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RESUMEN

MARTINEZ CORTES ISMAEL. Identificacion de residuos de Amoxicilina y Acido
clavulanico por HPLC en leche de vacas tratadas por mastitis clinica. MVZ, MSc.

Salvador Avila Téllez, MVZ, MSc. Rene Rosiles Martinez.

Resumen

Establecer Limites Maximos Permisibles (LMP) para residuos de farmacos en
leche, es trascendental tanto para la salud humana como para la de los animales.
El objetivo del establecimiento de estos limites permite estandarizar la cantidad
maxima de residuos de farmacos que al consumidor no le generaran problemas
de salud. La Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC), es aceptada para
uso oficial como prueba para la identificacion de farmacos en leche. El presente
estudio se realiz6 con 420 muestras de leche obtenidas de 35 glandulas
mamarias de vacas tratadas por mastitis clinica con 900 mg amoxicilina y 180 mg
de acido clavulanico por glandula. Las muestras de leche se colectaron dos veces
al dia con intervalo de 12 horas, por 6 dias. Estas se analizaron por HPLC,
encontrando al onceavo ordefio (5.5 dias) concentraciones de residuos de
amoxicilina de 4 pg/Kg y 0.001pg/Kg de acido clavulanico en leche. Estas
cantidades al compararse con las sefialadas por la Comunidad Europea,

resultaron similares.



Introduccion

La leche es una secrecion de la glandula mamaria de los mamiferos, que a nivel
nutricional es un alimento de valor biolégico elevado.! El Reglamento de Control
Sanitario de Productos y Servicios, de la Secretaria de Salud establece que la
leche destinada para consumo directo y la que se emplee como materia prima en
procesos para la obtencion de derivados de la misma, debe provenir de animales
limpios, sanos; y debe ser leche con calidad sanitaria y libre de toda posible
contaminacion que ponga en riesgo la salud del consumidor. Asi mismo la Norma
Oficial Mexicana NOM-184-SSA1-2002 y la Norma Mexicana NMX-F-700-
COFOCALEC-2004, establecen que la leche que se emplee como materia prima

debe presentar una prueba de inhibidores bacterianos con resultado negativo.

El ganado bovino productor de leche ha sido seleccionado para realizar una
produccion muy demandante que representa un reto fisioldgico grande y que
puede conllevar a infecciones frecuentes principalmente en la glandula mamaria,
la mastitis es una patologia comun que presentan las vacas destinadas a la
produccion de leche y es, un factor que merma la obtencion de leche con

calidad® 3.

La administracion de medicamentos en los animales destinados a la produccién
de alimentos puede dejar residuos de farmacos en los productos obtenidos a
partir de los animales tratados. Se dice que “cuando un antibidtico se administra
por la via intramamaria a una vaca lechera, inmediatamente a la administracion

existen concentraciones tan elevadas en leche, que son capaces de contaminar



la leche producida por otras 2500 vacas.” Cuando pasa mas tiempo, y las
concentraciones son mucho mas bajas, la leche del animal tratado sigue siendo

contaminante al mezclarse con la de otros animales®.

Para la produccion de leche con calidad hay que aplicar procedimientos
sanitarios correctos en el desarrollo de las practicas de manejo que se realizan
diariamente en la cadena de produccion. Entre estos procedimientos esta la
seleccion y uso adecuado de los antimicrobianos empleados para el tratamiento
del ganado contra diferentes patologias, siendo necesario conocer el tiempo de
eliminacién del medicamento aplicado para evitar los residuos en la leche

musculo y otros subproductos.

Es conocido que concentraciones altas de residuos de farmacos son la principal
falla y los principales problemas sanitario y econdmico en la produccion de
derivados lacteos®. Ademas puede constituir un riesgo para la salud del
consumidor ya que los procesos de pasteurizacion lenta o rapida no logran la
destruccion de la mayor parte de los farmacos®. A este respecto se realizaron
analisis de leche de diferentes marcas comerciales y con diferentes tratamientos
de pasteurizacion, encontrando un 33% de las muestras positivas a la prueba de

inhibidores y de éstos, el 71% contenian tetraciclina® ’.

