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REPORTE FINAL DE ESTUDIO (RF)

1. Titulo
Evaluacion de la Residualidad en Leche de una Infusion Antibidtica Intrauterina
sobre la base de Cefalexina, Neomicina, Cloxacilina y Vitamina A (Metricef 3®)
en vacas lecheras del distrito de Pachacamac, departamento de Lima.

2. Numero de Ensayo
NN-2010

3. Tipo de Estudio
Trabajo de Investigacion

4. Objetivo General
Determinar el tiempo de residualidad en leche de una Infusién Antibi6tica
Intrauterina sobre la base de Cefalexina, Neomicina, Cloxacilina y Vitamina A
(Metri-Cef 3®) en vacas lecheras en lactacion.

5. Investigador(es)

5.1. Investigador Principal
Arnaldo Alvarado, MV del Area de Microbiologia Clinica y Pruebas
Especiales del Laboratorio de Patologia clinica de la Facultad de
Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

5.2.  Investigador(es) Colaborador(es)
Fabidan Rodriguez, MV del Area de Investigaciébn en Salud Animal —
Laboratorio Agrovet Market Animal Health.

6. Sponsor
Agrovet Market S.A.
Direccion: Av. Canada 3792-3798 San Luis, Lima 30, Peru.
Teléfono: (51) (1) 435 2323

6.1. Equipo de Trabajo
Jose Tang Ploog — Sub Gerente de Investigacion y Desarrollo.

7. Lugar de Estudio
El estudio se realiz6 en el Establo Casablanca en el distrito de Pachacamac,
departamento de Lima.

8. Antecedentes y Justificacion

El uso de antibidticos es sin lugar a dudas una de las principales herramientas
en el control y erradicacion de numerosas enfermedades infecciosas de origen
bacteriano en animales de produccién y compafila. Una vez producido el
diagnostico de una afeccion y establecido el tratamiento, ademas de seguir el
curso clinico de los animales afectados se debe prestar especial atencién a los
periodos de descarte de leche para poder enviar al mercado la leche con niveles
de inhibidores por debajo de los maximos residuales permitidos.
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El término residuos, se refiere a pequefias concentraciones de estos farmacos
gue quedan en leche o carne después de finalizado un tratamiento,
independiente de la via de administracion del producto (parenteral, intrauterina o
intramamaria).

Los riesgos de estos farmacos en la poblacion humana se centran
fundamentalmente en los siguientes aspectos: reacciones de hipersensibilidad,
efectos téxicos especificos, aparicion de cepas resistentes y susceptibles de ser
transmitidas al hombre y alteraciones de la flora intestinal.

Actualmente, con el gran incremento.

En el caso particular de la leche, al riesgo toxicolégico se suma el riesgo
tecnolégico, es decir el efecto que las concentraciones de antibiéticos pueden
tener sobre los procesos fermentativos dirigidos a la obtencién de productos de
alto valor agregado. Es importante destacar, que estos residuos causan graves
dafios en la industria lechera, ya que la elaboracion de derivados lacteos como
gueso y yogurt necesitan el desarrollo de la flora acido lactico. Esta flora, es
inhibida por la presencia de concentraciones pequefias de antibidticos, razén por
la cual las industrias realizan rutinariamente un control interno, para separar la
leche ausente de estos residuos y destinarla a la elaboracion de estos
productos.

Por ello en la actualidad se debe conocer las concentraciones maximas
permitidas, y como herramienta para su deteccién existen diversos métodos para
estimar las concentraciones maximas permitidas en la leche. Ahora se
encuentran técnicas como la de tipo ensayo de receptor de Beta s.t.a.r. (UCB-
Bioproducts, Bélgica), la técnica de ensayo de union a receptor ligado a enzima
de Snap (IDEXX Laboratories INC.,EEUU), técnicas microbiolégicas como la de
CH ATK Single Test P&S (Copan Italia) , Charm Farm Test Vial (Charm Sciences
Inc., EEUU) y el Test cuali o Delvotest® SP — NT.

