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REPORTE FINAL DE ESTUDIO DE RESIDUALIDAD

1. Titulo
Deteccion de Residuos de una suspension antibidtica comercial en base a
Ceftiofur clorhidrato (Ceja-Ject®) en leche vacuna.

2. Numero de Ensayo
NN- 600-10

3. Investigador Principal
Dra. Olga Li - Médico Veterinario del Laboratorio de Patologia clinica de la FMV-
UNMSM.

4. Sponsor
Agrovet Market S.A.

4.1. Equipo de Trabajo
Jose Tang Ploog — Sub Gerente de Investigaciéon y Desarrollo.

5. Lugar de Estudio
El estudio comprendié dos fases, la fase de campo y la fase de laboratorio. La
fase de campo se realizé en un establo lechero de la ciudad de Huancayo, ubicada
en la sierra central del Perl, sobre los 3000 msnm. Por su parte, el andlisis de
laboratorio se realiz6 en las instalaciones del laboratorio de Patologia clinica de la
Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor de San
Marcos.

6. Objetivo General
Determinar el tiempo de residualidad de una suspension antibiética comercial en
base a Ceftiofur en leche vacuna.

7. Antecedentes y Justificacion
La leche es uno de los alimentos mas importantes en la alimentacién humana
debido a su alto valor nutricional, el cual debe ir acompafiado de su inocuidad
desde su produccién hasta el consumo, con el propésito de evitar que se
presenten contaminantes fisicos, quimicos y biolégicos en cantidades tales que
puedan afectar la salud de los consumidores (Caballero, 2008).

Los antibiéticos constituyen uno de los principales contaminantes de la leche
(Llanos, 1991) cuando no se aplica el periodo de retiro necesario. Estos, son
ampliamente usados en la industria ganadera como agentes terapéuticos,
promotores de crecimiento y profilacticos (Sawant et al., 2005), resultando en la
excrecion de residuos a través de los fluidos o secreciones corporales como la
orina y la leche, asi como su acumulacién en tejidos corporales (Adesiyun et al.,
1997).

La presencia de antibidticos en la leche constituyen una gran preocupacion para
la salud publica (Lewis, 1967) y la industria lechera (Jones y Seymour, 1988). Esto
se debe a la generacién de bacterias multi-resistentes (Sawant et al., 2007) y a
los procesos alérgicos que ocasiona en el consumidor (Lewis, 1967); asi como por
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la interrupcion de los tratamientos fermentativos de la leche (Nascimento et al.,
2001; Schiffmann, 1992; Cogan, 1972). Por esta razon, las empresas lacteas
monitorean permanentemente la presencia de estos residuos en la leche que
acopian y los resultados son considerados en sus politicas de pago (IDF, 2002);
inclusive, en ciertos paises, las regulaciones gubernamentales prohiben la
presencia de residuos de antibiéticos en la leche destinada al consumo humano
(Ruegg y Tabone, 2000).

En este contexto, la industria farmacéutica veterinaria se ve en la exigencia de
producir y/o comercializar formulaciones antibidticas que, sin desmedro de su
eficacia, tengan un periodo de retiro muy breve. Asi, el ceftiofur clorhidrato, una
cefalosporina semisintética de tercera generacion, constituye un antibiotico de
eleccion debido al tiempo cero para suspender el farmaco (Prescott, 1993).

Considerando que este farmaco es utilizado ampliamente en la produccion de
bovinos lecheros, es importante verificar su ausencia en la leche post aplicacion,
para asegurar asi un tiempo de retiro cero.

8. Fechade Estudio y duracién
El estudio tuvo una duracién de 1 semana. Se desarrollé entre el 02/08/2010

al 08/08/2010.

9. Materiales y Métodos

9.1. Disefio experimental
Posterior a la seleccion de los animales, se procedié a tomar una muestra de
leche de cada animal mediante el ordefio manual de los cuatro cuartos de cada
vaca, para verificar la ausencia de algun tipo de residuo antibiético. Estas
muestras fueron clasificadas como muestra pre tratamiento (Pre-Tto).
Luego de descartar la presencia de algin tipo de residuo antibiotico, los
animales fueron asignados de manera aleatoria en 2 grupos experimentales
de 10 animales cada uno, el Grupo tratamiento (GT) o Grupo A y el Grupo
control (GC) o Grupo B. El GT fue dosificado con la formulacion comercial a
base ceftiofur clorhidrato via intramuscular profunda a una dosis de 1mg/Kg
PV. ElI GC recibi6 una aplicacion de suero fisiol6gico via intramuscular
profunda a un volumen de aplicacion de 1 ml por cada 10 Kg. de peso vivo.
Una vez realizado el tratamiento se tomaron muestras de leche de todos los
animales mediante ordefio manual a las 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84 y 96 horas
post aplicacién, considerandose las 00 horas como el tiempo de aplicacion del
producto. Todas las muestras fueron mantenidas en cadena de frio segun las
recomendaciones del laboratorio hasta su posterior analisis.

