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Resumen

La valoracion de la calidad higiénico-sanitaria de la leche es un aspecto
fundamental en los programas de monitoreo y puede ayudar a identificar
problemas de sanidad y manejo de medicamentos por parte del
productor. Este estudio determind el recuento de células somaticas (RCS)
y la presencia de residuos de antimicrobianos, como parametros de
calidad de la leche, en una cuenca lechera colombiana donde el ordefio es
manual en un 80% y el 10% de productores no disponen de tanques de
refrigeracion. Se recogieron muestras de leche de un total de 112
productores, en dias inesperados de cada semana del mes de Julio, 2009.
Las pruebas empleadas fueron la de Porta SCC® para el RCS y el
DELVOTEST® SP para la deteccion de residuos de antimicrobianos. Con
respecto al RCS no se observaron diferencias significativas entre las 4
semanas muestreadas, con una media (= D.E.) de 926.300 + 724.600
células/mL (n=434). Solo el 23% (101/434) de las muestras tenian
valores por debajo del umbral aceptable de 400.000 cel/mL, 35%
(153/434) de ellas supero la cifra de 1.000.000 cel/mL. EIl porcentaje de
muestras positivas a la presencia de residuos fue del 7.3%, 19.6%, 4,6%
y 4,7% para cada semana consecutiva. No se observd asociacion
significativa entre el niumero de células somaticas y la presencia de
residuos. Estos resultados sugieren la existencia de problemas serios de
mastitis subclinica en los hatos, asi como de incumplimiento de la norma
colombiana, donde se estipula que la leche debe estar libre de residuos de
medicamentos antimicrobianos.

Palabras clave: leche, mastitis, recuento de células somaticas,

anitmicrobianos, sanidad.
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SUMMARY

Testing for milk quality and safety indexes is an essential aspect of dairy
monitoring programs, and can be used to highlight problems of sanitation
and poor management practices. In this study we determined the somatic
cells counts (SCC) and the presence of antimicrobial residues as
indicators of milk quality, in an area of Antioquia where milking is
performed manually in 80% of the farms and approximately 10% lack
refrigeration tanks. From each of 112 farms studied, one milk sample was
collected per week during July of 2009. Samples were analysed the same
day of collection using the SCC® test and DELVOTEST® SP. There were
no significant differences in SCC between weeks, with an average (%
D.E.) of 926.300 = 724.600 cel/mL (n=434). Only 23% (101/434)
samples presented values below the recommended threshold of
400.000cel/mL, and 35% (153/434) of the samples presented counts
over 1.000.000 cel/mL. Positive samples to the Delvotest were 7.3%,
19.6%, 4,6% and 4,7% for each one of the four weeks studied. No
association was found between the presence of antimicrobial residues and
SCC. These data suggest a high incidence subclinical mastitis and a lack
of compliance to the current Colombian laws regarding the absence of
antibiotics residues in milk.

Introduccion

En la actualidad, Colombia esta implementando programas de
certificacibn a granjas lecheras en los que la finalidad prioritaria la
constituye producir leche segura y de calidad aceptable. Los parametros
de calidad de leche se enmarcan en la regulacion del Codex alimentarius
que, por una parte reconoce la calidad higiénico-sanitaria en base a la
ausencia de microbios y recuento de células somaticas (RCS), y por otro
lado define la inocuidad del alimento como la ausencia de contaminantes
que puedan afectar la salud humana, ya sean residuos derivados de
medicamentos veterinarios o sustancias provenientes del entorno animal
(v.g., micotoxinas, insecticidas, metales pesados, etc).

Con respecto a la calidad higiénico-sanitaria de la leche, el RCS es el
pardmetro mas usado ya que no solo permite conocer el estado de salud
de la glandula mamaria sino que ademas guarda estrecha relacion con la
composicion de la leche (Schallibaum 2001, Santos et al 2003 ). Una
leche con un RCS elevado tiene un alto nivel de enzimas indeseables
(v.g., lipasa, plasmina) capaces de degradar proteinas y grasas, lo que
puede conferir un sabor desagradable a la leche, ademas de disminuir su»
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vida comercial y potencial para la produccion de lacteos soélidos (v.g.,
quesos). Por lo general, se acepta que un RCS por encima de 200,000
células mL™ a nivel de hato son indicativos de la presencia de mastitis
subclinica; no obstante, valores por debajo de 400,000 células mL™ se
consideran tipicos de granjas con buenas practicas de manejo sin que
hagan especial hincapié en el control de la mastitis (Garcia, 2004).
Muchas plantas procesadoras rechazan la leche con valores de RCS por
encima de 400.000 células mL™, e incluso imponen sanciones econémicas
(Resolucion 012 2007 MADR). Ademas, se ha demostrado que la
produccion de leche disminuye cuando aumentan las células somaticas
(Bennedsgaard et al. 2003.)

