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RESUMEN

Los actuales sistemas intensivos de produccion lactea implican un mayor uso de
medicamentos para prevenir y combatir las enfermedades debido al hacinamiento. Por
su parte, los consumidores demandan alimentos sanos y seguros, a fin de evitar que los
residuos de antibidticos en los alimentos puedan ocasionar problemas sobre la salud,
tales como, desarrollo de antibioresistencias, disturbios gastrointestinales, reacciones
alérgicas que pueden producir el shock anafilactico. De esta forma, el control de los
residuos de antibioticos en la leche constituye una medida de seguridad, tanto para los
consumidores, como para los productores lacteos.

En el presente trabajo se analizaron 3309 muestras de leche procedentes de
pequefios tambos de la region centro santafesina durante el afio 2010 con el método
microbiolégicos ResScreen®. Los resultados sefialan que los residuos mas frecuentes
son betalactamicos (BTs: 3,02 %), tetraciclinas (TCs: 3,23 %) y sulfamidas (SAs: 2,42
%). Ademas, se evidencia una periodicidad con maximos en los meses de verano (BTs:
6,2 %, TCs: 6,0 % y SAs: 4,0 %), primavera (BTs: 4,0 %, TCs: 3,8 % y SAs: 4,0 %) y
minimos durante el invierno (BTs: 1,0 %, TCs: 2,0 % y SAs: 0,8 %).

También se analizaron los efectos de variables higiénico-sanitario (RCS:
recuentos de células somaticas y RG: recuentos de gérmenes) y factores ambientales
(temperatura y precipitacion) sobre estas frecuencias de antibidticos en leche. EI modelo
de regresion lineal maltiple sefalé un efecto significativo de la temperatura y
precipitacion (p<0,05) sobre los RCS y RG. Durante las temporadas calurosas y
lluviosas aumentaron ambos recuentos asociados a una menor inmunidad de la ubre

(RCS) y una mayor proliferacién ambiental de gérmenes (RG).
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Ademas, el modelo de regresion logistica sefial6 que las mayores frecuencias de
residuos de betalactdmicos y tetraciclinas aumentan con las precipitaciones, mientras
que las frecuencias de sulfamidas se incrementan con las temperaturas, caracteristico de
los veranos calurosos y lluviosos.

En sintesis, las altas temperaturas y precipitaciones del verano aumentan la
probabilidad de hallar residuos de antibioticos en la leche debido a su impacto negativo
sobre el confort del ganado vacuno, que aumenta los riesgos de enfermedades
infecciosas tales como la mastitis ambiental.

Se sugiere proponer nuevas estrategias analiticas para un control mas eficiente
de los residuos de antibioticos en leche durante los meses de verano y primavera a fin de

garantizar la inocuidad y evitar efectos negativos sobre la salud pablica.

Palabras claves: Antibidticos en leche, factores ambientales, variables higiénico-

sanitarias, betalactdmicos, tetraciclinas, sulfamidas.
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SUMMARY

Current intensive dairy production systems involve greater use of medications
to prevent and to combat disease due to overcrowding. Moreover, consumers demand
healthy and safe food in order to prevent antibiotic residues in food may cause health
problems, such as development of resistance to antibiotics, gastrointestinal disorders,
allergic reactions that can cause anaphylactic shock. Thus, the control of antibiotic
residues in milk provides a measure of safety, both for consumers and for dairy farmer.

In this paper we analyzed 3309 samples of milk from small dairy farms of
central Santa Fe during 2010 with the ResScreeen® microbiological method. The results
indicate that residues more frequent are betalactams (BTs: 3,02 %), tetracyclines (TCs:
3,23 %) and sulfonamides (SAs: 2,42 %). It also demonstrates a periodicity with
maximums in summer (BTs: 6,2 %, TCs: 6,0 % y SAs: 4,0 %), spring (BTs: 4,0 %,
TCs: 3,8 % y SAs: 4,0 %) and minimum in winter (BTs: 1,0 %, TCs: 2,0 % y SAs: 0,8
%).

Also, the effects of hygienic-sanitary variables (SCC: somatic cell counts and
BC: bacterial counts) and environmental factors (temperature and precipitation) on
frequencies of antibiotics in milk were analyzed. The multiple linear regression model
indicated a significant effect of the temperature and precipitation (p <0.05) on the SCC
and BC. During the warm and rainy seasons increased both recounts associated with
decreased immunity of the udder (SCC) and a higher environmental proliferation of
germs (BC).

In addition, the logistic regression model indicated that the higher frequencies

of betalactams and tetracyclines residues increase with rainfall, whereas the
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sulfonamides frequencies increase with temperatures characteristic of warm and rainy
summer.

In synthesis, high temperatures and rainfall of the summer increment the
probability of finding antibiotic residues in milk due to its negative impact on the
comfort of neat cattle, which increases the risk of infectious diseases such as
environmental mastitis.

New analytical strategies for more efficient control of antibiotic residues in
milk during the spring and summer months are suggested in order to ensure safety and

avoid negative effects on public health.

Keywords: Antibiotics in milk, environmental factors, hygienic-sanitary variables,

betalactams, tetracyclines, sulfonamides.
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Introduccion

I. INTRODUCCION

Las personas enfermas valoran positivamente a los antibidticos (ATBS) puesto
que les confieren sensacion de seguridad ante las enfermedades infecciosas. Esta actitud
positiva frente a estas sustancias farmacologicas activas también se extiende a los
profesionales veterinarios que atienden a los animales domésticos.

El uso de medicamentos veterinarios, y concretamente aquellos de tipo
antimicrobianos (antibidticos, sulfamidas, quinolonas, etc.) representa una practica muy
habitual en la explotacion ganadera (Young, 1994; Cordiés Jackson et al., 1998). Para el
ganado productor de leche, los ATBs se utilizan principalmente en tratamientos
curativos de infecciones microbianas en la glandula mamaria, o bien, en tratamientos de
tipo preventivos en el momento del secado, para evitar la aparicion de dichas patologias
en la lactacion siguiente (Van Eenennaam et al., 1993; Zwald et al., 2004; Sawant et al.,
2005). Ademas, se emplean para el tratamiento de otras patologias, tales como metritis,
neumonias, afecciones podales, heridas postoperatorias, etc. (Zorraquino et al., 2007).

La aplicacion de estos tratamientos farmacoldgicos; segun la composicion
intrinseca del farmaco, excipiente, dosis y via de administracion; genera residuos
(sustancia original y/o metabolitos) que pueden persistir durante un mayor o menor
tiempo, tanto en los animales tratados como en los productos elaborados (Debackere,
1995; Sanders, 2005).

Los problemas que pueden ocasionar los de residuos de ATBs se han planteado
desde hace varias décadas. Asi, por ejemplo, Doan en el afio 1956 menciona los

posibles riesgos que ocasionan la presencia de ATBs en la leche.
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En efecto, los residuos de ATBs en leche pueden ser toxicos y peligrosos para la
salud humana puesto que pueden provocar procesos de alergias que, en casos extremos,
pueden llevar a la anafilaxia (Demoly y Romano, 2005; Wilke et al., 2005). También,
los residuos de ATBs provocan perturbaciones pasajeras en la flora intestinal del
consumidor (Macri y Mantovani, 1995; Khan et al., 2000) y pueden ser la causa de
colonizacion intestinal de bacterias patdgenas u oportunistas (Giraffa, 2004).

Desde el punto de vista tecnologico, estos residuos ocasionan problemas en la
fabricacion de productos lacteos fermentados, como queso y Yyogurt (Berruga et al.,
2007; Nawaz, et al., 2011; Adetunji, 2011).

Desde el punto de vista econdmico, la incidencia negativa originada por los
antimicrobianos es muy significativa; ya que, solo 10 litros de leche provenientes de
una vaca tratada con penicilina pueden contaminar el contenido de un camion cisterna
de 10.000 litros de leche y los grandes silos de almacenamiento de una industria lactea
de aproximadamente 200.000 litros (Brouillet, 1994).

Se debe tener en cuenta ademas que, la presencia de residuos afecta también al
propio tambero o productor, quién responsablemente debe afrontar una penalizacion en
el precio por parte de la industria lactea. En efecto, un tambero que entrega leche y
contamina un camion cisterna, es penalizado por la totalidad del contenido del camion,
Ilegando inclusive a afrontar los costos econémicos de la produccion de leche entregada
por los otros tambos que completan el volumen de la cisterna contaminada.

Finalmente, se debe considerar que una cantidad importante de estos ATBs
administrados originalmente a los animales no se metabolizan y se eliminan por leche,

orina y/o heces (Kemper, 2008) pudiendo llegar a contaminar al suelo y a las aguas
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subterraneas. De este modo, los residuos de ATBs constituyen un problema para el
medio ambiente (Martinez-Carballo et al., 2007; Kemper, 2008).

Por estos motivos, la apreciacion positiva del consumidor respecto de los ATBs,
se ha deslucido en los ultimos afios, debido al creciente impacto que producen los
residuos de estos compuestos sobre la seguridad alimentaria y la conservacion del
medio ambiente. En este sentido, es de destacar la demanda creciente, por parte de los
consumidores, de alimentos inocuos Yy libres de contaminantes (Ruegg, 2003).

Desde la década de 1990, el concepto de calidad de la leche cobré una
importancia creciente (Payne et al., 1999), debido a las exigencias continuas por parte
de la industria, los entes fiscalizadores y los consumidores (Berruga et al., 2007;
Bradley y Green, 2009). Actualmente, para cuantificar la calidad de la leche se
determinan porcentajes de sus componentes quimicos, recuentos de células somaticas
(RCS), recuentos de gérmenes (RG) y ausencia-presencia de inhibidores. Los valores de
RCS y RG son un reflejo del estado sanitario de la ubre y de la limpieza en el tambo,
consideradas variables higiénico-sanitarias (Harmon, 1994; Severin, 2008).

Ademas, los factores ambientales (temperatura, precipitaciones, humedad,
vientos) que afectan al ganado bovino lechero durante las distintas estaciones del afio,
modifican la calidad de la leche (Lacetera et al., 2005). De este modo, la composicion
de la leche y las variables higiénico-sanitarias muestran variaciones durante el afio
(Calcedo, 2002).

Conocer la trazabilidad de los alimentos constituye un desafio y una tendencia
mundial, a fin de ofrecer al consumidor productos inocuos con mayor calidad, desde la

produccién primaria.
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Resulta necesario aunar esfuerzos y recursos tendientes a controlar la presencia
de residuos de agentes antimicrobianos para garantizar la calidad de la materia prima
que utilizan las empresas lacteas, y por consiguiente, la calidad de los productos que
Ilegan al consumidor.

Existen escasos antecedentes bibliograficos que evallen la frecuencia de la
presencia de residuos de ATBs en la leche y su naturaleza. Ademas los métodos de
inhibicién microbiolégicos como Delvotest® SP (Althaus et al., 2002, 2003), BRT®
AiM (Althaus et al., 2001, Molina et al., 2003) o Eclipse® 1000v (Montero et al., 2005)
utilizados para la deteccion de residuos de antibidticos, no llegan a identificar familias
especificas de ATBs (como por ejemplo, betalactamicos, tetraciclinas o sulfonamidas)
presentando ademas una sensibilidad limitada para la deteccion de tetraciclinas en leche.

Por todo ello, el presente trabajo propone evaluar la frecuencia de aparicion de
residuos de antibioticos y su naturaleza mediante el empleo simultdneo de los
bioensayos ResScreen® BT y BS (Nagel et al., 2011b) en la zona centro de Santa Fe y
establecer relaciones con las variables higiénico-sanitarias (RCS y RGT) y los factores

ambientales (temperaturas y precipitaciones).
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Revision Bibliogréfica

I1. REVISION BIBLIOGRAFICA

I1.1. Produccion de Leche bovina

La leche bovina representa el 83% de la produccién mundial de leche y esta
actividad productiva resulta muy importante debido a su elevado consumo y volumen
de elaboracién. Se estima que, durante el afio 2012, la produccion mundial de leche
aumento 2,6%, semejante a lo ocurrido en el afio 2011. En los dltimos cinco afios, la
produccién mundial de leche aument6 desde 400 mil toneladas/afio (2005) hasta 440
mil toneladas/afio (2010) debido en gran parte a un aumento del consumo en América
Latina, Asia y Estados Unidos.

En América del Sur, Argentina ocupa el segundo lugar en produccion de leche
con 10.4 millones de toneladas/afio, luego de Brasil quien lidera con 29.1 millones de
toneladas/afio (FAO, 2010).

Las inversiones realizadas en los ultimos afios por el sector lacteo en Argentina
muestran una tendencia a ocupar un lugar importante en los mercados mundiales de
exportacion, especialmente en el sector de leche en polvo entera y quesos (FAO, 2010).

Segun los informes de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Pesca Yy
Agroalimentaria (SAGPyA, 2011), la produccion lactea de Argentina se concentra
principalmente en las provincias de Cordoba, Santa Fe y Buenos Aires, aunque en
menor magnitud en las provincias de Entre Rios y La Pampa (Figura 11.1).

Actualmente, Argentina dispone de aproximadamente 11.500 tambos, que

incluyen 1,8 millones de vacas en ordefio, las cuales produjeron 10.300 millones de
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litros de leche en el afio 2010, representando un aumento del 2.52% con respecto al afio

anterior (M.A.G. y P., 2011).

Figura I11.1. Distribucion de Unidades Productivas con

Actividad de Tambo Bovino
Fuente: Sistema Gestién Sanitaria-Direccién Nacional de Sanidad Animal

SENASA (12/2008).

La Tabla I1.1 presenta los valores de produccion anuales y el volumen de los

principales productos lacteos elaborados en Argentina en el periodo 2008 a 2010. Se
6
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puede apreciar que el volumen destinado a la fabricacion de productos elaborados
(queso, manteca, leche en polvo) es elevado (7.685 millones de litros) en relacion al

volumen total producido (10.307 millones de litros).

Tabla I1.1. Produccion y utilizacion de leche en Argentina

Destino de la leche 2011 2010 Tasade 2009 Tasade 2008
. Primer . -

(litros) semestre crecimiento crecimiento

Total (10° litros) 5.188 10.307 2,52% 10.054 0,72% 10.010

Leche fluidas 952 1855 227% 1814 -0,30% 1.824

Productos elaborados 3.843 768 259%  7.491 1,00 % 7.438

Leche informal 391 765 2,35 % 748 0,47 % 746

Fuente: www.alimentosargentinos.gov.ar

En lo que respecta a la utilizacion de la leche, la industria lactea argentina
destina el 50% de su produccion nacional a la elaboracion de quesos. En segundo orden
de importancia se destaca la leche en polvo (24 %) seguido de la leche fluida (19 %)
(Teran, 2007).

El sector industrial lechero se puede clasificar segln el volumen de leche que
recepcionan los diferentes establecimientos productivos. De esta forma, ocupan el
primer lugar las grandes empresas (10 a 12 industrias lacteas) que recepcionan mas de
400.000 litros/dia cada una de ella (50-55% de la produccién nacional); las medianas
empresas (90 a 100 establecimientos) recogen un volumen diario comprendido entre
40.000 y 400.000 litros/dia (25 % de la produccion nacional) y por ultimo, las pequefias

empresas (1000 establecimientos lacteos) con captacion inferior a los 40.000 litros/dia

7
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(20 % - 25 % de la produccion nacional) que se dedican en forma casi exclusiva a la
elaboracion de quesos que se destinan al consumo interno (M.A.G. y P., 2011).

En Tabla 11.2, se detallan la distribucion porcentual de empresas segin la
capacidad de procesamiento de leche cruda (litros/dia) de las provincias que poseen la
mayoria de las unidades productivas de Argentina. Segun se muestra en dicha tabla, en
la provincia de Santa Fe se encuentran el 26,7 % de las empresas lacteas de Argentina,
superando los porcentajes de otras provincias en las categorias de 50 mil a 250 mil y

mas de 250 mil litros por dia de capacidad de procesado de leche.

Tabla 11.2. Distribucion porcentual de empresas segun la capacidad de procesamiento
de leche cruda (litros/dia) por provincias

Provincia 5 mil - 20 mil 20 mil - 50 mil 50 mil - 250 mil  mas de 250 mil Total
(litros/dia)

Buenos Aires 27,8 3,8 3,4 1,1 36,1
Cordoba 15,5 6,6 57 0,4 28,2
Santa Fe 10,6 6,4 7,6 2,1 26,7
Entre Rios 51 0,4 0,4 0,2 6,1

La Pampa 2,1 0,8 0 0 2,9

Total 61,1 18 17,1 3,8 100

Fuente: Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria, MAGYP, departamento de lecheria, 2010.

Las principales cuencas lecheras pertenecen a las provincias de Santa Fe,
Cordoba, Buenos Aires, Entre Rios y La Pampa, dénde se localizan actualmente un total
de 10.504 tambos que concentran 1.648.742 vacas (CREA, 2011). En el afio 2010, la
produccion en la provincia de Santa Fe alcanzé los 5.400.000 litros diarios obtenida en
base a un total de 576 mil vacas en ordefio procedente de 3759 tambos (Cursack et al.,

2010).
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Dentro de la provincia de Santa Fe se distinguen dos cuencas lecheras, Santa Fe
Centro y Santa Fe Sur, que aportan aproximadamente el 90% y el 9% de la produccion
lechera provincial, respectivamente. La primera abarca a los departamentos Castellanos,
Las Colonias, San Martin, La Capital, San Jerénimo, San Justo, San Cristobal, Nueve de
Julio, Vera y General Obligado, mientras que la segunda incluye los departamentos
Belgrano, Iriondo, Caseros, General Lopez, Rosario y San Lorenzo (Cursack et al.,
2010; M.A.G. y P., 2011).

La cuenca centro-santafesina presenta un clima templado sin estacién seca y
verano caluroso, segun la serie historica anual del periodo 1961-1990. Las
precipitaciones anuales fluctian entre los 800 mm y 1200 mm y las temperaturas
méaximas estan comprendidas entre 24 °C y 26 °C y las minimas anuales entre 10 °C y
14 °C (Magrin et al., 2006). A modo de sintesis se puede establecer que esta region
presenta condiciones ambientales propicias para el desarrollo de sistemas de produccion
lacteos intensivos de bovinos durante gran parte del afio (Viglizzo et al., 2005; Herrero
y Gil, 2008).

Los establecimientos tamberos se pueden clasificar de acuerdo al nivel de
entrega de leche cruda a la industria en pequefios (menores a 1500 litros/dia), medianos
(comprendidos entre 1500 y 3000 litros/dia) o grandes (mas de 3000 litros/dias)
productores segun Lacelli et al. (2006).

En Tabla 11.3 se detalla el porcentaje de la produccion lactea y el porcentaje de
los tambos que integran cada categoria de establecimientos en la cuenca centro
santafesina de Argentina, lugar donde se muestre6 la parte experimental del presente

trabajo.
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Tabla 11.3. Distribucion de la produccién y los tambos de la cuenca
centro santafesina

Estrato Pequefio Mediano Grande
Entrega diaria <1500 1500-3000 > 3000
Produccion (%) 28,0 47,4 24,6
Tambos (%) 49,4 39,3 11,3

Fuente: INTA Rafaela (2006).

En dicha tabla se puede ver que en la cuenca centro santafesina predominan
tambos que producen menos de 1500 litros/dia, es decir que se clasificarian como
pequefios productores (49,4 %), seguido de un 39.3% de tambos que corresponde a la
categoria de medianos productores con entrega de leche entre 1500 litros y 3000
litros/dia. De esta forma, se deduce que el 75,4 % de la produccion lactea de la cuenca
centro santafesina proviene de tambos pertenecientes a pequefios y medianos
productores.

Sin embargo, aunque se trata de una cuenca leche muy importante en Argentina,
practicamente no se dispone de antecedentes o estudios que evallen la calidad
higiénico-sanitaria y la presencia de xenobidticos en la leche procedente de estos

pequerios establecimientos productivos,

11.2. Enfermedades del bovino productor de leche

En un sentido estricto, se define salud como el estado en que un organismo vivo
ejerce normalmente todas sus funciones naturales. Asi, en produccion animal, el término
hace referencia al bienestar fisiologico de un animal, concepto amplio que no solo

remite a la ausencia de enfermedades infecciosas, sino que comprende también a
10
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enfermedades no infecciosas, hacinamiento, stress, cansancio, nutricion, disponibilidad
de agua, temperatura, limpieza, atencion y cuidado, abrigo y a cualquier otro factor que
altere dicho bienestar fisioldgico (Blood y Radostits, 1992).

En produccion animal, el término “enfermedad” puede ser definido como un
deterioro de la salud o una alteracion del normal funcionamiento del organismo.
Independientemente del agente causal de la enfermedad, existen factores predisponentes
que facilitan y/o agravan el cuadro clinico. Las enfermedades pueden dividirse en
infecciosas, parasitarias, carenciales, inmunologicas, organicas, sistémicas, trastornos
metabolicos, etc. A su vez, las enfermedades infecciosas son causadas por agentes
patdgenos especificos, tales como virus, bacterias, hongos, etc. (Blood y Radostits,
1992).

Los bovinos estan expuestos a enfermedades infecciosas tales como mastitis,
metritis, piometras, laminitis, dermatitis, brucelosis, diarrea viral bovina, complejo
respiratorio bovino, leucosis bovina, rinotraqueitis infecciosa bovina, salmonelosis,
tuberculosis, leptospirosis, campilobacteriosis, entre otras. Toda vez, que un animal
contrae una enfermedad, sus mecanismos fisiolégicos se ven afectados y como
consecuencia el rendimiento productivo se deteriora notoriamente (Lichter, 2004).

