ag:rovetmarket. Telf. 4353348 ~Anexo 237

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
Facultad de Medicina Veterinaria

Laboraionio de Pamilogio Climica

Av. Circunealocidn Cdea. 29 San Broja

malhealth

10

7.

REPORTE FINAL DE ESTUDIO (RF)

Titulo
Deteccion de Residuos de una susapension antibiética comercial en base a
Amoxicilina trihidrato (Vetamoxyl L.A. ©) en leche vacuna,

Namero de Ensayo
00g-11

Tipo de Estudio
Ensayo de laboratorio

Objetivo General
Determinar el tiempo de residualidad de una suspension antibidtica comercial en
base a Amoxicilina en leche vacuna.

Investigador Principal

Olga Li Elias, Magister Quimica Farmacéutica del Laboralorio de Patologia
Clinica de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor
de San Marcos

Sponsor
Agrovet Market S.A.

6.1. Equipo de Trabajo

Jose Tang Ploog, Médico Veterinario — Sub Gerente de Investigacién y
Desarrollo.

Roxana Angelats Mori, Médico Vaterinario - Jefe de Investigacion y Disefo
Experimental.

Luis Alfredo Chavez Balarezo, Bachiller en Medicina Veterinaria -
Asistente de Invesligacion y Disefio Experimental.

Lugar de Estudio

El estudio comprendi6 dos fases, ia fase de campo y la fase de laboraterio. La
fase de campo se realizd en el establo lechero “Casablanca’, ubicado en el
distrito de Pachacamac de la cludad de Lima, ubicada en la costa central del
Perl, sobre los 75 msnm. Por su parte. el andlisis de laboralerio se realizo en [as
instalaciones de! laboralorio de Patologla clinica de Ia Facultad de Medicina
Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

Antecedentes y Justificacion

La leche es unc de los alimentos mas importantes en la alimentacion humana
debido a su alto valor nulricional, el cual debe ir acompanado de su inocuidad
desde su produccion hasta el consumo, con el propdsito de evilar que se
presenten contaminantes fisicos, quimicos y biolégicos en cantidades tales que
puedan afectar la salud de los consumidores (Caballero, 2008).

Los anlibidticos constituyen uno de los principales contaminantes de la leche
(Llanos, 1991) cuando no se aplica el periodo de retiro necesario. Estos, son
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ampliamente usados en I3 industria ganadera como agenles lerapeéuticos,
promotores de crecimiento y profildcticos, resultando en la excrecién de residuos
a través de los fluides o secreciones corporales como la orina y 1a leche, asl
como su acumulacion en tejidos corporales (Adesiyun et al., 1997),

La presencia de anlibidlicos en ia leche constituyen una gran preocupacion para
la salud piblica (Lewis, 1957) y la industria lechera (Jones y Seymour, 1988).
Esto se debe a la generacidon de baclerias muiti-resistentes y a los procesos
alérgicos que ocasiona en el consumidor (Lewis, 1967); asi como por la
interrupcion de los tralamientos fermentativos de la leche (Nascimento et al,,
200%; Cogan, 1972). Por esla 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; inclusive, en clertos
paises, las regulaciones gubermnamentales prohiben la presencia de residuos de
antibidlicos en la leche destinada al consumo (IDF, 2002).

En es'e contexto, la industria farmacéulica velerinaria se ve en la exigencia de
producir y/o comercializar formulaciones antibiéticas que, sin desmedro de su
eficacia, tengan un pericdo de retiro muy breve. Asi, la amoxicilina trihidrato
constituye un anlibidtico de eleccion debido al breve periodo de retiro que
presenia.

Considerando que esle fdmaco es utilizado ampliamente en la produccidn de
bovinos lecheros. es importante verificar su ausencia en [a leche post aplicacidn,
para asegurar asf un tiempo de reliro seguro para la salud publica,

9. Fecha de Estudio y duracién
El estudio tuvo una duracion de 9 dias. Se desarrolié entre el 16/01/2011 al
25/01/2011.

10. Materiales y Métodos

10.1. Disefio experimental

Posterior a la seleccion de los animales, se precedié a tomar una muestra de
leche de cada animal mediante el ordeffo manual de los cuatlro cuartos de
cada vaca, para verificar 1a ausencia de algin lipo de residuo anliblético.
Estas muestras fueron clasificadas como muestra pre tratamiento (Pre-Tto).
Luego de descartar la presencia de algln lipo de residuo antibidtico, los
animales fueron asignados ¢e manera alealoria en 2 grupos experimentales
de 10 animales cada uno, el Grups tratamiento (GT) y el Grupo control (GC).
El GT fue dosificado con la formulacién comercial a base de amoxicilina
trihidrato via intramuscular profunda a una dosis de 15 mg/Kg PV. EI GC
recibié una aplicacidon de suero fisioldgico via intramuscular profunda a un
volumen ce aplicacién de 1 mif10 Kg. de peso vivo,

Una vez realizado el lratamiento se tomaron muestras de leche de lodos los
animales mediante ordefic manual a las 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84, 96 y 108
horas post aplicacion, considerandose las 00 horas como el tiempo de
aplicacion del producto. Todas las muestras fueron mantenidas en cadena de
frio segin las recomendacicnes del laboratorio hasta su posterior andlisis.

Adaptado de Guia VICH GL9 - FDA SSA~F14 V02
03.07.12



ENIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
Facultad de Medicina Veterinaria

e Labaraions d¢ Fotwlogin Citatea
A Circunvaalacidn Cdra. 29 San Broja
agr °vetm‘§‘£l(,§f: Ted, 435-3348 -Anexo 237
10.2. Tamafo de muesira
Se trabajé con 20 animales.