Con respecto a la inocuidad de la leche, en materia de residuos de
medicamentos, el Codex Alimentarius especifica exactamente los limites
maximos de residuos permisibles (www.codexalimentarius.net). Para
verificar su cumplimiento, la industria lechera y las agencias
gubernamentales deben establecer programas de monitoreo de residuos,
cuyo objetivo es ademas de detectar su presencia, sefialar que leche no
debe consumirse o usarse para elaborar productos destinados al consumo
humano.

Actualmente, los residuos mas importantes que aparecen en la leche son
los producidos por medicamentos antimicrobianos (antibidticos,
sulfonamidas, quinolonas) usados en el tratamiento de enfermedades
infecciosas, y en especial de la glandula mamaria (Faria et al., 2005).
Entre las muchas pruebas que existen para la deteccion de residuos en
leche y carnes, los métodos basados en inhibicion microbiana, como la
difusion en agar o inhibicién de la produccién de acido, han sido durante
muchas décadas, y siguen siendo, los mas empleados y de referencia
oficial (1SO, 1998; Craigmill et al 2004; Pikkemaat, 2009). De todas ellas,
el Delvotest, de la que actualmente existen cuatro versiones, ha sido
quizas la mas empleada a nivel mundial en programas de monitoreo de la
industria lechera y es la aprobada para Colombia. La prueba consiste en
la inhibicién del crecimiento del Bacillus stearothermophilus durante 3
horas a 64°C. Como el rango de sustancias que pueden afectar el
crecimiento del B. stearothermophilus es muy amplio, se trata de una
prueba poco especifica cuya finalidad es establecer la presencia o
ausencia de residuos de antimicrobianos. De hecho, al ser una prueba
muy sensible (v.g., deteccion de pocas partes por billon), un resultado
negativo ha sido generalmente considerado como garantia de ausencia de
residuos antimicrobianos. Otras ventajas que han facilitado su uso en
paises como Colombia ha sido su bajo costo, ser de facil ejecucion e
interpretacion, y permitir examinar gran numero de muestras de leche
cruda en poco tiempo antes de usarse para venta o elaboracion de
productos lacteos. La principal desventaja del Delvotest y otras pruebass
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analogas es la de no permitir identificar una sustancia, tampoco
cuantificar los niveles a los que se presenta en la leche, asi como el riesgo
de falsos positivos descritos en algunos estudios (Andrew et al., 1997;
Kang et al., 2005).

Este estudio forma parte del establecimiento de programas de monitoreo
en una zona poco tecnificada de Antioquia, donde el nimero de vacas por
hato es bajo y todavia predomina el ordefio manual sobre el mecanico. El
objetivo de este trabajo fue determinar dos parametros de calidad de la
leche para asi valorar la necesidad de implementar programas de mejora
que puedan beneficiar al productor, industria lactea y finalmente el
consumidor.

Materiales y métodos

Recoleccion de muestras y andlisis.

Se selecciond el corregimiento de Aragon, situado en el municipio de
Santa Rosa de Osos al norte de Antioquia, donde segun los censos de
vacunacion (FEDEGAN 2008 ) existen 160 productores con un promedio
de 30 animales por finca, de los cuales la mayoria (~80%) carece de
ordefio mecanico y al menos un 10% no dispone de tanques de
refrigeracion. Cada semana del mes de Julio de 2009 se realizé6 un
monitoreo, sin previo aviso, de la leche que llegaba al centro de acopio
comunitario procedente de cada uno de 112 de los 160 productores
censados. Las muestras se recogieron en recipientes estériles y fueron
llevadas a refrigeracion inmediatamente hasta su posterior analisis ese
mismo dia. Los métodos de analisis empleados fueron el “Porta SCC Milk
Test” (Fullwood Ltd., Shropshire, Reino Unido) para el recuento de células
somaticas y el “Delvotest SP” (DSM Food Specialities, Holanda) para la
deteccion de residuos de antimicrobianos.