La aparicion de enfermedades infecciosas en el ganado bovino lechero trae
aparejado tanto una disminucion en la capacidad de produccién como también en la
calidad de la leche. Por este motivo, el manejo sanitario debe ser eficiente a fin de evitar
que los animales contraigan enfermedades que puedan perjudicar su produccién lactea.
Por lo tanto, es importante analizar la frecuencia de enfermedades predominantes en el

ganado vacuno productor de leche durante la lactancia.

11
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En Figura 11.2 se observan las prevalencias de las enfermedades bovinas mas
comunes en los pequefios tambos, realizado por el Servicio de inspeccion de la salud

animal del Departamento de agricultura de Estados Unidos durante el afio 2007.

1
Mastitis Clinica — 16,5
Enfermedades Podales — 14
Metritis — 12,9

Retencion de Placenta 7.8

Otros problemas Reproductivos
Problemas Digestivos
Problemas Respiratorios
Diarreas

Problemas Neurologicos

Otros

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Prevalencia (%)

Figura I1.2. Prevalencia de enfermedades en los establecimientos lecheros
Fuente: Servicio de inspeccion de la salud animal - Departamento de Agricultura USA (2007).

En el ganado vacuno productor de leche, las enfermedades que presentan una
mayor incidencia son las mastitis (16, 5%), la metritis (12,9 %) y los problemas podales
(14 %), seguido de problemas de retencion de placenta, problemas reproductivos y
digestivos, diarreas, segun se visualiza en Figura I1.2. Trabajos previos realizados en
los Estados Unidos también sefialan que las enfermedades mas frecuentes son mastitis

clinica, cojera’y metritis (Zwald et al., 2004; Sawant et al., 2005).

12
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Similares prevalencias se reportaron en otros paises tales como Alemania
(Staerk et al., 1997), Espafia (Zorraquino et al., 2007), Brasil (Segala y Silva, 2007),
Suiza (Diserens et al., 2010), Nicaragua (INTA, 2010) y Nueva Zelanda (Thompson et
al., 2012).

Sin embargo, estudios llevados a cabo por Larriestra 'y Vissio (2012) en la region
centro de la provincia de Santa Fe (Argentina) informan que la prevalencia de mastitis
subclinica representa el 19,4 % de los casos, mientras que solo un 3 % se deben a
mastitis clinica. En forma similar a los valores presentados en la Figura 11.2, Perusia
(2001) informa un 16 % de enfermedades podales cuando realiza un relevamiento de las
principales enfermedades en la cuenca centro santafesina de Argentina durante un

periodo de seis afios (1995-2001).

11.2.1. Mastitis

La mastitis bovina es la enfermedad que mayores pérdidas econdémicas causa al
productor y a la industria lactea, ya que provoca disminucién de la secrecion lactea y
deterioro de la calidad de la leche. La mastitis es la inflamacién de la glandula mamaria
provocada principalmente por bacterias que penetran a las partes mas internas de la ubre
afectando los alvéolos mamarios (Blood y Radostits, 1992). El factor de mayor
incidencia en la aparicion de esta enfermedad se debe a la mala higiene durante el
ordefio (De vliegher et al., 2012). Dicha infeccion en la glandula mamaria provoca una
alteracion en la composicion de la leche, que puede variar de acuerdo al patégeno y a la

intensidad de la infeccion (Oliveira, 2011).

13
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La mastitis puede ser clasificada en clinica (confirmacion por observacion
directa) y subclinica (no genera efectos detectables en el examen de rutina). Estas
ultimas pueden agudizarse por modificaciones en el ambiente como las precipitaciones
y altas temperaturas (Phillips, 1996). A la mastitis se la considera como una enfermedad
multietiologica, puesto que, actualmente se han logrado identificar mas de 80 agentes
etioldgicos dentro de los que se encuentran especies de bacterias, hongos, micoplasmas
y algas (Calvinho, 1999) siendo clasificados en microorganismos contagiosos Yy
ambientales, segun caracteristicas epidemioldgicas.

Los patdgenos contagiosos viven y se multiplican en la glandula mamaria y piel
del pezon, transmitiéndose de animal a animal durante el ordefio. Dentro de esta
categoria de microorganismos se encuentran Staphylococcus aureus, Streptococcus
agalactiae, Carynebacterium bovis (Calvihno, 2005), Streptococcus dysgalactiae y
Staphylococcus spp. (Phillips, 1996). Los patdgenos ambientales tienen su principal
reservorio fuera de la glandula mamaria, formando un grupo heterogéneo donde las
especies mas frecuentes son Streptococuss uberis, Streptococcus dysgalactiae,
Streptococcus equinus, Streptococcus equi, Streptococcus parauberis, Escherischia
spp., Klebsiella spp. y Enterobacter spp. (Phillips, 1996; Costa et al., 1998; Luchter,
2004; Calvihno y Tirante, 2005).

En un estudio realizado por Calvinho et al. (1991), sobre un total de 1150
muestras de leche de vacas provenientes de 39 tambos de la region centro santafesina,
se destacO que las cepas que tenian un mayor porcentaje de aparicion correspondian a
Staphylococcus aureus (21,7%), sequido de Streptococcus dysgalactiae (5.9 %) y

Streptococcus agalactiae (2,7 %), mientras que en menor proporcién se aislaron cepas

14
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de Corynebacterium spp. (13,9%), Micrococcus spp. (9,7%) y Staphylococcus
coagulasa negativos (6,6 %). Por otra parte, un estudio llevado a cabo por Calvinho y
Tirante (2005) en la misma region, encuentran 30,5 % de Staphylococcus. aureus, 19,8
% de Streptococcus dysgalactiae, 10,0 % de Streptococcus uberis, 7,7 % de
Streptococcus agalactiae y 7,1 % de miroorganismos coliformes sobre un total de 238
aislamientos obtenidos a partir de mastitis clinicas.

Entre los principales factores de riesgo que predisponen a la mastitis se destaca
una higiene inadecuada de las ubres pre y post ordefie, abundancia de precipitaciones y
un medio ambiente caluroso, sucio y humedo (Bradley et al., 2002; Desmoures y
Repetti, 2006).

Diferentes autores de diversos paises, reportaron que las incidencias de mastitis
clinica a microorganismos ambientales aumentan notoriamente en épocas del afio
calurosas y lluviosas (Olesen et al., 1985; Smith y Hogan, 1993; Todhunter et al., 1995;
Supek, 1995; Miltenburg et al., 1996; Elbers et al., 1998; Waage et al.; 1998; Costa et
al., 1998; Andresen, 2001; Bradley et al., 2002; México y Bernabucci et al., 2002;
Burvenich et al., 2003; Gasqui et al., 2003; Hogan y Smith, 2003; Seegers et al., 2003;
Robert et al. 2005; Hospido y Sonesson, 2005; Desmoures y Repetti, 2006; Lacy-
Hubert, 2006; Vasil, 2007; Calderdn et al., 2008; Pastor y Bedolla, 2008; Oliver et al.,
2011; Sharma et al., 2011).

Si bien existe una gran variedad de medidas de control de la enfermedad, la
terapia con antibidticos desempefia una practica muy importante y ampliamente
difundida para el control de la mastitis bovina. La mayoria de las drogas

antimicrobianas utilizadas pertenecen a los betalactamicos, aminoglucésidos y
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macrolidos (PROCALE, 1992; EMBRAPA, 1997). Ademas, con motivo de ampliar el
espectro de formulacion se utiliza neomicina asociada con antibidtiocos betalactamicos,

macrolidos y lincosamidas (Hogan y Smith, 2003; Calvinho, 2007 y Oliver et al., 2011).

11.2.2. Retenciones de placenta y metritis

La retencion de membranas fetales se define como la no separacion de las
membranas fetales desde las cartnculas maternas dentro de las primeras 12 a 24 hs
después del parto. Otra definicidn establece una distincion entre placenta demorada
(placenta no expulsada entre 12 y 24 hs posparto) y placenta retenida (placenta no
expulsada después de 24 hs del parto). La expulsién normal de las membranas fetales
requiere que los tejidos maternos y los fetales experimenten un proceso de maduracion
y reblandecimiento, el cual se completa en promedio entre los 2 y 5 dias antes de la
gestacion. Estos cambios incluyen colagenizacion del tejido conectivo, reduccién del
aporte sanguineo, aparicion de células gigantes polinucleares, reblandecimiento de los
tejidos, y contraccion de la musculatura uterina (Blood y Radostits, 1992; Rivera, et al.
2004).

La mayoria de las membranas fetales retenidas son expulsadas dentro de los 4 a
10 dias posparto, luego que el tejido caruncular haya experimentado suficiente necrosis
para que ocurra el fendmeno de separacion (Dhaliwal et al., 2001). En Argentina, la
incidencia de retencion de placenta se ubica dentro del 4 % al 11 % (Palmer, 2007).

Algunos de los factores de riesgo que llevan a la generacion de esta patologia
son: distocia, duracion gestacional anormal, estacion del afio calurosa o lluviosa, linea

genética paterna y desbalances en la condicién corporal al parto (Pugh et al., 1994).

16



Henzenn, Hilda Inés -2013 -

Revision Bibliogréfica

En caso que la retencion de placenta no se trate a tiempo, puede llegar a
infectase y progresar a una metritis post parto. Por tanto, la terapéutica se debe enfocar
principalmente a la prevencion de la metritis (Cai et al., 1994; Melendez et al., 2004).

La metritis se define como una inflamacion de las paredes musculares del utero
y del endometrio. Dicha enfermedad afecta en forma negativa a la produccion de leche
y la reproduccion de la vaca, ademas de aumentar la probabilidad de desarrollar
numerosos desordenes metabdlicos que potencialmente comprometen la vida del animal
(Belic et al., 2012). La mayoria de los casos serios de metritis ocurren durante los
primeros 10 a 14 dias postparto (Blood y Radostits, 1992; Belic et al., 2012).

El Gtero postparto es un buen ambiente para el crecimiento bacteriano, ya que es
templado, lleno de liquido y contiene una cantidad variable de tejidos necroticos (Rivera
et al., 2004). Se han cultivado una gran variedad de bacterias procedentes del Utero de
vacas postparto, tales como Escherichia coli, Pasteurella spp., Arcanobacterium
pyogenes, Haemophilus somnus, Fusobacterium necrophorum, Pseudomonas
aeruginosa, Prevotella melaninogenicus, Clostridium spp., Staphylococcus spp.,
Streptococcus spp. y Manheimia hemolitica (Overton et al., 2003).

La metritis postparto usualmente se trata con antibidticos, hormonas o mediante
una combinacion de ambas. Los antibidticos indicados para estas afecciones son
penicilina G con procaina o ceftiofur y se administran en forma parenteral o
directamente dentro del lumen uterino. En animales con afecciones muy severas, deben

emplearse agentes antiinflamatorios en fluidos intravenosos (Palmer, 2007).
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11.2.3. Enfermedades podales

Las afecciones de las patas en las vacas lecheras constituyen una problematica
de creciente importancia en el sistema extensivo pastoril de produccion lactea. Los
cambios tecnoldgicos que experimenta el sector lacteo en las Ultimas décadas
aumentaron significativamente los factores de riesgo que desencadenan estas patologias.
Brotes de rengueras y dificultad o incomodidad en el desplazamiento del rodeo son una
preocupacion frecuente y suponen un desafio para técnicos y productores lecheros
(Ramos y Acufia, 2004).

Entre las afecciones podales que se presentan con mayor frecuencia se
distinguen dermatitis digital, dermatitis interdigital, necrosis de talones, flemdn
coronario, ulcera plantar, pododermatitis purulenta circunscrita o difusa, laminitis aguda
y cronica, callo interdigital, necrosis del flexor profundo, artritis y deformaciones de
pezufias (Murray et al., 1996).

Un estudio realizado por Tadich et al. (2005) en el sur de Chile reporta una
prevalencia de problemas podales del 9,1%. En Figura 11.3 se presenta las lesiones
podales diagnosticadas por Tadich et al. (2005), donde se puede observar que las cuatro
lesiones mas frecuentes fueron deformaciones cronicas de la pezufia, lesiones de la linea
blanca, lesiones de la muralla y doble suela.

Por otra parte, en un estudio realizado por Murray et al. (1996) en cuatro
regiones de Inglaterra y Gales que comprende 8.645 lesiones asociadas con episodios de
cojera, el 92% de las lesiones fueron en las extremidades posteriores, de las cuales el 65

% estaba en la pezufia externa, el 20 % en la piel y el 14 % en el casco interior. Ademas,
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las Ulceras solares (40 %) y las lesiones de la linea blanca (29 %) fueron las

enfermedades predominantes del casco y dermatitis digital.
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Figura I11.3. Prevalencia de las lesiones podales en establecimientos lecheros
Fuente: Tadich et al. (2005).

En muchas de las afectaciones podales infecciosas antes mencionadas, se indica
un correcto despezufiado con aplicacion de sulfato de cobre local y tratamiento
antimicrobiano con oxitetraciclina o ceftiour. Ademas, los pediluvios que contengan
lincomicina o tilosina se recomiendan con frecuencia para control poblacional en
bovinos. (Murray et al., 1996; Perusia, 2001; Scrollavezza et al., 2002; Tomlinson,
2003; Ramos y Gonzalez, 2004; Tadich et al., 2005 y Philip et al., 2011).

En un trabajo realizado por Villarroel et al. (2006), se observa que la aplicacion
de despezufiado, aplicacion local de sulfato de cobre y azul de metileno con o sin la
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administracion intramuscular de tilosina tienen gran efectividad en el control de las

claudicaciones provocadas por problemas podales.

11.2.4. Otras enfermedades

Las enfermedades respiratorias representan el 4 % y 3,3 % de las afecciones del
ganado lechero en Argentina (Perusia, 2001) y Estados Unidos (Guard, 1985; USDA,
2007), respectivamente. La enfermedad respiratoria de los bovinos se debe a un
complejo de factores que interacttan para producir la enfermedad, tales como agentes
infecciosos (virus y bacterias), ambiente en el que viven los animales y el manejo al que
son sometidos. EIl stress producido por el manejo y el ambiente, con o sin la presencia
de los virus, permiten la colonizacion de las bacterias en los pulmones con el posterior
desarrollo de la enfermedad (Syvrud, 1988; Costa et al., 2000; Casella, 2005). Entre los
problemas respiratorios mas comunes se encuentran la rinitis, traqueitis, bronquitis y
neumonitis (Perusia, 2001, Lichter, 2004).

Con respecto a las enfermedades digestivas mas comunes en los bovinos de
leche de alta produccion se encuentran la acidosis ruminal aguda o subaguda, la cetosis
y el desplazamiento abomasal (Ingvartsen et al., 2003). La acidosis ruminal subaguda es
una enfermedad comun en vacas lecheras de alto rendimiento que reciben dietas de
elevada digestibilidad. Esta enfermedad no solo afecta el consumo del alimento y la
produccién de leche, también puede desarrollar cuadros clinicos comprometiendo la
salud del animal causando diarreas, laminitis, abscesos hepéaticos y ruminitis crénica

(Blood y Radostits, 1992; Salcedo et al., 2012).
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11.3. Uso de antibioticos
11.3.1. Concepto de antibioticos

Los antimicrobianos son sustancias que proceden de diferentes microorganismos
0 se sintetizan quimicamente, con capacidad de inhibir o destruir los procesos vitales de
las bacterias. El anuncio del primer antibiotico sulfamidico en el afio 1935 inici6 la era
moderna de la terapéutica antimicrobiana, caracterizada por una enorme disminucion de
la morbilidad y de la mortalidad para muchas enfermedades infecciosas (Cancho
Grande et al., 2000).

El uso terapéutico de los antibidticos en Medicina Veterinaria comenzd poco
después de su aplicacién en medicina humana y actualmente no se puede concebir a la
practica veterinaria moderna sin estas moléculas (Diez y Calderdn, 1997). La gran
variedad de antibidticos existente permite el tratamiento de las enfermedades
infecciosas que afectan tanto a los animales de compafia como a los destinados a la
produccidn de leche para el consumo humano (Mathew et al., 2007).

La gran expansion e internalizacion de los microorganismos, unido a las
resistencias que los agentes antimicrobianos producen a algunos de estos, constituye un
serio problema que causa muertes e incremento del gasto médico, que aun hoy, no se ha
podido cuantificar (Cancho Grande et al, 2000; Landicho, 2002).

Desde hace varios afios, se tienen en consideracion las recomendaciones de la
Union Europea (UE) sobre el uso prudente de agentes antimicrobianos en medicina
humana (CEE 82/2001), debido principalmente a la enorme preocupacién generada por
la aparicion de resistencias antimicrobianas, lo que ha tenido consecuencias directas

sobre el empleo de estas sustancias en sanidad animal.
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De este modo, la prohibicion paulatina por parte de la UE del uso de antibidticos
como promotores del crecimiento ha supuesto ya un descenso importante en el uso de

estos medicamentos veterinarios (Sarmah et al., 2006).

11.3.2. Beneficios que producen los antibidticos en Medicina Veterinaria

El uso de compuestos antimicrobianos en la produccién de alimentos de origen
animal ofrece grandes beneficios demostrados, incluyendo mejor salud animal, mayor
produccién y, en algunos casos, reduccion de patdgenos transmitidos por alimentos
(Mathew et al., 2007). Es un hecho innegable que la utilizacién de estas sustancias en
los actuales sistemas de produccion animal representa una practica necesaria para el
mantenimiento de un adecuado nivel productivo desde el punto de vista de la economia
y la rentabilidad de las explotaciones ganaderas (Cancho Grande et al., 2000; Schwarz
etal., 2001).

A diferencia de la medicina humana, el empleo de antibi6ticos en animales
productores de alimentos tiene tres objetivos principales que, segin Viola y DeVincent
(2006) y Mathew et al. (2007) son:

« terapéutico para el tratamiento de animales enfermos;

« metafilaxis o de corto plazo de medicacion, para el tratamiento de animales
enfermos y prevenir la infeccidn en otros animales,

« profilactico, para prevenir infecciones en los momentos de riesgo, como el
transporte o el destete.

El uso terapéutico de antibidticos permite el tratamiento de las enfermedades

infecciosas que afectan a los animales y tiene por objetivo destruir los agentes
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patdgenos tan rapidamente como sea posible causando un minimo de efectos adversos
para el animal (Schwarza y Chaslus-Dancla, 2001), contribuyendo asi a mantener el
control de la sanidad del rodeo en el tambo (Mathew et al., 2007). Los antimicrobianos
logran controlar las enfermedades, que pueden constituir el 80% de los problemas en las
unidades de produccion agropecuarias intensivas (Sarmah et al., 2006).

El tratamiento de las enfermedades infecciosas con niveles terapéuticos de
antibidticos, también puede ser considerado desde una perspectiva humanitaria. Los
animales que responden favorablemente al tratamiento por lo general sufren menos, y
por menos tiempo, que aquellos que experimentan una recuperacién sin ayuda o
sucumben a la enfermedad (Gustafson y Bowen, 1997).

De acuerdo con el nimero de animales presentes y el tipo de produccion, los
tratamientos pueden ser individuales o grupales. En las grandes producciones, cuando
un numero limitado de animales han sido identificados como infectados, un rapido
tratamiento de todos los animales del grupo resulta necesario para evitar la extension de
la infeccion. Esta accion se conoce como metafilaxis (Schwarza y Chaslus-Dancla,
2001).

Ademas de estas intervenciones, la profilaxis es una medida exclusivamente
preventiva, tanto en forma individual como en grupos, durante circunstancias claves de
la vida animal, como la cirugia, la vacunacion, el transporte, la mezcla de animales y el
fin de la lactancia de las vacas lecheras. Durante tales periodos, los animales son mas
susceptibles a las infecciones. Sin embargo, la aplicacion profilactica de

antimicrobianos es cuestionada por su posible accién en la seleccion de bacterias
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resistentes y la promocion de la propagacion de genes de resistencia (Schwarz et al.,

2001).

11.3.3. Antibidticos mas empleados en el tratamiento del ganado vacuno

Las enfermedades infecciosas del ganado vacuno que presentan mayor
incidencia (mastitis, metritis, problemas podales, etc) fueron consideradas en el
apartado 11.2.

Para el tratamiento de dichas patologias es frecuente el uso de medicamentos
veterinarios antimicrobianos, de modo que resulta interesante especificar los tipos de
antimicrobianos recomendados en cada una de ellas, de acuerdo con el microorganismo
causal, y las frecuencias de uso en los establecimientos lacteos, debido a que cuanto méas
se empleen estas sustancias durante los tratamientos, tanto mayor sera el riesgo de

encontrar sus residuos en la leche que se comercializa a la industria lactea.

11.3.3.1. Antibioticos utilizados para el tratamiento de mastitis

Algunos autores, tales como Zwald et al. (2004) y Sawnat el al. (2005),
reportaron que el uso de antibi6ticos empleados en el tratamiento de las mastitis
continta siendo el principal motivo de una terapia antibidtica (hasta un 90% de los
casos) y que las sustancias de eleccion en el caso de las mastitis clinicas en vacas en
lactacidn son las penicilinas (penicilina G y amoxicilina), cefalosporinas (cefapirina y
ceftiofur) y pirlimicina, mientras que en la terapia de secado (ampliamente difundida
USA) es muy frecuente el uso de la novobiocina, ademas de cefapirina, penicilina G y

cloxacilina, (Sawnat et al., 2005).
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En los paises de la comunidad economica europea, los betalactamicos son los
antibidticos mas utilizados tanto en su forma parenteral como intramamaria. En Espafia,
un 77% de los preparados intramamarios para uso en lactacion estan compuestos por
betalactamicos solos (38%) o a una combinacién de éstos con otro grupo de
antimicrobianos (39%). Mientras que, los preparados para el tratamiento de la mastitis
en el periodo de secano, en su mayoria contienen betalactamicos, aminoglucoésidos,
tetraciclinas o macrélidos como principios activos (Zorraquino et al., 2007).

