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Deteccion de inhibidores en leite
cru de vaca: protocolo do Ligal

Neste artigo describense os controis minimos obrigatorios en leite cru de
vaca que a lexislacion espafiola esixe a produtores e industrias lacteas a
fin de garantir a sequridade para o consumidor, e detéllase o protocolo do
Ligal para a deteccion de residuos de antibidticos en leite.

Maria Luisa Barreal Lopez
Directora técnica do Ligal

INTRODUCION

Real Decreto 1728/2007 es-
Otablece 0s controis minimos

obrigatorios que deben rea-
lizar os produtores de leite cru de
vaca e os demais axentes do sector
vacun leiteiro en todas as suas eta-
pas, asi como as actuaciéns en caso

de detectarse algin incumprimento
nos controis realizados.
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En relacion & calidade do leite exis-
ten tres premisas fundamentais:

1. A calidade do leite debe controlar-
se en todas as etapas existentes
entre o muxido e o consumo.

2. Senos controis dalgunha das etapas
existen sospeitas de incumprimento
das normas de calidade, débese im-
pedir o paso & seguinte etapa men-
tres non se investigue a sospeita.

Q;_

3. Se despois da investigacion ante-
rior se confirma a sospeita, o leite
debe retirarse do circuito da ali-
mentacion humana.

RESPONSABLES DO CONTROL DO LEITE

CRU DE VACA

Control desde o muxido ata a saida

do leite da explotacion:

a) O responsable de calidade de
leite e o gandeiro deberan to-
mar todas as medidas necesa-
rias antes, durante e despois do
musxido, co obxecto de garantir a
calidade do leite producido.

b) A autoridade competente da
Conselleria do Medio Rural (no
caso da Comunidade Auténoma
de Galicia) debera supervisar
o procedemento de muxido e o
tratamento posterior, controlan-
do a calidade do produto alma-
cenado no tanque frio.



» O RESPONSABLE DE
CALIDADE DE LEITEE O
GANDEIRO DEBERAN

TOMAR TODAS AS MEDIDAS
NECESARIAS ANTES, DURANTE
E DESPOIS DO MUXIDO, CO
OBXECTO DE GARANTIR

A CALIDADE DO LEITE
PRODUCIDO

Control desde a saida do tanque frio
da explotacion ata a entrada ao tan-
que pulmoén do centro lacteo:

a) O responsable ou responsables da
recollida, o transporte e a calidade
do centro lacteo deberan verificar
a calidade do produto que tefien
baixo a sta responsabilidade.

b) A autoridade competente da Con-
selleria do Medio Rural debera
controlar a calidade do produto

durante a recollida e a sia traza-
bilidade ata a industria.

Control desde o tanque pulmoén ata o

consumidor:

a) Aresponsabilidade destes controis
correspondelle ao responsable do
centro lacteo.

b) A autoridade competente da Con-
selleria de Sanidade (no caso de
Galicia) debera controlar a calida-
de do produto desde a sta chegada
ao centro lacteo ata o consumidor.

TOMA DE MOSTRAS NA EXPLOTACION

1. A toma de mostras na explotacion
(denominadas mostras de auto-
control ou de pago por calidade)
serd realizada polo tomador de
mostras, que dispord da forma-
cién adecuada nesta materia.

2. Tomaranse en cada explotacion as
mostras necesarias para garan-
tir un minimo de dudas vélidas ao
mes para cada un dos seguintes
pardmetros: punto crioscopico,
graxa, proteina, extracto seco ma-
gro, colonias de xermes a 30 °C e
presenza de residuos de inhibido-
res; e para o parametro de células
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somaticas garantirase, como mi-

nimo, unha mostra valida ao mes.

Sera o laboratorio de andlise o que

determine de maneira xustificada

que mostras son validas para cada
proba.

As mostras seran tomadas do tan-

que de almacenamento do leite,

verificando que a temperatura de
conservacion do tanque dudas ho-
ras despois do muxido non sexa
inferior a 0 °C nin superior a 8 °C
se a recollida é diaria, ou superior
a 6 °C se a recollida non se efectiia
diariamente. As mostras podera-
selles engadir azidiol para a sda
conservacion e serdn almacena-
das e transportadas ata o laborato-
rio de analise a unha temperatura

superior a 0 °C e, como maximo, a

8 °C (mostras con conservante).

