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RESUMEN

Los residuos de antibacterianos en leche traen consigo graves
problemas, tanto para la salud publica como para la industria le-
chera, por lo que se hace necesario disponer de un método es-
tandarizado, de bajo costo, de facil implementacion y capaz de
detectar la mayoria de los antibacterianos de uso rutinario. Es
por ello que el objetivo del presente trabajo fue la evaluacion de
la sensibilidad de una técnica microbiol6gica para la deteccién de
estos residuos en leche, acorde a la evolucion del uso de este
tipo de medicamentos en Chile. Se propone el “Método de las 5
placas”, el cual utiliza como cepas sensibles Bacillus stearother-
mophilus a pH 7,0; Bacillus subtilis a pH 6,0; 7,2 'y 8,0 y Eschen-
chia coli a pH 8,0. Se utilizaron los 18 antibacterianos de mayor
oferta en Chile para vacas de lecheria (ampicilina, cefoperazona,
ceftiofur sodico, cloxacilina, penicilina G, pirlimicina, nafcilina,
dihidroestreptomicina, gentamicina, neomicina, enrofloxacina, es-
piramicina, cloramfenicol, lincomicina, oxitetraciclina, tetraciclina,
sulfadimidina y sulfadoxina) y se determiné la placa mas sensible
a cada uno de ellos. Cada antibacteriano analizado fue detectado
en alguna de las 5 placas. Posteriormente, en la placa mas sen-
sible a cada antibacteriano y mediante la confeccion de curvas
de calibracion, se determiné la concentracion minima detectable
para cada uno de éstos, resultando cada placa sensible a dos o
mas antibacterianos, demostrando asi el método una adecuada
sensibilidad a los antibacterianos analizados.

Palabras clave: Residuos, antibacterianos, leche, técnica mi-
crobiologica.

ABSTRACT

Serious problem come out for public health as for the milk in-
dustry when antibiotics residues appear in milk products. It has
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become necessary to have a standarized method, of low cost,
easy to perform and able to detect most of the antibiotics used
now a days. The aim of this work was the evaluation of the
sensibility of a novel microbiological technique able to detect
these residues in milk, in order to go with the evolution of the
use of these drugs in dairy cows in Chile. The technique pro-
posed was named “The 5 Plates Method” and uses as sensible
strains Bacillus stearothermophilus at pH 7.0, Bacillus subtilis
at pH 6.0, 7.2 y 8.0 y Escherichia coli at pH 8.0. Eighteen anti-
microbials where studied, those of greater offer in Chile for
dairy cows (ampicillin, cefoperazone, ceftiofur, cloxacillin, peni-
cillin G, pirlimycin, nafcillin, dihydrostreptomycin, gentamicin,
neomycin, enrofloxacin, spiramycin, chloramphenicol, lincomy-
cin, oxitetracycline, tetracycline, sulfadimidine and suldadoxin).
The most sensitive plate was determined for each one of them.
Each antimicrobials analysed with “The 5 Plates Method” was
detected in one of the 5 plates. Later, on the plate determined
as the most sensitive to each antimicrobial, calibration curves
where made to point out the minimum detectable concentration
for each one of them, resulting to be each plate sensitive to at
least 2 or more antimicrobials demonstrating therefore that this
method has an suitable sensitivity to these antimicrobial.

Key words: Residues, antimicrobials, milk, microbiological
method.

INTRODUCCION

Cuando se trata de enfermedades transmitidas por ali-
mentos, la sociedad exige alimentos sanos y seguros [17], so-
bre todo tratandose de productos lacteos, cuyos consumidores
principales en su mayoria son nifios, la cual constituye una po-
blacién de alto riesgo.