Lo antes mencionado es importante ya que en la produccion de derivados
lacteos fermentados como pudieran ser el yogurt o el queso, las bacterias
lacticas son de gran importancia en el proceso y estas, podrian desaparecer por
la actividad de farmacos como los B-lactamicos. Este hecho es util ya que la

destruccion o disminucién en el nimero de bacterias que producen acido lactico,



es necesario para la obtencion de los productos. Este hecho puede acarrear
problemas econdmicos muy serios para la industria lactea, asi también es
importante ya que el uso de este tipo de medicamentos como los p-lactamicos
es muy comun en el tratamiento de problemas infecciosos en animales en
lactacién” 8. El lactosuero a pesar de la temperatura a la que es sometido
durante su proceso, recibe una alta porcion de residuos de antibidticos
presentes en la leche, los cuales generan problemas de resistencia bacteriana
en la poblacién humana y en los animales® °. También es necesario tener
presente que en la alimentacién animal de nuestro pais, el uso del suero de
gueseria, que es un subproducto rico en proteinas y otros componentes lacteos,
se utiliza de manera cotidiana y sin darle importancia a la calidad que este
pueda presentar. Esto refuerza la importancia de controlar la presencia de
residuos en leche, para evitar el problema de resistencia bacteriana y hacer

maés eficiente con esto la terapéutica veterinaria® °.

Es necesario establecer limites maximos de residuos de farmacos en los
productos de origen animal para las sustancias utilizadas como medicamentos
veterinarios con el fin de proteger la salud de los consumidores. A este respecto
la EMEA (The European Agency for Evaluation of Medicinal Products,
Veterinary) y la FDA,(Food and Drug Administration) han establecido los Limites
Méaximos Permisibles (MRL's) para amoxicilina y &cido clavulanico 4 y 200
Hg/Kg por la EMEA y 10ug/Kg de amoxicilina y 200ug/Kg de acido clavulanico
por la FDA™ ', Al realizar estudios con concentraciones de farmaco conocidas
y evaluando la cinética que estos presentaban, para conocer con esto, los

tiempos de retiro 6ptimos para que un alimento presente concentraciones



aceptables de estos farmacos. De la misma forma dan a conocer el nivel de no
efecto de resistencias bacterianas (NOEL-bacterioldgico) lo cual expresa la
cantidad de farmaco que no genera ninguna reaccion a nivel bacteriano in vitro.
Con esto se obtiene la cantidad de farmaco que no generara ningun tipo de
reaccion en los consumidores (NOEL). Los MRL’s son establecidos por cada
pais segun criterios propios. Debido a esto, es de consideracion vigilar la
presencia de farmacos en leche, tanto por el productor como por la autoridad
responsable o por las organizaciones de productores y la industria. Por esto es
necesario que se cumpla estrictamente la Norma Oficial Mexicana NOM-184-

SSA1-2002.

La identificacion de limites maximos permisibles se debe hacer mediante
meétodos rapidos, confiables y eficientes, que pueda ofrecer resultados estrictos,

para la proteccion de la salud de los consumidores.

Es justificable identificar la intensidad de eliminacion a través de la leche de los
antibacterianos que se usen para el tratamiento de vacas con mastitis. Para
atender con énfasis el tiempo de eliminacion que presenten cada uno de ellos;
Esto es con el fin de aplicar las estrategias de manejo correcto de los
antibiéticos para evitar la contaminacion de la leche y no poner en riesgo la

salud del consumidor.

Para la deteccion de antibioticos en leche se han desarrollado métodos que
permiten detectar en forma rapida y precisa los residuos, como es la

cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).



Se entiende por vida media al tiempo necesario para que llegue la
concentracion residual a la mitad de la concentracion inicial. El coeficiente de
eliminacién se describe como la constante de eliminacién es decir el equilibrio
entre el tiempo y concentracion del farmaco durante el experimento. El tiempo
de retiro es el tiempo necesario para que la concentracién de farmaco llegue a
la cantidad maxima aceptable por las autoridades sanitarias. La cinética de
eliminacién se define como las concentraciones del farmaco identificadas por

muestreo durante el tiempo experimental.
Cromatografia liqguida de alta resolucién (HPLC).