En caso de explotacions con mais

dun tanque, o tomador de mostras

podera tomar:

a. Unha tnica mostra formada
por submostras proporcio-
nais ao volume contido en
cada tanque.

b. Unha mostra individual de
cada tanque. »
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En ambos os dous casos, sem-
pre se tomard mostra de todos
os tanques que contefian leite na
explotacion no momento da re-
collida.

5.As mostras seran marcadas cunha

etiqueta identificativa individual,
na que figurardn os datos esta-
blecidos polo laboratorio de ané-
lise de acordo co operador. In-
cluirdn, en calquera caso, todos
os datos necesarios para permi-
tirlle ao laboratorio identificar
correctamente a mostra e enviar
os resultados & «base de datos
Letra Q». Sempre deberd indi-
carse a data de toma da mostra,
con independencia do sistema
utilizado para o seu rexistro.

6.As mostras identificadas indivi-

dualmente analizaranse en labo-
ratorios que estean rexistrados
na base de datos Letra Q e que,
ademais, estean acreditados de
acordo coa version en vigor da
Norma ISO/IEC 17025 para to-
dos os parametros esixidos as
mostras de autocontrol.

TOMA DE MOSTRAS NO CENTRO
LACTEO

1.

A toma de mostras nas cisternas
(mostras de autocontrol) serd
realizada polo técnico de calida-
de do centro lacteo, principal ou
secundario, que debera dispor
de formaciéon adecuada nesta
materia.

Tomaranse ddas mostras de
cada unha das cisternas 4 sta
chegada ao centro ldcteo antes
da sta descarga.

No caso de que as cisternas dis-
pofian de varios compartimen-
tos ou tanques independentes
procederase, coma no caso da
toma de mostras nas explota-
ciéns, con mdis dun tanque.

A identificacion farase de igual
maneira que no caso das explo-
tacions, dado que unha das mos-
tras téfiena que enviar ao labo-
ratorio para analizar os mesmos
parametros que no caso das ex-
plotacions e a outra servira para
realizarlle in situ a proba de re-
siduos de inhibidores.
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PROBA DE DETECCION DE

ANTIBIOTICOS

Condicions que debe cumprir a pro-

ba de deteccion de antibidticos

1. Proba de deteccion de resi-
duos de antibioticos na mostra
en explotacion. Ante a presenza
ou sospeita de risco para o con-
sumidor, realizaranse probas
con caracter previo a4 carga do
leite na cisterna que detecten,
polo menos, residuos de anti-
biéticos de betalactamicos e te-
traciclinas no leite do tanque.
O responsable da realizacion
dos controis establecidos na ex-
plotacion, asi como da toma de
mostras, serd o tomador na de-
vandita explotacién, que debe-
ra ter recibido unha formacién
adecuada, a cal se acreditara
tras superar un curso sobre a
materia que previamente fose
validado pola autoridade com-
petente.

2. Proba de deteccion de residuos
de antibidticos previa d descar-
ga no centro ldcteo. Realizarase
unha proba para a deteccion de
residuos de antibiéticos do gru-
po dos betalactaimicos en todas
as cisternas de transporte de lei-
te cru e unha proba de deteccién
de residuos de tetraciclinas nun-
ha de cada cinco cisternas. Esta
segunda proba realizarase de
forma que todas as rutas sexan
analizadas, ao menos, unha vez
ao mes. O responsable da reali-
zacion dos controis establecidos
no centro lacteo, asi como da
toma de mostras, serd o técnico
de calidade do centro, principal
ou secundario, que debera ter re-
cibida unha formacién adecuada,
a cal se acreditard tras superar
un curso sobre a materia que
previamente fose validado pola
autoridade competente.

3. Proba de deteccion de residuos
de antibioticos no laboratorio
de analise. En todas as mostras
recibidas se utilizardn métodos
que detecten, como minimo, re-
siduos de betalactimicos e de
tetraciclinas. Cando se utilice un
método sensible a ambos os gru-
pos de substancias e o resultado
fose non conforme, o laboratorio
procederd & identificacion do

» EN TODAS AS MOSTRAS
RECIBIDAS NO LABORATORIO
SE UTILIZARAN METODOS QUE
DETECTEN, COMO MINIMO,
RESIDUOS DE BETALACTAMICOS
E DE TETRACICLINAS

grupo. O laboratorio de andlise
debera estar acreditado para to-
das as determinacions esixidas
as mostras de autocontrol (tanto
as procedentes das explotacions
como as das cisternas).

