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RESUMEN

Las fluoroquinolonas son antimicrobianos ampliamente usados en animales de
produccidn para el tratamiento de enfermedades bacterianas. Sin embargo, su uso reviste un
riesgo para los consumidores, ya que puede haber concentraciones residuales de estas
drogas en los alimentos de origen animal, como son huevo, carne, leche miel y otros.

Para determinar el periodo de resguardo de enrofloxacino en huevos, se administro
una formulacién comercial de enrofloxacino 10% a gallinas ponedoras. EI método analitico
utilizado para la determinacion de enrofloxacino y su metabolito ciprofloxacino en clara y
yema fue previamente validado de acuerdo a las recomendaciones de la Decision
2002/657/CE de la Comunidad Europea. Para la deteccion y cuantificacion de las drogas en
ambos compartimentos del huevo se utilizd cromatografia liquida con deteccién de
fluorescencia. El limite de deteccion de la técnica fue de 1 ng/g y la recuperacion fue mayor
al 80%.

El estudio de deplecion fue realizado utilizando 12 gallinas ponedoras Leghorn las
que fueron tratadas con una dosis de 10 mg/kg via oral de enrofloxacino 10% por 5 dias
consecutivos. Las concentraciones de enrofloxacino y ciprofloxacino en ambos
compartimentos del huevo fueron monitoreados durante los 5 dias de tratamiento y por 10
dias una vez que éste fue suspendido.

Durante el tratamiento, las concentraciones alcanzadas en clara se mantuvieron
elevadas durante los 5 dias de tratamiento. En la yema, las concentraciones aumentaron en
forma gradual. Una vez que el tratamiento fue suspendido, el nivel de antimicrobianos en la
clara disminuyé rapidamente desde el dia 1 postratamiento, siendo éstas no detectadas al
dia 10 postratamiento (LOD=1 ng/g). En la yema, las concentraciones de antimicrobianos
aumentaron hasta el primer dia postratamiento, pero los niveles decayeron para no ser
detectados al dia 10 postratamiento.

Considerando las recomendaciones de la Comunidad Europea, se debe considerar
un periodo de resguardo de 13 dias para la formulacién oral de enrofloxacino 10% cuando
ésta sea administrada por la via y dosis utilizada en este estudio. Ademas, debido a que
ambos compartimentos demoraron lo mismo en depletar el antimicrobiano, cualquiera de

ellos puede ser considerado el tejido marcador para el control de residuos.



SUMMARY

Fluoroquinolones are antimicrobial agents widely used in food producing animals
for the treatment of bacterial diseases. However, there is a risk to human consumers as
there may be residual concentrations of these drugs in foods of animal origin such as egg,
meat, milk and honey, among others.

In order to assess the withdrawal time of enrofloxacin in eggs, an oral formulation
of 10% enrofloxacino was administered to laying hens. The analytical method used for the
determination of enrofloxacin and its metabolite ciprofloxacin in egg white and yolk was
previously validated following the recommendations of the European Decision
2002/657/CE. Liquid chromatography with fluorescence detection was used in order to
quantify drug concentrations in egg compartments. The chromatographic method reached a
detection limit (LOD) of 1 ng/g and a recovery over 80%.

The depletion study was carried out by treating 12 Leghorn laying hens with a dose
of 10 mg/kg bw of 10% enrofloxacin orally for 5 consecutively days. Enrofloxacin and
ciprofloxacin concentrations in both egg compartments were monitored during treatment
and also for ten days after the treatment was suspended.

Elevated concentrations were found in egg white since 24 hours after the treatment
was started and remained in those levels during treatment. In yolk, drug concentrations
increased gradually. After treatment was suspended, the antimicrobial levels in white
decreased rapidly since the first day and they were not detected on day 10 after treatment
(LOD=1 ng/ml). In yolk, drug concentrations increased until the first day after treatment,
but were also not detected on day 10.

Considering the recommendations of the European Community, a withdrawal time
of 13 days for the formulation of 10% enrofloxacin in eggs must be considered when
administered in the dose and route of administration used in this study. In addition, white or
yolk indistinctly can be considered as the target tissue for residue control as they depleted

the studied antimicrobial at the same time.



INTRODUCCION

La inocuidad alimentaria es actualmente una de las grandes preocupaciones a nivel
mundial, siendo los contaminantes ambientales y los residuos farmacoldgicos considerados

los de mayor riesgo.

En Chile, la producciéon de huevos hasta septiembre de 2008, ha aumentado un
2,65% en relacion a la produccion acumulada al mismo mes del afio 2007, mientras que el
consumo per cépita en el afio 2006 fue de 162,7 huevos/hdb/afio (ASOHUEVO, 2008).
Ademas, las condiciones sanitarias del sector y los tratados comerciales han generado las
Optimas condiciones para que Chile se inserte en el mercado internacional, pudiendo
exportar huevos a Estados Unidos de América, México y Espafia, en la medida que se
cumplan la normativa de inocuidad alimentaria dictada por cada uno de los paises

importadores.