El método por HPLC es accesible, de alta especificidad y se ha utilizado en
estudios para la deteccidon de antimicrobianos en liquidos corporales. Prueba
gue tienen limites amplios de deteccion y por lo antes dicho, se justifica su uso

como rutina oficial en el analisis para la identificacién de farmacos™.
Para el correcto funcionamiento de este método, se requiere de:

1.- El puerto de inyeccion; este mecanismo nos permite después de la inyeccion
de aproximadamente 60 ul, seleccionar el volumen especifico a través de una

asa volumeétrica.

2.- Columna; Esta parte esta compuesta de la fase moévil y la fase estacionaria,
la fase movil, la cual es un solvente que esta fluyendo en forma continua a
través de una columna, en esta columna se alojan las dos fases. La funcién de

la fase movil (liquida) es la de acarrear la muestra inyectada a travées del



cromatoégrafo y la de la fase estacionaria es la de retencién de los componentes

de la muestra, hasta llegar a un equilibrio de arrastre.** 3,

La separacion de los componentes de la muestra, se da segun la afinidad que
tenga cada compuesto ya sea por la fase movil o por la estacionaria, lo cual se
observo con la salida de los compuestos en diferente tiempo, a este tiempo se le

conoce como tiempo de retencion™* 3.

3.- Una vez lograda la separacion, los compuestos son identificados al termino
de la columna por el detector (ultravioleta) para este caso. Existen otros tipos de
detectores los cuales seran seleccionados segun la estructura y sensibilidad del

compuesto a detectar.

4.- Dichos compuestos son enviados a una interfase la cual permite su integrar y
graficar en un sistema de computacién, para posteriormente poder ser

interpretadas™ *“.

Estructura quimica.

Entre los antibiéticos utilizados para el tratamiento de mastitis en ganado lechero
se usa la amoxicilina (B-lactdmico semisintético de amplio espectro, derivada de
la penicilina, con una modificacién en su anillo B-lactamico) que produce dafio en
la pared celular de las bacterias e inhibe la sintesis de péptidoglicano. Otro
farmaco que se usa en combinacion con la amoxicilina para el tratamiento de la
mastitis es el acido clavulanico; este es producido por la fermentacion de
Streptomyces clavuligerus y posee la capacidad de inactivar una gran variedad

de B-lactamasas mediante el bloqueo de los sitios activos de estas enzimas.



Via de administracion

La administracion de los antibi6ticos via intramamaria es la forma mas directa
para el tratamiento de mastitis. La difusion de farmacos a la glandula mamaria
se da por métodos pasivos y depende de las propiedades de éste, como es la
solubilidad en lipidos o0 en agua, grado de disociacidon, grado de micronizacion,

coeficiente de particion y gradiente de concentracion.

Se dice que el calentamiento o pasteurizacion de la leche no modifica el
contenido de amoxicilina, aunque ocasionalmente si altera la actividad
antimicrobiana; también indican que los vehiculos o los procedimientos de
manufactura de los farmacos son distintos, por lo que la farmacocinética seréa
diferente y por lo tanto la eliminacion de los residuos de los farmacos sera de 60

a 144 horas™.



Justificacion.

Los residuos en leche de amoxicilina y &cido clavulanico podran afectar la salud
del consumidor, asi como la manufactura de los derivados lacteos. Por lo
anterior se justifica el estudio de residuos de farmacos en leche, el desarrollo y
validacion de métodos bioanaliticos de alta sensibilidad como HPLC para la
identificacion de medicamentos como la amoxicilina con &cido clavulanico

utilizados en el tratamiento de mastitis en bovinos.

Hipotesis.

Los residuos de amoxicilina y acido clavulanico identificables por cromatografia de
liguidos de alta resolucion en la leche de vacas postratamiento por via

intramamaria, desarrollan una cinética de eliminacion.
Objetivo

Identificar los residuos de amoxicilina y acido clavulanico en la leche a través del

tiempo, después del tratamiento intramamario de vacas con mastitis.
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MATERIAL Y METODOS.

