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Resumen

La presencia de residuos de antibidticos en la leche procedente de animales que han sido tratados con
medicamentos veterinarios de forma terapéutica o profilactica sin respetar las buenas practicas de uso, puede
tener graves consecuencias para la salud publica y el sector lacteo.

En el caso de la fabricacién de queso, dependiendo de la naturaleza del antibidtico este puede quedar retenido
mayoritariamente en la cuajada o ser eliminado junto al lactosuero. Hay que tener en cuenta que el lactosuero
puede ser utilizado en alimentacidon animal o empleado para la elaboracién de otros productos derivados
(requesodn, concentrados de proteinas, suero en polvo, etc.) por lo que la presencia de residuos de antibidticos
en el lactosuero puede representar un riesgo para la seguridad alimentaria y la salud animal, asi como para el
medio ambiente, lo que hace necesario disponer de un sistema de control.

Actualmente se encuentran disponibles desde un punto de vista comercial métodos de cribado para la deteccién
de antibidticos en la leche que pueden ser de tipo microbiolégico que son inespecificos o de unién a receptores
proteicos que son especificos para la deteccion de una, dos o varias familias de antibidticos. Todos estos métodos
han sido validados para su uso en leche de diferentes especies pero no para su empleo en lactosuero procedente
de la elaboracién del queso.

Por ello, el objetivo de este trabajo ha sido la validacién de acuerdo a los criterios de la Decision 2002/657/CE del
método microbiolédgico Eclipse Farm 3G® acoplado al equipo e-Reader® y 3 métodos de cribado de unién a
receptores (TwinSensor®, 3AminoSensor® y QuinoSensor®) para la deteccidn de los antibioticos mas empleados
en ganado caprino lechero.

Para su realizacién se han empleado muestras de lactosuero procedente de elaboraciones experimentales de
gueso a partir de leche de cabra sin antibidtico y adicionadas con distintas concentraciones de antibidticos
(amoxicilina, bencilpenicilina, cefalexina, oxitetraciclina, gentamicina, tilosina, sullfatiazol y enrofloxacina) que se
analizaron mediante los métodos de cribado.

Los resultados obtenidos para el método Eclipse Farm 3G® acoplado a e-Reader® indican que resulta necesario la
difusidon durante una hora a temperatura ambiente cuando se analiza lactosuero. El método presentdé una
especificidad con esta matriz muy elevada (97.7%) indicando un porcentaje bajo de resultados falsos positivos.
Ademas el método resulta adecuado para la deteccion de antibidticos B-lactamicos (excepto para la amoxicilina),
aminoglucosidos y tetraciclinas presentando poca sensibilidad para la deteccién de quinolonas. En el caso de los
métodos de unidn a receptores se alargaron los tiempos de incubacidn en el analisis de lactosuero, presentando
el TwinSensor® una elevada capacidad de deteccién para B-lactdmicos (excepto para la cefalexina) y tetraciclinas,
asi como también fue adecuada la encontrada con el QuinoSensor® para la enrofloxacina, mientras que el 3
AminoSensor® mostrod una sensibilidad baja en la deteccidn de gentamicina. En todos los casos la especificidad de
los métodos de unién a receptores fue del 100%.

En conclusidon, los métodos comerciales de cribado siguiendo el protocolo especifico de analisis podrian ser una
herramienta apropiada en el establecimiento de un sistema de control de la presencia de antibidticos en el
lactosuero.
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Resum

La preséncia de residus d’antibiotics en la llet procedent d’animals que han sigut tractats amb medicaments
veterinaris de forma terapéutica o profilactica sense respectar les bones practiques d’Us, pot tindre greus
conseqliéncies per a la salut publica i al sector lactic.

En el cas de la fabricacié de formatge, depenent de la naturalesa del antibiotic aquest pot quedar retingut
mejoritariament en la quellada o ser eliminat junt al lactoserum. Cal tindre en compte que el lactosérum pot ser
utilitzat en la alimentacié animal o empleat per a I'elaboracié d'altres productes derivats (matd, concentrats de
proteines, sérum en pols, etc.) pel que la preséncia de residus d’antibiotics pot representar un risc per a la
seguretat alimentaria i la sanitat animal, aixi com per al medi ambient, sent necessari disposar d’un sistema de
control.

Actualment es troben disponibles des d’un punt de vista comercial metodes de cribatge per a la deteccid
d’antibiotics a la llet, que poden ser de tipus microbiologic que son inespecifics o de unid a receptors proteics
gue son especifics per a la deteccié de una, dos o diverses families d’antibiotics. Tots aquests metodes han sigut
validats per al seu Us a la llet de diferents espeécies pero no per al seu empleu al lactosérum procedent de I
elaboracié del formatge.

Per aix0, I'objetiu d’aquest treball ha sigut la validacié d’acord a la Decisié 2002/657/CE del métode microbiologic
Eclipse Farm 3G® acoplat al equip e-Reader® i 3 métodes de cribatge d’unié a receptors (TwinSensor®,
3AminoSensor® i QuinoSensor®) per a la deteccié dels antibiotics més empleats al bestiar capri lleter.

Per a la seua realitzacié se han empleat mostres de lactoserum procedent d’elaboracions experimentals de
formatge a partir de la llet de cabra addicionada amb distintes concentracions d’antibiotics (amoxicilina,
bencilpenicilina, oxitetraciclina, gentamicina, tilosina, sullfatiazol i enrofloxacina) que van ser analitzades amb els
meétodes de cribatge.

Els resultats obtinguts amb el métode Eclipse Farm 3G® acoplat amb e-Reader® indiquen que resulta necessari
la difusié durant una hora a temperatura ambient quan s’analitzat lactosérum. El metode va presentar una
especificitat amb aquesta matriu molt elevada (97.7%) indicant un percentatge baix de resultat falsos positius. A
més, el metode resulta adequat per a la deteccié d’antibiotics B-lactamics (excepte per a la amoxicilina),
aminoglucosids i tetraciclines presentant poca sensibilitat per a la deteccié de quinolones. En el cas dels métodes
d’unié a receptors es van allargar els temps d’incubacié al analisis del lactosérum, presentant el TwinSensor® una
elevada capacitat de deteccié per a B-lactamics (excepte per a la cefalexina) i tetraciclines, aixi com també va ser
adequada la trobada amb el QuinoSensor® per a la enrofloxacina mentre que 3AminoSensor® va mostrar una
sensibilitat baixa en la deteccié de gentamicina. En tots els casos la especificitat dels métodes d’unié a receptors
va ser del 100%.

En conclusid, els metodes comercials de cribatge seguint el protocol especific d’analisis poden ser una eina
apropiada en el estableciment d’un sistema de control de la preséncia d’antibidtics al lactoserum.

Paraules claus
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Summary

The presence of residues of antibiotics in milk from animals that have been treated with veterinary medicinal
products either therapeutic or prophylactic without respecting the good practices of use, can have serious
consequences for public health and the dairy sector.

In the case of the manufacture of cheese, depending on the nature of the antibiotic it can be held mostly in curd
or be disposed with the whey. Must be borne in mind that whey can be used in animal feed or employee for the
manufacture of other products (curd, concentrated of protein, whey powder, etc.) by which the presence of
residues of antibiotics in whey may represent a risk to food safety and animal health, as well as for the
environment making it necessary to have a control system.

Screening methods for detection of antibiotics are currently available from a commercial standpoint in milk
which may be microbiological type that are non-specific or binding to protein receptors that are specific for the
detection of one, two or several families of antibiotics. All of these methods have been validated for use in milk
of different species but not for use in whey from the cheese making.

Therefore, the objective of this work has been the validation criteria of Decision 2002/657/EC of microbiological
method Eclipse Farm 3 G® coupled to the team e - Reader® and 3 screening methods of binding to receptors
(TwinSensor®, 3AminoSensor® and QuinoSensor®) for the detection of antibiotics used in dairy goats.

The whey samples from experimental elaborations of cheese from goat's milk were used without antibiotics and
also fortified with different concentrations of antibiotics (amoxicillin, penicillin, cephalexin, oxytetracycline,
gentamicin, tylosin, sullfatiazol and enrofloxacin) and then were analysed using the screening methods.

The results for the Eclipse Farm method 3G® coupled to e - Reader® indicates that it is necessary to samples
predifusion for one hour at room temperature when whey is analyzed. The method presented with this array of
very high specificity (97.7%) indicating a low rate of false-positive results. In addition the method is suitable for
the detection of B-lactam antibiotics (except for amoxicillin), aminoglycosides and tetracyclines presenting
cscarce sensitivity for the detection of quinolones. In the case of methods of receptors binding is necessary to
elongated the time of incubation in the analysis of whey, presenting the TwinSensor® high detection capability
for B-lactam (except for Cephalexin) and tetracyclines, as it was also adequate found with QuinoSensor® for
enrofloxacin, while 3 AminoSensor® showed a less sensitivity in the detection of gentamicin. In all cases the
methods of receptor binding show a high specificity (100%).

In conclusion, the commercial screening methods using specific analysis protocol could be an appropriate tool in
the establishment of a control system for the presence of antibiotics in the whey.
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I. INTRODUCCION

1. EL LACTOSUERO
1.1. Generalidades

El lactosuero o suero de queseria se define como el liquido resultante de la
coagulacién de la leche en la elaboracion de queso tras la precipitacidon y separacion de
la caseina y gran parte de la grasa. Se considera al lactosuero como el principal
subproducto en la industria quesera puesto que por cada Kg de queso elaborado, se
produce por término medio entre 9y 12 kilos de lactosuero (Almécija-Rodriguez; 2007).
Este subproducto puede ser comercializado o tratado como un residuo segun la gestidn

de la queseria productora.

Segln los ultimos datos disponibles de la FAO correspondientes a 2014
(FAOSTAT, 2017) la produccién mundial de queso (queso de leche entera de vaca, de
leche desnatada de vaca, de leche de oveja, de leche de cabra y de leche de bufala) fue
de 22.651.605 de toneladas. Considerando la menor produccién de lactosuero por kg de
queso (9 kg de lactosuero/Kg de queso), la produccion mundial anual de lactosuero en

2014 se podria estimar en, aproximadamente, 203.864.445 toneladas.

En el caso de Espafia, segun la FAO (FAOSTAT, 2017) la produccién anual de
queso, en 2014, fue de 227.769 toneladas. Por lo que se calcula que se produjeron
alrededor de 2.049.921 toneladas de lactosuero. Las zonas geograficas mas productoras
de queso y por ende, de lactosuero fueron: de leche vaca toda la peninsula pero
fundamentalmente la cornisa Cantabrica, de leche de oveja Castilla y Ledn junto a
Castilla la Mancha y de leche de cabra Andalucia, el litoral mediterraneo, pirineo catalan

y Canarias (InLac, 2017).

La produccidn de queso de cabra en Espaia el afio 2014 fue de mas de 33.625
toneladas (FAOSTAT, 2017), convirtiéndose en el quinto productor mundial de este
producto. Teniendo en cuenta esa cifra, ese afio se produjeron 302.625 toneladas de

lactosuero de cabra.



