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I. INTRODUCCION

La leche es un producto universal de origen animal que por su alto valor nutritivo y alto
grado de digestividad es de suma importancia en la alimentacion humana; asimismo de
acuerdo con los organismos internacionales de referencia, la leche y sus derivados
pertenecen al grupo de alimentos de mayor riesgo en salud publica, no s6lo por tratarse de
un alimento bésico y por lo tanto de amplio consumo, sino por su susceptibilidad para
transmitir enfermedades debido a la presencia de microorganismos y contaminantes como

medicamentos veterinarios, hormonas, plaguicidas y antibioticos.

Los residuos o inhibidores en leche han sido definidos como toda sustancia quimica o
bioldgica, que al ser administrada o consumida por el animal, se elimina y/o permanece
como metabolito en la leche con efectos nocivos para el consumidor (Cotrino, 2008). De
los medicamentos veterinarios mas usados en la practica veterinaria se encuentran los
empleados para controlar infecciones, estas ultimas incluyen a los antibiéticos empleados
en el tratamiento de enfermedades infecciosas; los desinfectantes y detergentes en los
procesos de limpieza y desinfeccion y los pesticidas en el control de garrapatas, moscas y
malezas. Son varios los antibi6ticos cuyo uso esta ampliamente difundido en la ganaderia
lechera, constituyéndose los principales contaminantes de la leche. El uso indiscriminado
de estos farmacos especialmente cuando no es aplicado por el profesional médico
Veterinario, determina su presencia en la leche con consecuencia grave en la salud del
consumidor (Lewis, 1967); constituyendo un riesgo constante para la poblacion el
consumo de leche fresca o sus derivados contaminados con residuos de antibidticos y a la
vez la hace inapta para el consumo humano por contravenir el Reglamento Sanitario de
Alimentos.

Por otro lado el Peroxido de Hidrégeno (H,0,), es usado para reducir el contenido
bacteriano de la leche y para aumentar la capacidad conservadora de ésta, reduciendo las
pérdidas consecutivas del agriado durante el transporte, que hacen la leche inutilizable para
la pasteurizacion y el consumo. (Infortambo, 2000).

12



Los riesgos del uso de Peroxido de Hidrogeno, entre otros radican en su posible toxicidad,
provocando sintomas como dolor abdominal, ardor de garganta al ingerirse y segun la
cantidad que se tome, podria generar vomitos.

Es importante la determinacion de residuos de antibiéticos y H,0, por las repercusiones que
puedan tener en la salud de los consumidores sobre todo en nifios, es también importante
su andlisis por los problemas tecnolégicos que pueden presentarse en fabricacion de
algunos productos como queso o yogurt al utilizar materia prima con residuos de
antibioticos y/o H,0,, sin embargo son escasos los estudios que demuestren la presencia de
estos residuos en la leche fresca que se consume en nuestro departamento; de alli que en el
presente estudio se plante6 la siguiente interrogante : ;Posee residuos de antibioticos y
Perdxido de Hidrégeno la leche fresca comercializada en el distrito de Chiclayo. Mayo —
Noviembre 2013?, para lo cual se planted el objetivo general:

e Determinar Residuos de Antibidticos y Perdxido de Hidrogeno (H202) en leche

fresca comercializada en el distrito de Chiclayo. Mayo — Noviembre 2013.

13



II. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

Llanos 1990 - 1991. Investigo la presencia de Residuos de antibioticos en 216 muestras de
leche fresca provenientes de diferentes lugares de expendio de la ciudad de Cajamarca,
como mercados, tiendas y algunos fundos, utilizando para este proposito el método de
cultivo de la cepa de Bacillus stearothermophilus y la prueba de difusion estandar
Delvostest para cada una de las muestras, encontrando un 20.83% de muestras positivas
para la presencia de Residuos de antibiéticos con porcentajes similares entre las muestras
provenientes de mercados y las provenientes de tiendas y fundos (20.67% y 21.1%
respectivamente). Tales resultados obtenidos confirmaron el existente uso indiscriminado
de los antibioticos en el tratamiento de las vacas lecheras y no es controlado especialmente

cuando esta leche va a la comercializacion.

Guerreo, et al. 2009. Analizaron 40 muestras de leche cruda comercializada en diferentes
mercados del distrito del Callao para determinar Residuos de antibidticos - lactamicos y/o
tetraciclinas empleando para este objetivo el método presuntivo de IDEX Laboratorios -
Kit para detectar residuos de antibioticos B- lactamicos y tetraciclinas y realizando a cada
muestra el analisis por duplicado. De tal estudio se encontrd un alto porcentaje de muestras
con resultado positivo para residuos de antibidticos B- lactamicos (40%) y no se
encontraron muestras positivas para residuos de tetraciclinas, demostrando la clara
existencia de contaminacion de la leche fresca con residuos de antibidticos, siendo los B-

lactdmicos los de mayor uso.

Reyna, 2099. Detect6 la presencia de residuos de antibidticos [ lactdmicos y de
tetraciclinas en muestras de leche cruda, leche UHT vy leche esterilizada envasada
utilizando el Snap IDEXX como método presuntivo, que pudo detectar la presencia de
individual o en mezcla de residuos de ampicilina, amoxicilina, penicilina de ceftiofur a
semejanza del método de Bacillus stearothermophilus modificado. De tal investigacion
resulté un 41.66% de muestras positivas a la presencia de residuos de - lactamicos en
leche cruda, en leche UHT no se obtuvieron resultados positivos en ninguna de las
muestras estudiadas y en la leche esterilizada envasada se encontré 66.66% de resultados
positivos y no se detectaron residuos de tetraciclinas en ninguna de las muestras de leche

evaluadas.
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Noa, et al. 2010. Evaluaron la presencia de residuos de antibidticos y quimioterapéuticos
en 264 muestras de leche cruda pasteurizada en Jalisco — México analizadas con una
combinacion de métodos; empleando como método de seleccion la prueba del yogurt
sometiendo por tal motivo las muestras a un kit colorimétrico Twin sensor para la deteccion
de B- lactamicos y tetraciclinas y a Cromatografia liquida de alta resolucion para detectar
sulfamidas, cloranfenicol y nitrofuranos. Con la prueba del yogurt los resultados arrojaron
un 13.8% de contaminacién total de la leche pasteurizada de la cuales 6 muestras contenian
residuos de B-lactamicos y 2 muestras de tetraciclinas, ademas el 77% de las muestras
positivas al menos contenia una sulfonamida y no se encontraron muestras positivas a

nitrofuranos ni cloranfenicol.

