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Deteccion de inhibidores en
leche cruda de vaca: protocolo

del Ligal

En este articulo se describen los controles minimos obligatorios en leche

cruda de vaca que la legislacion espafiola exige a productores e industrias
lacteas, a fin de garantizar la sequridad para el consumidor, y se detalla el
protocolo del Ligal para la deteccidn de residuos de antibiédticos en leche.

Maria Luisa Barreal Lopez
Directora técnica del Ligal

INTRODUCCION

El Real Decreto 1728/2007 es-
tablece los controles minimos
obligatorios que deben realizar los
productores de leche cruda de vaca
y los demés agentes del sector vacu-
no lechero en todas sus etapas, asi
como las actuaciones en caso de de-
tectarse algin incumplimiento en los
controles realizados.
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2.

En relacion a la calidad de la leche
existen tres premisas fundamentales:
1.

La calidad de la leche debe contro-
larse en todas las etapas existentes
entre el ordefio y el consumo.

Si en los controles de alguna de
las etapas existen sospechas de
incumplimiento de las normas de
calidad, se debe impedir el paso a
la siguiente etapa mientras no se
investigue la sospecha.

Q;_

3. Sidespués de la investigacion an-
terior se confirma la sospecha, la
leche debe retirarse del circuito
de la alimentacién humana.

RESPONSABLES DEL CONTROL DE LA

LECHE CRUDA DE VACA

Control desde el ordeiio hasta la sa-

lida de la leche de la explotacion:

a) El responsable de calidad de le-
che y el ganadero deberdan tomar
todas las medidas necesarias an-
tes, durante y después del orde-
fio, con el objeto de garantizar la
calidad de la leche producida.

b) La autoridad competente de la
Conselleria del Medio Rural (en el
caso de la Comunidad Auténoma
de Galicia) deberd supervisar el
procedimiento de ordefo y el tra-
tamiento posterior, controlando la
calidad del producto almacenado
en el tanque frio.



» ELRESPONSABLE DE CALIDAD

DE LECHE Y EL GANADERO
DEBERAN TOMAR TODAS LAS
MEDIDAS NECESARIAS ANTES,
DURANTE Y DESPUES DEL
ORDENO, CON EL OBJETO DE

GARANTIZAR LA CALIDAD DE LA

LECHE PRODUCIDA

Control desde la salida del tanque
frio de la explotacion hasta la en-
trada al tanque pulmén del centro

lacteo:

a) El responsable o responsables de
la recogida, el transporte y la cali-
dad del centro lacteo deberan ve-
rificar la calidad del producto que

tienen bajo su responsabilidad.

b) La autoridad competente de la
Conselleria del Medio Rural debe-
ra controlar la calidad del produc-
to durante la recogida y su trazabi-

lidad hasta la industria.
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Control desde el tanque pulmén
hasta el consumidor:

a)

b)

La responsabilidad de estos con-
troles le corresponde al responsa-
ble del centro lacteo.

La autoridad competente de la
Conselleria de Sanidad (en el
caso de Galicia) debera controlar
la calidad del producto desde su
llegada al centro lacteo hasta el
consumidor.

TOMA DE MUESTRAS EN LA EXPLOTACION

1.

La toma de muestras en la explo-
tacion (denominadas muestras de
autocontrol o de pago por calidad)
serd realizada por el tomador de
muestras, que dispondra de la for-
macién adecuada en esta materia.
Se tomaran en cada explotacion
las muestras necesarias para
garantizar un minimo de dos
muestras validas al mes para
cada uno de los siguientes pa-
rametros: punto crioscopico,
grasa, proteina, extracto seco
magro, colonias de gérmenes a
30 °C y presencia de residuos de
inhibidores; y para el parametro
de células somadticas se garanti-

4.

zard al menos una muestra va-

lida al mes. Sera el laboratorio

de andlisis el que determine de
manera justificada qué muestras
son validas para cada prueba.

Las muestras seran tomadas del

tanque de almacenamiento de

la leche, verificando que la tem-
peratura de conservacion del
tanque dos horas después del
ordeflo no sea inferior a 0 °C ni
superior a 8 °C, si la recogida es
diaria, o superior a 6 °C, si la re-
cogida no se efecttia diariamente.

A las muestras se les podrd afa-

dir azidiol para su conservacion

y serdn almacenadas y transpor-

tadas hasta el laboratorio de ana-

lisis a una temperatura superior

a 0 °C y, como méximo, a 8 °C

(muestras con conservante).