Debido a su alta carga organica, el lactosuero se considera el efluente mas
contaminante de la industria lactea (Villar, 2005). Durante muchos afios, el lactosuero
ha sido vertido incontroladamente a las aguas, lo que supone tanto el

desaprovechamiento de un alimento como la contaminacién del medio ambiente.

El lactosuero presenta una alta demanda bioquimica de oxigeno (DBO) de
30.000- 50.000 mg/litro y una demanda quimica de oxigeno (DQO) de 60.000-80.000
mg/litro (Macwan et al., 2016; Mattos, 2015;). El vertido de grandes volumenes de
lactosuero sin depurar produce el fendmeno de eutrofizacidn, con la consecuente
pérdida de biodiversidad acudtica (Flérez, 2016). Ademads, la administracion de
lactosuero directamente al suelo puede daiiar su estructura fisica y quimica, reducir la
produccién de cultivos y termina por contaminar aguas subterraneas y superficiales

(Guerrero et al., 2012).

En Espafia, la legislacién medioambiental no permite el vertido del lactosuero al
medioambiente (Real Decreto 1/2001) y es la industria quesera quién debe gestionar el
lactosuero que produce, tratandolo o reutilizdndolo en sus propias instalaciones o

contratando a una empresa para su gestidn, su empleo o transformacién (Ley 22/2011).

La Guia de Mejores Técnicas Disponibles en Espaia del sector lacteo (MAPAMA,
2005) propone medidas de recogida y almacenamiento del lactosuero en las queserias,
ya que su recuperacion y almacenamiento adecuado permite reducir su carga
contaminante, el aprovechamiento de sus cualidades y la reduccién del coste de

depuracidn de las aguas residuales.
1.2. Las caracteristicas del lactosuero

El lactosuero se comercializa generalmente de dos maneras, como “lactosuero
dulce” o “lactosuero acido” segln el tipo coagulacién empleado en la fabricacién de

gueso y en funcion de su acidez.

Cuando la coagulacién ocurre por la adicion en la leche de enzimas coagulantes
(animales, vegetales y/o microbianos) se obtiene una cuajada que es compacta, flexible,
impermeable, contractil y rica en calcio (Villar, 2005) y los sueros procedentes de estas

coagulaciones son “dulces” y los mas habituales en Espafia (FEDNA, 2017).



En cambio, si la coagulacidn ocurre por acidificacion mediante la adicion de acidos
organicos o minerales en la leche, se obtiene una cuajada lactica que es friable,
inelastica, porosa, no contractil y esta desmineralizada (Villar, 2005) y al lactosuero
resultante se le llama lactosuero acido. Estos lactosueros se obtienen principalmente de
la elaboracion de quesos blandos o de tipo fresco, ademas es un residuo de la fabricacién

de caseina (sueros de caseina).

La composicion tanto del lactosuero dulce como del acido se recoge en la Tabla 1,
donde se puede observar que el principal componente de interés son las proteinas. El
70% de la proteina bruta del lactosuero corresponde a proteinas con un valor nutritivo
superior al de la caseina, como son la B-lactoglobulina y la a-lactoglobulina, que son las
mas abundantes (Valencia & Ramirez, 2009), en menor proporcidon se encuentra la
lactoferrina, la lactoperoxidasa, las inmunoglobulinas y los glicomacropéptidos, entre
otras (Van de Voorde et al., 2014). El alto valor bioldgico de las proteinas del lactosuero
se debe a su contenido en aminodcidos esenciales, especialmente aquellos que

contienen azufre (Gonzalez, 1996).

Tabla 1. Composicion de los diferentes tipos de lactosuero.

Lactosuero dulce Lactosuero acido Lactosuero dulce

(gr/kg)' (gr/kg)' de cabra (gr/kg)?
Sélidos Totales (ST) 55-75 55-65 56,6-65,6
Lactosa 40-50 40-50 45,5-49,5
Grasa Bruta (GB) 0-5 0-5 0-8
Proteina Bruta (PB) 9-14 7-12 8,6-14,2
Cenizas: 4-6 6-8 5,3-5,6
Calcio 0,4-0,6 1,2-1,4 -
Fésforo 0,4-0,7 0,5-0,8 -
Potasio 1.4-1,6 1,4-1,6 -
Cloruros 2,0-2,2 2,0-2,2 -
Acido lactico 0-0,3 7-8 -
pH >6 <4,5 6,54-6,71
Grados Dornic <20° > 50° 20°

Fuentes: "Abaigar (2009); *Giraldo (2014), datos de lactosuero experimental.

También el lactosuero presenta una alta cantidad de minerales donde destaca el
potasio, seguido del calcio, fésforo, sodio y magnesio (Parra-Huertas, 2009). Ademas,

contiene vitaminas hidrosolubles de valor como son las del grupo B o acido ascérbico.
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Respecto a su color, el lactosuero presenta coloracion amarilla-verdosa, por la
presencia las proteinas solubles y sales disueltas (Callejas-Hernandez et al., 2012) y por

la ausencia de la caseina, responsable del color blanco opaco de la leche (Cuartas, 2005).
1.3. Usos del lactosuero

Tradicionalmente el queso se elaboraba para autoconsumo o en pequefias
gueserias con una produccién a pequefia escala y dependiente de la época de lactacidon
del ganado lechero. El lactosuero producido en la mayoria de casos se proporcionaba al
ganado, pero también era consumido por los humanos directamente o como producto
elaborado como el requesodn o ricotta, el cottage inglés, el mizithra griego o los gjetost
y flotemysost noruegos. Son los llamados quesos de suero, compuestos principalmente
por proteina sérica y obtenidos mediante coagulacién térmica a 80-902C (Berruga et al.,

2000).

En la actualidad el lactosuero se ha convertido en un subproducto problematico
debido a la incapacidad de la industria de asumir en su totalidad el alto volumen de su
produccién junto a su capacidad contaminante. El aprovechamiento del lactosuero en
la misma queseria o su transporte a otras industrias requiere de grandes inversiones
tanto en instalaciones como en personal, lo que no esta al alcance de pequenas vy

medianas queserias (Cebrian et al., 2016).

El lactosuero es un producto versatil con muchas aplicaciones en distintos
sectores tanto por sus propiedades nutricionales como fisico-quimicas y su utilizacién es
necesaria para reducir el componente contaminante. En la Figura 1 se presenta un
esquema de las formas de aprovechamiento del lactosuero donde se puede observar
gue en la alimentacién humana, a parte de la produccién de quesos de suero, también
es consumido de forma liquida o deshidratada para la obtencién concentrada de
proteinay lactosa. Algunos alimentos elaborados con lactosuero son considerados como
“alimentos funcionales” debido a sus efectos beneficiosos para la salud por su condicién
de probidtico (Madureria et al., 2005; Hernandez-Rojas & Vélez-Ruiz, 2014). Las
proteinas del lactosuero actian como prebidtico fortaleciendo el sistema inmunolégico

y el sistema cardiovascular o mejorando el rendimiento deportivo (Walzem et al., 2002).
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Figura 1. Esquema de las formas de aprovechamiento del lactosuero.

Fuente: Berruga et al. (2000).

Ademads como se presenta en la Figura 1, otro de los usos importantes del
lactosuero es en la alimentacidn animal, aunque cayd en desuso tras el desarrollo de la
industria de los piensos compuestos. Pero con el desarrollo de nuevos equipos de
fabricacidon y distribucién liquida se ha retomado su interés como recurso alimenticio
(Rodriguez-Estévez & Mata-Moreno, 2008). En la Tabla 2 se recogen diferentes estudios

del uso de lactosuero en distintas especies ganaderas.

El lactosuero también se esta utilizando para fines no alimenticios, como
fitosanitario (Reglamento (UE) 2016/560), ya que se le asocia propiedades fungicidas
(Bettiol, et al., 2008). También es un componente utilizado en la industria farmacéutica
y cosmética (EFEAGRO, 2012) y del mismo también se puede extraer biogas (Hernandez,
2015). Por ultimo, se estan desarrollando proyectos para obtener a partir del lactosuero
bioplasticos de polihidroxibutirato, un material biodregradable y cuya produccién

necesitaria menos recursos econdémicos que otros materiales pldsticos (AINIA, 2016).



Tabla 2. Estudios del uso del lactosuero en diferentes especies ganaderas.

Autor/es Especie Conclusiones del estudio

DelLoach (1990) Broiler La inclusion de lactosuero en la dieta reduce la presencia de Salmonella typhimurium en el epitelio intestinal durante los
primeros dias de vida de los broilers.

Van Winsen et al. (2000) Porcina La alimentacion liquida en cerdos disminuye la prevalencia de Salmonella spp.

Abaigar (2009) Porcina El lactosuero puede incorporarse al pienso en forma concentrada (15-20% en MS), esto permite incorporar mds cantidad de
lactosuero en las dietas de los cerdos jévenes), pero en cerdos en fase de acabado y cerdas gestantes hay que contar con la
menor digestibilidad de la lactosa

Shariatmadar & Forbes Aves Aunque las aves no tienen la enzima lactasa, el lactosuero puede fermentarse en buche e intestino grueso, donde se producen
(2010) dcidos gases voldtiles de los que se aprovecha su contenido energético. Debe controlarse la tasa de inclusion del lactosuero en

la dieta pues pueden producirse diarreas y disminuir la tasa de ingestion de pienso.
Llanes & Gozzini (2013) Porcina El lactosuero como alimentacion liquida reduce los problemas de ingestion en el destete, lactacion y verano. Con la edad los

Gutiérrez et al. (2014)

Lépez-Diaz (2014)

Pineda-Quiroga et al. (2015)

Broiler, gallina de
puesta, ovino

Caprino

Broiler

cerdos van perdiendo su capacidad de digerir la lactosa y su incorporacion en la dieta debe ser progresiva para evitar diarreas.

La incorporacidn en el pienso de distintas concentraciones de lactosuero mejora en todos los casos los rendimientos obtenidos
en todos los parametros estudiados (tasa de puesta, ingesta diaria, indice de conversion y ganancia de peso).

La inclusion de lactosuero como bebida aunque no aumenta produccion de leche pero si el aumento en la misma el porcentaje
de extracto seco, grasa y proteina.

Se ha demostrado que dietas de iniciacion suplementadas con un lactosuero en polvo (6%) o con concentrado proteico de
lactosuero (8%) mejora pardmetros productivos como la Ganancia Media Diaria (GMD) o el Indice de Conversién (IC)
compardndolos con piensos sin la suplementacion del lactosuero.



http://www.tandfonline.com/author/Shariatmadari%2C+F
http://www.tandfonline.com/author/Forbes%2C+JM

2. PRESENCIA DE ANTIBIOTICOS EN LECHE Y EN PRODUCTOS DERIVADOS
2.1. Empleo de antibidticos en ganado lechero

Los antimicrobianos son medicamentos utilizados para prevenir y tratar

infecciones bacterianas y son fundamentales tanto para la salud humana como animal.