Allara, et al. 2002. Analizaron 104 muestras de leche pasteurizada de 8 marcas
comerciales diferentes en Maracaibo — Zulia para determinar residuos de Penicilina G, esta
determinacion del antibiotico se hizo por Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)
utilizando para tal estudio la técnica de extraccion con fosfato diacido de amonio y
metanol. Del total de muestras analizadas se obtuvo una muestra positiva representando
un 0.96% a la presencia de Penicilina G, a concentracion de 0.95 ppm la cual super6 el
limite de antibidticos en leche establecido por la organizacién mundial de la salud que

corresponde a 0.2ppm.

Camacho, et al. 2010. Analizaron 129 muestras de leche cruda comercializada en Tierra
Caliente — México para determinar presencia de residuos de antibidticos, usando en la
metodologia el kit comercial Delvostet SP para detectar residuos de antibidticos. Del total
de muestras analizadas, el 66.67% procedian de productores quienes la comercializan
directamente al puablico mientras que el restante 33.33% fue comercializada por
revendedores o boteros. Como resultados se encontraron 24 muestras positivas
representando el 18.60% y 105 (81.40%) fueron negativas, Ademas la leche comercializada
por los productores, mostro mayor presencia de residuos de antibidticos (11.63%), que la

comercializada por los revendedores.(6,97)
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Benzunce (1988). Determind la presencia de residuos de antibidticos en leche fresca
comercializada en las campifias de Cajamarca. Perd. Analizando 100 rutas distribuidas en
calles, caminos, establos, centros proveedores, comerciantes, etc .Utiliz6 para tal motivo
el método de cultivo de la cepa de Bacillus stearothermophyllus y el kit Delvotest. las
rutas 20 — 25 consistieron en establos y centros proveedores de leche encontrando un 14%
de positividad en la ruta 23 y las rutas 50 — 75 consistieron en calles, encontrando el mayor
porcentaje en la ruta 73 con un 25.75% , haciendo un 11.7% de positividad del total de las

100 muestras.

Barreray Ortez, 2012. Determinaron presencia de residuos de antibioticos B- lactdmicos y
tetraciclinas en leche cruda proveniente de cinco ganaderias del municipio de San Luis
Talpa y leche pasteurizada de dos empresas procesadoras, basandose en el Manual de
Anédlisis Bacterioldgico BAM, el cual consistio en la siembra de las muestras de leche en
medios de cultivo especiales observandose halos de inhibicion en el crecimiento de
bacterias especificas, las cuales indican la cantidad de antibidtico presente. De las 25
muestras de leche cruda para el anéalisis de tetraciclinas, solamente tres estaban por debajo
del valor establecido (100 pg/L); mientras que las leches procesadas mostraban valores
muy superiores que iban desde 449 pg/L hasta 8649 pg/L. Por otra parte, en el analisis de
B- lactamicos las 25 muestras de leche cruda superaron el valor establecido (4pg/L) y las
muestras de leche pasteurizada registraron valores mucho mayores que iban desde 546
Mg/L hasta 1740 pg//L.

Cabrera, 2009, Realizé un estudio para determinar residuos de Triclabendazol en leche y
quesos provenientes de ganado vacuno en la ciudad de Cajamarca, Los niveles mas altos de
residuos de antibidticos de TCBZ — SO, y TCBZ — SO2 se encontraron a uno y tres dias
160mg/Kg y 640mg/Kg después del tratamiento, respectivamente. Se investigo los niveles
mas altos en el higado y el rifidn, encontrandose los niveles més bajos en el masculo y la
grasa, siendo el TCBZSO2 el principal residuo presente con determinacion de bajos
niveles de TCBSO y se demostro que el 1.5% de las dosis administradas de estos farmacos

se excreta en la leche.
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Matter et al., 2009. Analizaron 50 muestras de una empresa acopiadora de leche en la
ciudad de Monteria — Colombia y de leche pasteurizada de 6 marcas comerciales. A todas
las muestras de leche se les determiné la presencia del antiséptico Perdxido de Hidrdgeno
(H20,) y posteriormente se detectd la presencia de antibioticos mediante la prueba rapida
Bio-X-Total antibiotic Bio K 331 de BioX Diagnostic (Jemelle, Belgique). Los resultados
arrojaron un 0% de positividad para residuos de antibi6ticos en la leche pasteurizada pero si
se observa presencia de antibidticos en leches crudas en alto porcentajes (31.7), ademéas un
2.0% de muestras provenientes de la empresa acopiadora estaban adulteradas con el
antiseptico Peroxido d Hidrégeno (H20,) y no se encontraron muestras positivas para este

antiséptico en las leches pasteurizadas.

