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NOTA TECNICA

EVALUA?ION DE LOS PERIODOS DE RESGUARDO DE DIFERENTES
ANTIBIOTICOS DE APLICACION INTRAMAMARIA EN VACAS CON
MASTITIS CLINICA

Betty San Martin, M.V.D.M.V.; Valeria Rojas, M.V.; Claudia Martinez, M.V.; Juan

Puga, M.V.

EVALUATION OF WITHDRAWAL TIMES OF DIFFERENT ANTIBIOTICS
USED INTRAMAMARY IN COWS WITH CLINIC MASTITIS

The present study evaluated the withdrawal time in milk of eight different pharmaceutical
formulas. Four of them contained only one antibiotic in its formulation (monodrugs). The
remaining contained more than one drug (association). For each formulae, ten animals with clinic
mastitis from different farms of Region Metropolitana were used. All formulas were administered
according to the laboratories instructions.

The Microbiological Analytical Cylinder Plate Method was used for laboratory analysis,
using Bacillus subtilis BGA as the indicator organism. This method showed a sensibility of 0,08
LLg/ml for cefoperazone and cefacetrile, and 0,04 L1g/ml for pirlimycin.

Time related concentrations were calculated in the monodrugs elaborating reference curves
and the lineal regression equation was used to convert the inhibition halos, expressed in centime-
tres, in concentrations units |Lg/ml.

Only qualitative results were obtained in the associations because the method does not detect
antibiotics individually; these results were expressed as presence or abscence of antibiotics,
according to the sensitivity levels of the method.

The withdrawal times for cefoperazone were of 84 and 108 hours for group A and B
respectively. For cefacetril and pirlimycin the withdrawal times were of 96 and 36 hours,
respectively.

The widhdrawal times for the association pharmaceutical formulas of lincomicin / neomicin
/penicillin G sodic /dihidroestreptomicin / nafcillin and penicillin G procain / novobiocin /
polimixin B / dihidroestreptomicin were of 72 hours. The espirimicin / neomicin association was

of 96 hours.

Key words: Withdrawal times, antibiotics, mastitis, cows.
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INTRODUCCION

El uso de antibiéticos y sulfas en Medicina Veterina-
ria sin lugar a dudas ha sido una de las principales
herramientas en el control, y en algunos casos en la
erradicacién de enfermedades infecciosas de origen
bacteriano en animales de abasto y compafiia. Sin
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embargo, casi paralelamente con su introduccién, se
comenzd a investigar en torno a los efectos que pudie-
ra provocar en la poblacién humana la presencia de
estos farmacos en productos de origen animal como
son leche, carne y huevos (Berridge, 1956).
Actualmente este tema ha tomado atin mayor rele-
vancia, restringiéndose o prohibiéndose en determi-
nados casos el uso de algunas de estas drogas en la
terapéutica veterinaria. Asi por ejemplo, Estados Uni-
dos, Canadd, Comunidad Europea (Settepani, 1984;
Food and Drugs Administration, FDA, 1991) y otros
pafses prohiben el empleo del cloramfenicol en ani-



males de abasto, ya que de todos los farmacos que
pueden producir pancitopenia en la poblacién huma-
na, éste es el principal responsable. De hecho en estos
paises existen penalidades si se encuentran trazas de
esta droga en productos finales como son carne, leche
y huevo.

En Chile la situacién no deja de ser diferente,
razén por la cual el Servicio Agricola y Ganadero
(SAG) del Ministerio de Agricultura prohibid el uso
de farmacos que contengan cloramfenicol o cualquie-
rade sus sales, en animales cuyos productos o subpro-
ductos, con o sin industrializacién, sean destinados a
la poblacién humana (Diario Oficial de Chile, 1996).

La forma mas sencilla de disminuir este factor de
riesgo es respetar los periodos de resguardo denomi-
nados también periodos de carencia o tiempos de
espera que debe tener la leche proveniente de anima-
les tratados con estos farmacos. Estos deben ser defi-
nidos por las industrias farmacéuticas en relacién a
los Limites Maximos Permitidos (LMR) sugeridos
por la Food and Drug Administration (FDA, 1991)
Unién Europea (UE) (Diario Oficial de las Comuni-
dades Europeas, Reglamento CE N° 2377/90) y la
FAO/WHO (1995).

Los LMR se establecieron con el objetivo de ase-
gurar y proteger la salud del consumidor y son defini-
dos por la Unién Europea como “el contenido maxi-
mo de residuos resultantes de la utilizacién de un
medicamento veterinario (expresado en mg/kg o en
Lg/kg sobre la base del peso en fresco), autorizada en
la Comunidad o reconocida como admisible en un
producto alimentario” (Diario Oficial de las Comuni-
dades Europeas, Reglamento CE N° 2377/90). Al
respecto, en abril de 1996 en Paris, en una reunién
realizada por el VICH (Armonizacién Internacional
de la Coordinacién Veterinaria) se abordé el tema del
uso de medicamentos entre Estados Unidos de Amé-
rica, Unién Europea y Japén. Dentro de los puntos
importantes sefialan la necesidad de establecer una
uniformidad en los LMR, asegurando una mayor con-
fianza al consumidor y eliminando barreras comercia-
les relacionadas con este aspecto (Jones, 1997).

