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RESUMEN

La legislacion espariola, asi como la de otros paises, exige que la leche destinada
al consumo humano no contenga calostros. Esta restriccion se debe principalmente al
hecho de que el calostro presenta unas caracteristicas fisicoquimicas muy diferentes a
las de la leche propiamente dicha que repercuten negativamente sobre su calidad

higiénica y tecnoldgica.

La presencia de calostro en la leche puede afectar negativamente la elaboracion
de determinados productos lacteos derivados como el queso y dificulta las operaciones
de limpieza y mantenimiento de los equipos debido a su elevado contenido en proteinas
séricas. Estas proteinas, ademas de reducir los rendimientos, pueden inhibir el
crecimiento de los cultivos iniciadores o estarteres empleados en la industria y alterar las
caracteristicas organolépticas de los productos terminados. Ademas, el incremento de
proteinas, especialmente inmunoglobulinas, que supone la adicién de calostro a la leche
podria estar relacionado en determinadas circunstancias con los resultados “falsos

positivos” que se obtienen en los métodos microbiolégicos de deteccién de antibiéticos.

Estos métodos, basados en la inhibicion del crecimiento microbiano, son
ampliamente utilizados en el control rutinario de las muestras de leche, debido a su
sencillez, bajo coste y amplio espectro de deteccidon. Sin embargo, al tratarse de métodos
inespecificos, pueden verse afectados por algunos factores como la presencia de
inhibidores naturales de la leche, conservantes, detergentes, u otras sustancias capaces

de inhibir el crecimiento del microorganismo del método.

El objetivo de este trabajo ha sido estudiar el efecto de la presencia de calostro en
la leche de oveja sobre la respuesta de los métodos microbiolégicos de deteccion de
inhibidores més utilizados en Espafia. Para ello se plantearon dos estudios: en un primer
trabajo se analizan muestras de calostro con diferentes métodos microbioldgicos
comerciales (BRT® AiM, Delvotest® SP-NT y Eclipse® 100), con objeto de comprobar el
comportamiento de estos métodos con este tipo de producto. En un segundo estudio, se
analiza leche adicionada de calostro en distintas proporciones, para evaluar las posibles
interferencias que la incorporacion de calostro a la leche de oveja puede provocar en los

distintos métodos de cribado considerados.

Los resultados obtenidos en el primer estudio, demuestran que los métodos
microbiologicos de deteccion de inhibidores en leche presentan un elevado porcentaje de

resultados “falsos positivos” cuando se utilizan con muestras de calostro ovino,



especialmente en las obtenidas dentro de las primeras 12 horas después del parto (BRT®
AiM= 87,5%; Delvotest” MCS= 28,2% y Eclipse® 100= 100%). La frecuencia de
resultados positivos disminuye con el tiempo transcurrido desde el parto en todos los
métodos considerados. Sin embargo hay que destacar, que sigue siendo muy elevada
hasta las 72 horas postparto (BRT® AiM= 36,4%; Delvotest® MCS= 27,3% y Eclipse®
100= 47,8%).

La aparicion de estos elevados porcentajes de resultados positivos o “falsos no
conformes” esta relacionada con determinadas caracteristicas fisicoquimicas del calostro
ovino, principalmente el pH y el contenido en inmunoglobulina G, cuyo efecto resulto
estadisticamente significativo para el caso de los métodos BRT® AiM y Delvotest® MCS.
En el caso del método Eclipse® 100, los resultados “no conformes” estuvieron

relacionados con el porcentaje de lactosa de las muestras de calostro.

Por otra parte, la incorporacién de calostro ovino a la leche de tanque (segundo
estudio) puede afectar a la respuesta de los métodos microbiolégicos de deteccion de
inhibidores en la leche de oveja aunque su efecto depende del tipo de calostro (horas
postparto) y del método considerado. En general, las interferencias debidas a la
presencia de calostro se observaron a concentraciones relativamente elevadas en la
leche de oveja (5-25%), especialmente con las secreciones calostrales mas proximas al
parto (0-12 horas). Transcurridas 48 horas postparto, las posibilidades de obtener
resultados positivos por la presencia de calostro en la leche disminuyen de manera
considerable, ya que con concentraciones del 50% todos los resultados obtenidos fueron

negativos independientemente de la edad del calostro y del método considerado.

Desde un punto de vista practico se puede concluir que los métodos
microbioldgicos de deteccidon de inhibidores, no resultan adecuados para la deteccién de
residuos de antibidticos de secado en la leche de oveja durante los tres primeros dias
después del parto, ya que pueden aparecer un elevado porcentaje de resultados positivos

0 “no conformes” que desaconsejan la realizacion de esta préctica.
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|. INTRODUCCION

1. Caracteristicas del calostro ovino

1.1. Generalidades

El Cddigo Alimentario Espafiol (Real Decreto 2484/1967) define la leche natural
como “el producto integro, no alterado ni adulterado y sin calostro, del ordefio completo e
interrumpido de las hembras mamiferas domésticas sanas y bien alimentadas”
indicando, ademas, los requisitos minimos de calidad que deben satisfacer las leches de

las distintas especies que se ordefian para poder ser destinadas al consumo humano.

El calostro constituye la secrecion de la gldndula mamaria durante los primeros
dias postparto y tradicionalmente ha sido considerado como un alimento imprescindible
para el cordero durante las primeras fases de su vida postnatal, por su capacidad de
transmitir al recién nacido una inmunidad de tipo pasivo que le permite hacer frente a
posibles infecciones procedentes del medio ambiente que le rodea, ademas de
proporcionar la energia necesaria para la produccion de calor y prevenir la hipotermia,

contribuyendo asi a garantizar su supervivencia (Vihan, 1998; Nowak y Poidron, 2006).

Sin embargo, su presencia en la leche resulta indeseable y como se ha
comentado anteriormente la legislacion espafiola, asi como la de otros muchos paises,
exige que la leche destinada al consumo humano no contenga calostro. Esta restriccion
se debe principalmente al hecho de que el calostro presenta unas caracteristicas
fisicoquimicas muy diferentes a las de la leche propiamente dicha que repercuten

negativamente sobre su calidad higiénica y su aptitud tecnolégica.

Al igual que en otras especies ganaderas, la produccion de calostro ovino asi
como su composicién y propiedades fisicoquimicas dependen de varios factores entre los
gque pueden incluirse la raza, el nUmero y tipo de parto, el tiempo transcurrido desde el
parto, la alimentacion y las enfermedades (Molina, 1987; Hadjipanayiotou, 1995; Csapo y
col., 1998).

1.2. Caracteristicas del calostro ovino

El calostro ovino se corresponde con un liquido viscoso, amarillento y amargo que
presenta unos valores mas elevados de acidez, densidad, viscosidad y conductividad
eléctrica que la leche propiamente dicha y un similar punto de congelacion (Molina,
1987). Los valores medios y los intervalos de variacion de algunos de los principales

pardmetros fisicoquimicos del calostro se presentan en la Tabla 1.
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Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas del calostro ovino

Parametro Valor medio Intervalo variacion
Densidad (g/mm) 1,048 1,037 - 1,080
Acidez valorable (° Dornic) 40 16 - 50
pH 6,40 51-7,1

Fuente: Molina (1987)

A su vez, el calostro como tal, presenta su composicibn mas caracteristica en el
momento del parto siendo el resultado de unos procesos de sintesis y permeabilidad
celular que tiene lugar en las células de los alvéolos mamarios en las etapas finales del

periodo de gestacion.

La composicion del calostro se va modificando de forma paulatina a medida que
los elementos almacenados en la ubre durante la Ultima fase de la gestacion van siendo
consumidos por la cria y van mezcldndose con la nueva secrecion de las células
glandulares. Los cambios méas importantes se producen fundamentalmente en el
contenido proteico del calostro que desciende de manera muy intensa durante las
primeras 24-48 horas postparto (Molina 1987, Hadjipanayiotou, 1995; Gajdusek y col.
2003). En el resto de componentes los cambios son mucho menos intensos. En general,
se produce un descenso de todos los componentes del calostro a medida que avanza la
lactacion a excepcion de la lactosa que aumenta regularmente su concentracion durante

los primeros dias postparto.

A partir de los datos de composicion aportados por diferentes autores se ha
elaborado la Figura 1 en la que puede apreciarse la importancia relativa de los principales

constituyentes del calostro ovino.

Cenizas 1%
Agua 72% (0,5-1,8%)

(70 — 81%)

Lactosa 3,75%
(1,5 -5,5%)

Proteina 9,5%
M. Seca 28% (3,5 — 26,6%)
(19 — 44%) Grasa 10,3%
(3,0 — 20%)

Fuente: elaboracién propia segun distintos autores

Figura 1. Composicion guimica del calostro de oveja.
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Uno de los aspectos mas destacables en relacion con los componentes del
calostro es su elevado contenido en proteina, lo que también se refleja en su elevado

contenido en materia seca y que esta asociado a su riqueza en inmunoglobulinas.

Las inmunoglobulinas constituyen la fraccion proteica mas importante del calostro
desde un punto de vista cualitativo, por su capacidad de transmitir inmunidad al recién
nacido. Su concentracion en el calostro oscila entre los 60 y los 115 mg/ml (Molina, 1987)
siendo la inmunoglobulina G (IgG) la mas importante, ya que representa mas del 90% del

total de inmunoglobulinas (Klobasa y col., 1988; Kolif y El-Loly, 2001).

Este elevado contenido en proteinas séricas hace que la presencia de calostro en
la leche pueda afectar negativamente la elaboracion de determinados productos lacteos
derivados como el queso (Tsioulpas y col., 2007). Estas proteinas, ademas de provocar
la formacion de cuajadas mas débiles y reducir los rendimientos, pueden inhibir el
crecimiento de los cultivos iniciadores o estarteres empleados en la industria y alterar las

caracteristicas organolépticas de los productos terminados.