Lépez, et al. 1977. Analizaron la presencia de residuos de Penicilina, Estreptomicina,
Tetraciclina, Bacitracina, Neomicina y/o Kanamicina en 1346 muestras de leche natural,
procedentes de la regidn sur de Espafia: Cérdova, Jaén, Granada, Méalaga, Cadiz, Huelva y
Sevilla, realizandose dos pruebas microbioldgicas: a) Deteccion de sustancias inhibidoras
inespecificas, b) la prueba de deteccion de las sustancias antibidticas indicadas con
gérmenes sensibles. Los gérmenes sensibles utilizados fueron para la penicilina, la Sarcina
lutea; para la estreptomicina, el Bacillus subtilis; para las tetraciclinas, el Bacillus cereus
var mycoides; para la bacitracina, la Sarcina subflav; para la neomicina, el Staphylococcus
epidermidis y para la Kanamicina, el Staphylococccus aureus, encontrando un 15% para

penicilina un 2% para kanamicina, con resultados negativos para el resto de aantibioticos.
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I1l.  MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIALES
3.1.1. Material biolégico

— Leche fresca comercializada en Chiclayo durante los meses de Mayo a
Noviembre 2013.

— Cepa de Bacillus stearothermophilus (Aislada en el Laboratorio de

Microbiologia y Parasitologia de la UNPRG).
3.1.2. Poblacion y Muestra
a. Poblacion
La poblacién estuvo representada por la leche fresca comercializada en Chiclayo.
b. Muestra

Se analizaron 250 muestras de leche fresca comercializada en Chiclayo durante los
meses de Mayo a Noviembre 2013, recolectdndose 120 a nivel de mercados, 50 en

calles, 20 en establos y 50 en centros de acopio.

El nimero de muestras fue calculado segun la férmula mencionada por Alvites, 2000,

tomando en cuenta una prevalencia del 21% (Llanos. 1990 - 11991)

n= Z(p.0)
t2

Doénde:

n = Tamafo de la muestra
z = 1,96 (o= 0,05); valor estandar.
p = Tasa de prevalencias (0,21).

g = Tasa de ausencia 1-p: (0,79).
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t = Error permitido (0,05)

n=(1.96)* (0.21) (0.79)
(0.05)*

n= 250

3.2. METODOLOGIA

3.2.1. Obtencion y transporte de las muestras (Llanos 1990 — 1991)
Las muestras fueron recolectadas en frascos de vidrio boca ancha esterilizados, de
500ml y convenientemente etiquetados directamente del balde donde se
comercializaba en calles y mercados o del porongo que contenia la leche en
establos o centros de acopio y posteriormente fueron transportadas en coulers y
trasladadas al laboratorio de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de
Ciencias Bioldgicas - Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo. Lambayeque para

su procesamiento inmediato.

3.2.2. Procesamiento de las muestras
3.2.2.1. Determinacion de Residuos de antibidticos
Se utiliz6 para esta prueba dos métodos: EI método de cultivo de la cepa de Bacillus
stearothermophilus y el Combo Test Kit MilkGuard para detectar residuos de B —

lactdmicos y tetraciclinas.

A. Determinacion de Residuos de Antibidticos por el Método de cultivo de la Cepa
de Bacillus stearothermophilus (LIanos 1990 — 1991).

a) Preparacion del inéculo. (Figura 1.a)
Inocular a un frasco con 10 ml de caldo triptona, la cepa de Bacillus
stearothermophilus.
Incubar a 55°C durante 18h.
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b) Preparacion del medio de cultivo (Agar de Recuento en Placa). (Figura 1.b)

d)

Repartir 5 mL de agar de recuento en placa previamente esterilizado en frascos
pequefos.

Dejar enfriar y conservar en refrigeracion hasta ser utilizado.

Realizacion de la prueba. (Figura 1.c)

Llevar un frasco con los 5mL de agar de recuento en placa a bafio Maria a 45°C.
Una vez disuelto, se vierten 3 mL en una placa Petri estéril.

Agregar 1 ml de caldo cultivado con la cepa de Bacillus Stearothermophilus.

Por Gltimo los 2 ml restantes del medio licuado (Agar de Recuento en placa).
Agitar la placa en forma rotatoria por unos minutos.

Dejar enfriar.

Invertir la placa con el medio ya solidificado y dividirla en 9 recuadros numerados

del 1 al 9, utilizando el marcador.

Preparacion de la Solucion de antibidtico (Figura 1.d)

Matraz I.
Colocar 150 mL de agua estéril.
Agrega una pastilla de penicilina o tetraciclina de 15, 000 U.I. y agitar suavemente

hasta disolver.

Matraz I1.
Colocar 99 mL de agua destilada estéril.

Agrega 1 mL de la solucién del matraz |.
Matraz I11.

Colocar 49 mL de leche fresca libre de antibi6ticos.

Agrega 1 mL de la solucién de matraz Il.
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e) Preparacion de los discos (Figura 1.e)
Los discos utilizados en la placa, son discos de celulosa de 4 mm de didmetro.
Tomar con una pinza estéril 3 de ellos y embeberlos en la solucion del matraz 111,
éstos vienen a ser discos controles identificados con los nimeros 1,5y 9.
Seis discos son embebidos en las muestras de leche problema, los que son
colocados en los recuadros numerados con los numeros 2, 3, 4, 6, 7 y 8
respectivamente de la placa con cultivo. La placa de cultivo con los 9 discos es

identificado y se encuba a 55°C por 150 min.

f) Lectura (Figura 1.1)
Después del periodo de incubacién los discos controles nimeros 1, 5y 9
presentaran un halo transparente que significa inhibicion del desarrollo del
Bacillus como consecuencia de la presencia de penicilina o tetraciclina en el disco,
y de igual manera en los recuadros cuyas muestras son positivas a la presencia de
antibiotico. Cuando no se presenta el halo transparente, indica que la leche no

contiene antibioticos, y como consiguiente el resultado es negativo.