En las explotaciones de ganado lechero se emplean antibidticos para tratar o
prevenir infecciones bacterianas (pasterelosis, artritis, reticuloperitonitis traumaticas,
etc.), como tratamiento secundario tras infecciones viricas (sindrome respiratorio

bovino, etc.), o como profilactico tras intervenciones veterinarias (cirugias, partos, etc.).

Pero la patologia mas prevalente en las explotaciones lecheras es la mamitis,
pues produce las mayores pérdidas econdmicas por una menor produccidn y calidad de
la leche ordefiada. Ademas, su dificil erradicacién por los casos subclinicos conlleva
gastos sanitarios y pérdida de animales. Por ello, la mamitis es la principal causa del uso

de la terapia antibacteriana en el ganado lechero (Menzies & Ramanoon, 2001).

En el ganado ovino y caprino seglun Berruga et al., (2000) es muy comun el
tratamiento de la mamitis durante la lactacién (72% en ovejas y 76,9% en cabras). Los
antibidticos de eleccién por los veterinarios los B-lactamicos (56,8%), seguidos de los
macrolidos, aunque su uso es mucho menos frecuente (18,3%). Comparando con las
ovejas, se observa una tendencia en cabras del uso de las tetraciclinas para el control de

la mamitis.

Ademas, al ser un sector minoritario el del ganado ovino y caprino lechero es
comun la practica del uso extra-label de medicamentos (administracién de
medicamentos en especies distintas para las que ha sido prescrito originalmente). La
utilizacidon de estos medicamentos supone un riesgo por la aparicion de residuos en la
leche ya que se desconoce su metabolizacidon y actuacion farmacocinética en esas

especies (Beltran, 2016).
2.2. Clasificacion y caracteristicas de los antibiéticos

Desde el descubrimiento por Alexander Fleming (1881-1955) en 1928 de la
capacidad del hongo Penicillium notarum para lisar las bacterias de Stahylococcus

aureus se han se han descubierto una docena de nuevos tipos de antibidtico y
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optimizado o sintetizado cerca de una centena (Sdnchez de Rivas, 2006). Las distintas
familias han sido clasificadas segin su mecanismo de accidén, eficacia clinica por su

espectro de accion o su composicidn quimica.

En la Tabla 3 se recogen las sustancias antimicrobianas con mayor aplicacién en

veterinaria agrupadas segun la composicidn quimica.

El término antibidtico abarca a las sustancias antimicrobianas que provengan de
bacterias, actinomices, sustancias naturales o quimicos sintéticos (Gimeno & Ortega,
2005). Los antibidticos presentan dos mecanismos de actuacién bactericida o
bacteriostatico. Tienen un mecanismo bactericida cuando son capaces de producir la
muerte de los microorganismos (penicilinas, cefalosporinas, aminoglucdsidos o
polimixinas). Los antibdticos bacteriostaticos inhiben el crecimiento y la multiplicacién
del patégeno sin eliminar a las bacterias presentes y serd el sistema inmune del propio
individuo quien ejerza la accién destructora (tetraciclinas, cloranfenicol, macrélidos,

lincomicinas o sulfamidas) (Anaddn, 2007).

La eleccidn de un antibidticos como profilactico o como terapéutico debe realizarse
atendiendo a un gran niumero de condicionantes como la etiologia de la enfermedad, la
capacidad para alcanzar el foco de infeccidn, la toxicidad tanto para el patégeno como
para el hospedador, a sus efectos de debilidad inmunoldgica en el hospedador, los
posibles antagonismos o sinergias con otros medicamentos, la edad del hospedador, la
posibilidad de aparicidn de resistencias, a la via y frecuencia de administracién, a la dosis

efectiva, etc. (Gimeno & Ortega, 2005; Anadén & Martinez-Larrafiaga, 1996).
2.3. Presencia y consecuencias de antibioticos en la leche y derivados.

La leche es una via natural de eliminaciéon de muchos antibiéticos y de sus
metabolitos (Llanos, 2002). Por tanto, la presencia de antibiético en el la leche o sus
productos derivados se consideran un residuo de medicamento veterinario segun la
definicion que hace el Reglamento 470/2009/CE: “todas las sustancias
farmacoldgicamente activas, ya sean principios activos, excipientes o productos de

degradacion y sus metabolitos que permanecen en productos alimenticios obtenidos a



Tabla 3. Clasificacion de sustancias antimicrobianas usadas en medicina veterinaria.

L. Efecto . ‘s .
Grupos Caracteristicas Estructura . Mecanismo de accién Sustancias
Bacteriano
e Penicilinas: amoxicilina, ampicilina,
s - , . benzilpenicilina, cloxacilina, etc.
L. e Antibidticos naturales - Inhibidores de la sintesis P ; ! o
B-lactamicos , N Bactericida e Cefalosporinas: cefalexina,
e Amplio espectro de la pared celular )
0 ceftiofur, cefoperazona,
cefquinoma, etc.
OH
HaN
HO a poH /)‘NH, R . . . e .. ..
. L . s “/"Y’E,ﬁ O%N - Inhibicidn sintesis de Gentamicina, kanamicina, neomicina,
Aminoglucésidos e Antibidticos naturales T °¥0N Bactericida , ..
oHe=C Y proteinas estreptomicina, etc.
3 NHy
Vinculado a e . . - . L. S
. . e Antibidticos naturales . Inhibicidn sintesis de Clindamicina, lincomicina, pirlimicina,
Lincosamidas concentracion ,
. proteinas etc.
aplicada

Macrélidos

Antibidticos naturales

Bacteriostatico

Inhibicion sintesis de
proteinas

Eritromicina, espiramicina,
tilmicosina, tilosina, etc.

Tetraciclinas

Antibidticos naturales
Amplio espectro

Bacteriostatico

Inhibicion sintesis de
proteinas

Clortetraciclina, oxitetraciclina,
tetraciclina, doxiciclina, etc.

Quinolonas

Antibidticos sintéticos
Amplio espectro

Bactericida

Inhibicion sintesis de
acidos nucleicos

Enrofloxacina, marbofloxacina,
norfloxacina, etc.

Sulfonamidas

Antibidticos sintéticos

R NH,

Bacteriostatico

Inhibicidn sintesis de
acidos nucleicos

Sulfadiacina, sulfadimetoxina,
sulfametacina, sulfatiazol, etc.




partir de los animales a los que se les hubiese administrado el medicamento veterinario

de que se le trate”.

La apariciéon de antibidticos en la leche es una consecuencia de la mala praxis del
uso de los antibidticos, como el no respeto del tiempo de supresién del antibidtico
administrado, la sobredosificacién o su administracién sin autorizacion veterinaria. La
presencia del residuo antibiético en la leche también puede transferirse a los productos

gue se elaboren con la misma.

En el Reglamento 37/2010 se establecen los Limites Maximos de Residuos (LMRs)
de sustancias farmacolégicamente activas que se utilizan en medicamentos veterinarios,
es decir, se especifica la maxima concentracion (mg o pug de compuesto/kg de alimento
fresco) de una sustancia quimica determinada que puede admitirse en un alimento sin
gue signifique un riesgo para la salud del consumidor. En este reglamento se especifican
los LMRs para la leche de distintas especies, pero no para sus productos derivados, como

el lactosuero.

Las consecuencias de la presencia de los antibiéticos tanto en la leche como en
sus productos afectan tanto a la salud publica, a la industria alimentaria, alos ganaderos

o al medio ambiente.

Respecto a la salud publica son muchos los estudios que han demostrado que su
presencia causa reacciones alérgicas en consumidores hipersensibles (Romano &
Demoly, 2007; Ahaduzzaman et al., 2014), la aparicion de cepas bacterianas
multirresistentes patégenas a los antibidticos, que pueden dificultar la curacién o
hacerla imposible en animales y humanos (Gimeno & Ortega, 2005). Ademds también
pueden provocar afecciones en el sistema inmune (Wegener et al., 1999), aplasias,

ototoxicidad, teratogenidad o carcinogenidad (Epstein et al., 2000).

En la industria alimentaria, la presencia de antibidticos en la leche y sus
productos afecta a la elaboraciéon de productos fermentados como el queso o yogur
(Perreten & Teuber, 1995). Giraldo et al. (2017a) demostraron que durante la
fabricacidon de queso a partir de leche de cabra contaminada con distintos antibidticos,

los B-lactamicos eran los antibidticos que mas se transferian al lactosuero, por el
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contrario, aminoglucésidos, quinolonas y las tetraciclinas, presentaban una mayor

susceptibilidad de quedar retenidas en la cuajada.

La deteccidon de antibidticos por parte de las autoridades sanitarias en estos
productos conlleva su retirada del mercado y la desconfianza del consumidor,

ocasionando pérdidas econdmicas tanto al sector alimentario como al ganadero.

La presencia de inhibidores en el medio ambiente proveniente de leche, orina o
heces con residuos de antibidticos (Kemper, 2008) también pueden llegar a filtrase a las
aguas subterraneas pudiendo llegar a ser consumidas por animales y humanos

(Martinez-Carballo et al., 2007).
3. CONTROL DE ANTIBIOTICOS EN LA LECHE Y DERIVADOS
3.1. Medidas de control

A partir de la publicacién del Libro Blanco sobre seguridad alimentaria (2000) la
Unién Europea desarrolld el conoido como “paquete de higiene de los alimentos” que
reune los reglamentos de politica alimentaria. El Reglamento (CE) 178/2002 recoge los
principios generales sobre legislacidn alimentaria, y de él se fue elaborando la legislacion
vigente de esta materia: Reglamento (CE) 852/2004 sobre la higiene de los productos
alimenticios, Reglamento (CE) 853/2004 sobre la higiene de los alimentos de origen
animal, Reglamento (CE) 882/2004 sobre controles oficiales de productos de origen

animal y la Directiva sobre Sanidad animal y normas zoosanitarias 2002/99/CE.

Para el cumplimiento de la legislacion europea en materia de leche y sus
productos derivados, el Ministerio de Agricultura, y Pesca, Alimentacién y Medio
Ambiente de Espafia desarroll6 el Real Decreto 217/2004 donde se regula la
identificacion y registro de los agentes, establecimientos y contenedores que
intervienen en el sector lacteo, ademas del registro de movimientos de la leche cruda
de vaca, con la creacidon de la base de datos de Letra Q. Esta norma se completd
posteriormente en forma del Real Decreto 1728/2007 por el que se establece la

normativa basica de control que deben cumplir los operadores del sector lacteo.

En el caso del ganado ovino y caprino lechero, en el Real Decreto 752/2011 se

establecid la normativa basica de control que deben cumplir los agentes del sector de la
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leche cruda de oveja y cabra por el que también se debian integrar al sistema Letra Q. La

ultima modificacidon de estas normativas se recoge en el Real Decreto 198/2017.

En este marco legislativo se establece la obligatoriedad de realizar una serie de
controles en las explotaciones ganaderas, en los centros lacteos y en los laboratorios de
control en la leche cruda. En la Decisién 2002/657/CE se describen y clasifican en dos
grupos los métodos que se emplean para el control de antibidticos. Estos pueden ser:
métodos cualitativos, que identifican las sustancias basandose en sus propiedades
quimicas, bioldgicas o fisicas, o métodos cuantitativos, que determinan la cantidad o la

fraccion de la masa de una sustancia.