El efecto del calostro sobre la aptitud tecnoldgica de la leche depende, en gran
medida, de la edad del calostro afiadido y de su composiciéon quimica (Raynal-Lujtac y
col., 2005). Asi, por ejemplo, la concentracién de IgG en el calostro ovino es muy
importante durante las primeras horas después del parto pero desciende rapidamente

durante los dos primeros dias postparto (Csapo y col., 1994).

En general, elevadas concentraciones de IgG se relacionan con una menor
estabilidad de la leche a los tratamientos térmicos empleados en la industria (Raynal-
Lujtac y col., 2005; Tsioulpas y col. 2007) lo que también puede dificultar las operaciones

de limpieza y mantenimiento de los equipos en contacto con la leche.

Por otra parte, el incremento de proteinas, especialmente de inmunoglobulinas,
gue supone la adicién de calostro a la leche podria estar relacionado, en determinadas
circunstancias, con los resultados “falsos positivos” que se obtienen con los métodos
microbioldgicos de deteccion de antibidticos en leche (Egan y col., 1984; Oliver y col.,
1984; Andrew, 2001).

Otro aspecto caracteristico del calostro ovino, que también puede repercutir sobre
la calidad higiénica de la leche, es su elevado contenido en células sométicas (Paape y
col., 2007), ya que este pardmetro ha sido relacionado con un mayor porcentaje de
resultados “falsos positivos” en diferentes métodos microbiologicos de deteccion de
inhibidores en leche (Shiffmann y col., 1992; Andrew, 2001; Althaus y col., 2003).
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2. Lacalidad de laleche de oveja

En los ultimos afios la calidad de la leche ha cobrado una mayor importancia
debido a la demanda por parte de la industria de un producto con las caracteristicas
adecuadas para su transformacion, asi como por una mayor exigencia por parte de los
consumidores cada vez mas preocupados por la seguridad de los alimentos que
consumen. Tampoco hay que olvidar que, con el establecimiento de sistemas de pago
por calidad, los ganaderos también estan cada dia mas interesados en obtener un

producto con el que conseguir un mayor beneficio econémico.

El concepto de calidad de un producto es pues dificil de definir, ya que va a
depender de su capacidad para satisfacer las exigencias de su comprador o consumidor.
Tradicionalmente se ha venido utilizando como criterio de calidad una valoracién de los
componentes basicos de la leche (grasa y proteina), considerandose de mayor calidad
aquella que contenia un mayor numero de nutrientes. Actualmente, la legislacion
comunitaria realiza una valoracion de la calidad de la leche no sélo sobre la base de la
composicion, sino también, de aquellos elementos indeseables para el producto que, o
bien son extrafios al mismo (agua afiadida e inhibidores) o bien superan los limites
admisibles (bacterias y células somaticas). Por tanto, la calidad de la leche cruda de
oveja debe analizarse desde dos aspectos: el bioquimico, es decir, caracteristicas

fisicoguimicas y composicién quimica y el higiénico-sanitario.

2.1. Calidad bioguimica de la leche de oveja

Los 330 mil millones de litros de leche de oveja producidos en Espafia se destinan
practicamente en su totalidad a la elaboracién de productos lacteos derivados,
fundamentalmente quesos (MARM, 2008). En ese sentido, disponer de informacién sobre
las caracteristicas y composiciéon quimica de la leche cruda resulta esencial para la

industria quesera, ya que le permite una mejora y desarrollo continuados.

Algunos pardmetros fisicoquimicos presentan un especial interés porque son
utilizados en la industria lactea para determinar la calidad de la leche (Tabla 2). Asi, por
ejemplo, el pH y la acidez valorable, expresada en ° Dornic, informan acerca del grado de
frescura y sirven como indicadores de la calidad higiénica de la leche mientras que otros,
como la densidad y el punto crioscépico, mas relacionados con la rigueza en materia

seca de la leche, se utilizan para detectar posibles fraudes por adicién de agua.

La composicion quimica de la leche tiene una gran importancia porque determina
su calidad nutritiva y muchas de sus propiedades. La aptitud tecnolégica de la leche

cruda depende en gran medida de su composicidon quimica, especialmente de su
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contenido en grasa y proteina ya que estos parametros, son los que presentan una mayor

relacion con el rendimiento quesero (Bencini y Pulina, 1997; Pellegrini y col., 1997).

Tabla 2. Propiedades fisicoquimicas de la leche de oveja

Pardmetro Valor medio Intervalo variacion
Densidad (g/mm) 1,036 1,034 — 1,038
Acidez valorable (° Dornic) 22 16 - 25
pH 6,60 6,51 - 6,85
Punto crioscopico (-°C) 0,057 0,570 - 0,590

Fuente: Molina y col. (2009)

La mayor parte de los constituyentes de la leche de oveja varian de forma natural
a lo largo de la lactacién, viéndose afectados por factores como la raza, el tipo y la época
de parto, la edad del animal o la alimentacion (Molina y Gallego, 1994) y presentan una

marcada estacionalidad al igual que la produccién de leche.

En la Figura 2 se presenta la composicién quimica de la leche de oveja segun los

valores indicados por distintos autores.

Cenizas 1%

Agua 82% (0,7 - 1,3%)
(71 — 89%) Lactosa 4.5%
(2,2 - 6,5%)

E Proteina 5.5%
M. Seca 18% = (3,7-12,5%)

Extracto quesero
(11 - 29%)

= Grasa 7.5%
(3,5 — 16%)

Fuente: Elaboracion propia segun distintos autores

Figura 2. Composicion quimica de la leche de oveja

2.2. Calidad higiénico-sanitaria de la leche de oveja

La legislacion europea relativa a la higiene de los alimentos de origen animal
destinados a la alimentacion humana (Reglamentos CE 852, 853 y 854/2004) realiza una
valoracion de la calidad higiénica de la leche cruda en base a su contenido en gérmenes
totales, células somaticas y residuos de antibiéticos. Asimismo, establece unos valores
méximos (Tabla 3), para que la leche pueda ser comercializada en el ambito de la Union
europea (UE).
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Tabla 3. Parametros de calidad higiénica en la leche cruda

Parametro Vaca Oveja y cabra
Recuento gérmenes totales (ufc/ml)* 100.000  500.000° 1.500.000*
Recuento células somaéticas (cel/ml)? 400.000 -

Ausencia de residuos por encima de los

Presencia de antibioticos - : .
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 determinacion al mes; °Si el proceso de elaboracion de los productos derivados no
incluye ninglin tratamiento térmico; *Si el proceso de elaboracién de los productos derivados incluye
tratamiento térmico.

Fuente: Reglamento (CE) 853/2004

A pesar de que no todos los microorganismos que podemos encontrar en la leche
cruda tienen la misma implicacion sanitaria, la legislacion europea utiliza el Recuento de

gérmenes totales como parametro indicador de la higiene durante las operaciones de

obtencion y conservacion de la leche en granja. En el caso de las leches 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.

El Recuento de células sométicas (RCS) es otro de los pardmetros utilizados de

manera rutinaria para valorar la calidad higiénica de la leche cruda ya que 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 células por mililitro. En el caso del ganado ovino y caprino la situacién no esta tan
clara y la legislacion no ha podido establecer los valores méaximos exigibles, dejando la

cuestion pendiente de estudio.

Otro de los aspectos considerados en la legislacion para valorar la calidad higiénica

de la leche cruda es la presencia de residuos de antibiéticos. 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. Estos tratamientos, constituyen una practica muy
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generalizada que puede ocasionar la contaminacion de la leche si no se toman las medidas

de proteccion adecuadas.

Para proteger a los consumidores de la presencia de residuos de medicamentos en
los alimentos de origen animal, entre los que se encuentra la leche, la UE ha establecido los
Limites Maximos de Residuos (LMR) que se definen en el Reglamento (CE) 470/2009 como
“la concentracion méaxima de un residuo de una sustancia farmacolégicamente activa
(expresado en pg/kg o g/kg sobre la base del peso en fresco) que puede permitirse en los
alimentos de origen animal”. A su vez, el Reglamento (UE) 37/2010 clasifica las distintas

sustancias farmacol6gicamente activas por lo que al LMR se refiere.

Respecto a los parametros higiénico-sanitarios, la seguridad de la leche se
garantiza, a nivel de la produccion primaria, mediante la realizacion de controles en la
explotaciones ganaderas, tanto autocontroles como controles oficiales, asi como con la
promocién del uso de las “Guias de Practicas Correctas de Higiene” y las “Guias para la
Produccion Responsable de Leche Cruda” editadas por el Ministerio de Medio Ambiente y

Medio Rural y Marino para el ganado vacuno, ovino y caprino de leche.

3. Control de la presencia de residuos de antibidticos en la leche

3.1. Etapas de control

Desde el punto de vista toxicolégico, la presencia de residuos de antibiéticos en al
leche supone un riesgo para el consumidor ya que puede provocar alteraciones de la flora
intestinal, reacciones alérgicas o la creacion de resistencias microbianas a determinadas
sustancias farmacoldgicas (Demoly y Romano, 2005). Por otra parte, el efecto inhibidor que
estas sustancias tienen sobre el crecimiento microbiano hace que su presencia en la leche
pueda influir negativamente sobre los procesos de fermentacion que requiere la elaboracion
de determinados productos derivados como el queso y el yogur, deteriorando su calidad y
provocando serios problemas a los industriales (Perreten y Teuber, 1995; Packham y col.,
2001). Todos estos problemas asociados a la presencia de residuos de antibiéticos en la
leche han hecho que en los diferentes sistemas de control de la calidad de la leche cruda, se

incluyan métodos para su deteccion.

El control de la presencia de residuos de antibidticos en la leche esta regulado a
nivel comunitario por la Directiva 96/23/CE, que establece la obligatoriedad de detectar la
presencia de residuos de medicamentos veterinarios y otras sustancias como pesticidas,
micotoxinas, etc. en todos los productos de origen animal destinados al consumo humano,
dentro de un Plan Nacional de Vigilancia de Residuos. Ademads, en el Reglamento (CE)

853/2004, se especifica claramente que la leche cruda destinada al consumo humano no ha
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de presentar residuos de antibiéticos por encima de los LMRs establecidos en la legislacion,

para poder ser comercializada en el &mbito de la Union europea.