Contrariamente a lo que sucede con los LMR, los
cuales son especificos para cada droga, el periodo de
resguardo no constituye una constante de un princi-
pio activo determinado, sino un elemento especifico
de cada férmula farmacéutica, que varfa segtin diver-
sos parametros tales como la naturaleza del excipiente
y la via de administracién (Mc Ewen y col., 1991;
Riviere, 1991; Morétain, 1997).

Esto ha motivado que en pafses como Francia, el
Laboratorio Nacional de Medicamentos Veterinarios
junto con la Federacién Nacional de Productores de
Leche, periédicamente estén realizando estudios con
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el fin de mantener actualizados los periodos de res-
guardo de acuerdo a los antibidticos y férmulas far-
macéuticas existentes en el mercado (Morétain y col.,
1983; Morétain y Boisseau, 1993).

Lo mismo ocurre en otros paises, como por ejem-
plo Canada, en el cual el Ministerio de Agricultura
cada cierto tiempo financia investigaciones para ir
controlando este aspecto (Mc Ewen y col., 1991).
También es importante destacar la iniciativa de la
Federacién Nacional de Productores de Leche en Es-
tados Unidos que en conjunto con la Asociacién Mé-
dica Veterinaria Americana, desarrollaron un progra-
ma con el objeto de promover el uso responsable y
controlado de los antibidticos en la industria lechera
(Boeckman y Carlsson, 1996).

En Chile, recién a partir de septiembre del afio
1995, el SAG en el Reglamento de Productos Farma-
céuticos de Uso Exclusivamente Veterinario, hace
obligatorio que en el Registro de Productos las indus-
trias farmacéuticas indiquen en el etiquetado las do-
sis, vias de administracién y especies de destino,
agregando ademas el periodo de resguardo que deben
tener estos farmacos en leche y carne destinadas a
consumo humano, poniendo énfasis en que éstos de-
ben ir avalados por sus estudios correspondientes. En
este Reglamento se indica, ademas, que los productos
registrados en el Instituto de Salud Publica, antes de
esta fecha, tendrén un plazo de cinco afios para actua-
lizar sus registros.

Diversos métodos han sido empleados para detec-
tar residuos de antibiéticos en leche. Dentro de ellos
podemos mencionar los inmunoldgicos, inmunoqui-
micos, fisicoquimicos y microbiolégicos fundamen-
talmente (Aerts y col., 1995).

Los métodos microbiolégicos se basan en la capa-
cidad de difusién del antibi6tico en un medio de cultivo
que contiene una determinada cepa bacteriana. Estos
tienen la ventaja de detectar un gran ndmero de
antibiéticos, ser altamente sensibles, de fécil imple-
mentacién y bajos costos. Se pueden utilizar para
definir tiempos de espera frente a una droga conocida
(Morétain, 1997) y como control primario mds gene-
ral, cualitativo, rdpido y econémico, cuyo Gnico re-
quisito sea garantizar una precisién come minimo
igual a los LMR (Gilbertson vy col., 1995; Herndndez
y col., 1997).

En el presente trabajo se plantea evaluar mediante
el Método Microbiolégico de Cilindros en Placa los
periodos de resguardo de diferentes férmulas farma-
céuticas de antibi6ticos existentes en el mercado na-
cional, utilizados en la terapia de mastitis clinica via
intramamaria, ya que la informacién al respecto es
escasa o nula en algunas de ellas, dado que sus regis-
tros figuran con anterioridad al afio 1995.
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MATERIAL Y METODOS
— Animales de experimentacion

Se utilizaron 80 vacas en lactancia pertenecientes a
predios lecheros de la Regién Metropolitana, Chile.
Todas ellas cursaban con mastitis clinica aguda en
uno o més cuartos mamarios y no habfan recibido
tratamiento con algiin antibiético a lo menos 30 dias
antes de iniciar el estudio.

El diagnéstico de la mastitis clinica se realiz6 por
visualizacién de anomalias de la leche tales como:
presencia de codgulos, suero y sangre, conjuntamente
con la evaluacién de la glandula mamaria y el estado
general del animal. Sumado aesto y considerando que
no se realizé aislamiento bacteriano, para la seleccién
del antibiético se tomaron en cuenta, ademds, los
antecedentes etiolégicos previos del plantel lechero.
A todos los animales, previo a la administracién del
farmaco, se les realizé un andlisis para confirmar la
ausencia de algtn antibidtico. Se eliminaron del estu-
dio aquellos animales que no respondieron a la terapia
inicial (6 animales).