A su vez la Directiva 96/23/CE clasifica los métodos de deteccion pudiendo ser
de cribado o de confirmacidn. Los primeros son métodos que detectan o no, muestras
con presencia de antibidtico por encima del LMR y en general son mas rapidos y baratos.
Por otra parte los de confirmacion, se utilizan una vez determinadas las muestras
problema con el primer método y proporcionan informacién total o complementaria
que permite identificar y/o cuantificar la sustancia en la muestra a analizar. Las etapas
de control, la clasificacion y caracteristicas de los distintos métodos de deteccién de

inhibidores en la leche puede consultarse en la Figura 2.

i | e
| Etapasdel control ; Caracteristicas Métodos méds empleados
: Organismos de control : N
i . i 000 rmmmmmmmmmmmmm—eeee i
! (mugstreg alestorio) | ! Idemificacion y cusntificacion ! Métodos | Técnicas cromatogrificas 1
i : Tt . i
R et i cuantitativos | e |
Haahhbaasaabainaanaal N 0909090909090 W _______________
i - -
: ! Confirmacion
o A, .
i e . r F
! : JEE o semicuamim_wu's" - Sistema Multiresiduo (STAR, |
: Explotacion ganaderay | —ro oo ST * Métod STOP, “4 placas, ELISA) |
I centro ldcteo it R clodas ey N .
i 5 . o
! (autocontroles) | SustAmoEs. semicuantrtativoss Cribado Enzimaticos, Inmunoenzimdicos, Unién |
Tttt — |
: Laboratorio : Espectficos sustancia o grupo a receptores ﬂEet::f—Star, Charm Roza, :
i terprofesionsl : Muy rapidos, Ficil maneio Métodos TR Penzym, Snap, Twinsensor_) :
[rosssssses sz e oo - -
i (autocontrol y controles | Presencia o ausencia residun cualitativos Mo especificos Microbioldgicos 1
i oficiales) : Répidos, econdmicas, facil mansjo (BRT, Blue Yellow Charm, |
i
i

Delvotest, Eclipse)

Figura 2. Etapas de control y clasificacion y caracteristicas de los métodos de
deteccion de inhibidores en la leche.

Fuente: Molina et al. (2010).
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3.2. Métodos microbiolégicos de deteccion de antibioticos en la leche y derivados

Los métodos microbiolégicos son métodos cualitativos que detectan la presencia
por encima de los LMRs o su ausencia de los residuos antibiéticos en una muestra. Estos

métodos son los mds empleados a nivel de laboratorios de control de calidad de la leche.

Los métodos microbiolégicos de cribado estdan basados fundamentalmente en
pruebas de inhibicion de crecimiento de un microorganismo (microorganismo test) a
concentraciones de antibidticos por encima del LMR en una muestra. La deteccién de
esta inhibicion se revela aprovechando algunas cualidades del microorganismo test
mediante indicadores de pH, potencial rédox, bioluminiscencia, etc. (Borras, 2011). El
crecimiento del microorganismo indicara la ausencia o presencia por debajo del LMR del
antibidtico, la fase de crecimiento suele acelerarse mediante la incubacion a condiciones
favorables del microorganismo. El principio de actuacién de este método se muestra en

la Figura 3.

Figura 3. Principio de los métodos microbiolégicos de deteccion de antibidticos
en la leche.

Fuente: Borras (2011).
Entre los microorganismos empleados destaca el Geobacillus stearothermophilus
var. calidolactis para los métodos microbiolégicos de uso comercial. Su uso extendido
se debe a que tiene un rapido crecimiento a temperaturas altas y una elevada

sensibilidad a los antibidticos B-lactamicos. Algunos de estos métodos microbioldgicos
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son el BRT inhibitor test®, de CRH Hansen®, Devoltest® de DSM® o Eclipse Farm 3G® y

Eclipse 100 de Zeulab®.

En general estos métodos microbioldgicos de cribado han sido desarrollados
para la deteccién de inhibidores en leche de vaca (Litterio et al., 2007) aunque existen
también estudios que los han evaluado para leche de ovejay cabra (Althaus et al., 20033;

Molina et al., 2003; Beltran et al., 2014b).

3.3. Métodos de receptores proteicos de deteccion de antibidticos en la leche y

derivados

Los métodos de unién a receptores proteicos son métodos cualitativos rapidos
(minutos) que permiten una deteccion mas especifica de los residuos de antibidticos en
las muestras de leche y son métodos muy utilizados en las explotaciones ganaderas y

centros lacteos.

Los métodos de unidn a receptores se basan en el empleo de receptores
especificos de cada grupo de antibidticos, en la mayoria de estos métodos hay una
primera fase en la que se pone en contacto la muestra de leche con el receptor proteico
produciendo la posible interaccién con el antibidtico o antibiéticos de la muestra,
seguida de una segunda fase en la que a la muestra junto al receptor se afiade un medio
inmunocromatografico, cominmente en forma de tira reactiva. Esta tira contiene una
linea control y una o mas lineas especificas para el tipo de antibidtico a evaluar. Estas
lineas “capturaran” o no a los receptores especificos para el antibidtico en cuestién que
no hayan podido interactuar con el antibiéticos durante la primera fase (Borras, 2011).
Por lo que si hay presencia de antibidtico por encima del LMR no se producira coloracion
o se producird una coloracion menor a la de la linea control de referencia de la linea del

antibiodtico en cuestion. El procedimiento de este método se muestra en la Figura 4.

Algunos de estos métodos comerciales son: BetaStar Combo® de Chr. Hansen
Holding A/S®, ROSA Charm MRL BL/TET® de Charm Science INC®, SNAP® de ldexx
Laboratories® o el TwinSensor® de UniSensor®. Aunque la lectura de los resultados
puede realizarse de manera visual, muchas de estas casas comerciales disponen de

lectores fotométricos para hacer mas fiable la lectura del resultado.
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Figura 4. Principio de los métodos de unidn a los receptores proteicos para la
deteccion de antibidticos en leche.

Fuente: Borras (2011).

Al igual que los métodos microbioldgicos estos métodos han sido desarrollados
principalmente para la leche de vaca, existiendo estudios de validacién para la leche de

otras especies como la cabra y oveja (Beltran el al, 2014c; Beltran, et al., 2014a).

3.4 Caracteristicas de funcionamiento de los métodos la deteccion de antibiodticos.
Para la validacion de métodos de deteccion de antibidtico existe la Decision
2002/657/CE por la que se aplica la Directiva 96/23/CE en cuanto al funcionamiento de
los métodos analiticos y la interpretacion de los resultados. Como complemento a la
Decisién, la comunidad de laboratorios de referencia de analisis de residuos han
publicado la “Guidelines for the validation of screening methods for residues of
veterinary medicines” (CRLs, 2010) con el objetivo de establecer los requisitos minimos
de validacién de métodos de cribado. Segln esta guia y para este tipo de métodos, es
necesario ejecutar dos fases de verificacion. La primera debe llevarse a cabo por el
laboratorio de desarrollo del método a validar y la segunda fase debe realizarse en un
laboratorio receptor para demostrar que puede aplicarse correctamente. Los

pardmetros a determinar se encuentran en la Tabla 4.
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Tabla 4. Clasificacion de los métodos cualitativos en funcion de las caracteristicas de

funcionamiento.
Capacidad Limite Robustez/
de de Veracidad Precision Especificidad estabilidad
deteccion decision
(ccp) (CCa)
Métodos S' + - - - +
cualitativos E? + + - - +

1S: métodos de cribado.?E: métodos especificos. +: determinacion obligatoria.

Fuente: Decisién 2002/657/CE.

Las caracteristicas de funcionamiento de los métodos de cribado utilizados en este

trabajo, se describen en los apartados siguientes.

e Capacidad de deteccion (CCB): Segun la Decisidon 2002/657/CE, es el “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

medicion conforme (decision de falso no conforme)”. Para el cdlculo del CCB una

vez detectada la concentracion a partir la cual el método detecta una muestra

como positiva a antibidtico (limite de deteccidn), para establecerse la capacidad

de deteccidn o CCPB debe testarse esa concentracién el nimero de veces que

indica la CRLs (Tabla 5), segun la Decision 2002/657/CE el error B, no debe ser

mayor al 5%.

Tabla 5. Numero de repeticiones basadas en la cercania de la prediccion de la

capacidad de deteccion (CCB) al 95%.

Concentracion del Numero de Numero de falsos positivos
LMR repeticiones permitidos (<5%)
<0,5LMR 20 1
>0,5LMRy<0,9LMR 40 2
>0,9LMRy < LMR 60 3
> LMR 20 1
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e Especificidad o selectividad: Definida por la Decisién 2002/657/CE como “la
capacidad de un método de distinguir entre el analito que se estd midiendo y
otras sustancias afines (isomeros, metabolitos, productos de degradacion,
sustancias enddgenas, constituyentes de la matriz, etc.)”. Para poder calcular
este pardmetro hay que comprobar si el método califica como positivas muestras
gue son negativas. Un buen método de cribado debe presentar los niveles mas
bajos posibles de “falsos positivos”.

e Robustez: La Decision 2002/657/CE define la robustez como “la susceptibilidad
de un método analitico a los cambios de las condiciones experimentales {...)
Deberd indicarse cualquier variacion de las condiciones experimentales
susceptibles de fluctuacion en la prdctica (estabilidad de los reactivos,
composicion de la muestra, pH o temperatura por ejemplo) que puedan afectar

a los resultados analiticos”.

Dado que en los métodos de cribado han sido descritos y validados para la leche de
diferentes especies pero no existe validacién para el caso del lactosuero es necesario el
estudio de las caracteristicas de funcionamiento de los métodos comerciales de cribado

para la deteccién de los antibidticos de mayor uso en ganado lechero.
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Il. OBJETIVOS

El objetivo de este Trabajo de Fin de Master ha sido llevar a cabo un estudio de
validacién de distintos métodos de cribado para la deteccién de antibidticos en el
lactosuero de acuerdo a los criterios de la Decision 2002/657/CE donde se establecen
las caracteristicas de funcionamiento de métodos de deteccion de medicamentos
veterinarios en alimentos. Los métodos empleados han sido métodos comerciales de
tipo microbioldgico como el Eclipse Farm 3G® acoplado a e-Reader® y de tipo de unién
a receptores como el TwinSensor®, 3AminoSensor® y QuinoSensor® empleados

habitualmente en el andlisis de la leche.
De una forma mas concreta los objetivos han sido:

e Validacion del método Eclipse Farm 3G® acoplado al e-Reader® para deteccién
de antibidticos en lactosuero realizando un experimento previo para establecer
la preparacién de las muestras, el calculo del punto de corte (cut-off) y el estudio
de las caracteristicas de funcionamiento del método como capacidad de
deteccion (CCB), especificidad y robustez.

e Validacion de los métodos TwinSensor®, 3AminoSensor® y QuinoSensor® para la
detecciéon de antibidticos betalactamicos, aminoglucosidos y quinolonas
respectivamente en el lactosuero calculando la capacidad de deteccién (CCB) y

la especificidad de los métodos.