9.2. Seleccibn e identificacién de animales
Se selccionaron 20 animales. Los animales fueron seleccionados
aleatoriamente de una poblacion de 80 vacas en produccion. Como criterios
de inclusibn se consideraron animales de segundo parto en mediana
produccion con un peso promedio de 500kg. Como criterios de exclusion, no
se consideraron animales que hayan recibido terapia antibiética durante los
ultimos 15 dias previos al estudio.
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Los animales se encontraron previamente identificados mediante aretes con
su nhombre respectivo.

9.3. Manejo de los animales experimentales
Los animales en cuestién fueron alimentados con una dieta a base de pasturas
naturales y cultivadas y se les proporcioné agua ad libitum para su consumo

9.4. Producto Farmacéutico Veterinario en Investigacion (PFVI), producto
control
El PFVI es una suspension antibiética comercial a base de 50 mg de Ceftiofur
Clorhidrato por cada mL. de solucién.

9.5. Tratamiento
-Grupo A: Formulacion comercial a base ceftiofur clorhidrato (Cefa-Ject®) via
intramuscular profunda a una dosis aproximada de 1mg/kg de peso vivo (PV).
-Grupo B: Suero fisiolégico via intramuscular profunda a un volumen de
aplicacién de 1 mL por cada 10 Kg. de peso vivo.
Los farmacos empleados fueron transportados, almacenados y administrados
siguiendo las indicaciones de sus respectivas casas productoras

9.6. Disposicion final de animales y del PFVI
Luego del estudio, los animales continuaron con su ciclo productivo normal y
siguieron con su vida rutinaria.

9.7. Evaluacién de Efectividad / Eficacia

El método Test cuali o Delvotest® SP - NT es una prueba de difusion estandar
para la deteccién de los residuos de sustancias antibacterianas (tales como
antibidticos y sulfonamidas). Delvotest® SP (Bacillus stearothermophilus var.
Calidolactis), es un test rapido que inhibe el crecimiento y la produccién de
acido del microorganismo Bacillus stearothermophilus variedad Calidolactis.
Con la adicién de leche y la subsecuente incubacion, el microorganismo
germinay produce acido carbonico. Es un test simple, sensible y relativamente
rapido, cuando se compara con otras pruebas. Su uso esta aprobado por la
FDA (Administracién de alimentos y farmacos, por sus siglas en inglés) y es
reconocido por la AOAC (Asociacion americana de quimicos analistas, por sus
siglas en inglés) desde 1982. Es considerado de amplio espectro, ya que
detecta antibi6ticos betalactamicos, no betalactamicos, sulfas y tilosina, entre
otros (Camacho et al. 2010).

La sensibilidad de Delvotest ® SP-NT, aparte de las sensibilidades
especificadas para la Penicilina G y Sulfadiazina, muestra los rangos de
sensibilidad para otros antibiéticos 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 deteccion de Delvotest SP-
NT para residuos de diferentes antibiéticos y sulfonamidas. Las drogas
enlistadas son una seleccion de la muestra del espectro de deteccion. 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.

La prueba consiste en ampolletas que contienen al medio sélido agar
sembrado de un numero estandarizado de las esporas de Bacillus
stearothermophilus var. Calidolactis, junto con nutrientes requeridos para el
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crecimiento y un antifolate trimethoprim. EI medio es coloreado en purpura por
el indicador de pH purpura de bromocresol.

