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RESUMEN

Objetivo. Evaluar la respuesta de los métodos
BRT AiM y Delvotest en leche de oveja libre de
antimicrobianos obtenida al transcurso de la
lactancia, en combinacién con el efecto por
adicion de conservantes o tratamiento de
precalentamiento de las muestras.
Metodologia. Se recolectaron muestras de
leche del ordefio matutino de 20 ovejas cada 2
semanas, desde los 15 dias posparto hasta el
final de la lactancia. Un total de 929 muestras
fueron analizadas por BRT AiM con predifusion
y pruebas microbianas Delvotest. Resultados.
La especificidad de las muestras de leche sin
conservantes sin tratamiento térmico fue alta
(96.3% para BRT y 97.7% para Delvotest), y los
resultados mejoraron para aquellas muestras
tratadas térmicamente a 82 °C/10 min (99% para
BRT y 98.7% para Delvotest). El dicromato de
potasio produjo una inhibicién total del
crecimiento de Bacillus stearothermophilus con

térmicamente fue menor en comparacion con las
muestras de leche sin conservantes para los
métodos BRT AiM (90.2%) y Delvotest (91.0%),
mejorando cuando las muestras fueron tratadas
térmicamente, ambas para BRT AiM (94.8%) y
Delvotest (95.3%), dado que la presencia del
conservante aumentd la frecuencia de
resultados dudosos. La etapa de lactancia afecto
significativamente los resultados de los
métodos, con mayor frecuencia de casos falsos
positivos y dudosos al final del Cciclo,
especialmente  en  aquellas  muestras
conservadas con acidiol. Conclusién. La mayor
selectividad en ambos métodos se obtuvo para
muestras de leche de oveja sin conservantes
con tratamiento térmico previo tomado al inicio o
en la mitad del periodo de lactancia.
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ambos métodos. Cuando se utilizd acidiol, la antibioticos.
especificidad de las muestras no tratadas
ABSTRACT

Objective. To evaluate the response of the BRT
AiM and Delvotest methods in antimicrobial-free
sheep's milk obtained during lactation, in
combination with the effect of the addition of
preservatives or preheating treatment of the
samples. Methodology. Milk samples were
collected from the morning milking of 20 ewes
every 2 weeks, from 15 days postpartum to the
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end of lactation. A total of 929 samples were
analyzed by BRT AiM with prediffusion and
Delvotest microbial tests. Results. The specificity
of the preservative-free milk samples without
heat treatment was high (96.3% for BRT and
97.7% for Delvotest), and the results improved
for those samples heat-treated at 82 °C / 10 min
(99 % for BRT and 98.7% for Delvotest).
Potassium dichromate produced total inhibition
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of Bacillus stearothermophilus growth with both
methods. When acidiol was used, the specificity
of the samples not heat-treated was lower
compared to the mik samples without
preservatives for the BRT AiM (90.2%) and
Delvotest (91.0%) methods, improving when the
samples were heat-treated, both for BRT AiM
(94.8%) and Delvotest (95.3%), since the
presence of the preservative increased the
frequency of doubtful results. The lactation stage
significantly affected the results of the methods,
with a higher frequency of false positive and

INTRODUCCION

La presencia en la leche cruda de sustancias
antimicrobianas puede tener graves consecuencias
toxicologicas y técnicas. Ademas, la presencia de
residuos quimicos, en particular antibiéticos, puede
retrasar (si no prevenir totalmente) los procesos
bacteriologicos utilizados en la fabricaciéon de
determinados productos lacteos. Por tanto, es de
fundamental importancia evitar la presencia de estos
residuos en la leche para reducir los problemas
durante el procesamiento, asi como para prevenir su
transmision a los consumidores. En los Ultimos afios
se han desarrollado diferentes métodos de anélisis
para la deteccion rapida de residuos de inhibidores
presentes en la leche Una de las propiedades que
caracteriza a estos métodos es la especificidad,
definida como “la relacién entre el nimero de
resultados negativos y el numero total de muestras
analizadas mediante un método determinado,
utilizando leche libre de residuos”

Las pruebas de inhibidores microbiologicos se
utilizan ampliamente para la deteccidn de inhibidores
en la leche, ya que son rapidas, faciles de usar y
economicas. Algunos de ellos utilizan cepas de
prueba bacterianas como Bacillus stearotermophilus
var. calidolactis, por ejemplo, Brilliant Reduction Test
(BRT) y Delvotest, se utilizan en laboratorios de
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doubtful cases at the end of the cycle, especially
in those samples preserved with acidiol.
Conclution. The highest selectivity in both
methods was obtained for samples of sheep's
milk without preservatives with previous heat
treatment taken at the beginning or in the middle
of the lactation period.

