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Resumen

Introduccidén: El uso indiscriminado de antibiéticos, es una practica habitual en nuestro
medio para restaurar la salud de los bovinos, sin considerar la repercusion que esta accion
tendré en la salud del animal, ni en los productos que el bovino pueda proporcionar al ser
humano.

Objetivo: Determinar la presencia de residuos de antibiéticos en la leche cruda expendida en
el mercado 10 de agosto de la ciudad de Cuenca, provincia del Azuay.

Metodologia: El estudio fue de tipo cualitativo, experimental de corte transversal. El universo
fueron los 5 puestos ambulatorios de leche cruda, de donde se obtuvieron 90 muestras. Para
la determinacion de antibioticos se usé el AMINO 3IN1y 3IN1 BST.

Resultados: Se determiné la presencia de residuos de antibi6ticos en 18 de las 90 muestras
analizadas (20%), el antibiético con mayor frecuencia fue sulfonamida (18.88%) y gentamicina
(1.11%).

Conclusién: Se determind la presencia de residuos de antibiéticos en las muestras de leche
cruda, sulfonamida fue el mas frecuente. La mayor cantidad de trazas de antibidticos se

determind en el puesto 5. En el local 2 se observd la presencia de gentamicina (5.56%),
mientras que en los locales 3 y 4 no se lleg6 a determinar residuos de antibioticos.

PALABRAS CLAVE: Leche cruda, antibiéticos, tetraciclina, sulfonamida, betalactamico.

Andrés Ayala y Cristina Durazno
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Abstract

Introduction: Indiscriminate use of antibiotics is a common practice in our community to
restore cattle to health without considering the impact of this action on animal health or on the
products that cattle can provide to humans.

Objective: To determine the presence of antibiotic residues in raw milk sold in the “10 de
Agosto” market in Cuenca City, Azuay province.

Methodology: The study was a qualitative, experimental, cross-sectional study. The universe
consisted of 5 raw milk stalls, from which 90 samples were obtained. AMINO 3IN1 and 3IN1
BST were used for the determination of antibiotics.

Results: In 18 out of the 90 samples analyzed (20%), antibiotic residues were found; the most
frequent antibiotic was sulfonamide (18.88%) and gentamicin (1.11%).

Conclusion: Antibiotic residues were found in the raw milk samples; sulfonamide was the
most frequent. The highest amount of antibiotic traces was in stall 5. In stall 2, gentamicin was
observed (5.56%), while no antibiotic residues were found in stalls 3 and 4.

KEYWORDS: raw milk, antibiotics, tetracycline, sulfonamide, beta-lactam.

Andrés Ayala y Cristina Durazno
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l. INTRODUCCION

El uso indiscriminado de antibiéticos ha llegado a suponer actualmente una practica
inadecuada llevada a cabo con la finalidad de restaurar la salud de los bovinos en
caso de padecer alguna patologia como la mastitis, sin tomar en cuenta la
repercusion que esta accion tendra en la salud del animal, asi como, en sus
derivados, siendo la leche recolectada uno de los productos que mas tiende a sufrir
alteraciones y contaminaciones, lo cual puede generar que ciertos
microorganismos, en especial bacterias, logren desarrollar mecanismos de

resistencia 0 mutaciones en su estructura genémica con la finalidad de preservarse

().

Generalmente se suele administrar de manera errGnea una elevada cantidad de
antibiéticos o incluso combinaciones de los mismos a los bovinos, esto sin el debido
acompafamiento de un profesional veterinario, lo que ocasiona que ciertastrazas
de medicamentos pasen a la leche. En muchas ocasiones los ganaderos al
administrar tetraciclinas de manera empirica para tratar una infeccion por
Staphylococcus aureus pueden llegar a observar que el bovino llega a presentar
resultados favorables en las primeras administraciones, sin embargo, cuando los
microorganismos llegan a presentar resistencia, estos ya no suelen presentar

efectos beneficiosos. (1,2).

En caso de que a un bovino se le esté administrando antibidticos para tratar una
patologia, el médico veterinario suele recomendar que se recolecte la leche de
manera normal por una semana, ademas es desechada, eliminando el producto
contaminado con el antibiético administrado y evitando cualquier tipo de
inconveniente en la salud del consumidor. El periodo de retiro minimo puede variar
entre los diversos antibidticos empleados en ganaderia, sin embargo, usualmente
se recomienda que el periodo de retiro sea de 7 dias después de la ultima dosis

del medicamento empleado (1,2).