Cuando se procesan muestras de leche que estan libres de sustancias
antibacterianas o aquellas que contienen concentraciones por debajo de
niveles especificados, se produce la germinaciony crecimiento de la bacteria.
Esto conducira a un cambio en color del indicador de purpura a amarillo. Sin
embargo, cuando la muestra de leche contiene sustancias antibacterianas por
encima de la sensibilidad de la prueba, el crecimiento bacteriano es inhibido y
como resultado el color del agar permanece puUrpura. Esta técnica detecta 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 billén (ppb), respectivamente

9.8. Métodos estadisticos
Se utilizé estadistica descriptiva para presentar los datos obtenidos

10. Evaluacion de Efectos adversos (EA)
Durante el presente estudio no se observo la presencia de ningun efecto adverso
en los animales.

11. Resultados

Ambos grupos experimentales resultaron negativos a la presencia antibidtica
antes del inicio del estudio. Las concentraciones de ceftiofur en leche en ambos
grupos experimentales se encontraron por debajo de los limites de deteccion de
la prueba (25ng/ml que equivale a 0.025ug/ml) desde las 12 hasta las 96 horas
(4 dias) post aplicacion del producto. Estos resultados son similares a los
evidenciados por Owens et al (1990) quienes encontraron concentraciones
menores a 0.01ug/ml. tras la inyeccién intramuscular de 500mg de ceftiofur. Asi
mismo, se concuerda con lo establecido de que el ceftiofur no se acumula en los
tejidos tras la administracion de mdultiples dosis (Craigmill et al., 1997). Los
resultados de laboratorio se pueden apreciar en el anexo 1 (Dia 1, 2, 3, 4,5, 6,7
y 8 equivalen a 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84 y 96 horas post tratamiento)

12. Conclusiones
Se concluye que la leche de animales tratados parenteralmente con la

suspensién antibiética comercial en base a Ceftiofur clorhidrato (Cefa-Ject®)
puede ser destinada para consumo humano sin necesidad de periodo de retiro

13. Autores del RF
Olga Li E., Médico Veterinario del laboratorio de Patologia Clinica de la FMV-
UNMSM
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José Tang Ploog, Médico Veterinario Sub-Gerente de Investigacion y Desarrollo
de Agrovet Market S.A.

Luis Alfredo Chavez Balarezo, Médico Veterinario Asistente de Investigacion y
Diseiio Experimental de Agrovet Market S.A.
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15. Anexos (formatos empleados para el registro de los datos, consentimiento informado si aplica,

otros)

Anexo 1. Resultados de Laboratorio

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA
LABORATORIO DE PATOLOGIA CLINICA

Av. Circunvalacion — Cda, 29 San Borja
Telf. 435-3348 — Anexo 237

INFORME DE EVALUACION DE RESIDUOS DE ANTIBIOTICOS

Nro. 600 - 10

SOLICITANTE :  AGROVETMARKET S.A.

MUESTRA MUESTRAS DE LECHE VACA (180 muestras)
PROTOCOLO N° 17 — AMAISA - 2010

ANALISIS SOLICITADOS: 1) Evaluacion de residuos de antibidtico CEFTIOMAX

(Método DELVOTEST SP - NT)

FECHA DE SOLICITUD : Agosto de 2010,

RESULTADOS :

CUADRO 1: Evaluacién de residuos de Ceftiomax en Vacas Lecheras

Nombredela | b oducto aplicado | P | P | piay | pia2 | pia3| Diaa | Dias | Dlat | Dia7 | Dias
vaca aplicada o |
Preta Ceftiomax 10 E |
__Jade 3 Ceftiomax 10 I "
[F47 Zori Ceftiomax 10 = ]
| Carolina Ceftiomax 10
Iucky Ceftiomax 10 %
Chani Ceftiomax 10
Janet " Ceftiomax 10
Monica Ceftiomax 10
Lucero Cét;{iomax 10
Evelin Ceftiomax [ 107 » - - - - ) | i
% Pimera | Suero fisiolégico 10 |
| Dominica » Suero fisioldgico 10 3 N
i Yoko Suero fisioldgico Bl 10
Daysi Suero ﬁsk;légico | 10 -
Estrella Suero fisiolégico | ' =
Kari Suero fisioldgico 10 Iz
Sally Suero fisiolégico 10 3 i
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UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA
LABORATORIO DE PATOLOGIA CLINICA

Av. Circunvalacion — Cda, 29 San Borja

Telf, 435-3348 — Anexo 237

Cindy Suero fisiologico 10
Jade Suero fisiologico 10 -
Lola Suero fisiolégico 10

Lima, 04 de marzo de 2011.

Lab. Patologia Clinica- FMV — UNMSM
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