Estas técnicas detectan al antimicrobiano por debajo del limite de tolerancia
fijada por FDA, USDA. Los niveles de deteccion para Cloxacilina, Neomicina y
Cefalosporinas son 20, 100 — 200 y 25 - 50 partes por billon (ppb)
respectivamente.

Metri-Cef 3® esta indicado para el tratamiento y la prevencion de las metritis
(clinica y subclinica) y piometra de bovinos, causadas por gérmenes sensibles a
alguno de los antibioticos de la formula. La asociacion de sus tres antibiéticos le
otorga una efectividad completa contra las bacterias causantes de problemas
infecciosos en el Gtero:

Cefalexina: su efectividad es inmediata, ejerciendo su accién durante las
primeras 24 horas de aplicado el producto. Elimina la primera barrera bacteriana.
Es activo contra la mayoria de las bacterias Gram positivas (entre ellas los
estafilococos) y algunas Gram negativas, incluyendo E.coli, Proteus; Klebsiella,
salmonella, Shigella y Enterobacter, ademés de los estafilococos penicilinasa
positivos, sin embargo no posee actividad contra Enterobacter spp.,
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P.aeruginosa y Serratia spp, entre otros. La resistencia adquirida se presenta en
bacterias gramnegativas y es de particular importancia en las Enterobacterias.

Neomicina Sulfato: Asociada al excipiente de larga duracién presente en la
férmula, extiende su accion hasta por 3 semanas. La neomicina es el antibiético
mas utilizado en combinaciones de drogas debido a su amplio espectro
antibacteriano. Su actividad bactericida abarca un gran ndmero de bacterias
Gramnegativas, incluyendo E.coli, Klebsiella pneumoniae, Haemophilus sp.,
Enterobacter sp., Pasteurella, Serratia sp., Neisseria sp., Proteus sp. Salmonella
spp, Shigella spp, y Pseudomona aeruginosa y su espectro abarca también un
namero reducido de bacterias Gram positivas como el Staphylococcus aureus.
La resistencia mediada por plasmidos ocurre mediante una variedad de enzimas.
Tal resistencia, la cual a menudo es mudltiple, es relativamente comun en los
comensales y patdgenos entéricos pero menos frecuente entre otros patdgenos
oportunistas. La resistencia por mutaciéon cromosomal carece de importancia.

Cloxacilina Benzatinica: Su estructura quimica la hace estable, impidiendo el
acceso de enzimas de nucleo B-Lactamico. Su accion es contra bacterias Gram
positivas (tales como Estreptococos, Estafilococos, algunas Corynebacterias,
Enrysipelothrix rhusiopathiae, Clostridium spp, Bacillus anthracis), pero también
contra algunos cocos Gramnegativos, Leptospira canicola, Campylobacter foetus
y Actinomyces.

Ademas, Metri-Cef 3® contiene Vitamina A, que funciona como regenerador
epitelial. La adiciobn de Vitamina A, reduce las consecuencias del proceso
infeccioso y participa manteniendo la integridad del tejido.

9. Fechade Estudio y duracién
El estudio se llevd a cabo del 3 de Febrero al 6 de Febrero del 2010, con una
duracioén total de 4 dias.

10. Materiales y Métodos

10.1. Disefio experimental
Se seleccionaron dos grupos de trabajo: Grupo A (Tratamiento): 10 vacas
lecheras con metritis. Grupo B (Control): 10 vacas lecheras sin
tratamiento, todas en un promedio de peso de 600 Kg.
En el grupo A y grupo B se tomaron muestras de leche que contengan
una mezcla de los cuatro cuartos de cada vaca, previos a la aplicacion
del producto para descartar la adicién de otros antibiéticos o tratamientos
previos, lo cual se considerd como la muestra de hora cero (00 h).
En el Grupo A se aplicard mediante una pipeta de inseminacién un tubo
intrauterino de 30 ml de Metri-Cef 3® por vaca.
Una vez aplicado el producto se tomaron muestras de leche de ambos
grupos a las 12, 24, 36, 48, 60 y 72 horas que contengan una mezcla de
los cuatro cuartos de cada vaca.
Se trabajé con el Kit Devotest SP — NT de acuerdo con la metodologia
descrita por el fabricante.
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10.2.