— Farmacos empleados

Se utilizaron 8 férmulas farmacéuticas de aplicacién
intramamaria; 4 con un antibiético y 4 con asociacio-
nes de antibidticos. Para cada producto se utilizaron
grupos de 10 animales y éstos se describen a continua-
cién:

Grupo A: Cefoperazona sédica 250 mg (férmula

farmacéutica A).

Grupo B: Cefoperazona 250 mg (férmula farma-
céutica B).

Grupo C:  Cefacetril sal sédica 235 mg.

Grupo D:  Pirlimicina HCL equivalente a 50 mg de
pirlimicina.

Grupo E:  Espiramicina 6.000.000 U.IL.
Neomicina 2,0 g.

Grupo F:  Lincomicina base 200 mg.
Neomicina base 200 mg.

Grupo G: Penicilina G sédica 300.000 U.L
Dihidroestreptomicina (sulfato) 100 mg.
Nafcillin 100 mg.

Grupo H:  Penicilina G procafna 100.000 U.I.

Novobiocina sédica 150 mg.
Polimixina B 50.000 U.I.
Dihidroestreptomicina 100 mg.

—Administracion de los fairmacos
y obtencion de muestras

Una vez lavado y desinfectado el pezén del cuarto
afectado, previa ordefia a fondo, los productos se

administraron via intramamaria. Las dosis y ritmo
horario (repeticion del tratamiento) se realizaron de
acuerdo a las instrucciones recomendadas por las in-
dustrias farmacéuticas, con el objetivo de verificar si
la informaci6n entregada de los periodos de resguar-
do concuerda con los resultados obtenidos en el pre-
sente trabajo. Ademas se entregan resultados sobre
este pardmetro de férmulas farmacéuticas, de las cua-
les actualmente la informacién a nivel nacional es
escasa.

Las muestras de leche comenzaron a recolectarse a
la ordefia siguiente, después de la administracién del
dltimo pomo intramamario. El nimero de muestras a
tomar dependi6 del producto administrado y de la
frecuencia de ordefias en cada predio; para pirlimicina
después de las 24 horas se tomaron muestras cada 4 h.
Para aquellas férmulas farmacéuticas en que existia
informacién el muestreo finalizé un dia después del
periodo de resguardo sefialado por los laboratorios; en
aquellas en que la informacién es escasa o nula fina-
liz6 cuando las muestras se hicieron negativas.

En la Tabla 1 se describen las dosis, frecuencia de
ordefia, dias de muestreo y niimero de muestras para
cada grupo de animales.

Las muestras fueron obtenidas de acuerdo a las
normas del National Mastitis Council (1990) reci-
biéndose en frascos estériles iguales volimenes de
leche. Estas se transportaron en forma refrigerada al
laboratorio donde se mantuvieron a 4°C hasta el mo-
mento de su andlisis. Todas las muestras fueron ana-
lizadas antes de 48 horas.

— Deteccion de antibioticos en leche

Las muestras fueron analizadas mediante la Técnica
Microbiolégica de Cilindros en Placa, estandarizada
por la Association of Official Analytical Chemist
(A.0.A.C. 1984), realizando algunas modificaciones
fundamentalmente relacionadas con el pH del medio
de cultivo (Gesche, 1986; San Martin y Moraga,
1996). Cada muestra fue analizada con medios de
cultivo apH 6 y 7, selecciondndose en cada caso aquel
que mostré una mejor sensibilidad.

Como cepa bacteriana se utilizé Bacillus subtilis
BGA esporuladas y mantenidas segtin las recomenda-
ciones dadas por el A.O.A.C. (capitulo 42.206, 1984),
ya que presenta una adecuada sensibilidad para los
antibiéticos en estudio (Gesche, 1986; San Martin y
Moraga, 1996). Los medios de cultivo se mezclaron
con una concentracién de 3x10? esporas/ml de agar,
concentracién previamente definida segin San Mar-
tin y Moraga, 1996, como 6ptima; esta concentracion
fue chequeada por recuento bacteriano.



Previo al andlisis, las muestras fueron tratadas a
100°C por 30 segundos, con el fin de eliminar los
inhibidores naturales de la leche (Rama y col., 1985;
Cullor y col., 1992).

Una vez preparadas las placas, sobre ellas se colo-
caron cilindros metélicos equidistantes entre si; en
cada uno de ellos se colocaron 200 ul de muestras de
leche.

Las muestras fueron incubadas a 36°C por 18 ho-
ras. La lectura de los halos de inhibicién se realizé
mediante un Vernier de precisién (calipers)
(A.0.A.C., capitulo 16.138, 1984) expresando los
resultados como didmetro completo del halo de inhi-
bicién en cm. En aquellas férmulas farmacéuticas en
que existia un solo antibidtico, los halos de inhibicién
expresados en cm se transformaron a concentracién
(1g/ml) mediante conversién a través de una curva de
referencia previamente realizada para cada droga.