La evolucion del uso de antibacterianos en animales
domeésticos sigue muy de cerca el desarrollo de la terapéu-
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tica utilizada en salud humana [13]. El uso de antibi6ticos y
sulfas debe ir ligado a una prescripcidbn médica, ya que, aun-
que beneficiosos, presentan al igual que otros farmacos, reac-
ciones adversas y su utilizacién va unida a un aumento de la
resistencia bacteriana [29]. Su uso indiscriminado recarga los
costos de la atencion, debido al desperdicio de tratamientos no
indicados, dosificaciones o duracion de tratamientos no ade-
cuados y, por lo tanto, ineficaces [4, 15]. Por esto, la vigilancia
en el consumo de antibidticos es fundamental en la toma de
decisiones en salud publica, con el fin de evitar el aumento de
los costos sanitarios, ademas de posibles efectos ecoldgicos
que conducirian a la seleccion de formas bacterianas resisten-
tes [4].

Los antibacterianos son comunmente utilizados en va-
cas de lecheria para el tratamiento de mastitis [2, 3], pero tam-
bién de otras enfermedades como, patologias podales, enfer-
medades respiratorias y del tracto reproductivo, lo cual contri-
buye a la existencia de poblaciones bacterianas zoonéticas re-
sistentes [19, 25]. Los programas para el control incluyen en-
sayos diagnésticos, separaciébn de manada, eliminacion de
animales, inmersion del pezén, y tratamiento antibiotico. El tra-
tamiento antibiotico, sin embargo, puede ser costoso asi como
controvertido debido a la contaminacion ambiental y otras
preocupaciones [33]. Por otro lado, la transmision de bacterias
resistentes de animales al hombre estd documentada para al-
gunas de ellas y ésta se produce especialmente a través de la
cadena alimentaria [13].

Uno de los mayores inconvenientes en cuanto a la
presencia de residuos de antibacterianos en leche tiene
que ver con la problematica de la efectividad de los méto-
dos de deteccion de inhibidores. Entre los aspectos a con-
siderar estan: el tipo de antibacteriano que se pretende en-
contrar, el LMR (Limite Maximo Residual) establecido para
éste en la leche, métodos de deteccion, y la importancia
del control de residuos de antibacterianos en la leche de
consumo, para asegurar asi un producto de la mejor cali-
dad, tanto higiénica como sanitaria [27].

Los métodos de inhibicion microbiolégica o métodos
“screening” o de “monitoreo” [2, 13, 23, 35], aprobados y es-
tandarizados por la Federacién Internacional de Lecheria [9]
contindan siendo de gran utilidad para la deteccion de los
residuos de antibacterianos en diferentes fluidos de origen
animal, como es el caso de la leche, dado que se conside-
ran mas practicos y econéomicos, ademas de presentar una
adecuada confiabilidad en su sensibilidad [28]. Estos, son
cualitativos, detectan un gran numero de sustancias inhibi-
doras, son faciles de realizar, relativamente econémicos y
no pretenden mas que evidenciar la presencia o ausencia de
una sustancia inhibidora en la muestra de leche [22]. Ade-
mas es posible cuantificar la sensibilidad de los diferentes
antibacterianos través de curvas de calibracién, confrontan-
do los valores de concentracion del antibacteriano versus ta-
manio del halo que éste produce [11].
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Actualmente, los métodos microbiolégicos utilizan Baci-
llus stearothermophilus con el fin de detectar la presencia de
betalactamicos en leche, dada su alta sensibilidad a este tipo
de droga [7]. Con la excepcion de un determinado numero de
betalactamicos y sulfonamidas, la sensibilidad de los métodos
microbiolégicos aplicados rutinariamente es insuficiente para
satisfacer los LMRs estipulados para otros antibacterianos, sin
embargo, no excluye la presencia de otro tipo de antibacteria-
no el cual no es detectado por la cepa sensible comiunmente
utilizada [7, 13].