En Reino Unido, los preparados de utilizacion intramamarias mas
comercializados contienen acido clavulanico, amoxicilina, neomicina, penicilina,
penetamato y estreptomicina (Diserens et al., 2010). Asi mismo, el 60 % de los
tratamientos intramamarios utilizados en Suiza, contienen una combinacion de
penicilina y un aminoglucdsido (gentamicina), y en menor medida utilizan cloxacilina,
cefalosporina y la ampicilina (Diserens et al., 2010).

En Tabla 11.4 se visualizan los porcentajes de utilizacion de antibidticos para el
tratamiento de mastitis en USA (Zwald et al., 2004), Espafia (Zorraquino et al., 2007) y
Suiza (Diserens et al., 2010). En dicha tabla se puede observar que los antibioticos
utilizados preferentemente en estos paises son los betalactamicos, con similitudes en sus
frecuencias de uso. Mientras que en USA se utilizan en segundo lugar las tetraciclinas y
las sulfamidas, en Espafia y Suiza se emplean con mayor frecuencia los

aminoglucoésidos.
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Tabla I1.4. Porcentajes de utilizacion de antibioticos para tratamientos de mastitis

Antibioticos USA Espafia Suiza
Betalactamicos 61,6 54,19 61,51
Tetraciclinas 11,9 1,48 1,14
Sulfamidas 6,6 1,78 2,39
Macrolidos 5,3 3,15 4,77
Aminoglucosidos 13,2 30,93 21,58
Quinolonas - 1,92 0,11
Otros 1,4 6,55 8,50

11.3.3.2. Antibioticos utilizados para el tratamiento de retenciones de placenta y metritis

Para el tratamiento de estas enfermedades se indican asociaciones de penicilinas,
procaina o ceftiofur® siendo administrados parenteralmente o aplicados directamente
dentro del lumen uterino (Palmer, 2007).

En Espafa, los antibi6ticos utilizados con mayor frecuencia en los preparados
farmacéuticos para el tratamiento de las metritis son la penicilina combinada con
estreptomicina (debido a su asociacién sinérgica), seguido de amoxicilina, gentamicina,
oxitetraciclina y trimetoprim asociado a sulfamidas (Zorraquino, 2008c).

En Estados Unidos, la utilizacién de ceftiofur®, tetraciclinas, penicilinas y
ampicilina se reportaron como tratamiento frecuente de retenciones de placentas y
metritis en el 43 % de los establecimiento ganaderos (Zwald et al., 2004).

En Tabla I1.5 se visualizan los porcentajes de uso de antibioticos para el
tratamiento de retenciones de placenta y metritis en USA y Espafia. Se observa que en
USA, los betalactamicos se utilizan en un 79,3 %, seguido de un 12,4 % para las

tetraciclinas y un 3,3 % para las sulfamidas (Zwald et al., 2004). En Espafia, los
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antibioticos betalactdmicos presentan un elevado porcentaje de uso (51,59 %) y en
menor medida los aminoglucosidos (23,36%) y tetraciclinas (20,89 %), segun los

reportes de Zorraquino (2008c).

Tabla 11.5. Porcentajes de utilizacion de antibidticos para
tratamientos de retenciones de placenta y metritis

Antibioticos USA Espafia
B lactamicos 79,3 51,59
Tetraciclinas 12,4 20,89
Sulfamidas 3,3 2,46
Aminoglucoésidos - 23,36
Quinolonas - 0,76
Otros 5 0,94

11.3.3.3. Antibioticos utilizados para el tratamiento de enfermedades podales

El farmaco maés difundido para las terapias de problemas podales en USA en
2005 fue la sulfadimetoxina con un 27,3 % (Sawnat et al., 2005). Cabe aclarar que, aun
cuando algunas sulfamidas no son eficaces contra anaerobios obligados, se las utiliza en
los tratamientos de afecciones podales, debido a que pueden actuar contra los
organismos aerobicos que crean el microambiente adecuado para la proliferacion del
Fusobacterium (Sawnat et al., 2005). Mientras que, en afecciones podales como la
dermatitis digital la utilizacion del Ceftiofur® produce una curacién en el 82 % de los
casos a los treinta dias posteriores al tratamiento parenteral, segun Rutter et al. (2001).

Otro trabajo llevado a cabo en USA por Zwald et al. (2004) destaca que los

antibiéticos mas utilizados para el tratamiento de las afecciones podales son los
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antibioticos betalactdmicos. Del mismo modo, Zorraquino (2008c) informa que los
betalactamicos son las moléculas mas empleadas en los tratamientos de enfermedades
podales del ganado vacuno de Espafia, seguidos por macrolidos, tetraciclinas,
aminoglucosidos, sulfamidas y trimetoprim. Los porcentajes de uso en USA y Espafia

clasificados por cada familia de antibidticos se detallan en Tabla 11.6.

Tabla 11.6. Frecuencias porcentuales de utilizacion de
antibidticos para tratamientos de enfermedades podales

Antibioticos USA Espafia
B lactamicos 78,2 41
Tetraciclinas 18,7 12,2
Sulfamidas 3,1 3,3
Macrolidos - 25,8
Aminoglucosidos - 11,4
Quinolonas - 1,5
Otros - 4.8

11.3.3.4. Antibidticos utilizados en el tratamiento de otras enfermedades

Los problemas respiratorios y digestivos del ganado vacuno tienen una menor
probabilidad de aparicion y por lo tanto una menor relevancia en los establecimientos
lecheros. Como consecuencia de ello, la utilizacion de antibi6ticos para el tratamiento
de estas afecciones es menor en comparacion con las cantidades de antibi6ticos
utilizadas para el tratamiento de otras enfermedades del ganado vacuno, tales como la

mastitis (USDA, 2007; Zorraquino, 2008c).
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La Tabla I1.7 presenta las frecuencias de los antibidticos empleados en las
enfermedades respiratorias en Estados Unidos (Zwald et al., 2004) y Espafa
(Zorraquino, 2008c). Se puede observar que los antibioticos mas utilizados para el
tratamiento de estas patologias son los betalactdmicos y las tetraciclinas. En menor
medida, en USA se emplean las sulfamidas, mientras que en Espafa se utilizan los
aminoglucoésidos y las quinolonas que practicamente no se emplean en USA:
Por otra parte, un estudio realizado por Sawnat et al. (2005) sefiala que los
antibidticos empleados en el tratamiento de afecciones digestivas son lincomicinas

(86.7%) y tetraciclinas (13,3 %).

Tabla 11.7. Porcentajes de utilizacion de antibidticos para
tratamientos de enfermedades respiratorias

Antibioticos USA Espafia
B lactamicos 65,1 31,6
Tetraciclinas 15,1 26,5
Sulfamidas 9,7 5,6
Macrolidos 1,4 6,5
Aminoglucoésidos - 10,2
Quinolonas - 12,1
Otros 8,7 7,5

En un relevamiento realizado en Espafia por medio de encuestas a veterinarios
clinicos, Zorraquino (2008c) determiné que entre las enfermedades menos frecuentes,
el 9 % correspondia a heridas producidas durante las operaciones quirdrgicas

intraperitoneales de la vaca lechera en lactacion, especialmente los desplazamientos de
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abomaso y en menor grado las cesareas. Para estos casos, en Espafia los antibioticos
mas utilizados fueron betalactamicos (45,3 %), aminoglucésidos (40 %), tetraciclinas

(9,6 %), quinolonas (3,7 %) y sulfamidas (0,4 %).

11.3.4. Efectos adversos de la presencia de ATBs en la leche

Los residuos de antimicrobianos en la leche ocasionan inconvenientes en los
procesos industriales fermentativos (quesos y yogurt), en la salud de los consumidores
(alergias y disbacteriosis digestiva) y en el medio ambiente; generando altos costos que

los diferentes integrantes de la cadena productiva deben afrontar.

11.3.4.1. Problemas en los procesos industriales

En la industria lactea, la leche cruda de vaca se utiliza para la fabricacion de
leches de consumo en formas: pasteurizada, UHT, en polvo, concentrada, esterilizada,
evaporada y condensada. Ademas, se emplea especialmente para la elaboraciéon de
productos lacteos fermentados como yogurt y quesos, entre otros (Berruga et al., 2007,
Packham et al., 2001).

Desde el punto de vista tecnologico, la presencia de ATBs en leche destinada a
la fabricacion de los productos fermentados puede resultar perjudicial, puesto que
muchos de los procesos bacterianos se relentecen o incluso se inhiben completamente,
dando como resultado importantes pérdidas econdmicas (Adetunji, 2011). En efecto, los
productos fermentados utilizan bacterias, que son sensibles a los antibidticos,

provocandoles cambios morfoldgicos y situaciones donde los cultivos iniciadores se
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reemplazan por microorganismos indeseables, provocando la inutilizacion del producto,
0 un producto peligroso para su consumo humano (Packham et al., 2001).

A su vez, la presencia de inhibidores repercute sobre la acidez y produce una
mayor dificultad en el cuajado, obteniendose quesos de menor calidad ya que el proceso
de maduracion se veria dificultado (Packham et al., 2001; Adetunji, 2011). Ademas,
cuando la leche que contiene residuos de ATBs se utiliza para la elaboracion de quesos,
pueden originarse defectos de sabor, textura y mal desarrollo (Goursand, 1991;
Adetunji, 2011).

Dentro de la industria lactea Streptococus thermophilus (ST) y Lactobacillus
bulgaricus (LB) son microorganismos Utiles que se emplean ampliamente para la
fabricacion de yogures y ciertos tipos de quesos. EI ST es importante como productor de
acido, mientras que la mezcla ST-LB es necesaria para la obtencion de una
fermentacion conveniente. Este equilibrio puede verse afectado por una temperatura de
incubacion no adecuada, la contaminacion de bacterias y la presencia de inhibidores
naturales o artificiales, tales como los antibidticos (Lozano y Arias, 2008). El desarrollo
del ST en la fabricacion de yogurt se dificulta con la presencia de concentraciones de
500-5.000 ppb de estreptomicina, 50-100 ppb de clorafenicol, 6 1-10 ppb de tetraciclina
(Del Prado, 1997).

Moretain (1996) observé que la elaboracién de quesos se ve afectada por
pequefias concentraciones de antibioticos, debido a la modificacion de su calidad. En el
queso Edan, pequefias concentraciones crecientes de penicilinas (0,005 Ul/ml a 0,01
Ul/ml) generan texturas irregulares y sabor amargo. Ademas, la leche conteniendo 1

Ul/ml de espiramicina produce sabor a &cido butirico, acompafiado de una fuerte
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alteracion en el gusto y distribucion irregular de los ojos en el proceso de elaboracién
del queso Emmenthal (Mayra- Makinen, 1995).

Por su parte, los residuos de tetraciclinas en la leche pueden dar lugar a pérdidas
econdmicas, puesto que inhiben los cultivos iniciadores de la fermentacién y producen
modificaciones de las caracteristicas organolépticas de los productos como queso y
yogurt (Perreten y Teuber, 1995; Packham et al., 2001).

Por otra parte, la presencia de residuos de antibioticos en la leche sometida a un
control de calidad bacteriolégico, puede dar resultados erréneos, al enmascararse la
presencia de gérmenes patogenos por el efecto inhibitorio de dichos residuos (Moretain,

1996).

11.3.4.2. Problemas econdmicos

Desde el punto de vista econdmico, la incidencia negativa originada por los
antimicrobianos es muy significativa; ya que tan solo 10 litros de leche provenientes de
una vaca tratada con penicilina pueden contaminar el contenido de un camién cisterna
10.000 litros de leche y los grandes silos de almacenamiento de una industria lactea de
aproximadamente 200.000 litros (Brouillet, 1994).

Se debe tener en cuenta ademas, que la presencia de residuos afecta también al
propio tambero o productor, quién debe afrontar en forma responsable una penalizacion
en el precio por parte de la industria lactea. En efecto, un tambero que entrega leche y
contamina un camién cisterna es penalizado, en algunos casos, por la totalidad del

contenido del camion, llegando inclusive a afrontar los costos econdmicos de la
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produccién de leche entregada por los otros tambos que completan el volumen de la
cisterna contaminada.

Ademas, las autoridades sanitarias prohiben la comercializacion de la leche con
residuos de ATBs, y la califican como “no apta para consumo humano” (ley N° 18.284)
debiendo ser decomisada cuando se verifique segun el analisis correspondiente, la
presencia de residuos antimicrobianos en cantidades superiores a los maximos indicados
en el articulo 556 del CAA.

En Argentina, la leche producida se encuentra afectada a un plan de muestreo y
analisis de contaminantes que lleva a cabo SENASA bajo el nombre de Plan de control
de Residuos e higiene en los Alimentos (CREHA) por el cual se monitorea la calidad de

la leche cruda que ingresa a las plantas transformadoras.

11.3.4.3. Problemas medioambientales

Se debe considerar que una cantidad importante de los ATBs recibidos
originalmente por los animales no se metabolizan y se eliminan por leche, orina y/o
heces (Kemper, 2008) pudiendo llegar a contaminar la capa superior del suelo, donde
se pueden acumular o bien pueden filtrarse a las aguas subterraneas (Martinez-Carballo
et al., 2007). Ademas, la estructura quimica de los ATBs determina una mayor 0 menor
estabilidad en el medio ambiente de estas sustancias. Por ejemplo, el carécter
policationico de los aminoglucoésidos, les permite ser muy solubles en agua y altamente
estable en el medio ambiente (Mella et al., 2004). Asimismo, se han encontrado

residuos de macrolidos, tetraciclinas, sulfonamidas, lincosamidas, trimetoprim,
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fluoroquinolonas y en escasas ocasiones betalactdmicos, en las aguas superficiales y
efluentes de las plantas de tratamiento de aguas residuales (Blackwell et al., 2007).

Por lo general, no se espera encontrar residuos de antibidticos betalactamicos
(penicilinas y cefalosporinas) y tetraciclinas en el medio acuatico, debido a la féacil
hidrolisis de las penicilinas y la precipitacion de las tetraciclinas. Las tetraciclinas no se
han detectado, debido a su fuerte absorcién a la materia organica, sin embargo Kemper
(2008) aisld bacterias resistentes a la tetraciclina en aguas de lagunas y aguas
subterraneas que subyacen a dos centros de produccion porcina que utilizan tetraciclinas
para el tratamiento de las enfermedades de los cerdos.

Segun un estudio realizado por Blackwell et al. (2007) la oxitetraciclina presento
bajo riesgo de contaminacion del suelos y las aguas superficiales, pero un elevado
potencial de persistencia en el suelo; mientras que, las sulfamidas mostraron un riesgo
moderado de contaminacion de las aguas subterrdneas o superficiales, con poco

potencial para acumularse en los suelos.

11.3.4.4. Problemas sobre la salud del consumidor

La presencia de ATBs en los productos destinados al consumo, puede ocasionar
diversos problemas; ya que algunas de estas sustancias no se destruyen con los
tratamientos térmicos aplicados en la industria tales como en la pasteurizaciéon y la
esterilizacion (Zorraquino et al., 2008a,b, 2009, 2011, Roca et al. 2010, 2011, 2013,
Adetunji, 2011), por lo que pueden llegar al consumidor ain después de haber sido
sometidas a dichos tratamientos. En particular, se ha comprobado que algunas de las

sustancias farmacoldgicas presentes en la leche, tales como las quinolonas resisten las
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altas temperaturas (Zorraquino et al., 2005, Roca et al., 2010), esto intensifica la
importancia del problema de la presencia en la leche de estas sustancias, para la salud
publica (Packham et al., 2001; Berruga et al., 2007; Bradley y Green, 2009).

Por su parte, segun Lyn et. al. (1992), los antibioticos betalactdmicos pueden
ocasionar inconvenientes, tales como reacciones de hipersensibilidad (exantemas,
edemas, hemolisis, hemocitopenias y excepcionalmente accidentes graves como el
shock anafilactico. Estos cuadros clinicos pueden presentarse con frecuencias
comprendidas entre el 5% y el 10% de la poblacion, que es extremadamente sensible a
dosis de 1 pg/l de penicilina u otros betalactamicos (Khaskheli et al., 2008). Ademas, se
ha sefialado hipersensibilidad cruzada entre los betalactamicos. Como por ejemplo el
caso de penicilinas con carbapenemas y penicilinas con cefalosporinas (Marin y Gudiol,
2003).

Debido a su baja toxicidad, los macrélidos (eritromicina y oleandomicina) se
utilizan con mucha frecuencia en formulaciones veterinarias, y sus residuos suelen
encontrarse en carne, higado, rifion, leche y huevos (Edder et al., 2002),
incrementandose el riesgo potencial para la salud de los consumidores, ya que pueden
producir reacciones alérgicas y sensibilidad (Horie, 1995; Wang y Leung, 2007).
Ademas, estos antibioticos pueden desarrollar antibioresistencia. En efecto, el uso
masivo de macroélidos fue la principal causa de diseminacion de resistencia entre
agentes causales de infecciones tales como Staphylococcus spp. y miembros de la
familia Enterobacteriaceae (Mulazimoglu et al., 2005).

En cuanto a los aminoglucosidos, debido a su alta solubilidad y su reducido

transporte a la glandula mamaria, se eliminan en forma limitada por leche cuando se
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administran en forma parenteral, sin embargo cuando se administran en forma
intramamaria se pueden encontrar altas concentraciones en la leche (Gilbert, 2000).
Dentro de los efectos adversos de estas sustancias se destacan las lesiones toxicas en los
oidos (ototoxicidad) y en los rifiones (nefrotoxicidad) segun Sarmah et al. (2006).

Entre las lincosamidas utilizadas para el tratamiento de mastitis clinicas y
subclinicas del ganado bovino, ovino y caprino se destacan lincomicina y pirlimicina
(Brugueras y Garcia, 1998). Cuando estos antibidticos se administran por via
intramuscular, alcanzan elevada concentracién hematica a los diez minutos luego a la
inyeccidn. Se eliminan por via biliar, aunque también lo hacen por rifién, materia fecal y
leche (Ruiz y Moreno, 2005; Rubio y Boggio, 2009). En los consumidores podrian
provocar perturbaciones pasajeras en la flora intestinal (Khan et al., 2000).

Con respecto a las quinolonas, cabe destacar que Acar y Goldstein (1997) y
Stein y Havlichek (1998) han reportado numerosos casos de resistencias a estas
moléculas, tanto por parte de bacterias gram positivas (Staphylococcus aureus) como
gram negativas (Pseudomona aeruginosa). Estos autores la atribuyen a las alteraciones
en los estados enzimaticos de las quinolonas (ADN girasa), la disminucién de la
permeabilidad de la membrana externa o al desarrollo de mecanismos de eflujo. Debido
a gue numMerosos microorganismos son resistentes a estas moléculas, resulta importante
controlar la presencia de residuos de quinolonas en la leche para evitar su llegada al
consumidor.

Se ha reportado que aproximadamente el 5% de pacientes humanos tratados con
las sulfamidas, desarrollaron efectos indeseados como reacciones alérgicas o toxicas

(Montanaro et al., 1998), trastornos gastrointestinales y reacciones hematoldgicas
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(Adams, 2003). Entre los problemas que pueden ocasionar los residuos de sulfamidas

sobre la salud del consumidor, se destaca su potencial actividad carcinogeénica, de gran

importancia en la seguridad alimentaria. A modo de ejemplo, Littlefield (1990) destaca
la actividad carcinogénica de algunos residuos de sulfamidas (sulfametazina) en leche.

Por dltimo, los residuos de tetraciclinas al igual que otros antibidticos, pueden

causar dificultades asociadas con sintomas de alergia y el desarrollo de resistencia de

los microorganismos en los seres humanos (McManus, 1997; Demoly y Romano,

2005). Ademas, los residuos de ATBs podrian provocar perturbaciones pasajeras en la

flora intestinal del consumidor (Khan et al., 2000) y pueden ser la causa de colonizacién

intestinal de bacterias patdgenas u oportunistas (Giraffa, 2004).

11.3.5. Aspectos legales sobre los residuos de ATBs en la leche a nivel mundial

Se entiende por residuos de medicamentos veterinarios a “todas las sustancias
farmacoldgicas activas, ya sean principios activos, excipientes o productos de
degradacion, y sus metabolitos que permanezcan en los productos alimenticios
obtenidos a partir de animales a los que se les hubiere administrado el medicamento
veterinario de que se trate”.

Para proteger a la salud de los consumidores de estos residuos de medicamentos
indeseables en los alimentos, se han establecido los Limites Mé&ximos de Residuos
(LMRs) para todos aquellos alimentos de origen animal, incluyendo carne, pescado,
leche, huevos y miel. Estos LMRs se basan en el tipo y cantidad de residuo que se
consideran que no constituyen ningun riesgo toxicologico para la salud humana, tal y

como expresa la dosis diaria admisible (DDA).
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Por ello, se define al Limite Maximo de Residuo (LMR) de Medicamentos
Veterinarios (RMV) como: “el contenido maximo (concentracion) de residuos
resultante de la utilizacion de un medicamento veterinario (expresado en mg/kg o g/kg
sobre la base del peso en fresco) autorizada en la CEE o reconocida como admisible en
un producto alimenticio”.

Para controlar la presencia de residuos de medicamentos en los alimentos, las
diferentes legislaciones, como Codex Alimentarius, Union Europea y Cadigo
Alimentario Argentino han establecido los Limites Maximos de Residuos (LMRs). Asi,
en la Unidn Europea, el Grupo de trabajo de Seguridad de Residuos del Comité de
Medicamentos Veterinarios (CVMP, del inglés Committee for Veterinary Medicinal
Products) fijé los LMRs para diferentes productos alimenticios.

