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RESUMEN

En el presente estudio se determiné la presencia de residuos de Aflatoxina M1 y antibioticos
en la leche cruda producida en 22 fincas con la mayor produccion lechera del cantén Biblian,
en la provincia de Cafiar.

Para determinar la presencia de estas biomoléculas se realizaron pruebas “in vitro” utilizando
kits de diagnostico cualitativo rapido (SNAP AFLA, Triaminosensor y Trisensor). Segun los
resultados obtenidos se determina ausencia de aflatoxina M1y presencia de antibiéticos
betalactdmicos, neomicina y gentamicina, en 10 de las 22 fincas, con 17 resultados
positivos.

Por ello se debe reforzar los controles de comercializacién de productos de uso
veterinario, tanto para alimento como para uso terapéutico y concientizar a los productores la
aplicacion de buenas précticas que prevengan la contaminacion del producto, las pérdidas

econdmicas ocasionadas y la afeccion ala salud publica.

Palabras clave: Aflatoxina, Antibiotico, Leche, Residuos



ABSTRACT

Through this study we were able to identify the presence of aflatoxin M1 levels and
antibiotics residues in raw milk produced in 22 farms, which represent the highest milk
production of Biblian Canton in the province of Cafiar.

To determine the presence of these biomolecules we performed "in vitro" tests using
qualitative diagnostic kits by means of immunoenzyme analysis methods, (SNAP
AFLA, Triaminosensor and Trisensor). According to the results of 88 samples analyzed,
there was no presence of aflatoxin M1. However, a positive result of 19% presence of
beta-lactams antibiotics, neomycin and gentamicin was determined in 10 of the 22 farms
analyzed.

In conclusion, we should strengthen controls for the marketing of veterinary products,
both for food and for therapeutic use, as well as create awareness among producers in
regard to good practices to prevent product’s contamination, economic losses and public

health condition.

Keywords: Aflatoxin, Antibiotic, Milk, Waste

ranslated by,
Lic. Lourdes Crespo
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“Deteccion de la presencia de Aflatoxina M1 y Antibiéticos en leche cruda de las

fincas de mayor produccién del cantén Biblian”.
INTRODUCCION

1. CONTAMINACION DE PRODUCTOS LACTEOS POR MICOTOXINAS AFLATOXINAS.

La leche es el Unico material producido por la naturaleza para funcionar exclusivamente como
alimento, es una fuente nutritiva no superada por ningun otro alimento conocido por el ser
humano, por lo cual es utiizada como parte de la dieta diaria de todos los pueblos,
(Magarifios, H. 2000). Las cualidades nutritivas de la leche y los productos lacteos son
indiscutibles. No obstante, desde su sintesis en la glandula mamaria hasta su llegada al
consumidor, estas cualidades estan sometidas a un gran niimero de riesgos que hacen peligrar
no solo la calidad original del producto sino la salud de quien la consume.

Existen riesgos para el consumidor de leche, que se pueden generar desde la finca de
produccién del animal, o antes del manejo del ganado, con la produccién agricola de los
insumos empleados en la alimentacién de éste. Riesgos que provienen desde el primer

eslabén de la cadena lactea.

1.1. AFLATOXINAS.

Las aflatoxinas son micotoxinas producidas por los hongos Aspergillus flavus y A.
parasiticus, que pueden causar altos niveles de contaminacion en los productos basicos
agricolas, (Zuber, M. et al 1983). Los hongos productores de aflatoxinas se encuentran
ampliamente distribuidos, ya que el Aspergillus flavus crece a una temperatura que oscila
entre los 10 y los 42°C, con una humedad relativa del 70%. Los alimentos que son sustratos
adecuados para el desarrollo de hongos productores de aflatoxinas son el maiz, cacao, sorgo,

trigo, avena, centeno, algoddn, cacahuete, etc. (Martinez, J. 2002).

Segun Armijo, J. & Calderdn, J., de los 20 tipos diferentes de aflatoxinas identificados, las mas
comunes son: - Aflatoxina B1 (AFB1), - Aflatoxina M1 (AFM1) (metabolito de la B1) -
Aflatoxina B2 (AFB2) Aflatoxina G1 (AFG1) - Aflatoxina G2 (AFG2)
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1.2. AFLATOXINA M1.

La aflatoxina M1 fue aislada por primera vez en leche y fue codificada por la fuente de su
aislamiento (milk), el numero 1 se deriva de la aflatoxina B1 (AFB1), micotoxina que se produce
principalmente por hongos que contaminan el maiz.

La aflatoxina M1 (AFM1) es el derivado 4-hidroxi de la AFB1 y es excretada en la leche de las

hembras de mamiferos que consumen AFB1 en su dieta.

o g o

| A 4

-l o § T
T 1] C LIl
0”707 > TocH 0T 0 OCH
Aflatoxina B1 Aflatoxina M1

Figura N.° 1. Biotransformacion de la aflatoxina B1 en Aflatoxina M1.
Fuente: Vasquez M., 2006

La contaminacion le la leche con residuos de Aflatoxina M1, depende del tipo de alimentacién
que se da al animal ya que la leche es el fiel reflejo de lo que el animal consume, hay
gue considerar que el ganado lechero, en su mayoria se alimenta de pastos frescos y/o
ensilados, y de féormulas balanceadas elaboradas a base de mezclas de granos tales
como, maiz, trigo, cebada, pepa de algoddn, arrocillo, mani, etc., que provienen de cultivos

intensivos de diferentes zonas de nuestro pais.

La calidad y la seguridad del alimento animal depende de varios factores implicados en las
practicas agricolas utilizadas para el cultivo, cosecha, transporte y almacenamiento de cada
uno de los insumos utilizados. Factores que influyen en el crecimiento de hongos del
genero Aspergillus, A. flavus y A. parasiticus, como las condiciones del clima, la

humedad, la temperatura, pH, actividad de agua de cada grano.

Estos factores extrinsecos y las practicas de cultivo, presencia de insectos, roedores, las
practicas de cosecha, de almacenamiento y de transporte de cada uno de los ingredientes

de una dieta animal se consideran un riesgo para la contaminacién fungica del alimento del
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ganado lechero. Vasquez M., menciona que el rango de temperatura que favorece el
crecimiento de  A.flavus y A.parasiticus es desde los 6 - 46 °C, mientras que los
miembros del Comité Cientifico de la Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria y
Nutricion (AESAN), en su informe 2011, exponen que el desarrollo ideal de A.flavus y
A.parasiticus se da con un actividad de agua de 0,8 - 0,99y conun pHde 2-11. Las
toxinas, una vez metabolizadas pueden sobrevivir a pesar de que ya no exista presencia
fungica, y las temperaturas que favorecen el crecimiento toxigénico de las aflatoxinas

estan entre los 12 y 40°C siendo el 6ptimo desde los 16 - 31°C.

Las fincas de mayor produccion lechera del Cantén Biblian, utilizan alimentos balanceados
que incluyen en sus férmulas granos que provienen de diferentes lugares del pais, que
bajo diferentes condiciones podrian estar contaminados tanto con especies flngicas de
Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus, como con sus metabolitos de caracter

toxico como la aflatoxina B1.

En estudios realizados por La Organizacion para la Agricultura y la alimentacion (FAO), a
nivel mundial se estima que el 25% de la produccién de cultivos es afectada por las
micotoxinas, mientras que segun Vallejo M. (2012), luego de una investigacion de la
contaminacion del maiz con aflatoxinas realizada en Sangolqui - Pichincha, concluye que: la
harina de maiz analizada en el presente trabajo representa una amenaza tanto para la salud
publica como el sector pecuario, ya que es un riesgo latente y constante debido a la presencia

en algun grado de AFB1 sustancia cancerigena, en el 78% de las muestras analizadas en maiz.

Por otro lado, un estudio realizado sobre los niveles de contaminacién con aflatoxina en
mani, Fierro K (2012) concluye que: la ocurrencia de aflatoxinas en las muestras de mani fue
del 70% sin clasificar su origen, de las cuales el 57% de las muestras presentaron niveles
superiores de aflatoxina B; a los limites permisibles por la Union Europea para el consumo
directo del mani. Las concentraciones de las aflatoxinas B,, G; y G, cumplieron con los limites
de control; sin embargo, un 42% de las muestras que presentaron contaminacién de aflatoxinas

superaron el limite permisible por la FAO para aflatoxinas totales.

Tanto el maiz como el mani son insumos que se utilizan para la elaboracién de
balanceados de alimentacién animal, en la gran mayoria de dietas de nutricion del ganado
lechero esta presente el maiz por su aporte calorico, sin embargo si las condiciones de
cosecha, almacenamiento, procesamiento y/o transporte de este insumo no son las
adecuadas podria constituirse en un riesgo para ganado y para el consumidor de la leche de

su produccion.
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1.3. ABSORCION Y TRANSFORMACION DE LAS AFLATOXINAS EN EL ORGANISMO
ANIMAL.