Segun Sawant y col. [29], los antibacterianos mas utili-
zados en vacas de lecheria son aquellos pertenecientes a las
familias de los betalactamicos y de las tetraciclinas. Siendo
esto muy similar a lo que ocurre en Chile donde se ofrecen
para vacas de lecheria [31] 7 antibacterianos y quimioterapi-
cos tanto para tratamiento inyectable como para tratamiento
intramamario de mastitis. De éstos, un 39% contienen beta-
lactamicos en su formulacion, 16,2% aminoglicosidos, 10,6%
presentan antibacterianos de la familia de las tetraciclinas,
10,6% contienen sulfamidados, un 4,1% contienen cloramfe-
nicol y un 19,2% encierra al resto de los antibacterianos ofre-
cidos. Esto indica que un 61% de los antibacterianos utiliza-
dos en Chile, no presentan betalactaminicos en su formacion.
Para solventar este problema de deteccién de antibacterianos
y quimioterapicos diferentes a betalactamicos, el objetivo de
este trabajo fue evaluar la sensibilidad del “Método de las 5
Placas”, el cual combina el uso de tres cepas bacterianas
sensibles y 4 niveles de pH. Este método fue disefiado espe-
cialmente para la deteccion de grupos especificos de antibac-
terianos, a una concentracion minima detectable (CMD) mas
baja a lo establecido en el LMR, y a concentraciones tan ba-
jas que otros métodos microbiolégicos comunmente utiliza-
dos en leche no pueden detectar [8, 9, 12].

MATERIALES Y METODOS

De acuerdo a la metodologia propuesta por Ellerbroek y
col. [8], FIL/IDF [9] y Gesche y col. [12] se utilizaron tres cepas
sensibles con cuatro niveles de pH:

— Bacillus stearothermophilus var calidolactis American
Type Culture Collection (ATCC) 10149, pH 7,0 (Placa 1).

— Bacillus subtilis BGA ATCC 6633 a pH 6,0 (Placa 2).

— Bacillus subtilis BGA ATCC 6633 a pH 7,2 con Trimeto-
prim como antifolante (Placa 3).

— Bacillus subtilis BGA ATCC 6633 a pH 8,0 (Placa 4).
— Escherichia coli ATCC 11303 a pH 8,0 (Placa 5).

Se utilizé como medio de cultivo un agar nutritivo estan-
dar el cual fue inoculado con una suspensién de bacterias a
una concentracion final de 1x10* ufc/ml. Para la placa con Ba-
cillus stearothermophilus, la temperatura de incubacion fue de
55°C y para el resto de las placas, Bacillus subtilis BGA a pH
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6,0; 7,2 y 8,0, asi como Escherichia coli, la temperatura de in-
cubacioén fue de 35°C.

Se utilizaron 18 antibacterianos pertenecientes a 8 fami-
lias (TABLA I). A partir de cada antibacteriano se prepararon
soluciones madres pesando 10 mg del producto comercial y
utilizando como solvente agua destilada estéril y/o metanol,
dependiendo de las caracteristicas fisicoquimicas de la droga.
A partir de estas soluciones madres se prepararon los estan-
dares en diluciones decrecientes en solucién Ringer [9]. Estas
soluciones decrecientes se prepararon 1:10 a partir de la solu-
cion madre, luego nuevamente 1:10 a partir de la dltima dilu-
cion y asi sucesivamente hasta obtener la concentracion de-
seada. Si era necesario en alguno de los pasos se diluyo 1:1
para obtener la concentracion requerida.

Para la aplicacién de los estandares se utilizd el método de
los orificios o pocillos [9]. En cada placa se realizaron 7 perfora-
ciones de 8 mm de diametro en el sustrato de cultivo, con un sa-
cabocado de acero inoxidable, con una separacion de al menos
3 cm entre si, en las cuales se depositaron 100 pl de cada dilu-
cién a analizar. Cada placa se confrontdé con cada antibacteriano
en sus diferentes diluciones. Las placas inoculadas se sometie-
ron a incubacién con lo cual se logré una opacidad del medio de
cultivo provocado por el crecimiento de la cepa sensible.

La presencia de una zona clara alrededor del pocillo en
que se depositd el inoculo constituyd la zona de inhibicidén
(FIG. 1). El tamafo del halo se obtuvo mediante un promedio
de tres mediciones, desde el borde del pocillo en el agar hasta

el borde del crecimiento bacteriano con un calibrador digital
con una precisién de 0,01 mm. Cada experimento se realizé
en tres repeticiones consecutivas.