14
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El consumo de leche cruda con antibiéticos puede llegar a causar un deterioro en la
salud del ser humano, esto se debe a que el producto al estar contaminado con
trazas de antibidticos puede llegar a generar diversas afecciones gastrointestinales
y reacciones de hipersensibilidad. Este tipo de patologias suelenocurrir por la

ingesta frecuente de lacteos con restos de antibioticos a largo plazo (2).

15
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l.1.- PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION.

e Situacién problemaética:
La presencia de antibidticos en leche cruda se ha visto sumamente incrementado
en los ultimos afos, esto se debe al uso indiscriminado de los mismos con la
finalidad de mejorar la salud de los bovinos en caso de padecer algun tipo de
patologia, siendo una de las prevalentes la mastitis. Esta situacion afecta
gravemente los alimentos derivados y fabricados con este tipo de producto extraido
del bovino, afectando gravemente al animal y a las personas que consuman el
producto con restos de antibioticos (3,4).
Este tipo de inconveniente suele afectar gravemente el area alimenticia, sobre todo
la industria lechera debido a que se afecta la calidad del producto y puede influir
hasta en la fabricacion de derivados de la leche (3).
En los dltimos afios, en la ciudad de Cuenca se ha llevado a cabo diversos estudios
con los cuales se ha tratado de establecer la calidad de la leche cruda, siendo uno
de los ensayos més efectuados el andlisis para la determinacion de remanentes de
antibioticos y con los cuales se ha establecido la calidad del producto lacteo en los

diversos centros de abasto presentes en la ciudad.

e Problema de investigacion:

En la ciudad de Cuenca se han llevado a cabo diversos ensayos por medio de los
cuales se ha establecido la presencia de residuos de antibioticos en leche cruda
expendida al publico. Esta es una problematica que se ha incrementado en los
altimos afos por la inadecuada administracion de medicamentos en bovinos
afectados con diversas patologias con la finalidad de curarlos. Esto es un punto a
tomar en cuenta ya que los ganaderos y proveedores de leche no suelen excluir a
las vacas enfermas y suelen vender esa leche contaminada, lo cual supone un
riesgo grave para la salud de los consumidores. Es por ello que este tipo de
investigacion determinara si los vendedores del mercado 10 de agosto cumplen
con la normativa estipulada. Ademas, este estudio ayudara a los consumidores a
conocer el estado de calidad de venta de la leche cruda en dicho establecimiento
(5,6).

13
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.2.- JUSTIFICACION

Los residuos de antibidticos suelen ser trazas indeseables en la leche cruda los
cuales llegan a ser importantes agentes de riesgo para la salud publica debido a la
generacion de efectos nocivos para el consumidor, por lo cual, pese a los esfuerzos

por disminuir su empleo, esta actividad sigue ocurriendo (7).

Los antibiéticos administrados al ganado pueden llegar a acumularse en los tejidos
animales debido a su distribucién y metabolismo, asi mismo, estos pueden llegar a
ser excretados por medio de la orina y heces del animal, sin embargo, en ciertas

ocasiones pueden llegar a ser eliminados en la leche. (7,8)

Se suele recomendar que se aplique la correlacion de tiempo de retiro en caso de
gue al bovino se le administren medicamentos prescritos por el veterinario, el cual
ha determinado el mejor tratamiento para el animal, estableciendo de esta manera
el tiempo limite entre la aplicacion del farmaco y la venta de la leche, garantizando
gue el producto esté libre o presente valores normales de antibidticos. El parametro
que usualmente se aplica es el de LIMITES MAXIMOS DE RESIDUOS (LMR),
determinando la cantidad maxima a la cual el residuo no representara un peligro

para el cliente (7,8).

Generalmente en la ganaderia se suele aplicar antibidticos de tercera generacién
(cefalosporinas y fluoroquinolonas), lo cual llega a ser un factor importante debido
a que ciertos microorganismos pueden llegar a presentar resistencia frente a los
antibioticos a largo plazo. Por otro lado, estos medicamentos en los seres humanos
pueden generar mecanismos de resistencia o cambios en la microbiota intestinal,

asi como en bacterias autéctonas del organismo humano (7,8).
.2.1.- PREGUNTA CIENTIFICA

¢La leche cruda recolectada en el mercado 10 de agosto presenta residuos de

antibioticos?

14
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1.2.2.- HIPOTESIS:

A partir de los diversos estudios llevados a cabo en los distintos mercados en la
ciudad de Cuenca enfocados en la calidad y la determinacion de restos de
antibioticos en leche, se puede establecer que la leche cruda vendida en el mercado
10 de agosto puede estar contaminada con residuos de antibidticos, siendo los
principales sulfonamidas y tetraciclinas y en menor medida los aminoglucosidos y

tetraciclinas.