Estadistica

Los datos de RCS se tabularon por granja para cada una de las 4
semanas y se sometieron a un analisis de varianza de muestras repetidas
en el tiempo. Para establecer la posible asociaciéon entre la variable
“recuento de células somaticas” y variable “presencia de residuos”, se
asignd cada valor de RCS dentro de uno de cinco rangos cada 200,000
células mL™. Dichos rangos se representaron frente al resultado positivo o
|negativo de la deteccién de residuos en una tabla de contingencia de 5x2
a la que se aplico la prueba de Chi-cuadrado. La seleccion de rangos por
cada 200,000 se hizo arbitrariamente, pero asegurando que el niumero de
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muestras por casillero permitiese el nidmero minimo para realizar la
prueba estadistica.

Resultados

Los valores obtenidos para el RCS se muestran en la Tabla 1. No hubo
diferencias significativas entre ninguna de las 4 semanas muestreadas (P
’2 0.31), todas ellas con medianas por encima de 600,000 células s mL™
(Tabla 1). La media (+_D.E) del total de muestras analizadas fue de
926.39 + 724.60 células mL™ (n=434, correspondientes a 4 muestras por
productor semanalmente). Solo un 23% (101/434) de la muestras tenian
valores por debajo del umbral aceptable de 400.000 células mL™, y tan
s6lo un 11.5% (50/434) estaba por debajo de 200.000 células mL™, que
seria el nivel considerado como ideal para hatos practicamente libres de
mastitis subclinica. Hasta un 35% (153/434) de las muestran superaban
la cifra de 1.000.000 cel mL™, valores que ya indican una situacion de
mastitis grave en los hatos.

Tabla 1. Valores descriptivos del Recuento de Células Somaticas (RCS)
en leche muestreada durante 4 semanas a 112 productores del municipio
de Santa Rosa de Osos

Semana Media + D.E. Mediana  NuUmero de Coeficiente de

(células/mL) # (células/ muestras™* Variacion
mL)

1 840.900 + 666.000 109 82.6%
694.580

2 921.900 + 720.000 112 82.7%
762.250

3 993.080 + 760.000 107 72.5%
719.893

4 951.726 + 745.000 106 75.7%
720.250

# No hubo diferencias significativas entre semanas (ANOVA de medidas repetidas en el tiempo)
*En algunas semanas no se obtuvieron muestras de todos los productores.

El analisis de chi-cuadrado (Tabla 2) mostré que no existia una relacion
significativa (x*=7.2, P=0.12) entre el RCS vy el resultado de la prueba de
deteccion de residuos, indicando que ambos parametros son
independientes y por tanto uno no afecta el resultado del otro. Por
semanas consecutivas, el porcentaje de muestras positivas a la presencia
de residuos de antimicrobianos fue del 7.3%, 19.6%, 4,6% y 4,7%,

respectivamente.
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Tabla 2. Tabla de contingencia con el niumero de muestras de leche
positivas y negativas a residuos de sustancias antimicrobianas para cada
uno de los rangos de recuento de células somaticas (n=434).

RCS (células/mL x10%)

<200 | 200- 400- 600- >800 TOTAL
Prueba de 400 600 800
residuos
Positiva 9 6 3 4 16 38
Negativa 44 47 66 63 176 396
TOTAL 53 53 69 69 192 434

Chi-cuadrado = 7.2 (P=0.12)

Discusioén

El objetivo de este estudio fue determinar un parametro de calidad
sanitaria y otro de inocuidad de la leche en un municipio de Antioquia
donde todavia predomina el ordefio manual sobre el mecanico. Los
resultados del recuento de células somaticas mostraron que tan solo un
23% de las muestras tenian valores por debajo del umbral de 400,000
células mL™ aceptable por la industria lechera, claramente evidenciado un
problema grave de mastitis subclinica en la mayoria de granjas, y que
probablemente estd disminuyendo la calidad de la leche y ademas
ocasionando perdidas serias en produccion. Aunque seria dificil estimar
las perdidas del productor sin disponer de volumen de leche producido en
cada granja, si se asumen las estimaciones generalmente aceptadas de
que por cada 100,000 células mL™ a partir de 200,000 cel mL™ disminuye
la produccion en un 2.5% (Blowey y Edmondson 1999) y tomando un
valor de mediana de 700,000 células mL™ (Tabla 1) para cada una de las
semanas muestreadas, se podria estimar que en al menos en la mitad de
granjas las perdidas estan por encima del 12.5% de la produccion que
ese mismo hato produciria si estuviese libre de infeccion mamaria. Otros
parametros de calidad higiénico-sanitario que cobrarian especial
importancia, considerando el problema de mastitis vigente y que muchos
productores de la zona carecen de almacenamiento en frid, serian los
andlisis de tipo microbioldgicos de la leche, lo cual permitiria evaluar el
grado de exposicion de la leche a bacterias contagiosas y ambientales.