El estudio para la identificacion de residuos de la amoxicilina y acido clavulanico
se llevo a cabo en la leche de vacas ubicadas en dos nucleos de produccion,
localizadas en el altiplano de México a 19° 16’ latitud Norte, 99° 06’ longitud
Oeste, a 2240 msnm, en un clima templado, con una temperatura promedio anual
de 14 a 16 °C con una precipitacion pluvial de 700 a 800mm anuales, clima tipo C

(wo) (w) B(I')*".

El trabajo se realiz6 con 35 muestras de leche de vacas Holstein-Friesian en
produccién. Como criterio de inclusion las vacas a tratar presentaron signos de
inflamacion en alguna de las glandulas mamarias (mastitis), asi como alteraciones
en la secrecion lactea identificadas en los primeros chorros de leche al inicio del
ordefio. El diagndstico de la mastitis se realiza mediante: a) la exploracion fisica
de la ubre, b) prueba de tazén con pafio negro y c) prueba de California para
mastitis (CMT) *” '8, Estos animales no recibieron ningln tratamiento previo en

las tltimas dos semanas.

Las vacas seleccionadas, se ordefiaron mecanicamente y al finalizar éste, se
preparé la ubre para la aplicacion del tratamiento, como se menciona a

continuacion:

1. Lavado de pezones con agua potable, de modo que se remueva toda
suciedad.

2. Secado de los pezones con toallas de papel desechable y limpias.
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3. Antisepsia en los pezones con torundas impregnadas de alcohol al 70%,
iniciando del meato del pezén hacia la base de este'®, después se obtiene una
muestra de leche de 50ml en un frasco estéril para la identificacion del
medicamento a estudiar.

4. Al termino del ordefio, se aplicé el medicamento en presentacion de
jeringas intramamarias, conteniendo amoxicilina 300mg, acido clavulanico 60mg,
prednisolona acetato 10mg y un vehiculo c. b, p, 8ml, dosis que se repitidé cada
12 horas, por dos ocasiones mas. Posteriormente se aplicé un antiséptico sobre
el pezédn.

5. En el siguiente ordefio con el procedimiento antes descrito se realizé la
primera toma de muestra de leche la cual fue almacenada en un congelador a
menos 28°C hasta su andlisis en el laboratorio. Este procedimiento se repitié
cada 12 horas durante 12 ocasiones es decir en los ordeflos matutino y
vespertino; hasta completar 420 muestras de leche para estudiar.

6. A toda vaca tratada se le dio seguimiento clinico, y se registro cualquier
alteracidon que se presentara a nivel glandular.

Andlisis de muestras.

Para la identificacion de amoxicilina y acido clavulanico por HPLC (cromatografia
de liquidos de alta resolucion); se tomé como base el método descrito por
Mohsen®. Este es un método con un sistema isocratico y con las siguientes

caracteristicas cromatogréficas.

1. Para la identificacion de la Amoxicilina y Acido clavulanico se utilizd una

bomba de inyeccion binaria, detector ultravioleta (UV) a una longitud de
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onda de 228nm, asi como una columna fase reversa C18, de 100 x 4.6mm
y tamafio de la particula de 4 micras.

2. La fase mévil se compuso por una solucion buffer de fosfato disédico 0.02M
(molar) y metanol a una concentracion de 96:4 v/iv (960/40ml)
respectivamente y con un pH 3, para ser bombeada con un flujo de 1.3
ml/minuto.

Para preparar la solucion buffer a una concentracion 0.02M, se obtuvo su peso

molecular (141.954 g/L), util para una obtener un litro de una solucién 1M. De

ahi se obtuvo la cantidad en gramos (2.839g/L) para que la solucion tenga una
concentracion 0.02M y ajustando el pH a 3 con la aplicacion de acido fosforico.

Una vez preparada la fase movil (Sol. Buffer + metanol) y verificado que tenga

un pH 3, la solucion se hizo pasar a través de un filtro de borosilicato con la

finalidad de retener particulas de una didmetro mayor a 0.05 micrometros, y

evitar el paso de particulas que puedan obstruir y modificar la sefial del

cromatograma.