[.3.- OBJETIVOS

[.3.1.-Objetivo General:

Determinar la presencia de residuos de antibiéticos en la leche cruda expendida

en el mercado 10 de agosto de la ciudad de Cuenca, provincia del Azuay

1.3.2.-Objetivos Especificos:

¢ Determinar la presencia o ausencia de antibiéticos en leche cruda de acuerdo
a los parametros establecidos en la normativa Técnica EcuatorianalNEN
9:2012

o Detectar aminoglucésidos en leche cruda, mediante la técnica

inmunocromatografica.

l.4.- MARCO TEORICO
1.4.1.- Antecedentes;

Los productos lacteos, especialmente la leche, son considerados como una fuente
abundante de diversos nutrientes (carbohidratos, grasas y proteinas) para el
consumo de la poblacion en general, por lo cual suelen ser empleados para la
formacion y mantenimiento del cuerpo en las distintas etapas vitales del ser
humano. Por otro lado, el empleo de antibiéticos en bovinos suele estar enfocado
en la prevencion y tratamiento de diversas enfermedades infecciosas. Aunque los

antibidticos suelen ser eliminados principalmente por la orina y heces, existen

15
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ciertos residuos que pueden llegar a quedar en los productos como la leche y carne,

siendo estas trazas un factor importante (9).

En el estudio elaborado en Colombia, en el departamento de Sucre, se analizaron
97 muestras de leche cruda comercializada para el consumo humano, en el cual
se llegd a determinar la existencia de residuos de antibidticos en las muestras de
leche empleadas, representando el 7,21%, representando malas practicas de

medicamentos veterinarios en la localidad (10).

En Canfar se llevo a cabo el andlisis de 210 muestras de leche cruda recolectada de
pequefios productores, de los cuales se llegd a concluir que el 61% de la leche
expedida presenta residuos de antibiéticos, siendo el mayor porcentaje relacionado

a la familia de antibioticos sulfonamidas con el 48% (11).

Por ultimo, en Cuenca se llevo a cabo el analisis de muestras de 150 muestras de
leche de las cuales 39 muestras dieron positivo a trazas de antibidticos tetraciclinas
y betalactdmicos. Estos resultados demuestran el incumplimiento que existe en el

pais ante las normativas de calidad presentes para este tipo de producto (12)

1.4.2.- Marco referencial

4.2.1 Leche cruda bovina

4.2.1.1 GENERALIDADES DE LA LECHE

La leche es catalogada como un alimento de primera eleccion, formando parte de
la dieta diaria de nifios, adultos y ancianos, favoreciendo la formacion vy
mantenimiento del cuerpo humano, debido a su alta composicioén nutricional. Este
producto presenta una gran variedad de nutrientes esenciales para el desarrollo de
lactantes y nifios, asi como para reducir el riesgo de osteoporosis y el debilitamiento
de ancianos. Es un alimento empleado en la elaboracion de productos derivados

como el queso, yogures, mantequillas o cremas. (13,14,15).

16
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El consumo de leche cruda suele estar relacionado con la transmision de diversas
enfermedades en el ser humano, representando un riesgo sanitario si no se cuenta
con las medidas sanitarias e higiénicas adecuadas durante todo el procesode
elaboracién. Entre los contaminantes que mas suelen afectar al ser humano
destacan diversas toxinas, pesticidas, antibioticos, metales pesados y esteroides.
Actualmente, tanto la leche como sus derivados son considerados como uno de
los principales vehiculos en la transmision de enfermedades por alimentos (ETAS)
en el ser humano (13)

4.2.2 CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS Y COMPOSICIONALES DE LA
LECHE CRUDA

De acuerdo a la normativa NTE INEN 9-2015 sexta revision, se define a la leche
cruda como “Leche que no ha sido sometida a ningun tipo de calentamiento (es
decir que la temperatura no haya superado la de la leche inmediatamente después
de ser extraida de la ubre no mas de (40°C) o no haya sufrido tratamiento térmico,
salvo el de enfriamiento para su conservacion, ni ha tenido modificaciéon alguna en

su composicion” (15,16).

La leche cruda suele presentar un color caracteristico amarillento o blanco
opalescente, esto se debe a la presencia de caseina y grasa en su composicion,
posee un sabor dulce, con un aroma suave y por ultimo una textura homogénea.
Principalmente esta compuesta de moléculas como proteinas, minerales, lactosa,

grasasy azucares, asi como la presencia de vitaminas, aminoacidos y enzimas (17).