—Elaboracion de las Curvas de Referencia

Se realiz6 con leche mediante la técnica microbiol6-
gica descrita.
Se prepararon concentraciones decrecientes de

cada antibiético (cefoperazona, cefacetril, y pirlimici-

na) a partir de una solucién madre de droga pura con
una concentracién de 4.000 LLg/ml. La solucién madre
se calcul6 a partir de la férmula descrita por Anhalt 'y
Washington IT (Lennett, 1985):

volumen (ml) x concentracién (ug/ml)

eso (mg) =
peso (mg) potencia (llg/mg)

Para la realizacion de esta curva se utilizaron 7 con-
centraciones de cada antibidtico. Cada una de ellas se
repitié 10 veces; se calculé su media (X) y desviacién
estdndar (D.S.).

-~Analisis de los resultados

a. Curva de Referencia: Para cefoperazona, cefacetril
y pirlimicina se realiz6 un andlisis de regresion lineal
a partir del promedio de las concentraciones expresa-
das en una escala semilogaritmica en funcién del
tiempo (Schefler, 1981). A partir de ella y segin la
siguiente ecuacidn, se transformaron los halos obteni-
dos de las muestras de leche a concentracién (lLg/ml):

[ ] =10 exp ((halo-a) / b)

donde [ ] = concentracién de droga expresada en
ug/ml,
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b. Definicion de los periodos de resguardo:

Para aquellas férmulas farmacéuticas con un solo
antibi6tico, las muestras de leche se dieron negativas
cuando sus concentraciones fueron inferiores a la
sensibilidad del método; para pirlimicina se dieron
negativas cuando sus concentraciones fueron iguales
a su LMR. En las que existian dos o mds antibidticos
s6lo se dio un resultado cualitativo, ddndose como
negativas cuando las muestras presentaron un halo de
inhibicién con un didmetro total igual o menor a 1,2
cm (San Martin y Moraga, 1996).

Los periodos de resguardo para cada grupo se
definieron a la hora en que las muestras de leche se
hicieron negativas.

En vacas tratadas en 2 o m4s cuartos se siguié el
mismo criterio, considerdndose cada cuarto como
unidad independiente, ya que los periodos de res-
guardo sugeridos por la literatura son iguales, inde-
pendiente de si se realiza la terapia en uno o dos
cuartos de un mismo animal.

RESULTADOS
— Foérmulas farmacéuticas con un solo antibigtico

La sensibilidad de la técnica empleada para cefopera-
zona y cefacetril fue de 0,08 pg/ml con un halo de
inhibicién de 1,39+ 0,11 cm y 1,33 £ 0,07 cm respec-
tivamente. Para pirlimicina ésta fue de 0,04 pg/ml
equivalente a un halo de inhibicién de 1,3 £ 0,2 cm.
De acuerdo al andlisis de regresién lineal de las
drogas puras, las ecuaciones resultantes para transfor-
mar los halos a concentracion son las siguientes:

Cefoperazona (r = 0,99): [ ] = 10 exp ((halo-
2,67815)/1,165767)
Cefacetril (r = 0,99):
2,763285)/1,246848)
Pirlimicina (r = 0,95):
2,017128)/0,629469)

[ ] 10 exp ((halo-

[ 1 10 exp ((halo-

donde: [ ] = concentracién de droga expresada en
pg/ml.

halo = halo observado en las muestras de leche en un
momento dado.

En los cuadros 2, 3, 4 y 5 se sefialan los halos y sus
respectivas concentraciones en funcién del tiempo en
las muestras de leche extraidas de los grupos A, B, C
yD.




CUADRO 1
PERIODO DE RESGUARDO EN LECHE DE LAS DIFERENTES
FORMULAS FARMACEUTICAS
DE APLICACION INTRAMAMARIA EN VACAS CON MASTITIS CLINICA

TABLE 1
WITHDRAWAL TIME IN MILK OF THE DIFFERENT PHARMACEUTICAL FORMULAS USED
INTRAMAMMARY IN COWS WITH CLINIC MASTITIS

Horas

24 28 32 36 40 48 56 60 64 72 84 96 108 N° Animales

10
10
10
10~
10
10
10
10

o}

= Duracién del perfodo de resguardo para cada grupo.

CUADRO 2
CONCENTRACION EN FUNCION DEL TIEMPO DE CEFOPERAZONA EN LECHE,
(FORMULA FARMACEUTICA “A”), DESPUES DE HABER ADMINISTRADO EL
ULTIMO POMO INTRAMAMARIO (Grupo A)

TABLE 2
TIME RELATED CONCENTRATION OF CEFAPERAZONE IN MILK,
(PHARMACEUTICAL FORMULA “A”), AFTER THE ADMINISTRATION OF THE LAST INTRAMAMMARY POMMEL (Group A)

