
de oveja, sefiala que la sensibilidad de este método es de 100% para el ceftiofur, cefalexina y
cefoperazona mientras que presenta una menor sensibilidad para la penicilina y la ampicilina (80% y
53%, respectivamente). En el caso de las tetracilinas, Muro (2008) indica una sensibilidad de 100%
para la oxitetraciclina y de 63% para la clortetraclina, lo que difiere de los resultados obtenidos en

este trabajo.

2.4 Twinsensor®"

En el Cuadro 16 se presentan los resultados del estudio de la Capacidad de Deteccién (CCB) del

método Twinsensor ®" para algunos antibidticos betalactdmicos y tetraciclinas en la leche de cabra.

El método Twinsensor®™ presenta un valor de CCP inferior al LMR para la amoxicilina,
ampicilina, cloxacilina, penicilina G, cefalexina, cefalonium, cefapirina y ceftiofur, mientras que el CCp

para la cefoperazona fue igual al LMR.

En el caso de las tetraciclinas, la oxitetraciclina y la tetraciclina presentaron un CCB igual que el
LMR establecido para estas sustancias (100 pg/Kg). Sin embargo, la clortetraciclina no pudo ser

detectada a esta concentracion.

Perme y col. (2010) realizé una evaluacion del método Twinsensor®’ con leche de vaca y
observd resultados similares a los encontrados en este estudio para todos los antibidticos
considerados, es decir, valores de CCBSLMR, a excepcion de la clortetraciclina que fue detectada a

una concentracion igual al LMR.

Con leche de oveja, Muro (2008) sefiala una sensibilidad muy elevada para todos los
betalactdmicos estudiados con el método Twinsensor®’, excepto para la cefalexina que presenta

valores ligeramente superiores al 50%.
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Cuadro 16. Capacidad de Deteccion (CC8) del método TWINSENSOR ®" para antibidticos betalactémicos

y tetraciclinas en leche de cabra

Concentracion Negativas/ Resultados

Grupo Nombre del LMR ... CCB
Antimicrobiano Antibidtico (ng/Kg) evaluada muestras Positivos (ng/Kg)
(ng/Kg) totales (%)
p 5/20 75
A icili 4 3
moxicilina 3 1/40 975
Ampicilina 4 2 4/20 80 3
P 3 0/40 100
Cloxacilina 30 15 0/20 100 15
Penicilina G 4 2 1/20 95 2
eralexina 75 0/40 100
Cefalonium 20 10 0/20 100 10
Cefapirina 60 30 0/20 100 30
25 4/20 80
Cefoperazone 50 38 6/40 85 50
50 0/60 100
Ceftiofur 100 50 0/20 100 50
50 16/20 20
Clortetraciclina 100 75 37/40 7,5 >100
Tetraciclinas 100 >8/60 33
Oxitetraciclina 100 50 0/20 100 50
50 11/20 45
Tetracicli 100 75
etraciclina c 0/40 100

3. EFECTO DEL AZIDIOL SOBRE LA RESPUESTA DE LOS METODOS DE UNION A RECEPTORES
PROTEICOS EN LECHE DE CABRA

3.1. BetaStar Combo

Los resultados del estudio del efecto del azidiol sobre la respuesta del método BetaStar Combo
se interpretaron de manera visual y mediante la utilizacion del lector AccuScan Il (Neogen
Corporation) que generd 2 tipos de lecturas: una lectura B para la deteccion de betalactdémicos y una
lectura T para la de tetraciclinas. Las lecturas visuales coincidieron con las proporcionadas por el

lector.

En la Figura 13 se presenta el efecto del azidiol sobre la respuesta del método BetaStar en la
leche de cabra sin antibidticos. En ella se observa que tanto la lectura f como la lectura T disminuyen
en las muestras de leche adicionadas de azidiol aunque esto no modifica la clasificacion de las

muestras que resultaron negativas en todos los casos.
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Figura 13. Efecto del azidiol sobre la respuesta del método BetaStar Combo para leche

de cabra sin antibidticos

Con respecto a las lecturas obtenidas al adicionar antibidticos a las muestras de leche de cabra

(4 pug/Kg penicilina G y 100 pg/Kg oxitetraciclina), se puede observar (Figura 14) que los valores de las

lecturas B y T son superiores en las muestras de leche con conservante aunque en este caso,

tampoco se ve afectada la interpretacion de los resultados ya que el 100% de las muestras de leche

analizadas fueron clasificadas como positivas.

La comparacién de los resultados obtenidos en este estudio no ha sido posible ya que no se ha

encontrado ningln trabajo que evalle el efecto del azidiol sobre la respuesta de este tipo de

métodos de cribado.