La leche contiene un 3% de proteinas, las cuales estardn combinadas en diversas
fracciones siendo las caseinas las de mayor porcentaje, forman parte de diferentes
complejos de fosfoproteinas y glicoproteinas siendo capaces de transportar
diversos minerales, destacando especialmente el calcio, magnesio, fésforo y zinc.
Por otro lado, posee tanto vitaminas liposolubles (A y D) como vitaminas

hidrosolubles (complejo B y la vitamina C), estas ultimas en menor cantidad (18,19).

17
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4.2.3 GENERALIDADES DE LOS ANTIBIOTICOS EN LA LECHE

Los antibiéticos son compuestos quimicos distribuidos en diversos grupos de
farmacos heterogéneos, estos desempefian un papel especifico al eliminar o inhibir
el crecimiento de microorganismos causantes de infecciones. Se debe considerar
el medicamento mas adecuado al momento de combatir un microorganismo,
eligiendo al farmaco mas eficiente tomando en cuenta su efecto bacteriostatico y/o
bactericida (20, 21).

En los bovinos, los antibiéticos suelen absorberse en el estbmago y en la primera
porcidon del intestino delgado, produciendo un pico de concentracion plasmatica
dentro de 4 horas. Una cantidad del farmaco es concentrada en el higado y se puede
excretar por la bilis y reabsorber en el intestino. Se puede apreciar que una pequefia
parte del medicamento seguira en la sangre por el ciclo enterohepatico. Por ultimo,
los farmacos sufren diversos tipos de metabolismo, siendo la orina y heces los

principales medios para ser eliminado del bovino (22).

En ciertas ocasiones los residuos de antibiéticos que persisten en el bovino pueden
llegar a afectar productos que se obtengan a partir de los animales tratados como:
la leche, carne y huevos, por lo cual es necesario la identificacién ydeteccion de
restos de antibiéticos en dichos insumos de origen animal destinadosal consumo
humano, asegurando la calidad e higiene del producto. La excreciénde ciertos
antibioticos suele ser lenta, los niveles plasmaticos tienden a persistir, esto debido

a la circulacion entero-sanguineo-biliar (23,24).

Una de las patologias que mas tiende a afectar a los bovinos es la mastitis, esta
suele ser producida por diversos microorganismos. El agente causal mas frecuente

de mastitis clinica y subclinica es Staphylococcus aureus. (25).
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4.3.4 ANTIBIOTICOS USADOS EN EL TRATAMIENTO DE LA MASTITIS
BOVINA

4.2.4.1 BETALACTAMICOS

Son medicamentos empleados en la medicina veterinaria para tratar diversos tipos
de infecciones bacterianas, debido a que pueden llegar a inhibir la pared
conformada por peptidoglicanos presentes en las bacterias. Este tipo de antibibticos
son usados principalmente en bacterias grampositivas, gramnegativas y

espiroquetas, sin embargo, no llegan a causar efectos en micoplasmas (26).
4.2.4.2 TETRACICLINAS

Se trata de un antibiético anfétero, con efecto en los ribosomas bacterianos de
diversas bacterias grampositivas y gramnegativas, asi como bacterias aerobias y

anaerobias, clamidias y micoplasmas (27).

Por su uso habitual en seres humanos, animales, en la agricultura y la presencia de
diversos genes de resistencia, la tetraciclina presenta un espectro antimicrobiano
limitado. En cuanto a las tetraciclinas de primera y segunda generacion, estas llegan

a ser efectivas contra bacterias grampositivas y gramnegativas (27, 28)
4.2.4.3 SULFONAMIDAS

Son farmacos antimicrobianos con un amplio espectro, inhibiendo el crecimiento de
bacterias gramnegativas y grampositivas, asi como a ciertos protozoos y coccidios.

Suelen presentar efectos minimos en bacterias anaerobias (29).

Las sulfonamidas generan sensibilidad frente a bacterias grampositivas, como
cepas de Streptococcus, Staphylococcus y Pneumococcus, otros microorganismos
como Actinomyces spp., Bacillus anthracis y Corynebacterium diphteriae.
Asimismo, en microorganismos gramnegativas son efectivos a enterobacterias

(Haemophilus. influenzae, Bordetella pertussis o Legionella pneumophila) (30).
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4.2.4.4 AMINOGLUCOSIDOS

La gentamicina se trata de un antibiotico indicado para el tratamiento de mastitis,
colibacilosis y salmonelosis en bovinos y tienden a unirse a las subunidades
ribosomales 30S y 50S de los ribosomas bacterianos. Se ha llegado a observar que
algunas bacterias han llegado a modificar ciertas caracteristicas en el gen aac-lla,
dando como resultado la alteracion en el perfil de actividad de la enzima y que las

cepas generen resistencia frente a la gentamicina (31).