Actualmente, en Espafia, el control de la trazabilidad y calidad es de obligado
cumplimiento para la leche cruda de vaca (Real Decreto 217/2004 y Real Decreto
1728/2007). Ademas, se encuentra en fase de borrador el Proyecto de Real Decreto por el
gue se establece la normativa bésica de control que deben cumplir los agentes del sector de
leche cruda de oveja y cabra que se publicara en el afio 2010. De este modo y mediante
esta nueva legislacion se pretende desarrollar la aplicacion de los reglamentos europeos
relativos a la higiene de los productos alimenticios en el ambito nacional de la produccion de
leche cruda de oveja y cabra, estableciendo los controles minimos obligatorios a realizar por
los agentes de estas especies, asi como armonizar las condiciones exigibles a los
laboratorios de andlisis y la actuacion homogénea de los mismos ante la toma de muestras,

analisis y comunicacion a la Autoridad Competente.

Asi, al igual que en el vacuno lechero, en la explotacion ganadera, antes de cargar la
leche cruda en la cisterna de transporte y en el centro lacteo, antes de descargar la leche en
los silos de almacenamiento, es obligatorio realizar una verificacibn de parametros para
comprobar que retne unas condiciones higiénico-sanitarias adecuadas, como el color, olor,
control de la temperatura del tanque y de la cisterna de transporte, comprobacion de la
limpieza del tanque y si existe sospecha de deterioro microbioldgico, realizar la prueba de la
acidez. En ambos controles, se recogeran muestras de leche obligatorias que se analizaran
en los laboratorios para determinar su calidad comercial (composiciéon) y su calidad
higiénico-sanitaria (recuento de gérmenes totales, recuento de células sométicas y

presencia de inhibidores).

Ademas, tanto en los autocontroles como en los controles oficiales, es obligatoria la
realizacién de una prueba de deteccion de residuos de antibiéticos “in situ”, es decir, en la
explotacion antes de cargar la leche en la cisterna y en el centro lacteo antes de descargar
la leche de las cisternas de transporte.

Adicionalmente, en la nueva norma, se extiende al ovino y caprino de leche la
obligacion establecida en el Real Decreto 1728/2007 de transmitir a la “base de datos Letra
Q" los datos generados en la ejecucion de los diversos controles.

3.2. Métodos de deteccion de inhibidores

En el control de la presencia de residuos de antibiéticos en la leche se diferencian
dos fases que se presentan en la Figura 3. Una primera fase en la que se realiza un control

primario de cribado y de confirmacion preliminar donde se utilizan, en especial, métodos

microbioldgicos cualitativos con la finalidad de determinar la presencia o ausencia de
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residuos por encima de los LMRs y, también, métodos de confirmacion preliminar que son
capaces de identificar sustancias o incluso familias de antimicrobianos de una forma mas

especifica.

La segunda fase es de confirmacion y cuantificacion en donde se emplean métodos

fisicoquimicos que se utilizan para identificar de forma inequivoca la presencia de estos
residuos en la leche y determinar exactamente la cantidad de analito presente en las
muestras. Las técnicas cromatograficas son las que se utilizan con mayor frecuencia, siendo

la mas utilizada la Cromatografia Liquida de Alta Resolucién o HPLC.

A su vez, la Union Europea a partir de la Decision 2002/657/CEE clasifica los
métodos analiticos de deteccidon de sustancias inhibidoras en la leche como métodos
cualitativos o cuantitativos en funcion de las caracteristicas de funcionamiento de cada uno

de ellos (Figura 3).

Etapas Caracteristicas Métodos mas
del control empleados
Organismos de control Identificacién y cuantificacion .
(muestreo aleatorio) Laboriosos, caros, calibracion Métodos
cuantitativos Técnicas
cromatograflcas
(HPLC, CG,..)

Confirmacioén

t

. Especificos sustancia o grupo 1 Q‘
EXP"’ég‘r:"t?g Igaa(u:r:ggeray Muy répidos, caros, facil M _ >
(autocontroles) manejo Confirmacion
Métodos

(autocontroles y Rapidos, baratos, facil manejo No especificos (BRT, Blue Yellow Charm,

controles oficiales) Delvotest, Eclipse,...)

Enzimaticos, Inmunoenzimaticos,
Unién a receptores
(Beta-Star, Charm Rosa, Penzym,

Snap, Twinsensor,...)

Figura 3. Clasificacion de los métodos de deteccion de inhibidores en la leche
Fuente: Molina y col. (2009)

Los primeros métodos para la deteccion de residuos de antibiéticos en la leche
empezaron a utilizarse alrededor de los afios 50 (Bishop y White, 1984) y se basaban
principalmente en pruebas de inhibicibn microbiana. Desde entonces, se han mejorado
ostensiblemente muchas de las caracteristicas de estos métodos como la rapidez de
respuesta, exactitud, sencillez y sensibilidad, al tiempo que se han desarrollado numerosos
métodos basados en técnicas inmunoldgicas o de receptores proteicos/microbianos que han
reducido considerablemente los tiempos de ensayo a escasos minutos. Ademas, las ultimas

tecnologias, han integrado las técnicas inmunoenzimaticas con las aplicaciones electrénicas
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dando como resultado métodos basados en biosensores de alta especificidad y sensibilidad,
gue ofrecen un futuro prometedor dentro del campo de la deteccién de residuos en

alimentos.

Los métodos microbiolégicos de cribado estdn basados fundamentalmente en
pruebas de inhibicion del crecimiento microbiano, empleando para la deteccién de esta
inhibicion, diversos sistemas como indicadores de pH, redox, bioluminiscencia, etc. Estos
métodos aprovechan fundamentalmente la capacidad de las bacterias para 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 en la actualidad y todos ellos emplean el Geobacillus

steraothermophilus var. calidolactis como microorganismo de prueba.

Por otro lado, entre los métodos de confirmacion cualitativos utilizados en la fase de
cribado, existen actualmente en el mercado distintos tipos de métodos enziméticos,
inmunoenzimaticos, de unién a receptores, etc., que permiten detectar de una forma mas
especifica y generalmente, mas rapida, la presencia de residuos de antibidticos y
sulfonamidas en la leche (Bishop y White, 1984; Mitchell y col., 1998; Botsoglou y Fletouris,
2001; Zorraquino y col., 2003).

Entre los métodos méas importantes hay que destacar los basados en técnicas
inmunoenzimaticas, ELISA o RIA (Macho, 2003), asi como los métodos de unién a
receptores proteicos, de gran desarrollo en la actualidad, entre los que destacan el método

SNAP®, Delvo-X-Press® BL, Twinsensor®", Beta Star® y ROSA® Charm, entre otros.

Como ya se ha comentado anteriormente, en Espafia, el Real Decreto 1728/2007
establece la obligatoriedad de realizar en la leche cruda de vaca pruebas “in situ” de
deteccidn de antibi6ticos en las explotaciones y en los centros lacteos. Ademas con el
proyecto de Real Decreto que se encuentra en fase de publicacion, se extiende esta
obligacion a la leche cruda de oveja y cabra. Desde un punto de vista practico, es
necesario que los métodos utilizados en este tipo de controles ofrezcan un resultado
analitico en el menor tiempo posible, lo que permite tomar decisiones rapidas. Por ello, se
utilizan métodos enzimaticos o de unién a receptores, que son especificos de una

sustancia o grupo de sustancias, muy rapidos (5-10 minutos) y de facil manejo.

En los laboratorios de control, la legislacion establece que para todas las muestras
recibidas se utilicen métodos que, al menos, detecten residuos de antibiéticos
betalactdmicos y de tetraciclinas y que, en el caso que se utilice un método sensible a
ambos grupos de sustancias y el resultado fuera no conforme, el laboratorio procedera a

la identificacion del grupo. Estos analisis deben realizarse sobre un elevado niamero de
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muestras y, por ello, se emplean métodos microbiolégicos de control que permiten
detectar la presencia o ausencia de un residuo por encima de los limites de seguridad
establecidos de una manera sencilla, econémica, a veces de forma automatizada y en un

tiempo relativamente corto (2-3 horas).

Todos estos métodos utilizados para la deteccion de residuos de antimicrobianos
en la leche han sido desarrollados y evaluados para ser utilizados con leche de vaca.
Para las leches de oveja y cabra se emplean estos mismos métodos sin que se hayan
llevado a cabo, en muchos casos, estudios de evaluacion para su uso en la leche de
estas especies y, en caso necesario, la adaptacion u optimizaciéon de sus condiciones

operativas.

3.3. Factores que afectan a los métodos de detecciéon de inhibidores

Un resultado se considera “falso positivo” o “falso no conforme” cuando una
muestra de leche que no contiene residuos de antibidticos u otras sustancias
quimioterapeuticas presenta un resultado positivo en un método de deteccion de

inhibidores.

Los métodos microbiolégicos de cribado, al tratarse de métodos inespecificos,
pueden verse afectados, en determinadas circunstancias, por algunos factores como el
nivel de células somaticas o los inhibidores naturales de la leche (Carlsson y Bjorck,
1989; Shiffmann y col., 1992; Althaus y col., 2003), la utilizacién de conservantes (Molina
y col., 2003a), detergentes y/o desinfectantes (Zvirdauskiene y Salomskiene, 2007) y

otras sustancias capaces de inhibir el crecimiento del microorganismo del método.

En la Tabla 4 se encuentran resumidas las posibles interferencias con los métodos
microbioldgicos de deteccién de inhibidores en leche que pueden dar lugar a resultados

dudosos y positivos, expuestas por Zorragquino (1996).