Estos limites estan legislados por la Comisién Reguladora de la CEE (CEE
37/2010). EI Tabla 11.8 muestra los LMRs establecidos por el Codex Alimentarius, la
Union Europea y niveles de tolerancia en USA para diferentes antimicrobianos en leche.

Para los paises miembros de la CEE, mediante la Directiva CEE/82/2001 se crea
un Comité de medicamentos veterinarios que facilita la adopcion por parte de los
Estados miembros de decisiones comunes sobre autorizacion de medicamentos
veterinarios basandose en los criterios cientificos de calidad, seguridad y eficacia, y

conseguir asi la libre circulacién de medicamentos veterinarios en la UE.
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Tabla 11.8. Limites maximos de residuos (LMRs) establecidos por el Codex
Alimentarius, Union Europea y tolerancia en USA de antimicrobianos en leche

Sustancia LMR Codex' LMRs EU? SL/Tolerance USA’
p-lactamicos
Penicilina (Benzil-G) 4 4 5
Ampicilina 4 10
Amoxicilina 4 10
Cloxacilina 30 10
Dicloxacilina 30
Oxacilina 30
Nafcilina 30
Ceftiofur® 100 100 50
Cefapirina 60 20
Cefazolina 50
Cefquinoma 20
Penetamato 4
Acido Clavulanico 200
Tetraciclinas
Clortetraciclina 100 300
Oxitetraciclina 100 100 300
Tretraciclina 100 300
Sulfonamidas (todas) 100
Sulfadimidina 25 100 10
Sulfadimetoxina 100 10
Sulfameracina 100 10
Sulfatiazol 100 10
Sulfadiazina 100 10
Macrdlidos
Eritromicina 40 50
Espiramicina 200 200
Tilmicosina 50
Tilosina 50 50
Aminoglucosidos
Gentamicina 100 30
Neomicina 500 1500 150
Espectinomicina 200
DH/Estreptomicina 200 200 125
Quinolonas
Enrofloxacina 100
Flumequine 50
Marbofloxacina 75
Varios
Baquiloprim 30
Cloranfenicol 0 0
Celestina 50
Dapsona 0
Novobiocina 50 100
Rifaximina 60
Trimetoprim 50

Unidades: pg/Kg. 'Codex Alimentarius (http:/appsl.fao.org/servlet/org.fao.waicent.codex.VetDrugServlet) 30 Marzo 2007;
?Reglamento 2377/90 y sucesivos reglamentos modificadores. Enero 2009; *Code of Federal Regulation (CFR) 21 Part 556 (M-I-
05-5) 27 Setiembre Junio 2005: Safe level y/o Tolerance (FDA, 2003).
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En nuestro pais, segun el articulo 556, Capitulo VIII del Cédigo Alimentario
Argentino (CAA), se considera leche no apta para ser consumida como tal o para ser
destinada a la elaboracion de leches y productos lacteos, a aquella leche que verifique la
presencia de residuos tales como antimicrobianos, antiparasitarios, sustancias quimicas,

pesticidas, sustancias toxicas y/o contaminantes.

11.3.5.1. Reglamentacion en Argentina

En Argentina, por medio del DECRETO 815/1999 del Poder Ejecutivo
Nacional, se establece el Sistema Nacional de Control de Alimentos (SNCA) con el
objetivo de asegurar el cumplimiento del Codigo Alimentario Argentino (CAA), que es
la norma fundamental del SNCA y que integra a la Comision Nacional de Alimentos
(CONAL), al Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria (SENASA) y a
la Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica
(ANMAT).

La calidad de alimentos estd regulada por el Codigo Alimentario Argentino
(CAA), ampliado con normas del MERCOSUR y del CODEX, a través de sus articulos
555, 556, 556 bis del Capitulo VIII. En el articulo 556 del CAA, se describen los
valores de Limites Maximos de Residuos (LMRs) de antibidticos (Tabla 11.8) que
puede estar presente en la leche. Dichos valores fueron aprobados por la Comision del
Codex Alimentario en su décimo séptimo periodo de sesion.

El SENASA, por medio de la Resolucién N° 256/2003, adoptdé los LMRs

establecidos por el CODEX (CODEX, 1996, 2007), aunque se debe destacar que, en
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caso de realizar exportaciones a USA o paises miembros de la Unién Europea, los
limites de residuos estaran condicionados a las reglamentaciones de cada pais.

El plan CREHA (Plan Nacional de Control de Residuos e Higiene en Alimentos)
en Argentina, persigue como objetivo preservar los productos de la alimentacion
humana segln lo establecido en el Cap. IX del Dec. 4238/68 - Resolucion 290. Este
plan prioriza los residuos quimicos, aditivos, toxinas y microorganismos que se
controlaran mediante un programa anual. Ademas determina aquellos que constituyen
un mayor riesgo para la salud publica, cumpliendo de esta manera con las exigencias y
los Limites Maximos Admitidos, segun las legislaciones y normas nacionales e
internacionales vigentes.

Por su parte, SENASA exige analisis para la deteccion de antibioticos,
tetraciclinas, cloranfenicol, sulfonamidas, ivermectina, albendazol, plomo, cadmio,
arsenico, mercurio, aflatoxinas, clorados y fosforados. Los muestreos se deben realizar
cada dos meses, 0 bien 1 0 2 veces al afio, segun la cantidad de litros anuales que se
procesen (nivel de produccion I, 11, 11). Los resultados deben ser inferiores a los LMRs
que establece el CODEX y los métodos analiticos recomendados para analizar las
muestras de leche son la cromatografia en capa fina, HPLC, electroforesis, ELISA,
bioensayos, métodos microbioldgicos, entre otros (SENASA, 1999, 2000, 2001, 2003).
Dentro de las metodologias analiticas de screening para la deteccion de antimicrobianos
en leche, se autoriza el uso de métodos de tipo microbioldgicos, inmunoenzimaticos,

colorimétricos o de receptor microbiano (CAA, 2011).
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11.3.6. Métodos utilizados para la deteccion de antibioticos en la leche

Los primeros métodos utilizados para la deteccion de residuos de antibioticos en
la leche se empezaron a difundir a mediados del siglo XX y detectaban
fundamentalmente la accion inhibidora como un efecto de la presencia de
antimicrobianos (naturales o artificiales) en la leche. Por ello, se los conoce como
métodos de inhibicién microbioldgica (Bishop y White, 1984).

Desde entonces, las diferentes casas fabricantes han mejorado las propiedades de
estos métodos, tales como: rapidez de la respuesta, exactitud, sencillez, fecha de
caducidad, especificidad y capacidades de deteccion para una mayor numero de
moléculas de antibidticos.

No obstante, hasta el momento no se dispone de métodos que permitan detectar
la totalidad de los antimicrobianos utilizados a niveles equivalentes a los
correspondientes LMRs, por ello, algunos autores proponen el empleo de dos 0 més
bacteria-test para lograr una deteccion mas amplia de moléculas antimicrobianas (Nagel
etal., 2011b).

Actualmente, la Decision 2002/657/CE clasifica a los métodos analiticos
utilizados para la deteccién de xenobioticos en dos grupos: los métodos cualitativos
(microbioldgicos, enzimaticos, receptores proteicos, etc.) y cuantitativos (cromatografia
MS-MS-HPLC, DAD-HPLC, UV-HPLC, etc.). A su vez, esta Decision, clasifica a los
métodos de deteccion en dos categorias: métodos de screening o cribado y métodos de
confirmacion.

Los primeros cumplen la funcion de detectar la simple “presencia” o “ausencia”

de moléculas o grupos de moléculas a niveles proximos a los LMRs, mientras que los
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métodos de confirmacion proporcionan una informacion que permite identificar y
cuantificar de manera inequivoca la sustancia especifica a nivel de interés.

Para el caso concreto de la leche, los métodos de cribado utilizados en forma
més frecuente son los métodos microbioldgicos (Delvotest®, BRT® AiM, Charm® Blue-
Yellow, Eclipse® 100 ov), enzimaticos (Penzym®) y de receptores proteicos (SNAP®
Combo, Twinsensor®, ROSA Charm®, etc.).

Los principios de funcionamiento de los métodos microbiologicos se basan en la
inhibicidn del crecimiento de un microorganismo especifico (microorganismo de prueba
0 bacteria-test) utilizada como sensor bioldgico para la deteccion de estos inhibidores
en un medio de cultivo agarizado adecuado que contiene ademas una fuente rica en
hidratos de carbono, sustancias mejoradoras de la sensibilidad (como trimetoprim,
cloranfenicol, etc.) e indicadores de pH (o redox) de manera que el resultado se puede
interpretar visualmente mediante el cambio en la coloracion (Pikemaat et al., 2009).

Entre las propiedades mas relevantes de estos métodos, se destaca el limite de
deteccidn, o la capacidad de deteccion (CCP) para cada molécula y se define, segin la
Directiva 2002/657/CE, como “el contenido minimo de la sustancia que puede ser
detectado, identificado o cuantificado en una muestra, con una probabilidad de error p.
En el caso de sustancias para las que no se ha establecido un limite permitido, la
capacidad de deteccion es la concentracién minima en la que un método puede detectar
muestras realmente contaminadas con una certeza estadistica de 1 — 5. En el caso de
sustancias para las que se ha establecido un limite permitido, la capacidad de
deteccién es la concentracion en la que un método puede detectar limites de

concentracion permitidos con una certeza estadistica de 1 — 5.
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Por ello, en la Tabla 11.9 se resumen los limites de deteccion de algunos de los
métodos de inhibicién microbioldgica disponibles en el mercado.

Segun se aprecia en dicha Tabla, los diferentes métodos microbioldgicos
presentan limites de deteccion de los antibioticos betalactdmicos cercanos a sus
respestivos LMRs, debido a que Geobacillus stearothermophilus posee muy buena
sensibilidad para este grupo de antimicrobianos. Sin embargo, los limites de deteccién
para las tetraciclinas son superiores a los LMRs, a excepcién del Bieonsayo ResScreen
BT que contiene cloranfenicol en el medio de cultivo (Nagel et al., 2011b). Para las
sulfamidas, la mayoria de los test han ajustado los limites de deteccién al LMR (100
pg/l) mediante la incorporacién de trimetoprim.

Para otros agentes antimicrobianos, los niveles de deteccion de eritromicina,
tilosina, tilmicosina y neomicina son proximos a sus LMRs, mientras que los residuos
de quinolonas no llegan a ser detectados por estos métodos puesto que Geobacillus
stearothermophilus no es sensible a esta familia de antibidticos.

El método microbiolégico ResScreen® presenta limites de deteccion similares a
los LMRs en las familias de antibidticos betalactamicas, tetraciclinas y sulfamidas. A su
vez, al ser un método de fabricacion Argentina, facilita la accesibilidad del mismo
(Nagel et al., 20011a, 2012a, 2012b).

A continuacion, se muestra un relevamiento de la deteccion de la presencia de
inhibidores en la leche determinados en diferentes paises del mundo empleando
distintos métodos microbioldgicos de similares caracteristicas a los detallados

anteriormente.
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Tabla 11.9. Limites de deteccion (ug/kg) de diferentes métodos de inhibicion

microbioldgica

Delvotest Charm ResScreen

Antibidtico LMR SeP\iON?I'S BRT  Eclipse  Blue- 5T BS
MRL Yellow

Betalactamicos
Benzilpenicilina 4 1-2 1,5-2 4 3-4 3 3
Ampicilina 4 4 2-3 5 5 7 4
Amoxicilina 4 2-3 2-3 5 5-6 8 5
Oxacilina 30 10 5-10 25 - 17 16
Cloxacilina 30 20 10-20 40 30-50 42 40
Dicloxacilina 30 10 5-10 - - - -
Nafcilina 30 - 5-10 - - - -
Cefapirina 60 4-6 4-5 8 10 - -
Ceftiofur 100 25-50 50-100 - 50-100 105 115
Cefoperazona 50 - 20-30 - - 62 94
Cefalexina 100 - 100-200 75 - 99 160
Cefalonio 20 - 10-15 - - - -
Cefazolina 50 - 10-25 - - - -
Cefquinoma 20 - 80-100 - - - -
Cefacetrilo 125 - - - - - -
Tetraciclinas
Tetraciclina 100 250-500  100-200 150 - 158 720
Oxitetraciclina 100 250-500  250-500 150 300 150 850
Clortetraciclina 100 - - - - 275 3600
Sulfamidas
Sulfametazina 100 25-100 100-300 200 - 30000 610
Sulfadimetoxina 100 - 100 - 50 12000 260
Sulfatiazol 100 - 100 75 - 13000 100
Sulfadiacina 100 25-50 100 - - 49000 164
Macrélidos
Eritromicina 40 40-80 40-60 300 - 210 190
Espiramicina 200 400-600  200-400 1000 - 3400 2600
Tilmicosina 50 - - - - - -
Tilosina 50 30 25-50 80 75-100 74 50
Aminoglucdésidos
Gentamicina 100 50 100-200 500 300-400 320 530
Neomicina 1500 100-200 500-750 1500 - 600 1200
Kanamicina 150 - - 6000 - 5600 6200
DH/Estreptomicina 200 - 400-600 2500 - 2300 3600
Quinolonas
Enrofloxacina 100 - - - - 2000 2300
Flumequina 50 - - - - - -

Fuente: Nagel, et al. 2011b
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11.3.7. Frecuencia de la presencia de inhibidores y antibidticos en la leche

La aplicacién de tratamientos farmacoldgicos, segun la composicion intrinseca
del farmaco, excipiente, dosis y via de administracion; generan residuos (sustancia
original y/o metabolitos) que son excretados a través de los fluidos o secreciones
corporales como la orina y la leche (Pascal Sanders, 2005; Sawant et al., 2005), o
acumulados en tejidos (Kang’ethe et al., 2005; Adesiyun et al., 2007). Dichos residuos
pueden persistir durante un mayor o menor tiempo, tanto en los animales tratados como
en los productos elaborados (Debackere, 1995; Pascal Sanders, 2005).

El origen de la contaminacion de la leche cruda con residuos de medicamentos
veterinarios, especialmente con ATBs, tiene lugar en el establecimiento agropecuario,
como consecuencia de los tratamientos terapéuticos veterinarios que se aplican a las
vacas lecheras en lactacion o en el periodo de secano y del incumplimiento de los
periodos de seguridad de los medicamentos recomendados por las casa fabricantes.
Dichos residuos aparecen en la leche con mayor frecuencia si se los compara con otros
tipos de xenobioticos (Zwald et al., 2004).

Para el ganado productor de leche, se utilizan principalmente tratamientos
curativos aplicados a los animales que padecen infecciones microbianas en la ubre, o
bien tratamientos de tipo preventivos que se realizan en el momento del secado, para
evitar la aparicion de dichas patologias en la lactacién siguiente (Van Eenennaam et al.,
1993; Sawant et al., 2005; Adesiyun et al., 2007). Dichos tratamientos son aplicados
por via intramamaria, por ser el tejido secretor de la glandula mamaria el objetivo de
accion de las sustancias antiinfecciosas que contienen normalmente un antibiético. Con

los tratamientos intramamarios a la vez que se consigue una mayor eficacia terapéutica
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por su accion local, también se produce una mayor excrecion del antibiético en la leche,
siendo esta via de administracion la que origina residuos con mayor frecuencia (Zwald
et al., 2004; Adesiyun et al., 2007).

En Tabla 11.10 se muestran las incidencias de residuos de antibioticos en leche
bovina en diferentes paises de Europa y América, llevados a cabo entre los afios 1960 y
2010, junto a sus respectivas referencias bibliograficas.

La incidencia de residuos de antibioticos en la leche ha disminuido en los
ultimos afios, debido fundamentalmente a la implementacion de las buenas préacticas
ganaderas y a un mayor control mediante el uso de métodos de cribado (Zorraquino et
al., 2007).

En dicha tabla se aprecia que hace 40 afios la presencia de antibidticos en leche
se ubicaba alrededor del 11 % de las muestras analizadas en el Reino Unido, mientras
que estas cifras se han reducido significativamente a valores cercanos al 0, 4 % desde
1985 (Booth y Harding, 1986). Estos resultados son similares a los sefialados en Estados
Unidos con frecuencias que disminuyeron desde el 5,2 % y un 6 % (1960) hasta un
0,04% (2004).

En lugares como Kenia y el Caribe, los niveles de residuos de antibidticos son
elevados debido a que todavia no existe una legislacion que regularice su control

(Baynes et al., 1999; Shitandi y Sternejo, 2004).
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Tabla 11.10. Evolucion de la presencia de antibidticos en leche en diferentes paises

Lugar Periodo Incidencia Referencia
Europa
Alemania 1993 2,8% Suhren y Heeschen (1994)
1998/02  0,23-0,31%  Suhren y Walte (2003)
Bavaria 2005 0,04% Kress et. al. (2007)
Bélgica 2003 0,11% FAVV (2003) (a)
Eslovaquia 2012 0,087 % Zajac et. al. (2012)
Esparfia 1977 32,62 % Pozo Lora, et. al. (1977)
Andalucia 2000 0,18% Sanchez et. al. (2001) (a)
Holanda 2004 0,04% MCS (2004) (a)
Italia ( Brescia) 2001 0,34% Ghidini et. al. (2003)
Portugal ( Lisboa*) 1996 44% Marques-Fontes et. al. (1996) (a)
Reino Unido 1960 5% Seymour et. al. (1988)
1961 11,1% Booth y Harding (1986)
1984/85  0,4% Booth y Harding (1986)
Suecia 1996 1,8 % Mellgren et. al., (1996)
Turguia 2003/04  1.25% Kaya y Filazi (2010)
América
Barbados 1999 8 % Baynes et. al. (1999); Faria Reyes, (2002)
Brasil 2005/06  41,3% Bando et al. (2009)
2009 0% Oliveiraetal. (2011)
Caribe 1999 8-15% Baynes et. al. (1999)
Costa Rica 1999 0% Baynes et. al. (1999); Faria Reyes, (2002)
Cuba 1986 17,5% Pozo, E. et. al. (1986)
1987 36,11% Pozo, E. et. al. (1987)
USA 1952 7% Kosikowsky et al, (1952)
1960 5,2-6% Albright et.al.(1961); Seymour et.al.(1988)
Virginia 1975 7-15% Jones y Seymour (1988)
1988 0,06-0,2% Jones y Seymour (1988)
1994 0,05-0,06%  Sischo (1997); Saville et. al. (2000)
1995 0,1% Anderson et. al. (1998); Dalton (2006)
Wisconsin 1997 0,1% Saville et. al. (2000)
New York 1995/98  0,03% Ruegg y Tabone (2000)
1999/00  0,039% Van Schaik et. al. (2002)
2003 0,053% FDA (2003) (a)
2004 0,044% Dalton (2006)
Jamaica 1999 10 % Baynes (1999); Faria Reyes, (2002)
México 1986 90,4 % Camacho Diaz et. al. (2010)
Jalisco 1999 12 % Camacho Diaz et. al. (2010)
2005 51,2 % Camacho Diaz et. al. (2010)
Jalisco 2009 9,8 % Noa-Lima et. al. (2009)
T. Caliente 2010 18,60 % Camacho Diaz et. al. (2010)
Per(* 1988 25,75% Camacho Diaz et. al. (2010)
2002 20,83 % Llanos Cortesana (2002)
2007 16,1 % Ortiz et al. (2008)
Venezuela 1994 20,34 % Rivero et. al. (1994)
2002 23 % Faria Reyes, (2002)

(a) Fuente: Zorraquino Lozano; 2007 * leches comerciales analizada.
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La informacion sobre la clasificacion de los inhibidores en leche es limitada, sin
embargo, algunos de los trabajos incluidos en la Tabla 11.10, sefialan que un alto
porcentaje de los residuos corresponden a sustancias del grupo de los betalactamicos
(Zorraquino et al. 2007; Kress et al., 2007). Hecho que es bastante razonable si se
considera que, a pesar de ser los antibidticos mas antiguos, estos ATBs contindan
siendo el grupo mas utilizado para el tratamiento de la mastitis, ademas de disponerse
de una mayor cantidad de preparaciones comerciales (Kress et al., 2007). También se
debe tener en cuenta que la mayoria de los métodos de screening detectan moléculas
pertenecientes a esta familia, entre los cuales se destacan los métodos microbioldgicos
que utilizan Geobacillus stearothermohilus, con elevada sensibilidad para
betalactamicos (Linage et al., 2007; Montero et al., 2005; Althaus et al., 2009).

Los preparados farmacologicos para tratar las mastitis utilizan combinacion de
diferentes antibioticos, aumentando la frecuencia de muestras con residuos de varios
tipos de ATBs (Sawant et al., 2005). Asi, Ortiz et al. (2008) encontraron un 16,1% de
residuos de abtibidticos en leche en camiones cisternas de Arequipa (Peru), la cual
estaba constituida por 34,3 % de betalactdmicos, 54,5% de una combinacion de
betalactamicos y tetraciclina, 7,1% de tetraciclinas y 4,1% de otros antibiéticos. El
elevado porcentaje de residuos de betalactdmicos (88,8%) tiene relacién con el uso
continuo, y muchas veces excesivo, de estas sustancias en la ganaderia lechera, que ha
ido incrementando la incidencia de cepas de bacterias resistentes (Mathew et al., 2007,
Ortiz et al., 2008), propiciando la utilizacion de otros antibidticos, principalmente las

tetraciclinas (Sawant et al., 2005; Ortiz et al., 2008).