Con este estudio se pretende responder a la necesidad de disponer de métodos
de cribado para la deteccion de antibidticos en el lactosuero procedente de la
elaboracidn del queso y de este modo poder establecer una estrategia de control para
evitar la llegada de antibidticos a través de este subproducto lo que puede implicar un
impacto negativo para la seguridad alimentaria, la sanidad animal y/o el medio

ambiente.
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IIl. MATERIAL Y METODOS

Este trabajo se ha realizado en la granja experimental de pequefios rumiantes y
en los laboratorios del Departamento de Ciencia Animal de la Universitat Politécnica de

Valéncia, (Valencia, Espafia).
1. DISENO EXPERIMENTAL

Para la validacion de los métodos de deteccidn de antibiético en lactosuero de cabra
se ha seleccionado el método microbiolégico Eclipse Farm 3G® acoplado al lector e-
Reader® y los métodos de unién a receptores TwinSensor®, 3AminoSensor® vy
QuinoSensor®, complementados con el lector ReadSensor® que han sido disefiados para
la deteccidn de antibidticos en leche. Como el objetivo es realizar la validacién en
lactosuero de cabra se elaboraron muestras de lactosuero de cabra a partir de leche de

tanque recién ordenada y libre de residuos antibiéticos.

Segun el tipo de método la guia CRLs establece qué parametros deben

determinarse. Para la validacion en estos métodos de cribado se ha realizado:

e Meétodo Eclipse Farm 3G®: un experimento previo para la preparaciéon de las
muestras, cut-off, la capacidad de deteccién (CCB), especificidad y robustez.
e Meétodos TwinSensor®, 3AminoSensor®, QuinoSensor®, TyloSensor®: capacidad

de deteccién (CCB) y la especificidad.

Una vez determinadas las caracteristicas de funcionamiento, se procedié al estudio
de la aplicacion de estos métodos en 20 lactosueros de cabra procedentes de queserias

comerciales para comprobar su idoneidad a nivel de industria lactea.
2. MUESTRAS DE LACTOSUERO

Las muestras de lactosuero de cabra fueron obtenidas a partir de leche de tanque
mediante ordefio mecanico, de cabras Murciano-Granadinas a mitad de lactacién (entre
60 y 180 dias postparto) de la granja experimental de pequefios rumiantes del
Departamento de Ciencia Animal de la UPV. Todas las muestras pertenecian a animales
sanos que no habian sido tratados con antibidticos, ni habian recibido alimentacién

medicada ni antes ni durante el tiempo que durd el experimento.
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En muestra de leche se midié el pH con un pHmetro (Crison, Barcelona, Espafia)
y se separd una alicuota para su andlisis en el Laboratorio Interprofesional de la
Comunidad Valenciana (LICOVAL) para el analisis del contenido de grasa, proteina y
extracto seco (MilkoScan 6000, Foss, Hillered, Dinamarca), recuento de gérmenes
totales (Bactoscan FM, Foss) y de células somaticas en leche de cabra (Fossomatic 5000,
Foss), para garantizar que cumplian con los requisitos de composicién y calidad higiénica
sefialados en la norma ISO/IDF N2 183 (2003). Una vez analizadas se procedia a la

fabricacion del lactosuero.

De cada mezcla de leche se depositd 40 ml en tubos de plastico estéril Falcon a
los que se afiadieron 25 ul de cuajo (Chymosin>70 %. Suministros Arroyo, Santander,
Espafia) (0, 65 ml cuajo/I leche) cuando alcanzaban la temperatura de 332C + 12C. Tras
homogenizar el cuajo en los tubos, se dejaban incubando 30 minutos a 332C £ 12C. Tras
ese tiempo, las cuajadas ya formadas eran cortadas y removidas para favorecer el
desuerado y se las dejaba incubando 10 minutos a 352C + 19C. Transcurrido el tiempo,
se volvian a remover e incubar 5 minutos a 352C. Finalmente, los tubos con la cuajada
se introducian en la centrifugadora (Digicen 21 de Ortoalresa, Madrid, Espafia) 10
minutos a 3000 rpm. A continuacion se separ6 el queso fresco del lactosuero producido

mediante un colador.

El queso fresco era desechado y el lactosuero producido se separaba en dos
muestras, una de ellas se enviaba a LICOVAL para el analisis de su contenido en grasa,
proteina, lactosa, extracto seco, células somaticas o bacteriologia, y la otra muestra se

congelaba a -18°C para su uso posterior.
3. ANTIBIOTICOS Y MUESTRAS FORTIFICADAS

Para la validacién de los métodos se seleccionaron representantes de las familias
de los antibiéticos mas utilizados en ganaderia caprina. Los antibidticos empleados

pueden consultarse en la Tabla 6.
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Tabla 6. Antibidticos empleados en el estudio.

Sustancia Disolvente Referencia
antimicrobiana comercial’

B-lactamicos:

Amoxicilina H,0+ CH40 (50 + 50 v/v) A8523
Bencilpenicilina H,0+ CH40 (50 + 50 v/v) P3032
Cefalexina H,0+ CH40 (50 + 50 v/v) C4895

Tetraciclinas:

Oxitetraciclina CH.,O 04636

Aminoglucésidos:

Gentamicina H,0+ CH40 (50 + 50 v/v) G3632
Macrolidos:

Tilosina CH4O T627
Quinolonas:

Enrofloxacina CH40+1ml M NaOH 17849-5G-F

Sulfanamidas:

Sulfatiazol CH,O 46902

"Todos los antibidticos fueron suministrados por Sigma-Aldrich Quimica, S.A. (Madrid, Espafia).

De cada uno de estos antibiéticos se prepararon dos soluciones madre o “stock”
con una concentracién de 1mg/1ml con su disolvente correspondiente (agua, o metanol
y agua al 50% generalmente) siguiendo las indicaciones de la CRLs (CRL, 2010) y

teniendo en cuenta el grado de pureza de cada antibidtico indicado por el fabricante.
4. METODO ECLIPSE FARM 3G®
4.1 Protocolo de uso del método

El método Eclipse Farm 3G® acoplado a e-Reader® consiste en un sistema
microbioldgico de cribado desarrollado para leche de vaca (Mata et al; 2016) fabricado
por la empresa Zeulab, S.L. (Zaragoza, Espafia) que detecta un amplio espectro de
antibidticos en la leche. Este método presenta pequenos tubos individuales con un
medio de cultivo nutritivo de agar con esporas de Geobacillus stearothermophilus y un

indicador acido-base, el purpura de bromocresol. El equipo de incubacion y el lector de
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resultados estan integrados en el mismo equipo, el e-Reader® y se muestran en la Figura

5.

Figura 5. Eclipse Farm 3G® junto al e-Reader®.

Para el procedimiento de ensayo se siguieron las indicaciones del fabricante, excepto en
el modo de preparacion de la muestra. Debido a lo novedoso del método y a su
desarrollo para su uso en leche y no en lactosuero, en los primeros ensayos se observé
gue se generaban gradientes de color andmalos en los tubos con el medio antes y
después de su incubacidn. Considerando que se trata de un método inespecifico, los
resultados pueden verse afectados por factores relacionados con la propia composicién
de la leche, la presencia de inhibidores naturales o elevados recuentos de células
somaticas, entre otros, que podrian dar lugar a resultados “falsos positivos” (Althaus et

al., 2003b).

Por ello, se decidié hacer un experimento previo para determinar un protocolo
de preparaciéon de muestras. En 10 muestras de lactosuero libres de antibidtico
diferentes se hicieron los siguientes tratamientos: incubacién directa en e-Reader®,
difusién a temperatura ambiente durante una hora, calentado (80°C, 10 minutos),
centrifugado (3000 rpm, 10 minutos) y centrifugado mas calentado (centrifugado a 3000
rom, 10 minutos mas 10 minutos a 80C9). El tratamiento que menores gradientes de
color mostraba era el de dejar una hora de difusién la muestra junto al medio antes de
la incubacidn, por lo que fue el tratamiento de eleccion (los resultados del experimento
previo se desarrollan por completo en el punto 2.1 del apartado de Resultados vy

Discusion).

El procedimiento de ensayo para el uso del método Eclipse Farm 3G® acoplado a

e-Reader® es el siguiente: en cada tubo se adiciona 100 pul de la muestra de lactosuero
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(fortificada con antibidtico o libre de antibidtico) que se deja difundir una hora a
temperatura ambiente. Después, los tubos son lavados con agua destilada 3 veces e
inmediatamente son colocados en la gradilla del e-Reader®. Uno de los espacios del e-
Reader® se emplea para un tubo con lactosuero control libre de antibidtico para que
actle como referencia para la parada automatica del equipo tras la incubacién. Esta
incubacién a 652C tiene una duracién de 2 horas y 30 minutos- 2horas y 45 minutos,
gue son la temperatura y el tiempo 6ptimo para que germinen o no, las esporas

presentes en el medio segun la cantidad o ausencia de antibidtico.

Durante ese tiempo de incubacion, el equipo hace lecturas fotométricas
periddicas (595 y 650 nm) del color del medio de cada tubo. Los cambios de color son
debidos al indicador purpura de bromocresol presente en el tubo, que se revela
haciendo virar el color del medio desde morado a amarillo-verdoso si las esporas del gel
agar en ausencia de antibiético han germinado, crecido y metabolizado el azucar
(lactosa) produciendo un acido por la fermentacidn (acido lactico) que disminuye el pH
del medio durante la incubacidn. El e-Reader® tras el tiempo de incubacidn muestra un
valor en pantalla para cada tubo, que comparandolo con el punto de corte (cut-off)
previamente calculado indica si el resultado es positivo o negativo a la presencia de
antibidticos. La ventaja del uso de un lector fotométrico es que evita la dificultad que
existe para diferenciar visualmente aquellas muestras con antibidtico a concentraciones

alrededor del limite de deteccién (LMR).
4.1.1 Punto de corte (cut-off)

Es necesario el establecimiento de un valor de corte o “cut-off” a partir del cual
el equipo considere que una muestra es negativa o positiva segln la concentracién de
antibiotico. Para su cdlculo se ha seguido la forma propuesta por Mata et al. (2016). 75
muestras de lactosuero de cabra libres de antibidtico fueron analizadas en el e-Reader®.
A partir de los valores obtenidos tras su lectura se calculé el promedio de todas ellos, la
desviacidn estandar y el punto de corte se calculé como la suma del promedio mas tres
veces la desviacion estdndar. Los valores se expresan expresados en unidades arbitrarias

(UA).
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4.2 Caracteristicas de funcionamiento
4.2.1 Capacidad de deteccion o (CCB)

A partir de las soluciones madre de antibidtico se preparan las muestras
fortificadas necesarias para determinar la capacidad de deteccién o CCB. La capacidad
de deteccidn debe estudiarse en al menos 4 tipos de muestra de lactosuero y en dos
soluciones stock diferentes del mismo antibidtico (CRL, 2010). Para su calculo se

establecian las siguientes fases:

Se preparan soluciones de lactosuero fortificadas con antibidtico a distintas
concentraciones crecientes en torno al limite maximo de residuos (LMR) indicado por el
Reglamento 37/2010. El incremento de concentracion de antibiético entre ellas esta
determinado por la CRLs (CRL, 2010), respetando que la cantidad de antibiético no
superase el 1% de su volumen como recomienda la Federacion Internacional de Lecheria

(FIL, 2014).