Figura 1: Determinacion de Residuos de antibioticos por el método de cultivo de la cepa de Bacillus
stearothermophilus: a) Preparacion del indculo de Bacillus stearothermophilus en 10 mL de caldo
Triptona. b) Agar Recuento en Placa (5 mL). ¢) Division de la placa ya inoculada en 9 recuadros iguales. d)
Solucién de Penicilina (Matraz 1, 2 y 3). e) Placa con los 9 discos ya colocados. f) halo de inhibicion.
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Determinacion de Residuos de antibioticos con el Combo Test Kit MilkGuard
para determinar Residuos de p-lactamicos y tetraciclinas. ( Anexo 7)

Llevar el kit de prueba y las muestras a temperatura ambiente (Las muestras de
leche deben estar completamente liquidas sin cimulos ni coagulos)

Sacar los pocillos y tiras necesarias del kit, usdndolas en un periodo no mayor a 1h
y tomar aproximadamente 200ul (hasta donde indica la linea de la pipeta del kit) de
las muestras de leche y vaciar en los pocillos.

Absorber y soltar 5 veces para mezclar y disolver por completo la pastilla hasta
observarse un color rosa.

Incubar durante 5 min a temperatura ambiente (25°) y luego insertar las tiras
reactivas en los pocillos con el extremo “MAX” totalmente sumergido en la
mezcla.

Incubar durante 5 min a temperatura ambiente y observar el resultado.

Lectura (Anexo 8)

En las tiras reactivas se observan tres lineas, una que es la linea control, la segunda
que detecta residuos de antibidticos B- lactamicos, y la tercera para las
Tetraciclinas, representadas con las letras C, By T respectivamente. El resultado de
la prueba dependera del color de estas lineas.

RESULTADO NEGATIVO: la linea control, la linea B y la linea T, todas se
colorean de rojo.

RESULTADO POSITIVO PARA B — LACTAMICOS: La linea control y la
linea T son de color rojo, la linea B no se
colorea.

RESULTADO POSITIVO PARA TETRACICLINAS: La linea control y la
linea B son de color rojo, la linea T no se
colorea.

POSITIVO PARA AMBOS ANTIBIOTICQOS: La linea control de color rojo,

las lineas B y T no se colorean
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Figura 2: Determinacion de Residuos de antibioticos por el Combo Test kit MilkGuard para detectar
Residuos de p lactamicos y tetraciclinas: a) llenar la pipeta con la muestra de leche, b) vaciar al pocillo.
) ninetear hasta disolver la nastilla. d) introducir la cinta. ) observar las handas

3.2.2.2 Descripcion del Método para determinar la presencia de Perdxido de

Hidrégeno en leche. (Kremenchuzky 2009)
Colocar 2 mL de cada muestra de leche problema en un tubo de ensayo.

Agregar Il gotas de solucion de &cido vanadico 1% en H,SO44N a cada tubo.

Lectura
Si la leche contiene Perdxido de Hidrogeno, se observara un cambio de color a rojo

ladrillo, si el color no varia el resultado es negativo.
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Figura 3: Prueba de determinacion de Perdxido de Hidrdégeno en leche
fresca: a) 2 mL de leche problema. b) 11 gotas de Acido vanadico 1% en H,SO,

IV. RESULTADOS.

4.1 Residuos de antibidticos y Peroxido de Hidrogeno en leche fresca

comercializada en el distrito de Chiclayo. Mayo — Noviembre 2013

Se analizaron 250 muestras de leche fresca, encontrdndose 43 muestras positivas
para Residuos de Antibidticos y 02 para Peroxido de Hidrogeno (H,0,)
representando 17.2% y 0.8% respectivamente, tal y como muestra la Tabla 1y
Figuras 4y 5.
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Tabla 1: Residuos de Antibidticos y Perdoxido de Hidrdgeno en leche fresca

comercializada en Chiclayo. Mayo - Noviembre 2013

Resultado Residuos de Antibioticos Peroxido de hidrogeno
N° % N° %
Positivos 43 17.2 02 0.8
Negativos 207 82.8 248 99.2
Total 250 100 250 100

a)

Figura 4: Residuos de Antibidticos en leche fresca comercializada en Chiclayo. Mayo —
Noviembre 2013. a) Resultado negativo (Solo se observan halos de inhibicion en los discos 1,
5y 9 que son los discos controles. b) Resultado positivo (las muestras 4 y 8 presentan
residuos de antibidticos.
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Figura 5: Perdxido de Hidrdgeno en leche fresca comercializada en Chiclayo. Mayo —
Noviembre 2013.: A la derecha Resultado Positivo y a la izquierda Resultado Negativo.

4.2. Residuos de antibi6ticos en leche fresca que se comercializa en Chiclayo.

Las 250 muestras fueron seleccionadas de 04 lugares diferentes, encontrandose la mayor

cantidad de muestras positivas a nivel de mercados, representando un 8.0% y la menor

cantidad en establos representando un 0.4% tal como se muestra en la Tabla 2 y Figura 6.