Keywords: Sheep milk  microbiological
screening test BRT AiM Delvotest inhibitors
Residues of antibiotics

control de calidad. Varios autores han sefialado el
problema de los resultados falsos positivos en ciertas
pruebas de inhibidores microbioldgicos. Entre otras
posibles causas, estos resultados pueden atribuirse
a la presencia de agentes antimicrobianos
autéctonos (p. Ej., Enzimas lactoperoxidasa,
lactoferrina y lisozima).

Las pruebas de inhibidores microbiologicos se
desarrollaron para verificar la calidad de la leche de
vaca y se han evaluado en numerosos trabajos de
investigacién. También se han aplicado a la leche de
cabra, aunque se han realizado pocos estudios sobre
la leche de oveja. La diferente composicién quimica
y la mayor actividad de algunas enzimas inhibidoras
del crecimiento microbiano como la lactoperoxidasa
(Althaus et al., 2001) en la leche de oveja en
comparacion con la leche de vaca pueden ser la
causa de las diferentes tasas de respuesta de las
pruebas de inhibidores microbioldgicos utilizados. en
ovino. Por este motivo, el objetivo del presente
trabajo es evaluar la respuesta de los métodos BRT
AIM y Delvotest en leche de oveja libre de
antimicrobianos obtenida en el curso de la lactancia,
en combinaciéon con el efecto por adicion de
conservantes o tratamiento de precalentamiento. de
las muestras, segun la especificidad de las pruebas
empleadas para evaluar la presencia de resultados
falsos positivos.

MATERIALES Y METODOS

Muestras de leche y analisis quimicos: Para obtener
muestras de leche libre de antimicrobianos durante

el periodo de lactancia completo, se utilizd un rebafio
de 20 ovejas East Friesian de la “Granja la Ciénega”
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ganaderia lechera localizada en el Municipio de
Brisefias de Matamoros (Michoacan de Ocampo). El
Municipio se localiza al noroeste del estado de
Michoacan, limita al norte con el estado de Jalisco, al
este con Vista Hermosa, al sur con Venustiano
Carranza y Pajacuaran y al oeste con el estado de
Jalisco. Los corderos se separaron de las ovejas 24
h después del parto, las ovejas se ordefiaron dos
veces al dia (8:00 h y 17:00 h) hasta el final del
periodo de lactancia (150 dias). El rebafio se
mantuvo permanentemente en establos; permanecié
en condiciones ambientales, de manipulacion y de
alimentacion similares durante todo el experimento;
y no recibid ningun farmaco durante el experimento.

Las ovejas se alimentaron de acuerdo con la
produccion de leche y las raciones se equilibraron
para cumplir con las recomendaciones minimas
durante la lactancia, que consistieron en paja, heno
de alfalfa, pulpa de naranja, pulpa de raiz de
remolacha, granos de cerveza y un concentrado
comercial para ovejas lactantes.

La rutina de ordefio de las ovejas no incluyé ninguna
preparacién de la ubre previa a la colocacion de la
pezonera. Las muestras individuales se recolectaron
15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120 y 135 dias después
del parto, durante el ordefio matutino y se colocaron
en recipientes plasticos estériles de 100 ml y se
mantuvieron a 4 °C hasta el analisis.

Antes del analisis, las muestras se dividieron en 6
alicuotas para probar los efectos de la adicion del
conservante y el tratamiento térmico de la muestra
antes del andlisis. Estos fueron: sin conservantes (sin
tratar y calentados a 82 °C durante 10 min);
dicromato de potasio (sin tratar y calentado a 82 °C
durante 10 min); acidiol (sin tratar y calentado a 82
°C durante 10 min).