Con respecto a la deteccion de residuos de medicamentos antimicrobianos
en leche, los resultados ponen de relieve un problema serio de
incumplimiento de la normativa vigente en Colombia para poder6

Evaluacion de residuos de antimicrobianos por la prueba Delvotest en una cuenca lechera de Antioquia con
alto indice de mastitis subclinica
http://www.veterinaria.org/revistas/redvet/n121210/121009.pdf




REDVET. Revista electronica de Veterinaria 1695-7504
2010 Volumen 11 Numero 12

comercializar la leche (Resolucion 012 2007 MADR ). De hecho, en la
tercera semana de muestreo hasta un 19% de las muestras dieron
positivas a la presencia de sustancias antimicrobianas en leche. Aunque
se ha observado que la prueba del Delvotest puede emitir falsos positivos,
se ha visto que esto ocurre principalmente en muestras de leche
individual (no diluida) procedente de vacas recién paridas o con mastitis
(Kang y Kondo 2001, Gibbons-Burgener et al., 2001).

En ambas situaciones, la leche contiene sustancias naturales
Antimicrobianas como la lactoferrina, lisozima, anticuerpos, etc., capaces
de inhibir el crecimiento del B. stearothermophilus y que por tanto hacen
que la prueba no sea especifica para detectar medicamentos
antimicrobianos de uso veterinario en la leche de cuartos individualmente
(Elagamy, 2000). Para investigar si existia una posible interaccion del
RCS con la prueba del Delvotest, se realizé una prueba de chi-cuadrado
como se muestra en la Tabla 2. El resultado mostré que ambas variables
se comportaban independientes, lo que en principio haria suponer que la
prueba de RCS no estd interfiriendo en la deteccion de medicamentos
antimicrobianos. A pesar de ello, cuando los resultados son positivos seria
recomendable hacer una segunda prueba mas especifica capaz de
identificar el tipo de sustancia inhibitoria y asi poder tener certeza
absoluta de que la positividad es por la presencia de uno o mas
medicamentos veterinarios. En un estudio realizado en 1018 granjas
francesas se observo que la principal causa de presencia de residuos de
antimicrobianos (antibioticos, sulfonamidas, quinolonas, etc.) en leche
provenia de tratamientos relacionados con la mastitis, y que, junto a los
tratamientos de secado constituian el 88% de las posibles causas de
muestras positivas (Fabre et al., 1995). En base a dicho estudio y
asumiendo que un alto RCS es indicativo de alta incidencia de mastitis, es
muy probable que gran parte de las muestras positivas a residuos en los
hatos de Santa Rosa estén directamente relacionadas con tratamientos
para mastitis, y que probablemente no se estén respetando los tiempos
de abstinencia recomendados para los medicamentos empleados.

Del punto de vista préactico se podrian realizar varias recomendaciones.
Por una parte, seria aconsejable implementar programas relacionados con
la sanidad de los animales y de los tratamientos que se efectian en las
explotaciones como los descritos por la Federacién Internacional Lechera
(FIL-FAO, 2004). Entre otras disposiciones, dichos programas deberian
incluir medidas de: a) prevencion de enfermedades (v.g., aplicacion del
California Mastitis Test para separar animales enfermos, descarte de
animales con infecciones cronicas y contagiosas, revision del proceso de
ordefio haciendo hincapié en medidas que favorezcan la higiene de la
ubre e impidan el contagio por microorganismos ambientales) y b) de7
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cumplimiento de las indicaciones que figuran en la etiqueta de los
medicamentos (v.g., respetar tiempos de retiro apropiados segun el
medicamento empleado). Para lograr este segundo objetivo, seria
importante que la industria lechera, que es la encargada de hacer las
pruebas de calidad de la leche cruda antes de su elaboracién, participase
en la formaciéon de los ganaderos en cuanto a buenas practicas de
manipulacion de la leche y ensayos preliminares para la deteccion de
residuos de medicamentos, con el fin de determinar si la leche esta libre
de residuos antes de ser comercializada.

En conclusiéon y considerando que tan sélo se midieron dos parametros de
calidad de leche, este estudio sugiere que existe un problema en la
calidad sanitaria de la leche en una zona del municipio de Santa Rosa de
Osos. Habria que comenzar revisando las técnicas de produccion de la
leche e identificar aquellas préacticas que probablemente estén
contribuyendo a una mala salud de la gldndula mamaria asi como a la
presencia de residuos de antimicrobianos en leche. Se deberian establecer
puntos criticos de control en el proceso de produccion de la leche y que
estos a su vez estuviesen enmarcados dentro un programa de gestién de
la finca.
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