Por otro lado, la estreptomicina es un bactericida de amplio espectro presenta
actividad principal contra bacterias gramnegativos y actividad variable contra
grampositivos. Este antibiético suele ser indicado para leptospirosis y para el
tratamiento de la vibriosis. Se ha llegado a establecer que ciertos Enterococos han
llegado a producir cambios en la subunidad ribosomica 30S, dando como resultado

una disminucién de la union de la estreptomicina (32)

Por dltimo, la neomicina es un farmaco utilizado con la finalidad de inhibir la sintesis
proteica a nivel subunidad de los ribosomas, incorporando aminoéacidos incorrectos
a la cadena peptidica en crecimiento, siendo eficaz en diversas bacterias
gramnegativas y positivas. Ademas, puede reducir las cifras de lipidos y colesterol
como efecto secundario a la formacién de complejos insolubles con acidos biliares
y con el colesterol en el intestino. Estos antibiticos son eficaces ante diversos
microorganismos gramnegativos como Escherichia coli, Salmonellay Shigella, asi
como en grampositivos como Staphylococcus aureus, y Streptococcus faecalis. Se
ha llegado a evidenciar que ciertas bacterias han llegado a cambiar la permeabilidad
de la membrana, evitando el ingreso del antibiético en la célula y eludiendo asi la

accion que tendréa (33).
4.2.5 MECANISMOS DE RESISTENCIA GENERADOS POR LAS BACTERIAS:

Las bacterias llegan a generar resistencia a los diversos grupos de antibidticos

presentados previamente, siendo los mecanismos mas importantes
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1. Produccion de enzima betalactamasa: Es el principal mecanismo de
resistencia en bacterias gramnegativas, grampositivas y anaerobias, estas
enzimas hidrolizan el anillo betalactdmico provocando la inactivacion del
anillo lacténico antes de su union con las penicillin-binding-protein (PBP).
Algunas bacterias que pueden desarrollar resistencia son Staphylococcus
aureus sensible a meticilina, Escherichia. coli, Klebsiella pneumoniae,
enterobacterias y anaerobios como Bacteroides fragilis (26).

2. Cambio de la Diana en las penicillin-binding-protein (PBP): Son cambios
como transformaciones, mutaciones e hiperexpresion de la correlacion en las
PBP que impiden el enlace del betalactdmico a la proteina provocando que
su accion disminuye (26).

3. Bombas de expulsion y variaciones de permeabilidad: Se consideraque
las bacterias gramnegativas llegan a ser mas susceptibles a producir
resistencia frente a los agentes antimicrobianos, debido a la presencia de
una membrana celular con menor enzimas lipofilicas, permitiendo que las
proteinas se fijan facilmente al espacio periplasmico y de esta manera lograr

enlazarse a las PBP. (26).

4.2.6 CODEX ALIMENTARIUS

De acuerdo al cédigo de practicas de higiene para la leche y los productos lacteos
(CAC/RCP 57-2004) el uso de los medicamentos veterinarios debe ser autorizados
y debe ser de uso especifico cumpliendo del periodo de suspensién prescrito para
gue no afecte la inocuidad de la leche, caso contrario se debera desechar si se
detecta la presencia alta de residuos de medicamentos (34).

4.2.7 NORMATIVA TECNICA ECUATORIANA NTE INEN 09:2012 QUINTA
REVISION

Se tomaran en cuenta los parametros establecidos en la Normativa NTE INEN
9:2012 en la cual se expresan los requisitos fisico-quimicos de leche cruda en

cuanto a antibiéticos (35). Anexo tabla 1
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4.2.8 USO DE INMUNOCROMATOGRAFIA

El ensayo de inmunocromatografia es un método empleado para determinar la
reaccion antigeno-anticuerpo debido a la aglomeracion de oro coloidal en areas
determinadas del papel de nitrocelulosa fijado anteriormente en anticuerpos
especificos. Este procedimiento es empleado para determinar diversas sustancias
o patologias en distintos liquidos biologicos, tales como infecciones de
Streptococcus b- hemolitico, Chlamydia o malaria en sangre o la determinacién de

metales pesados o la presencia de antibidticos en productos de origen animal (36).

22
Andrés Ayala y Cristina Durazno



CAPITULO Il

METODOLOGIA



_ Universidad
@ catdlica
de Cuenca

Facultad de Bioquimica y Farmacia

Il.1.- Disefio de investigacion.