Como parte final y antes de ser bombeada en el cromatdgrafo la fase movil fue

sometida a una inyeccion de helio, para eliminar toda la cantidad de oxigeno

que pudiera estar presente y provocar alguna reaccién explosiva dentro del
aparato.

3. Las soluciones madre de amoxicilina fue de 60mg/100ml y de 20mg/100mi
de &cido clavulanico, disueltas en metanol. De estas soluciones se
inyectaron 20ul de una dilucion 1/10 la cual contenia 1.2ug/20pl amoxicilina

y 0.4ug/20ul &cido clavulanico.



13

El procesamiento de la muestra se realizé de la siguiente manera.

1. Como primer paso se inyectaron en el cromatografo en varias repeticiones
y en diluciones diferentes (1/10, 1/20 y 1/50), cada uno de los elementos
gue comprenden las soluciones de trabajo (metanol, amoxicilina y &cido
clavulanico) con el fin de poder conocer las caracteristicas respecto al
tiempo de retencién y el area de cada uno, para poder obtener el estandar
con el cual serian analizadas las muestras a inyectar; la dilucion de trabajo
que presentd mejor respuesta fue 1/10 la cual contenia 1.2mg/20ul
amoxicilina y 0.4mg/20pl &cido Clavulanico.

2. Preparacion de la muestra.

2.1- Se descongela la muestra de leche a temperatura ambiente.

2.2- Se depositd la muestra de leche en un tubo con fondo cénico de 50ml
y se centrifug6 a 2500 revoluciones por minuto (RPM) por 20 minutos, con

el fin de separar la grasa de la muestra.

2.3- La grasa sobrenadante se separa por un medio fisico.

2.4- Se colecta 1 ml de leche y se le afiladen 2ml de metanol para hacer la

extraccion del farmaco.

2.5- Por medio de la adicion de metanol se precipitan las proteinas al

centrifugar la muestra a 2500 rpm por 25 minutos y extraer la amoxicilina.

2.6- El sobrenadante fue transferido a un tubo de ensaye limpio con el fin
de conocer la cantidad de la parte liquida y semiliquida de la muestra

(sobrenadante y botdn de proteinas) obtenida. Para conocer el valor de
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dilucion de cada muestra, volumen que sirvid para obtener la cantidad de
amoxicilina y acido clavulanico presente en cada muestra inyectada. Estos
tubos fueron identificados segun el numero de la vaca y ordefio

correspondiente.

3. Inyeccion de la muestra.

3.1- La identificacién de la amoxicilina y el acido clavulanico por HPLC, se
hizo en 20ul del sobrenadante y esté se inyectd en el reodine con una

jeringa de vidrio para cromatografia de liquidos.

3.2- Una vez abierto el reodine del inyector, se suministran 50ul del liquido.
Este sistema lo hace pasar al asa dosificadora de 20ul y de aqui a la
columna, que en este caso fue de C18 fase reversa. Una vez dentro de la
columna la muestra es arrastrada por la fase mévil a una velocidad de flujo
de 1.3 ml/min. Dentro de la columna el farmaco se sujeta a la fuerza de
arrastre por la fase movil y la fuerza de retencion por la fase estacionaria y
es identificado en el detector ultravioleta en un tiempo determinado (tiempo
de retencion); este farmaco es registrado a una longitud de onda de 228nm
por la sefal del integrador. El registro se dio por el tiempo de retencion, la

altura y/o la superficie de la sefial.

3.3- El tiempo de corrida del cromatograma fue de 5minutos, tiempo en el
cual se observaron los diferentes picos correspondientes a: metanol,
amoxicilina y acido clavulanico respectivamente, segun el tiempo de

retencién de cada uno.
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Los cromatogramas fueron usados para la identificacion y cuantificacion de
los farmacos en la muestra al referirlos al estandar. El tiempo de retencion
de la amoxicilina fue de 1 minuto y el del acido clavulanico de 2 minutos; el
tiempo del cromatograma fue de 5 minutos; los 3 minutos restantes se

utilizaron para lavar el sistema y llevar la linea base de respuesta a cero.