Como conservantes se utilizd una solucién de 4 pl /
ml de acidiol (150 mg de cloranfenicol, 1 ml de etanol,
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3.5 g de azida sddica, 4.5 g de citrato sédico 5H20,
en 100 ml de agua destilada) o 10 pl / ml de una
solucion de dicromato de potasio al 10%.

Prueba de deteccién microbiologica: Las muestras
de leche se analizaron durante el periodo de seis
horas después de la recoleccién por BRT AiM con
pruebas microbianas de predifusion. Se tomaron
muestras de leche sin antibidticos como “control
negativo”. Como “control positivo” se utilizaron
muestras de leche afiadidas con 4 pg de penicilina /
kg. BRT AiM y Delvotest se llevaron a cabo de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los
cambios de color del indicador de ambos métodos se
clasificaron visualmente como negativos, dudosos o
positivos.

Tratamiento estadistico de datos: Para evaluar los
efectos del conservante (P), el tratamiento térmico
(HT) y el estadio de lactancia (SL) sobre las
respuestas de las pruebas de inhibidores
microbiolégicos, el modelo de regresion logistica
(Agresti, 1990), mediante el cual se agruparon las
calificaciones “positivo” y “dudoso”. EI modelo
logistico utilizado fue: Pi = ef (xi) / 1 + ef (xi) Pi = ef
(xi) /1 + ef (xi)

donde Pi = probabilidad de respuesta "positiva y
dudosa" / respuesta "negativa"; f (xi) = modelo logit
lineal.

Los resultados se procesaron mediante la opcidn
STEPWISE del procedimiento LOGISTIC de SAS
(SAS, 1998). El disefio estadistico para analizar los
efectos del conservante, ftratamiento térmico y
periodo de lactancia sobre la interpretacion visual de
la prueba de cribado de residuos de antibiéticos. Se
aplico el coeficiente de concordancia (SAS, 1998)
como correlacion de rango entre las respuestas
observadas y las probabilidades predichas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Prueba de inhibidor microbiolégico BRT AiM: El
dicromato de potasio produjo un marcado efecto
inhibidor en la prueba de inhibidores microbioldgicos,
impidiendo el desarrollo de Bacillus
stearothermophilus var. Calidolactis C-953, presente
como microorganismo de prueba en la prueba de
inhibidor microbiolégico BRT AiM. La frecuencia de
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resultados falsos positivos fue del 87.3% y de
resultados dudosos del 12.7%, sin que en ninguno de
los dos casos se obtuvieran resultados negativos.
Por esta razon, solo el efecto del tratamiento térmico
sobre las frecuencias de las respuestas del método
BRT AIM para muestras de leche de oveja sin
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conservantes y las conservadas con acidiol aparece

enlaTabla1.
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Tabla 1. Efecto del conservante y el tratamiento térmico de muestras de leche en BRT AiM con resultados de
pruebas de predifusion.

Preservativo | Tratamiento Interpretacion visual BRT Especificidad (%)
térmico Negativo Dudoso Positivo
Sin sin tratar 373 (96.3%) 8 (2.1%) 6 (1.6%) 96.3
Preservativo
82°C/10 min 383 (99.0%) 4 (1.0%) 0 (0%) 99.0
Acidiol sin tratar 349 (90.2%) 36 (9.3%) 2 (0.5%) 90.2
82°C/10 min 367 (94.8%) 18 (4.7%) 2 (0.5%) 94.8

Especificidad (%): negativos / resultados totales x 100

La frecuencia de calificaciones negativas en
muestras de leche de oveja sin conservantes no
sometidas a tratamiento térmico fue alta
(especificidad 96.3%), como se muestra en la Tabla
1. El tratamiento térmico previo de muestras de leche
sin conservantes produjo una reduccion en la
frecuencia de casos dudosos (del 2.1% al 1.0%) y la
eliminacion del 1.6% de los casos positivos,
mejorando la respuesta del método.

La conservacion de las muestras de leche con
acidiol, practica muy extendida en los laboratorios de
calidad de la leche, produce interferencia con el
método, ya que se reduce la frecuencia de casos
negativos (especificidad 90.2%) en comparacion con
las muestras sin conservantes (especificidad 96.3%).
En las muestras conservadas con acidiol también se
observé una reduccién en la frecuencia de casos
dudosos, de 9.3% a 4.7%, cuando las muestras
fueron tratadas térmicamente.