El estudio realizado posee un enfoque cualitativo, de tipo experimental de corte
transversal. Para la realizacion de esta investigacion dentro de las fuentes de datos
se aplicd como fuentes primarias locales en las cuales se recolectaron las muestras

por parte de los autores.
[1.2.1. Universo - Poblacion.

El universo esta conformado por 5 puestos ambulatorios presentes en la ciudad de
Cuenca en el mercado 10 de agosto. Se recolectdé una muestra diaria de cada
puesto durante el mes de abril (se excluyen los dias sabado, domingo y feriados).
Para realizar el estudio se obtendra el consentimiento al director general del

mercado y comercio autbnomo.

[1.2.2 Muestreo y muestra: el muestreo de es de tipo probabilistico, segun el
criterio del investigador.

La obtencion de las muestras se realizé durante el mes de abril del presente afio
durante 18 dias, en donde se obtuvieron diariamente 5 muestras (una muestra por

cada puesto), con un total de 90 muestras recolectadas durante el mes.

Las muestras se obtuvieron de manera directa a partir de los expendedores de leche
cruda distribuidos por el mercado, se aplicé la normativa de Agrocalidad segun la
normativa NTE INEN 9:2012.

Por dltimo, las muestras fueron trasladadas a los laboratorios de Microbiologia de
los Alimentos de la Facultad de Bioquimica y Farmacia de la Universidad Catolica

de Cuenca, considerando mantener la cadena de frio antes de realizar los analisis.
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[1.3 Criterios de seleccion:

e Criterios de inclusion:

Para la realizacidén de este ensayo se tomaron en cuenta todos los puestos

de venta de leche cruda pertenecientes al mercado 10 de agosto.

e Criterios de exclusion:
Para la presente investigacion se excluyeron los fines de semana y feriados

para el muestreo, durante el tiempo que se realiz6 el analisis.
Il.4.- Definicion y clasificacion de las variables
1. Muestras de leche cruda
Muestra cuantitativa nominal
Definicion: Producto lacteo con presencia de antibioticos
Escala de medicion:

¢ Linea test (T): sensible cuando la muestra presenta una
concentracion de residuos de antibidticos fuera de los rangos
normales.

¢ Linea control (C): permite determinar si el ensayo se encuentra bajo

los rangos normales, caso contrario la prueba sera invalida.
Interpretacion visual

Para evaluar los datos obtenidos se siguieron las indicaciones
determinadas en los insertos de los kits AMINO 3IN1y 3IN1 BST.

Anexo tabla 2
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2. Antibiéticos
Muestra: cuantitativa nominal

Definicidon: sustancia quimica que destruye o inhibe microorganismos,

especialmente bacterias.
Escala de medicion:

e Presencia: existe trazas de residuos de antibidticos en las muestras de
leche
e Ausencia: no se logra determinar residuos de antibidticos en las muestras

de leche (Anexo tabla 2).
II.5.- Procedimientos, técnicas e instrumentos para la obtenciéon de datos.
Recoleccién y transporte de las muestras:

Para este procedimiento se tomd en cuenta las indicaciones de cada kit, por lo cual
se colocé 1000 pyL de leche en tubos eppendorf, sellados y etiquetados con
anterioridad, después se procedio a guardar dentro de un cooler para finalmente ser
transportados a los laboratorios de Microbiologia de los Alimentos de la Facultad de
Bioquimica y Farmacia en la Universidad Catélica de Cuenca manteniendo la

cadena de frio para su posterior analisis. Anexo tabla 3y 4.
Procesamiento de las muestras

Se realiz6 por medio de los ensayos de inmunocromatografia AMINO 3IN1 y 3IN1

BST los cuales estan avalados por Agrocalidad. Anexo gréafica 1
I1.5.1.-Procedimientos estadisticos y analisis de datos
Técnicas estadisticas:

Para el procesamiento y analisis de los datos se utilizé el programa Microsoft Excel
2021, por medio del cual se procedié a establecer los puestos con mayor
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namero de muestras contaminadas y el porcentaje de muestras afectadas,

representado en tablas la presencia o ausencia de antibioticos.

I1.6.- Aspectos éticos

En la presente investigacion no se procesaron muestras biolégicas de pacientes, en
cambio se analizaron muestras de origen animal destinadas al consumo humano,
para lo cual se obtuvieron los permisos requeridos a partir del gerente delmercado
10 de agosto, ademas se consiguio el permiso de cada uno de los comerciantes de

leche cruda del establecimiento.
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. RESULTADOSY DISCUSION

Por medio del presente estudio se logro determinar la existencia de restos de

antibioticos en la leche cruda vendida al publico en el mercado 10 de agosto en la

ciudad de Cuenca, Azuay, siendo el antibiético con mayor frecuencia las

sulfonamidas. Ver tabla5y 6

Tabla 5. Datos recopilados de los ensayos realizados.