La obtencion de resultados dudosos o “falsos positivos” con los métodos
microbiol6gicos de deteccion de antibiéticos en la leche ha sido atribuida, por numerosos
autores, a la presencia de inhibidores naturales tales como lactoperoxidasa, lactoferrina,
lisozima, acidos grasos libres y leucocitos (Carlsson, 1991; Cullor, 1992; Miller y Jones,
1991; Mayra-Méakinen, 1993; Zorraquino, 1996; Barbosa, 1997). En ese sentido, las leches
calostrales, al igual que las leches mamiticas, han sido relacionadas con el incremento de
resultados “falsos positivos” en diferentes métodos microbiolégicos de control ya que su
elevado contendido en lactoferrina e inmunoglobulinas podria interferir el crecimiento del

microorganismo de prueba (Egan y Meaney, 1984; Oliver y col., 1984; Andrew 2001).

11
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Tabla 4. Interferencias con los métodos de deteccion de inhibidores en leche

Parametro
1 Inhibidores naturales:
Lisozima
Lactoferrina
Lactoperoxidasa
2 Lipolisis

3 Reacciones inflamatorias de la ubre
Lisozima y lactoferrina

Células somaticas

Leche anormal final de lactacion

pH < 6,00

Contaminacion fangica del silo

Residuos de antiparasitarios

Aditivos de piensos (minerales, Cu)
Residuos de agentes de limpieza

10 Conservantes adicionados a la leche (azidiol)

© 00 NO 01 b~

Fuente: Zorraquino (1996)

Por otra parte, Brouillet (1994), sefiala algunas causas que explicarian los resultados
erroneos o “falsos positivos”, relacionadas con factores metodoldgicos como la diferente
sensibilidad de los métodos, el calentamiento previo de las muestras de leche antes del
analisis, la mala conservacion de la leche y los protocolos de realizacion de los analisis,
especialmente los aspectos referentes a la temperatura y tiempo de analisis que, en

ocasiones, no son respetados.

Otros autores han estudiado y comparado distintos métodos de deteccion de
inhibidores indicando los porcentajes de “falsos positivos” que aparecen en cada uno ellos.
Carlsson y Bjorck (1989), Cullor (1992), Cullor y col. (1992, 1994) y Tyler y col. (1992)
sefalaron, en leche de vaca, que la exactitud de los métodos varia mucho cuando se
utilizan muestras procedentes de animales individuales, donde se observa un incremento de

los resultados “falsos positivos”.

Ademas, como se ha comentado anteriormente, en el caso de la leche de oveja y
cabra, los métodos utilizados para la detecciébn de residuos de antimicrobianos son los
mismos que los empleados para la leche de vaca, sin tener en cuenta la diferente

composicion y caracteristicas de estos tipos de leches.

Los primeros estudios de adaptacion de los métodos de cribado BRT® Delvotest™ y
Penzym® demostraron que, en muchos casos, no eran adecuados para asegurar la

deteccién de residuos en la leche ovina (Althaus y col, 2001; Althaus y col, 2002; Molina y

12
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col., 2003b), al tiempo que se puso de manifiesto el efecto favorable del calentamiento
previo de las muestras de leche, asi como una gran interferencia de los conservantes
(dicromato potésico y azidiol) que se emplean en la preservacion de las muestras durante el
transporte hasta el laboratorio de analisis (Althaus y col., 2001; Molina y col., 2003a,
Montero y col., 2005). El posible el efecto de la composicion de la leche sobre los resultados
andémalos también ha sido estudiado, observandose una mayor incidencia de resultados
positivos en aquellas muestras con recuentos de células sométicas elevados (Althaus y col,
2001).

En cuanto a la evaluacién de los métodos denominados “rapidos” (enzimaticos,
inmunoenzimaticos, de receptores, etc.), los estudio realizados en leche de oveja (Molina y
col., 2002, Roca y col., 2009) sefalan, en algunos de ellos un elevado porcentaje de “falsos
positivos”, lo que indica la necesidad de adaptar el protocolo de analisis de estos métodos

para ser utilizados con leche de oveja.

Por todo ello resulta de gran importancia conocer la influencia de los factores que
podrian interferir en la respuesta de estos métodos de control, bien con resultados “falsos
positivos” (aspecto negativo para el productor), bien con “falsos negativos” (peligro para la
salud del consumidor) para poder establecer un adecuado procedimiento de analisis y/o de
interpretacion de los resultados. Asi, se dispondra de una mayor informacién para poder
establecer una normativa adecuada para el caso del control de la leche de oveja, con objeto
de evitar la llegada de residuos de antibidticos a la leche y, de este modo, colaborar con uno

de los principios basicos de la Seguridad Alimentaria, la proteccion de los consumidores.
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II.- OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo ha sido estudiar el efecto de la presencia de calostro en
la leche de oveja sobre la respuesta de los métodos microbioldgicos de deteccién de

inhibidores mas utilizados en Espafia.

En un primer estudio se pretende evaluar el comportamiento de diferentes
métodos comerciales de cribado cuando se analizan secreciones calostrales en lugar de
la matriz para la que fueron disefiados, con objeto de comprobar si este tipo de producto

puede interferir con los métodos de control.

Desde un punto de vista practico, resulta muy dificil que a los laboratorios de
control puedan llegar muestras constituidas exclusivamente por calostro, ya que
generalmente éstas proceden de la mezcla de la leche de un rebafio constituido por

animales que se encuentran en diferentes tiempos del estado de lactacion.

Por ello, se plante6 un segundo estudio en el que se emplea leche de oveja
adicionada de calostro en distintas proporciones con el fin de evaluar las posibles
interferencias que la incorporacion accidental de esta secrecion a la leche, puede
provocar en distintos métodos microbiologicos de cribado utilizados rutinariamente en los

laboratorios de control.
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. MATERIALES Y METODOS

1. Diseflo Experimental

Para estudiar el efecto del calostro sobre los métodos microbiolégicos de
deteccidon de antibiéticos en leche se plantearon dos estudios. Un primer estudio para
evaluar la respuesta de estos métodos cuando se utilizan con muestras de calostro y un
segundo estudio para valorar si la presencia de calostro en la leche puede provocar la
aparicion de resultados “no conformes” en los métodos rutinarios de deteccion de

antibioticos en leche.

1.1. Primer estudio

En el primer estudio se utilizaron 24 ovejas de raza Guirra pertenecientes al
rebafio experimental del Instituto de Ciencia y Tecnologia Animal (ICTA) de la
Universidad Politécnica de Valencia. Los animales no habian recibido ningun
medicamento ni se les habia realizado tratamiento antibiético de secado al final de la
lactacion anterior, para evitar la aparicion de residuos de antibidticos en las primeras

secreciones postparto.

Las muestras individuales de calostro se obtuvieron durante los tres primeros dias
después del parto. La primera toma de muestras se realizé dentro de las primeras 12

horas postparto y después a las 24, 36, 48, 60 y 72 horas postparto (Figura 4).

Inmediatamente después de su recogida, las muestras se trasladaban al
laboratorio para determinar la acidez, su composicién quimica y el recuento de células
somaticas. Seguidamente se analizaron, por triplicado, con tres métodos comerciales de
deteccion de inhibidores en leche, siguiendo las condiciones de ensayo indicadas por el

fabricante.

Horas postparto
PARTO I I I I I |

pH
Composicion
RCS

BRT® AiM Delvotest® MCS Eclipse®100

Figura 4. Diseio experimental del primer estudio
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1.2. Segundo estudio

En el segundo estudio se utiliz6 una muestra de leche de mezcla procedente del
ordefio regular de ovejas de raza Guirra que se encontraban en el segundo mes de
lactacién, no tratadas con medicamentos veterinarios en el momento del secado ni

durante la realizacion del experimento.

Tras comprobar que la muestra seleccionada presentaba una calidad de tipo
medio para la leche de oveja, se dividi6 en 3 alicuotas a las que se adicionaron
cantidades crecientes de tres tipos de calostro (0-12, 24 y 48 horas postparto) para
conseguir 12 concentraciones de ensayo comprendidas entre el 0 y el 50% de calostro en
la mezcla. Las muestras de calostro se obtuvieron por mezcla de la secrecion de 12

ovejas recién paridas que se ordefiaron durante dos dias consecutivos (Figura 5).

Todas las muestras de leche adicionadas de calostro se analizaron mediante los
tres métodos microbiolégicos de deteccién de inhibidores utilizados en el control rutinario
de las muestras de leche, realizando un total de 12 repeticiones para cada una de las

concentraciones de ensayo.

Horas postparto

PARTO T T |
0-12 24 48
] | ]
AL AL A
r N r N r Y
i N N I O N
—_—
Ci C2 Cs3....C0C11C12 Cp C2 C3... .C10C11 Ci2 C1 Co Ci... .C10Cu1 Co2
Lecheoveja -
pH
Composicion
RCS

Eclipse®100

Figura 5. Disefio experimental segundo estudio

A partir de los resultados obtenidos se determiné el nivel de interferencia de los
distintos tipos de calostro sobre cada uno de los métodos considerados, a partir del
célculo de la concentracién que provocaba la aparicion de un 95% de resultados positivos

(*no conformes”).
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2. Obtencion y preparacion de las muestras

Las muestras de calostro utilizadas se obtuvieron mediante el ordeifio manual de
las ovejas. De cada uno de los animales se recogian unos 40 ml de calostro que se

colocaban en botes de plastico estériles.

A su vez, la muestra de leche libre de sustancias inhibidoras empleada en el
segundo experimento se corresponde con leche de tanque procedente del ordefio

mecanico de las ovejas.

Todas las muestras se trasladaban inmediatamente después de su recogida al
laboratorio para realizar las determinaciones analiticas correspondientes. Las muestras
obtenidas en los controles de la mafiana, se analizaban esa misma mafana y las
obtenidas en el ordefio de la tarde, a la mafiana siguiente. Las muestras se mantuvieron

refrigeradas a 4° C hasta el momento de su andlisis.