49



Henzenn, Hilda Inés -2013 -

Revision Bibliogréfica
Por ultimo, un estudio realizado por Bando et al. (2009) se analizaron 151
muestras de leche pasteurizada comercializadas en el Estado de Parana (Brasil),
encontrandose cuarenta y nueve (41,3 %) con residuos de antibidticos. Del total de
muestras positivas el 83,7% de los casos positivos pertenecen a residuos de
tetraciclinas, seguidas de un 10,2% de betalactamicos. Guerrero et al. (2009), en un
estudio llevado a cabo en Callao (Pert), detectaron residuos de antibidticos
betalactamicos en el 40% del total de las muestras de leche cruda analizadas.
Se debe destacar que en Argentina y concretamente en la cuenca centro
santafesina productora de leche, practicamente no se han encontrado estudios de
relevamiento de inhibidores en la leche, asi como tampoco andlisis de la naturaleza de

estos residuos.
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I11. OBJETIVOS

La presente Tesis persigue como objetivo general evaluar la presencia de
residuos de antibidticos en la leche de los pequefios tambos de la region centro de Santa

Fe. Para su logro, se han previsto los siguientes objetivos especificos:

- Determinar la frecuencia de aparicion de residuos de antibidticos en
muestras de leche de estos pequefios tambos e identificar su naturaleza
(betalactdmicos, tetraciclinas o sulfamidas) empleando el bioensayo

ResScreen® BT y BS

- Llevar a cabo un estudio de tipo longitudinal, que permita identificar
aquellos periodos del afio donde se incrementa la frecuencia de resultados
positivos y utilizar esta informacion para implementar futuros planes de

control y prevencion de residuos de ATBs en la leche.

- Evaluar el efecto de variables asociadas con la calidad higiénico-sanitaria,
tales como los recuentos de células somaticas y los recuentos de gérmenes,
sobre la presencia de resultados positivos a fin de poder utilizar dicha
informacion, como un instrumento para prevenir y disminuir estos

resultados.

- Evaluar el efecto de variables asociadas con los factores ambientales, tales
como la temperatura ambiente y las precipitaciones, sobre la presencia de

estos resultados positivos a los test de inhibicion microbiologica.
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IV. MATERIALES Y METODOS

IV.1. Relevamiento de la presencia de residuos de ATBs en pequefios tambos de la
zona centro de Santa Fe

Para la realizacion del presente estudio se llevé a cabo un enfoque metodoldgico de tipo
longitudinal, observacional y descriptivo durante el afio 2010. Para ello se analizaron
muestras de leche de tanque procedentes de tambos que entregan leche a las pequefias
empresas lacteas de la region centro de Santa Fe que efectGan sus controles de
composicion quimica en forma periddica en el laboratorio lactolégico LaRSA
(Laboratorio Regional de Servicios Analiticos) dependiente de ALECOL (Asociacion

del Litoral de Entidades de Control Lechero).

IV.1.1. Toma de las muestras de leche

Para la toma de muestra se siguieron los procedimientos de rutina establecidos
por el laboratorio LaRSA dependiente de ALECOL. Para ello, las muestras de leche se
obtuvieron en forma individual de cada tambo, luego de verificar que el equipo agitador
del tanque haya estado encendido al menos por 15 minutos antes del muestreo. Las
alicuotas de leche (40 ml) se transportaron al laboratorio en forma refrigeradas, a una
temperatura comprendida entre 0 y 4 °C en conservadoras conteniendo refrigerantes
congelados. Estas muestras fueron obtenidas sin la adicion de conservantes para evitar
que los inhibidores puedan interferir con las respuesta de los métodos microbioldgicos,

evitando de este modo la posible aparicion de resultados “falsos positivos”.
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La distribucion de frecuencias de muestras analizadas se presenta en Figura V.1.
Las frecuencias mensuales de muestras de leche estuvieron comprendidas entre 170 y
380, correspondiente a los meses de marzo y diciembre, respectivamente. En total se

analizaron 3300 muestras de leche.

540
8
2
2
2 360
]
(]
Q
]
v 180 -
o
(]
b
(V8
0 -
© 0 o D O 0 © Q0 & @ @ &
AU R RO ST P
& Vo @ F
&R RO
Tiempo {meses)

Figura IV.1. Frecuencias absolutas de las muestras de leche bovina analizadas
por el sistema ResScreen® en el afio 2010.

IV.1.2. Andlisis de antibiéticos en la leche mediante el Sistema ResScreen®

Cada muestra de leche se analizé por triplicado en forma simultanea por los
bioensayos ResScreen® BT (especifico para betalactamicos y tetraciclinas) y
ResScreen® BS (especifico para betalactamicos y sulfamidas).

El sistema ResScreen® se llevé a cabo de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Por lo tanto, 50 pl de muestra de leche se afiadid a las placas individuales de
la "BT" y "BS" del sistema ResScreen®. Las placas se incubaron en un bafio de agua a

64 + 1 °C durante tiempos aproximados de 3 h ("BT" ResScreen®) y 4 h ("BS"
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ResScreen®), hasta producirse el cambio de color de las muestras controles negativas de

cada microplaca.

Los resultados se interpretaron visualmente por tres profesionales entrenados
para la interpretacion de respuestas de tipo dicotémicas (positivo o negativo) segun el
cambio de color en los indicadores. Se consider6 como resultado aquel que produjo al

menos dos respuestas iguales por los analistas.

IV.1.3. Fundamentos del Sistema ResScreen®

El sistema ResScreen® consta de dos bioensayos que contienen esporas de
Geobacillus stearothermophilus subsp. calidolactis C-953. EI método microbioldgico se
basa en la inhibicion del crecimiento de la bacteria-test cuando la leche contiene
residuos de antibidticos. La combinacion de bioensayo BT (betalactdmicos y
tetraciclinas) y bioensayo BS (betalactamicos y sulfamidas) ha sido optimizada para la
deteccidn e identificacion de residuos de antibidticos betalactamicos (Nagel et al.,
2012a), tetraciclinas (Nagel et al., 2011a) y sulfamidas (Nagel et al., 2012b) en la leche.
Esta ventaja adicional de poder identificar tres familias de antimicrobianos se logra
empleando ambos métodos en forma simultanea (Nagel et al., 2011b).

El principio del método se basa en la inhibicién del crecimiento de G.
stearothermophilus cuando la leche contiene residuos de antimicrobianos. En el caso
que la leche esté libre de antimicrobianos, se producird el crecimiento del
microorganismo, acompafado de un cambio en la coloracién de los indicadores de los

bioensayos BT (de purpura a amarillo) y bioensayos BS (de negro a amarillo). Por el
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contrario, la presencia de ciertos antibiéticos no producira cambios en algunos de los
colores originales de los bioensayos.

En caso que se desee investigar la naturaleza del antibidtico presente en una
muestra de leche incdgnita, se procedera al andlisis mediante ambos bioensayos, la

interpretacion se efectua segun Tabla I1V.1 (Nagel et al., 2011b).

Tabla IV.1. Interpretacion de los resultados mediante el sistema
microbioldgico ResScreen®

. . Resultado
Antimicrobianos : i
Bioensayo BT Bioensayo BS
Betalactdmicos +0) +O
Tetraciclinas + -
Sulfamidas - +

Ausencia o no detectable - -

®) Pueden presentarse interferencias debido a la presencia de neomicina,
lincomicina o tilosina.

Las muestras de leche que contienen residuos de betalactdmicos produciran
resultados positivos en ambos bioensayos, las muestras que contengan residuos de
tetraciclinas ocasionaran resultados positivos a bioensayo BT y negativos a bioensayo
BS, mientras que las muestras de leche que contengan sulfamidas daran respuestas
positivas a bioensayo BS y negativas a bioensayo BT. Por el contrario, en caso que las
muestras de leche estén libres de residuos, se producira el desarrollo del

microorganismo en ambos métodos (resultados negativos).
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IV.1.4. Analisis estadistico de los resultados

Con el proposito de modelar la distribucion de frecuencias de muestras que
contienen antibiodticos betalactamicos, tetraciclinas y sulfamidas con el tiempo de
muestreo se utilizO el modelo de regresion logistica para el analisis de datos
dicotomicos (positivo o negativo). Para ello se utilizo la opcion stepwise del modelo de
regresion logistico que permitira describir la distribucion de frecuencias relativas de
resultados positivos a lo largo del afio e incorporar al modelo las variables significativas
(p<0.05) en forma secuencial.

El estudio estadistico se realiz6 utilizando el siguiente modelo estadistico de

cuarto 6rden:

Lij = Logist [Pi/(1-Pi)] = fo + fiTi+ foToi+ BT + BuT™ + i

Donde: Ljj: funcion logistica, Pjj: probabilidad de resultado positivo y (1- Pj):
probabilidad de resultado negativo, fo, f1. B2 B3 Pa: coeficientes estimados por el
modelo de regresion logistica; Ti: efecto del tiempo (expresado en meses), T%: efecto
cuadratico del tiempo (expresado en meses?), T3;: efecto cubico del tiempo (expresado
en meses®); T%: efecto de cuarto orden del tiempo (expresado en meses*) y &ij. error
residual del modelo.

Esta ecuacién polindbmica de cuarto orden permite modelizar curvas de
distribucion bimodal con la presencia de dos picos de maxima frecuencia de resultados

positivos a cualquiera de las familias de antibidticos estudiados.
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Por ultimo, con el proposito de evaluar la concordancia entre las frecuencias

reales y las frecuencias estimadas mediante el modelo logistico, se utilizé el test de
bondad de ajuste. Diferencias pequefias entre las frecuencias reales y las frecuencias
estimadas para cada mes, se ponen de manifiesto por los bajos valores de “y*
acompanados de elevados valores de “p”. De este modo, valores de probabilidad de

cometer un error superior a 0,10 sefialan un adecuado ajuste logrado mediante el modelo

de cuarto orden.

IV.2. Efecto de la calidad higiénico — sanitaria de leche sobre la presencia de
residuos de ATBs en la leche
IV.2.1. Determinaciones analiticas

A cada muestra de leche de tanque procedente de tambos que entregan leche a
las pequefias empresas lacteas de la regidn centro-santafesina se le efectuaron las
siguientes determinaciones de calidad en el laboratorio lactélogico LaRSA (Laboratorio
Regional de Servicios Analiticos) dependiente de ALECOL (Asociacion del Litoral de

Entidades de Control Lechero):

1. Composicién quimica: El analisis de la composicion quimica de la leche
(materia grasa, proteinas, lactosa y sélidos totales) se efectué mediante el
equipo automatico Bentley 2000 (Bentley Instruments Inc, USA). Se trata
de un equipo basado en la espectroscopia de infrarrojo, que permite
obtener resultados rapidos, precisos y fiables para un elevado nimero de

muestras de leche por hora. Las muestras de leche se procesaron durante
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las dos horas siguientes a su recoleccion, previo calentamiento a 40°C y
agitacion suave antes de su andlisis con Bentley 2000. Las
determinaciones se realizaron por duplicado y se calculé el promedio para

cada componente.

Recuentos de Células Sométicas: Para la realizacion del recuento celular se
utiliz6 un equipo Somacount 300 (Bentley Instruments Inc, USA),
siguiendo la metodologia descrita por la Federacidon Internacional del
Lecheria (ISO 13366-2, 2006). El equipo utiliza la tecnologia de la
citometria de flujo que ha demostrado ser fiable y precisa en la
determinacion cuantitativa de células somaéticas en la leche de vaca. Las
lecturas de cada muestra de leche se presentan en un lector digital del
equipo que deben multiplicarse por 1.000 para expresar los resultados en

células/ml de leche.

Recuento de Gérmenes: Para la realizacion del recuento bacterioldgico
(u.f.c/ml) se utilizé un equipo BactoCount IBC 50 (Bentley Instruments
Inc, USA). El equipo es completamente automatizado que utiliza la
citometria de flujo para el recuento rapido de las bacterias individuales en
la leche cruda. Dicho equipamiento esta calibrado para transformar el
valor de recuento de bacterias en una estimacion de las UFC. Asi, las
lecturas del equipo que se presentan en el lector digital y deben

multiplicarse por 1.000 para presentan en el lector digital un valor que al
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multiplicarse por 1.000 expresar los resultados en UFC/ml de leche. Se
trata de un método sencillo, preciso y rapido. Entre las principales ventajas
destacar su rapidez, debido a que no necesita la incubacion de las muestras
para el crecimiento bacteriano, ya que el recuento se realiza directamente y

se obtienen los resultados en un tiempo reducido.

IV.2.2. Analisis estadistico de los resultados

Se calcularon los principales parametros estadisticos (promedio, desviacion
estandar, coeficiente de variacion y rango) de los componentes quimicos y
transformaciones logaritmicas de los Recuentos de Células Somaticas (RCS) y
Recuentos de Gérmenes (RG). Posteriormente, a fin de establecer una relacion entre los
parametros higiénicos-sanitarios de la leche (RCS y RG) se utilizd el modelo de
regresion logistica, que permite explicar la frecuencia de aparicion de los resultados
positivos a ambos bioensayos, en términos de las variables predictivas. Para tal fin se
utilizé la opcidn stepwise del modelo logistico de segundo orden. Mediante esta opcion
es posible incorporar en forma secuencial aquellas componentes de la leche que
explican en forma significativa la frecuencia de resultados positivos en los métodos. La

ecuacion logistica empleada fue la siguiente:

L;; = Logist [Pii/(1-Py)] = o + p1RCS; + p11RCS% + BoRG; + f22RG?+ p12RCSiRG; + &

Donde las variables son: Lj: funcion logistica, Pj: probabilidad de resultado

positivo y (1- Pj): probabilidad de resultado negativo, fo, f1, fi1. B2 B2, fi2
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coeficientes estimados por el modelo de regresion logistica; RCS;: efecto del Logaritmo
del Recuento de Células Sométicas RCS;%: efecto del cuadrado Logaritmo del RCS, RG;:
efecto de los Logaritmos Recuentos de Gérmenes Totales, RG;*: efecto del cuadrado los
Logaritmos RG, RCS; RG;: interaccion entre los Log RCS y los Log RG, e;j: error

residual.

IVV.3. Efecto de variables ambientales sobre las frecuencias de resultados positivos
de antibioticos en leche

Cada region climatica, tiene sus condiciones ambientales (temperatura,
precipitaciones, humedad, vientos, suelos) que la caracterizan y definen (Viglizzo et al.,
2005). Estas condiciones hacen a una region, mas o menos, apta para la implantacion de
diferentes sistemas de produccion animal (Herrero y Gil, 2008). Consecuentemente,
existen regiones donde las producciones lacteas intensivas de alto rendimiento se
adaptan a la region, mientras que, en otros lugares y en determinadas épocas del afio, se
generan inconvenientes en la produccion (Viglizzo et al., 2005; Herrero y Gil, 2008).
Las mencionadas condiciones ambientales someten a los animales a circunstancias
extremas que afectan su comportamiento, su estado sanitario y consecuentemente, su
produccién, no solo en cantidad sino, fundamentalmente, en el detrimento de la calidad
de la leche (Torremorell, 2010). Esta situacion se agrava con la intensificacion de los
sistemas de produccién animal y las modificaciones genéticas que generaron animales
de alta produccién (Herrero y Gil, 2008).

En lo que respecta al presente trabajo, cabe destacar que la cuenca lechera centro

santafesina se corresponde con la zona norte de la region pampeana de Argentina,
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caracterizada por un clima templado-himedo sin estacion seca y con veranos muy
calurosos (Schnack et al., 2000; Tsakoumagkos et al., 2000).

Magrin et al. (2006) caracterizaron la region pampeana argentina y reportaron
que en su zona norte, segun lo establecido por la serie histdrica anual de 1961-1990,
presenta limites climaticos entre las isohietas de 800 mm totales anuales en el oeste y
1200 mm totales anuales en el este, entre las isotermas de temperaturas maximas medias
anuales de 24 °C en el sur y 26 °C en el norte y entre las isotermas de temperaturas
minimas medias anuales que oscila entre 10 °C y 14 °C.

Por todo ello, y debido al notable impacto que presentan los factores ambientales
sobre la calidad higiénico-sanitaria de la leche se consideré conveniente evaluar los
efectos que producen la temperatura ambiente y las precipitaciones registradas en la
region centro santafesina sobre los Recuentos de Células Somaticas y los Recuentos de
Gérmenes Totales y su relacion con los ATBs en la leche.

Para tal fin se registraron los valores de temperatura ambiente (maxima y
minima) y precipitaciones suministrados por la Estacion Agrometeorologica
dependiente de EER-INTA Rafaela (Estacion Experimental Rafaela del Instituto

Nacional de Tecnologia Agropecuaria de Argentina).

IV.3.1. Andlisis estadistico de los resultados
IV.3.1.1. Efecto de la temperatura ambiente y las precipitaciones sobre los RCS y RG
Con el propdsito de establecer una relacién funcional entre los niveles de células

somaticas y gérmenes totales presentes en la leche con la temperatura ambiente y las
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precipitaciones, se utilizo la opcion stepwise del siguiente modelo de regresion multiple

de segundo orden:

Log[Y1ij = fo + ST+ BaP; + PuTi + BaaPi? + fraTiPi + &

Donde [Y]: variable dependiente (RCS o RG), fo, f1, B2, Pr1. B2, P12: parametros
estimados por el modelo de regresion lineal multiple, T;: efecto de la temperatura, P;:
efecto de las precipitaciones, T;%: efecto del cuadrado de la temperatura, P;?. Efecto del
cuadrado de las precipitaciones, T;P;: efecto de la interaccion entre temperatura y

precipitacion, &j: error residual del modelo

IV.3.1.2. Efecto de la temperatura ambiente y las precipitaciones sobre las frecuencias
de antibioticos en la leche

Para establecer una relacion entre las variables ambientales con la frecuencia de
muestras de leche que contienen residuos de betalactdmicos, tetraciclinas y/o
sulfamidas, se utilizé el modelo de regresion logistica para respuesta binaria. Se postuld
un modelo de segundo orden interactivo y se utilizé la opcién stepwise del modelo
logistico. De este modo, se incorporan en forma secuencial aquellas variables de tipo
climatoldgicas que contribuyen a explicar en forma significativa la probabilidad de
obtener muestras de leche positivas a las pruebas de antibiéticos. EI modelo de segundo

orden utilizado fue el siguiente:

Lij = Logist [Py/(1-Pi)] = fo + fiPi+ P+ foTi + farTi'+ PraPiTi + g
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Donde las variables son: Lj: funcion logistica, Pj: probabilidad de resultado
positivo y (1- Pj): probabilidad de resultado negativo, fo, f1, fi1, fo. S22, fro
coeficientes estimados por el modelo de regresion logistica; P;: efecto de las
precipitaciones (en mm), Pi: efecto del cuadrado de las precipitaciones, Ti: efecto de la
temperatura media (°C), T : efecto del cuadrado de la temperatura, P;T; :interaccién

entre las precipitaciones y la temperatura media y &;: error residual.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

V.1. Relevamiento de la presencia de residuos de ATBs en pequefios tambos de la
zona centro de Santa Fe
V.1.1. Inhibidores presentes en la leche

Las calificaciones visuales del Sistema ResScreen® se establecieron en términos
de “negativo” y “positivo”. La Tabla V.1 presenta la distribucion de frecuencias
absolutas y relativas de los resultados visuales obtenidos en el andlisis de cribado de
3.309 muestras de leche bovina, a lo largo del afio 2010. En dicha tabla, se observa un
93,74 % de frecuencias de casos negativos a bioensayo BT (6,26 % positivos) y un

94,56 % para el bioensayo BS (5,44 % positivos).

Tabla V.1. Frecuencias absolutas y relativas de inhibidores en leche bovina analizadas
por el Sistema ResScreen®

Frecuencia absolutas Frecuencias relativas
Bioensayo
Positivo Negativo Positivo Negativo
BT 207 3102 6,26 93,74
BS 180 3129 5,44 94,56

n: 3309 muestras de leche.

En la Gltima década, debido a la implementacién de planes rigurosos de control
de residuos e inhibidores en leche, numerosos paises han disminuido estas frecuencias
de antimicrobianos. Asi, por ejemplo, los resultados de inhibidores en leche sefialan

valores de 0,18 % en Espafia, 0,34 % en Italia, 0,11 % en Bélgica, 0,04 % en Holanda,
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0,044 % en Estados Unidos y 0,04 % en Alemania segun estudios realizados por
Sanchez et al. (2001), Ghidini et al. (2003), FAVV (2003), MCS (2004), Dalton
(2006) y Kress et al. (2007), respectivamente.

Por el contrario, estudios desarrollados en otros paises del mundo, diferentes a la
Comunidad Europea y Estados Unidos, reportan frecuencias mas elevadas de
inhibidores en leche. En efecto, los niveles de este analisis resultaron ser del 8 % en
Barbados y el Caribe (Baynes et al., 1999), 10 % en Jamaica (Baynes et al., 1999),
18,6 % en México (Camacho Diaz et al., 2010), 16,1 % en Peru (Ortiz et al., 2008),
23% en Venezuela (Faria Reyes et al., 2002) y 25 % en Colombia (Mattar et al., 2009).

De todo ello, y considerando los resultados de Tabla V.1, se puede establecer
que la frecuencia de resultados positivos a los métodos de inhibidores de los pequefios
tambos de la cuenca lechera centro santafesina no ha llegado a equiparar los bajos
valores obtenidos en los paises miembro de CEE y USA. Por el contrario, cuando se
comparan las frecuencias determinadas en este trabajo con las sefialadas para otros
paises de América Latina en vias de desarrollo, se observa que la situacion de los
pequefios tambos santafesinos no es tan peligrosa como la del resto de los paises
latinoamericanos, exceptuando Brasil, en lo que respecta a presencia de ATBs en leche.