La AFB1 es absorbida via tracto gastrointestinal, dentro del sistema portal sanguineo y es
llevada para el higado donde se metaboliza. Una porcién de aflatoxina es activada y fijada en
los tejidos hepaticos. Algunos metabolitos conjugados de la AFB1 solubles en agua son
excretados dentro de la bilis y van a las heces. Otras formas conjugadas solubles en agua,
productos de degradacién de la AFB1 y metabolitos no conjugados de ésta, son excretadas en
el sistema circulatorio sanguineo y se distribuyen de forma sistémica. Eventualmente, esos
residuos van a la leche, huevos, musculo y tejidos comestibles. La AFM1 es uno de esos
derivados  metabdlicos. El organismo animal produce generalmente estos productos
metabdlicos como un sistema de autodesintoxificacion. La reaccidn que tiene lugar a partir de la
micotoxina original no tiene forzosamente que ser completa ni irreversible. (Rendon, N., 2007)

Los parametros que afectan al nivel de residuos de micotoxinas en animales son:

e Especies y raza de los animales.

e Concentraciéon de micotoxina.

e Cantidad y duracion del consumo de alimento contaminado.

o Estado de salud del animal.

e Periodo que transcurre desde la retirada del alimento contaminado a la toma de

muestras para el analisis de residuos.

La relacion que existe entre la cantidad de alimento contaminado que ingiere el animal y la
cantidad de AFM1 que se excreta por la glandula mamaria de una vaca lechera oscila
entre 34:1 y 1600:1. El tiempo para que la vaca transforme la AFB1 en AFM1 puede ser
después de las 12 a 24 horas de ingestién del alimento contaminado, inclusive alas 6 horas
ya se podrian encontrar trazas de AFML1 en la leche, dependiendo del sistema metabdlico
poligastrico de cada animal lo cual hace que en cada uno sea diferente e inclusive en cada

dia también exista diferencia de concentraciones. (Gimeno y Martins 2003).

1.4. CONSECUENCIAS PARA LA SALUD PUBLICA.

La ingesta de aflatoxinas en dosis bajas, medias o altas causan efectos tanto de corta duracion
(agudos), como aquellos que pudieran durar meses o afios (crénicos). Entre las principales
manifestaciones asociadas a la exposicion de estas sustancias, estan el dafio hepatico y renal,
mutagénesis, teratogénesis, carcinogénesis, inmunosupresion y citotoxicidad, hasta causar la
muerte. (Armijo, J., & Calderén, J. 2009).
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Las aflatoxinas son inmunosupresoras ya que inhiben la fagocitosis y la sintesis proteica (los
anticuerpos son proteinas) interrumpiendo la formacién del ADN, ARN y proteinas en el
ribosoma; la absorcion de los aminoacidos se ve alterada y su retencion hepatica aumenta,
(Caballero, A. 2008).

La reacciéon de la AFM1 en cada individuo es diferente, depende de cada organismo, de la
sinergia, la cantidad de ingestion diaria, la concentracion de la AFM1, la frecuencia de
ingestion del producto contaminado, el peso del individuo, el estado fisico y de salud, la edad,
sobre todo porque los nifios y los jovenes tienen mayor susceptibilidad por la variacién del
metabolismo basal, y la falta de defensas para desintoxicar su organismo, la AFML1 afecta al
sistema nervioso y los nifios tienen un continuo desarrollo cerebral que puede verse

afectado.

Las micotoxinas por lo general son termoestables, sin embargo existen estudios referentes a
la termoestabiliad de la AFM1 que indican a pesar de haber realizado tratamientos térmicos
de hasta 100°C por el tiempo de 20 minutos o calentamientos directos de hasta 4 horas,
no se han alterado o disminuido las concentraciones de contaminacién de AFM1 en la
leche tratada. Han existido reducciones hasta del 35% del contaminante toxigénico en

tratamientos de 120°C por 30 minutos.

Las aflatoxinas son inodoras, insipidas e incoloras. Quimicamente, son estables en los
alimentos y resistentes a la degradacion bajo procedimientos de coccion normales. Es dificil

eliminarlas una vez que se producen. (Urrego, N. et al 2006).

La Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC), clasifica a las aflatoxinas
Bly M1 como cancerigenos, es por esta preocupacion de caracter mundial que se han
establecido normativas de regulacion alimentaria referente a los limites méximos permitidos
de la AFM1, en algunos paises, aunque en el Ecuador no existen estudios de incidencia y
niveles de contaminacion con AFM1 que permitan establecer estos limites con un criterio mas

acorde ala realidad de nuestro pais.

Los limites de Aflatoxina M1, establecidos como maximos permitidos en la leche estan entre

los 0,5ug/kg vy los 0,05ug/kg, como podemos observar un resumen en el siguiente cuadro:
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LIMITES MAXIMOS PERMITIDOS DE AFLATOXINA M1 EN LECHE, SEGUN LA
LEGISLACION DE AMERICA LATINA, U.S.A. Y EUROPA
PAIS LMR EN LECHE FUENTE
k
0.5uglkg NTE INEN 9 REQUISITOS LECHE
ECUADOR
CRUDA 2012
REGLAMENTO TECNICO MERCOSUR
SOBRE LIMITES MAXIMOS DE
0,5ug/kg AFLATOXINAS ADMISIBLES EN
MERCOSUR LECHE, MANI Y MAIZ (DEROGACION
DE LA RES. GMC N° 56/94)
0,05ug de
OFFICIAL JOURNAL OF THE
UNION EUROPEA AFM1/It o kg de
EUROPEAN UNION 2003
leche. (0,05ppb)
ESTADOS UNIDOS FDA 0,5ppb EHSO; U.S. FDA,2000; CAST, 2003
COLOMBIA 0,4ug/kg ICONTEC

Cuadro N° 1. Regulacién de los LMR de aflatoxina M1.

Con esta preocupacién de salud mundial, se han realizado algunos estudios de
investigacion como por ejemplo en México de 9 muestras de leche cruda, 20 de leche
pasteurizada y 15 muestras de leche organica, el 59 % de las muestras presentaron niveles
de aflatoxina M1, y todos los casos se encontraron por encima del limite maximo de residuos

0,05ug/kg, se encontré 16,21 ; 16,1 ; 23,1 ug/kg respectivamente. (Pérez, J.,et al. 2008).

En un estudio realizado en Bogota se tomaron 29 muestras del suplemento para el ganado
y 20 muestras de leche en 20 fincas de produccion lechera, de los andlisis del suplemento,
el 44,8% resultdé contaminada con aflatoxina en un nivel promedio de 16,3ppb. Del total de

muestras contaminadas el 15,3% superd los limites maximos recomendados por la
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normativa colombiana yla FDA de 20ppb para alimentos. De las 20 muestras de leche
para el analisis de aflatoxina M1, el 100% de muestras mostraron contaminacién con
aflatoxina ml en niveles que oscilaron entre 8,5 - 327,9 ppt. La mayor incidencia de
contaminacion, el 75%, oscilé entre 8,5ppt - 68,9ppt A pesar de que ninguna de las
muestras mostrdé niveles de contaminacion por encima de las recomendadas por la
normativa colombiana (ICONTEC), de 0,4ppb y/o 400ppt, si huvo un 45% que mostrd niveles
de contaminacion por encima de los limites maximos tolerados por la Uni6n Europea, que

permite hasta el 0,05ppb y/o 50ppt. (Vasquez, 2006)

En un estudio realizado en México, se tomaron 9 muestras de leche cruda, 20 muestras de
leche ultrapasteurizada, y 15 muestras de leche orgénica, para determinar la ocurrencia de
aflatoxina m1, empleando una columna de extraccion de la fase solida (C18),
prederivatizacion con &cido trifluoracético y cromatrografia liquida acoplada a un detector
fluorescente, y se determind que el 59 % de las muestras presentaron niveles de aflatoxina
ml vy todos los casos se encontraron por encima del limite maximo de residuo de la UE
0,05ppb. (Pérez et al 2008)

Mientras que en un estudio que evalud los niveles de aflatoxina ml en 48 muestras de
leche orgéanica producida en Chiapas, México, se mostré que el 23,3% de las muestras
presentaban niveles de aflatoxina por encima de la normativa mexicana, 0,5ppb, y el
62,7% de las muestras demostraron niveles superiores a los permitidos por la UE de
0,05ug/kg. (Gutierrez et al 2013)

Se realiz6 un estudio en Colombia, en donde se tomaron 27 muestras de quesos frescos para
detectar la presencia o ausencia de Aflatoxina M1 mediante la técnica de ELISA utilizando el
kit comercial Ridascreen aflatoxina M1 30/15, de las cuales el 67% de las muestras
analizadas arrojaron valores de aflatoxina M1 superiores a 240ppt. (Aranguren y Arguelles
2011).

Como un aporte a la seguridad alimentaria de los consumidores de leche del Ecuador, en
especial a los nifios y adultos mayores, es de primordial importancia ejecutar estudios de
investigacion que indiquen la presencia y/o ausencia de la AFM1 en la leche, como uno de

los mayores riesgos contaminantes que pueden afectar ala salud publica.

