Nota de Investigacion

DISTRIBUCION DE ANTIBIOTICOS, AGREGADOS
EXPERIMENTALMENTE A LA LECHE, EN LOS DERIVADOS
CREMA, CASEINA Y SUERO

Recientemente Velazquez, Pérez y Gon-
zilez (1980) realizaron la deteccion de
residuos de antibiéticos en la leche pasteu-
rizada que se consume en el area metro-
politana del D.F. Estos autores encontraron
que todas las muestras analizadas conte-
nian por lo menos uno de los tres antibié-
ticos en estudio, Penicilina, Estreptomicina
y Tetraciclina, lo que constituye un peligro
potencial para la salud piblica, ya que
puede ocasionar sensibilidades y reaccio-
nes alérgicas, ademds de la aparicién de
cepas patGgenas resistentes a los antibicti-
cos. De aqui surgit la idea de hacer un
muestreo semejante de los derivados de la
leche: crema, mantequilla y queso.

El objetivo de este trabajo fue conocer
de qué manera se distribuye en estos deri-
vados el antibiético contenido en la leche,
agregado experimentalmente, como paso
previo al muestreo que se propone realizar,

Se trabajé con leche libre de antibisti-
cos, obtenida de vacas no tratadas con an-
tibiGticos y analizada previamente por las
mismas técnicas que se siguieron en este
trabajo, y que mis adelante se describen, a
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la que se agregaron por cada 100 ml de
leche:

1) 10 Ul de Penicilina G Procaina

(0.1 UIL/ml)

2) 100 mg de Estreptomicina
(1.0 mg/ml)

3) 40 mg de Tetraciclina
(0.4 mg/ml)

Para la separacién de las [racciones cre-
ma, caseina y suero, se empleé el siguiente
procedimiento:

CREMA: Se centrifugaron 100 ml de
leche medida y pesada en frasco de centri-
fuga tarado, a 4000 rpm durante 20 mi-
nutos, a 4C, se decantd la leche descremada
¥ se pesd la crema en el [rasco tarado.

CASEINA: La leche descremada se de-
canté en frasco de centrifuga tarado, se
pesd y se le agregaron 4 ml de agua des-
tilada que contenfan 15 mg de cuajo y
0.05 ml de CaCl; al 1% (Kosikowski y
Mocquot, 1958). Se dejo el frasco en bafio
maria a 37C durante 2 horas. Se dejé en-
friar 15 minutos a la temperatura ambiente
y se corté la cuajada; se centrifugd a
3000 rpm durante 10 minutos, a 4C. Se
decantd el suero en un vaso tarado; se
pesd la caseina en el frasco tarado en el
que se cuajd.

SUERQ: Se peso.

La preparacién de las diferentes fraccio-
nes obtenidas de la leche para la valora-
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cién de los residuos de antibidticos que con-
tenian, se hizo siguiendo la metodologia
descrita por Kramer ez al. (1968) :

I. Preparacion de la crema pare determi-
nar su contenido de:

@) Penicilina. A la crema pesada se le
agregd dos veces su peso de solucién amor-
tiguadora de Tosfatos N* 1, al 1%, con pH
6.0 y se homogeneizo la mezcla (Factor de
dilucién, F = 3).

b) Estreptomicina. A la crema pesada
se le agregb dos veces su peso de so ucion
amortiguadora de fosfatos N? 3, 0.1 M, de
pH 80 y se homogeneiza la mezcla (Fac-
tor de dilucién, F = 3).

¢) Tetraciclina. A la crema pesada se
le agregd 2 veces su peso de solucién amor-
tiguadora de fosfatos N°® 4, 0.1 M, de pH
4.5 y se homogeneizé la mezcla (Factor de
dilucién, F = 3).

II. Preparacion de la caseina para deter-
minar su contenido de:

a) Penicilina. Se pesé una slicuota de
5 g de caseina y se le agregaron 20 g de
solucién amortiguadora de fosfatos N¢ 1 al
1% de pH 6.0, se molié el material en mor-
tero estéril y se centrifugd a 3 000 rpm du-
rante 10 minutos; se empleé el sobrena-
dante para el anélisis (Factor de dilucién,

F= 3).