0,1600 - Oxitetraciclina (100 pg/Kg)

Con Azidiol

Penicilina G (4 pg/Kg)

SinAzidiol

Con Azidial

SinAzidiol

Figura 14. Lecturas obtenidas en el estudio del azidiol en el método BetaStar Combo para leche de

3.2 Charm MRL BL/TET

cabra con penicilina G y oxitetraciclina

Después de analizar diferentes tipos de muestras de leche de cabra adicionadas o no de

conservante con el método Charm MRL BL/TET, se determind que el azidiol no presenta ningln

efecto sobre la respuesta de este método rapido de control, ya que todas las muestras libres de
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sustancias antibiéticas mostraron un resultado negativo con independencia del método de lectura
empleado vy las adicionadas de antibiético (pencicilina y oxitetraciclina al LMR), fueron interpretadas

como positivas tanto visual como instrumentalmente.

En la Figura 15 se representa graficamente el efecto de la presencia de azidiol sobre la
interpretacion de los resultados. En ella se observa que la presencia de azidiol incrementa la lectura
en las muestras de leche adicionadas de 4 ug/Kg de pencicilina G mientras que en las muestras de
leche negativas (sin antibiotico) y en las adicionadas de 100 pg/Kg de oxitetraciclina apenas se
observan diferencias debidas a la presencia del conservante. En cualquier caso, la desviacidén
estandar observada para cada uno de los tipos de leche disminuye considerablemente en las

muestras de leche adicionadas de antibidtico.
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Figura 15. Efecto del azidiol sobre la respuesta del método Charm MRL BL/TET para leche de cabra

Actualmente no se ha encontrado ningun estudio que haya evaluado el efecto del
conservante sobre la respuesta de este tipo de métodos analiticos por lo no es posible la

comparacion de los resultados obtenidos en el presente trabajo.

3.3 SNAP Bectalactam, SNAP Tetracycline y SNAP Gentamicin

La interpretacién de resultados del método SNAP Betalactam no se ve afectada por la
presencia de conservante en las muestras de leche adicionadas o no de antibidtico (Figura 16),
aunque hay que senalar que la presencia del azidiol retarda la aparicion de los puntos de lectura, lo
que incrementa el tiempo de analisis un promedio de 1.5 minutos respecto al indicado por el
fabricante. Ademas, tanto el punto de muestra como el punto control, presentan una menor

intensidad en las muestras de leche adicionadas de conservante.
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Figura 16. Efecto del azidiol sobre la respuesta del método SNAP Betalactam para leche de cabra sin

antibidticos y con penicilina G

En cuanto al SNAP Tetracycline, la presencia de conservante aumentd las lecturas
proporcionadas por el lector tanto en las muestras sin antibidtico como en las adicionadas de 100
ug/Kg de oxitetraciclina (Figura 17) aunque esto no afecté la clasificacidn visual ni instrumental de las

muestras de leche.
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Figura 17. Efecto del azidiol sobre la respuesta del método SNAP Tetracycline para leche de cabra sin

antibidticos y con penicilina G

La presencia de azidiol no afectd el comportamiento del método SNAP Gentamicin (Figura

18). Las muestras de leche sin antibidtico permanecieron negativas ante la presencia del conservante

y las adicionadas de 100 pg/Kg de gentamicina, fueron clasificadas como positivas, con

independencia de que tuvieran o no azidiol, tanto visual como instrumentalmente, observando un
incremento de las lecturas proporcionadas por el lector en este ultimo caso.
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Figura 18. Efecto del azidiol sobre la respuesta del método SNAP Gentamicin para leche de cabra sin

antibidticos y con penicilina G

Hay que sefialar que tanto para los métodos SNAP Betalactam, SNAP Tetracycline y SNAP
Gentamicina, no se han encontrado datos de estudios anteriores que permitan comparar los

resultados obtenidos.

3.4 Twinsensor BT

En la Figura 19 se representa graficamente el efecto de la presencia de azidiol sobre Ila
interpretacion de los resultados en el método Twinsensor®". Al tratarse de un método combinado, el

lector generd 2 tipos de lecturas: una lectura B (betalactamicos) y una lectura T (tetraciclinas).

El conservante azidiol no tuvo ninguna influencia sobre el resultado del método Twinsensor®’
ya que todas las muestras de leche de cabra sin antibidticos fueron claramente negativas con

independencia del conservante (Figura 19).
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Figura 19. Lecturas 8 y T obtenidas en el estudio de azidiol del método Twinsensor ?"en leche de

cabra
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Respecto a las muestras de leche adicionadas de antibiético (4 ug/Kg de penicilina G y 100
ug/Kg) tampoco se encuentran diferencias en cuanto a la interpretacidén de resultados aunque se

observa un incremento de las lecturas en las muestras adicionadas de conservante.