Tabla 2: Residuos de antibidticos en leche fresca en relacion al lugar de distribucion

para su comercializacidén. Chiclayo. Mayo - Noviembre 2013

MUESTRAS
LUGAR DE

DISTRIBUCION Positivas Negativas Total
N° % N° % N° %
Mercados 20 8.0 110 44 130 52.0
Calles 12 4.8 38 15.2 50 20.0
Establos 01 0.4 19 7.6 20 8.0
Centros de acopio 10 4.0 40 16.0 50 20.0
Total 43 17.2 207 82.8 250 100

X% 265 > X%t 9.28 Significativo
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FIGURA 6: Residuos de antibidticos en leche fresca en relacion al lugar de distribucion
para su comercializacion. Mayo - Noviembre 2013

4.2.1. Residuos de antibioticos en leche fresca comercializada a nivel de mercados

Se eligieron 130 muestras seleccionadas de 05 mercados diferentes, encontrandose la
mayor cantidad de muestras positivas para residuos de antibidticos en el Mercado
Mochoqueque — J.L.O, representando un 6.20% a diferencia del mercado central, donde

todas las muestras resultaron negativas, tal como se muestra en la Tabla 3y Figura 7.
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Tabla 3: Residuos de antibiéticos en leche fresca comercializada a nivel de mercados.
Chiclayo. Mayo - Noviembre 2013

MUESTRAS
MERCADOS Positivas Negativas Total
Ne % Ne % Ne %
“Modelo” 07 5.38 19 14.60 26 20.0
“Central” 00 0.00 26 20.00 26 20.0
“La Paradita” 01 0.76 25 19.24 26 20.0
“Mochoqueque” 09 6.92 17 13.07 26 20.0
“El Inca” 03 2.30 23 2.30 26 20.00
TOTAL 20 15.30 110 84.7 130 100.0
X? . 9.59 > X%t 6.16 Significativo
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Figura 7: Residuos de Antibidticos en leche fresca comercializada a nivel de mercados.
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4.2.2. Residuos de antibiéticos en leche fresca comercializada a nivel de las calles de

Chiclayo.

Se eligieron 50 muestras en 05 calles diferentes, encontrandose la mayor cantidad de
muestras positivas para residuos de antibidticos en la Calle Arica, representando un 10% .
No se encontraron muestras positivas en las calles: José Balta y Luis Gonzales, tal como se
muestra en la Tabla 4.

Tabla 4: Residuos de Antibidéticos en leche fresca comercializada a nivel de las calles

de Chiclayo. Mayo - Noviembre. 2013

MUESTRAS
CALLES Positivas Negativas Total
N° % N° % N° %
“José Balta” 00 0.00 10 20.00 10 20.0
“Luis Gonzales” 00 0.00 10 20.00 10 20.0
“Augusto B. Leguia” 04 8.00 06 12.00 10 20.0
“Pedro Ruiz” 03 6.00 07 14.00 10 20.0
“Arica” 05 10.00 05 10.00 10 20.00
Total 12 24.00 38 76.00 50 100.0

4.2.3. Residuos de antibidticos en leche fresca obtenida a nivel de establos
Se tomaron 20 muestras de diferentes establos encontrandose un 5% de positividad para la

presencia de Residuos de Antibioticos como se muestra en la Tabla 5.
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Tabla 5: Residuos de Antibidticos en leche fresca obtenida de los establos de Chiclayo.

Mayo - Noviembre 2013

MUESTRAS N° %

Positivas 01 5.0
Negativas 19 95.0
Total 20 100.0

4.2.4. Residuos de antibidticos en leche fresca proveniente de diferentes centros de
acopio de Chiclayo.

Se tomaron 50 muestras de diferentes centros de acopio lechero, encontrandose un 20% de

muestras positivas para Residuos de Antibi6ticos como se observa en la Tabla 6.

Tabla 6: Residuos de antibidticos en leche fresca obtenida en los centros de acopio de

Chiclayo. Mayo — Noviembre 2013

MUESTRAS N° %
Positivas 10 20.0
Negativas 40 80.0

Total 50 100.0

4.3 Segun el tipo de antibidtico
Se obtuvieron 43 muestras positivas para residuos de antibiéticos, analizandose con el
Combo Test Kit MilkGuard para determinar B-lactamicos y tetraciclinas, las cuales en un

100% tenian Residuos de B- lactamicos como se indica en la Tabla 7 y Figura 8.
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Tabla 7. Tipo de Antibi6tico presente en la leche fresca comercializada en Chiclayo

entre Mayo a Noviembre 2013.

ANTIBIOTICO NUMERO PORCENTAJE

B — lactamicos 43 100.0
Tetraciclinas 0 0.00
Total 43 100.0

Figura 8: Tipo de antibidtico presente en la leche fresca comercializada en Chiclayo entre
Mayo a Noviembre 2013.: A la derecha resultado positivo para Residuos de antibioticos B -
lactdmicos, A la izquierda resultado negativo para ambos antibidticos.
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4.4. Peroxido de hidrogeno en leche fresca comercializada en Chiclayo

Se analizaron 250 muestras de leche fresca para determinar la presencia de Perdxido de
Hidrogeno, encontrandose 02 muestras positivas a nivel de calles tal y como se muestra en
la Tabla 8.

Tabla 8: Peroxido de Hidrogeno en leche fresca en relacion al lugar de distribucion

para su comercializacion. Chiclayo. Mayo - Noviembre 2013

MUESTRAS
LUGARES DE
DISTRIBUCION Positivas Negativas Muestras
N° % N° % N° %
Mercados 00 00.0 130 52.0 130 52.0
Calles 02 4.00 48 16.0 50 20.0
Establos 00 0.0 20 8.0 20 8.0
Centros de acopio 00 0.0 40 20.0 50 20.0
Total 02 4.00 207 96.0 250 100

4.4. 1. Perdxido de hidrdgeno en leche fresca comercializada a nivel de calles de

Chiclayo.
Se analizaron 50 muestras de leche fresca en 05 calles seleccionadas, para determinar

presencia de Peroxido de Hidrdgeno, encontrandose muestras positivas en la Calle Arica

con un 4%, tal como se muestra en la Tabla 9.
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Tabla 9. Peroxido de Hidrogeno en leche fresca comercializada a nivel de calles de
Chiclayo. Mayo — Noviembre 2013.