Os métodos utilizados para «a

realizacion desta proba deberdn

cumprir 0s sequintes requisitos:

a. Estar validados polo fabri-
cante. A validacion realizara-
Se con arranxo a normas ou
protocolos recofiecidos inter-
nacionalmente.

b. Deberan ser capaces de de-
tectar, polo menos, amoxi-
cilina e ampicilina, entre os
betalactdmicos, e oxitetraci-
clina, entre as tetraciclinas.
Estes poderdn ser especifi-
cos de cada grupo e, opcio-
nalmente, poderanse utilizar
probas capaces de detectar
simultaneamente ambos os
grupos, sempre que se cum-
pra a frecuencia do grupo
dos betalactamicos.

c. Deberan ser capaces de de-
tectar os limites maximos
de residuos dos antibiéticos
establecidos no Regulamento
(CE) n°® 37/2010 da Comision,
de 22 de decembro de 2009,
relativo as substancias far-
macoloxicamente activas e
a sua clasificacion, polo que
se refire aos limites maximos
de residuos nos produtos ali-
menticios de orixe animal. »
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CALESE CARBONATOS AGRICOLAS

Mestura de
carbonato e serradura
para as camas

A mestura de carbonato calcico con
serradura proporciona unha cama
comoda e hixiénica para o gando.

O emprego de carbonato facilita un bo
descanso da vaca, axuda a reducir as
posibles infeccidns que provocan mami-
tes causadas por bacterias de tipo am-
biental, tales como E. coli, estreptococos,
enterobacterias etc., e diminte ou elimi-
na os problemas de dermatite (dixital e
interdixital), Ulceras e uheiros nos pezu-
nos dos animais, evitando asi coxeiras e
perdas na producion de leite.

Ademais, o carbonato calcico tamén enri-
quece de calcio o xurro, que, utilizado como
fertilizante organico nas terras de cultivo,
achegara un nivel aceptable de calcio.

GALICAL SL R/ Gallastegui Unamuno.

Fax 982 22.14.08

CALES E DOLOMIAS AGRICOLAS Vial G - N.° 7 E-mail: info@galical.es

Poligono Industrial As Gandaras

27003 Lugo Web: www.galical.es
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TEST RAPIDO-ROSA CHARM

R-lactdmicos/Tetraciclinas/Quinolonas/Cloranfenicol

Unién do antibiético a un receptor proteico conxugado a unha enzima especifico para

cada antibiético

SEMENTEIRA
300p!

INCUBACION
56+1°C 8 minutos

LECTURA DE RESULTADOS: FOTOMETRO

Lectura visual (non aconsellable)
Negativo: a marca da mostra é mais escura ou igual que a marca

control.

Positivo: a marca da mostra é mais clara que a marca control.

Métodos para a deteccion de resi-
duos de antibiéticos en leite cru de
vaca

Meétodos rapidos

Son métodos cualitativos e son se-

lectivos para un grupo reducido de

antibiéticos, xeralmente betalacta-
micos e tetraciclinas. No Ligal estase
utilizando o método ROSA CHARM
tanto para betalactimicos e tetraci-
clinas como para quinolonas, todos
eles nun curto periodo de tempo.
Estes métodos poderan ser utilizados:

a) Polo tomador de mostras antes
da descarga do leite do tanque ao
camion, no caso de presenza ou
sospeita de antibiticos.

b) Polo técnico de calidade do cen-
tro lacteo antes da descarga da
cisterna no centro.

c) Polo laboratorio de andlise para
a identificacion do grupo de anti-
bidticos (polo menos betalactami-
cos/tetraciclinas) no caso dunha
mostra que previamente dese po-
sitiva ao test lento de inhibidores.

d) Polo persoal de inspeccién do Li-
gal (na Comunidade Auténoma
de Galicia) para o control de inhi-
bidores do leite no tanque, como
consecuencia dun resultado posi-
tivo ao test lento de inhibidores
na mostra previa de autocontrol.

Métodos lentos

Son métodos microbioléxicos con
periodos de incubacién longos. Ta-
mén son métodos cualitativos, pero
son selectivos a un maior nimero
de antibioticos que os test rapidos
e, por tanto, ademais de detectar os
betalactdmicos e as tetraciclinas (ou
quinolonas no caso do Ligal), dannos
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madis informacién sobre a presenza
doutros antibiéticos distintos a estes,
polo que se utilizan para determinar
a presenza de inhibidores nas mos-
tras de autocontrol. O tempo da rea-
lizacion deste test estd entre ddas e
tres horas. O método lento usado no
Ligal é o Delvotest.