2. CONTAMINACION DE PRODUCTOS LACTEOS POR ANTIBIOTICOS.

La aplicacion de tratamientos terapéuticos a base de antibidticos se convierte en un riesgo
debido a que el farmaco administrado al animal se distribuye por todo el organismo y se

elimina por las vias urinarias, heces y las glandulas mamarias durante algunos dias o por
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el lapso de algunos ordefios dependiendo del tipo, la concentracion y la dosis del farmaco
utilizado; de esta manera se contamina el producto lacteo secretado por la glandula
mamaria y éste debe ser eliminado durante el tiempo de retiro que se especifique en la
etiqueta del farmaco utilizado. Es por eso que la legislacién nacional de insumos
veterinarios basada en la Decisién de la CAN 483, establece como obligatorio que se
especifique en cada farmaco el tiempo de retiro que indica el nimero de dias que el
producto sera eliminado por la glandula mamaria post tratamiento, y por lo tanto la leche ya
no es apta para el consumo humano, para ello, es necesario aplicar métodos terapéuticos
basados en conocimientos técnicos cientificos de los procesos fisiol6gicos normales y

anormales de los animales, y de la farmacologia de cada medicamento utilizado,

Las pérdidas econdémicas que conciben la eliminacién del producto durante el tiempo de
retiro después de aplicar un farmaco son el mayor riesgo para el consumidor, hacen que
se den las practicas fraudulentas de mezclar la leche buena con la que contiene residuos
de antibidticos y por falta de politicas de vigilancia y control en nuestro pais, llegan a ser

comercializadas y procesadas afectando la salud del consumidor.

2.1. ANTIBIOTICOS.

Los antibidticos son sustancias quimicas producidas por varias especies de microorganismos
(bacterias, hongos y actinomicetos) que suprimen el crecimiento de otros microorganismos, y
originan su destruccién. Aunque los antibiéticos estan constituidos por clases muy diversas de

compuestos, a menudo se clasifican en diferentes grupos. (Cué B., & Morejon G., 1998)

Los farmacos son generalmente administrados a los animales por un lapso de 1 a 7 dia en
dosis altas, con la finalidad de aplicar un tratamiento preventivo o curativo de
enfermedades infecciosas. Y en otros casos algunos antibidticos son utilizados en dosis
bajas durante periodos largos de la vida del animal, en el alimento para estimular su
crecimiento.

2.2 RESIDUOS DE ANTIBIOTICOS.

Gancho B. et al, manifiesta que los residuos de cualquier medicamento veterinario son
sustancias farmacoldgicamente activas, ya sean principios activos, excipientes o bien
productos de degradacién y metabolitos que permanecen en los productos alimenticios
obtenidos a partir de animales a los que se les ha administrado el medicamento veterinario.
Después de administrar un medicamento a un animal, tiene lugar un proceso metabdlico que
favorece su excresién por la orina y las heces; sin embargo, también se pueden encontrar

estos productos en laleche o enlacarne después de sacrificar el animal.
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Uno de los principales problemas infecciosos que afectan al ganado lechero es la
presencia de infecciones bacterianas en la glandula mamaria llamada mastitis, que en
algunos casos cuando se trata de mastitis clinica o subclinica, se requiere de un tratamiento
curativo a base de antibiéticos como la Penicilina (betalactdmico) que se administra al
animal tanto por via parenteral o intramamaria. Cuando se introduce un antibiético en la ubre,
éste se distribuye en el tejido mamario por los conductos galactéforos y es transferido al
torrente sanguineo por un mecanismo fisico quimico que depende del valor de pK del
preparado, valor del pH del plasma sanguineo, proteina ligada al antibiético y valor de pH de la
leche. Debido a esto, la reabsorcién del producto es muy variable de acuerdo al preparado y al

animal. , (Magarifios, H. 2000).

De la dosis administrada a la glandula mamaria, una parte es absorbida pasando al torrente
sanguineo, otra es inactivada por la leche y los productos generados por la infeccién y el resto,
que es la mayor parte, es excretada a la leche durante los ordefios posteriores. Existe una
correlacién negativa entre el tiempo de eliminaciéon del antibiético y el volumen de leche
producido por el animal. Los animales de baja produccion demoran en excretar el preparado,
principalmente por la mala absorcion y secrecion de los cuartos afectados. El ordefio frecuente
aumenta el efecto de dilucién y por lo tanto acorta el tiempo de eliminacién del antibidtico. Por
otra parte, no sélo la leche de los cuartos tratados es la que se contamina. Se ha podido
comprobar, en algunos casos, actividad antibidtica en los cuartos vecinos no tratados, actividad
que permanece, por lo general, durante un periodo de tiempo igual a la mitad del observado
para los tratados. Es posible que esta situacion se produzca por difusion pasiva entre la sangre

y la leche y también por difusion directa entre los tejidos mamarios

En un estudio, Magarifios manifiesta que la leche de un animal tratado con 200mg de
penicilina G, es capaz de contaminar la leche de 8000 vacas, si no se aplica la practica
de retiro y separacién de la leche contaminada; y que aun persiste la creencia errénea de
que los tratamientos térmicos a los cuales se somete la leche destruyen las sustancias
inhibidoras y, en forma particular, los antibidticos, menciona también que algunos estudios
indican que la penicilina pierde solamente un 8% de su actividad luego de la pasteurizacion,
pues un tratamiento térmico mas exigente (90°C por 30 minutos), destruye el 20% de la

actividad de la penicilina y la esterilizacion un 50%.

2.3. TIEMPO DE RETIRO.

Para garantizar que la concentracion residual de los antibiéticos no sea superior a su
correspondiente limite méximo residual, es necesario establecer un tiempo de espera. Este
tiempo de espera es el plazo de tiempo que debe transcurrir, y debe ser respetado desde

el dltimo tratamiento farmacolégico hasta el sacrificio de los animales para poder consumir
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la carne o recoger sus productos (leche, huevos) para su comercializacion. Estos tiempos
se determinan en funcion del perfil cinético de la eliminacion tisular de los farmacos
(inalterado y /o metabolitos) en los animales. Cada antibiético debe ir acompafiado de un
prospecto en donde conste el valor del tiempo de espera. No cumplir estas indicaciones
supone un riesgo para la salud de los consumidores y el peligro de incurrir en infracciones

penales para quien asi lo realice, mencionan Gancho, B., et al (2000)

2.4 RIESGOS PARA LA SALUD.

Uno de los problemas que ocasiona en el ser humano el antibiético presente en la leche son las
reacciones de tipo alérgico que se producen luego de un periodo de sensibilizacién, en el cual
se generan en el sistema reticulo endotelial de anticuerpos contra la droga administrada que
actia como antigeno. El contacto con los antigenos, continuado o periédico, provoca la

reaccion alérgica que resulta desproporcionada con la dosis ingerida. (Magarifios, H. 2000).

Parra, T., et. al presenta algunos efectos que ademdas de las reacciones alérgicas pueden
causar los residuos de antibioticos en el consumidor, tales como:

« alteracion de la flora intestinal, (amino glucdsidos)

« estimulacion de bacterias antibiético-resistentes,

« desarrollo de microorganismos patégenos,

» reduccion de la sintesis de vitaminas.
Mientras que autores como Gancho, B., menciona los problemas de osificacion y denticién
gue confrontan los nifios en crecimiento con residuos de tetraciclinas en su alimentacion, y
respecto de la penicilina indica que se han dado casos en los que personas sensibles
experimentan reacciones alérgicas por el consumo de residuos presentes en carne o leche,
estimandose que 10Ul (0,6 ug) pueden causar reacciones como prurito general, dificultad para
tragar y hablar, disnea, dermatitis por contacto y urticaria. Aunque los residuos solo se
encuentren en los alimentos en muy baja concentracion, es posible que la ingestién regular
de pequefias cantidades, de una misma sustancia, pueda determinar manifestaciones
téxicas, a largo plazo, por efectos acumulativos. Los efectos toxicos pueden agruparse en
directos e indirectos. Son efectos directos, aquellos producidos por la utilizacion de
antibidticos, en condiciones terapéuticas, éstos se manifiestan en variadas formas clinicas
como: toxicidad en el rifién, higado, sangre, médula oido, efectos teratogénicos, carcinogénicos
y alergias graves. Los efectos indirectos se relacionan con los fendmenos de resistencia

bacteriana.
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Existen casos de tratamiento clinicos con experiencia en un individuo que generan
expectativas de curaciéon y sin embargo no causan ningun efecto sobre el paciente por el
fenémeno de la resistencia a los medicamentos de microorganismos patdégenos de los
animales al hombre. Muchos microorganismos patégenos como por ejemplo la Salmonella,
adquieren resistencia multiple al ser sometidos a bajas concentraciones de antibidticos, lo

cual representa un serio peligro potencial para el ser humano

Este tipo de riesgos para la salud motiva la investigacion en esta rama para verificar la
presencia y/o ausencia de contaminantes farmacos y contribuir en politicas de control,

vigilancia y monitoreo.

En diferentes estudios se observan resultados como: En la ciudad de Riobamba- Ecuador,
en un estudio de Diaz, se demuestra la presencia de residuos de antibioticos en el 50% de
22 muestras de leche procesada de las marcas mas comerciales de esa ciudad. Diaz C
(2008).