L) Estreptomicina, A una alicuota de
5 g de caseina se le agregaron 20 g de so-
lucion amortiguadora de fosfatos N¢ 3,
0.1 M, de pH 8.0; el material se molié en
mortero estéril y se centrifugé a 3 000 rpm
durante 10 minutos; se empled el sobrena-
dante para el anilisis (Factor de dilucién,

F = 5).
¢) Tetraciclina, A una alicuota de 5 g

de caseina se le agregaron 20 g de solucidn
amortiguadora de fosfatos N* 4, 0.1 M, de
pH 4.5; el material se molié en mortero y
se centrifugé a 3 000 rpm durante 10 mi-
nutos. Se emple6 el sobrenadante para el
analisis (Factor de dilucién, F = 5).
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lIT. Preparacion del suero para determi-
nar su contenido de:

a) Penicilina. Se empleé el suero sin
modificacion.

b) Estreptomicina. En una alicuota del
suero se ajusts el pH a 8.0, con soluciéon
IN de NaOH (se considerd la muestra sin

dilucién debido al poco volumen emplea-
do de NaOH).

e) Tetraciclina. A una alicuota de 5 g
de suero se le agrereron 10 g de =olucién
amortiguadora de fosfatos N° 4, 0.1 M, de
pH 4.5; se homogeneizé la mezela (Factor
de dilucion, F = 3).

Las formulaciones de las solucienes amor-
tiguadoras de fosfatos se encuentran en
Kramer et ol. (1968).

Los analisis de residuos de antibidticos
se efectuaron con las técnicas microbiola-
gicas de cilindro en placa establecidas en
este laboratorio, basadas en la descripcién
de Kramer et al, (1968). Se hicieron 40
repeticiones por cada antibibtico.

A continuacién se resumen las técnicas
microbiolégicas de cilindro en placa para
el analisis de residuos de los antibidticos
Penicilina, Estreptomicina y Tetraciclina
empleadas en este trabajo.

1. Penicilina. En caja Petri de 100 x
20 mm se vaciaron 10 ml de medio
base N? 1, de pH 66, mantenido
fliido en bafio maria a 48-50C; se
dejé solidificar el medio y se agre-
garon 4 ml de medio inéculo de Sar-
cina lutea ATCC9341, mantenido
fliido en bafi o maria a 48.50C. Se
colocaron 6 cilindros equidistantes en
un radic de 2.8 cm. En tres cilin
dros alternos se vaciaron 250 ml de
solucién estindar de referencia de Pe-
nirilina, con 005 Ul/ml; en los 3
cilindros alternos restantes se vacia-
ron 250 ml de la muestra prepara.
da. Se incubd a 30C durante 18 ho.
ras v se midié el didmetro de las
zonas de inhibician.

II. Estreptomicina. En caja Petri de 100
20 mm se vaciaron iO ml de medio
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hase N*? 34, de pH 8.0. mantenido
fliido en bafio maria a 48-50C;
se dejo solidificar el medio y se agre-
garon 4 ml de medio inéculo de Ba-
cillus subtilis ATCC-6633, manteni-
do fluido en bafio maria a 48.50C.
Se colocaron 6 cilindros equidistan-
les en un radio de 2.8 cm. En 3 ci-
lindros alternos se vaciaron 250 ml
de solucién estindar de referencia de
Estreptomicina en leche, con 0.5 mg/
ml; en los 3 cilindros alternos res-
tantes se vaciaron 250 ml de la mues-
tra preparada. Se incubé a 37C du-
rante 18 horas y se midio el diame-
tro de las zonas de inhibici6n,