MUESTRAS
CALLES Positivas Negativas Total
N° % N° % N° %
“José Balta” 00 0.00 10 20.00 10 20.0
“Luis Gonzales” 00 0.00 10 20.00 10 20.0
“Augusto B. Leguia” 00 0.00 10 20.00 10 20.0
“Pedro Ruiz” 00 0.00 10 20.00 10 20.0
“Arica” 02 4.00 08 16.00 10 20.00
Total 02 4.00 48 96.00 50 100.0
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V. DISCUSION

En el presente trabajo se analizaron 250 muestras de leche fresca para determinar presencia
de Residuos de antibidticos y Perdxido de Hidrogeno. Como se puede observar en la Tabla
1, de las 250 muestras de leche analizadas, resultaron positivas un 17.2% y 82.8% fueron
negativas. De un trabajo similar efectuado en los lugares de expendio de la ciudad de
Cajamarca por Llanos (1990 - 1991), se encontr6 20.83% de positividad a la presencia de
residuos de antibioticos en la leche fresca, resultado algo superior al del presente trabajo, el
cual muestra que la contaminacion de la leche con residuos de antibiéticos en Cajamarca es
mayor, debido posiblemente a un escaso control higiénico-sanitario por parte de los
ganaderos y veterinarios en esta zona y al afio en el que se realizd este trabajo, ya que
actualmente existe normas y programas de control tratando de disminuir la contaminacion
de la leche fresca por residuos de antibidticos, demostrando con la presente investigacion
que aun esta contaminacion no es controlada por completo, y que se pone en riesgo la salud
humana.

De igual modo, se encuentran marcadas diferencias con los reportes de Allara, et al (2012),
Venezuela, donde un escaso 0.8% de muestras de leche son positivas a la presencia
residuos de antibioticos. Estos resultados son inferiores a comparacién de los obtenidos en
el presente trabajo debido entre otros factores, al control estricto y a las condenas y/ o
castigos impuestos a la leche contaminada en dicho pais. Asi mismo los criterios de rechazo
y/o condena de la leche con antibidticos en paises como Venezuela es considerada no
detectable la penicilina a menos de 0,004 mg/imL, corroborando de esta forma las
condiciones de calidad requeridas, debido a los bajos niveles de contaminacion.

Analizando los resultados obtenidos teniendo en cuenta los lugares de distribucion de la
leche fresca (TABLA 2) el mayor porcentaje fue encontrado a nivel de mercados 8.0% y el
menor a nivel de establos con un 0.4%. Esta diferencia se debe posiblemente a la poblacion
de este estudio, ya que se analizaron establos ubicados en Chiclayo, los cuales en su
mayoria cumplen un control sanitario puesto que la leche fresca proveniente de éstos es
distribuida a empresas industriales de importancia en nuestra ciudad, quienes exigen una
cantidad nula de antibidticos en la leche fresca. Y con respecto a la leche que se

comercializa en los mercados su gran mayoria es procedente de distritos cercanos en los
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que el control higiénico — sanitario es menor y a que la mayoria de expendedores son
pequefios ganaderos o revendedores, los mismos que no cuentan con asesoramiento técnico
y administran los farmacos indiscriminadamente en forma empirica desconociendo las

consecuencias que trae consigo la leche contaminada con residuos de antibidticos.

En el presente trabajo se estudiaron 05 mercados de Chiclayo, analizando un total de 130
muestras de leche fresca, de las cuales resultaron positivas un 15.30% para Residuos de
antibioticos (TABLA 3). De estos 05 mercados el porcentaje mayor de positividad fue
encontrado en el mercado Mochoqueque (6.92%) y un 0% en el mercado Central de
Chiclayo, esta diferencia puede deberse principalmente al lugar de procedencia de la leche
fresca ya que algunos vendedores son pequefios ganaderos que no tienen conocimiento del
riesgo de contaminacion de la leche con antibidticos u otros que aun conociendo estos
riesgos distribuyen la leche al publico para no producir pérdidas econdémicas.

Al compararse con los resultados obtenidos por Llanos (1990 - 1991), un 20. 67% total de
positividad a nivel de mercados; este porcentaje es superior en relaciéon a los obtenidos en
el trabajo presente debido posiblemente a dos factores: uno de ellos es el menor control del
uso de antibidticos de las vacas lecheras existente en la ciudad de Cajamarca ya sea por el
incumplimiento de los tiempos de retiro, el desconocimiento de su existencia y por la
ignorancia de los efectos que puede ocasionar la leche contaminada con residuos de
antibidticos, por ende se esta poniendo en riesgo la salud publica. Otro factor puede
deberse a la época en que se realizaron los estudios, puesto que en entre los afios 1990 -

1991 el control para el uso de antibi6ticos era casi nulo.

De igual manera se estudiaron 05 calles ubicadas en Chiclayo, analizandose un total de 50
muestras, de las cuales en un 24% resultaron positivas, obteniéndose el mayor porcentaje
en la calle Arica (10%) y un 0% en las calles José Balta y Luis Gonzales, (TABLA 4),
Comparando con los resultados obtenidos por Benzunce (1988) quien determino presencia
de residuos de antibidticos en la ciudad de Cajamarca divididas en 75 rutas de las cuales de
la 50 -75 eran calles, Encontrando la mayor cantidad en la ruta 73 con un 25.75%, valor
muy elevado a comparacion del trabajo presente en el cual la mayor cantidad fue

encontrada en la calle Arica con un 10%, que siendo bajo no es completamente satisfactorio
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para la poblacion chiclayana, puesto que aun cuando la contaminacion es menor a
comparacion de afios atrds aun no se ha podido controlar por completo el uso
indiscriminado de antibidticos.