En un estudio realizado en México, de 264 muestras analizadas mediante la prueba del
yogurt, el 9,8 % demostrd contaminacion con antibiéticos. Es decir, fueron 26 resultaron
positivas a la presencia de antimicrobianos de las cuales 20 muestras positivas (13,8%) eran
de leche pasteurizada y 6 muestras o el 5%, era de leche cruda. De las 20 muestras de
leche pasteurizada positivas, 6 eran de trazas de betalactamicos y 2 de tetraciclinas. Y
de las 6 muestras positivas de leche cruda 3 eran positivas a betalactamicosy 3 a
tetraciclinas. Y del total de las muestras positivas el 77% contenia residuos de

sulfonamidas.

La mayoria de los estudios de concentran en betalactamicos, tetraciclinas y sulfonamidas
debido a su uso en la actividad pecuaria y a la mayor sensibilidad a las penicilinas de los

métodos de deteccion existentes en el mercado.

Es por ello que el desafio para el sector lechero no sélo es producir mayor cantidad de leche
sino también de alta calidad higiénica, y para ello deben contemplarse aspectos fundamentales,
como son la higiene microbioldgica, higiene quimica e higiene estética. Tres aspectos que,
unidos, pueden contribuir favorablemente a la mejora del sector lechero de nuestro pais, con el

beneficio consecuente en el desarrollo fisico e intelectual de las generaciones venideras.

Debido a sus variados efectos toxicos y a su alta resistencia a los tratamientos térmicos, la
presencia de micotoxinas y antibidticos en los alimentos es potencialmente peligrosa para la
salud humana. El riesgo para la poblacion de adquirir la leche fresca o sus derivados
contaminados es constante, existe la necesidad de tener mayor informacién sobre la

incidencia de contaminacion con este tipo de sustancias que circulan en el mercado y que
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indiscriminadamente son utilizados en las ganaderias. La falta de informacién sobre la
ocurrencia de este tipo de adulteracién en la leche cruda limita las politicas de vigilancia,

monitoreo y control.

Debido a todos los riesgos que representan para la salud publica el consumo de leche
contaminada con residuos de antibiéticos, se han establecido normativas que establecen los

limites maximos permitidos en la leche segun se detalla en el siguiente cuadro.

NORMATIVAS QUE ESTABLECEN LOS LIMITES MAXIMOS PERMITIDOS DE
ANTIBIOTICOS EN LECHE PARA CONSUMO HUMANO Y SENSIBILIDAD DEL
METODO DE ENSAYO UTILIZADO EN EL PRESENTE ESTUDIO

SENSIBILIDAD DEL
LMR LMR METODO DE
CACI/LMR 2-2012 UE CHILE DETECCION
TIPO DE ANTIBIOTICO CODEX REGLAMENTO RESOLUCION UTILIZADO
ALIMENTARIOS UE 372010 EXENTA N° (TRISENSOR Y
INEN 9: LECHE S4SSEE 3003 TRIAMINOSENSOR)
CRUDA
BENCILPENICILINA 4ug/ 4ug/ 4ug/ 2-3ug/kg
TETRACICLINAS- 80-100ug/kg
100ug/I 100ug/I 100ug/kg
OXITETRACICLINAS 50-60ug/kg
SULFADIMIDINA 25ug/l 100 25ug/l 5 - 6ug/l
ESTREPTOMICINA 200ug/l 200ug/l 200ug/l 150-250ug/l
GENTAMICINA 200ug/l 100ug/I 200ug/l 3-5ug/l
NEOMICINA 1500ug/kg 1500ug/! 500ug/l 15-25ug/l

Cuadro N.° 2. Regulacion de los LMR de antibiéticos en leche y su relacién con la

sensibilidad del método de deteccion utilizado en el presente estudio.
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En base a este sustento tedrico, la presente investigacibn se desarrolla para lograr los

siguientes objetivos:
- Detectar cualitativamente la presencia de aflatoxina M1 en los hatos ganaderos de

alta produccion lechera del cantn Biblian.

- Detectar cualitativamente la presencia de antibiéticos amino glucésidos, betalactamicos,

sulfas y tetraciclinas de la leche cruda de las fincas méas grandes del cantén Biblian

- Analizar la incidencia de la contaminacién con antibiéticos, segin el tipo de farmaco,

la finca y la zona.
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CAPITULO |

MATERIALES Y METODOS

1.1. AREA DE ESTUDIO.

De conformidad con la informacion del Sistema Oficial de la Fiebre Aftosa en el Ecuador
(SIFAE 2012), de la Agencia Ecuatoriana de Aseguramiento de la Calidad de Agro,
AGROCALIDAD de la provincia del Cafar, se conoce que en el canton Biblian existe un total
de 22 fincas con 50 o mas animales, determinando en esta forma las fincas de mayor
produccién lechera de la zona, con caracteristicas similares tales como: nimero de animales,
manejo semitecnificado, alimentacion a base de concentrado (balanceado y/o mezclas de
granos),etc. Es por ello, que en la presente investigacion se selecciond el 100% de las
fincas con 50 0 mas animales ubicadas en el cantén Biblian, con la mayor produccién lechera

del sector. (Véase el listado de fincas del estudio en el Anexo 1).

Se consideré la ubicacién de las 22 fincas y se dividio el area de estudio en 3 zonas en
funcion de las principales rutas de produccion de leche del cantén: Zona 1: Burgay, Jerusalén
y La Carmela; Zona 2: El Bueste, Mosquera y Aguarongo; y la Zona 3: La Ponderosa y

Jabaspamba. (Véase distribucion de las fincas por zona en el Anexo 6)

1.2. TOMA DE MUESTRAS.

Desde el mes de abril hasta julio del afio 2013, se ejecuto el estudio en las 22 fincas, y en
cada una se realizaron dos visitas para la toma de muestras con un intervalo de 7 dias,
(lapso determinado segun la informacién del tiempo promedio de rotacién de balanceado
obtenido a través de encuestas en cada finca). (Ver formato de la encuesta en el Anexo 2).
En total se colectaron 88 muestras de leche cruda, de las cuales se realizaron los analisis
respectivos para detectar presencia y/o ausencia de Aflatoxina M1, y de Antibibticos

betalactamicos, sulfas, tetraciclinas y aminoglucésidos.

Para realizar la colecta de las muestras, se adapté la metodologia establecida por:

Taverna,M., et al. 2005 y se procedi6 segln se detallada a continuacion:
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PROCEDIMIENTO

MATERIALES

Preparacioén de instrumentos y utensilios

-Agitador y cucharén saca muestras
de acero inoxidable, termometro,
envases, rociador con alcohol,
fosforera, elementos varios (toallas
de papel descartable, desinfectante,

linterna.)

Desinfeccion de los utensilios, rociando el

alcohol y flameando con fuego

Alcohol, rociador, y fosforera

Introduccion del agitador hasta el fondo del
tanque, y levantandolo para que se originen
movimientos de la leche desde el fondo hasta
arriba. Se repite la operacion al menos 6

veces 0 30 segundos

Agitador

Medicion y registro de la temperatura
directamente en la cantarilla, en 1 tacho al
azar cada 5 existentes. Si fueran 5 0 mas se

medira en 2 tachos elegidos al azar.

Termolactodensimetro

- Se debera introducir el cucharén dos veces
en la leche volcando el contenido dentro del
mismo tacho

- Extraer la muestra introduciendo el cucharén
como minimo 15 - 20 cm por debajo del nivel
de leche del tacho.

-Volcar el contenido del cucharén dentro del
envase hasta que se colecte 400 ml evitando
derrames.

-Una vez colectada la muestra de 400 ml se
deberéa colocar esta leche en un envase de
plastico de 100 ml que debera ser cerrado
herméticamente para su transporte refrigerado
y andlisis en las dos horas posteriores a su

colecta

- Cucharoén saca muestras
- Jarra de 500 ml

- Envase de plastico de 100 ml
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6 Identificacion de las muestras, en envase de | -Adhesivos de colores, amarillo, azul
100 ml que deberan estar secos y limpios y verde

antes de adherir la etiqgueta. Se utilizara | -Marcador indeleble

escritura indeleble. Se colocara etiquetas de | -Registro con el nUmero de

colores referenciales para cada andlisis, | identificacién de cada muestra
(Amarillo-aflatoxina/  azul-trisensor /  verde-
aminoglucosidos).

Se debera asentar en el documento
correspondiente cualquier observacion surgida
durante el transcurso del muestreo.

7 Conservacion de la muestra, colocando cada | -Un cooler o conservador
recipiente  de plastico en un cooler con | -Geles refrigerantes

suficientes geles refrigerantes, (8-10) que
mantengan la temperatura menor a 10°c.
Tomando en cuenta que la conservadora

(cooler) permanezca cerrada.