Horas

*n 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120

1 & Halo 3,10 3,10 2,50 1,60 — — — — —_— —
¢ [] 2,30 2,30 0,70 0,12

2 & Halo 2,90 2,90 2,50 2,40 2,20 1,50 — — — —
o] 1,55 1,55 0,70 0,58 0,39 0,10

3 & Halo 2,90 2,90 2,50 2,30 1,80 — — — — —
¢ [] 1,55 1,55 0,70 0,47 0,18

4 Halo 3,20 3,20 1,70 — — — — — - —
e[] 2,80 2,80 0,14

5 & Halo 3,00 1,70 — — — — — — — —
e[] 1,89 0,14

6 & Halo 2,90 2,90 2,50 2,20 2,20 1,30 — — — —
¢[] 1,55 1,55 0,70 0,39 0,39 0,08

7 & Halo 3,50 3,50 2,90 2,70 1,50 — — —-— — —
él] 5,07 5,07 1,55 1,04 0,10

8 & Halo 2,90 2,90 2,60 2,40 1,70 1,50 — — — —
¢[] 1,55 1,55 0,86 0,58 0,14 0,10

9 & Halo 3,20 1,80 — — — — — — —
el] 2,80 0,18

10 & Halo 3,30 3,30 2,90 2,50 1,70 — — — — —
¢[] 3,42 3,42 1,55 0,70 0,14

*n  =n°de animales tratados

& =haloencm

¢ = concentracién en pg/ml
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CUADRO 3
CONCENTRACION EN FUNCION DEL TIEMPO DE CEFOPERAZONA EN LECHE,
(FORMULA FARMACEUTICA “B*), DESPUES DE HABER ADMINISTRADO EL
ULTIMO POMO INTRAMAMARIO (Grupo B)

TABLE 3
TIME RELATED CONCENTRATION OF CEFAPERAZONE IN MILK,
(PHARMACEUTICAL FORMULA “B”), AFTER THE ADMINISTRATION OF THE LAST
INTRAMAMMARY POMMEL (Group B)

Horas

*n 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120

1 & Halo 2,80 2,80 1,30 — — — — — — —
¢ [] 1,27 1,27 0,08

2 & Halo 3,00 3,00 2,50 2,20 2,00 1,50 — — — —
o] 1,89 1,89 0,70 0,39 0,26 0,10

3 & Halo 3,00 3,00 2,50 2,30 2,20 2,30 2,20 1,50 — —
¢ [] 1,89 1,89 0,70 0,47 0,39 0,47 0,39 0,10

4 & Halo 2,90 2,90 1,30 — —_ — — —
¢ [] 1,55 1,55 0,08

5 & Halo 2,80 2,80 2,20 2,30 2,20 2,30 2,20 1,60 — —
¢ (] 1,27 1,27 0,39 0,47 0,39 0,47 0,39 0,12

6 & Halo 3,30 3,30 2,70 2,60 2,30 2,10 2,10 1,40 — —
¢ [] 3,42 3,42 1,04 0,86 0,47 0,32 0,32 0,08

7 & Halo 3,10 3,10 2,30 2,10 2,00 1,90 2,00 1,50 — —
¢ (] 2,30 2,30 0,47 0,32 0,26 0,22 0,26 0,10 — —

8 & Halo 3,10 3,10 2,20 2,10 2,10 2,00 1,90 1,50 — —
¢ [] 2,30 2,30 0,39 0,32 0,32 0,26 0,22 0,10 — —

9 & Halo 3,30 1,50 — - — — — — —
¢ [] 3,42 0,10

10 & Halo 3,30 2,10 — — — — — — — _
¢ [] 3,42 0,32

*n = n°de animales tratados

4 = haloencm

¢ = concentracién en pg/ml

Los periodos de resguardo definidos para estas DISCUSION

formulas farmacéuticas fueron los siguientes:

— Cefoperazona (grupo A): 84 horas.
— Cefoperazona (grupo B): 108 horas.
— Cefacetril (grupo C): 96 horas.

— Pirlimicina (grupo D): 36 horas.

— Formulas farmacéuticas con asociaciones de
antibioticos

De acuerdo a los resultados presentados en el Cuadro
1, en los grupos F, G y H el periodo de resguardo en
leche se debe definir a las 72 horas. En el grupo E este
periodo tiene una duracién de 96 horas.

En todos los grupos hubo muestras de leche que se
hicieron negativas horas o dias antes de la definicién
de los periodos de resguardo.
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Dada la escasa informacién a nivel nacional sobre los
periodos de resguardo que debe tener la leche de
vacas tratadas con antibiéticos antes de ser enviada a
consumo de la poblacién, en el presente trabajo se
evalué este pardmetro de ocho (8) férmulas farmacéu-
ticas de antibidticos de aplicacion intramamaria, uti-
lizadas en la terapia de las mastitis clinicas. La selec-
cibn de esta via de administraciéon se basé en
experiencias de trabajos realizados en otros paises,
que seflalan que ésta es la responsable de la mayor
ocurrencia de residuos en leche destinada al consumo
humano (Scott y col., 1992; Mc Ewen y col., 1992).
Al analizar los resultados de la sensibilidad de la
técnica para cefoperazona, cefacetril y pirlimicina,
podemos verificar que la Técnica MicrobiolGgica de
Cilindros en Placa utilizando Bacillus subtilis BGA,
es adecuada para definir los periodos de resguardo de