En caso de explotaciones con

mas de un tanque, el tomador de

muestras podra tomar:

a. Una Unica muestra formada
por submuestras proporcio-
nales al volumen contenido
en cada tanque.

b. Una muestra individual de
cada tanque. »
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En ambos casos, siempre se to-
mard muestra de todos los tan-
ques que contengan leche en la
explotacion en el momento de la
recogida.

Las muestras serdn marcadas
con una etiqueta identificativa in-
dividual, en la que figuraran los
datos establecidos por el labora-
torio de andlisis de acuerdo con
el operador. Incluirdn, en cual-
quier caso, todos los datos nece-
sarios para permitir al laborato-
rio identificar correctamente la
muestra y enviar los resultados a
la «base de datos Letra Q». Siem-
pre deberd indicarse la fecha de
toma de la muestra, con indepen-
dencia del sistema utilizado para
su registro.

Las muestras identificadas in-
dividualmente se analizardn en
laboratorios que estén registra-
dos en la base de Letra Q y que,
ademads, estén acreditados de
acuerdo con la versién en vigor
de la Norma ISO/IEC 17025 para
todos los parametros exigidos a
las muestras de autocontrol.

TOMA DE MUESTRAS EN EL CENTRO
LACTEO

1.

La toma de muestras en las cis-
ternas (muestras de autocontrol)
serd realizada por el técnico de
calidad del centro lacteo, prin-
cipal o secundario, que debera
disponer de formacién adecua-
da en esta materia.

Se tomardn dos muestras de
cada una de las cisternas a su
llegada al centro lacteo antes de
su descarga.

En caso de que las cisternas dis-
pongan de varios compartimen-
tos o tanques independientes se
procederd, como en el caso de la
toma de muestras en las explo-
taciones, con mas de un tanque.
La identificacion se hard de igual
manera que en el caso de las ex-
plotaciones, dado que una de las
muestras la tienen que enviar al
laboratorio de analisis para rea-
lizar los mismos pardametros que
en el caso de las explotaciones
y la otra servird para realizarle
in situ la prueba de residuos de
inhibidores.
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PRUEBA DE DETECCION DE

ANTIBIOTICOS

Condiciones que debe cumplir la

prueba de deteccion de antibidticos

1. Prueba de deteccion de residuos
de antibidticos en la muestra en

» EN TODAS LAS MUESTRAS

RECIBIDAS EN EL LABORATORIO

SE UTILIZARAN METODOS
QUE DETECTEN, AL MENOS,

RESIDUOS DE BETALACTAMICOS

Y DE TETRACICLINAS

explotacion. Ante la presencia o
sospecha de riesgo para el con-
sumidor, se realizaran pruebas
con cardcter previo a la carga
de la leche en la cisterna que
detecten, al menos, residuos de
antibiéticos de betalactdmicos y
tetraciclinas en la leche del tan-
que. El responsable de la reali-
zacion de los controles estable-
cidos en la explotacion, asi como
de la toma de muestras, sera el
tomador de muestras en dicha
explotacion, que deberd haber
recibido una formaciéon adecua-
da, la cual se acreditara tras ha-
ber superado un curso sobre la
materia que previamente haya
sido validado por la autoridad
competente.

Prueba de deteccion de residuos
de antibioticos previa a la des-
carga en el centro ldcteo. Se rea-
lizara una prueba para la detec-
cién de residuos de antibidticos
del grupo de los betalactdmicos
en todas las cisternas de trans-
porte de leche cruda y una prue-
ba de deteccion de residuos de
tetraciclinas en una de cada cinco
cisternas. Esta segunda prueba se
realizara de forma que todas las
rutas sean analizadas, al menos,
una vez al mes. El responsable
de la realizacion de los controles
establecidos en el centro lacteo,
asi como de la toma de muestras,
serd el técnico de calidad del cen-
tro lacteo, principal o secundario,
que debera haber recibido una
formacion adecuada, la cual se
acreditara tras haber superado
un curso sobre la materia que
previamente haya sido validado
por la autoridad competente.
Prueba de deteccion de residuos
de antibioticos en el laboratorio
de andlisis. En todas las mues-
tras recibidas se utilizardn mé-
todos que detecten, al menos,
residuos de betalactdmicos y
de tetraciclinas. Cuando se uti-
lice un método sensible a ambos
grupos de sustancias y el resul-

tado fuera no conforme, el labo-
ratorio procederd a la identifica-
cion del grupo. El laboratorio de
andlisis deberd estar acreditado
para todas las determinaciones
exigidas a las muestras de au-
tocontrol (tanto a las muestras
procedentes de las explotacio-
nes como a las de las cisternas).