3. Métodos analiticos

3.1. Composicion fisicoquimica y calidad higiénica de las muestras

La composicion quimica y el recuento de células somaticas de las muestras de
calostro y de leche se realizaron en el Laboratorio Interprofesional Lechero de la
Comunidad Valenciana (LICOVAL). Los pardmetros analizados para determinar la
composicion de las muestras de calostro y de leche fueron el contenido en grasa,
proteina, lactosa y la materia seca. El andlisis de composicion se realiz6 con un equipo
automético basado en la espectrofotometria del infrarrojo medio (MilkoScan FT120. Foss,

Hillerad. Dinamarca) previamente calibrado para la leche de oveja.

El recuento de células sométicas (RCS) se determiné segun el método fluoro-
opto-electronico con la utilizacion del equipo automético Fossomatic 5000 (Foss. Hillerazd.

Dinamarca).

También se determiné el contenido en IgG en todas las muestras de calostro
utilizadas en el primer experimento asi como en la leche adicionada de los distintos tipos
de calostro utilizados en el segundo estudio. La cuantificacion de IgG en las muestras se
llevé a cabo mediante la utilizacion de un método inmunoenzimatico comercial tipo ELISA
directo (Goat IgG ELISA Quantitation Set. Bethyl Laboratoires. Montgomery. USA)

adaptado para la especie ovina por Rodriguez y col. (2009).

Para la determinacion de la acidez se midi6 el valor del pH con un pH-metro
comercial (Crison, Modelo Basic 20". Barcelona. Esparfia) calibrado con las soluciones

tampdn suministradas por el fabricante.
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3.2. Métodos de deteccidn de inhibidores

Todas las muestras de calostro utilizadas en el primer experimento se analizaron
con tres métodos comerciales para la deteccion de antibiéticos en leche: BRT® AiM
(Analytik in Milch Produktions-und Vertriebs-GmbH. Munich, Alemania), Delvotest® MCS
(DSM Food Specialties. Delf, Holanda) y Eclipse® 100 (Zeu-Inmunotec. Zaragoza,

Espafia) siguiendo las condiciones de ensayo indicadas por cada fabricante.

Estos métodos, basados en la inhibicion del crecimiento microbiano, contienen
agar con esporas de Geobacillus stearothermophilus var calidolactis y un indicador para
poder detectar la inhibicion del metabolismo del microorganismo de prueba. Los métodos
Delvotest® MCS y Eclipse® 100 utilizan un indicador &cido-base (purpura de bromocresol)
mientras que el método BRT® emplea un indicador de oxidacién-reduccién (negro
brillante). En cualquier caso, la ausencia de sustancias inhibidoras en la leche se pone de
manifiesto por un cambio en la coloracion inicial del medio que pasa de un color azul o

parpura (resultado positivo) a amarillo (resultado negativo).

El procedimiento operativo de los tres métodos utilizados es bastante similar. La
prueba consiste en inocular 100 ul de leche en cada uno de los 96 pocillos que
conforman la placa e incubar a la temperatura 6ptima de crecimiento del microorganismo
de prueba (63-65° C) durante un tiempo determinado que, generalmente se encuentra
comprendido entre 2 y 3,5 horas. La Unica diferencia entre los métodos utilizados es que
el método Eclipse®100 requiere de una fase previa de predifusion de las muestras de 1
hora a temperatura ambiente, seguida del lavado de los pocillos, antes de proceder al

periodo de incubacién a 65° C.

La lectura de las pruebas se realiz6 de forma visual por tres personas entrenadas,
clasificando los resultados como negativos (“conformes”), dudosos o de dificil

clasificacion y positivos (“no conformes”).
4. Andlisis estadistico

4.1. Primer estudio

Los célculos de las medias, desviaciones estandar asi como los valores maximos
y minimos del pH, de la composicién de las muestras de calostro y del recuento de
células somaticas se realizaron con el procedimiento Proc Means del paquete estadistico
SAS® (SAS, 2001). En el caso de las células somaticas se empleé el logaritmo decimal

del recuento.
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Para estudiar el efecto del tiempo transcurrido desde el parto (horas postparto)
sobre las caracteristicas fisicoquimicas del calostro se realiz6 un analisis de la varianza
mediante el procedimiento Proc Mixed del programa estadistico SAS® (SAS, 2001). Se
utilizé un modelo de medidas repetidas que considera las horas postparto como factor fijo

de repeticion y el efecto aleatorio del individuo (oveja). Este modelo fue el siguiente:
Yik= U + HP; + O; + gk

Siendo:
Yix= Variable dependiente, y= Media general, HP;= Horas postparto, O= Oveja y

&= error residual.

Con el proposito de establecer una relacion entre los principales parametros
fisicoquimicos del calostro de oveja (pH, G, P, IgG, L, ST y logRCS) como una funcién del
tiempo transcurrido desde el parto, se aplic6 un modelo de regresion lineal a diversas
transformaciones (logaritmica, inversa, cuadratica, inversa cuadratica, inversa de la raiz
cuadrada, etc.) de las variables respuestas y de la variable predictiva (horas postparto).

Para ello, se utilizé el siguiente modelo estadistico:
Trans [Y]; = Bo+ B1 Trans [HP]; + g

Donde:

Trans [Y]; = Transformacion (logaritmica, inversa, cuadratica, inversa cuadratica,
inversa de la raiz cuadrada, etc.) de la variable respuesta (pH, G, P, IgG, L, ST vy
logRCS), Bo: Ordenada al origen, B,: Pendiente de la recta, Trasn [Tpp];: Transformacién

(logaritmica, inversa, cuadratica, inversa cuadrética, inversa de la raiz cuadrada, etc.) del

tiempo transcurrido tras el parto, g; : error del modelo.

Este analisis estadistico se realiz6 mediante el procedimiento Proc Reg del
programa estadistico SAS® (SAS, 2001). Como parametro indicador del grado de ajuste

alcanzado mediante este modelo, se calculd el coeficiente de regresion cuadratico.

A su vez, para analizar las posibles causas de los resultados “falsos positivos”
obtenidos, se realiz6 un estudio del efecto de las propiedades fisicoquimicas del calostro
sobre la respuesta de los métodos de deteccion de antibibticos utilizados. Los resultados
dudosos de dificil clasificacidbn recibieron el mismo tratamiento estadistico que los

positivos 0 “no conformes”.

Teniendo en cuenta que las respuestas de estos métodos son variables
categoricas (“positivo” o ‘“negativo”), se utilizd6 un modelo de regresién logistica

multinomial para estimar el porcentaje de resultados “falsos positivos” como una funcion

19



Materiales y Métodos

exponencial de las variables explicativas. El modelo utilizado fue el siguiente:
Li=logit [P] = Bo +B1 [PH]+B2 [G]+B3 [P1+B4 [I9G]+Bs [L]+Be [ST]+B7 [logRCS]+ &

Donde:

logit [ P; ]= probabilidad de resultados positivo de un método; Bi= coeficientes
estimados por el modelo; pHi= valores de pH, Gi= grasa; P= proteina; L= lactosa; ST=
solidos totales; logRCS;= logaritmo decimal del recuentos de células somaticas; g= error

residual del modelo.

El estudio estadistico se realiz6 mediante la opcién Stepwise del procedimiento
Proc Logistic contenido en el paquete SAS® (SAS, 2001).

4.2. Sequndo estudio

Para determinar la concentracion de calostro capaz de interferir en la respuesta de
los métodos microbiolégicos de deteccion de antibiéticos en leche (nivel de interferencia

del calostro) se aplicé el siguiente modelo de regresién logistica:
Li = logit [ Pix ] = Bo + B1 [Ci]+B2 [TCj]+ i

Donde:

Lix = Modelo logistico; [Pjx] =probabilidad de respuesta positiva; B, = ordenada al
origen; B;, B> = coeficientes estimados por el modelo logistico; C; = efecto de la
concentracion de calostro; TC; = efecto del tipo de calostro utilizado, expresado en
términos de variables Dummy (Calostro 12 horas: Z,=0y Z,=1; Calostro 24 horas: Z,=1y

Z,=0; Calostro 48 horas: Z,=1y Z,=1); &k = error residual

El estudio estadistico se realiz6 mediante la opcion Stepwise del procedimiento
Proc Logistic contenido en el paquete SAS® (SAS, 2001).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

1. PRIMER ESTUDIO. Evaluacion de la respuesta de los métodos microbioldgicos

de deteccidén de inhibidores en laleche con muestras de calostro ovino

1.1. Parametros fisicoguimicos del calostro ovino

En la Tabla 5 se presentan los valores medios de los parametros fisicoquimicos
junto con la desviacion estadndar y el intervalo de variacién, del total de muestras de

calostro analizadas en el primer experimento.

Uno de los aspectos caracteristicos del calostro ovino es su mayor acidez con
respecto a la leche propiamente dicha, lo que puede también puede observarse en este

caso, ya que el pH medio de las muestras analizadas fue de 6,53.

En cuanto a la composicién quimica del calostro, destaca su elevado contenido en
nutrientes principales, especialmente proteina, cuyo valor medio fue de 10,48% con un
intervalo de variacion comprendido entre 4,33 y 31,4%. Este hecho estaria en parte
justificado por su mayor concentracion en inmunoglobulina G (IgG) que llegé a alcanzar

valores superiores a los 70 mg/ml siendo su valor medio de 21,13 mg/ml.

Por otra parte, el recuento de células somaticas (RCS) de las muestras de

calostro fue bastante elevado, con un valor medio de 1.816 x10° cel/ml.

Finalmente, cabe comentar que todos los resultados obtenidos para los distintos
parametros fisicoquimicos estudiados se encuentran dentro del rango descrito para este
tipo de producto en el apartado de la Introduccidn, donde también se representa
graficamente (Figura 1) la importancia relativa de los principales componentes del

calostro.