En una primera etapa se determiné la placa mas sensi-
ble a cada antibacteriano, siendo aquella unica placa en la
cual la menor cantidad de antibacteriano produce un halo de
inhibicién o la cual produce el halo de inhibicibn mas grande si
se presentase en mas de una placa. Posteriormente y habien-
do elegido la placa mas sensible a cada antibacteriano, se pro-
cedi6 a utilizar éstas para determinar la concentracion minima
detectable (CMD) de cada antibacteriano en la placa del méto-
do que resulté ser la mas sensible a éste. Se consider6 la
CMD aquella concentracién de antibacteriano que produce un
halo de inhibicién de 1 mm en la placa mas sensible.

Halo de inhibicion

Zona de crecimiento
bacteriano
Orificio

FIGURA 1. ESQUEMA DE LAS TRES MEDICIONES DEL
HALO DE INHIBICION, ORIFICIO Y ZONA DE CRECIMIEN-
TO BACTERIANO/ GROWTH INHIBITION ZONE, PUNCH HOLE AND
BACTERIAL GROWTH ZONE DIAGRAM.

TABLA |

FAMILIA, PROCEDENCIA Y POTENCIA O PUREZA DE LOS ANTIBACTERIANOS UTILIZADOS/
FAMILY, SOURCE, AND STRNGTH OF THE ANTIMICROBIALS USED

Familia Antibacteriano Procedencia Potencia Pureza
pg/mg %
Betalactamicos Ampicilina Sigma =98%
Cefoperazona Sigma Aprox 98%
Ceftiofur Upjohn* n/i
Cloxacilina Sigma 918 ug/mg
Penicilina G Merck > 99%
Nafcilina Sigma 885 ug/mg
Aminoglicésidos Dhestreptomicina Sigma 100%
Neomicina Sigma 687 pg/mg
Gentamicina Sigma 638 pug/mg
Macrélidos Espiramicina Sigma 1180 pg/mg
Pirlimicina Upjohn* 868 pg/mg
Lincosamidas Lincomicina Sigma 833 Ul/mg
Tetraciclinas Oxitetraciclina Sigma 100%
Tetraciclina Sigma 987 pug/mg
Quinolonas Enrofloxacino Lab. Chile* 100,11%
Sulfamidados Sulfadimidina Sigma Min. 99%
Sulfadoxina Lab. Chile* n/i
Anfenicoles Cloramfenicol Sigma 100%

* = suministrado por laboratorio respectivo. n/i = no indica.
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Con los datos obtenidos en aquella placa que resulté mas
sensible a cada antibacteriano se confeccionaron curvas de ca-
libracién por medio de un recta o funcién lineal [5], consideran-
do los valores de concentracion como variable independiente (y)
y los de tamafio de halo como variable dependiente (y).

A fin de evidenciar el grado de asociacién entre las dos
variables de la curva de calibracién se obtuvo para cada anti-
bacteriano el coeficiente de correlacién (r) que permitié verifi-
car el grado de relacion lineal entre las variables en cuestion.
Ademas se obtuvo el valor de (r?) o coeficiente de determina-
cion, que permite conocer la proximidad de los valores obser-
vados a la ecuacion de la linea recta y cuantificar en qué me-
dida el valor de la concentracion de antibacteriano determina
el valor de tamario de halo [6, 28, 30].

Considerando los valores de intercepto (a) y de pendien-
te (b) de las curvas de calibracién de los antibacterianos en
estudio, se calcul6 la concentracién (x) minima detectable en
base a un valor de halo (y) de 1 mm adecuando la ecuacién de

. L. L a
la recta a la variable concentracion como incégnita: x = B

En este ensayo se realizaron tres repeticiones para cada
antibacteriano en la placa respectiva, obteniéndose con éstas
el promedio y la desviacion estandar. Para el célculo de los

componentes de la curva de calibracién como son la pendiente
y el intercepto, necesarios para la obtencién de la concentra-
cion minima detectable del método, se utilizé el comando esta-
distico de la planilla electrénica del programa Excel 2000 de
Microsoft. Las tres repeticiones de los tamarios de halo en la
placa mas sensible, tanto como las concentraciones minimas
detectables de los antibacterianos en su placa se analizaron
mediante estadistica descriptiva como la media, y desviacion
estandar.