8 Lavado y guardado de material, se debera | -detergente
Lavar, enjuagar y secar el material utilizado | -caja portatil de materiales
para luego colocar el material limpio y seco en | -toallas desechables

el lugar correspondiente

9 | Transporte de la muestra al destino final | -termémetro para controlar la
verificando que la conservadora (cooler) se | termperatura del conservador.
encuentre en el lugar apropiado y controlando
que se disponga de la documentacion
correspondiente. Para iniciar con los andlisis

durante las 2 horas posteriores a la colecta

CUADRO N°. 3. Procedimiento para la colecta de muestras en campo.

Con esta metodologia se visitaron dos veces a cada finca, y se tomaron 2 muestras en cada
finca por visita. Todas las muestras se colectaron desde las 04h30 hasta las 08h0O0h,

durante los 30 minutos posteriores al ordefio de la mafiana de cada finca. (Ver Anexo 3)
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Figura N°. 2. Toma de muestras

Figura N°. 4. Refrigeracién para transporte de muestras

Previo al muestreo se realizd una encuesta a propietarios y/o administrador de cada finca
para obtener informacién sobre la alimentacion, conservacién de los alimentos balanceados,
los nombres de los farmacos mas utilizados, y los nombres de las enfermedades mas

comunes.

1.3. ANALISIS DE LAS MUESTRAS.
Se realizaron tres tipos de analisis:

1. - Deteccién de la presencia o ausencia de aflatoxina M1 con el Test Snap Aflatoxina M1 en

muestras de leche cruda.

2. - Deteccion de la presencia o0 ausencia de Antibidticos de las familias Betalactamicos,

Sulfamidas y Tetraciclinas con el Test Trisensor en muestras de leche cruda

3.- Deteccién de la presencia o ausencia de Antibiéticos de la familia de amino glucésidos
como: Gentamicina, Streptomycina y Neomycina con el Test  Triaminosensor en muestras de

leche cruda
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1.3.1. ANALISIS CUALITATIVO DE AFLATOXINA M1.

Para determinar la presencia de afatoxina M1, se analizaron las 88 muestras mediante la
técnica de ELISA de deteccién inmunoenzimatica, con el test SNAP AFLA (INDEX
LABORATORIOS)

La prueba ELISA se basa en el uso de antigenos o anticuerpos marcados con una enzima, de
forma que los conjugados resultantes tengan actividad tanto inmunoldgica como enzimatica. Al
estar uno de los componentes (antigeno o anticuerpo) marcado con una enzima e insolubilizado
sobre un soporte (inmunoadsorbente) la reaccién antigeno-anticuerpo quedara inmovilizada v,
por tanto, sera facilmente revelada mediante la adicion de un substrato especifico que al actuar
la enzima producird un color observable a simple vista o cuantificable mediante el uso de un
espectrofotdbmetro o un colorimetro. Durante los Gltimos 20 afios, la importancia y aplicaciones
de inmunoensayos ha crecido significativamente. Los ensayos ELISA son adecuados para
ensayos rapidos y proveen adecuada sensibilidad. Ademas se trata de métodos efectivos, de

bajo costo y que requieren poco volumen de muestra para el analisis (Pei et al., 2009)

Se empled el test cualitativo Snap® Aflatoxin M1 (IDEXX Laboratorios, EEUU), Lote No. JH681
Part No: 99-24964, (fecha de expiracion 26/oct/13) que tiene un nivel de sensibilidad de 0.50
ppb. Esta prueba detecta aflatoxina M1 (AFM1) a concentraciones iguales o inferiores a los
niveles de accién establecidos por la Administracion de Alimentos y Farmacos (Food and Drug
Administration, FDA) de los EE. UU vy a los niveles establecidos en la normativa ecuatoriana

que establece un maximo de 0,5 pg/kg de Aflatoxina M1.

Es Snap® Aflatoxina M1 es un Test de inmunoensayo enzimatico cualitativo, es decir se basa
en la reaccidon Antigeno - Anticuerpo ( Ag —Ac).
Para realizar la prueba se requiere de los siguientes materiales que constan en el kit

- Dispositivo SNAP

- Tubo de muestray la tapa

- Reactivo pellet

- Pipeta
Ademas, se debe utilizar un bloque calentador capaz de mantener una temperatura de
funcionamiento de 45 ° C de manera obligatoria para todas las pruebas.
Para iniciar el analisis se deben preparar las muestras de la siguiente manera:

- Asegurarse de que el kit a utilizar se mantuvo almacenado a una temperatura de

2°C -8°C
- Asegurarse que la muestra de leche esté a una temperatura de 0° C a 10° C
- Asegurese de que el bloque del calentador estd previamente atemperado y ha

mantenido una temperatura de 45 ° C durante al menos 5 minutos.
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Para la ejecucion del andlisis se siguieron todas las instrucciones del fabricante detalladas a

continuacion en los siguientes pasos:

Ne° INSTRUCCION

1. | Retire el dispositivo SNAP, pipeta y tubo de muestra de la bolsa de aluminio.

2. | Cologue el dispositivo SNAP en el bloque del calentador precalentado, durante toda la

prueba

3. | Agite la muestra de leche.

4. | Retire y deseche la tapa del tubo de muestra.

5. | Con la pipeta IDEXX, tomar la muestra de leche (450 | £ 50 I) ]]

|- 450 L
desde la mitad del frasco, poco a poco hasta la linea %l“’“‘ @
indicadora de la pipeta para evitar las burbujas de aire. L &

Afiadir cuidadosamente toda la muestra de leche a partir de la

6. | pipeta al tubo.

Agitar el tubo de muestra para disolver el reactivo de pellets.

8. | Incubar el tubo de muestra en el bloque de calentamiento a 45 °
C (113 ° F) £ 5 ° C durante dos minutos

9. | Colocar el contenido del tubo de muestra en el pocillo de

muestra del kit SNAP y desechar el tubo
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10. | La muestra fluira a través de la ventana de resultados hacia el .
circulo de activacion central verde. En el momento que se \\ a;‘/
encuentre el circulo de activacién con la mitad del circulo N ) ¢ b

\‘\ \ //"
descolorido, debe aplastar el dispositivo. e

calentador

11. | Espere durante 7 minutos con el dispositivo colocado en el

intenso que el spot de la muestra

PUNTO DE

CONTROL

12. | Dar lectura a los resultados: POSITIVO: el punto de control es de un color mas

NEGATIVO: el punto de control tiene un color

menos intenso o igual al del spot de la muestra

CIRCULO DE
ACTIVACION

Cuadro N°. 4. Procedimiento para realizar la prueba de Aflatoxinas.

1.3.2. ANALISIS CUALITATIVO DE ANTIBIOTICOS.

Se realizaron dos tipos de andlisis para detectar la presencia de antibidticos, utilizando

pruebas con técnicas inmunoenziméaticas.

Test Trisensor: prueba rapida que le permite detectar simultaneamente la presencia tanto de

antibidticos Betalactamicos, las moléculas de sulfamidas y tetraciclina en una muestra de leche.
Se utilizé el kit 035, Lote 123051 con fecha de expiracién 21 de abril del 2014

Test Triaminosensor: prueba rapida que le permite detectar simultaneamente la presencia

de antibiéticos Aminoglucdsicos, las moléculas de Neomicina, Estreptomicina, y Gentamicina

en una muestra de leche. Se utilizé el kit 048, Lote 12325B con fecha de expiracion 16 de

octubre del 2013
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Los dos tipos de Test tienen el mismo mecanismo de reaccion, con una tira reactiva
multiplex con un flujo lateral (LF) de ensayo utilizando receptores especificos y anticuerpos
monoclonales genéricos. Es un tipo de inmunoensayo competitivo que implica dos receptores

y anticuerpos monoclonales genéricos en una sola operacion.

Las pruebas requieren el uso de dos componentes. El primer componente es un micropocillo
que contiene predeterminadas cantidades de ambos receptores y anticuerpos unidos a
particulas de oro. La segunda es una tira reactiva compuesta por un conjunto de membranas
con lineas de captura especificas. Para una prueba valida, la linea de control roja superior tiene
que ser visible después de la segunda de incubacion. Los otros tres son las lineas especificas
de "cada prueba" colocados por debajo de la linea de control. En el caso de Trisensor La
linea de Betalactamicos (penicilinas y cefalosporinas) se encuentra por debajo de la linea de
sulfamida mientras que la linea relativa a las tetraciclinas se encuentra por encima de ella.

(Véase Anexo 4)

Mientras que en la prueba Triaminosensor la linea de Neomicina se encuentra por debajo
de la linea de Estreptomicina, mientras que la linea relativa ala Gentamicina se localiza
por encima de ella. Cuando el reactivo de la microplaca se resuspende con una muestra de
leche, tanto receptores y anticuerpos monoclonales se unirdn a los analitos correspondientes si
estan presentes durante los primeros 3-minutos de incubacion a 40 ° C. Después, cuando la tira
reactiva se sumerge en la leche, el liquido empieza a correr verticalmente en la varilla de nivel y

pasa a través de las zonas de captura.