Los métodos utilizados para

la realizacion de esta prueba

deberdn cumplir los siguientes
requisitos:

a. Estar validados por el fabri-
cante. La validacion se reali-
zard con arreglo a normas o
protocolos reconocidos inter-
nacionalmente.

b. Deberan ser capaces de de-
tectar, al menos, amoxicilina
y ampicilina, entre los beta-
lactdmicos, y oxitetraciclina,
entre las tetraciclinas. Estos
podran ser especificos de
cada grupo y, opcionalmente,
se podran utilizar pruebas
capaces de detectar simul-
tdneamente ambos grupos,
siempre y cuando se cumpla
la frecuencia del grupo de los
betalactdmicos.

c. Deberan ser capaces de detec-
tar los limites maximos de re-
siduos de los antibiéticos esta-
blecidos en el Reglamento (CE)
n® 37/2010 de la Comision,
de 22 de diciembre de 2009,
relativo a las sustancias far-
macolégicamente activas y su
clasificacion, por lo que se re-
fiere a los limites maximos de
residuos en los productos ali-
menticios de origen animal. »
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CALESY CARBONATOS AGRICOLAS

Mezcla de
carbonato y serrin
para las camas

La mezcla de carbonato calcico con
serrin proporciona una cama comoda
e higiénica para el ganado.

El empleo de carbonato facilita un buen
descanso de la vaca, ayuda a reducir
las posibles infecciones que provocan
mamitis causadas por bacterias de tipo
ambiental, tales como E. coli, estreptococos,
enterobacterias, etc., y disminuye o elimina
los problemas de dermatitis (digital e
interdigital), ulceras y panadizos en las
pezunas de los animales, evitando asi
cojerasy pérdidas en la produccion de leche.

Ademas, el carbonato calcico también en-
riquece de calcio el purin, que, utilizado
como abono organico en las tierras de cul-
tivo, aportara un nivel aceptable de calcio.
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DO-ROSA CHARM

/Quinolonas/Cl

INHIBIDORES

a un receptor proteico conjugado a una enzi

Métodos para la deteccion de resi-
duos de antibiéticos en leche cruda
de vaca

Meétodos rapidos

Son métodos cualitativos y son se-

lectivos para un grupo reducido de

antibiéticos, generalmente betalac-
tdmicos y tetraciclinas. En el Ligal
se estd utilizando el método ROSA

CHARM tanto para betalactamicos y

tetraciclinas como para quinolonas,

todos ellos en un corto periodo de
tiempo.
Estos métodos podran ser utilizados:

a) Por el tomador de muestra antes
de la descarga de la leche del tan-
que al camion, en el caso de pre-
sencia o sospecha de antibidticos.

b) Por el técnico de calidad del cen-
tro lacteo antes de la descarga
de la cisterna en el centro.

c¢) Por el laboratorio de andlisis
para la identificacion del grupo
de antibiéticos (al menos betalac-
tdmicos/tetraciclinas), en el caso
de una muestra que previamente
haya dado positiva al test lento
de inhibidores.

d) Por el personal de inspeccion del
Ligal (en la Comunidad Auténo-
ma de Galicia) para el control de
inhibidores de la leche en el tan-
que, como consecuencia de un
resultado positivo al test lento de
inhibidores en la muestra previa
de autocontrol.

Meétodos lentos

Son métodos microbiolégicos con
periodos de incubacién largos. Tam-
bién son métodos cualitativos, pero
son selectivos a un mayor nimero
de antibioticos que los test rapidos y,
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por lo tanto, ademds de detectar los
betalactamicos y las tetraciclinas (o
quinolonas en el caso del Ligal), nos
dan mads informacién sobre la pre-
sencia de otros antibiéticos distintos
a estos, por lo que se utilizan para
determinar la presencia de inhibido-
res en las muestras de autocontrol.
El tiempo de la realizaciéon de estos
test estd entre dos y tres horas. El
método lento usado en el Ligal es el
Delvotest.

En todos los test lentos es muy im-
portante controlar bien la tempera-
tura y el tiempo de incubacién y no
se deben realizar nunca a tiempo
fijo, sobre todo si se trata de mues-
tras de tanques de la explotacion o
de cisternas. Para ello es importante
disponer de testigos negativos y po-
sitivos a inhibidores, que nos van a
permitir controlar este tiempo de in-
cubacién en cada caso.