RESULTADOS Y DISCUSION

El criterio de seleccién de la placa mas sensible a un de-
terminado antibiético consideré aquella en que a la méas baja
concentracion del antibacteriano fuese la Unica en producir
halo de inhibicién o aquella que presentase el halo de mayor
tamano, en el caso que mas de una placa diera resultado posi-
tivo. Fue asi que se confeccioné la TABLA Il en que se desta-
ca el halo de mayor tamafio obtenido para cada antibacteriano
a una concentracion determinada, en cada una de las placas o
sustratos de analisis.

Como se puede apreciar en la TABLA I, para la mayoria
de los antibacterianos estudiados la mayor o menor sensibili-

TABLA Il
TAMANO DE HALO (MM) PROMEDIO DETECTADOS A LA MENOR CONCENTRACION (uG) DE CADA ANTIBACTERIANO,
QUE PROVOCO INHIBICION DE LA CEPA BACTERIANA EN A LO MENOS UNA DE LAS 5 PLACAS. AVERAGE SIZE OF THE
INHIBITION ZONE (MM) DETECTED AT THE LOWEST CONCENTRATION OF EACH ANTIBACTERIAL AND INHIBITED THE
BACTERIAL GROWTH IN AT LEAST ONE OF THE 5 PLATES.

Antibacteriano Concentracién B. stearoth. B. subtilis B. subtilis B. subtilis E. coli
en yg ala placa pH 7,0 pH 6,0 pH7,2 pH 8,0 pH 8,0
Ampicilina 0,005 7,38 0,0 0,97 2,97 0,0
Cefoperazona 0,005 0,63 0,0 0,0 0,0 3,53
Ceftiofur 0,01 0,73 0,0 0,0 0,0 0,52
Cloxacilina 0,01 1,25 0,0 0,0 0,0 0,0
Nafcilina 0,005 3,45 0,0 0,0 0,0 0,0
Penicilina G 0,0003 0,94 0,0 0,0 0,0 0,0
DHestreptomicina 0,06 0,0 0,0 0,0 0,71 0,0
Gentamicina 0,01 0,0 0,0 0,0 0,91 0,0
Neomicina 0,03 0,0 0,0 3,28 3,97 0,0
Espiramicina 0,05 0,57 0,0 0,0 1,46 0,0
Pirlimicina 0,087 0,35 0,0 0,0 3,66 0,0
Tetraciclina 0,2 0,0 2,77 2,38 0,0 0,0
Oxitetraciclina 0,03 0,0 3,69 2,13 0,0 0,0
Sulfadimidina 0,25 0,0 0,0 0,69 0,0 0,0
Sulfadoxina 0,25 0,0 0,0 4,31 0,0 0,0
Cloramfenicol 04 0,0 0,87 0,82 0,62 0,69
Enrofloxacino 0,000375 0,0 0,0 0,0 0,0 2,04
Lincomicina 0.1 1,16 0,0 0,0 0,0 0,0
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dad de las placas se evidencia claramente en una u otra, sin
embargo, existen casos en los cuales la sensibilidad de las
placas es similar para un mismo antibacteriano. Tal es el caso
de la neomicina, la cual present6 valores de tamafio de halo
muy parecidos en las placas de Bacillus subtilis BGA, tanto a
pH 7,2 como pH 8,0. La tetraciclina se comporté de igual for-
ma, obteniendo valores muy parejos entre las placas de Baci-
llus subtilis BGA a pH 6,0 y 7,2. Lo mismo ocurrié con el clo-
ramfenicol, el cual demostré una sensibilidad semejante entre
las tres placas de Bacillus subtilis BGA como también con la
placa de Escherichia coli.

En el “Método de las 5 Placas”, las diferencias de ta-
mafios de halo obtenidas entre las distintas placas, inducen
a descartar ciertos antibacterianos. Como se muestra en la
TABLA I, existen antibacterianos que se presentan unica y
exclusivamente en una sola placa hecho que prepara y
orienta al investigador para un posterior analisis de identifi-
cacion [12, 24].