FECHA MUESTRA 1 MUESTRA 2 MUESTRA 3 MUESTRA 4 | MUESTRA 5
03/04/2023 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
04/04/2023 Sulfonamida Sulfonamida Ausencia Ausencia Sulfonamida
05/04/2023 Ausencia Gentamicina Ausencia Ausencia Ausencia
06/04/2023 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Sulfonamida
10/04/2023 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Sulfonamida
11/04/2023 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Sulfonamida
12/04/2023 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Sulfonamida
13/04/2023 Sulfonamida Ausencia Ausencia Ausencia Sulfonamida
17042023 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
18/04/2023 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
19/04/2023 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Sulfonamida
2000472023 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Sulfonamida
21004/2023 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Sulfonamida
2400472023 Sulfonamida Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
2510412023 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
26/04/2023 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Sulfonamida
2704/2023 Sulfonamida Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
28/04/2023 Sulfonamida Sulfonamida Ausencia Ausencia Ausencia

Fuente: Datos recopilados de los ensayos realizados. Ayala A., Durazno C. 2023
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Tabla 6: Cantidad de muestras positivas y porcentaje con trazas de antibiéticos en

el mercado 10 de agosto:

Local 1 Sulfonamidas 5 2,76%
Sulfonamidas 2 11 11%
Local 2
Gentamicina 1 9,96%
Local 3 Ausencia 0 0%
Local 4 Ausencia 0 0%
Local 5 Sulfonamidas 10 55,56%
Total 18 100%

Fuente: Cantidad de muestras positivas y porcentaje con trazas de antibiéticos en
el mercado 10 de agosto. Ayala A., Durazno C. 2023

Acorde a los datos observados en las anteriores tablas se puede determinar que,
de las 90 muestras de leche cruda analizadas, 18 muestras analizadas demostraron
la presencia de antibi6ticos, representando el 20%, las sulfonamidas tuvieron el
mayor porcentaje (18.88%), seguido por gentamicina (1.11%).

El local en donde se determiné la mayor cantidad de residuos de antibioticos fue el
5, en el cual el antibidtico con mayor frecuencia fue sulfonamida (55.56%). Porotro
lado, los locales en los cuales no hubo presencia de antibidticos fueron el 3y el 4,
los cuales fueron los Unicos que cumplieron con la normativa NTE INEN
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9:2012. Por otro lado, se establecié la ausencia de tetraciclinas, betalactamicos,
estreptomicina y neomicina en todas las muestras recolectadas. En cuanto al dia
con mayor presencia de antibioticos fue el cuatro de abril del presente afio el mas
afectado, dando como resultado contaminacién con sulfonamidas en el tercer,

cuarto y quinto local.

Asi en el estudio realizado en Colombia en el departamento de Sucre se logro
destacar que el 7.21% de las muestras analizadas presentaron antibiéticos, estos
datos contrastan con los resultados obtenidos en esta investigacion en la cual se
determind que el 20% de muestras positivas contenian antibiéticos. Estos datos
reflejan que en la ciudad de Cuenca-Ecuador no existe un control adecuado para
la venta y el manejo de leche cruda comparado con el que se lleva a cabo en Sucre-

Colombia.

En cambio, en el estudio llevado a cabo en Cafar se logré determinar, que del total
de muestras analizadas el 61% de las mismas presentaron sulfonamidas, este dato
se asemeja a la informacion obtenida en esta investigacion, ya que en ambas el

antibiotico con mayor prevalencia es sulfonamida.

Por altimo, en la investigacién llevada a cabo en la ciudad de Cuenca por parte de
Eulalia Caracuando se determiné que, de las 150 muestras analizadas, 39 dieron
positivos a residuos de tetraciclinas y betalactamicos. Estos datos contrastan con el
presente estudio debido a que en el mismo se puede constatar la presencia de

sulfonamidas y gentamicina, representando el 18.88% y 1.11% respectivamente.
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IV.1.- CONCLUSIONES

s Se determind que en el mercado 10 de agosto de la ciudad de Cuenca la
leche cruda expendida al publico presentd residuos antibidticos
representando el 20% del total de muestras analizadas.