En Figura V.1 se visualizan las distribuciones de resultados positivos al Sistema
ResScreen® a lo largo del afio 2010. Las frecuencias relativas de inhibidores en las
muestras de leche de estos pequefios tambos revelan un comportamiento estacional. Asi,
durante los meses de fin de verano y principio de otofio (febrero, marzo y abril) se
registraron porcentajes de casos positivos al bioensayo BT y bioensayo BS cercanos a

11 % y 10 %, respectivamente. Por el contrario, durante los meses invernales (junio,
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julio y agosto) las frecuencias de inhibidores en leche fueron méas bajas y resultaron
proximos al 4% para ambos métodos. A continuacion, las frecuencias de casos positivos
aumentan durante los meses de primavera (septiembre, octubre y noviembre) con
valores medios cercanos al 6 % (Figura V.1). De este modo, se presentan dos picos con
maximas frecuencias de resultados positivos, poniendo de manifiesto un

comportamiento bimodal.
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Figura V.1. Distribucion de las frecuencias de inhibidores en
muestras de leche bovina analizadas por el Sistema ResScreen®
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En investigaciones realizadas en varios paises desarrollados se puede observar
una cierta estacionalidad en la presencia de inhibidores en leche, que se va haciendo
menos marcada a medida que disminuyen los porcentajes de inhibidores en leche. Asi,
en el estado de Nueva York (USA), se analizaron 1.794 muestras de leche fresca
pasteurizada durante los meses de la primavera y verano, obteniéndose 7 % de
inhibidores en leche. Ademas, las frecuencias reportadas en primavera fueron
significativamente mayores que en verano (Kosikowsky et al., 1952), a diferencia de la
encontrado en este trabajo. Al aplicar programas de control de residuos en leche, con el
transcurso del tiempo, la situacion en USA fue cambiando, tal es asi que, un estudio
realizados por Van Schaik et al., (2002) sefiala un 0,4 % de resultados positivos cuando
analiza un total de 41.351 muestras de leche. En dicho trabajo no se destaca ninguna
estacionalidad en la frecuencia de residuos de antibidticos en el periodo estudiado
(marzo de 1999 a diciembre de 2000).

Un estudio realizado por Bonfoh et al. (2003) donde analizan 220 muestras de
leche fresca procedentes de 18 puntos de venta en Bamako (Mali) mediante la prueba
del yogur (método de inhibicion microbioldgica), detectan un 6 % de resultados
positivos a dicho test de inhibidores en leche. Ademas, estos autores sefialan que la
leche analizada durante la temporada de lluvias de verano (julio a octubre) contenian
menos frecuencia de residuos de antibidticos que durante el resto del afio, destacando
una estacionalidad en la frecuencia de residuos, contrariamente a lo ocurrido en este
trabajo, donde en los veranos lluviosos las frecuencias aumentaron.

Pinti¢ et al. (2006) evaluaron la frecuencia de residuos inhibidores en la leche

analizadas en el Laboratorio Central de Control de Leche del Centro Ganadero de

67



Henzenn, Hilda Inés -2013 -

Resultados y Discusion

Croacia durante siete meses (107.840 muestras) utilizando los métodos Delvotest MCS
para inhibidores y Delvo-X-Press® (DSM Food Specialties, The Netherlands) para
betalactamicos. En dicho estudio se detectan 2,03 % de inhibidores y 1,34 % de
antibioticos betalactdmicos en leche, correspondiendo la frecuencia mas elevada de
inhibidores a los controles de los meses de otofio, mientras que, el mayor valor
antibioticos betalactdmicos (1,34 %) se encontré en primavera. Sin embargo y a
diferencia de lo hallado en esta tesis, dichos autores no destacan diferencias
significativas en las frecuencias obtenidas durante las estaciones de otofio, invierno y
primavera, tanto para inhibidores como para residuos de betalactamicos.

Un estudio realizado por Zajac et al (2012) donde analizan 19.475 muestras de
leche cruda de vaca de granjas lecheras en Eslovaquia, detectan un 0,087% de
resultados positivos. Estos autores destacan ademdas que, la leche analizada durante
finales del otofio y los meses de primavera y verano contenian mayores frecuencias de
residuos de antibidticos que durante el resto del afio, mostrando similar estacionalidad
en la frecuencia de inhibidores que las encontradas en los pequefios tambos de la cuenca
centro de Santa Fe.

Para otras especies diferentes al vacuno, los estudios de relevamientos realizados
con leche de oveja en Esparfia a lo largo de un afio muestran una marcada estacionalidad
de resultados positivos a la presencia de inhibidores. De este modo, Yamaki et al.
(2004) cuando analizan 2686 muestras de leche de oveja con el método microbioldgico
Delvotest® SP en Castilla La Mancha (Espafia), reportan frecuencias cercanas al 8 % en
los meses de verano que disminuyen hacia el invierno hasta alcanzar valores del 2,5 %.

En forma similar, un estudio realizado por Althaus et al. (2007) donde analiza 7514
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muestras de leche procedentes de ovejas Manchega en la misma region de Espafia
durante el afio 2006, observan una mayor frecuencia de resultados positivos al método
BRT® AiM en los meses de otofio y verano con un aumento de las frecuencias de
inhibidores alcanzando un 3,6 %, mientras que durante los meses de primavera estas
frecuencias de resultados positivos disminuyen a un 0,8 %, poniendo de manifiesto una
estacionalidad en la presencia de inhibidores en la leche ovina.

En el presente trabajo se encontr6 una estacionalidad en las frecuencias de
inhibidores en leche con un aumento a fines del verano, similar a lo reportado para leche
ovina en Espafia (Yamaki et al., 2004; Althaus et al., 2007). Sin embargo, los
porcentajes de resultados positivos en leche se elevan en los meses de verano (enero y
febrero) y a principio de primavera (septiembre, octubre y noviembre) segin se
visualiza en Figura V.1, evidenciando un comportamiento bimodal con dos picos de

méaxima frecuencia de inhibidores en leche.

V.1.2. Identificacidn de la naturaleza de los residuos presentes en la leche

Para identificar la naturaleza de las sustancias inhibidoras mediante el Sistema
microbioldgico ResScreen® se utilizé el cuadro de interpretacion de los resultados
(Tabla 1V.1). De este modo, aquellas muestras que presentaron resultados positivos a
ambos bioensayos sefialan la presencia de antibi6ticos betalactdmicos, mientras que las
muestras que otorgaron resultados positivos a métodos BT y negativos a BS manifiestan
la presencia de tetraciclinas. Por el contrario, resultados negativos al bioensayo BT vy
positivos el bioensayo BS indican la presencia de sulfamidas. Aquellas muestras de

leche que resultan negativas a ambos bioensayos sefialan la ausencia de antimicrobianos
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(o presentes a niveles inferiores a los CCB del método 0 no detectados por este). En
Tabla V.2 se resume las frecuencias absolutas y relativas porcentuales para los

antibioticos pertenecientes a estas tres familias detalladas.

Tabla V.2. Clasificacion de las frecuencias de inhibidores en leche segun el sistema
microbiolégico ResScreen®

Frecuencia  Frecuencia

Antibioticos Bioensayo BT Bioensayo BS Absoluta  Relativa (%)
betalactamicos (*) Positivo Positivo 100 3,02
Tetraciclinas Positivo Negativo 107 3,23
Sulfamidas Negativo Positivo 80 2,42
Ausencia o no detectable Negativo Negativo 3022 91,33

(*) Pueden presentarse interferencias debido a la presencia de neomicina, lincomicina o tilosina.

Se observa que del total de resultados positivos (8,67 %), un 3,02 %
corresponden a betalactdmicos, un 3,23 % a tetraciclinas, mientras que la frecuencia de
las sulfonamidas resulté mas baja (2,42 %).

De la totalidad de casos positivos detectados mediante el sistema microbioldgico
ResScreen® se puede establecer que un 34,8 % corresponden a residuos de
betalactamicos, un 37,3 % a tetraciclinas y el 27,9 % restante a sulfonamidas. Por ello,
los betalactdmicos y las tetraciclinas constituyen los residuos mas frecuentes, aunque la
presencia de sulfonamidas no es despreciable.

Las investigaciones realizadas en los ultimos afos en diferentes paises, revelan
notorias diferencias en las naturalezas de los residuos de antibidticas encontrados en

leche. De este modo, un estudio realizado por Kress et al., (2007) en el Instituto de
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Ciencias de la Alimentacion Veterinaria de la Universidad Justus Liebig en Alemania,
durante los afios 2003 al 2005, destacan 63 muestras de leche con residuos de
antibioticos sobre un total de 157.500 muestras analizadas. Para la identificacion de los
residuos de antibidticos utilizaron pruebas de inhibicion microbioldgica y pruebas de
receptores e inmunoensayos enzimaticos (EIA). Entre las muestras positivas se
identificaron residuos de penicilina G (74,6 %), ceftiofur (11 %), ampicilina (6,3 %) y
sulfonamidas (1,6 %). Estos resultados indican que la penicilina constituye la molécula
de antibidtico mas frecuente en las muestras de leche de tanque.

A su vez, en un estudio que se llevo a cabo entre octubre de 2007 y mayo de
2008 para detectar niveles de residuos de oxitetraciclina y penicilina G en leche de
tanque en granjas lecheras de Etiopia, se analizaron 400 muestras mediante el ensayo
Delvotest SP-NT. Este estudio revel6 que de las 46 muestras (11,5 %) de leche positivas
para los residuos de antibioticos, el 73,91% contenian oxitetraciclina y el 17,39%
penicilina G (Abebew, 2008).

Mientras que, un trabajo realizado en Turquia donde analizaron 240 muestras de
leche provenientes de siete firmas comerciales, Temamogullar1 y Kaya (2010) reportan
un 0,4 % de resultados positivos a la presencia de inhibidores en leche. El total de
dichos resultados positivos correspondian a residuos de Ampicilina, no sefialando otras
sustancias indagadas, en las muestras de leche como son amoxicilina, cloxacilina,
danofloxacina, enrofloxacina, eritromicina y florfenicol.

En paises altamente desarrollados como Estados Unidos, donde se aplican planes

rigurosos de prevenciéon y control de residuos de antibidticos en leche desde hace
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muchos afios, la frecuencia de inhibidores actualmente resulta un hecho casi accidental
(Weber et al., 1995).

Asi, se puede observar que un estudio previo a la aplicacion de dichos
programas, donde se analizan muestras de leche comerciales provenientes de los estados
de Pennsylvania, New Jersey y New York realizado por Brady y Katz (1988), reportan
que de un total de 2100 muestras de leche analizadas, solamente 63 tenian residuos de
antibidticos (0,2 %). A su vez, entre las muestras positivas se encontraron que
presentaban un dnico residuo (62 %), dos residuos diferentes (27 %) o tres tipos
distintos de antibidticos (11 %), siendo las tetraciclinas y las sulfonamidas las sustancias
detectadas en forma mayoritaria.

En los Gltimos afios, investigaciones realizadas en otros paises de América del
Sur destacan que los antibioticos mas comunmente encontrados en leche pertenecen a la
familia de betalactamicos y las tetraciclinas. Asi, por ejemplo, un estudio desarrollado
por Ortiz et al. (2008) con 616 muestras de leche de tanque analizadas con el método
Copan test® durante el afio 2007 en Arequipa (Pert), indica un 16,1 % de resultados
positivos al test de inhibicion microbioldgica. Posteriormente, las muestras positivas
fueron chequeadas mediante el empleo de test rapido de receptores proteicos especificos
para antibi6ticos betalactamicos (Snap®Beta-Lactam) y tetraciclinas  (Snap®
Tetracycline). Los autores obtienen un 88,8 % de resultados positivos a betalactamicos
y 61,6 % de muestras positivas a tetraciclinas, puesto que en el 54,5 % de los camiones
cisternas se detectaron antibidticos pertenecientes a ambas familias.

Sin embargo, Guerrero et al. (2009) analizaron cuarenta muestras de leche cruda

comercializada en mercados del distrito del Callao (Pert), entre enero y marzo del afio
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2009, con el método presuntivo para antibioticos betalactamicos y tetraciclinas de IDEX
Laboratories. Estos autores reportan un 40 % de muestras con resultado positivo a
residuos de betalactamicos y no se registran resultados positivos a tetraciclinas.

Un estudio llevado a cabo por Bando et al. (2009) que emplean técnica de
inmunoensayo enzimatico para la deteccion de antibidticos, de un total de 151 muestras
de leche pasteurizada comercializadas en las ciudades del Estado de Parana (Brasil)
entre los meses de marzo de 2005 hasta abril de 2006, encuentran un 41,3% resultados
positivos a residuos de antibidticos. Posteriormente, dichos autores proceden a la
identificacion de su naturaleza y detectan neomicina (6,1 %), estreptomicina (4,1 %) y
cloranfenicol (8,2 %) a concentraciones inferiores a los limites maximos de residuos
permitidos en ese pais. Ademas reportaron una frecuencia de 83,7% de residuos de
tetraciclinas seguido de un 10,2% de antibioticos betalactamicos. Cabe destacar que
estos autores no analizan residuos de sulfamidas.

Por el contrario, un trabajo llevado a cabo por Noa-Lima et al. (2009) para
evaluar la frecuencia y naturaleza de los antibioticos presentes en muestras de leche del
estado de Jalisco (México) donde analizaron 264 muestras de leche durante el afio 2008
revela que las sulfonamidas son los antibidticos mas frecuentes. Estos autores reportan
un 9,8 % de resultados positivos cuando emplean la prueba de inhibicion
microbioldgica del yogurt. Posteriormente, identifican un 34,6 % de betalactamicos con
TwinSensor® betalactam test, un 19,2 % de tetraciclinas con TwinSensor® Tetracycline
test y un 77 % de sulfonamidas mediante técnicas de cromatografia liquida HPLC. Se
concluye que los residuos de sulfonamidas son los méas frecuentes en las muestras de

leche analizadas en México, a diferencia de los valores reportados en Tabla V.2 que
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muestran a las sulfonamidas como los antimicrobianos menos frecuentes en la leche
procedente de pequefios tambos de la cuenca centrosantafesina.

Por todo lo anteriormente expuesto, se puede sintetizar que en paises de América
del Sur, tales como Peru, Brasil y Argentina (Tabla V.2) los antibiéticos betalactamicos
y las tetraciclinas se utilizan ampliamente, mientras que en México resulta notorio el
amplio uso de las sulfonamidas. Por estos motivos, resulta necesario que cada region y
pais lleven a cabo estudios tendientes a evaluar los compuestos mas utilizados y que
aparecen con mayor frecuencia en la leche, a fin de implementar mecanismos de control
eficientes que permitan mejorar la calidad de sus productos asegurando de este modo la
salud de los consumidores.

La Figura V.2 muestra la distribucion de frecuencias de las tres familias de
antibidticos (betalactamicos, tetraciclinas y sulfamidas) analizadas a lo largo del periodo
enero — diciembre del afio 2010.

En forma similar a la distribucién de frecuencias de inhibidores en leche (Figura
V.1), la distribucion de antibidticos presenta un comportamiento bimodal de tipo
estacional con dos picos de maxima frecuencia a finales del verano y principios del
otofio (febrero, marzo y abril) y al inicio de la primavera (septiembre, octubre y
noviembre), mientras que las frecuencias de antibioticos disminuyen en los meses de
invierno (junio y julio).

Para modelar estas distribuciones bimodales de cada antibiotico se utilizé la
opcidn stepwise del modelo de regresion logistica. Los resultados se resumen en Tabla

V.3.
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Figura V.2. Distribucion de frecuencia de antibioticos en muestras de
leche bovina analizadas con el Sistema ResScreen® durante 2010
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Las proporciones mensuales de los antibioticos encontrados en los pequefios
establecimientos de la cuenca centro santafesina muestran distribuciones bicuadraticas,

con efectos significativos para las variables mes, mes?, mes® y mes* (Tabla V.3).

Tabla V.3. Pardmetros estadisticos obtenidos mediante el modelo de regresion logistica
aplicado a las distribuciones de frecuencia de ATBs en leche durante el afio 2010

Antibidtico Variable Valor y° Valor p

Mes 4,18516 0.0408

_ Mes? 5,68622 0.0171
betalactamico 3

Mes 5,99628 0.0143

Mes” 5,93686 0.0148

Mes 4,18731 0.0407

o Mes? 5,29749 0.0214
Tetraciclina 2

Mes 5,21783 0.0224

Mes” 4,97701 0.0257

Mes 4,77054 0.0289

Sulfamid Mes® 7,86721 0.0050

ultfamida
Mes® 10,0231 0.0015
Mes” 11,294 0.0008

Por ello, las ecuaciones de la Tabla V.4 calculadas mediante el modelo de
regresion logistica revelan un comportamiento similar para los tres antibidticos
evaluados en este estudio, ya que los términos de segundo y cuarto orden resultaron
positivos, mientras que los términos de primer y tercer orden presentan signo negativo.
Esta similitud en los modelos matematicos justifica el comportamiento bimodal que se

visualiza en la Figura V.2.
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Tabla V.4. Ecuaciones mateméticas obtenidas mediante el modelo de regresion
logistico que expresan las distribuciones de frecuencias de ATBs en leche durante el
afio 2010

: ) . ,  TestBondad Ajuste
ATBs Lij:log'tpij:ﬁo+ﬂ1Mi+ﬂzM i+ M7+ B,M7

Valory>  Valor p
BTs Li=-4,2231+1,8804.M-0,6485.M°+0,0757.M>-0,0029.M* 59379  0,1147

TCs L;=-4,0110+1,804.M-0,6095.M?+0,0698.M>-0,0026.M* 0,3091 0,9583

SAs L;=-5,3715+2,5832.M-0,9508.M°+0,1183.M>-0,0047.M* 00,3723  0,9459

Ademas se debe destacar que las concordancias de los datos reales con los
valores estimados por el modelo logistico han sido satisfactorias porque los valores del
estadistico > del test de bondad de ajuste fueron buenos, con valores de probabilidad
mayores a un 10 % (P > 0,10) indicando que no existe diferencia significativa entre las
frecuencias reales y las frecuencias estimadas por el modelo de cuarto orden.

En Figura V.3 se visualizan las curvas construidas mediante las ecuaciones de la
Tabla V.4 y los histogramas de frecuencias observados a lo largo del afio. Se aprecia
que las curvas logisticas modelizan las frecuencias reales, con maximas frecuencias de
casos positivos en los periodos febrero-marzo y octubre-noviembre, con minimas
frecuencias en los meses de junio-julio-agosto.

En lo que respecta a la frecuencia de sulfamidas halladas durante el afio 2010, se
presenta aumento de resultados positivos durante los mismos meses que los antibioticos
betalactamicos y las tetraciclinas. Sin embargo los porcentajes de sulfamidas fueron de
4%y 4,5 % en febrero y octubre, respectivamente, es decir, superiores a las frecuencias
de betalactamicos (3,5 %) y tetraciclinas (3,1 %) estimadas por el modelo; mientras que

las frecuencias de betalactamicos (7,8 %) y de tetraciclinas (7,7 %) en el periodo
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febrero-marzo resulté mayor a la frecuencia estimada para las sulfamidas (4,1 %)
sefialando un mayor uso de betalactamicos y tetraciclinas en comparacion con las
sulfamidas en los meses de verano Yy, por el contrario, un mayor uso de las sulfamidas
con respecto a los betalactamicos y las tetraciclinas en los meses de primavera (Figura
V.3).

En un estudio realizado en Espafia para muestras de leche de oveja, se
modelizaron las apariciones de resultados positivos y dudosos durante un afio utilizando
el modelo de regresion logistica. La curva ajustada sefiala una mayor probabilidad de
respuestas positivas y dudosas entre el final del verano y el principio del otofio,
adjudicandole este incremento a las altas temperaturas y a un alto recuento
bacterioldgico en leche (Yamaki et al., 2004).

Althaus et al. (2007) modelizaron las frecuencias de presentacidn de antibidticos
en leche ovina procedente de Castilla La Mancha (Espafia) durante un afio y
encontraron un aumento en el porcentaje de resultados positivos a finales del verano.

Los modelos encontrados en este trabajo muestran un aumento de las frecuencias
positivas en los Gltimos meses de verano y los primeros del otofio semejantes a lo
reportado por Yamaki et al. (2004) y por Althaus et al. (2007) para leche de oveja.
Contrariamente, en los meses de primavera los resultados positivos en Espafia se
mantuvieron bajos (Yamaki et al., 2004), mientras en esta investigacion, se hallé una

nueva elevacion de las frecuencias de antibioticos.
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Figura V.3. Ajustes de la distribucion de las frecuencia de

antibioticos en muestras de leche bovina durante el afio 2010 mediante
el Modelo de Regresion Logistica
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V.2. Efecto de la calidad higiénico-sanitario de leche sobre la presencia de residuos
de ATBs
V.2.1 Composicion de la leche

Los principales parametros estadisticos de los componentes quimicos de la leche
analizados a lo largo del afio 2010 cuantificados mediante métodos de espectroscopia

por infrarrojo se muestran en Tabla V.5.

Tabla V.5. Parametros estadisticos de los componentes quimicos de la leche
bovina

Variable (g % en ml) Media DS Rango CV (%)
Grasa 3,69 0,50 2,49-5,95 13,50
Proteina 3,39 0,19 2,64-4,14 5,53
Lactosa 4,72 0,18 3,80-5,33 3,77
Solidos Totales 12,48 0,60 10,33-14,46 4,78

Se puede mencionar que los valores medios de los principales componentes de la
leche de vaca expuestos en Tabla V.5 resultaron similares a los niveles reportados por
Taverna et al. (2005) para leche bovina destinada a la elaboracion de leche en polvo
entera en la cuenca lechera central santafesina de Argentina (3,60 % de grasa, 3,26 % de
proteinas, 4,75 % de lactosa y 12,28 % de solidos totales).