CUADRO 4
CONCENTRACION EN FUNCION DEL TIEMPO DE CEFACETRIL EN LECHE,
DESPUES DE HABER ADMINISTRADO EL ULTIMO POMO INTRAMAMARIO (GRUPO C)

TABLE 4
TIME RELATED CONCENTRATION OF CEFACETRIL IN MILK, AFTER THE
ADMINISTRATION OF THE LAST INTRAMAMMARY POMMEL (GROUP C)

Horas

#n 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120

1 & Halo 350 3,50 3,20 1,80 — — — — — —
e[] 3,90 3,90 2,24 0,17

2 & Halo 3,50 3,50 3,50 1,80 — — — — — —_
¢ [] 3,90 3,90 3,90 0,17

3 & Halo 3,50 3,50 2,40 2,40 1,80 — — — — —
e [] 3,90 3,90 0,51 0,51 0,17

4 & Halo 2,40 2,40 2,30 2,60 2,50 1,30 1,30 — — —
o] 0,51 0,51 0,43 0,74 0,61 0,08 0,08

5 & Halo 3,50 3,50 2,40 2,80 1,80 — — — — —
¢ [] 3,90 3,90 0,51 1,07 0,17

6 & Halo 3,50 3,50 2,80 1,80 — — — — — —
e [] 3,90 3,90 1,07 0,17

7 & Halo 3,50 3,00 2,80 2,40 2,60 2,20 1,30 — — —
e[] 3,90 1,55 1,07 0,51 0,74 0,35 0,08

8 & Halo 3,50 3,50 3,10 2,80 1,50 — — — — —
e[] 3,90 3,90 1,86 1,07 0,10

9 & Halo 3,00 3,50 3,00 2,80 1,50 — — —_ — —
¢ [] 1,55 3,90 1,55 1,07 0,10

10 & Halo 3,00 3,00 2,40 2,30 1,40 1,40 1,30 — — —
o] 1,55 1,55 0,51 0,43 0,08 0,08 0,08

*n = n°de animales
& = haloencm
¢ = concentracién en pig/ml

estos antibidticos en leche. Una buena sensibilidad
de esta cepa bacteriana fue también encontrada para
otros antibi6ticos por San Martin y Moraga (1996).
Gesche (1986) sefiala al respecto que “Bacillus sub-
tilis BGA es una buena alternativa que concilia la
sensibilidad, con el costo y facilidad de aplica-
cién”.

Asi, por ejemplo, diferentes autores recomiendan
esta técnica en el estudio de estos perfodos de res-
guardo en diferentes fluidos bioldgicos de origen
animal, en este caso la leche, independiente de la cepa
bacteriana que se utilice, dado que ademads de presen-
tar una adecuada confiabilidad en su sensibilidad, se
considera préctica y econémica (Cullor y col., 1992;
Nouws y col., 1994; Gilbertson y col., 1995; Hernén-
dez y col., 1997).

Esta metodologia también se utiliza para el control
de residuos violativos en el producto final. Es asf, por
ejemplo, que en paises de la U.E. se utiliza como méto-
do oficial en el “control primario” de residuos de anti-
biéticos en tejido renal, muscular y ademds leche (Le6n
vy Weawer, 1992; Sischo y Burns, 1993; Koenen y col.,
1995). Morétain (1997) sefiala, al respecto, que para los
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andlisis asociados al pago de la leche a los producto-
res y para las necesidades de las industrias deberia
efectuarse un control “primario” general, cualitativo,
rapido y econémico cuyo dnico requisito sea garanti-
zar una precisiéon como minimo igual a los LMR.

Uno de los inconvenientes de esta técnica es la
presencia de resultados falsos positivos, que pueden
ocurrir por la presencia de inhibidores naturales en la
leche (Cullor y col., 1992); sin embargo, modificacio-
nes en el ensayo, tales como calentar la muestra para
destruir o inactivar estos inhibidores han sido investi-
gadas y utilizadas por varios laboratorios (Carlsson y
Bjorck, 1987; Rama y col., 1985; Cullor y col., 1992).
De hecho en este ensayo las muestras previas a su
andlisis fueron tratadas a 100°C por 30 segundos, con
el fin de solucionar este inconveniente:

En relacién a la definicién de los periodos de
resguardo, en seis de los ocho grupos tratados los
resultados obtenidos en este trabajo coinciden con la
informacidn entregada por la literatura. Asf, por ejem-
plo, para el grupo D al cual se le administrd pirlimici-
na, éste se definié a las 36 horas considerando que el
LMR (limite méximo residual) para este antimicro-



CUADRO 5
CONCENTRACION EN FUNCION DEL TIEMPO DE PIRLIMICINA EN LECHE,
DESPUES DE HABER ADMINISTRADO EL ULTIMO POMO INTRAMAMARIO.
(GRUPO D)

TABLE 5
TIME RELATED CONCENTRATION OF PIRLIMYCIN IN MILK, AFTER THE
ADMINISTRATION OF THE LAST INTRAMAMMARY POMMEL.