4. Evaluacion de resultados.

4.1- Las concentraciones de amoxicilina y &cido clavulanico, se agruparon
por numero de ordefio (del 1° al 12°); y de cada grupo se obtuvieron el
promedio, la desviacién estandar y concentraciones maximas y minimas,
datos que se capturaron en el programa OriginPro 7.5 para obtener la
grafica de eliminacion por concentracién y tiempo en horas (nimero de

ordefo).

4.2-Los resultados de las concentraciones identificadas se analizaron para

la identificacién de los parametros: vida media, coeficiente de eliminacion y

tiempo de retiro' 2 %% 23,
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RESULTADOS

Para la identificacion de la cinética de la eliminacion de la amoxicilina y acido
clavulanico en leche de vacas con mastitis después del tratamiento intramamario,
estos farmacos se extrajeron con alcohol metilico. Con esta extraccion ademas de
separar la amoxicilina se precipitaron las proteinas y se obtuvo un sobrenadante

transparente el cual fue utilizado para el analisis de los farmacos.

Las concentraciones de amoxicilina y acido clavulanico obtenidas por analisis con
Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC), se agruparon por tiempos de
muestreo. En las figuras 1 y 2 se anotaron las concentraciones promedio de cada

grupo de los 12 ordefios.

En el primer muestreo (12 horas de aplicado el tratamiento) se obtuvo en
promedio 1048ug (x 1511) con un (minimo y méaximo de 44 a 1363 ug) de
amoxicilina por Kilo de leche estudiada, 2° a las 24 horas 638 ug (+ 488) (174 a
1702 ug), 3° alas 36 horas 1166 pg (+ 1910) (7 a 4417 ug), 4° alas 48 horas 341
Mg (£ 315) (20.58 a 1145 ug), 5 ° a las 60 horas 357 ug (£ 730) (10 a 1662 ug), 6°
a las 72 horas 369 ug (= 420) (3 a 1231 pg), 8 ° a las 84 horas 245 ug (£ 476)
(0.91 21093 ug) y 9° alas 96 horas 192 ug (= 171) (1 a 631 pg) (cuadro 1y figura

1).

De los resultados obtenidos por medio de la férmula de cinética de primer orden
(Cr=Ci n ) donde Cr= Concentracion residual, Ci= Concentracion inicial n=
logaritmo natura de a y, a=constante de eliminacién multiplicado por t, donde t=

tiempo en horas para obtener los resultados siguientes; coeficiente de eliminacion
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de 0.046 expresado en tiempo y concentracion. Vida media de 15.06 horas y un
tiempo de retiro de 132 horas, es decir 11 ordefios considerando dos ordefios

diarios (5.5 dias).

El procesamiento de las muestras para la obtencion del Acido Clavulanico y su
analisis por HPLC fue el mismo que el sefialado para amoxicilina. Las
concentraciones obtenidas por muestreo son sefialadas en la figura 2, cuando se

indica que a las 96 horas la concentracion encontrada fue de 0.001 pg/Kg.
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Discusion

La tendencia de eliminacion expresada en la curva de la figura 1, indica una
eliminacién sostenida con tendencia a la baja, es decir que en el primer muestreo
se encontré 1048 ug/Kg de amoxicilina en la muestra de leche, a las 96 horas
192 ug/Kg y a las 132 horas 4 ug/Kg en las leches muestreadas.

Para considerar que la cantidad maxima admisible de amoxicilina para consumo
es de 4 ug/Kg, a las 132 horas (5.5 dias, 11 ordefios) esta leche contenia menos
residuos que el permitido por los Codex Alimentarios y las normas sanitarias de
la Unidn Europea (4 ug amoxicilina/kg de leche y 200 ug acido clavulanico/Kg de
leche), y Estados Unidos de América (10 ug amoxicilina/kg de leche y 200 ug
acido clavulanico/Kg de leche).