El Laboratorio Integral de Servicios Analiticos (LISA) de Ceres (Santa Fe,
Argentina) reporta 3,48 % de grasa, 3,11 % de proteina, 4,74 % de lactosa'y 12,18 % de
solidos totales cuando analizan 10704 muestras de leche cruda procedente del pool de
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tanques durante el periodo comprendido entre los afios 1993 y 2009 (Revelli et al.,
2011).

En paises miembros de la CEE, a partir de los datos obtenidos en el Boletin
Mensual de Estadistica Agraria y Encuestas Anuales del MAPA y de los Boletines de la
Federacion Internacional de Lecheria (FIL) se reportaron valores de composicion de
leche ligeramente diferentes de los encontrados en este trabajo, en Espafia (Grasa: 3,72
%, Proteinas: 3,09 %), Francia (Grasa: 4,12 %, Proteinas: 3,19 %), Dinamarca (Grasa:
4,36 %, Proteinas: 3,43 %), Reino Unido (Grasa: 4,15 %, Proteinas: 3,32 %), Yy
Alemania (Grasa: 4,25 %, Proteinas: 3,41 %) segun Calcedo (2002).

En otros paises miembros de la CEE, diferentes autores indican niveles
levemente disimiles a los cuantificados en este trabajo, Akerlind et al., (1999) en Suecia
(Grasa: 4,31 %, Proteinas: 3,62 %, L: 4,76 %); Radinovi¢ et al., (2011) en Serbia
(Grasa: 3,74 %, Proteinas: 3,15 %); Ruska et al., (2012) en Letonia (P: 3,57 %); Zajac
et al.,, (2012) en Eslovaquia (Grasa: 3,78 %, Proteinas: 3,36 %, Lactosa: 4,82) y
Caccamo et al., (2012) en Italia (Grasa: 4,05 %, Proteinas: 3,23 %).

A su vez, los valores de composicién de la leche reportados por varios autores en
otros paises son levemente diferentes a los encontrados en este estudio, asi, Murphy
(1999) en Irlanda (Grasa: 3,81 %, Proteinas: 3,07 %, Lactosa: 4,57 %, Solidos totales:
14,80 %); Tsenkova et al. (2001) en Japdn (Grasa: 3,18 %, Proteinas: 3,08 %, Lactosa:
4,41 %); Calderon et al. (2006) en Per( (Grasa: 4,42 %, Proteinas: 3,37 %, Lactosa:
4,01 %, Solidos totales: 12,04 %); Neves et al. (2007) en Brasil (Grasa: 3,44 %,
Proteinas: 2,87 %, Lactosa: 4,72 %); Leitner et al. (2011) en Israel (Grasa: 3,70 %,

Proteinas: 3,39 %, Lactosa: 4,98 %); Tasdemir et al. (2011) en Turquia (Grasa: 3,43 %,
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Proteinas: 3,35 %) y Yasmin et al. (2012) en Pakistan (Grasa: 4,85 %, Proteinas: 2,76
%, Lactosa: 5,60 %).

De este modo, se puede establecer que los valores de composicién quimica
obtenidos en este trabajo a partir de las muestras de leche de los pequefios tambos de la
cuenca centro santafesina durante el afio 2010, son similares a los niveles de
composicion lactea bovina reportados por Taverna et al. (2005) y ligeramente diferentes
de los informados tanto en otras regiones de Argentina como en otros paises.

Con el propésito de visualizar las distribuciones de frecuencias de los
componentes quimicos de la leche de vaca a lo largo del afio 2010 se construyo la
Figura V.4. Se puede apreciar que el porcentaje de grasa butirosa durante el afio se
mantuvo practicamente constante, con fluctuaciones comprendidas entre un 3,61 %
durante el mes de octubre y un 3,84 % para el mes de enero. En forma similar, los
valores de proteinas (3,35 % en octubre y 3,45 % en abril), lactosa (4,64 % en
septiembre y 4,79 % en mayo) y solidos totales (12,32 % en octubre y 12,77 % abril)
presentaron pequefas variaciones durante el periodo en estudio, con valores minimos en
primavera y maximos en otofio.

Estas pequefas diferencias estacionales también fueron reportadas por Calcedo
(2002) durante el relevamiento efectuado en el afio 1999 en los paises miembros de la
CEE. En efecto, este autor observa variaciones en los niveles de grasa y proteinas de la
leche procedente de Espafia (G: 3,61 % - 3,82 %, P: 3,05 % - 3,15 %), Francia (G: 3,96
% - 4,30 %, P: 3,14% - 3,25 %), Dinamarca (G: 4,09 % - 4,53 %, P: 3,28 % - 3,52 %),
Holanda (G: 4,12 % - 4,58 %, P: 3,37 % - 3,60 %), y Alemania (G: 4,13 % - 4,57 %, P:

3,30 % - 3,51 %).
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Figura V.4. Distribucion de frecuencias de los
componentes quimicos de la leche durante el afio 2010.
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Un estudio realizado en Eslovaquia donde analizaron 24.460 muestras de leche
durante el afio 2011, reportaron variaciones en los niveles de los componentes quimicos
en leche. Asi, los valores de grasa, proteinas y lactosa se encontraron entre 3,60 % -
4,05 %, 3,23% - 3,52% y 4,77 % - 4,87 %, respectivamente (Zajac et al., 2012).

Ademas, un trabajo llevado a cabo en Pakistan por Yasmin et al. (2012) sefiala
variabilidad de los componentes quimicos en leche segun las estaciones del afio;
mostrando mayor contenido de grasa (5,4 %), proteinas (3,22 %) y lactosa (6,26 %) en
invierno en comparacion con los meses de verano (4,3 % de grasa, 2,3 % de proteinas y
4,93 % de lactosa).

En Figura V.5 se observan las distribuciones de frecuencias de los recuentos de
células somaticas y gérmenes contenidos en la muestras de leche de vaca a lo largo del
afio 2010.

Los recuentos de células somaticas y de bacteriologia muestran una distribucion
bimodal con picos en los meses de verano y primavera (Figura V.5), coincidentemente
con las distribuciones de los residuos de antibidticas en la leche de los pequefios tambos

de la region centro santafesina (Figura V.2 y Figura V.3).

En un estudio realizado por Green et al. (2006) en Reino Unido sobre un total de
41.726 mediciones de recuentos de células somaticas procedentes de 5386 vacas
disponibles en 33 rebafios, reportaron mayores valores mayores en los meses de verano

comparados con los meses de invierno.

En otros paises, diferentes autores indican estacionalidad con mayor presencia
de recuentos de células somaéticas en verano, semejantes a las encontradas en este

trabajo. Asi, se pueden mencionar los estudios de Schukken et al. (2003) en Estados
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Unidos, Wicks y Leaver (2006) en Reino Unido, Lindmark et al. (2006) en Suecia,
Hristov et al. (2006) y Radinovi¢ et al. (2011) en Serbia, Sinapis (2007) en Grecia,
Wronski et al. (2007) en Polonia, Rysanek et al. (2007) en Republica Checa, Fenerova
et al. (2008) y Petkov et al. (2009) en Bulgaria, Rosca et al. (2009) en Rumania, Fouz et

al. (2010) en Esparia y Muller y Sauerwein (2010) en Alemania.
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Figura V.5. Distribucién anual de los recuentos de células somaticas
y recuentos de gérmenes totales de las muestras de leche de los
pequefios tambos de la cuenca centro santafesina.
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El aumento en verano de los RCS podria ser causado por un incremento de
infecciones intramamarias durante estos meses (Harmon, 1994). En efecto, durante los
meses de verano se pueden encontrar rodeos que, teniendo controlado los RCSs
producidos por patogenos infecciosos, pueden experimentar problemas de mastitis
clinicas causados por patdgenos ambientales (Severin, 2008). Cuando aumenta la
incidencia de mastitis clinicas, se acrecientan los tratamientos con antibidticos a estos
bovinos, incrementandose como consecuencia de ello las probabilidades de aparicion de

residuos de dichas sustancias en la leche.

Por todo esto, y debido a que las frecuencias de RCS, RG (Figura V.5) y
residuos de antibidticos en leche (Figura V.3) muestran formas bimodales similares, se
realizd un andlisis por regresion logistica entre las distribuciones de frecuencias a lo
largo de un afio de los residuos de antibidticos estudiados con las transformaciones

logaritmicas de los RCS y RG.

En Tabla V.6 se muestran los pardmetros estadisticos (x> y p) obtenidos
mediante la opcion stepwise del modelo de regresiéon logistica. En dicha Tabla se
observa tanto para las frecuencias de betalactdmicos y sulfamidas que los parametros
analizados (Log RCS, Log® RCS, Log RG, Log® RG y Log RCS.Log RG) no resultaron
significativos, mientras que, las frecuencias de residuos de tetraciclinas se vieron

influenciados por los términos Log RCS y Log? RCS con un error inferior al 5%.

Asi, una vez determinados los parametros significativos en el modelo de
regresion logistica se calcul6 la ecuacién matematica que permite predecir la frecuencia

de resultados positivos a las tetraciclinas como una funcién de los RCS (Tabla V.7).
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Tabla V.6. Pardmetros estadisticos obtenidos mediante la aplicacion de método de
regresion logistica a las distribuciones de frecuencia de ATBs en leche en el afio 2010

Antibictico Variable Valor y° Valor p
RCS 0,26968 0,6035
RCS? 0,19332 0,6602
BETAlactamico RG 0,37066 0,5426
RG? 0,69805 0,4034
RCS*RG 0,24660 0,6195
RCS 5,23452 0,0221
RCS? 3,82024 0,0506
Tetraciclina RG 2,74673 0,0974
RG® 2,27295 0,1316
RCS*RG 0,20988 0,6469
RCS 0,15428 0,6945
RCS? 0,09129 0,7625
Sulfamida RG 0,12773 0,7208
RG? 0,02467 0,8752
RCS*RG 3,05896 0,0903

Tabla V.7. Ecuacion matematica obtenida mediante el modelo de regresion logistico
que expresa las distribuciones de frecuencias de tetraciclinas en leche como una funcion
de RCS.

Test Bondad Ajust
ATBs L= fho+ AiLOgRCS; + L og?RCS, est Bondad Ajuste

Valory> Valor p

TCs L= - 5,13912 + 0,00718.log RCS - 0,0000061. Log RCS* 2,21325  0,1368

Por ello, en Figura V.6 se esquematiza la funcion matematica que asocia la
frecuencia de resultados positivos a tetraciclina en términos de las transformaciones
logaritmicas de los RCS, junto con las frecuencias reales observadas para este
antibiotico en leche.

En esta figura se visualiza que a bajos niveles de RCS, las frecuencias de
aparicion de tetraciclinas en leche son bajas. En la medida que se incrementan los RCS,
también aumentan las frecuencias de casos positivos al test (signo positivo de B, de
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Tabla V.7). Para luego estabilizarse en el rango de niveles de RCS comprendida entre
400.10% - 600.10° cél/ml (signo negativo del término By, de tabla V.7).

Los RCS en las muestras del tanque se utilizan como un indicador clave de la
calidad de la leche y reflejan la prevalencia de mastitis subclinica en el ganado lechero.
El RCS es una medida indirecta de la cantidad total de mastitis presentes en tambo,

dado que, en tambos con altos RCS se ha informado una mayor prevalencia de mastitis

clinica.
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Figura V.6. Modelos de regresion logistica que relaciona la distribucién de la
frecuencia de tetraciclinas en muestras de leche bovina durante el afio 2010 y el
Recuento de Células Somaticas.

Debido a que la mastitis conlleva a importantes pérdidas econdmicas, los tambos

con elevados RCS tienen una alta motivacién para reducir el nimero de cuartos
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infectados, utilizando tratamientos con antibidticos, incrementando de este modo el
riesgo de encontrar residuos de antibidticos en la leche procedente de estos animales
tratados (Rodrigues et al., 2004).

En forma similar a la funcidén encontrada en este trabajo, (Tabla V.7) otros
autores reportan asociaciones similares. Por ejemplo, Sargeant et al. (1998) analizaron
los datos obtenidos de los rebafios de Ontario en el periodo comprendido entre marzo de
1985 vy julio de 1994, y reportaron la frecuencia de residuos de antibidticos en cada
categoria de RCS: 1,6 % (<150.000), 1,6 % (150,000-299,000), 3,4 % (300,000-
499,000), 3,7 % (450,000-599,000) y 5,7 % (> 600.000).

Asimismo, en el trabajo de investigacion realizado por Saville et al. (2000) entre
los afios 1994 y 1997, donde analizan 28.873 muestras de leche procedentes de animales
ubicados en diversas regiones de los Estados Unidos, se reporta que la probabilidad de
encontrar residuos de antibioticos en leche aumenta en la media que se incrementan los
recuentos de celulas somaticas.

En Wisconsin (USA), Ruegg y Tabone (2000) analizaron 982.535 muestras de
leche en el periodo comprendido entre los meses de enero de 1995 a noviembre de
1998. Los RCS se utilizaron para clasificar los rebafios en cinco grupos (GRUPO I: <
250.000, GRUPO II: 251.000 a 400.000, GRUPOQ I1I: 401.000 a 550.000, GRUPO 1V:
551.000 a 700.000 y GRUPO V: > 700.000) y se calcul6 el riesgo relativo de residuos
de antibioticos para cada grupo segun los niveles de RCS. La frecuencia de residuos de
antibidticos en leche aumentd en aquellos tambos que reportaban mayores niveles de

RCS.
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Ademas, en un estudio realizado por Van Schaik et al. (2002) midieron los RCS,
RGT vy frecuencias de residuos de antibioticos en muestras de leche de las cinco
mayores industrias lacteas del estado de Nueva York durante los meses del periodo
comprendido entre marzo de 1999 a diciembre de 2000. Estos autores reportaron que los
tambos con altos niveles de RCS también presentaban altos niveles de RGT y elevadas
frecuencias de residuos de antibidticos en leche.

En la cuenca de Arequipa (Pert) se analizaron 1814 muestras de leche en el
verano del afio 2009, de las cuales 59 (3,25 %) resultaron contaminadas con residuos de
antibidticos. Estas muestras fueron clasificadas segun el valor de RCS en cinco rangos y
se establecieron diferencias estadisticas significativas (p <0,01) puesto que los grupos
de muestras de leche que contenian mayores RCS, presentaban mayor frecuencia de
resultados positivos a las pruebas de inhibidores, mientras aquellos grupos con menores
niveles de RCS tenian menores frecuencias de antibioticos en leche (Ortiz et al., 2011).

De este modo, la relacion encontrada entre los RCS y la frecuencias de residuos
de tetraciclinas en leche obtenida de los pequefios tambos de la cuenca centro
santafesina en el afio 2010 presenta un comportamiento similar al observado por
diferentes autores en otros paises.

Cabe destacar que el verano es una época propicia para el desarrollo de
enfermedades en el ganado bovino, por lo que normalmente, las vacas son tratadas con
antibidticos para evitar dichos problemas, y esto se traduce en un aumento de
inhibidores en la leche ordefiada. Asi, por ejemplo, la mastitis tiene una incidencia
estacional bien definida y es més alta en los meses de verano lluviosos y en zonas bajas

(Pérez, 2008).
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Ademas, se debe considerar que un clima caluroso, humedo y lluvioso
constituye un factor predisponente muy importante que trae aparejado un aumento en la
incidencia de casos clinicos, afectando con mayor intensidad a rodeos de pastoreo
directo que a rodeos estabulados (Desmoures y Repetti, 2006).

Por ello, en el proximo apartado se procedera a evaluar el efecto de las
condiciones ambientales (temperaturas y precipitaciones) sobre la frecuencia de
resultados positivos al método microbiologico utilizado para la deteccién de resultados

de antibioticos en la leche.
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V.3. Efecto de variables ambientales sobre las frecuencias de antibidticos en leche
V.3.1 Caracteristicas climaticas de la region

En este trabajo se registraron las condiciones climaticas durante el afio 2010 por
en la Estacion Agrometeoroldgica dependiente de EER-INTA (Estacion Experimental
Rafaela del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria de Argentina). Los valores
medios anuales, desviaciones estandares, rangos y coeficientes de variacion de las
temperaturas (maximas y minimas) y las precipitaciones, a lo largo del afio 2010, se

resumen en Tabla V.8.

Tabla V.8. Parametros estadisticos de las temperaturas (méaximas y minimas) y
las precipitaciones, a lo largo del afio 2010, en la cuenca centro santafesina.

Variable Media DS Rango CV (%) Total anual

Temperatura minima (°C) 11,63 6,55 -5,0-25,1 56,31 -
Temperatura maxima (°C) 25,04 6,41 6,5-38,0 25,60 -

Precipitaciones (mm) 2,20 7,28 0,0-50,3 331,36 802,2

Los niveles de temperatura media maxima (25,04°C), temperatura media minima
11,63°C) y precipitaciones totales anuales (802,2 mm) medidos durante el afio 2010 se
encuentran dentro de los intervalos establecidos esta cuenca lechera por Magrin et al.
(2006). Segun la serie histérica anual del periodo 1961-1990, en la zona norte se
presentan limites climaticos comprendidos entre las isohietas de 800 mm de
precipitaciones totales anuales en el oeste y 1200 mm de precipitaciones totales anuales

en el este, entre las isotermas de temperaturas maximas medias anuales de 24 °C en el
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sur y 26 °C en el norte y entre las isotermas de temperaturas minimas medias anuales
que oscila entre 10°C y 14 °C.

Ademas, las temperaturas medias anuales y estacionales decrecen en sentido
norte-sur, por su parte, la continentalidad del clima y la frecuencia de heladas aumentan
de este a oeste, mientras que, las precipitaciones decrecen en sentido norte-sur (Cabrera
y Willink, 1973; Viglizzo et al., 2005).

Por todo esto, la region centro santafesina posee condiciones ambientales
propicias para el desarrollo de sistemas de produccion intensiva de leche bovina
(tambos) durante gran parte del afio. Aunque se producen algunos inconvenientes
sanitario-productivos durante los veranos caluroso y lluviosos, caracteristicos de esta
region (Viglizzo et al., 2005; Herrero y Gil, 2008).

A su vez, los registros de la Estacion Agrometeoroldgica dependiente de EER-
INTA Rafaela para los afios 2009, 2010 y 2011 reportan temperaturas medias maximas
(25,8 °C; 25,0 °C y 24,9 °C), temperaturas medias minimas (12,3 °C; 11,6 °C y 12,1 °C)
y precipitaciones totales anuales (988,7 mm; 802,2 mm y 967,3 mm), similares a los
niveles medidos en la region centro santafesina durante el periodo 1930-2009.

Consecuentemente, el afio durante el cual se desarroll6 el presente estudio
(2010) presenta las caracteristicas climaticas tipicas de la region, y los valores de las
variables temperatura (méxima y minima) y precipitaciones estan incluidos en los
intervalos establecidos para la seria historica anual del periodo 1930-20009.

Debido a que, los veranos lluviosos y muy calurosos de la region centro
santafesina parecen afectar las produccion lactea bovina y el afio 2010 fue un afio tipico

climaticamente, se representaron en forma mensual las temperaturas medias y las
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precipitaciones registradas por la estacion agrometeoroldgica de la EER-INTA (Figura
V.7). Se puede observar temperaturas maximas superiores a 25 °C en el periodo
comprendido entre los meses de octubre a abril, mientras que durante el periodo junio-
agosto, las temperaturas minimas resultaron cercanas a los 5 °C. Ademas, se visualiza
que la amplitud térmica mensual (diferencia entre temperatura media maxima y

temperatura media minima) es superior a 10 °C, durante todo el afio.
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Figura V.7. Temperaturas (°C) maximas y minimas registradas durante el afio
2010 por en la Estacion Agrometeoroldgica dependiente de EER-INTA Rafaela

Se debe tener en cuenta que la temperatura de confort de la vaca lechera se
encuentra comprendida entre 5 °C - 25 °C (dependiendo de la humedad relativa
ambiental, la radiacién solar, los vientos y el color del pelaje). Cuando la temperatura
ambiente diurna supera los 27 °C, se produce una falla en los mecanismos de
termorregulacion, aumentando asi la temperatura rectal del animal (Rensis vy

Scaramuzzi, 2000). De modo que, comienzan a ocurrir cambios fisioldgicos tendientes a
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mantener la temperatura corporal dentro de valores normales. Dichos cambios
fisioldgicos traen aparejado un menor consumo alimenticio, una menor produccién
lechera, mayores pérdidas reproductivas, una mayor susceptibilidad a las enfermedades
como consecuencia de una caida en las defensas inmunitarias, acompafiado de un
incremento en la prevalencia de mastitis (Valtorta et al., 2002; Castro, 2009).

En lo que respecta a la distribucién de las precipitaciones que tuvieron lugar
durante el afio 2010, se aprecia en Figura V.8 que los mayores valores de lluvias se
produjeron durante los meses de verano (enero, febrero y marzo) y resultaron superiores
a los 100 mm/mes. Por el contrario, durante los meses de invierno (junio, julio y agosto)
las lluvias resultaron muy bajas con valores inferiores a los 5 mm/mes.

La region centro santafesina tiene precipitaciones de variada intensidad a lo
largo del afio, que se caracteriza comUnmente por presentar los maximos valores
durante los meses de verano, valores intermedios en primavera otofio y minimos durante

el invierno (Schnack et al., 2000).
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Figura V.8. Precipitaciones (mm) medidas durante el afio 2010 en la Estacion
Agrometeoroldgica dependiente de EER-INTA Rafaela.
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Segun Vilche et al. (2011), las precipitaciones mensuales del registro historico
para la serie 1973-2004 en el centro de Santa Fe (Estacion meteorologica Zavalla)
fueron superiores a 100 mm/mes en los meses de enero febrero y marzo, decreciendo
desde abril (97,3 mm) hacia julio (26,1 mm), para incrementar gradualmente desde el
mes de agosto (31,8 mm) hasta diciembre (118 mm).