» LOS METODOS LENTOS NOS
DAN MAS INFORMACION
SOBRE LA PRESENCIA DE
OTROS ANTIBIOTICOS
DISTINTOS A BETALACTAMICOS
Y TETRACICLINAS (O
QUINOLONAS EN EL CASO

DEL LIGAL)

Estos métodos deberan ser utiliza-
dos por:

a) Los centros lacteos como méto-
do complementario al test rapi-
do cuando este dé un resultado
positivo en la muestra de la cis-
terna y/o explotacion.

b) Los laboratorios de andlisis para
todas las muestras de autocon-
trol, tanto de las explotaciones
como de las cisternas. A todas
las muestras positivas a este test
se les deberd hacer el test rapido
para identificar el grupo de an-
tibi6tico (al menos los betalacta-
micos/tetraciclinas).

Meétodo de cromatografia liquida
(HPLC-MS/MS)

Permite la identificacién y cuantifi-
cacion de los antibi6ticos. En el Ligal
este método se hace a peticién de los
productores u operadores ldcteos,

DOS: equipo ESCANER (nunca visualmente)

— LECTOR
ESCANER




si lo desean, asi como a todas las
muestras procedentes del Control
Oficial que han dado positivas en el
test lento. En el caso de las muestras
oficiales, si la concentracion de anti-
bidtico es superior al limite maximo
de residuo (LMR) permitido para ese
antibidtico, las autoridades compe-
tentes pueden proceder a un expe-
diente sancionador tanto al produc-
tor como al centro lacteo, segin la
procedencia de la muestra.

PROTOCOLO DE INHIBIDORES EN
MUESTRAS DE AUTOCONTROL DE LECHE
CRUDA DE VACA: METODOLOGIA DE
TRABAJO EN EL LIGAL

A todas las muestras de pago por ca-

lidad a las que se les haga la prueba

de inhibidores, el primer ensayo que se
realiza es el test lento Delvotest, cuyo
resultado puede ser negativo o positivo.

1. En el caso de un resultado ne-
gativo al test lento, se informa
como negativo a inhibidores.

2. En el caso de un resultado
positivo al test lento, se reali-
za el test rdpido Rosa Charm
(MRLBL/TET/QUIN) para la
identificaciéon de grupos be-
talactdmicos, tetraciclinas y
quinolonas:

a. Si el resultado al test rapido
es positivo, se informa como
positivo a betalactdmicos y/o
tetraciclinas y/o quinolonas.

b. Sielresultado del test rapido es
negativo, se hacen varias repe-
ticiones del test lento Delvotest:
i. Siestas dan resultado ne-

gativo, se informa como
negativo.

ii. Si estas dan resultado po-
sitivo, se informa como
positivo a otros grupos de
antibiéticos diferentes a
betalactdmicos y/o tetra-
ciclinas y/o quinolonas.

Test especifico de quinolonas (en-
rofloxacinas)
Este ensayo, aparte de hacerse a to-
das las muestras positivas al test len-
to, también se realiza aleatoriamen-
te a un 10-12 % de las explotaciones
lacteas que han dado resultado ne-
gativo al Delvotest.

1. Si el resultado de este test de
quinolonas es negativo, se infor-
ma como negativo a inhibidores.

2. Siel resultado a este test de qui-
nolonas es positivo, se confirma
con la técnica HPLC-MS/MS, con
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» ATODAS LAS MUESTRAS DE PAGO POR CALIDAD A LAS QUE SE
LES HAGA LA PRUEBA DE INHIBIDORES, EL PRIMER ENSAYO QUE SE
REALIZA ES EL TEST LENTO DELVOTEST

el fin de identificar y cuantificar

el antibidtico:

a. Sielresultado de HPLC-MS/MS
es inferior al limite de cuantifi-
cacion de la técnica, se consi-
dera negativo.

b. Si el resultado de HPLC-MS/MS
es superior limite de cuantifica-
cién, pero inferior al LMR esta-
blecido para el antibidtico iden-
tificado, se considera negativo,
pero se informa a la Conselleria
del Medio Rural, teniendo efec-
tos en el Recaldi (Registro de Ex-
plotaciones de Calidad de Leche
Diferenciada).

c. Sielresultado de HPLC-MS/MS
es mayor que el LMR estable-
cido para el antibi6tico identifi-
cado, se informa como positivo
a quinolonas.