(GROUP D)
Horas

*n 8 16 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60

1 + Halo 2,30 2,00 2,00 2,40 1,70 * * — —_ — — _
¢[] 2,81 0,94 0,94 4,06 0,31

2 + Halo 2,20 2,00 2,00 1,70 * * — — — — — —
¢[] 1,95 0,94 0,94 0,31

3 + Halo 2,30 2,20 2,00 1,70 * * — — — — — _
¢[1] 2,81 1,95 0,94 0.31

4 + Halo 2,20 1,90 1,70 * * —_ — — — — _ _
¢ ] 1,95 0,65 0,31

5 + Halo 2,40 1,90 1,80 1,50 1,70 * * — — — _ —
¢[] 4,06 0,65 0,45 0,15 0,31

6 + Halo 2,20 2,60 2,10 * * —_ — — — — _ _—
¢[] 1,95 8,43 1,35

7 + Halo 2,40 2,10 1,70 * * * _ _ — — _ _
¢[] 4,06 1,35 0,31

8 + Halo 2,30 1,70 * ® * — _ _ — — _ _
¢[] 2,81 0,31

9 + Halo 2,40 1,70 * * — — —_ — - — _ —
¢[] 4,06 0,31

10 + Halo 2,20 1,80 * * * _ — _ _ — _ _
¢[] 1,95 0,45

= n° de animales
= halo encm
= concentracién en [g/ml

biano sugerido por el FDA es de 0,3 pg/ml (Boeck-
man y Carlsson, 1996).

Es importante analizar el caso particular de cefo-
perazona, ya que en este trabajo en las 2 férmulas
farmacéuticas estudiadas, provenientes de diferentes
laboratorios (grupos A 'y B), el periodo de resguardo
definido en leche fue mayor al recomendado por los
laboratorios. Al respecto el Vademecum Veterinario
de Chile (1995-1996) sefiala que el periodo de res-
guardo de esta droga es de 48 a 72 horas, dependiendo
del laboratorio fabricante.

Sin embargo, nuestros resultados de 84 y 108 ho-
ras para los grupos A y B respectivamente, son coin-
cidentes con los encontrados en la literatura. Wilson
y Gilbert (1986) sefialan que cefoperazona aplicada
via intramamaria puede ser excretada por la ubre por
un periodo de hasta 5 dias (120 horas) después de
finalizada la terapia; valores semejantes son descritos
por Booth (1986) indicando que para cefoperazona
este periodo es de 84 horas.

las muestras presentan concentracién de antibi6ticos inferior a su LMR (inferior a 0,3 jig/ml)

Considerando que los periodos de resguardo se
definen después de finalizada la dltima terapia, inde-
pendiente si se aplic6 una o méas dosis y que en las dos
formulas farmacéuticas analizadas en este trabajo
existia igual concentracién de droga, podria ser que
esta variacion esté relacionada con los excipientes en
los que se vehiculizé la droga, ya que no se conocen
los datos de éstos. La literatura indica que las formu-
laciones influyen en la liberacién y eliminacion de un
firmaco y que cambios en ella afectan los perfodos de
resguardo (Oliver y col., 1990; Riviere, 1991). Si bien
es cierto no se encontraron datos especificos para
cefoperazona vehiculizada en diferentes excipientes,
podemos si mencionar otras drogas. Asi, por ejemplo,
Morétain (1997) seiiala que el periodo de resguardo
para clortetraciclina es de 26 ordefias si el vehiculo es
un excipiente no miscible, disminuyendo a 5 ordefias
en un excipiente lactodispersable.

Es diffcil dar una explicacién tnica a nuestros
resultados, ya que ademas la literatura sefiala que aun




cuando los antibidticos se utilicen de acuerdo a las
instrucciones dadas por las industrias farmacéuticas e
indicadas en el rotulado, éstos pueden seguir elimi-
ndndose en concentraciones mayores a los LMR por
un lapso de tiempo mayor a los periodos de resguardo
establecidos. Mc Ewen y col. (1992), en un trabajo
realizado con 70 animales tratados en forma adecua-
da, reportaron que en 3 de ellos se observé la presen-
cia de concentraciones violativas de antibiticos por
un lapso mayor a los establecidos. Por otro lado Sey-
moury col. (1988) reportaron que una alta proporcién
de vacas que fueron tratadas con cefapirina acorde a
las instrucciones del rotulado (antibidtico pertene-
ciente al mismo grupo de cefoperazona), fueron posi-
tivas al test de residuos en leche después de finalizado
el periodo de resguardo.