A su vez, segun el registro historico para la serie 1930-2009 de la Estacién
agrometeorologica del EER-INTA Rafaela, la distribucion anual fue elevada durante el
verano (118,3 mm en enero, 111,0 mm en febrero y 155,1 mm en marzo), baja en el
invierno (29,2 mm en junio, 23,3 mm en julio, 25,4 mm en agosto) con MAaximos
valores que se repiten a final de cada afio (104,9 mm en noviembre y 123,8 mm en
diciembre).

Por ello y teniendo en cuenta los valores de precipitaciones mensuales
registrados en la Estacion agrometeorologica del EER-INTA Rafaela durante el afio
2010 (Figura V.8), se puede establecer que las lluvias que tuvieron lugar en dicho afio

siguen el comportamiento de distribucion anual de lluvias caracteristicas de la region.

V.3.2. Efecto de las variables climaticas sobre los RCS y RG

Por un lado se debe considerar que la cantidad y la frecuencia de las lluvias
afectan al ambiente, modificando su normal equilibrio, el animal y los microorganismos
causantes de enfermedades. Es decir, las precipitaciones generan encharcamientos del
suelo y barro en los corrales donde se encuentran los animales, caracteristicos de los

sistemas productivos de pastoreo con suplementacién de los tambos de Argentina.
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Por otro lado, es necesario considerar que los incrementos de temperatura
ambiente pueden producir un estrés sobre las vacas acompafiado de una mayor
susceptibilidad a contraer enfermedades debido a una disminucién en las defensas
inmunitarias.

Por todo ello, y teniendo en consideracion que los niveles de Recuentos de
Células Sématicas (RCS) y Recuentos de Gérmenes (RG) de la Figura V.5
practicamente acompafiaron al comportamientos de las temperaturas ambientales
(Figura V.7) y de las precipitaciones mensuales (Figura V.8), se aplico la opcion
stepwise del modelo de regresion lineal multiple de segundo orden para relacionar los
RCS y RGT con las temperaturas y precipitaciones mensuales.

En Tabla V. 9 se exponen las ecuaciones matematicas que expresan los cambios
en los niveles de RCS y RG con las temperaturas y precipitaciones que tuvieron lugar

durante el afo 2010.

Tabla V.9. Ecuaciones que representan los efectos de las temperaturas y precipitaciones
sobre los Recuentos de Células Somaticas y Recuentos de Gérmenes

Componente  Log [Y] = Bo + B1*T+ Bo*P+ Pui* T2 + PP+ Pro*T*P R
RCS Log[RCS]= 5,02 +0,0732*T -0,0027*P -0,0023*T2+0,00016*T*P 90,43
RG Log[RG]= 4,92 +0,000075*T*P 75.33

T: Temperatura media (°C), P: Precipitacién (mm), R: Coeficiente de regresién porcentual

Para ambos casos, los ajustes alcanzados mediante el modelo de regresion
multiple fueron adecuados, con coeficientes de regresion del 90,43% para log RCS y del

75,33% para Log RG. A fin de visualizar los efectos de la temperatura y
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precipitaciones sobre las transformaciones logaritmicas de ambas variables se construyé

la Figura V.9.
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Figura V.9. Efecto de la temperatura y las precipitaciones sobre los RCS y RG

Con respecto a las células somaticas, el modelo considerd significativa la
interaccion entre precipitaciones y temperatura, por ello el comportamiento de Log RCS

resulta complejo. Para elevados valores de temperatura, el incremento de
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precipitaciones produce un aumento en los logaritmos de los RCS, mientras que a bajas
temperatura se produce el efecto contrario. Cuando las precipitaciones son elevadas, el
incremento de temperatura favorece los aumentos de RCS hasta llegar a estabilizarse
por un efecto cuadratico, mientras que a bajas precipitaciones, el efecto cuadratico es
mas acentuado.

Para los Log RG, la interpretacion de la Figura V.9 resulta mas simple, puesto
que al haber resultado significativa la interaccion entre temperatura y precipitaciones,
con signo positivo del pardmetro P12, se evidencia que un incremento en cualquiera de
las dos variables predictivas produce un aumento en los niveles de Log RG.

Ambas graficas permiten establecer que durante los meses de verano en la
region centro santafesina, con elevados valores de temperaturas y precipitaciones, las

transformaciones logaritmicas de los RCS y RG se incrementan.

Al respecto, se debe destacar que algunos autores reportaron que la cantidad y la
calidad de leche se ven deteriorada durante los meses del verano, debido al estrés
térmico que sufren los animales en esta época. Asi, por ejemplo, Cappa (1998),
Bernabucci et al. (2002), Silanikove et al. (2009) y Bernabucci et al. (2010) realizaron
investigaciones con vacas lecheras de alta produccion durante las épocas calurosas, y
comprobaron que las altas temperaturas ambientales no solo afectan la cantidad de leche
producida (disminucion del 10 % en verano) sino que ademas modifican las
caracteristicas fisico-quimicas de la leche. Asi, se produce una disminucion en los
valores de pH, una reduccion de los porcentajes de grasa, lactosa y proteinas,
coagulacién y un aumento del contenido de electrolitos y agua. Segin un estudio
realizado por West et al. (2003) en regiones templadas, el contenido de grasa y
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proteinas en leche pueden disminuir (0,4 % y 0,2 %, respectivamente) en el verano con
respecto al invierno.

En Italia, Lacetera et al. (2005) sefialan que la ocurrencia de eventos extremos
(olas de calor) durante el verano esta asociado con una disminucion en la sintesis de
ADN en PBMC (células mononucleares de sangre periférica) y mayor cantidad de
anticuerpos en la secrecion de PBMC en plasma. Este hecho se refleja en una depresién
de la inmunidad celular y una mejora en la respuesta humoral. Mientras que, Elvinger et
al. (1992), Hahn et al. (1997), Collier (2006) y Collier et al. (2008) en los estados de
Florida, Nebraska y Arizona (Estados Unidos) reportaron modificaciones
inmunoldgicas a causa de la hipertermia inducida por el estrés calorico. El efecto
principal sobre la funcion inmune fue la reduccion de la migracion de leucocitos en la
glandula mamaria, dejandola expuesta a la infeccion por microorganismos tanto de
patdgenos contagiosos como ambientales.

A su vez, Padgett y Glaser (2003) reportaron que la activacion cronica de las
respuestas al estrés térmico, que incluyen el eje hipotalamico-hipofisis-adrenal y el eje
simpatico-adrenal medular, da lugar a la produccion crénica de hormonas
glucocorticoides y catecolaminas. Los receptores de glucocorticoides de las células
inmunitarias se unen al cortisol e interferieren con la regulacién de la actividad de las
células inmunes productoras de citoquinas y los receptores adrenérgicos se unen a la
epinefrina y la norepinefrina activando la transcripcion de genes que codifican para una
variedad de citoquinas. De este modo, se produce una disminucion de la capacidad

defensiva de la respuesta del sistema inmunoldgico.
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Por todo lo anterior expuesto, y teniendo en cuenta que la temperatura maxima,
en la region centro santafesina supera el valor limite para el confort bovino (27 °C)
hacia finales de la primavera (noviembre y diciembre) y durante el verano (enero-
marzo) (Figura V.7), se puede suponer que los bovinos de los pequefios tambos de esta
region hayan experimentado depresiones en el sistema inmunologico durante la
temporada mas calurosa del afio 2010, aumentando de este modo los riesgos de contraer
enfermedades.

Con respecto a las precipitaciones, se debe resaltar que las lluvias intensas al
modificar el ambiente, propician el desarrollo de los patégenos ambientales en los
lugares en que se encuentran las vacas de ordefio, asi como también en los corrales y
caminos (Zehner et al., 1986).

En efecto, cuando se cuantifica la actividad microbiana en los suelos (recuentos
de microorganismos aerobios mesofilos viables y mohos y levaduras) se observa una
tendencia creciente conforme se incrementa el porcentaje de humedad en las muestras
de suelo. Asi, Ojha y Kostrzynska (2008) cuando incuban suelos a diferentes
porcentajes de humedad, sefialan que los Log (UFC) de bacterias asciende desde 16.03
hasta 17.89 en la medida que el porcentaje de humedad del suelo se incrementa desde
5.0 % hasta 18.0 %, mientras que los log (UFC) de hongos aumentan desde 10.91 hasta
11.20. Ademas, en pruebas de respiracién con glucosa como medida del efecto de las
temperaturas en la actividad microbiana total del suelo, Qureshi et al. (2003)
encontraron que la tasa mas alta de respiracién acumulativa ocurri6 a 28 °C y decrecio

conforme la temperatura desciende, con minima proliferacion a 4 °C.
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En Nueva Zelanda, con similitud en el sistema productivo a la cuenca lechera
centro santafesina, puesto que los animales se trasladan desde los corrales hacia las salas
de ordefio, Lacy-Hubert (2006) sefiala que la cantidad de estreptococos ambientales
presentes los caminos usados por vacas es mas elevada en los meses de mayores lluvias.
A su vez, Hogan y Smith (2003) reportaron que las tasas de mastitis clinicas en vacas
lecheras provocadas por patdgenos ambientales son mayores durante periodos de tiempo
lluvioso y hdmedo, tanto en sistemas de produccion estabuladas como en sistemas
pastoriles.

Con respecto a las enfermedades podales se debe destacar que, los
microorganismos ambientales més proliferos en épocas lluviosas que pueden afectan a
las pezufias del bovino debilitadas por la humedad son: Fusobacterium spp.,
Peptostreptococcus indolicus, Campylobacater sputorum, Bacteroides fragilis y
Treponema spp. (Walker et al., 1995; Sprecher et al., 1997; Read et al. 1998; Demrikan
et al., 1998 y Perusia 2001).

A su vez, en épocas lluviosas aumenta la presencia de microorganismos
ambientales que pueden causar mastitis en los corrales bovinos (Hogan y Smith, 2003),
tales como: Streptococuss uberis, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus equinus,
Streptococcus equi, Streptococcus parauberis, Escherischia spp., Klebsiella spp. y
Enterobacter spp. que ingresan a la ubre entre los sucesivos ordefios (Phillips, 1996,
Costa et al., 1998, Calvihno, 2005).

En consecuencia, las precipitaciones frecuentes e intensas del final de la
primavera y tipicas del verano en la region centro santafesina de Argentina, aumenta la

presencia de patdgenos oportunistas en el suelo de los corrales de descanso, caminos y
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en las proximidades de los bebederos - comederos. Este motivo puede ser la causa de

los incrementos de los RCS y RG observados en Figura V.9.

V.3.3. Efecto de las variables climaticas sobre la frecuencia de antibioticos en la leche

En este trabajo se determino una estacionalidad en la presencia de inhibidores en
leche bovina de los pequefios tambos de la cuenca centro santafesina durante el afio
2010, con méaximos a fin de primavera y en verano, y con minimo en invierno (Figura
V.2 y Figura V.3). Asi mismo, las temperaturas (Figura V.7) y las precipitaciones
(Figura V.8) presentan distribuciones bimodales a lo largo del afio 2010, con picos
maximos y minimos que coinciden con los observados para antibidticos. Debido a estas
similitudes en las distribuciones, se aplico la opcién stepwise del modelo de regresién
logistica que relacionan respuestas dicotomicos con variables climaticas.

En Tabla V.10 se muestran los parametros estadisticos con su correspondiente
valor de significancia. En la misma, se observa que en el caso de las frecuencias de
residuos de betalactamicos el parametro “Precipitaciones” resultd estadisticamente

2> afectd en forma significativa la

significativo. A su vez, el parametro “Precipitaciones
frecuencia de residuos de tetraciclinas. Mientras que, en lo referido a los sulfamidas
fueron “Temperatura” y “Temperatura®” las variables que afectaron su frecuencia.

Asi, una vez determinados los pardmetros significativos en el modelo de
regresion logistica se calcularon las ecuaciones matematicas que representan la

asociacion entre la presencia de antibidticos en leche y los parametros significativos

durante el afio 2010 (Tabla V.11).
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Tabla V.10. Parametros estadisticos obtenidos mediante la aplicacion del método de
regresion logistica a las distribuciones de frecuencia de ATBs en leche en el afio 2010

Antibidtico Variable Valor y° Valor p
Precipitaciones 9,70169 0,0018

Precipitaciones ? 0,00680 0,9343

Betalactdmicos  Temperatura 4,99068 0,0255
Temperatura® 3,33491 0,0678

Precipitaciones *Temperatura 0,44988 0,5024

Precipitaciones 0,58592 0,4440

Precipitaciones ? 6,56672 0,0104

Tetraciclinas Temperatura 2,32509 0,1273
Temperatura® 2,13179 0,1443

Precipitaciones *Temperatura 0,66569 0,4146

Precipitaciones 0,00771 0,9300

Precipitaciones 2 0,00449 0,9465

Sulfamidas Temperatura 7,60064 0,0058
Temperatura® 6,50233 0,0108

Precipitaciones *Temperatura 0,01653 0,8977

Tabla V.11. Ecuaciones matematicas obtenidas mediante el modelo de regresion
logistico que expresan las distribuciones de frecuencias de ATBs en leche durante el
afio 2010

Test Bondad Ajuste
ATBsS Lij = fo + SrPi+ fruP% + BT + PorTi?+ ProPiTi + g J

Valory> Valor p

BTs L=-3,90306+0,00583.P 59512  0,1140
TCs Lij:'3,61591+0,000026.P2 1,9058  0,5922
SAs Lij=-10,0017+O,58749.T-O,01271.T2 2,0376  0,5646

Los tres modelos matematicos, presentan valores de P superiores a 0,10, razon
por la cual los objetos obtenidos mediante este modelo son adecuados (Tabla V.11).

Los coeficientes positivos de los términos lineales Precipitaciones (B;) y Temperatura
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(B2) de los modelos para betalactamicos (BTs) y sulfamidas (SAs), respectivamente,
sefialaron que a medida que aumentan las precipitaciones, se incrementan las
frecuencias de residuos de betalactamicos; como asi también al registrase elevaciones
de temperatura, los resultados positivos a las sulfamidas son mayores.

Ademas, el signo positivo del término cuadratico de las precipitaciones (B11) en
el modelo matematico para las tetraciclinas muestra un incremento en la frecuencia que
es mayor en la medida que aumentan las precipitaciones (B1; > 0) especialmente cuando
las lluvias superaron los 100 mm.

Finalmente, el signo negativo del coeficiente B,, en el modelo, determina una
estabilidad de las frecuencias de sulfamidas en leche, conforme se estabiliza
temperatura media ambiente.

En Figura V.10 se visualizan las ecuaciones matematicas que presentan
relaciones entre las frecuencias de resultados positivos estimados y los parametros
significativos en cada antibiotico, junto con la representacion puntual de las frecuencias
medidas para cada una de estas moléculas.

Los ajustes entre las temperaturas y las precipitaciones con las frecuencias de
residuos de antibidticos en las muestras de leche obtenidas en estos pequefios tambos,
reflejan una proporcionalidad directa. Lo cual muestra que, cuanto més elevada sean las
temperaturas y/o las precipitaciones, aumentaran las probabilidades de encontrar de
resultados positivos a la respuesta del método de deteccion residuos de antibioticos.

Por todo lo anterior, y teniendo en cuenta las condiciones ambientales de la
region centro santafesina durante el afio 2010 (primavera y verano), se destaca que los

periodos calurosas y lluviosos predisponen a lavaca lecheraa padecer enfermedades
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por patdgenos ambientales. Esto se debe a los efectos conjuntos de estos efectos, porque
generan detrimento del sistema inmunologico y predisponen a la proliferacion de
microorganismos en el ambiente, incrementando de este modo el riesgo de contraer
enfermedades infecciosas.

De hecho, se incrementan las infecciones podales e intramamarias debido a
microorganismos ambientales, acompafiado de un uso estacional de antimicrobianos
para sus tratamientos.

Como consecuencia de ello, con el incremento de las enfermedades generadas
por microorganismos, se utilizan antibioticos para los tratamientos terapéuticos, motivo
por el cual aumenta el riesgo de encontrar estos residuos de medicamentos en leche.

Algunos autores en diferentes paises comprobaron la estacionalidad de las
mastitis ambientales en veranos calurosos y lluviosos. Asi, Makovek y Ruegg (2003)
cuando analizan 77.172 muestras de leche procedentes de vacas que se encuentran en
tambos estabulados de Wisconsin (USA), reportaron un 5,2 % de Coliformes y un 12,2
% de Estreptococos ambientales. Dichos autores sefialan que las frecuencias son
mayores en los meses de verano que en el invierno.

En forma similar, Olesen et al. (1985) en Dinamarca; Supek (1995) en Hungria;
Miltenburg et al. (1996) y Elbers et al. (1998) en Holanda; Waage et al. (1998) en
Noruega; Bradley et al. (2002) en Reino Unido; Burvenich et al. (2003) en Bélgica;
Gasqui et al. (2003), Seegers et al. (2003) y Robert et al. (2005) en Francia; Hospido y
Sonesson (2005) en Espaia; Vasil (2007) en Eslovaquia y Sharma et al. (2011) en India,
reportan estacionalidad de la incidencia de mastitis ambientales durante los meses de

veranos calurosos y humedos.
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En Estados Unidos, Smith y Hogan (1993), Todhunter et al. (1995), Hogan y
Smith (2003) y Oliver et al. (2011) informaron de la estacionalidad de las mastitis
ambientales, causadas principalmente por coliformes en las temporadas de lluvias
intensas.

En América latina, varios autores sefialaron presencia de mastitis ambientales
por Estreptococos en veranos caluroso y lluviosos como Costa et al. (1998) en Brasil,
Andresen (2001) en Perl, Desmoures y Repetti (2006) en Argentina, Calderén y
Rodriguez (2008) en Colombia y Pastor y Bedolla (2008) en México.

Por todo ello, durante los meses de elevadas temperaturas y precipitaciones se
verian incrementadas las infecciones del ganando bovino y en consecuencia el uso de
antibidticos. Con lo cual, esta época del afio, debe coincidir, no solo con mayores
controles de la leche entregada a la industria lactea, sino, fundamentalmente, con
estrategias de prevencion orientadas a la atenuacion de los efectos perjudiciales que las
condiciones ambientales tienen en los animales.

Asi por ejemplo, con el propdsito de atenuar el efecto de los veranos calurosos
sobre la calidad de la leche y la produccién lactea, diversos autores proponen el
incremento de espacios de sombras tanto naturales como artificiales en los tambos
(Collier y Beede, 1985, Valtorta et al., 1996, Calamari et al., 1997, Cappa, 1998,
Bernabucci et al., 2002, West et al., 2003, Collier et al., 2006, Silanikove et al., 2009,
Bernabucci et al., 2010,). En este sentido seria interesante llevar a cabo estudios que
evallen la frecuencia de aparicion de residuos de antibiéticos en la leche de vacas con

diferentes niveles de sombreas durante los meses de verano.
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VI. CONCLUSIONES

De los resultados de este trabajo se deducen una serie de conclusiones respecto
la presencia de antibidticos en leche procedente de los pequefios tambos de la regién
centro-santafesina, que se detallan a continuacion:

v Las frecuencias promedio anuales de betalactamicos (BTs), tetraciclinas (TCs) y
sulfamidas (SAs) en leche fueron de 3,02 %, 3,23 %y 2,42 %, respectivamente.

v" Los antibi6ticos en leche mostraron marcada estacionalidad con maximos a
finales de verano (BTs 6,2 %, TCs 6,0 % y SAs 4,0 %) y de primavera (BTs 4,0
%, TCs 3,8 % y SAs 4,0 %) y minimos en invierno (BTs 1,0 %, TCs 2,0 % y
SAs 0,8 %).

v' Las mayores frecuencias de muestras de leche con residuos de tetraciclinas
presentaron elevados recuentos de células somaticas, segun el modelo de
regresion logistica.

v' Las temperaturas y precipitaciones mostraron un efecto significativo (p<0,05)
sobre los recuentos de células somaticas y los recuentos de gérmenes. En efecto,
ambas recuentos se incrementan durante las temporadas calurosas y lluviosas de
esta region.

v' Las frecuencias de residuos de betalactamicos, tetraciclinas y sulfamidas
aumentan en las épocas del afio con mayores precipitaciones y altas

temperaturas.

109



Henzenn, Hilda Inés -2013 -

Conclusiones

Estos factores ambientales extremos tienen un efecto negativo sobre el confort
del ganado bovino, pudiendo ocasionar mastitis ambientales que tendrian una
repercusion negativa sobre la calidad higienico-sanitaria de la leche. Como
consecuencia de ello, se incrementarian los riesgos de aparicion de residuos de
antibioticos en la leche.

En un futuro, seria interesante llevar a cabo nuevos estudios que analicen los
riesgos de encontrar residuos de antibidticos en la leche procedente de pequefios
medianos y grandes tambos de otras cuencas lacteas del pais, a fin de implementar
estrategias para su control, que permitan disminuir sus frecuencias; tales como analisis
de riesgos y puntos criticos en cada explotacion ganadera, implementacion de
protocolos de buenas practicas ganaderas, etc.

De esta forma, se puede disminuir las frecuencias de antibidticos en le leche,
garantizando su inocuidad desde el propio tambo, a fin de evitar los problemas que estas

moléculas ocasionan a la industria lactea y la salud publica.
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