En lo que respecta a Establos y Centros de acopio, ( TABLA 5y TABLA 6), se encontro un
05% y un 20% de positividad respectivamente; porcentajes bajos comparados con los
encontrados a nivel de mercados y calles, debido posiblemente a que los establos y centros
de acopio estudiados son los proveedores principales de leche a las empresas industriales de
Chiclayo y cumplen normas para evitar la contaminacion de la leche con residuos de
antibioticos, ya que los tratamientos térmicos no eliminan estos residuos presentes en leche
fresca y la pasteurizacion elimina solo un 8% de la actividad de la penicilina y no es capaz
de eliminar residuos de tetraciclina.

Comparando con las rutas 20 — 25 de Benzunce (1988) que analizé establos y centros
proveedores de leche, dio un resultado de 8.0% en la ruta 20, resultado mayor a
comparacion con el encontrado en la presente investigacion a nivel de establos (05%), esta
diferencia se deberia principalmente a que su estudio y su poblacion fue méas amplia y
abarcé tanto establos grandes como pequefios ganaderos que son proveedores de leche ya
sea para la comercializacion o industrializacion. y analizando la ruta 23 con un 14%
obtenido en dicho trabajo para centros proveedores la diferencia es mayor, esto debido a
gue en la mayoria de centros de acopio de la poblacion del presente estudio se realiza la
prueba DELVOTEST para determinar residuos de antibidticos, y toda muestra positiva se
elimina siempre y cuando la leche estuviera destinada a empresas industriales; de lo

contrario puede ésta misma distribuirse a los vendedores ambulantes en algunos casos.

De las 250 muestras estudiadas en el presente trabajo, dio positivo un 17.2% para residuos
de antibidticos, de las cuales en un 100% se detectd p — lactamicos y un 0% de tetraciclinas.
(TABLA 7). Este resultado es similar a los obtenidos por Guerrero (2009) y Reyna (2009),
en lo que respecta a residuos de  — lactamicos Y tetraciclinas quienes trabajaron en leche
fresca comercializada en el Callao (Pert) encontrando 16 y 20 muestras positivas para
residuos de antibidticos respectivamente, representando para ambos un 100% de B -

lactdmicos y un 0% de tetraciclina. Esto puede deberse al bajo uso de tetraciclina por los
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ganaderos y veterinarios en el tratamiento de la mastitis bovina por la incidencia de esta
enfermedad en las vacas lecheras, utilizando con mayor frecuencia los antibidticos B —
lactamicos.

Otro trabajo realizado por Noa, et al. (2010) en México quienes encontraron un 13.8% de
positividad para residuos de antibioticos, arrojando un 98% para B — lactdmicos y un 2%
de positividad para residuos de tetraciclina, comprobando que estos antibiéticos son menos

utilizados con respecto a los - lactdmicos.

Con respecto a la determinacion de Peroxido de Hidrogeno (TABLA 01), en el estudio
realizado por Matter, et al. (2009) en Monteria- Colombia, que analizd leche fresca,
encontrd un 1.8% de positividad para este antiséptico, valor méas alto que el encontrado en
el presente trabajo (0.8%), valores que a pesar de ser bajos indican que en Chiclayo se

vende leche adulterada que puede ocasionar peligro en la salud de los consumidores.

Segun la distribucion de muestras en la presente investigacion, el 100% de las muestras
positivas para Peroxido de Hidrogeno se encontraron a nivel de calles, es posible que la
leche que comercializan estos vendedores ambulantes este adulterada para gque se conserve

por mas tiempo la leche fresca y no tener pérdidas econémicas.
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VI.

3.

CONCLUSIONES

La leche fresca comercializada en Chiclayo presenta 17.2% (mercados, 8%; calles,
4.8%; establos, 0.4% y centros de acopio, 4%) de residuos de antibioticos B —

lactamicos.

Un bajo porcentaje (0.8%) de leche fresca que consume la poblacion Chiclayana es

adulterada con conservantes como el Perdxido de Hidrégeno (H,0,).

Aun cuando los porcentajes de residuos de antibioticos y Perdxido de Hidrégeno
(H2.0,) son bajos, las autoridades no logran hacer cumplir lo estipulado por el
D.S.007-98., donde dice que la leche cruda que se comercializa al publico debe
estar libre de antibidticos, plaguicidas u otros.
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VIl. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar estudios detallados para determinar Residuos de antibi6ticos
en forma cuantitativa, indicando las concentraciones de los residuos presentes en la

leche fresca.

Realizar estudios complementarios acerca de otros tipos de residuos (plaguicidas,

herbicidas, y metales, entre otros) en la leche de vaca.

Tomar medidas a corto plazo para lograr la reduccién del porcentaje de positividad
de residuos de antibioticos en leche, como son, marcaje apropiado de las vacas
tratadas, descarte de la leche contaminada y la implementacion de pruebas de

campo para evaluar la presencia o no de antibioticos en la leche.

Realizar seguimientos periddicos en centros de acopio, mercados, calles y establos
con el fin de disminuir al maximo la presencia de estos inhibidores en este producto
de primer orden y asi tomar las medidas estrictas necesarias para un control

efectivo.
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Vill.  RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion, se analizaron 250 muestras de leche fresca
comercializada en diferentes lugares de expendio de Chiclayo (mercados, calles, establos y
centros de acopio), con el propdésito de determinar la presencia de Residuos de antibidticos
y/o Peroxido de Hidrogeno durante los meses de Mayo — Noviembre 2013, para lo cual se
utilizaron: El método de Cultivo de Bacillus stearothermophilus (Llanos 1990 - 1991) y
el Combo Test Kit MilkGuard para detectar residuos de antibidticos B-lactdmicos y
tetraciclinas , y el método para determinar la presencia de Perdxido de Hidrogeno
(Kremenchuzky 2009) ; encontrandose 43 muestras positivas para Residuos de antibi6ticos
y 2 muestras positivas para Peroxido de Hidrégeno con un 17.2% y un 0.8%
respectivamente. Estos resultados muestran que la leche fresca que consume la poblacion
chiclayana esta contaminada con residuos de antibi6ticos (en un 100% B — lactamicos), y
aungue en un bajo porcentaje en algunos lugares se comercializa leche adulterada con
Perdxido de Hidrégeno lo que significa un serio riesgo para la salud de los consumidores en

especial lactantes y nifios.
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X.  ANEXOS

Anexo 1:

Concentraciones de antibioticos en leche.