La concentracion maxima permitida de acido clavulanico por la EMEA y FDA en
leche es de 200 ug/Kg, A las 96 horas las muestras de este estudio contenian
0.001 pg acido clavulanico/Kg leche, lo que indic6 que dicha leche podria ser

consumida en este tiempo?* .

De 12 al32 horas de seguimiento de los posibles residuos de amoxicilina, se
obtuvo en las primeras 24 horas una disminucién del antibiético en leche con
tendencia a la baja, que a las 132 horas los residuos del farmaco se encontraron

dentro de los limites aceptables segtn la EMEA y la FDA. %1%,

Estos resultados concuerdan con lo expresado por otros autores™® 242,
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No obstante la DSM sefala que en vacas con cuadros leves de mastitis las
muestras resultaron libres de residuos al tercer dia después de la aplicacién del
altimo tratamiento, pero en casos severos de mastitis se requirieron 7 dias o

mayor tiempo?.
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Conclusiones

1) Las muestras de leche de vacas tratadas por presentar cuadros de mastitis
clinicas con grados de severos a moderados, aplicando amoxicilina y acido
clavulanico, resulto que a las 132 horas (5.5 dias) posteriores al udltimo
tratamiento, contenian 4 ug de amoxicilina por Kilo de leche y 0.001 pg de acido

clavulanico.

2) La cantidad del amoxicilina y el acido clavulanico encontrados a las 132 horas
(5.5 dias) de aplicado el ultimo tratamiento son similares a los indicados por la
EMEA y la FDA, quienes los consideran como Limites Maximos Permisibles

(LMR’s) para consumo humano.

3) Con base a los resultados se sugiere que la leche pueda ser considerada

Optima para consumo hasta el sexto dia después del ultimo tratamiento.

Reflexiones

1) Con base en los resultados logrados en este trabajo, la leche de vacas
tratadas contra mastitis clinica seria apta para consumo después del sexto
dia de la aplicacion de amoxicilina y del &cido clavulanico y que la vaca se

halla recuperado de la mastitis.
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CUADROS Y FIGURAS
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FIGURA 1.- Cinética de residuos postratamiento de amoxicilina en leche de vacas
con mastitis, al aplicar 300mg/ glandula.
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Acido clavulanico
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FIGURA 2.- Cinética de residuos postratamiento de Acido Clavulanico en leche de

vacas con mastitis, al aplicar 60mg/ glandula.



Cuadro 1.
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Valores (ug/kg) estadisticos descriptivos de residuos de amoxicilina en leche de
vacas con mastitis analizados por HPLC.

Horas Concentracio | Valor Valor Desviacion
n promedio maximo minimo | estandar
12 1048 1363 44 1511
24 638 1702 174 488
36 1166 4417 6.85 1910
48 341 1145 20.58 315
60 357 1662 10.20 730
72 369 1231 2.06 420
84 245 1093 0.91 476
96 192 631 1.03 171
Cuadro 2

Valores (ug/kg) estadisticos descriptivos de acido clavulanico en leche de vacas
con mastitis analizados por HPLC.

Tiempo | PROMEDIO(ug/kg) | MAXIMO MINIMO | DESVIACION

(horas) (ng/kg) (ng/kg) ESTANDAR(ug/KQ)
12 0.001454523 | 0.00766527 | 1.764E-06 0.00261009
24 0.001042054 0.0061872 | 2.633E-07 0.0021389
36 2.21897E-05 | 8.87587E-05 | 4.824E-07 4.1158E-05
48 0.002005401 | 0.006694933 | 3.921E-06 0.00240728
60 0.000590081 | 0.001766785 | 4.979E-07 0.00101906
72 0.002341728 | 0.008424871 | 5.51E-06 0.00371532
84 4.30278E-06 | 6.70449E-06 | 9.191E-07 2.7215E-06
96 0.001370621 | 0.004085002 | 4.95E-07 0.00152378
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FIGURA 3.- Tiempo de retencion (minutos) y altura (unidades de millar) de la
sefal del metanol (0.5 min, 1000), amoxicilina (1.2, 420) y acido clavulanico
2.0por cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC).
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