En todos os test lentos é moi im-
portante controlar ben a temperatu-
ra e o tempo de incubacién e non se
deben realizar nunca a tempo fixo,
sobre todo se se trata de mostras de
tanques da explotacién ou de cister-
nas. Para iso é importante dispor
de testemunos negativos e positivos
a inhibidores, que nos van permitir
controlar este tempo de incubacion
en cada caso.

Estes métodos deberan ser utiliza-
dos por:

a) Os centros lacteos como método
complementario ao test rdapido

» OS METODOS LENTOS
DANNOS MAIS INFORMACION
SOBRE A PRESENZA DOUTROS
ANTIBIOTICOS DISTINTOS

A BETALACTAMICOS E
TETRACICLINAS (OU
QUINOLONAS NO CASO

DO LIGAL)

cando este dea un resultado po-
sitivo na mostra da cisterna e/ou
explotacion.

b) Os laboratorios de andlise para
todas as mostras de autocontrol,
tanto das explotaciéns como das
cisternas. A todas as mostras
positivas a este test deberaselles
facer o test rapido para identifi-
car o grupo de antibi6tico (polo
menos 0s betalactamicos/tetra-
ciclinas).

Método de cromatografia liquida
(HPLC-MS/MS)

Permite a identificacién e cuantifica-
cion dos antibidticos. No Ligal este
método faise a peticion dos produto-
res ou operadores lacteos, se o dese-
xan, asi como a todas as mostras pro-
cedentes do Control Oficial que deron
positivas no test lento. No caso das
mostras oficiais, se a concentracion

ESULTADOS: equipo ESCANER (nunca visualmente)

- LECTOR
ESCANER




de antibidtico é superior ao limite
maximo de residuo (LMR) permitido
para ese antibiftico, as autoridades
competentes poden proceder a un
expediente sancionador tanto ao pro-
dutor como ao centro lacteo, segundo
a procedencia da mostra.

PROTOCOLO DE INHIBIDORES EN
MOSTRAS DE AUTOCONTROL DE LEITE
CRU DE VACA: METODOLOXIA DE
TRABALLO NO LIGAL
A todas as mostras de pago por ca-
lidade 4s que se lles faga a proba de
inhibidores, o primeiro ensaio que
se realiza é o test lento Delvotest,
cuxo resultado pode ser negativo ou
positivo.

1. No caso dun resultado ne-
gativo ao test lento, inférmase
como negativo a inhibidores.

2. No caso dun resultado posi-
tivo ao test lento, realizase o test
rapido Rosa Charm (MRLBL/
TET/QUIN) para a identificacion
de grupos betalactdmicos, tetra-
ciclinas e quinolonas:

a. Se o resultado ao test rapido é
positivo, inférmase como po-
sitivo a betalactdmicos e/ou
tetraciclinas e/ou quinolonas.

b. Se o resultado do test rapido
é negativo, fanse varias repe-
ticions do test lento Delvotest:

i. Se estas dan resultado
negativo, inférmase como
negativo.

ii. Se estas dan resultado po-
sitivo, inférmase como po-
sitivo a outros grupos de
antibidticos diferentes a
betalactamicos e/ou tetra-
ciclinas e/ou quinolonas.

Test especifico de quinolonas (en-

rofloxacinas)

Este ensaio, & parte de facerse a to-

das as mostras positivas ao test lento,

tamén se realiza aleatoriamente a un

10-12 % das explotaciéns lacteas que

deron resultado negativo ao Delvotest.

1. Se o resultado deste test de qui-
nolonas é negativo, informase
como negativo a inhibidores.

2. Se oresultado a este test de qui-
nolonas é positivo, confirmase
coa técnica HPLC-MS/MS co fin
de identificar e cuantificar o an-
tibiético:

a. Se o resultado de HPLC-MS/MS
é inferior ao limite de cuantifi-
cacién da técnica, considérase
negativo.
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» ATODAS AS MOSTRAS DE PAGO POR CALIDADE AS QUE SE LLES
FAGA A PROBA DE INHIBIDORES, O PRIMEIRO ENSAIO QUE SE
REALIZA E O TEST LENTO DELVOTEST

b. Se o resultado de HPLC-MS/
MS é superior ao limite de
cuantificacion, pero inferior
ao LMR establecido para o an-
tibidtico identificado, considé-
rase negativo, pero inférmase
a Conselleria do Medio Rural e
ten efectos no Recaldi (Rexis-
tro de Explotacions de Calida-
de de Leite Diferenciada).

c. Se o resultado de HPLC-MS/
MS é maior que o LMR es-
tablecido para o antibidtico
identificado, inférmase como
positivo a quinolonas.