Quizés es importante también mencionar que en
nuestro pafs sélo a partir de diciembre del afio 1995 el
“Reglamento de Productos Farmacéuticos de Uso Ex-
clusivamente Veterinario” hace obligatoria a las in-
dustrias farmacéuticas entregar informacién avalada
cientificamente por este pardmetro, € incorporar este
dato en el etiquetado. A partir de esa fecha sélo se ha
registrado un producto de los estudiados en este tra-
bajo.

Por otro lado, si se analizan los resultados de todos
los grupos en conjunto, podemos observar una varia-
bilidad individual en la duracién de los periodos de
resguardo. De los 80 animales utilizados en este estu-
dio en 42 de ellos (52,5%) se pudo definir este para-
metro en relacion al momento (hora) en que las mues-
tras de leche se hicieron negativas observandose en 38
(47,5%) tiempos de eliminacién menores. Es impor-
tante sefialar que aun cuando todos los animales utili-
zados en este trabajo cursaron con mastitis clinica, no
en todos ellos la gravedad del cuadro fue igual, situa-
cién a la cual podriamos atribuir estas diferencias.

Al respecto, algunos investigadores, como es el
caso de Prescott y Baggot (1988), sefialan que esta
variabilidad individual puede estar asociada a dife-
rencias fisiol6gicas entre los individuos, como tam-
bién a la severidad de los sintomas clinicos. Van
Miert (1990) sugiere que los periodos de resguardo
pueden en algunas circunstancias necesitar un ajuste
de acuerdo a la severidad de la enfermedad, ya que los
procesos de absorcidn, distribucién, fijacién y elimi-
nacién se pueden ver afectados. Asi también Ziv ya
en el afio 1980 sefialé que estas variables farmacoci-
néticas influyen sobre la concentracién del farmaco
en la leche y en el tejido mamario.

Finalniente es necesario hacer énfasis en que la
informaci6n de los periodos de resguardo entregados
en este trabajo no era de cardcter obligatorio para
aquellos productos farmacéuticos registrados con an-
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terioridad al afio 1995 en nuestro pais, como se sefialé
anteriormente, y por lo tanto puede que en algunas de
las férmulas farmacéuticas utilizadas en este estudio
esta informacién no sea conocida por los Médicos
Veterinarios de terreno. Ademads es importante desta-
car que los periodos de resguardo obtenidos en este
trabajo sélo son validos para las dosis y esquemas
terapéuticos realizados en cada grupo; éstas se reali-
zaron de acuerdo a las instrucciones dadas por los
diferentes laboratorios. Cualquier modificacién en el
uso de estas drogas afecta la duracion de estos perio-
dos en proporciones mis o menos importantes como
ha sido sefialado por diferentes investigadores (Moré-
tain, 1997), haciéndose énfasis en que una de las
causas de residuos violativos en la leche se debe al no
respeto de las instrucciones del etiquetado dados por
las industrias farmacéuticas (Guest y Paige, 1991;
Cullor y col., 1992).

RESUMEN

En el presente trabajo se evalué el periodo de res-
guardo en leche de 8 diferentes férmulas farmacéuti-
cas con antibiéticos de aplicacién intramamaria. Cua-
tro de ellas contenian un solo antibidtico en su
formulacién (monodrogas) y las restantes contenian
mas de un antibidtico (asociaciones). Para cada for-
mulacién se utilizaron 10 vacas con mastitis clfnica
provenientes de diferentes predios lecheros de la Re-
gién Metropolitana; todas las formulaciones fueron
administradas de acuerdo a las instrucciones dadas
por los laboratorios.

Para los andlisis en el laboratorio se utilizé la
Técnica Microbiolégica de Cilindros en Placa utili-
zando como cepa bacteriana Bacillus subtilis BGA,
esta técnica presentd una sensibilidad de 0,08 pg/ml
para cefoperazona y cefacetril y de 0,04 wg/ml para
pirlimicina.

En las monodrogas se cuantificé las concentracio-
nes en funcién del tiempo; para esto se elaboraron
curvas de referencia con droga pura y la ecuacién
resultante del andlisis de regresion lineal de ésta se
utiliz6é para transformar los halos de inhibicién que
estan expresados en cm a unidades de concentracién
(ug/ml).

En las asociaciones s6lo se pudo dar un resulta-
do cualitativo, ya que la técnica utilizada no identi-
fica antibiéticos en forma individual; este resultado
se expresé como presencia o ausencia de antibidti-
cos de acuerdo a los niveles de sensibilidad de la
técnica.

Para cefoperazona los periodos de resguardo se
definieron a las 84 y 108 horas para los grupos A y B
respectivamente. Para cefacetril y pirlimicina éstos



tuvieron una duracién de 96 y 36 horas respectiva-
mente.

Para las férmulas farmacéuticas con asociaciones
de lincomicina / neomicina, penicilinaGsédica /dihi-
droestreptomicina / nafcillin y penicilinaGprocaina
/noboviocina / polimixinaB / dihidroestreptomici-
na los periodos de resguardo fueron de 72 horas.
Para la asociacién espiramicina/neomicina fue de
96 horas.
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