10.3. Seleccion de animales e identificacion

Los animales fueron seleccionados aleatoriamente de una poblacion de 80
vacas en produccion, Como criterics de inclusidon se consideraron animales
de segundo parlo en mediana produccion con un peso promedio de 500kg.
Como cniterios de exclusion, no se consideraron animales que hayan recibido
lerapia antibidtica durante los Gllimos 15 dias previos al estudio,

Los animales se enconlraron previamente identificados mediante aretes con
su nombre respectivo,

10.4. Manejo de los animales experimentales

Los animales fueron alimentados bajo un sistema de alimentacién con
concenirado especialmente formulade para sus necesidades segin su etapa
productiva y requerimientcs energélicos y agua ad ibitum.

10.5. Disposicicn final de animales

Después de terminado el ensaye, los animales siguieron con su Cufso
productivo normal,

10.6. Tralamiento
El producto veterinario en investigaciéon es una férmula comercial a base de
Amoxicilina {rihidrato a 15 g cada 100 ml de solucion inyectable (Vetamoxyl
LA ¥, La administracién se ejecutd a una dosis de 1 mi de producto cada 10
Kg. de peso, lo que equivale a 15 mg/Kg de peso vivo del animal. A los
animales del grupo control se les aplicd 1miKg. de suero fisiolégico

10.7. Procedimientos de estudio
Las muesliras fueron trabajadas en el laboratorio con el Kit Delvotest SP -

NT, de acuerdo con la metodologla descrita por el fabricante. Delvotest® SP
(Bacillus stearcthermophifus var. Calidolaclis), es un test rdpide que inhibe el
crecimiento y la produccién de acido del microorganimos Bacillus
stearothermophifos variedad Calidolactis. Con la adicion de leche y la
subsecuente incubacidn, el micrcorganismo germina y produce dcido
carbonico. Esto conduce a un cambio en el color del indicador, de plrpura a
amarilio. Sin embargo, cuando la muestra de leche contiene sustancias
antibacterianas por encima de la sensibilidad de la prueba, el crecimiento
bacterianc es inhibido y como resultado el color del agar permanece plrpurs.
Esta técnica detecta al anlimicrobiano por debajo del Iimite de tolerancia
fijada por FDA, USDA (Camacho et al., 2010).

El nivel de deteccion de Delvotest SP-NT para amoxiciling a liempo de
control es de 2-3 ppb o ng/ml y leclura a 3 horas es de 3-5 ppb o ng/ml. El
nivel de cdeteccidén se refiere a ia concentracion mas baja en la cual una
droga es todavia detectada por la prueba, al liempo control o al tiempo de
lectura fijo de 3 horas. Los Limitas maximos ce residuos (LMR) se refieren a
la concentracién maxima permitida de alguna suslancia, en esie caso
anlibidticos, en el alimento, Estos valcres permiten llevar un control
adecuado de las sustancias usadas, protegiendo asl la salud pablica. EI LMR
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amoxicilina en leche es de 4 ng/iml (ppd) (Codex Alimentarius, 2012, FDA,
2012; EMEA, 2012). Asi, siendo el valor de deteccion del Delvotest SP-NT
menor al LMR establecido, se puede decr que aquellos resullacos negatives
estan por debajo del LMR permitido, lo que le proporciona validez a esta
prueba.

10.8. Métodos estadisticos
Se utilizé estadistica descripliva para presentar los datos obtenidos.

11. Resultados

Ambos grupos experimentales resullaron negalivos & la presencia anlibiblica
antes del Inicio del estudic. Las concentraciones de amoxicilina en leche en los
animales del grupo control se encontraron por debajo de los limites de deteccidn
de la prueba (2ng/ml que equivale a 0.02ug/ml) desde las 12 horas post
aplicacidon del producto, hasta el término del experimento (108 horas). Por otre
laco, el 100% de los animales del grupo tratamianto tuvieron resullados positives
a la presencia de amoxicilina por encima de los limiles de deteccion de la prueba
(2ng/ml que equivale a 0.02ug/ml) en leche desde las 12 horas hasta las 84
horas post lratamiento (3 ¢fas y medio), con resultados negativos @ partir de las
96 horas hasta e! final del experimento (cuadre 1). Los resultades de laboratorio
se pueden apreciar en el Anexo N*1.

Cuadro N*1. Resultados del andlisis con Delvolest SP-NT de las mueslras de leche (pro
y pos! lratamiento), Establo Casa Blanca, Pachacamac, Enerc 2011,
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Se conciuye que la leche de animales tratados intramuscularmente con la
suspension anlibidtica comercial en base a Amoxicilna trihidrato (Vetamoxyl
L.A.®) puede ser destinada para consumo humano con un periodo de retiro de
96 horas (cctavo ordefio).
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INFORME DE EVALUACION DE RESIDUOS DE ANTIBIOTICOS

Nro. : 008-11
SOLICITANTE : AGROVETMARKET S.A
MUESTRA :  MUESTRAS DE LECHE VACA (100 muestras)

ANALISIS SOLICITADOS: 1) Evaluacion de residuos del antibidtico VETAMOXYL
{Método DELVOTEST ~ SP - NT)

FECHA DE SOLICITUD : Enero de 2011.

RESULTADOS :

CUADRO 1: Evaluacién de residuos de Vetamoxyl en Vacas Lecheras
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