La primera concentracion detectada como positiva se repetia 5 veces, como
recomiendan las normas UNE-EN I1SO 13969 y 18330 (ISO/IDF, 2003) para confirmar el
limite de deteccidn. Si menos de 3 de las repeticiones eran clasificadas como negativas,

se repetia esta fase a la concentraciéon inmediatamente superior.

Finalmente se hacian tantas repeticiones a la concentracion del limite de
deteccion como indica la CRLs (CRL, 2010) y que pueden consultarse en la Tabla 5. En
total al menos el 95% de las muestras repetidas de las fases dos y tres debian ser

positivas.
4.2.2 Especificidad o selectividad

Para determinar la especificidad se siguieron las indicaciones de la CRL respecto
a la aparicién de casos positivos no causados por residuos de drogas veterinarias (CRLs,
2010). Para ello se calculd la ratio de falsos positivos que podian aparecer durante el

analisis de 130 muestras de lactosuero de cabra libres de antibidtico.
4.2.3 Robustez

Teniendo en cuenta que el pardmetro que mas puede influir en la variacion de

los resultados es un pH bajo en la muestra (pH< 6,5) para calcular la robustez como
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indica la CRLs, primero se analizaron 20 muestras con un pH normal (26,5) de las cuales
10 eran negativas y 10 estaban fortificadas a la concentracién de antibiético de su CCP.
Después se analizaron 20 muestras a pH acido (pH< 6,5) de las cuales 10 eran negativas
y 10 estaban fortificadas a la concentracién de antibidtico de su CCB como establece la

CRLs (CRL, 2010). Se observé su respuesta al método.
5. METODOS DE UNION A RECEPTORES PROTEICOS
5.1 Protocolo de uso de los métodos de unién a receptores

Los métodos de cribado de unidn a receptores proteicos TwinSensor®,
3AminoSensor® y QuinoSensor®, son pruebas rapidas (minutos) en formato de tira
reactiva fabricados por la empresa Unisensor® (Ougrée, Bélgica). Para su uso es
necesario el incubador HeatSensor® y aunque la lectura de los resultados puede ser
visual, se dispone de un accesorio de lectura fotométrica, el ReadSensor®. Los equipos

utilizados se presentan en la Figura 6.

Figura 6. Incubador HeatSensor® (BIOSAN TDB-100) y lector fotométrico ReadSensor®
(Small Case APP038).

Cada uno de estos métodos es especifico para un grupo o varios de antibiético, como

se especifica a continuacion:

e TwinSensor®detecta 15 tipos de B-lactdmicos y 4 tipos de tetraciclinas.
e 3AminoSensor ® puede detectar 5 tipos de aminoglucdsidos.

e QuinoSensor® detecta 11 tipos de (fluoro)quinolonas.

Los métodos utilizados se presentan en la Figura 7.
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Figura 7. Métodos TwinSensor ®, 3AminoSensor ®, QuinoSensor®.

.

Para todos los tipos de métodos se ha utilizado el mismo protocolo especificado
por el fabricante para el caso del lactosuero fresco, en el que no se especifica ninguna
preparacion de la muestra previa a su analisis, modificdndose solamente los tiempos de

incubacion.

El protocolo de uso del método es el siguiente, se adiciona a los pocillos 200ul de
muestra de lactosuero (fortificadas o no por antibiético) y se mezcla con la punta de la
pipeta con los reactivos ya presentes en los pocillos. A continuacién, se incuban 3
minutos en el HeatSensor®. Una vez pasado este tiempo, se coloca una tira reactiva en
los pocillos por el extremo de la esponjita y se deja incubar 6 minutos de nuevo. Pasado
el segundo tiempo de incubacion, se procede inmediatamente a la lectura visual de las
tiras reactivas, se les retira la esponjita y en menos de 10 minutos se realiza la lectura
en el equipo fotométrico ReadSensor®. El punto de corte de este método considera

como muestras positivas aquellas que tienen un valor < a 1,10 de ReadSensor®
5.2 Caracteristicas de funcionamiento del método.
5.2.1 Capacidad de deteccién (CCB)

La capacidad de deteccidn se establecié de igual modo que ha sido expuesto en

el método Eclipse Farm 3G®, siguiendo las criterios establecidos en la CRLs (CRL, 2010).
5.2.2 Especificidad o selectividad

Dado la alta especificidad de los métodos de unidn a receptores para la deteccién
de uno o varios antibiéticos y al alto coste econdmico del método, en el estudio de la
especificidad se han empleado Unicamente 50 muestras de lactosuero de cabra sin
antibidtico. A partir de su andlisis, se calcula la relacién entre los resultados “falsos

positivos” y la totalidad de las muestras analizadas.
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5.2.3 Robustez

Dado que el fabricante ya habia realizado una adaptacién del método para el
analisis del lactosuero, no se considera necesario realizar un estudio de robustez. Las
especificaciones del fabricante indican que en caso de que las muestras se encuentren
con un pH<6 se debia incrementar este valor con la adicion de NaOH 0.1 M. Ademds, el
fabricante especifica que si en el segundo tiempo de incubacidn de 6 minutos se
observara que la muestra no lograba alcanzar la linea control de la tira reactiva, este
tiempo debia incrementarse a 9 0 12 minutos para asegurase de que la muestra ascendia
por toda la tira reactiva. En este estudio, el incremento del segundo tiempo de

incubacion no fue necesario.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
1. CARACTERIZACION DE LAS MUESTRAS DE LACTOSUERO

La composicion y los valores de pH de las muestras de lactosuero de cabra
experimental utilizadas para el estudio de la validacién de los métodos de cribado y del
lactosuero de cabra utilizado para el estudio de la aplicabilidad de los métodos a nivel

de industria lactea se presentan en la Tabla 7.

Tabla 7. Composicion y pH del lactosuero de cabra experimental y comercial.

Lactosuero Lactosuero
experimental comercial

Parametros Media + DS’ Media + DS’
Sélidos totales (%) 6,69+0,16 5,95+0,52
Lactosa (%) 4,91+0,10 4,57+0,43
Grasa Bruta (%) 0,68%0,16 0,83%0,29
Proteina (%) 1,09+0, 15 1,028+0,23
pH 6,45+0,22 6,11+0,82

DS: Desviacién estdndar

Como puede observarse en la citada Tabla, las muestras de lactosuero de cabra
experimental muestran tanto una composicion como una calidad comparable a la de
otros lactosueros de cabra experimentales (Tabla 1 de la Introduccién) y a la de los
lactosueros de cabra comerciales analizados, por lo que se considera una matriz
adecuada para el estudio de validacion de los métodos de cribado. Teniendo en cuenta
las normas de la Federacion Internacional de la leche (FIL, 2014) para el experimento se
escogieron las muestras con un pH > 6,5, y para el estudio de los lactosueros
comerciales, los lactosueros comerciales cuyo pH < 6,5 debido al procedimiento de la

fabricacion de queso (coagulacién lactica) se ajustd el pH con NaOH 0,1 M.
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2. RESULTADOS DEL METODO ECLIPSE FARM 3G®

2.1 Protocolo de uso del método

Para optimizar las condiciones de preparacion de las muestras de lactosuero para
su analisis con el método Eclipse Farm 3G® se realizaron diferentes operaciones previas
y tras la incubacién en el e-Reader® se obtuvieron los resultados expuestos en la Tabla

8.

Tabla 8. Valores del e-Reader® para el experimento de preparacion de las muestras de

lactosuero.
Incubacion Difusién Calentado Centrifugad Centrifugado 3000rpm
directa T2 802C 03000 rpm /10 min.
ambientel /10 min. /10 min. + calentado 802C/10
h. min.
Media +DS' 66121 42+6 4318 62115 5219

DS: Desviacién estandar

Considerando conjuntamente los resultados obtenidos con 10 lactosueros
negativos, libres de antibiéticos, mediante el lector e-Reader® y por interpretacién
visual de los mismos, se puede establecer que el pre-tratamiento mas adecuado en
muestras de lactosuero para su uso con el test Eclipse Farm 3G® es el de pre-difusién
durante una hora a temperatura ambiente. Ya que las muestras de lactosuero sometidas
a un tratamiento de pre-difusion mostraron valores menores al correspondiente punto
de corte del e-Reader® (62) y la menor desviacién estandar. Ademas, este valor es
similar a la respuesta fotométrica del lector para la muestra utilizada como control
negativo o muestra de referencia (40). Visualmente, los lactosueros sometidos a dicho
pre-tratamiento, no mostraban gradientes de color tras la incubacién de las muestras.
Consecuentemente, se decidio incluir dicha pre-difusion como parte del protocolo para
el andlisis de antibidticos en lactosuero mediante el uso del Eclipse Farm 3G® acoplado

al lector e-Reader®.

Los tratamientos de calentamiento y la aplicacién conjunta de calentamiento y
centrifugacion sobre las muestras de lactosuero también mejoraban considerablemente
la interpretacion de los resultados, disminuyendo la intensidad de los gradientes de

color generados en el analisis de dicha matriz, pero hay que tener en cuenta que estos
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tratamientos son mas laboriosos y podrian implicar una demora en la duracién de los
analisis.
2.2 Punto de Corte (cut-off)

Tras el analisis con el equipo e-Reader ®de 75 muestras de lactosuero de cabra
libres de antibidtico, se obtuvo un valor medio de los resultados equivalente a 41 con
una desviacion estandar de 7. Asimismo, el punto de corte para las muestras de
lactosuero de cabra se calculé como la suma de la media de las muestras negativas y
tres veces su desviacion estandar, por lo que el valor propuesto de cut-off fue de 62,1,
el cual se redonded a 62, ya que el e-Reader® no trabaja con decimales. Los resultados

de todas las muestras se presentan en la Figura 8.
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Figura 8. Resultados de la media y del cut —off obtenidos por el e-Reader®

El resultado del cut-off (62) obtenido resulta similar al establecido por Giraldo et
al. 2017b en de leche de oveja y leche de cabra con Eclipse Farm 3G®y e-Reader® siendo
de 63,4y 63,2 respectivamente. Por lo tanto, el estudio en lactosuero de cabra muestra

valores muy similares a los obtenidos para leche de pequefios rumiantes.

Por el contrario, el valor de cut-off en lactosuero de cabra resulté ser superior al

indicado por Mata et al. (2016) para leche de vaca con el mismo método Eclipse Farm
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3G® acoplado a e-Reader® (54,8). Esta diferencia puede ser debida al diferente nimero

de muestras empleadas y a la diferente composicién de las muestras.
2.3 Caracteristicas de funcionamiento
2.3.1 Capacidad de deteccién (CCB)

Los resultados del limite de deteccién y la capacidad de deteccién del método
Eclipse Farm 3G® acoplado a e-Reader® calculados para cada uno de los antibidticos
estudiados en el lactosuero de cabra se muestran en la Tabla 9 y Tabla 10

respectivamente.