El aumento de especificidad observado tanto en
muestras de leche sin conservantes como en
muestras conservadas con acidiol por ambos
tratamientos puede deberse a la desnaturalizacion
de algunos de los inhibidores naturales en la leche
que podrian interferir con las pruebas de inhibidores
microbiologicos Estudio mediante el modelo de
regresion logistica para predecir la probabilidad de
obtener resultados “falso positivo y dudoso” cuando
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se utiliza la prueba BRT AiM con predifusion con
leche de oveja. Dado que el dicromato de potasio
posee un marcado efecto antimicrobiano y provoca
un alto grado de interferencia con el método, los
resultados obtenidos con este conservante no se
incluyeron en el andlisis estadistico. La regresidn
logistica indic6 un efecto significativo para acidiol (x2
= 18.9381; P <0.0001), etapa de lactancia (x2 =
17.4287; P <0.0003) y tratamiento térmico (x2 =
9.4941; P <0.0021).

La concordancia del modelo logistico fue del 70.7%
y la frecuencia de casos “falsos positivos y dudosos”
cuando se utilizd el método BRT AiM con muestras
de leche de oveja se puede calcular mediante la
siguiente ecuacion: L1 =-4.4870 + 0.0141SL + A1 +
A2L1=-4.4870+0.0141SL + M + A2

donde SL = efecto de la etapa de lactancia; M =
1.2110 para muestras conservadas con acidiol y A2
=-0.7933 para muestras de tratamiento térmico.

En la Figura 1 se presentan los porcentajes de casos
“falsos positivos y dudosos” calculados utilizando la
ecuacion 1 para las muestras sin conservantes y
aquellas con acidiol. En dicha figura se puede
observar que la frecuencia de casos “falsos positivos
y dudosos” aumenta con el curso de la lactancia,
siendo mayor para aquellas muestras conservadas
con acidiol. Este aumento en la frecuencia de casos
"falsos positivos y dudosos" podria atribuirse a la
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presencia de sustancias antibacterianas autoctonas
(Beukers, 1991; Schiffmann et al., 1992) o al alto
recuento de células somaticas (Carlsson y Bjorck,
1989; Tyler et al.,, 1992; Van Eenennaam et al.,
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1993), dado que las concentraciones de algunos de
los inhibidores naturales aumentan a medida que
avanza la lactancia (IDF, 1991).
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Figura 1. Tasa de falsos positivos y dudosos en muestras de leche de oveja analizadas por BRT durante la
lactancia. ( 4) Muestras de leche de oveja sin conservantes y sin calentar, ( ) Muestras de leche de oveja sin
conservantes y calentadas (82 ° C / 10 min), (e) Conservante acidiol y muestras de leche de oveja sin calentar,
(o) Conservante acidiol y muestras de leche de oveja calentadas (82 ° C/ 10 min).

Como se muestra en la Figura 1, la probabilidad de
obtener resultados “falso positivo y dudoso” en
muestras de leche de oveja sin conservantes y sin
tratamiento térmico presenté valores muy bajos, de
menos del 2% al inicio del ciclo, mientras que los
valores aumentaron a casi 7% hacia el final de este
periodo. El tratamiento térmico previo de las
muestras produjo una reduccion de la frecuencia de
casos de resultados “falsos positivos y dudosos” que,
al final del periodo de lactancia, alcanzaron un
maximo del 3%.

La interferencia del acidiol se hizo mas notoria al final
del periodo de lactancia, con un 20% de resultados
“falsos positivos y dudosos”, que pudieron reducirse
al 10% mediante tratamiento térmico a 82 °C / 10
min. Por este motivo, puede ser conveniente realizar
mas estudios encaminados a reducir la interferencia
de este conservante, por ejemplo, mediante la

modificacién de las condiciones operativas del
ensayo (tiempo de incubacién), mediante la
reduccion de las concentraciones de alguno de los
componentes del acidiol (cloranfenicol o azida
sodica) o buscando ofras alternativas de
conservacion para muestras de leche de oveja.