III. Tetraciclina. En caja de 100X20 mm

se vaciaron 10 ml de medio base N°
8, de pH 5.8, mantenido flaido en
baiio maria a 48-50C; se dejé so-
lidificar y se agregaron 4 ml de me-
dio indculo de Bacillus cereus mycoi-
des ATCC-11778, mantenido fldido

en bano maria a 48.50C. Se eolo-
caron 6 cilindros equidistantes en un
radio de 28 ecm. En 3 cilindros al-
ternos se vaciaron 250 ml de solucién
cstandar de referencia de Tetracicli-
na, con 0.2 mg/ml; en los 3 cilin-
dros alternos restantes se vaciaron
250 ml de la muestra preparada. Se
incubé a 30C durante 18 horas y
se midi6 el difimetro de las zonas de
inhibicién,
Las formulaciones de los medios de cul-
tivo se encuentran en Kramer et al. (1968).

Los resultados se presentan en el Cua-
dro 1, en el que se expresan el valor medio
de 40 repeticiones en Ul/ml y en mg/ml
y el error estindar; estos mismos valo-
res en %, la razén porcentual entre ¢l por-
ciento de antibiético valorado y el porcien-
to de la fraccién de la leche en que fue
valorado; en la Gltima columna esta la
recuperacion total de cada antibidtico, in-

CuADRD 1

Distribucion de Penicilina, Estreptomicina y Tetraciclina en crema, caseina ¥y suero

provenientes de leche adicionada por separado con 10 UI de Peniciling, 100 mg
de Estreptomicina y 40 mg de Tetraciclina por 100 ml

Crema Caneinae Suern .
—Prmn_l Error Eat. Prom.l Error Eat. Pram.1 Error Est. total o

Penicilina Ul/ml 0,134 0.04 0.24 0.06 0.07 0.03
% 8.72 2.24 41.17 316 50.13 4.88 100.02
% Penicilina
9% Fracc. leche 1.22 2.21 0.72
Estreptomicina Mg/ml 1.40 0.21 2.42 0.39 0.61 Q.11
A 8.47 3.00 38.565 12.30 49.39 5.38 96.41
% Estreptomicina
% Fracc. leche 1.42 2.50 0.64
Tetraciclina Mg/ml 0.75 0.41 1.75 1.68 0.20 0.6
% 10.66 2.43 45.64 11.05 43.74 9.86 100.04
o% Tetraciclina
9, Fracc. leche 1.68 2.87 0.56

' Prumedio de 40 repeticiones,

La crema constituyd el €.17%, la caseina el 16.409 vy el suero el 77.289(, en promedio de la

leche,
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tegrado por la suma de la recuperacién del
antibidtico en cada fraccitn de la leche.

La proporcion promedio de cada frac.
cién de la leche en el total de 120 separa.
ciones fue la siguiente: crema, 6.17%; ca-
seina, 16.49% ; suero, 77.28%.

Las observaciones sobresalientes en este
cuadro de resultados son:

La recuperacién de Penicilina y Tetra-
ciclina fue casi 100%, la recuperacion de
Estreptomicina fue casi 965%.

Considerando la razén porcentual del
porcentaje de antibiético valorado entre el
porcentaje de la fraccién de la leche en que
se valoro, se puede notar que aproximada.
mente la mitad de cada antibidtico es re-
tenido por la caseina, en tanto que aproxi-
madamente la tercera parte habia quedado
en la crema. Probablemente la caseina re-
tiene mayor cantidad de antibiSticos por la
dificultad de ellos para salir de la estruc-
tura molecular de la caseina.

Por los resullados oblenidus resalta el
interés que tiene muestrear los derivados
de la leche: crema, mantequilla y guesus,
para establecer la proporcion de residuos
de antibidticos que contienen, come primer
paso para que se llegue a ejercer mejor con-
trol sobre estos productos.

Summary

In order to evaluate Penicillin, Strep-
tomycin and Tetracycline residues in dairy
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centrifuged, decanted and weighted. Decan-
tation and weight were used for whey.
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were carried out in the evaluation of Peni-
cillin, Streptomyein and Tetracycline. 40
repetitions for each antibiotic were made.
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Antibiotic residues ratc (%) on milk
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tibiotic.
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