Cuando la muestra esta libre de antibiéticos, un desarrollo de color se produce en las lineas de
captura especificas, lo que indica la ausencia de los analitos especificos en la muestra de leche.
Por el contrario, la presencia de antibiéticos en la muestra no har4 que la sefial de color
aparezca en cada una de las lineas de captura especificas. (KITO35_TRISENSOR_Milk,
KIT048_TRIAMINOSENSOR_Milk 2010) (Véase Anexo 5)

Los materiales que se utilizaron para realizar estas dos pruebas son:
Un pocillo con reactivo, una varilla de inmersién, una micropipeta de 200ul, una hoja de

instrucciones, un calentador o incubador de pocillos

Las pruebas se realizaron siguiendo el siguiente protocolo

1) Asegurarse que cada kit ha sido almacenado a una temperatura inferior a los 8° C
2) Asegurarse que la muestra de leche esta en una temperatura inferiora 10 ° C

3) Colocar el incubador para que se precaliente hasta 40° C

4) Retirar el posillo del frasco de cada kit

5) Afadir 200ul de leche en el pocillo con el reactivo



Ortiz, 32

6) Incubar 3 minutos a 40 ° C,

7) Colocar una tira reactiva en el pocillo incubado

8) Continuar la incubaciéon durante 3 minutos a 40 ° C,

9) Leer las lineas de prueba segun las intensidades de color y compararlas con la linea de

control para la interpretacion de los resultados

Los resultados se visualizan en las 3 lineas de captura especificas por el uso de oro coloidal-
conjugados. El tiempo de duracion del andlisis es de 6 minutos para correr y no requiere
ninguna limpieza o preparacion de la muestra. Es capaz de detectar (LD), las 3 familias de
antibidticos en concentraciones cercanas a sus respectivos limites méaximos de residuos (LMR),
establecidos por la UE vy relacionados con la normativa ecuatoriana y/o CODEX
ALIMENTARIUS, y en Los resultados pueden obtenerse a través de la observacion visual o

con la ayuda de un lector 6ptico.
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CAPITULO Il
RESULTADOS.
2.1. DETECCION DE AFLATOXINA M1.

En cada finca existe una mediana de 62 bovinos con un promedio de produccién
diaria de leche de 549 litros, dando una produccién total de 10642 litros de leche diarios en
las 22 fincas que se distribuyen entre: Industrias lacteas procesadoras de queso locales,
consumidores locales directos, industrias lacteas procesadoras de queso del cantdén cuenca, y
centros de acopio de leche con destino a procesadoras de los cantones de Quito, Ambato y
Guayaquil.

El sistema de ordefio en las 14 fincas es mecéanico y en las 8 fincas realizan la
préactica del ordefio manual, mientras que la forma de almacenamiento de la leche ordefiada
es mediante tanques de enfriamiento en 6 fincas y en las 16 fincas almacenan el producto en
recipientes de acero inoxidable hasta que los intermediarios transportistas lleven el producto a

centros de acopio o al destino final.

En cuanto a la alimentacién en 17 de las 22 fincas se suministra a los animales pasto
y balanceado de marcas conocidas en la zona, de las cuales 5 fincas mezclan el balanceado
con granos como cebada, avena, maiz, afrecho, soya, palmito, arrocillo en pequefias
proporciones. El almacenamiento del balanceado en las 19 fincas se realiza en bodegas
de uso exclusivo para este fin. Se observa que de las 19 fincas que cuentan con bodegas,
el 45% compra cada semana los sacos de alimento sea este balanceado o mezclas de
granos, el 30% compra cada quince dias, y el 25% de fincas compran el concentrado
cada mes, por lo tanto estos periodos de tiempo son los que se conservan dichos alimentos
en las bodegas de las fincas. Proveyendo exclusivamente a las vacas productoras de leche

una racion promedio de 2,5 kg/dia.

En estas 22 fincas, no se detecto presencia de Aflatoxina M1 de acuerdo con los resultados

de los respectivos analisis.
2.2. DETECCION DE ANTIBIOTICOS.

En cada finca se observa que los antibidticos mas utilizados son: Penicilina,
gentamicina, sulfadimidina, neomicina, sulfadoxina, oxitetraciclina, cefalosporina, ceftiofur,
amoxicilina. Estos farmacos presentan un tiempo de retiro entre 72 — 288 horas después de
haber terminado el tratamiento, y son manejados en su mayoria para el tratamiento de
enfermedades infecciosas de los animales como: mastitis, panadizo, bronconeumonia,

problemas respiratorios o retenciones placentarias.
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De 88 muestras de leche cruda tomadas en las 22 fincas, y analizadas con métodos de
inmunoensayo enzimatico de las pruebas Trisensor y Triaminosensor, con niveles de
sensibilidad iguales o inferiores a la limites permitidos por la UE y de acorde con la normativa
ecuatoriana, se obtuvieron 17 resultados positivos a residuos de antibiéticos, lo que equivale
al 19% del total de las muestras de leche cruda, de las cuales 11 muestras presentan trazas
de betalactdmicos, 1 muestra presenta residuos de gentamicinay 5 muestras del antibi6tico

neomicina, dando un porcentaje de contaminacion del 65% - 6% - 29% respectivamente.

De las 22 fincas productoras de leche cruda, las 10 presentan contaminacion con trazas de
antibidticos durante los dias de muestreo realizado, de las cuales 6 fincas presentan
residuos de Betalactamicos, 3 de Neomicinay en 1 se detectd presencia de gentamicina,;

segun se detalla en el siguiente cuadro:

m NO. DE FINCAS CON PRESENCIA NO. DE FINCAS CON AUSENCIA
16
22 22 22 19 21
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Figura N°. 5. Presencia de residuos de Antibiéticos segun el tipo de farmaco por finca.

Las 22 fincas se encuentran distribuidas en el presente estudio en 3 zonas segln su
situacién geografica, de las cuales 11 fincas estan enla Zona 1, 5 fincas enla Zona 2,y
6 fincas estan ubicadas en la Zona 3; la produccion de leche cruda contaminada con
trazas de antibidtico estd4 distribuida en 4 fincas de la zona 1, 3 fincas delazona2y 3

fincas dela zona 3.

Todo lo arriba manifestado y para una mayor y cabal comprension se resume a

continuacion de manera grafica.
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4
3 3
NO. DE FINCAS CON PRESENCIA DE NO. DE FINCAS CON AUSENCIA DE
ANTIBIOTICOS ANTIBIOTICOS
BZONA1 B ZONA 2 ZONA 3

ZONA 1: Burgay/Jerusalen/La Carmela
ZONA 2: El Bueste/Mosquera/Aguarongo

Figura N°. 6: Presencia de residuos de antibiético segln la zona.

En el Anexo 6, podemos apreciar el mapa de ubicacion de las fincas estudiadas

geograficamente divididas por cada zona.
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CAPITULO llI

DISCUSION.

3.1. DETECCION DE AFLATOXINAS.

Al analizar 88 muestras de leche cruda con el método enzimatico de inmunoensayo, Snap
Aflatoxina M1, (IDEXX Laboratorios, EEUU), que tiene un nivel de sensibilidad de 0.50 ppb, se
revela ausencia de Aflatoxina M1 en el area y tiempo del presente estudio. Se debe
considerar que el nivel de sensibilidad de la prueba utilizada es una concentracion igual a los
niveles de accion establecidos por la regulacion ecuatoriana, NTE INEN 9: LECHE CRUDA
REQUISISTOS, que establecen un maximo de 0,5 ug/kg de Aflatoxina M1. en leche cruda y
coinciden con la administracion de Alimentos y Farmacos (Food and Drug Administration, FDA)
de los EE. UU que establece un LMR de 0,5ppb, y con la regulacién establecida en el
MERCOSUR.

El andlisis hecho en la provincia de Cafiar, demuestra que la inocuidad, referente a la aflatoxina
M1, de la leche en esta zona del Ecuador, es mejor controlada que en otros paises como se
puede observar en los estudios hechos por Vasquez (2006), en donde mostraron el 75% de
contaminacion de leche cruda con aflatoxina M1 de 20 muestras tomadas en Colombia, y
analizadas segun la regulacién establecida por Colombia, que establece un LMR de 0,4ppb
de aflatoxina m1 en leche. M&s auln, si comparamos con la normativa establecida por la
Unién Europea, encontramos mas diferencia por la rigurosidad de sus limites maximos

tolerables para aflatoxina M1 que permiten hasta el 0,05ppb en leche.

De igual manera el estudio de ocurrencia de aflatoxina M1 en 9 muestras de leche cruda
realizado por Perez et al. en México demuestran niveles de aflatoxina M1 superiores a los

limites establecidos por la Union Europea, la FDA y la normativa ecuatoriana.

Existe ausencia de aflatoxina M1, en el presente estudio, probablemente debido a que en
todas las fincas existe una rotacion de balanceado frecuente y las condiciones de humedad
y temperatura son bajas, sin favorecer la propagacion de hongos y sus metabolitos, Sin
embargo, se utilizan balanceados y granos de origen desconocido Yy las condiciones
podrian variar frecuentemente, ya que estos insumos podrian venir de zonas cdlidas con

incidencia de contaminacion.