Limites maximos permitidos para antibidticos en la leche.

Limites maximo de residuos para Clortetraciclina/ Oxitetraciclina/Tetraciclina

Especie Tejido LMR Afio de adopcion Nota

Vacuno/Vaca Leche 4ug/L 1999
Limites maximo de residuos para Clortetraciclina/ Oxitetraciclina/Tetraciclina

Especie Tejido LMR Afo de Nota
adopcién
Vacuno/Vaca Leche 100 pg/L 2013

Fuente: CODEX ALIMENTARIQOS. 2011.

Ingresa Diaria Admisible de residuos de antibidticos en leche.

Compuesto IDA (Ingesta diaria Definicion del Residuo

admisible)

Bencilpenicilina/ 30 pg de penicilina por persona Bencilpenicina

. . e . . or dia.
Bencilpenicilina procainica g

([0 = el B0 i = [ 1 /A 0 — 30 pg/Kg de peso corporal. Compuesto originario, solo 0
Una IDA de grupo para combinado

Tetraciclina

clortetraciclina, oxitetraciclina y

tetraciclina.

Fuente: CODEX ALIMENTARIOS. 2011.
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Anexo 2

Preparacion de la solucion de acido vanadico al 1% en H,SO,44N.

Acido vanadico 19

H,SO,4 4N 100mL

3. Acido Vanadico al 1% en H;S044N
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Anexo 3
Preparacioén del H,SO,4 4N

Medir 110 mL de H;SO,

.~

g

Diluir hasta 1000 mL H.S0, 4N
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Anexo 4:

Resultados para residuos de antibioticos y Peroxido de Hidrégeno en leche fresca.

Chiclayo. Mayo — noviembre 2013.

Residuos de antibidticos en leche fresca comercializada en Chiclayo
entre los meses de Mayo — Noviembre 2013

Perdxido de Hidrégeno en leche fresca comercializada en Chiclayo
entre los meses de Mayo — Noviembre 2013
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Anexo 5:

Residuos de antibioticos en leche fresca comercializada en Chiclayo entre los meses de
Mayo a Noviembre del 2013.
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m -
“.N { &8 -
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» POSITIVOS -
5% 1 -
# NEGATIVOS 30 -
om = - -+
NEGATIVOS
EGATIV = |
POSITIVOS 0=
M Postivas —
M Negtvas :

Residuos de antibidticos en leche fresca a nivel de

Residuos de antibidticos en leche fresca a nivel de
calles. Chiclayo. Mayo — Noviembre 2013

establos. Chiclayo. Mayo — Noviembre 2013

100
80 100
90
7 4
80
b 70
50 2 &0
a - N 50 4 =N
¥ 1 LAY 40 - -5
20 = e 30
20 &
s . 10 %
0} .
w 0 -
M Pasitivas v PENICILINA
M Nagativas TETRACICLINA

Residuos de antibidticos en leche fresca a nivel de

Tipo de antibidtico presente en leche fresca
centros de acopio. Chiclayo. Mayo — Noviembre 2013

comercializada en Chiclayo. Mayo — Noviembre 2013
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Anexo 6

Perdxido de Hidrdgeno en leche fresca comercializada en Chiclayo. Mayo -
noviembre 2013

wx 5B -

s0% +

B SRS M Positivas
» M Negativas

M Negativas

/ MPosmvas

\_\o
Establos
Centros de

acopio

Peroxido de Hidrdgeno en leche fresca en relacién a los
lugares de distribucion. Chiclayo. Mayo — Noviembre 2013

B M Postwas
= M. Negativas|

Perdxido de Hidrégeno en leche fresca a nivel de
calles. Chiclayo. Mayo — Noviembre 2013
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Anexo 7:

Procedimiento del Combo Test Kit MilkGuard para detectar Residuos de antibioticos

B lactamicos y tetraciclinas.

-

1

3

=

1 Precara me st samples Maka proper mans,
bring them to roam tempesiturs

2

Rages Teut ¥t

AN OLOBATIAC . - '

Q‘zzns.e-’o
TR TEME I AT AR 5

2. Take out required tass wels, make prooer macks,

x~'Pip¢t |
|
|

—

-

N
1

—

5 Take 200ul test sample into the wells.

}l‘
/

| e~

FCiEa I A A A

5. et the test slips o 1he wells wilh the "MAX" |
end fully dipped in ta the mixture. Incudate for Smin a1 |
room temperature again

——

Incubate for Smin afer
insert the strip

-

—

',Pipet'

4 Mix the sample ang reagent in the well completely by
pipetng &nd dropging repesiedly for & timas Start the
timer when the madure = pink. Incubate tor Smin at rcom
tamperature

&

|
Fﬂ g—“,‘za HEE g~
. DA EIEENED

f Take out the stinp, jJudge the result accordng to Part 6.

50



Anexo 8:

Lectura del Combo Test kit MilkGuard para detectar antibidticos - lactdmicos y

tetraciclinas.

i

Test Strip

Hana holding end

C = Control Line
B = Beta-lactams
T = Tetracyciines
* = positive

- = negatve

C Une

| = 8 Line
| ——— Tline

MAX End