Tabla 5. Pardmetros fisicoquimicos de las muestras de calostro ovino obtenidas durante
las primeras 72 horas postparto (n=136)

Parametro Media DS Minimo Maximo
pH 6,53 0,23 6,07 7,47
Grasa (%) 9,43 3,88 3,03 26,01
Proteina (%) 10,48 6,16 4,33 31,14
Inmunoglobulina G (mg/ml) 21,13 18,95 1,41 71,08
Lactosa (%) 3,54 1,22 1,05 5,23
Solidos Totales (%) 24,41 7,48 11,01 46,65
RCS (x10° cel/ml) 1.816 . 33 36.663
Log RCS 5,63 0,66 4,52 7,56

RCS: Recuento de Células Somaticas; Log RCS: Logaritmo del Recuento de Células Somaticas
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Tal como se ha sefalado en la revision bibliogréfica, la composicién y las
caracteristicas fisicoquimicas del calostro van modificAndose progresivamente a medida
gue los elementos almacenados en la ubre durante la Ultima fase de la gestacion son
consumidos por la cria y se mezclan con la nueva secrecion de las células glandulares.
Este hecho explicaria el amplio intervalo de variacion que se observa en la practica

totalidad de parametros estudiados, durante las primeras 72 horas postparto.

En la Tabla 6, donde se presentan los resultados del analisis de la varianza de las
caracteristicas fisicoquimicas del calostro, puede observarse el efecto altamente
significativo (p<0,001) del tiempo transcurrido desde el parto sobre la mayor parte de las

variables estudiadas.

Tabla 6. Efecto de las horas postparto sobre las caracteristicas del calostro ovino

Parametro Valor “F” Valor “p”
pH 31,11 <0,0001
Grasa 4,36 0,0013
Proteinas 13,57 <0,0001
Inmunoglobulina G 15,46 <0,0001
Lactosa 93.21 <0,0001
Solidos Totales 8,69 0,0002
Log RCS 3,86 0,0031

Log RCS: Logaritmo del recuento de células somaticas

A su vez, en la Tabla 7 se presentan las caracteristicas medias del calostro en
funcién del tiempo transcurrido desde el parto. En ella puede apreciarse que el calostro
presenta su composicibn mas caracteristica dentro de las primeras 12 horas postparto y
que después de 48 horas, las diferencias dejan de ser estadisticamente significativas lo

que indicaria que estariamos ante la transicion de calostro a leche propiamente dicha.

Tabla 7. Evolucion de los parametros fisicoquimicos del calostro ovino durante las
primeras 72 horas postparto

Horas postparto

Parametro 12 24 36 48 60 72

pH 6,36  6,42° 652 6,60  6,67° 6,64°
Grasa (%) 10,28 11,30° 10,16 8,97 813" 812"
Proteinas (%) 17,11* 14,26° 9,89° 8,01  7,28¢ 6,26°
Inmunoglobulina G (mg/ml) 44,66 34,39 20,37° 13,97 10,09 10,44°
Lactosa (%) 1,94 2,95° 3,76° 4,09 416"  4,28°
Sélidos Totales (%) 30,44 29,53* 24,74° 22,00 20,46° 19,55°
Log RCS 593 575 550° 556" 564 551°

a, b, c, d: letras distintas en una misma fila implican diferencias significativas (p<0,05)
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Estos resultados son similares a los aportados por otros autores como Vijil y col.
(1986) y Molina (1987) en razas ovinas espafiolas, quienes sefialan que la transicion de
calostro a leche propiamente dicha se produciria entre el segundo y el tercer dia después

del parto.

Para estudiar la relacion existente entre los pardmetros fisicoquimicos del calostro
ovino y el tiempo transcurrido desde el parto se han calculado diversos modelos
matematicos que se presentan en la Tabla 8. A partir de estas ecuaciones, que
presentaron en todos los casos un elevado coeficiente de regresion (R>0,91), se han

elaborado las curvas de evolucién que se presentan en la Figura 6.

Tabla 8. Modelos matematicos aplicados en el estudio del efecto del tiempo postparto
sobre las caracteristicas del calostro ovino

Pardmetro Modelo matemético R

pH = 1/[0,1625 - 0,00150 (Hora)"?] 0,9686
Grasa = 1/[0,0918 + 0,0000069 (Hora)?] 0,9236
Proteinas = 1/(0,0355 + 0,00174 Hora) 0,9932
Inmunoglobulina G = 97,8827 - 21,0984 Ln (Hora) 0,9842
Lactosa =1/(0,1638 + 4,2138/Hora) 0,9962
Sélidos Totales =1/(0,0279 + 0,00033 Hora) 0,9848
Log RCS = [29,6021 + 67,2202/Hora]*? 0,9163

1.2. Andlisis de calostro ovino mediante métodos microbiolégicos de deteccién de

inhibidores en leche.

1.2.1. Método BRT® AiM

Los resultados obtenidos con el método BRT® AiM se presentan en la Tabla 9,
donde se recogen las frecuencias de resultados negativos, dudosos y positivos para las
muestras de calostro obtenidas a diferentes horas postparto. Como puede observarse, el
porcentaje de resultados negativos es inicialmente muy bajo (12,5%) aunque se
incrementa considerablemente a medida que transcurre el tiempo, alcanzando a las 72
horas postparto un valor de 63,7%. En consecuencia, el porcentaje de resultados que
podrian clasificarse como “no conformes”, resulta muy elevado y bastante persistente ya

que a las 72 horas postparto todavia representa el 36,4%.

Estos resultados difieren mucho de los obtenidos por Althaus y col. (2003) quienes
al estudiar la “Selectividad” (porcentaje de resultados negativos respecto del total de
muestras analizadas) del método BRT® AiM con muestras de leche de oveja encontraron
un porcentaje de resultados “falsos positivos” de 3,75% aunque hay que tener en cuenta

que estos autores, empleaban muestras de leche y no secreciones calostrales.
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Tabla 9. Resultados del método BRT® AiM con muestras de calostro ovino obtenidas a
diferentes horas postparto

Método Horas _Frecuencia Resultados (%) _
postparto Negativos Dudosos Positivos

0-12 12,5 62,5 25
24 45,8 33,4 20,8
® n: 36 66,7 12,5 20,8
BRTAM 48 66,6 16,7 16,7
60 62,5 25 12,5
72 63,7 18,2 18,2

n= 24 muestras en cada control

Para estudiar las posibles causas de la aparicion del elevado porcentaje de
resultados “falsos positivos” en el BRT® AiM, se realiz6 un tratamiento estadistico de los
datos mediante la aplicacién de un modelo de regresién logistica que considera como
factores de variacion las horas postparto y las caracteristicas fisicoquimicas del calostro.
Es importante sefialar que sélo se consideraron dos niveles de respuesta (“conforme” y
“no conforme”) y que los resultados clasificados como dudosos, recibieron el mismo

tratamiento que los positivos o “no conformes”.

En la Tabla 6 se presentan los resultados del andlisis estadistico y se observa el
efecto significativo (p<0,001) del valor del pH de las muestras de calostro asi como de su
contenido en proteina bruta y en IgG, sobre las respuestas del método BRT® AiM, no

encontrdndose diferencias significativas en el resto de pardmetros estudiados.

Tabla 10. Efecto del tiempo transcurrido desde el parto y de las caracteristicas
fisicoquimicas del calostro ovino sobre las respuestas del método BRT® AiM

Propiedad Valor “y¢*” Valor “p”
Hora 0,6484 0,4207
pH 11,6625 0,0006
Grasa 0,3484 0,5550
Proteinas 15,3401 0,0001
Inmunoglobulina G 10,6355 0,0011
Lactosa 0,6209 0,4307
Solidos totales 0,3259 0,5681
Log RCS 0,1957 0,6582

Para profundizar en el estudio de los factores relacionados con la obtencion de
resultados “falsos positivos” se calcularon los valores medios de estos parametros (pH,
Proteina e 1gG) en funcion del tipo de resultado obtenido (Tabla 11). Asi, las muestras
que resultaron positivas al método BRT® AiM presentaron por término medio, una mayor
concentracion de proteina y de IgG que las que fueron negativas, asi como un mayor

valor de pH aunque en este ultimo caso, la variacién encontrada fue muy pequefia.

25



Resultados y discusién

Tabla 11. Valores medios de las propiedades fisicoquimicas del calostro ovino segun la
respuesta del método BRT® AiM

Respuesta del método BRT® AiM

Propiedad Negativo (n=74) Positivo (n=62)
pH 6,52 + 0,16 6,54 + 0,28
Proteina 7,66 + 3,15 13,84 + 7,13
Inmunoglobulina G 11,86 + 12,26 31,32 + 20,01

La ecuacion resultante de la aplicacion del modelo de regresion logistica fue la
siguiente:
L= logit [P(+)/P(-)] = -32,1517 + 4,3478 pH + 0,25142 [P] + 0,05719 [IgG]
(x* = 4,5756 y p= 0,1015)

Esta ecuacion de prediccion de resultados “falsos positivos” para el método BRT®
AiM present6 un adecuado nivel de ajuste con los resultados observados en el laboratorio
(p=0,1), lo que indicaria que las diferencias encontradas no son estadisticamente
significativas. A partir de esta expresion, se calcularon las superficies dosis-respuesta

gque se presentan en la Figura 7.

En esta Figura se aprecia claramente, el incremento de la superficie
correspondiente a los resultados considerados como “no conformes”, a medida que
aumenta la concentracion de proteina y de IgG en las muestras de calostro. Este hecho

se hace mas evidente cuanto mayor es el pH de las muestras de calostro.

1.2.2. Método Delvotest® MCS

En cuanto al método Delvotest® MCS, las frecuencias de resultados negativos,
dudosos y positivos para los distintos tipos de calostro considerados se presentan en la
Tabla 12. En este método, el porcentaje de resultados negativos observado es
inicialmente de 70%, valor muy superior al encontrado para el caso del BRT® AiM en
muestras de calostro obtenidas en las primeras 12 horas postparto. Sin embargo, al final
del periodo experimental (72 horas postparto) el porcentaje de muestras clasificadas
como “no conformes” representa un valor de 27,3%, ya que las muestras dudosas y

positivas, aun representan el 18,2% y el 9,1%, respectivamente.