En la Constitucién de la Republica del Ecuador, existen derechos para el buen vivir, con una

alimentacion sana, en el articulo 13 se prescribe: "las personas y las colectividades tienen
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derecho al acceso seguro y permanente a alimentos sanos, suficientes y nutritivos;
preferentemente producidos a nivel local, y en correspondencia con sus diversas identidades
y tradiciones culturales, para lo cual el Estado debera promover la soberania alimentaria.
(Asamblea Nacional 2010). Sin embargo en nuestro pais, aln no existen politicas de
monitoreo y vigilancia permanente de aflatoxinas en la leche y/o balanceados que aseguren

la salud de quienes consumimos este tipo de productos.

3.2. DETECCION DE ANTIBIOTICOS.

Los resultados positivos a residuos de Antibidticos betalactdmicos, gentamicina y
neomiciana encontrados en este estudio objetan con la Norma Técnica Ecuatoriana NTE
INEN 9 para leche cruda, revision 2012, que establece los requisitos fisicos,
microbiolégicos y quimicos minimos y maximos para la leche cruda para consumo
humano. Esta Norma nos indica que los residuos de antibiéticos permitidos en leche
cruda no seran mayores a los limites méximos establecidos por el CODEX
ALIMENTARIUS, cuya relacion con la sensibilidad de los métodos utilizados en el

presente estudio son validos.

El hallazgo de 17 muestras positivas a antibiéticos, de las cuales el 65% presentan residuos
de betalactamicos y el 35% a los antibiéticos aminoglucosidos, nos indican que el tratamiento
de infecciones en el ganado asi como la aplicacién de antibiéticos por diferentes causas en las
fincas ganaderas, se estaria focalizando actualmente en los antibioticos del género
betalactamico; hecho que puede relacionarse con la presencia de Mastitis, que es un problema
de caracter infeccioso que se da por falta de condiciones higiénicas adecuadas durante el

ordefio y que puede ayudar a dirigir politicas de legislacion, regulacion y capacitacion.

El porcentaje de resultados positivos con residuos de antibiético de este estudio, el 19% es
inferior al resultado de otros estudios, como por ejemplo de Daniza M. et. al, quienes en
40 muestras de leche cruda comercializada en Callao, encuentran el 40% de resultados
positivos a residuos de antibidticos betalactamicos y ausencia de tetraciclinas, cuya
diferencia podria depender del nimero de muestras analizadas que es la mitad de este
estudio, mientras que el porcentaje de resultados positivos es el doble. También el estudio
de Diaz C. en Riobamba determina el 50% de resultados positivos a residuos de antibidticos
en 22 muestras, con la diferencia de que analiza leches pasteurizadas y el nidmero de
muestras es la cuarta parte de las analizadas en el presente estudio. El estudio de Salas
P. et al, demuestran en Perd el 45% de leche contaminada con residuos de antibidticos

de 60 muestras analizadas, lo cual también es un porcentaje superior al presente estudio.
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Mientras que al relacionar con la investigacion del estudio de Mattar S. et al, en Colombia
que presentan el 25 % de resultados positivos a residuos de antibiéticos en 445 muestras
analizadas, nuestro estudio presente mayor incidencia por el nimero de muestras
analizadas.

La existencia de residuos de antibidticos en leche cruda permite entrever que, ademas de la
regulacidon estricta en la comercializacién de antimicrobianos, es necesario mantener la
vigilancia constante, capacitacion a todos los integrantes de la cadena de produccion, y
sensibilizacion de cambio de mentalidad y percepcion del consumo y la influencia social y

econdmica de alimentos inocuos en la sociedad.

La presencia de antibidticos en la leche es de gran responsabilidad del propio ganadero,
por un mal manejo del producto en finca, al no respetar los tiempos de retiro de los
medicamentos, al ordefiar las vacas que han presentado aborto o con periodos secos muy
cortos, al utilizar medicamentos no aprobados, con carencia de registro sanitario,
sobredosificacién del medicamento, y sobre todo porque existe un practica comin de aplicar
medicamentos sin recomendacion del Médico Veterinario, administracion por vias no
recomendadas por los laboratorios fabricantes, mezcla con leches contaminadas al
descartar Unicamente la leche del cuarto mamario tratado; por lo que al tratarse de un
producto basico en la canasta familiar, en nuestro pais, y al representar la principal fuente
de ingresos de miles de ganaderos ecuatorianos, es necesario implementar medidas de
educacion intensivas a los ganaderos y estrictos programas de vigilancia y control para
contener este problema de salud publica, y solventar la incursion hacia mejores posibilidades
de comercializacion con mercados que manejan estandares internacionales mas exigentes

con alta demanda y mayor oportunidad de desarrollo para nuestra nacion.
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CONCLUSIONES.

El desarrollo de la presente investigacion permite establecer las siguientes conclusiones:

1. Existe ausencia de aflatoxina M1 en las muestras de leche cruda obtenidas en las 22
fincas de mayor produccion del cantdn Biblian, durante los meses de abril-agosto, segun
los resultados obtenidos con el método inmunoenzimatico de la prueba SNAP
AFLATOXINAS M1 que cumple con la sensibilidad del limite permitido por la FDA y por

la regulacién ecuatoriana.

2. Existe contaminacién de trazas de antibi6ticos en el 45 % de fincas objeto del presente
estudio. Se han detectado 17 muestras de leche con trazas de antibidticos diagnosticadas
con el método de inmunoensayo enzimatico de las pruebas Trisensor y Triaminosensor, las
cuales cumplen con los limites de sensibilidad de residuos de la UE, del CODEX vy la

regulacién ecuatoriana.

4. Los antibidticos con mayor incidencia son los betalactamicos, detectados en un 65% de
muestras positivas, esto se debe probablemente por su utilizacion frecuente en el
tratamiento de la enfermedad mastitis, causada por infecciones bacterianas originadas
principalmente por la falta de buenas condiciones de higiene antes, durante y después del
ordefio. Se ha detectado también un 35 % de residuos de antibiéticos amino glucésidos
como gentamicina y neomicina. Y un 0% de residuos de antibidticos tetraciclinas, sulfasy

estreptomicinas.

5. Al realizar el analisis por zona, se concluye que enla zona 2 existe mayor cantidad de
positivos a trazas de antibiéticos, probablemente porque en esta zona el asesoramiento

técnico de planta es limitado y predomina la automedicacion.
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RECOMENDACIONES.

Es muy importante socializar la importancia de producir y consumir leche de calidad en

nuestra sociedad. Por cuanto es tanto responsabilidad del productor, como del citadino

consumidor, la empresa privada, y la gestién publica realizar una campafia masiva que

concientice a toda la cadena de producciéon lechera los funestos riesgos parala salud de

producir, comercializar y consumir leche adulterada con cualquier agente fisico, quimico y/o

microbiolégico.

Para minimizar el riesgo de obtener leche contaminada con aflatoxina M1 y afectar la salud

irreversiblemente de miles de personas se recomienda:

En

Implementar buenas practicas agricolas en los cultivos de produccién de grano
utilizado en alimentos de ganado

Seleccionar con cuidado los granos con presencia de hongos, identificarlos,
separarlos y desinfectarlos

Garantizar que el sistema de almacenamiento cuente con condiciones de
temperatura y humedad controlados.

Desarrollar y utilizar variedades resistentes a la contaminaciéon del hongo de origen.
Alimentar al ganado lechero Unicamente con productos concentrados de origen
garantizado, con registro sanitario.

Evitar la informalidad en la compra de mezclas de granos de origen desconocido
Ejecutar un estricto sistema de Vvigilancia y control de la comercializacion de
alimento para ganado.

Implementar, por parte de los organismos oficiales de control, un sistema de
monitoreo en todo el Pais, que detecte residuos de aflatoxina en granos, en
balanceados y en leche cruda para garantizar y salvaguardar la salud de los

ecuatorianos como un derecho auna alimentacién seguray a un buen vivir.

cuanto ala presencia deresiduos de antibiéticos en la leche cruda recomiendo:

Evitar el uso excesivo de farmacos veterinarios, mediante la aplicacion de buenas
practicas veterinarias, preventivas que eviten la presencia de infecciones
bacterianas que en lo principal ocasionan enfermedades como la Mastitis bovina que
influye perjudicialmente al ganado en su estado de produccién lactea.

Utilizar antibiéticos con prescripcion del médico veterinario

Dar estricto cumplimiento a las indicaciones del prescrito del producto

Mantener un adecuado sistema de comunicacion en las fincas, que permitan la

separacion de/los animales que han recibido tratamientos.
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Separar y descartar completamente la leche de los animales que han recibido
tratamientos farmacéuticos durante los dias necesarios en el tiempo de retiro.

El sector oficial debe realizar un estricto control de la venta de antibidticos bajo
prescripcién médica.

Socializar a nivel de consumidores las consecuencias a la salud publica que
ocasionan este tipo de contaminacion en la leche.

Ejecutar estrictos sistemas de vigilancia y control de la comercializacion de la leche
cruda y procesada para consumo humano bajo los estandares indicados en la
normativa especifica para cada producto.