Prueba de inhibidor microbiolégico de Delvotest:
Como se observd en la prueba BRT AiM, la
conservacion de muestras de leche de oveja con
dicromato de potasio produjo una inhibicion total del
desarrollo del crecimiento de B. stearothermophilus
var. calidolactis C-953, presente en el método
Delvotest, con 92.5% de casos falsos positivos, 8.5%
dudosos y sin resultados negativos. En la Tabla 2, se
presentan los efectos del acidiol y el tratamiento
térmico de muestras de leche de oveja sobre las
calificaciones del método Delvotest.

Tabla 2. Efecto del conservante y el tratamiento térmico de muestras de leche sobre los resultados de la prueba

Delvotest.

Preservativo Tratamiento

Interpretacion visual de Delvotest

Especificidad (%)

térmico Negativo

Dudoso Positivo
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Sin Sin tratar 378(977%) | 6(15%) 3(0.8%) 977
presenaivo - -eo =& 710 min 382(98.7%) | 5 (13%) 0(0%) 98.7
Acidiol Sin tratar 352(910%) | 33 (85%) 2(05%) 91.0

82°C /10 min 369 (953%) | 18 (4.7%) 0(0%) 953

Especificidad (%): negativos / resultados totales x 100

El tratamiento térmico previo de muestras de leche
de oveja mejord los resultados en muestras libres de
conservantes, produciendo una ligera disminucién de
la frecuencia de resultados dudosos (del 1.5% al
1.3%) y la eliminacion de los tres casos falsos
positivos, probablemente por la desnaturalizacion.
efecto del calentamiento sobre determinadas
sustancias antibacterianas autoctonas presentes en
la leche de oveja.

En muestras de leche de oveja sin conservantes y sin
tratamiento térmico, la frecuencia de resultados
“falsos positivos y dudosos” de este trabajo (2.3%) es
similar a la indicada en muestras de leche de vaca
obtenidas el dia 151 posparto para Delvotest (tasa de
falsos positivos del 3.05%). Es mas, Sischo y Burns
(1993) y Charmy Zomer (1995), utilizando la prueba
Delvotest con muestras de leche de vaca, obtuvieron
resultados con especificidad de 98% y 95%, lo que
implica porcentajes de falsos positivos de 2% y
5%. Otros Macaulay y Packard, (1981) han obtenido
tasas mas altas de resultados falsos positivos en la
leche de vaca. Zeng y col. (1996) reportaron un 7%
de casos falsos positivos al aplicar el método
Delvotest con muestras de leche de cabra Alpina,
mientras que Contreras et al. (1997) determind una
especificidad con muestras de leche de cabra del
97% (tasa de falsos positivos del 3%). Estos valores
son similares a los obtenidos en este trabajo a partir
de muestras de leche de oveja sin conservantes
(97.6%), lo que indica que la prueba microbiana
Delvotest es igualmente adecuada para el anélisis de
inhibidores en leche de oveja. Ademas, en este caso,
el acidiol produce una reduccion en la frecuencia de
casos negativos (91.0%) en comparacién con las
muestras de leche de oveja sin conservantes
(97,7%). Este hecho confirma la necesidad de
adecuar las condiciones operativas del método
cuando se utilizan muestras de leche de oveja
conservadas con acidiol, o de investigar el uso de
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otro conservante que provogue menos interferencia
con la prueba microbiana Delvotest.

El tratamiento térmico de las muestras conservadas
con acidiol también produce una reduccion de los
casos dudosos, mas evidente en los casos en los que
no se utiliza conservante, ya que la frecuencia de
resultados dudosos disminuy6 del 8.5% al 4.7%, con
la desaparicion de los dos falsos -resultados
positivos.

Para considerar la frecuencia de casos “falsos
positivos y dudosos” cuando se utiliza el Delvotest
con leche de oveja, se utilizé el modelo de regresidn
logistica. Al igual que con el método BRT AiM, los
efectos del acidiol (x2 = 19.7226; P <0.0001), la etapa
de lactancia (x2 = 20.5770; P <0.0001) y el
tratamiento térmico (x2 =7.0952; P <0.0077) fueron
significativos . El porcentaje de concordancia del
modelo logistico fue del 73.6%. La ecuacién que
permite considerar la frecuencia de resultados
"falsos positivos y dudosos" cuando se utiliza el
método Delvotest con muestras de leche de oveja es
la siguiente: L1= - 4.9977 + 0.0166 SL +A1+A2L1=-
4.9977+0.0166SL+A1+A2