o El grupo de antibidtico con mayor porcentaje fueron las sulfonamidas
(18,88%), ademas, se logré determinar la presencia de gentamicina (1.11%)
dentro del grupo de aminoglucosidos. Estos datos fueron obtenidos mediante
el andlisis de inmunocromatografia en cada una de las muestras evaluadas.

o Para finalizar, de todos los puestos de venta de leche cruda en el mercado
10 de agosto se puede determinar que solo dos cumplen con los
requerimientos de la normativa NTE INEN 9:2012, estos datos reflejan la falta
de conocimientos acerca de los parametros que debe cumplir dicho producto

para su expendio al publico.
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IV.2.- RECOMENDACIONES

o Se debe brindar capacitaciones a los productores, proveedores y vendedores
de productos de origen animal sobre el uso adecuado de medicamentos de
ganaderia y el tiempo de retiro que deben tener en cuenta para cada
farmaco, esto en caso de que el animal presente alguna enfermedad y
requiere tratamiento.

o Cumplir con las normas establecidas por la institucion encargada del pais
denominada Agrocalidad, la cual debe elaborar programas con la finalidad
de informar si los puestos de venta cumplen con los pardmetros establecidos
por la ley.

¢ Realizar programas enfocados en el expendio informal y venta de antibi6ticos
adquiridos sin asesoria veterinaria con la finalidad de tratar animales de
ganaderia, evitando y aconsejando a la ciudadania del uso inapropiado de

medicamentos para los bovinos.
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ANEXOS

Anexo tabla 1: Requisitos de leche cruda.

Requisitos

Antibioticos

Unidad

Minimo

Maximo

Residuos de
medicamentos

veterinarios

Ho/L

Fuente: Requisitos de leche cruda. NTE INEN 9:2012

Anexo tabla 2: Interpretacién de los resultados

Linea Test (T) vs | Resultado Resultado del anélisis
Linea Control (C)
T>C Negativo La muestra de leche no contiene antibiético
0 contiene antibiéticos en el nivel inferior
gue los limites de deteccién
T=C Positivo La muestra de leche contiene antibi6ticos
Débil cerca del limite de deteccion
T<ConoT Positivo La muestra de leche contiene antibioticos

cerca de limite de deteccion

Fuente: Interpretacion de los resultados. Insertos de kits AMINO 3IN1y 3IN1 BST




Anexo tabla 3: Materiales para toma y traslado de muestra

Descripcion Unidad de Cantidad
medida

Mandiles Unidad 2
Guantes quirdrgicos Cajas 2
Mascarillas Cajas 2
Refrigerador Unidad 1
Tubos eppendorf Unidad 90
Puntas azules (1000 uL) Unidad 90
Soporte de tubos eppendorf Unidad 1
Marcador Unidad 1

Fuente: Materiales para toma y traslado de muestra. Insertos de kits AMINO 3IN1
y 3IN1 BST



Anexo tabla 4. Materiales para el procesamiento del ensayo

Descripcion Unidad de Cantidad
medida

Test AMINO 3IN1 Kit 1
Test 3IN1 BST Kit 1
Refrigerador Unidad 1
Incubadora Unidad 1
Placa de pocillos Unidad 1
Puntas amarillas (200 pL) Unidad 90
Termdmetro Unidad 1
Cronémetro digital Unidad 1
Guardian recolector Unidad 1
Marcador Unidad 1
Hoja absorbente Unidad 18

Fuente: Materiales para el procesamiento del ensayo. Insertos de kits AMINO
3IN1y 3IN1 BST



Anexo gréafica 1. Procesamiento de muestras

PROCESAMIENTO DE MUESTRAS

PROCESO 01

®
Calibracion de la incubadora

hasta 40 °C « 2 °C.
PROCESO 02
Colocar cada kit fuera del congelador
hasta alcanzar la temperatura
ambiente (15-30 °C). PROCESO 03
@
Ubicar el nimero requerido
de micropocillos en la placa
PROCESO 04 para pocillos.
@
Homogeneizacion de cada muestra de
leche cruda manualmente antes de
lizar el andlisis.
realizar el andlisis SR
s

Aiadir 200 pL de la muestra a cada uno
de los micropocillos y homogenizar la

PROCESO 06 solucion de 5 a 10 veces.

Incubar durante 3 minutos a
40 °C los micropocillos.

L

PROCESO 07

®
Sumergir cada una de las tiras de los kits
de prueba en los micropocillos, e
incubarlos por 6 minutos a la misma
temperatura (40 °C)

PROCESO 08

Retirar de la incubadora las tiras
e interpretar los datos obtenidos.

Fuente: Procesamiento de muestras. Insertos de kits AMINO 3IN1y 3IN1 BST
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