Al igual que en los casos anteriores, no se han encontrado trabajos relacionados con este

estudio que permitan la comparacién de resultados.
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V. CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos en este trabajo, se pueden extraer las siguientes conclusiones:

1. Los métodos de unidn a receptores proteicos, con muestras individuales de leche de cabra,
presentan unos elevados porcentajes de especificidad. Para la deteccién de betalactamicos, el
método BetaStar Combo resultd ser el mas especifico (99%), seguido del Charm MRL BL/TET (98%) y
del SNAP Betalactam (95%). Con el Twinsensor ®' se calculé una especificidad mas baja (87%), debido
a un elevado numero de resultados “falsos positivos”, lo que indica que este método se ve mas
afectado por las caracteristicas de la leche de cabra y resulta poco adecuado para el analisis de

muestras de leche de cabra individuales.

En el caso de las tetraciclinas, tanto el método Charm MRL BL/TET como el SNAP Tetracycline
presentaron una especificidad de 100%, seguidos de Twinsensor ®' (99,7%) y BetaStar Combo (99%)
que también presentaron valores muy elevados, lo que indica que estos métodos son altamente
especificos para el andlisis de muestras individuales de leche de cabra, es decir, que no presentan

interferencias relacionadas con este tipo de leche.

El SNAP Gentamicin también presenté una elevada especificidad (100%) con muestras

individuales de leche de cabra.

2. La Capacidad de Deteccion (CCB) de los métodos de union a receptores proteicos de los
antibidticos betalactamicos y tetraciclinas con respecto al LMR en muestras individuales de leche de
cabra, varia segun el método y la sustancia antimicrobiana considerada. Para los antibidticos
betalactdmicos, el SNAP Betalactam y el Twinsensor®” mostraron ser capaces de detectar todos los
antibidticos analizados a niveles inferiores o iguales al LMR, mientras que el Charm MRL BL/TET no

fue capaz de detectar la cloxacilina, y el BetaStar Combo, ni la cefalexina ni el ceftiofur.

Para el grupo de las tetraciclinas, el método Charm MRL BL/TET presenté una Capacidad de
Deteccion (CCPB) para todas las sustancias analizadas inferior al LMR, mientras que los métodos SNAP
Tetracycline, BetaStar Combo y Twinsensor®’ no fueron capaces de detectar la clortetraciclina a
niveles del LMR.

El SNAP Gentamicin también presentd una Capacidad de Deteccién inferior al LMR con muestras

individuales de leche de cabra adicionadas de gentamicina.

3. El conservante azidiol no influyé sobre la respuesta de los métodos de unidn a receptores
proteicos evaluados (Charm MRL BL/TET, BetaStar Combo, SNAP vy Twinsensor®) en muestras
individuales de leche de cabra con y sin antibiéticos. Sin embargo, en el método SNAP Betalactam se
observé que al agregar azidiol a las muestras de leche, se retrasaba la aparicién de los puntos de
lectura lo que obliga a prolongar el tiempo de analisis. Ademas, la intensidad de dichos puntos es

menor en las muestras adicionadas de conservante.

De forma general, se puede concluir que los métodos de unidon a receptores proteicos
desarrollados para la leche de vaca, se pueden aplicar en la deteccidon de residuos de antibidticos
betalactamicos y tetraciclinas en muestras individuales de leche de cabra adicionadas o no de azidiol
ya que resultaron ser muy especificos y presentaron una buena Capacidad de Deteccién (CCB) para
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los antibidticos analizados con respecto al LMR establecido en la legislacion, a excepcion del método
Twinsensor®™ que presentd grandes interferencias a nivel de la linea de betalactdmicos, a pesar de
presentar una buena Capacidad de Deteccidén (CCB). Respecto a la deteccién de tetraciclinas todos
los métodos fueron altamente especificos aunque la Capacidad de Deteccion (CCB) para la
clortetraciclina sélo resulté adecuada en el método Charm MRL BL/TET, aunque hay que indicar que

esta tetraciclina es muy poco utilizada en ganado caprino.

Por ultimo, hay que senalar que este trabajo se considera una aportacién a la limitada
informacién existente sobre los métodos de deteccién de antibidticos en la leche de pequefios
rumiantes y también un punto de partida para futuros estudios sobre la presencia de residuos

antimicrobianos y su deteccién en ganado caprino.

Actualmente, seria conveniente mejorar la especificidad de algunos de los métodos rapidos a fin
de evitar la presencia de resultados “falsos positivos”, asi como desarrollar diferentes metodologias
que permitan el andlisis de otros antimicrobianos diferentes a los betalactamicos y las tetraciclinas
gue se emplean habitualmente en el ganado caprino lechero y, de este modo, evitar la llegada a la

cadena alimenticia de leche de cabra con residuos de antibidticos a fin de proteger al consumidor.
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