Tabla 9. Limite Mdximo de Residuos y limite de deteccion del método Eclipse Farm 3G®

acoplado a e-Reader® de los antibidticos estudiados.

LMR! LD? Media+DS3?
Antibiético (ng/kg)  (ug/ke)
Amoxicilina 4 4 7145
Bencilpenicilina 4 3 107x15
Cefalexina 100 50-60 63+18
Oxitetraciclina 100 60-100 68+12
Gentamicina 100 30-100 724
Tilosina 50 15-20 6615
Sulfatiazol 100 20 9418
Enrofloxacina 100 1500-2000 56121

LMR: Limite Maximo de Residuos del Reglamento 37/2010.; 2LD= Limite
de deteccidn; 2MediatDesviacion estandar.
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Tabla 10. Limite Mdximo de Residuos y capacidad de deteccion (CC8) del método Eclipse

Farm 3G® acoplado a e-Reader® de los antibidticos estudiados.

LMR! CCB Ne de positivos/n2 MediatDS®?

Antibidtico (ue/ke) (ue/ke) de muestras totales

Amoxicilina 4 5 20/20 10712
Bencilpenicilina 4 3 40/40 117+24
Cefalexina 100 60 39/40 108+19
Oxitetraciclina 100 100 60/60 95112
Gentamicina 100 100 60/60 94+13
Tilosina 50 20 19/20 86114
Sulfatiazol 100 20 20/20 81112
Enrofloxacina 100 2000 20/20 7518

LMR: Limite M&ximo de Residuos del Reglamento CE 37/2010. 2DS: Desviacion estandar.

De acuerdo con la Tabla 9, todos los limites de deteccién obtenidos son
inferiores o iguales a sus LMR correspondientes, excepto para la enrofloxacina, cuyo
limite de deteccion (1500-2000 pg/kg) se encuentra muy por encima de su LMR (100
ug/kg). Este alto limite de deteccion coincide con el de otros estudios de métodos
microbioldgicos en lactosuero de cabra, como el de Giraldo et al. (2017c) en el que el
limite de deteccidén del método Eclipse 100® para las quinolonas estudiadas, entre las

cuales se encontraba la enrofloxacina, también era muy superior (1982 ug/kg) al LMR.

Respecto a la capacidad de deteccion (CCB) del método Eclipse Farm3G®
acoplado a e-Reader® en lactosuero de cabra, la mayor parte de antibidticos estudiados
los CCB calculados se han encontrado a niveles < a sus LMRs por lo que para estos
antibidticos, el método Eclipse Farm3G® acoplado a e-Reader® es un método eficaz para
la deteccién en muestras de en lactosuero de cabra. Solamente la amoxicilina y la
enrofloxacina han mostrado un CCB mayor al de sus LMR que ademas en el caso de |la
amoxicilina estd muy cercano al limite permitido (5 vs 4 pg/kg). Estos resultados son

comparables a los calculados por Giraldo et al. (2017a) en lactosuero de leche de cabra
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utilizando el método microbioldgico Eclipse 100%, en el que la capacidad de deteccién
del método fue igual para la amoxicilina, inferior para la bencilpenicilina y cefalexina.
Por el contrario, el CCP de la oxitetraciclina y de la tilosina se situaban por encima de
sus LMR. También en ese estudio se utilizé6 un método microbiolégico especifico para la
deteccion de la quinolonas (Equinox®, Zeulab), pero el CCB que obtuvieron para la
enrofloxacina fue superior a su LMR aunque mucho menor (251,5 pg/kg) que al CCB

obtenido en este estudio.

Giraldo et al., (2017b) establecieron los CCB para leche de cabra con el método
Eclipse 3G® acoplado a e-Reader® y sus resultados coinciden con los del presente
estudio para la bencilpenicilina, inferiores para la amoxicilina, pero son mayores para la
cefalexina, sulfatiazol y tilosina aunque todos ellos se sitlan por debajo de sus LMRs.
Para la oxitetraciclina y la gentamicina, sus CCB (250 pg/kgy 300 pg/kg respectivamente)

eran mayores a los LMRs establecidos para estos antibioticos.

Otros autores (Beltran et al., 2014a) utilizando diferentes test microbioldgicos
comerciales (BRT MRL®, Delvotest SP-NT®, Delvotest DA® y Eclipse 100®) en leche de
cabra obtuvieron, en general, mayores CCB que los calculados en este estudio, por
ejemplo para la cefalexina, su CCPB para el método BRT MLR® estuvo por encima de su
LMR, también en la tilosina presenté CCP para los métodos BRT MLR®, Delvotest SP-
NT®, Delvotest DA® y Eclipse 100® superiores a los del presente estudio. Ademas, tanto
los residuos de las tetraciclinas como de las quinolonas que estudiaron Beltran et al.
(2014a) no pudieron ser detectados a nivel de su LMR por ninguno de los citados

métodos microbioldgicos.

Enlos CCB calculados por Mata et al., (2016) utilizando el método Eclipse Farm
3G® acoplado a e-Reader® en leche de vaca, los valores fueron menores para la
amoxicilina, cefalexina y gentamicina que los del presente estudio. En cambio, los CCB
para tilosina y sulfatiazol (25 ug / kg y 50 ug / kg respectivamente) en su estudio fueron
mayores a los indicados en la Tabla 10 para esos mismos antibidticos. Para la
oxitetraciclina, obtuvieron un CCB=100 ug /kg, valor ajustado a su LMR, al igual que en
este estudio. Hay que resaltar que los valores del e-Reader® sefialados en leche de vaca

eran mucho menores a los obtenidos en lactosuero. Teniendo en cuenta el alto limite
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de deteccidn para la enrofloxacina en ese estudio (10000 pg/kg) no decidieron calcular
el CCPB para este antibidtico, y aconsejaban complementar este método inespecifico con

otro especifico para quinolonas para la fase de cribado de muestras de leche.
2.3.2 Especificidad

La especificidad del método Eclipse Farm 3G® acoplado a e-Reader® calculada a
partir del nimero de falsos positivos, tras el analisis de 130 muestras de lactosuero de

cabra libres de antibidtico, fue del 97,7%, siendo el porcentaje de 2,3%.

Este porcentaje de resultados considerados como “falsos positivos” es cercano
al porcentaje del 3% indicado por Giraldo et al. (2017c) con el método del Eclipse 100®
en muestras de lactosuero de cabra. En otros estudios con Eclipse Farm 3G® en leche de
oveja y cabra (Giraldo et al. 2017b), el calculo de los “falsos positivos” fueron muy
reducidos (0,5% y 0% respectivamente). También en otros métodos microbioldgicos
aplicados a la leche de cabra, Beltran et al. (2014b) sefialan para el BRT MRL® un 1,4%,
Devoltest MCS SP-NT® 3,1%, Devoltest DA® 4,3% vy Eclipse 100® del 0,6%.

Se considera que el porcentaje de “falsos positivos” en el presente estudio es
bajo, y similar al de otros estudios, por lo que la especificidad de este método es alta
para el andlisis de antibidticos en lactosuero de cabra. La Decision 2002/657/CE no
establece un ratio de falsos positivos minimo, pero por razones practicas, se entiende

gue debe ser lo mas bajo posible.
2.3.3 Robustez

Los resultados del método Eclipse Farm3G® acoplado a e-Reader® de la
influencia del pH de las muestras de lactosuero libre de antibiéticos tanto en lactosuero
a pH normal (>6,5) como a pH 4cido (<6,5) mostraban la misma media y desviacién
estandar, 4117 clasificando todas las muestras como negativas. Por lo que se entiende
gue un pH bajo en la muestra de lactosueros libres de antibiéticos no produce “falsos

positivos”.

También la influencia del pH se ha estudiado a partir de muestras de lactosuero
con un pH normal y a un pH acido fortificadas con antibidticos a la concentracidn de su

CCB, estos resultados se encuentran en la Tabla 11. Como puede observarse en la Tabla,
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los valores medios del e-Reader® en los lactosueros acidos fortificados con antibiético
disminuyen respecto a los valores del e-Reader® en los lactosueros con pH normal
fortificados con antibidtico, calculdndose en algunos casos resultados que se han

considerado como “falsos negativos”.

Tabla 11. Resultados de la influencia del pH en muestras de suero fortificadas con

antibidticos con el método Eclipse Farm 3G® acoplado a e-Reader®.

CCB MediatDS’ MediaxDS' % “Falsos negativos”
(ng/kg) (pH>6,5) (pH <6,5) (pH<6,5)
Antibidtico
Amoxicilina 5 107+12 94116 0
Bencilpenicilina 3 121421 86115 0
Cefalexina 60 108+19 10016 0
Oxitetraciclina 100 95+12 72110 20
Gentamicina 100 94113 49113 80
Tilosina 20 86x14 4049 100
Sulfatiazol 20 81112 4918 80
Enrofloxacina 2000 758 3549 100

DS: Desviacién estandar

Observando el porcentaje de “falsos negativos”, se aprecia que los lactosueros
acidos no afecta en la deteccion de antibidticos PB-lactamicos (amoxicilina,
bencilpenicilina y cefalexina) ya que en ningun caso han aparecido “falsos negativos”. La
robustez del método comienza a disminuir en las muestras de lactosuero acido con un
20% de “falsos negativos” como es el caso de la oxitetraciclina que se incrementa a un
80 % en gentamicina y sulfatiazol, llegando hasta un 100% en la tilosina y la

enrofloxacina.

Por lo tanto, considerando que un numero mayor del 5% de “falsos negativos”
de las muestras de lactosuero acido invalida el método Eclipse Farm 3G® acoplado a e-
Reader® por falta de robustez, este método sélo es védlido para los antibidticos B-

lactdmicos cuando las muestras de lactosuero de cabra tienen un pH<6,5.

Por otra parte, los resultados obtenidos del analisis de 20 sueros comerciales de
lactosuero de cabra procedentes de queserias de la Comunitat Valenciana presentaron

un valor medio de e-Reader® de 38 +12, por lo tanto, todos ellos fueron catalogados
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como muestras negativas lo que indica la idoneidad del método para el empleo de

muestras no solo experimentales sino también comerciales.

3. RESULTADOS DE LOS METODOS DE UNION A RECEPTORES

3.1 Caracteristicas de funcionamiento

3.1.1 Capacidad de deteccién (CCB)

Los resultados de los limites de deteccidn de los métodos de unién a receptores
TwinSensor®, 3AminoSensor® y QuinoSensor® complementados con el lector

ReadSensor® en lactosuero de cabra se muestran en la Tabla 12.