10.3.

10.4.

10.5.

10.6.

10.7.

Tamarfio de muestra
Se trabaj6 con un total de 20 animales.

Seleccion de animales e identificacion
Se seleccionaron 20 vacas lecheras con presencia clinica de metritis.

Manejo de los animales experimentales
Los animales recibieron una dieta especialmente formulada para sus
necesidades productivas, y se les brind6é agua ad libitum.

Disposicion final de animales
Luego del experimento los animales continuaron con su ciclo productivo
normal.

Tratamiento

El PVI es una férmula comercial a base de Cefalexina monohidrato (600
mg), Neomicina sulfato (1.02 g), Cloxacilina benzatinica (1.50 @),
Vitamina A (30,000 UI) en 30 mL de solucion.

Procedimientos de estudio

El método Test cuali o Delvotest® SP - NT es una prueba de difusién
estandar para la deteccion de los residuos de sustancias antibacterianas
(tales como antibidticos y sulfonamidas). La prueba consiste de
ampolletas que contienen al medio solido agar sembrado de un nimero
estandarizado de las esporas de Bacillus stearothermophilus var.
Calidolactis, junto con nutrientes requeridos para el crecimiento y un
antifolate trimethoprim. El medio es coloreado en purpura por el indicador
de pH purpura de bromocresol.

La sensibilidad de Delvotest ® SP-NT dada en la hoja de especificacion
de este producto, aparte de las sensibilidades especificadas para la
Penicilina G y Sulfadiazina, muestra los rangos de sensibilidad para otros
antibioticos y sustancias inhibitorias que pueden ser detectados, tales
como aquellos definidos por el Nivel Maximo de Residuo (MRL). La tabla
1, da una vision de los niveles de deteccién de Delvotest SP-NT para
residuos de diferentes antibioticos y sulfonamidas. El Nivel de deteccion
se refiere a la concentracion mas baja en la cual una droga es todavia
detectada por la prueba, al tiempo control o al tiempo de lectura fijo de 3
horas.
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Tabla 1: Datos indicativos sobre el nivel de deteccion con Delvotest® SP - NT
en ppb (partes por billén o ng/ml) en la leche bovina cruda mezclada.
Las drogas enlistadas son una seleccion de la muestra del espectro de deteccion.

Nivel de deteccion | Nivel de deteccion
Droga a tiempo de control | Lectura a 3 horas

(ppb) (ppb)
B-lactams
penicilina 1-2 2-3
ampicilina 4 6-7
amoxicilina 2-3 3-5
ceftiofur 25-50 50 -100
cefapirina 4-6 6-8
cloxacilina 20 20-30
dicloxacilina 10 10-20
oxacilina 10 10
Sulfonamidas
sulfadiazina 25-50 100 - 150
sulfametazina 25-100 100 - 250
Tetraciclinas
tetraciclina 250 - 500 800
oxytetraciclina 250 - 500 800
Macrolidas
Tilosina 30 50
Spiramicina 400 -600 800 - 1000
Eritromicina 40-80 200
Otras
Trimetoprim 50 -100 200 - 300
Dapsona 05-1 1-25
Aminoglicosidos
Gentamicina 50 200
Neomicina 100 - 200 300 - 600

Las muestras de leche que estan libres de sustancias antibacterianas o
las que contienen por debajo de niveles especificados, cuando se les
hace la prueba afiadiendo 0,1 mL de leche e incubadas a 64°C permite
la germinacion y el crecimiento de la bacteria. Esto conducird a un
cambio en color del indicador de purpura a amarillo. Cuando la muestra
de leche contiene sustancias antibacterianas por encima de la
sensibilidad de la prueba, el crecimiento es inhibido y como resultado el
color del agar permanece purpura.

Esta técnica detecta al antimicrobiano por debajo del limite de tolerancia
fijada por FDA, USDA. Los niveles de detecciébn para Cloxacilina,
Neomicina y Cefalosporinas son 20, 100 — 200 y 25 - 50 partes por
billon (ppb) respectivamente.