Comunicacion de incumplimiento
(positivo a la determinacién de in-
hibidores)

Todos los resultados positivos al test

lento de inhibidores, asi como la

identificaciéon del grupo correspon-
diente, son comunicados por el Ligal
lo antes posible:

1. Al operador lacteo por SMS en
el mismo momento de detectar-
se cada uno de los positivos (ge-
neralmente al dia siguiente a la
toma de la muestra). También
se le envia un correo electronico
con la relacién de positivos dia-
rios, una vez finalizado el andli-
sis de todos los inhibidores.

2. Al productor por SMS en el mis-
mo momento de detectarse el
positivo (generalmente al dia si-
guiente a la toma de la muestra),
siempre que previamente haya
comunicado su numero de telé-
fono movil al Ligal.

3. A la Conselleria del Medio Rural
se envia diariamente por correo
electronico la relacién de todos
los positivos.

4. A la Conselleria de Sanidade se
envia mensualmente por correo
electronico la relacion de todos
los positivos.

Actuacion de la inspeccion del Ligal
Una vez comunicado ese resultado
positivo a las distintas partes, un
inspector del Ligal se desplaza a la
explotacion (generalmente al dia si-
guiente a la toma de la muestra si el
productor dispone de leche en el tan-
que) y procede a la realizacion del
test rapido, si se trata de antibidticos
betalactdmicos/tetraciclinas, o a la
toma de muestra para analizar en el
Ligal, si se trata de otros inhibidores
diferentes a los anteriores.

a) Sielresultado del test rapido rea-
lizado por el inspector en la ex-
plotacion es positivo a betalacta-
micos/tetraciclinas, se procede a
la inmovilizacién de la leche de la
explotacion, incluida la existente
en el tanque si el ganadero no de-
cide destruirla voluntariamente.

b) Enelcaso de presencia de quino-
lonas, elinspectorrealizara una »
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toma de muestra para confirmar  Esquemas del protocolo de inhibidores del Ligal
en el Ligal mediante la técnica

HPLC-MS/MS con el fin de iden- IDAD (Autocontrol)

tificar y cuantificar el antibidtico.

Si el resultado de HPLC-MS/MS

es inferior al limite de cuantifi-

cacion de la técnica, se conside-

ra como negativo; si el resultado

de la HPLC-MS/MS es superior
al limite de cuantificacién, pero | s
inferior al LMR establecido para
el antibidtico identificado, se . omvorest |

considera como negativo, pero

se informa a la Conselleria del

Medio Rural. Si el resultado de

HPLC-MS/MS es superior al LMR

establecido para el antibi6tico
identificado, se considera positi-
vo a quinolonas.

¢) En el caso de presencia de otros
grupos de antibiéticos diferentes a
betalactdmicos, tetraciclinas o qui-
nolonas, el inspector realizara una
toma de muestra a esta nueva le-
che, que serd analizada en el Ligal

mediante el test lento Delvotest.
Si el resultado de la muestra de
inspecciéon es negativo, tanto in situ
como en el Ligal, se autoriza la en-
trega de leche, pero se mantiene el NeGaTvo
incumplimiento correspondiente al C e |
resultado positivo obtenido en el test
lento de la muestra anterior. preane LR

Si el resultado de la muestra de ins-
peccion es positivo, tanto in situ como
en el Ligal, la Conselleria del Medio
Rural se hace cargo del control poste-
rior, procediendo a la toma de mues-
tra oficial y entrando en marcha un
procedimiento administrativo con la
posible sancion posterior, en el caso
de volver a dar positivo.

INSPECTOR DEL LIGAL ACUDE A LA EXPLOTACION
Segun el grupo confirmado

Tiempo medio de actuacion ante
un resultado con presencia de
inhibidores

Los ensayos en el Ligal se hacen ge-
neralmente al dia siguiente de la toma eIV
de la muestra que realiza el operador AuToRzA
lacteo en la explotacion, al igual que la ARG
visita de inspeccién a la explotacion ga-
nadera (siempre y cuando exista leche
en el tanque); la actuacion de la Conse- Qe
lleria del Medio Rural suele producirse
dos dias después de la toma de mues-

tra realizada por el operador lacteo. m . it 4
MUESTRA OFICIAL

en el tanque, si el ganadero no decide destruirla voluntariamente

NOTA DE LA AUTORA

Elaboracion propia en base al Real Decreto
1728/2007 y al Protocolo de inhibidores (Conse-
llerfa del Medio Rural-Ligal)
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