Como se observa en la Tabla 12, los limites de deteccidon se encuentran por
debajo del LMR en el caso de TwinSensor® para la amoxicilina y para la bencilpenicilina),
lo cual coincide con el calculado por la casa comercial, UniSensor® para leche de vaca.
En el caso de la oxitetraciclina ,ésta muestra el valor mas bajo respecto a su LMR, incluso
se encuentra por debajo del limite de deteccidn calculado por UniSensor® para leche de
vaca (LD=50 pg/kg). En cambio, para la cefalexina, el limite de deteccion es muy superior
a su LMR, coincidiendo esta falta de sensibilidad del kit con el limite calculado para leche
de vaca por UniSensor® (LD=>750). En el método 3AminoSensor® el limite de deteccidn
se encuentra por encima del LMR de la gentamicina para lactosuero de cabra.
UniSensor® para leche de vaca establecid que el limite de deteccidn estaba mas ajustado
al LMR de la gentamicina (LD=75-100 pg/kg). Durante el estudio de este antibidtico, se
comprobé que la interpretacién visual de las muestras se consideraba dudosa positiva a
partir de 70 pg/kg y positiva a partir de 80 pg/kg, por lo que es posible que el lector
ReadSensor® no esté correctamente capacitado para la interpretacién de resultados
mediante la lectura fotométrica de las tiras en el caso de la gentamicina para el

lactosuero de cabra.

Para el método QuinoSensor®, el limite de deteccion (Tabla 12) también era
menor que su LMR en el lactosuero de cabra. Este limite de deteccidn es mayor que el
calculado por UniSensor® para leche de vaca (LD=15-20 pug/kg), aunque este calculo se
he realizado de distinta manera a la de este estudio, ya que para UniSensor® esta

concentracion es la suma de dos antibidticos, enrofloxacina y ciprofloaxicina.
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Tabla 12. Limite Mdximo de Residuos y limite de deteccion de los métodos TwinSensor?®,

3AminoSensor® y QuinoSensor®.

Método y LMR! LD? MediatDS3
antibiético (ng/kg)
TwinSensor®
Amoxicilina 4 2-3 0,68+0,24
Bencilpenicilina 4 3 0,52+0,27
Cefalexina 100 250-500 0,82+0,23
Oxitetraciclina 100 10 0,4+0,21
3AminoSensor®
Gentamicina 100 110-160 0,88+0,18
QuinoSensor®
Enrofloxacina 100 30-40 0,92+0,09

LMR: Limite Maximo de Residuos del Reglamento 37/2010. 2LD: Limite de deteccion.
3MediatDesviacién estandar.

Respecto a la capacidad de detecciéon (CCB) de los métodos de unidon a
receptores de antibidticos en el lactosuero de cabra los resultados de la validacién se

presentan en la Tabla 13.

La capacidad de deteccion (CCB) de TwinSensor®, para la amoxicilina se
encuentra por debajo de su LMR. Beltran et al. (2014c) en la leche de cabra
establecieron con TwinSensor® y otros métodos de unién a receptores como Betastar
Combo® y SNAP Betalactam test® el mismo CCB que el presente estudio para este
antibiotico.

Para la bencilpenicilina, TwinSensor® presenta un CCB de 3 pg/kg en muestras
de lactosuero de cabra. Este CCP es ligeramente superior que el calculado por Beltran et
al. (2014c) para leche de cabra en los métodos TwinSensor® y SNAP Betalactam test®

(CCB =<2 ug/kg para ambos), pero igual para el método Betastar Combo® (CCPB = 3).
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El CCB de la cefalexina para el método TwinSensor® en lactosuero de cabra se
establecid en 500 pg/kg, siendo esta concentracién el doble que su limite de deteccion
y cinco veces mayor que su LMR, por lo tanto, este método no es adecuado para la
deteccidn de cefalexina en lactosuero de cabra a niveles < de su LMR. Beltran et al.

(2014c) tampoco pudieron cuantificar su CCB a niveles < de su LMR.

Para la oxitetraciclina, la CCPB calculado con el método TwinSensor® en lactosuero
estuvo muy por debajo de su LMR, al igual que calculd Beltran et al. (2014c) en otros

métodos de unidn a receptores proteicos para la leche de cabra.

En la leche de vaca, el método TwinSensor® ha demostrado capacidades de
deteccidon menores o iguales al LMR para todos los antibidticos considerados, siendo un
método fiable en la deteccién de B-lactdmicos y tetraciclinas (Perme et al., 2010). Sin
embargo, los limites de deteccidn para la cefalexina establecidos por la casa comercial
UniSensor® son muy superiores al LMR de este antibidtico, no pudiendo considerar el
método adecuado para la deteccién de este antibidtico en la leche de diferentes

especies.

En el caso del método 3AminoSensor®, la capacidad de deteccidén se encuentra
por encima del LMR en la gentamicina. Como ya se ha descrito anteriormente, la
interpretacion visual evaluaba como positivas las muestras a partir de una
concentracién de 80 pg/kg. Chabottaux et al. (2012) publicaron los resultados para leche
de vaca de las capacidades de deteccién de este método y para este antibidtico,

estableciendo su CCB en 75 pg/kg mediante la interpretacién visual de los resultados.

Por ultimo, para el método QuinoSensor®, el CCB de la enrofloxacina estuvo por
debajo de su limite legal. Existen en el mercado otros métodos de deteccidén de unién a
receptores especificos para la deteccién de enrofloxacina, como el de la casa comercial
Charm SCIENCE Inc® cuyo método Rosa Enrofloxacin®, responde a un nivel de
sensibilidad del 100% a 8 pg/kg en leche de vaca; por lo que el método QuinoSensor®

se mostraria mas cercano a su limite legal.
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Tabla 13. Limite Mdximo de Residuos y capacidad de deteccion (CCB) de los métodos

TwinSensor®, 3AminoSensor®y QuinoSensor®.

Método y LMR! CCB Ne de MediatDS?

antibiotico ositivos/n2 de
(g/kg) (ng/kg) P /
muestras totales

TwinSensor®

Amoxicilina 4 3 40/40 0,57+0,10
Bencilpenicilina 4 3 40/40 0,34+0,14
Cefalexina 100 500 20/20 0,71+0,12
Oxitetraciclina 100 10 20/20 0,49+0,22
3AminoSensor®

Gentamicina 100 160 20/20 0,85+0,15

QuinoSensor®

Enrofloxacina 100 40 20/20 0,78+0,16

LMR: Limite Maximo de Residuos del Reglamento 37/2010.
2DS: Desviacién estandar

3.1.2 Especificidad o selectividad

En la Tabla 14 se muestran los resultados del estudio de la especificidad de los
métodos TwinSensor®, 3AminoSensor® y QuinoSensor® respectivamente. Este calculo
se ha realizado a partir de la interpretacidn tanto visual como con la proporcionada por
el equipo lector ReadSensor®, y permite establecer los conocidos como “falsos

positivos” tras la medida de 50 muestras de lactosuero de cabra libres de antibidtico.

La especifidad calculada para la deteccién de B-lactamicos y tetraciclinas con el
método TwinSensor®, tanto visual como con el lector fotométrico ReadSensor®, ha sido
del 100%, es decir, no se ha observado la presencia de ningun “falso positivo” ni de

ninguna muestra con interpretacién dudosa durante la lectura de las muestras.
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Tabla 14. Resultados del estudio de especificidad para los métodos de unidn a receptores

proteicos
Visual Lector
Lectura

P D N | P N
TwinSensor®
Clasificacion muestras’ 0 0 50 0 50
Especificidad (%) 100 100
3AminoSensor
Clasificacion muestras? 0 0 50 0 50
Especificidad (%) 100 100
QuinoSensor®
Clasificacién muestras? 0 1 49 0 50
Especificidad (%) 98 100

'Clasificacién de las muestras: P=positiva, D=dudosa, =negativa.

Similares resultados fueron obtenidos por Beltran et al. (2014c), con un 1% de
“falsos positivos” para TwinSensor® en leche de cabra. Estas diferencias podrian estar

relacionadas con las diferencias de composicidon de ambas matrices.

Otros estudios con TwinSensor® también una alta especificidad, como el estudio
Berruga et al. (2009) que alcanzaron porcentajes de un 95% de especificidad para la
deteccion de antibidticos B-lactamicos en leche de oveja. Este porcentaje fue mas

elevado para la leche de vaca, con un 98% de especificidad (Borras, 2011).

La especificidad calculada para el método 3AminoSensor® ha sido del 100%,
tanto en la interpretacion visual de resultados como en la interpretacién mediante

lector, es decir, no ha habido ninguna muestra “falso positiva” durante este estudio para
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el lactosuero de cabra. Al no existir resultados aportados por otros autores no se puede

realizar la comparacion con los andlisis de otras matrices.

La especificidad calculada para el método QuinoSensor® ha sido del 98%
mediante la interpretacién visual de resultados,ya que se Unicamente se presentd un
resultado dudoso. Aunque la especificidad resultd del 100% con la interpretacién
mediante el lector ReadSensor®. Esta alta especificidad es comparable con la estudiada
para leche de vaca por Borras (2011) para métodos de unidn a receptores en donde el

método Rosa Enroflox® (Charm) presento una especifidad del 100%.

Los resultados obtenidos del andlisis de 20 sueros comerciales de lactosuero de
cabra libre de antibidticos procedentes de queserias de la Comunitat Valenciana con
distintos procesados, presentaron los siguientes valores con ReadSensor®, en el método
TwinSensor® para B-lactamicos una media y desviacion estandar de 1,82+0,23 y para
tetraciclinas de 2,08 + 0,46. En el caso del método 3AminoSensor®, la media y desviacion
estandar resulto ser de 2,81+0,81 y para el método QuinoSensor®, la media y desviacién
estandar de 3,5510,68. Teniendo en cuenta que el ReadSensor® considera positivas las
muestras con valores <0,09, todos los lactosueros comerciales fueron catalogados como
negativos, por lo que seria viable la aplicabilidad de estos métodos a nivel de industria

lactea.
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V. CONCLUSIONES

De los resultados experimentales del estudio de validacién de métodos de
cribado para la deteccién de antibiéticos en lactosuero de cabra se pueden extraer las

siguientes conclusiones:

v El mejor protocolo de preparacion de muestras de lactosuero de cabra para el
analisis mediante Eclipse Farm 3G® acoplado a e-Reader® es la predifusiéon de la
muestra a temperatura ambiente durante a una hora.

v' Aplicando un punto de corte de 62 UA el método Eclipse Farm 3G acoplado a e-
reader ha demostrado ser eficaz como método de cribado para la deteccion de
bencilpenicilina, cefalexina, oxitetraciclina y gentamicina en muestras de
lactosuero de cabra no siendo adecuado para la deteccion de enrofloxacina.
También el método ha presentado una especificidad muy elevada (97,7%) aunque
se debe tener en cuenta el pH de las muestras de lactosuero.

v Los métodos de unién a receptores presentan una buena respuesta en el andlisis
de antibidticos en el lactosuero de cabra. Ademds en todos los casos los métodos

mostraron una alta especificidad

La aplicacion de métodos de cribado comerciales en el lactosuero de cabra permitiria
establecer una estrategia de control para evitar la llegada de antibidticos a la cadena

alimentaria.
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