En la Tabla 13 se presentan los resultados del andlisis estadistico realizado para
estudiar las posibles causas de los elevados porcentajes de resultados “no conformes” en
el método Delvotest® MCS. En este caso, también se observé un efecto significativo
(p<0,001) del valor del pH de las muestras de calostro asi como de su contenido en IgG
pero a diferencia del método BRT® AiM, el contenido en proteina no presenté diferencias

significativas.
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Tabla 12. Resultados del método Delvotest® MCS con muestras de calostro ovino
obtenidas a diferentes horas postparto

Método Horas _Frecuencia Resultados (%) _
postparto Negativos Dudosos Positivos

0-12 70,8 16,7 12,5

24 87,5 4,2 8,3

® 36 87,5 4,2 8,3
Delvotest™ MCS 48 75 12,5 125
60 75 12,5 12,5

72 72,7 18,2 9,1

n= 24 muestras en cada control

Si analizamos estos parametros en funcion del resultado obtenido con este
método de deteccidn de inhibidores en leche (Tabla 14), observamos que las muestras
que resultaron positivas presentan un mayor valor de pH y una mayor concentracion de

IgG que las muestras clasificadas como negativas.

A pesar de que Beukers (1993) sefiala que Delvotest® posee unas caracteristicas
especificas que lo hacen muy poco sensible a la presencia de inhibidores naturales en la
leche, Oliver y col. (1984) también encontraron elevados porcentajes de resultados

“falsos positivos” al analizar secreciones calostrales bovinas con este método.

Tabla 13. Efecto del tiempo transcurrido desde el parto y de las caracteristicas
fisicoquimicas del calostro ovino sobre las respuestas del método Delvotest® MCS

Propiedad Valor “¢*’ Valor “p”
Hora 0,556255 0,4558
pH 31,1779 0,0001
Grasa 0,007365 0,9310
Proteinas 1,9668 0,1608
Inmunoglobulina G 14,8757 0,0001
Lactosa 1,16636 0,2861
Solidos totales 0,820748 0,3650
Log RCS 0,051768 0,8200

Todos estos resultados pondrian de manifiesto el efecto inhibidor que sobre el
crecimiento del microorganismo contenido en el método (Geobacillus stearothermophilus
var calidolactis) parecen tener las elevadas concentraciones de inmunoglobulinas en las
muestras de calostro. En ese sentido, un menor crecimiento del microorganismo de
prueba provocaria una menor generacion de &cido como consecuencia de su menor
actividad metabdlica y, en estas condiciones, seria posible que no se alcanzasen las
condiciones &cidas necesarias para que el indicador acido-base contenido en el método
(parpura de bromocresol) experimentara el cambio de color indicativo de resultado

“conforme” (amarillo), especialmente si el pH de las muestras es inicialmente elevado.
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Tabla 14. Valores medios de las propiedades fisicoquimicas del calostro ovino segun la
respuesta del método Delvotest® MCS

Respuesta del método Delvotest® MCS

Propiedad Negativo (n=99) Positivo (n=37)
pH 6,48 £ 0,17 6,72+ 0,29
Inmunoglobulina G 19,95 + 18,80 25,90 + 19,07

La ecuacion de regresion obtenida tras realizar el analisis estadistico de los datos
fue la siguiente:
L= logit [Pp / Pn] =-53,9901 + 7,83393 [pH] + 0,0599406 [IgG]
(x2 = 3,36649 y p= 0,191236).

A partir de esta ecuacion de prediccion, que como puede observarse presentd un
adecuado nivel de ajuste &0,1), se determiné la superficie dosis-respuesta que se
presenta en la Figura 8 y que permite observar el comportamiento de este método de
control cuando se utiliza con muestras de calostro.
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Figura 8. Efecto del pH y de la concentracion de 1gG del calostro ovino sobre la
frecuencia de resultados positivos en el método Delvotest® MCS

En la Figura 8 se pone en evidencia el efecto de la concentracion de 1gG sobre la
respuesta del método Delvotest® MCS y se puede comprobar que la frecuencia de
resultados positivos alcanza su valor maximo (100%) a concentraciones relativamente
pequefas de IgG en las muestras de calostro, siendo més acusado este comportamiento
a medida que se incrementa el pH de las muestras.
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1.2.3. Método Eclipse® 100

En la Tabla 15 se presentan los resultados obtenidos al analizar las muestras de
calostro con el método Eclipse® 100. La frecuencia de resultados negativos con muestras
de calostro obtenidas en las primeras horas después del parto (0-12) es nula y a pesar de
gue posteriormente se incrementa con el tiempo, Unicamente alcanza un valor de 34,8%
a las 72 horas postparto. Estos porcentajes de muestras negativas tan bajos a lo largo de
todo el periodo experimental estdn provocados, principalmente, por la aparicién de un
elevado porcentaje de resultados dudosos ya desde el inicio del experimento (91,7%),

gue a las 72 horas postparto todavia representan el 47,8%.

La mayor parte de estos resultados (54,4%) se corresponden con muestras que
presentaron coloraciones intermedias verdosas, distintas a las que habitualmente se
observan en este tipo de métodos. Estos resultados de dificil interpretacion clasificados
como dudosos, fueron mas elevados en el método Eclipse® 100 que en los otros métodos
considerados, BRT® AiM y Delvotest® MCS, donde apenas representaron el 8,1% vy el

2,2%, respectivamente.

Tabla 15. Resultados del método Eclipse® 100 con muestras de calostro ovino obtenidas
a diferentes horas postparto

Método Horas _Frecuencia Resultados (%) _
postparto Negativos Dudosos Positivos

0-12 0 91,7 8,3

24 20,8 75 42

o en® 36 29,2 58,3 12,5

Eclipse™100 48 P o 128

60 50 20,8 29.2

72 34,8 47,8 17,4

n= 24 muestras en cada control

Al estudiar las posibles causas de la aparicion de este elevado porcentaje de
resultados “falsos positivos” en el Eclipse® 100, se observa que UGnicamente tuvo un
efecto estadisticamente significativo (p<0,05) la concentracion de lactosa de las muestras
de calostro (Tabla 16). Este parametro presentd un valor medio de 4,37+0,55% en las
muestras de calostro clasificadas como negativas y de 3,21+1,25% para las que

resultaron positivas.

La limitacion del escaso numero de trabajos realizados sobre este tema hace que

no se puedan comparar los resultados obtenidos con los de otros autores.

Hay que sefialar que el método Eclipse® 100 ha sido desarrollado con el mismo
fundamento analitico que el Delvotest® MCS, es decir, el crecimiento del microorganismo

de prueba (Geobacillus stearothermophilus var. calidolactis) modifica las condiciones del
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indicador acido—base incluido en el medio (purpura de bromocresol), que pasa del color
purpura al amarillo, indicando un resultado negativo. Es posible que un menor nivel de
lactosa en las muestras de calostro pudiera dar lugar a una menor generacion de &cido
lactico por parte de las bacterias contenidas en el medio, lo que dificultaria el descenso
del pH hasta niveles adecuados (pH<5,2) durante el tiempo estandarizado de incubacion.
Este hecho, podria provocar que el cambio de color del indicador fuera menos evidente
dando lugar a coloraciones intermedias mas o menos verdosas que en ningln caso

pueden considerarse como un resultado “conforme” (negativo).

Tabla 16. Efecto de las caracteristicas fisicoquimicas del calostro ovino sobre la
respuesta del método Eclipse® 100

Propiedad Valor “y*” Valor “p”
Hora 0,1760 0,6748
pH 0,4745 0,4909
Grasa 0,2208 0,6384
Proteinas 0,1884 0,6642
Lactosa 37,344 0,0001
Soélidos totales 0,2074 0,6488
Inmunoglobulina G 2,7574 0,0968
Log RCS 0,0037 0,9513

Aunque como se ha comentado anteriormente el método Eclipse® 100 y el
Delvotest® MCS tienen el mismo fundamento, presentan algunas diferencias en el
procedimiento analitico. En el método Eclipse® 100 se realiza una predifusion de las
muestras durante una hora a temperatura ambiente y después de ella, las muestras se
desechan, los pocillos se lavan con agua destilada y pasan a incubarse a una
temperatura de 63-65 °C durante un tiempo aproximado de 2,5 horas. En cambio, en el
método Delvotest® MCS, las muestras permanecen en los pocillos que conforman la

placa durante todo el periodo de incubacion.

Estas diferencias entre ambos métodos podrian explicar los resultados obtenidos,
donde se observa que los parametros fisicoquimicos del calostro no les afectan del
mismo modo. Asi, un menor tiempo de permanencia de las muestras en contacto con el
medio donde se desarrolla el microorganismo, lo que sucede en el método Eclipse® 100,
podria ser la causa de una menor difusién o efecto de los parametros fisicoquimicos del

calostro capaces de afectar la respuesta del método.

La ecuacion de regresion obtenida tras realizar el andlisis estadistico de los datos

fue la siguiente:
L =logit [Pp / Pn] = 6,3192 - 1,39357 [L]

(x* = 0,375026 y p= 0,829018)
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Esta ecuacion de prediccion de resultados “falsos positivos” para el método
Eclipse® 100 present6 un adecuado nivel de ajuste con los resultados observados
(p=0,1). A partir de esta expresion, se calculd la curva dosis-respuesta que se presenta
en la Figura 9, en la que se puede observar el efecto de la concentracién de lactosa en

las muestras de calostro sobre la respuesta del método Eclipse® 100.

Eclipse 100
00—
80
) N
40
) \

Frecuencia resultados positivos
(%)

Lactosa

Figura 9. Efecto de la concentracion de lactosa en el calostro de oveja sobre la
frecuencia de resultados positivos al método Eclipse® 100

2. SEGUNDO ESTUDIO. Efecto de la presencia de calostro en la leche de oveja

sobre larespuesta de los métodos microbiologicos de deteccidon de inhibidores.

