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Resumen

La intensificacion de la produccion lechera se relaciona con el incremento de las enfermedades del
rodeo; las mastitis y las enfermedades podales son las patologias mas comunes. En la produccion
lechera, los antibiodticos estan entre las drogas mas usadas y, entre ellos, los mas utilizados son los
beta-lactamicos (penicilinas y cefalosporinas). En nuestro pais tres cuartas partes de las formula-
ciones incluyen alguno de ellos. EI mal uso o el exceso en su empleo pueden llevar al desarrollo
de resistencia bacteriana, con los consecuentes a fallos terapéuticos en el tambo y problemas en la
elaboracion de derivados lacteos fermentados.

El objetivo del proyecto es desarrollar una técnica por cromatografia liquida de alta eficacia
combinada con espectrometria de masa (HPLC/MS/MS) para cuantificar niveles inferiores a los
limites maximos de residuos exigidos para los residuos de antibioticos § lactamicos en leche cru-
da. Dentro de la familia de los beta lactamicos, se determinaron las siguientes penicilinas: Gy V,
ampicilina, amoxicilina y cloxacilina; y dentro de los cefalosporinas, se determinaron cefalexina y
cefapirina.

En el proceso de extraccion desarrollado, los compuestos fueron extraidos de la leche con ace-
tonitrilo y el extracto se purifico posteriormente en una columna fase reversa. Posteriormente se
inyectd una alicuota en un cromatégratfo HPLC/MS/MS para la deteccion de cada uno de los com-
puestos por doble fragmentacion (iones padres e hijos). Los minimos niveles detectables obtenidos
cumplen con los requisitos necesarios pues son menores que los maximos niveles de residuos
tolerados.

El método fue validado para la ampicilina con los siguientes resultados: minimo nivel detectable
0,65 pg/L, minimo nivel cuantificable 1,94 pg/L, recuperacion promedio 92,1 %, coeficiente de
variacion CV% 9.2, incertidumbre 18,4 %.

El objetivo siguiente es finalizar con la validacion del método y aplicarlo a la totalidad de las
muestras recibidas en el Laboratorio Xenobidticos durante 14 meses. Dichas muestras correspon-
deran a leche cruda de camiones cisterna proveniente de las provincias de Cérdoba, Santa Fe y
Buenos Aires, que concentran el 94 % de la produccion lactea nacional.
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Abstract

The intensification of the dairy production is related to the increase of the diseases of the rodeo,
being the mastitis and the podal diseases the most common pathologies. In milk production,
antibiotics are some of the most used drugs: ones widely utilized are beta-lactams (penicillin and
cephalosporin). In our country, three quarters of the formulations include some of them. The misuse
or excess of them can lead to the development of bacterial resistance, leading to therapeutic failures
and problems in the elaboration of fermented dairy products.

The aim of the project is to develop a high performance liquid chromatography technique
combined with mass spectrometry (HPLC/MS/MS) to quantify levels below the maximum residue
limits for B lactam antibiotics in raw milk. Within the B lactam family, the following types of
penicillin were determined: G and V, ampicillin, amoxicillin and cloxacillin. And within the
cephalosporins, cephalexin and cephapirin were determined.

In the developed extraction process, the compounds were extracted from the milk with acetonitrile
and were further purified on a reverse phase column. An aliquot was then injected into an HPLC /
MS / MS chromatograph for the detection of each compound by double fragmentation (parent ions
and product ions). The minimum detectable levels obtained meet the necessary requirements being
lower than the maximum levels of residues tolerated.

The method was validated for ampicillin with the following results: Minimum detectable level
0.65 pg / L, minimum quantifiable level 1.94 ng / L, average recovery 92.1 %, coefficient of
variation CV% 9.2, and uncertainty 18.4 %.

The following aim is to conclude with the validation of the method and apply it to all the
samples received in Xenobiotics Laboratory for 14 months. Such samples will correspond to raw
milk from tanker trucks coming from the provinces of Cordoba, Santa Fe and Buenos Aires, which
concentrate 94 % of the national dairy production.
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