Comunicacion de incumprimento
(positivo 4 determinaciéon de inhi-
bidores)

Todos os resultados positivos ao

test lento de inhibidores, asi como

a identificacion do grupo correspon-

dente, son comunicados polo Ligal

canto antes:

1. Ao operador lacteo por SMS no
mesmo momento de detectarse
cada un dos positivos (xeralmen-
te ao dia seguinte 4 toma da mos-
tra). Tamén se lle envia un correo
electrénico coa relacién de posi-
tivos diarios, unha vez finalizada
a analise de todos os inhibidores.

2. Ao produtor por SMS no mesmo
momento de detectarse o positi-
vo (xeralmente ao dia seguinte
a toma da mostra), sempre que
previamente lle comunicase o
seu numero de teléfono mabil
ao Ligal.

3. A Conselleria do Medio Rural en-
viaselle diariamente por correo
electronico a relacion de todos os
positivos.

4. A Consellerfa de Sanidade envia-
selle mensualmente por correo
electronico a relacion de todos os
positivos.

Actuacion da inspeccion do Ligal
Unha vez comunicado ese resultado
positivo ds distintas partes, un ins-
pector do Ligal desprdzase 4 explo-
tacion (xeralmente ao dia seguinte &
toma da mostra se o produtor dis-
pon de leite no tanque) e procede &
realizacion do test rapido, se se tra-
ta de antibidticos betalactamicos/
tetraciclinas, ou & toma de mostra
para analizar no Ligal, se se trata
doutros inhibidores diferentes aos
anteriores.

a) Se o resultado do test rapido rea-
lizado polo inspector na explota-
cion é positivo a betalactdmicos/
tetraciclinas, procédese a inmo-
bilizacion do leite da explotacion,
incluido o existente no tanque se
o gandeiro non decide destruilo
voluntariamente.

b) No caso de presenza de quinolo-
nas, o inspector realizard unha
toma de mostra para confirmar
no Ligal mediante a técnica
HPLC-MS/MS co fin de identi-
ficar e cuantificar o antibidtico.
Se o resultado de HPLC-MS/MS
é inferior ao limite de cuantifi-
cacion da técnica, considérase »
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como negativo; se o resultado da
HPLC-MS/MS é superior ao limi-
te de cuantificacion, pero inferior
ao LMR establecido para o anti-
bidtico identificado, considérase
como negativo, pero inférmase &
Conselleria do Medio Rural. Se o
resultado de HPLC-MS/MS é su-
perior ao LMR establecido para
o antibidtico identificado, consi-
dérase positivo a quinolonas.

c¢) No caso de presenza doutros
grupos de antibiéticos diferen-
tes a betalactdmicos, tetracicli-
nas ou quinolonas, o inspector
realizard unha toma de mostra
a este novo leite, que serd ana-
lizado no Ligal mediante o test
lento Delvotest.

Se o resultado da mostra de ins-
pecciéon é negativo, tanto in situ
coma no Ligal, autorizase a entrega
de leite, pero mantense o incumpri-
mento correspondente ao resultado
positivo obtido no test lento da mos-
tra anterior.

Se o resultado da mostra de ins-
peccion é positivo, tanto in situ coma
no Ligal, a Conselleria do Medio Ru-
ral faise cargo do control posterior,
procedendo & toma de mostra oficial
e entrando en marcha un procede-
mento administrativo coa posible
sancién posterior, no caso de volver
dar positivo.

Tempo medio de actuaciéon ante
un resultado con presenza de in-
hibidores

Os ensaios no Ligal fanse xeralmen-
te ao dia seguinte da toma da mos-
tra que realiza o operador lacteo na
explotacion, ao igual que a visita de
inspeccion 4 explotacion gandeira (a
condicion de que exista leite no tan-
que); a actuaciéon da Conselleria do
Medio Rural adoita producirse dous
dias despois da toma de mostra reali-
zada polo operador lacteo. ®

NOTA DA AUTORA

Elaboracion propia con base no Real Decreto
1728/2007 e no Protocolo de inhibidores (Conse-
lleria do Medio Rural-Ligal)
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Esquemas do protocolo de inhibidores do Ligal

Autocontrol)
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