2.1. Caracteristicas de las muestras de leche de oveja

En el segundo experimento se estudia el efecto que la incorporacion de calostro a
la leche de oveja como consecuencia de malas practicas de ordefio, pueda tener sobre la

respuesta de diferentes métodos microbiol6gicos de deteccion de antibibticos en leche.

Las caracteristicas de las muestras de leche adicionadas de calostro, obtenido en
tres momentos diferentes después del parto (0-12, 24 y 48 horas), utilizadas en este
segundo experimento se presentan en la Tabla 17. En ella se observa la modificacién de
todos los parametros fisicoquimicos considerados a medida que se incrementa la
proporcion de calostro en la leche, especialmente en el caso de las muestras adicionadas

de secreciones calostrales muy préximas al parto (0-12 horas).
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2.2. Andlisis de muestras de leche adicionadas de calostro ovino mediante

métodos microbiol6égicos de deteccién de inhibidores.

Los resultados obtenidos con los tres tipos de calostro utilizados en métodos
microbiolégicos se presentan en la Tabla 18. Como se puede observar, con
concentraciones del 5%, 12,5% y 22,5% de calostro de 0-12 horas en la leche, se
obtienen un 37,5%, 25% y 6,3% de resultados positivos para los métodos BRT® AiM,

Delvotest® MCS y Eclipse® 100, respectivamente.

Tabla 18 Frecuencia de resultados positivos segun la concentracion y el tipo de calostro
afiadido a la leche de oveja

Método Tipo Concentracion calostro (%)
analitico  calostro. —g———— F——F——55 5 155 15 20 25 35 50
12h 0 0 0 375 375 563 100 100 100 100 100 100
BRT°AIM  24h 0 0 o 0 0 31,3 438 100 100 100 100 100
48 h 0 0 o 0 o o ©O0O ©o0 o0 o0 o0 o
12h 0 0 o 0 0 0 25 50 100 100 100 100
Delvotest® MCS 24 h 0 0 o 0 0 0 0 50 50 100 100 100
48 h 0 0 o 0 o o o0 ©o0 o0 o0 o0 o
Método Tipo Concentracion calostro (%)
analitico  calostro “5 55 5 19 15 20 225 25 27,5 30 40 50
12h 0o o 0 0 0 O0 63 25 81,3 100 100 100
Eclipse®100 24 h 0o o 0 0o 0 O O0 0 0 50 100 100
48 h 0o o 0 o o O ©o0o o0 o0 o0 o0 o

Cuando se adiciona a la leche la mezcla de calostros de 24 horas se deduce que
son necesarias concentraciones mas elevadas para provocar la aparicion de un resultado
positivo en todos los métodos considerados (BRT® AiM=10%, Delvotest® MCS=15% y
Eclipse® 100=30%) siendo nuevamente el método BRT® AiM el méas afectado por la

presencia de esta secrecion en la leche.

Sin embargo, con la mezcla de calostros obtenida a las 48 horas postparto, no se
observan interferencias con ninguno de los métodos utilizados hasta una concentracion

del 50%, ya que los resultados obtenidos fueros negativos en todos los casos.

Estos resultados podrian estar relacionados con el marcado descenso de la
concentracion de proteina y de IgG en el calostro ovino que se produce durante las
primeras 48 horas después el parto (Csapo y col. 1994) y que explicarian, en gran parte,

la normalizacién de los resultados analiticos transcurrido este tiempo.
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Los resultados del analisis estadistico del efecto del tipo de calostro, segun el
tiempo transcurrido desde el parto, y su concentracion en la leche de oveja sobre la
respuesta de los distintos métodos microbiol6gicos de deteccion de inhibidores, se

resume en la Tabla 19.

En dicha Tabla se evidencia el efecto significativo (p<0,001) de estos dos factores
sobre la presencia de resultados positivos (“no conformes”) en todos los métodos
estudiados. Hay que sefialar que el calostro obtenido a las 48 horas postparto, no se ha
incluido en el andlisis estadistico de los datos debido a que los resultados observados

con este tipo de secrecion fueron negativos en todos los casos.

Tabla 19. Efecto del tipo de calostro y su concentracion en la leche de oveja sobre la
respuesta de los métodos de deteccién de inhibidores

5 Tipo de calostro Concentracion de calostro
Método 5 5
Valor “x*” Valor “p” Valor “x*” Valor “p”
BRT® AiM 28,4105 0,0001 393,97 0,0001
Delvotest® MCS 8,7978 0,0030 395,64 0,0001
Eclipse® 100 43,706 0,0001 379,68 0,0001

Las ecuaciones de prediccion obtenidas al aplicar el modelo de regresion
logistica en los tres métodos microbioldgicos considerados se recogen en la Tabla 20,

donde también se muestra el buen nivel de ajuste alcanzado en todos los casos (p=0,1).

Tabla 20. Ecuaciones de prediccion para los métodos microbiol6gicos de deteccion de
inhibidores en leche de oveja

Metoda L=Logit [P]=Bo+p. [TC]+p- [Calostro] valor “x*"  Valor “p”
BRT® AiM L=-5,1049-2,5217[TC]+0,6382[Calostro] 3,7666 0,2878
Delvotest® MCS L=-7,9546-1,5359[TC]+0,5327[Calostro] 2,7114 0,4383
Eclipse® 100 L=-29,4168-4,6043[TC]+1,1344[Calostro] 0,9345 0,8171

L= In (probabilidad de resultado (+)/1-probabilidad resultado (+)); Tipo calostro: Calostro 12 h,
TC=0y Calostro 24 h, TC=1; [Calostro]: concentracion (%) de calostro en la leche de oveja

A partir de estas ecuaciones se han elaborado las curvas dosis-respuesta de los
distintos métodos considerados en funcion del tipo de calostro (0-12 y 24 horas) y de su
concentracion en la leche de oveja que se presentan en la Figura 10. En este gréfico
observamos que existe un desplazamiento de las curvas respuesta con el incremento del

tiempo transcurrido desde el parto.
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Figura 10. Efecto del tipo de calostro y su concentracion en la leche de oveja sobre la
frecuencia de resultados positivos en los métodos microbiolégicos de deteccion de
inhibidores en la leche.
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Para profundizar en el estudio del efecto de la presencia de calostro en la leche
sobre las respuestas de los métodos microbiolégicos de deteccidén de inhibidores, se
calculé la concentracion minima inhibitoria de calostro (CMI) para cada uno de los
métodos y tipo de calostros estudiados. La CMI se consideré como el porcentaje de
calostro en la leche de oveja que provoca la aparicibn de un 95% de resultados

positivos.

En la Figura 11 se presentan los niveles de interferencia del calostro calculados
en forma de CMI. Resulta evidente que la CMI de calostro depende del tipo de calostro y
del método considerado. En general, se incrementa a medida que aumenta el tiempo
transcurrido desde el parto, es decir, los porcentajes de calostro correspondientes a la
CMI son superiores en el calostro de 24 horas postparto, lo que indica que se necesita
una mayor concentracion de este tipo de calostro para provocar la apariciéon de un

resultado positivo.

En cuanto a la CMI y los métodos.de deteccién de inhibidores, los valores mas
elevados se presentan en el método Eclipse® 100, lo que indicaria que este método se

ve menos afectado por la presencia de calostro en la leche de oveja.

CMI
45 +
g 32,6
$ 35 '
S w0 - 28,5
° 23,6
5 25 20,7
S 204 16,6
8 15 1 12,6
10
5 |
0
BRT® AiM Delvotest® MCS Eclipse® 100

Figura 11. Concentracion minima inhibitoria de calostro ovino (CMI) en distintos métodos
microbiologicos de deteccion de inhibidores en la leche
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V.- CONCLUSIONES

De la realizacién de este trabajo relativo al efecto de la presencia de calostro

sobre los métodos microbiolégicos de deteccion de inhibidores en la leche de oveja

pueden extraerse las siguientes conclusiones:

1. Primer Estudio. Evaluacion de la respuesta de los métodos microbioldgicos de

deteccion de inhibidores en leche con muestras de calostro ovino

Los métodos microbiolégicos de deteccion de inhibidores en leche BRT® AiM,
Delvotest® MCS y Eclipse® 100 presentan un elevado porcentaje de resultados
“falsos positivos” cuando se utilizan con muestras de calostro de ovino obtenidos

hasta las 72 horas postparto

La aparicion de elevados porcentajes de resultados positivos o “falsos no
conformes” esté relacionada con determinadas caracteristicas fisicoquimicas del

calostro, principalmente el pH y el contenido en inmunoglobulina G

En general, los métodos microbiolégicos de deteccion de inhibidores en leche
(BRT® AiM, Delvotest® MCS y Eclipse® 100) no resultan adecuados para el control
de la presencia de residuos de antibidticos de secado en el ganado ovino durante
los tres primeros dias postparto, ya que pueden aparecer en elevado porcentaje
de resultados positivos 0 “no conformes” que desaconsejan la realizacion de esta

préactica

2. Segundo estudio. Efecto de la presencia de calostro en la leche de oveja sobre

los métodos microbioldgicos de detecciéon de inhibidores

La incorporacion de calostro ovino a la leche de tanque puede afectar a la
respuesta de los métodos microbiolégicos de deteccion de inhibidores en la leche
de oveja aunque su efecto depende del tipo de calostro (horas postparto) y del

método considerado

En general, las interferencias debidas a la presencia de calostro se observan a
concentraciones relativamente elevadas en la leche de oveja (5-25%),

especialmente con secreciones calostrales muy préximas al parto (0-12 horas)

Transcurridas 48 horas postparto, las posibilidades de obtener resultados
positivos por la presencia de calostro en la leche disminuyen de manera
considerable, ya que con concentraciones del 50% todos los resultados fueron

negativos con independencia de la edad del calostro y del método considerado
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