En los casos en que se present6 la situacion antes men-
cionada, se eligi6 la placa mas sensible con apoyo de la biblio-
grafia consultada [12], y es asi que para neomicina se determi-
né que la placa a utilizar seria Bacillus subtilis BGA a pH 8,0,
en tanto para tetraciclina y cloramfenicol ésta seria la de Baci-
llus subtilis BGA a pH 6,0.

Los resultados concernientes a la sensibilidad de las pla-
cas a los 18 antibacterianos, demuestran que cada antibacte-
riano se detectdé mas facilmente en una de las 5 placas que
componen el método, siendo cada una de las placas sensible
a 2 o mas antibacterianos (TABLA IlI) demostrando asi la nece-
sidad de utilizar la totalidad de las placas que componen el
método si se pretende detectar estos 18 antibacterianos.

Una vez seleccionada la placa mas sensible a la detec-
cion de cada antibacteriano en estudio se procedié a determi-
nar la concentracion minima detectable de los antibacterianos
en el sustrato respectivo (TABLA IlI).

Una gran ventaja del “Método de las 5 Placas” es su am-
plio espectro y bajos niveles de deteccién (TABLA IlI). El méto-
do en estudio, logra detectar aminoglicésidos, tetraciclinas,
macrélidos y sulfamidados en bajas concentraciones, gracias
a la incorporacion de las otras 4 placas con Bacillus subtillis y
Escherichia coli ademas del Bacillus stearothermophilus var.
calidolactis, los que son altamente sensibles a ellos. Nouws y
col. [24] proponen un método similar de 7 placas como técnica
de “postmonitoreo”, con el fin de confirmar la presencia de an-
tibacterianos en la leche en niveles cercanos o levemente infe-
riores a los LMR permitidos. Esto, con el fin de evitar la elimi-
nacién de la leche y sanciones no justificadas al productor,
como cuando se confirma la presencia de residuos con méto-

TABLA 11l
PLACA MAS SENSIBLE PARA CADA ANTIBACTERIANO UTILIZADO Y CONCENTRACION MIiNIMA DETECTABLE (CMD)
DEL “METODO DE LAS 5 PLACAS”/ MOST SENSITIVE PLATE FOR EACH ANTIMICROBIAL USED AND MINIMUM INHIBITORY
CONCENTRATION (CMD) OF “THE 5 PLATE METHOD”.

Antibacteriano

Placa mas sensible

Método de 5 placas. CMD en ppb.

Ampicilina 1 3
Ceftiofur Bacillus stearothermophilus var. 56
calidolactis a pH 7,0
Cloxacilina 28
Nafcilina 30
Penicilina G 4
Lincomicina 469
Tetraciclina 2 16
Oxitetraciclina Bacillus subtilis BGA a pH 6,0 168
Cloramfenicol 3850
Sulfadimidina 3 291
Sulfadoxina Bacillus subtilis BGA apH 7,2 593
DHEstreptomicina 4 367
Gentamicina Bacillus subtilis BGA a pH 8,0 63
Neomicina 41
Espiramicina 286
Pirlimicina 68
Enrofloxacino 5 1
Cefoperazona Escherichia coli a pH 8,0 26

ppb = partes por billon.
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dos muy sensibles (HPLC, Inmunoldgicos), cuyos niveles de
deteccién estan muy por debajo de los LMR establecidos, dan-
do lugar a falsos positivos [24].

Si bien el uso del cloramfenicol no esta permitido en el
ganado de abasto [18, 36] por lo cual el LMR es de 0 ppb [32],
el “Método de las 5 Placas” lo detecta en una concentracion de
3850 ppb la cual, a pesar de estar muy lejos de 0 ppb es con-
siderablemente mas baja que los otros métodos que Unica-
mente utilizan Bacillus stearothermophilus var. calidolactis
como cepa sensible como son el “Discofiltro” y el Delvotest
“SP” lo detectan en concentraciones tan elevadas como de
15000 ppb y 12000 ppb respectivamente [3, 9].