10.8. Métodos estadisticos
Se usb la estadistica descriptiva para la presentacion de los resultados.
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11. Resultados

GRUPO A(TRATADO)

CUADRO 1: Resultados de muestras de leche con kit Delvotest SP- NT

del grupo tratado con Metri-Cef 3¢

VACA 00 h 12h 24h 36h 48h 60 h 72h
03/02 (T) 04/02 (M) 04/02 (T) 05/02 (M) 05/02 (T) 06/02 (M) 06/02 (T)
LINDA - - - - - - -
NITA - - - - - - -
LULU - + - - - - -
GLADIS - - - - - - -
LIDIA - - - -
11 - - - - - - -
12 - - - - - - -
13 - + - - - - -
14 - - - -
15 - - - - - - -
CUADRO 2: Resultados de muestras de leche con kit Delvotest SP- NT
del grupo no tratado.
GRUPO B (CONTROL)
VACA 00 h 12h 24h 36h 48h 60 h 72h
03/02 (T) 04/02 (M) 04/02 (T) 05/02 (M) 05/02 (T) 06/02 (M) 06/02 (T)
1 - - - - - - -
2 - - - - - -
3 - - - - + -
4 - - - - - -
5 - - - - - -
6 - - - - - -
7 - - - - - -
8 - - - - - -
9 - - - - - -
10 - - - - - - -
Leyenda: -: Negativo a presencia de antibiético.
+: Positivo a presencia de antibidtico.
h: Horas
M: Mafiana
T: Tarde
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Los resultados mostrados en el Cuadro 1 del Grupo A (Tratado) muestra que
todas las vacas, se encuentran negativos a presencia de antibioticos en leche
desde el primer muestreo (12 h) post-tratamiento y permanecen negativas hasta
el muestreo final que fue hasta las 72 horas. Las excepciones a estos resultados
fueron las vacas Lulu y N° 3, que tuvieron resultados positivos al primer
muestreo (12 h), los cuales se pueden considerar que se tratarian de reacciones
cruzadas o probables contaminaciones con desinfectantes a la hora de la toma
de muestras, ya que estas vacas en el muestreo pre-tratamiento (00 h)
estuvieron negativas y considerando la alta sensibilidad de la prueba es muy
facil la deteccion elementos extrafios a los buscados en la prueba. La
interpretacion de un resultado negativo a residuos de antibidticos es que, las
muestras tienen niveles de concentracion que estan por debajo de los niveles
de deteccibn, siendo el caso para Cefalexina la cual se encuentra por debajo de
las 50 a 100 ppb, para Cloxacilina 20 a 30 ppb, y, para Neomicina 300 a 600 ppb
respectivamente (Tabla 1).

En el Cuadro 2 de los resultados del Grupo B (Control) sin tratamiento, se
observa que todas las vacas se mostraron negativas a residuos de antibiéticos
en leche, tanto en el muestreo de hora cero (00 h) como en los siguientes
muestreos, hasta el muestreo final de 72 horas; lo cual demuestra que todas las
vacas utilizadas en el experimento en ambos grupos, se mantuvieron durante el
periodo de prueba, sin tener contacto con ninguna fuente de antimicrobianos o
desinfectante que hubieran podido influenciar en los resultados obtenidos.

12. Conclusiones
Se concluye que la residualidad en leche de una Infusién Antibiética Intrauterina
sobre la base de Cefalexina, Neomicina, Cloxacilina y Vitamina A (Metri-Cef 3®)
en vacas lecheras en lactacidbn es nula; dado a que, los resultados como
negativos por el método utilizado en el presente trabajo se interpretan como
valores de antibiéticos por debajo de los niveles de deteccién y estos a su vez
son valores considerados menores al LMR.
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15. Anexos

Pajilla con jeringa de Metricef 3
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Metricef 3
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Muestra de leche
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Retiro de leche con pipeta calibrada

Incubacion de muestras de leche con el kit Delvot;st SP-NT
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Toma de resultados luego de la incubacion

Verificacion de resultados luego de la incubacién
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