Implementar sistemas de gestion de inocuidad en la produccion primaria, con buenas
practicas ganadera, buenas practicas de ordefio y de almacenamiento del producto
Actualizar la normativa legal de inocuidad de alimentos de nuestro pais, con
estrictos parametros de calidad referenciales que motiven a todos los
involucrados en la cadena lactea, a producir y consumir productos sanos.

Intervencion de los organismos oficiales de control en todo el pais,
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ANEXOS.

Anexo 1. Cuadro de ldentificacion de las 22 fincas de estudio.

IDENTIFICACION DE LAS FINCAS

ZONA
N° DE NOMBRE DEL
FINCA NOMBRE DE LA FINCA PROPIETARIO SITIO
MANUEL
1 [ SIN PALAGUACHI DURAN BURGAY
GUAMAN
RENE VALDIVIESO
2 | RANCHO VERDE MUNOZ BURGAY
I MANUEL BENJAMIN
3 SIN LOPES GJEDA BUESTE
4 M ALBERTO MONTERO BOLNAF;E"AONTERO PONDEROSA
I MELCHOR IDROVO
5 SIN MUNOZ MOSQUERA
CARLOS ALBERTO
6 m MANGAN RIVERA CALLE MANGAN
SEGUNDO PEDRO
7 " SIN ESPINOZA AGUARONGO
ELIDA MENDES
8 | BURGAY OCHOA BURGAY LA CARMELA
PATRICIO MUNOZ
9 0 BUESTE GONZALES EL BUESTE
MIGUEL OSWALDO
10 | SAN ANDRES SIGUENGIA URGILES CARMELA
11 m SIN GIL RIVERA CALLE
CONSEJO
12 ! CONSS;‘B (F:’EK(IDXFI{NCIAL PROVINCIAL DEL BURGAY
CARAR
1l CIRILO CALLE
13 SIN LLIGUICOTA MOSQUERA
JUAN PABLO
14 | SAN GALO JARAMILLO BURGAY
WALTER LEONEL
15 m TEJAHUASI ALVARADO ARGUDO JABASPAMBA
ANGELITA
16 | RANCHO SANTIAGO MURUDUMBAY CARMELA
CHUQUI
JUAN PATRICIO
17 I SN MUROZ MENDEZ MOSQUERA
FELIPE JAVIER
18 | SAN ALFONSO ANDRADE ULLAURI JERUSALEN
PABLO CRESPO
19 | RIO DULCE VINTIMILLA BURGAY
CLODOBEO ISAAC
Ay I St CALLE PORTILLA PONIDIEROEA
21 | COMERCIAL LEPAX COMERCIAL LEPAX BURGAY
AGROGANADERA
22 HENRY ELJURY BURGAY
| LA ESMERALDA
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FECHA
NOMBRE DE LA FINCA
NOMBRE DEL PROPIETARIO

Anexo 2. Encuesta a ganaderos.
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AGROCALIDAD - CANAR
VIGILANCIA ¥ MONITOREO DE LA CALIDAD DE LA LECHE CRUDA EN FINCAS DE ALTA PRODUCCION LECHERA
ESTUDIO DE TESIS / DETERMINACION DE PRESENCIA O AUSENCIA DE CONTAMINANTES EN LA LECHE CRUDA

1

UBICACION NORTE TELEFONO
ESTE DIRECCION
DIRECCION ELECTRONICA: SITIO PARROQUIA
NO. DE ANIMALES TIPO DE ALIMENTACION TWPO DE ORDE
| vacAs en PROOUCCION PASTO MANUAL
VALAS SECAS BALANCEADO MECANICO
VACONAS MEZCLA NO., DE LITROS PROMEDIO AL DIA
TERNEROS DETALLE ORDENO MARANA
TERNERAS NOMBERE DEL PASTO ORDERO TARDE
- NOMBRE DEL
OROS BALANCEADO LUGAR A DONDE ENTREGA LA LECHE
T0TAL TIRO DF MEICOLA
OBSERVACIONES

TIENE BOOLGA OF ALMACTRAMIENTO DE

INFORMACION DE LOS SACOS DISPONIBLES EN LA BODEGA

ALBENTO SALANCEADO MEZCLA OTRO a3
- N0, DE SACOS DISPONILES EL DM O LA MISITA - - e
NO FRECUENCIA DE CONPRA 0E LOS SACOS DE BALANCEADO MEZCLA oTRO
CONDIOONES DF LA BODEGA TODOS LOS DIAS
AMBENTE CERRADO CADA SEMANA
AMBIENTE ASSERTO QUINCENAL
HUNMEDO AT NSUAL
NCAMAL / SECO OTRO
CONTROL DE TEMPERATURA LUGAR DE COMPRA BALANCEADO MEZCLA OTRO
S PARROQUAA
NO CANTON
VENTRACION PROVINCIA
St OTRO
NO oTRO
CANTIDAD DE RACION OIARSA POR ANIMAL Ag. |

OBSERVACIONES:

FARMACOS MAS UTILIZADOS EN LA FINCA/DISPONIBLES O NO EL DIA DE LA VISITA\

THO DE FARMACO

NOMEAT COMERDAL

PRINOPO ACTIVOD

FEOWA D
CADUCOAD

PRESENTAOON

TIEMPO DE RETWRO

ANTIBIOTICOS

ANTIBIOTICOS

ANTIBIOTICOS

TIPO DE FARMACO

NOMERE COMINOAL

PRINCPO ACTIVD

FEOWA DE
CADUODAD

PRESENTADION

THEMPO DE RETROD

ANTIPARASITARIO

ANTIPARASITARNO

ANTIPARASITARIO
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190 DI FARMALD NOMERE COMEROAL PRINCOMO ACTIVO PRESENTADON '“'".A - THMPO DE RETHC
CADUCDAD
DESINFECTANTE
DESINFECTANTE
TIPO DE FARMACO NOMBRE COMERCIAL FRINOIPID ACTIVD PRESENTACION PICHA. 08 TIEMPO DE RETIRE
CADUOIGAD
DETERGENTE
DETERGENTE
PLAN DE VACUNACION
AFTOSA BRUCELOSIS CARBUNCO OTROS
S S Sl SI/CUAL
NO NO NO NO
REGISTRO DE APLICACION DE FARMACOS
ECHA DE LA ULTIMA APUCACION L osaie coRitheinL
100 DE FARMALD [NOMERE GENERICD
IMOTIVO DE APUCALON [RESPONSARLE DF 1A
o APLUICALION
IND. DE ANMMALES TRATADOS NG Of ARETES DE
ANINVALLS TRATADOS
OBSERVACIONES:
CALENDARIO DE DESPARASITACION
TRIMESTRAL T ANNUAL T
FRECUENCIA DE DESPARASITACION ol — Lo
FECHA PROGRAMADA PARA LA PROXIMA APLICACION
LUGAR DONDE COMPRA LOS FARMACOS
OBSERVACIONES:
TRABAJADOR JES DISPONISILIDAD DE AGUA HORA DEL ORDENOD
UTILIZA OBEROL FRIA MANANA
80TAS CALIENTE TARDE
GORRA
GUANTES
oD
" R LAVADO DE 1A UBSE SCADO oRotho ] SELLADD
CANTARI LA D ALERD
1008 LA 10w TANGIE o NOSDAM S CANTARLLA DE FLASTKD ONRG SBMARA

TIEMPO QUE TRANSCURRE ENTRE ORDENO Y ENVIO DE LA LECHE |

NOMBERE DEL TRANSPORTISTA/S

LUGAR/ES DE DESTINO |

DESINFECCION DE LA SALA DE
ORDENO

COMO Y CON QUE PRODUCTO

DIARIO

SEMANAL

QUINCENAL

OTRO

IOBSERVACIONES:

NOMBRE Y FIRMA DEL ENCUESTADOR

NOMBRE Y FIRMA DEL ENCUESTADO
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Anexo 3. Fotografias de latoma y andlisis de muestras.

Encuesta Toma de muestras

Recoleccion de muestras en tanques Recoleccion de muestras en bidones Recipientes de acero inoxidable

Transporte de las muestras Refrigeracion de las muestras Revisidn de la identificacion

Andlisis de las muestras Resultados de antibiéticos Resultados de alfatoxinas



Anexo 4. Interpretacién visual de los resultados del Kit

CTRL — - —
Tetracyaines bt -
Sufamides — - -
A Lactams —_ -

POSITIVE

& Lactamns

Trisensor.
— — [
— - -
—_— — — -
POSITIVE POSITIVE

Sultamices Tetracycines

Anexo 5. Interpretacion visual de los resultados del Kit Triaminosensor.

| CTRL — —
Gentamycin b ol L
Sweptomycin — P —
Neomycin e -
POSITIVE
Neomycin

- - —
[ - .

— — — —

POSITIVE POSITIVE

Dihydro- or Gentamycin
Streptomycin
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INVALID
RESULTS

INVALID
RESULTS
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Anexo 6. Distribucién de las fincas en el area de estudio.

PROVINCIA DEL CANAR
UBICACION DE LAS FINCAS

TEMA....
o UBICACION DE FINCASA
conman USCACION OE PINA
RAULADD:
PR AT sest
N'PLANO: ]