Al comparar la metodologia del “Método de las 5 Placas”
con aquella del “Discofiltro” [14], el cual para Rushing y We-
sen, [26] es el método de eleccion para la deteccidn de inhibi-
dores en leche, se observa que una ventaja del método en es-
tudio estd dado por el volumen de muestra depositado en el
pocillo (100 pl) el cual es siempre el mismo, no asi el volumen
gue absorbe el “Discofiltro”. Este ultimo, utiliza discos de papel
filtro, sin especificar que tipo de papel ni que grosor debe tener
éste; ademas, el diametro de los discos segun la Norma Chile-
na [14] es de 12 mm a 15 mm, teniendo una diferencia entre
ambos en su superficie de un 56%, el primero con respecto al
segundo, diferencia que también se esperaria encontrar en
cuanto al volumen de muestra absorbida.

Las desventajas presentadas por el método en estudio,
son sin duda el mayor numero de placas utilizadas lo que impli-
ca un mayor tiempo de ejecucion; ademas, al usar tres cepas
diferentes necesita en este caso dos temperaturas de incuba-
cion diferentes (55°C y 35°C). Otro aspecto que juega en contra
del “Método de las 5 Placas”, es el tiempo necesario para la ob-
tencion de resultados, 18 a 20 hrs versus 2% a 5 horas, lo cual
es una gran desventaja para la industria, pero cuando se trata
de analisis con fines de salud publica, esta desventaja no pre-
senta mayor relevancia, ante la eficiencia del método.

El Reglamento Sanitario de los Alimentos de Chile [21]
estipula que sera obligatoria la pasteurizacion de la leche cru-
da inmediatamente después de su recepcion. Considerando
esta disposicion, y el hecho que los tratamientos térmicos
como pasteurizacion y esterilizacion, a los cuales es sometida
la leche destruyen en mayor 0 menor grado algunos antibacte-
rianos [34], se propone que previo a someter la leche a la de-
teccion de inhibidores, las muestras individuales sean someti-
das a un tratamiento de pasteurizacion, ya sea un proceso de
pasteurizacion lenta o baja a 63°C por 30 minutos [1]. La apli-
cacion del tratamiento térmico a la leche previo a su andlisis
es recomendado [23], ya que este procedimiento reduce los
resultados “falsos positivos” [16] o “dudosos” a valores meno-
res del 1% al inicio de la lactancia y aproximadamente 3% al fi-
nal de ésta en leche de oveja. Otros autores [17] obtuvieron si-
milares resultados, demostrando que el tratamiento térmico
previo al analisis de las muestras inactiva los inhibidores natu-
rales en la leche y puede ser utilizado para probar los resulta-
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dos falsos-positivos derivados del analisis con Delvotest. Al
ser este tratamiento una pasteurizacién verdadera, no sélo
inactivaria los inhibidores naturales de la leche [16], sino tam-
bién la flora contaminante que pudiese interferir con los méto-
dos de deteccion de antibacterianos, aunado a que es este el
tipo de leche que llega al consumidor y no la leche cruda que
es la que se analiza habitualmente.

Al utilizar cualquier método microbioldgico para la detec-
cién de antibacterianos en alimentos, se debe tener en consi-
deracion una eventual mutacion de la cepa bacteriana sensible
hacia una cepa resistente, lo cual es impredecible y esponta-
neo [20]. El control periédico de sensibilidad de las cepas se
sugiere realizar a cada placa con cada uno de los antibacteria-
nos en concentraciones tales que produzcan un halo de inhibi-
cion de alrededor de 6 mm [10].

Las técnicas microbioldgicas, por su adecuada confiabili-
dad, facil ejecucion a gran escala y bajos costos [24], deberian
ser consideradas en el pais como métodos de rutina en la vigi-
lancia de residuos de antibacterianos en alimentos de origen
animal [28]. Otros métodos, como por ejemplo la Cromatogra-
fia liquida de lata presion (HPLC) y los inmunologicos, aun
cuando son métodos muy sensibles, sus altos costos limitarian
su uso, justificandose quizas en instituciones supervisoras a
nivel gubernamental [25].

CONCLUSIONES

Con respecto a la técnica propuesta y considerando sus
beneficios y limitaciones se prevé la utilizacion del “Método de
las 5 Palcas” con fines de salud publica y para estudios de vi-
gilancia epidemiolégica, dada la amplia gama de antibacteria-
nos que detecta y bajos niveles de deteccion.
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