donde SL = efecto de la etapa de lactancia; A =
1.3719 para muestras conservadas con acidiol y A, =
-0.7242 para muestras sometidas a tratamiento
térmico (82 °C / 10 min). En la Figura 2 se
representan las frecuencias relativas de casos
“falsos positivos y dudosos” calculadas mediante la
ecuacion 2 . No se ha informado de las respuestas
del método Delvotest para muestras de leche de
oveja conservadas con dicromato de potasio, debido
a su potente accién antibacteriana. En dicha Figura
se puede observar la interferencia del acidiol con la
prueba microbiana Delvotest y el aumento de la
frecuencia de casos “falsos positivos y dudosos” a
medida que avanza la etapa de lactancia.
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Figura 2. Tasa de falsos positivos y dudosos en muestras de leche de oveja analizadas por Delvotest durante la
lactancia. ( 4) Muestras de leche de oveja sin conservantes y sin calentar, ( ) Muestras de leche de oveja sin
conservantes y calentadas (82 °C / 10 min), (e) Conservante acidiol y muestra de leche de oveja sin calentar, (o)
Conservante acidiol y muestras de leche de oveja calentadas (82 °C / 10 min).

Los porcentajes estimados de casos “falsos positivos
y dudosos” cuando se aplica el método Delvotest con
muestras de leche de oveja sin conservantes son
bajos al inicio de la lactancia (1%), alcanzando el 6%
al final de este periodo. Esto puede deberse a la
composicion de la leche (mucho mas rica en grasas
y proteinas), al mayor nimero de células somaticas
y a ciertos inhibidores naturales asociados a ellas al
final de la lactancia. El tratamiento térmico reduce los
“falsos positivos y dudosos” a valores inferiores al 1%
al inicio de la lactancia y aproximadamente al 3% al
final. Cuando la muestra se calienta, parte de los
inhibidores naturales pueden destruirse y, por lo
tanto, hay menos interferencia con la respuesta de la
prueba.

En el caso de muestras con acidiol, parece existir un
efecto sinérgico entre los resultados falso positivo y
dudoso debido al efecto del acidiol, que contiene
cloranfenicol en la férmula, y la composicion de la
leche de oveja al final de la lactancia. Los valores
calculados por modelo logistico para muestras de
leche de oveja acidiol fueron elevados al final de la
lactancia, alcanzando valores de aproximadamente
20% al final del ciclo en muestras no tratadas
térmicamente y del 10% para muestras tratadas
térmicamente (82 °C / 10 minutos). Como en el caso
del método BRT AiM, se requieren mas estudios que
conduzcan a la disminucion de la interferencia de
conservantes.

CONCLUSIONES

La especificidad de las muestras de leche de oveja
sin conservantes y aquellas sin tratamiento térmico
fue alta para ambos métodos, aumentando cuando
las muestras de leche se calentaron a 82 °C / 10
min. Cuando se utiliza acidiol como conservante, la
especificidad es menor, especialmente en muestras
sin tratamiento térmico, mientras que el dicromato de
potasio produce una interferencia total con las
pruebas de inhibidores microbiolégicos.

Por tanto, parece aconsejable realizar un tratamiento
térmico de las muestras de leche de oveja antes de
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aplicar el BRT AiM con predifusion y pruebas
microbianas Delvotest. Sin embargo, desde un punto
de vista practico y rentable, puede ser recomendable
analizar primero todas las muestras sin tratamiento
previo. Los resultados positivos y dudosos de dicho
analisis requeririan entonces confirmacién mediante
tratamiento térmico de muestra.

Las mayores frecuencias de resultados falsos
positivos y dudosos se presentan al final del periodo
de lactancia, lo que en el caso de que se utilice acidiol
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como conservante podria dar lugar a una incidencia
excesivamente alta de interpretaciones dudosas.

Dado que el acidiol es un conservante comunmente
utilizado en los laboratorios de calidad de la leche, se
recomiendan nuevos estudios encaminados a la
disminucion de la interferencia del acidiol con estas
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pruebas de inhibidores microbioldgicos, modificando
las condiciones operativas (tiempo de incubacién) o
las concentraciones de algunos de sus
componentes, aunque Seria deseable mejorar las
condiciones de recogida de muestras y evitar el uso
de conservantes en estos anélisis.
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