El Servicio Agricola y Ganadero, como organismo responsable de velar por la
sanidad de la produccién pecuaria en Chile, se encarga de la inspeccion y del control
sanitario de los alimentos y productos farmacéuticos de uso veterinario, procurando la
eliminacién de trabas sanitarias que impongan los paises 0 mercados externos para la
comercializacion de los productos de origen animal chilenos. Actla como garante de las
certificaciones zoosanitarias, bromatoldgicas y de calidad e inocuidad de los productos

pecuarios de exportacion.

Nuestro pais cuenta con Programas de Monitoreo de Residuos de farmacos en
musculo, higado, rifion y grasa de animales de abasto, miel y leche. Esto ha permitido
conocer los principales farmacos causantes de residuos en estos productos, pudiendo tomar
las medidas preventivas que aseguren la entrega de productos inocuos; sin embargo, los
huevos no son monitoreados aln cuando también existe el riesgo de que queden residuos

cuando las gallinas son tratadas con algun farmaco.



Dentro de los farmacos que pueden generar residuos en los productos de origen
animal, las fluoroguinolonas son de especial interés debido a las posibles consecuencias
nocivas para la salud humana, como por ejemplo, reacciones alérgicas, seleccion de
bacterias resistentes que pueden traspasarse a la poblacion via cadena alimentaria, alterando
la microbiota intestinal y efectos adversos agudos y crénicos (fototoxicidad, dermatitis,

condrotoxicidad en articulaciones inmaduras y neurotoxicidad).

Basandose en los efectos adversos que pueden generar estos farmacos, organismos
intergubernamentales como el JEFCA (Comité mixto FAO/OMS de expertos en aditivos
alimentarios) han establecido Limites Maximos Residuales (LMR) para diferentes
farmacos. En el caso del enrofloxacino en huevos no se ha establecido un LMR (JEFCA,
2008).

Los paises que realizan monitoreo de residuos en huevos, utilizan el concepto de
Limite Minimo de Funcionamiento Exigido (MRPL), lo cual obliga a contar con métodos
analiticos de alta sensibilidad y especificidad. A nivel nacional, los Programas de Control
de Residuos no incorporan el monitoreo de huevos de consumo, y los laboratorios
nacionales no cuentan con métodos analiticos validados para la deteccion de residuos de

fluoroquinolonas en este alimento.

Debido al riesgo potencial que representan las fluoroquinolonas en las aves de
postura, se propuso estudiar el traspaso de enrofloxacino y su metabolito ciprofloxacino a
los distintos componentes del huevo, yema y clara, y su deplecion en cada uno de estos
compartimentos. Con los resultados se puede definir un adecuado periodo de resguardo

para una formulacién de enrofloxacino.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Quinolonas y Fluoroguinolonas

Las quinolonas fueron descubiertas en 1962 por Lescher et al., y a diferencia de los
primeros antimicrobianos descubiertos el siglo pasado, no fueron aisladas desde
organismos Vvivos, sino que sintetizadas desde un quimico. El hallazgo fortuito de la
actividad antibacteriana de derivados de la 1,8 naftiridina en el contexto del desarrollo de
agentes antimalaricos, permitié la sintesis del acido nalidixico. De esta manera, estos
investigadores ocupan un lugar trascendente en el descubrimiento y desarrollo de este tipo
de quimioterapicos (Mella et al., 2000; Andriole, 2005).

Desde su descubrimiento en la década de 1960, las quinolonas han sido de gran
utilidad clinica y cientifica (Andersson y MacGoman, 2003), por lo que ha existido un gran
interés por entender mejor la relacién estructura-actividad de ellas, realizadndose cambios
estructurales en la molécula principal de acido nalidixico (nucleo 4-quinolona en la Figura
1). Uno de los cambios claves fue la incorporacion de un atomo de fldor en la posicién 6,
originando las fluoroquinolonas (Figura 1), mejorando las caracteristicas farmacocinéticas
y el espectro de accion de estos antimicrobianos, disminuyendo ademas la toxicidad

asociada a estos (Alos, 2003).
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Figura 1. Estructura representantes quinolonas (Owens y Ambrose, 2005)

Estos cambios, ademas permitieron la clasificacion de las quinolonas en
generaciones (Cuadro 1). La primera generacion fue un excelente antagonista de bacterias
gramnegativas y aerobias; sin embargo, presentaban baja actividad frente a bacterias
grampositivas o anaerobias. En 1980, se adiciona un atomo de fltor en la posicion C-6 y
una molécula de diamin piperazin ciclico en la posicién C-7, dando origen al norfloxacino,
primera fluoroquinolona y primer integrante de la segunda generacion, que adicionalmente
presenta actividad frente a bacterias aerobias grampositivas y aumenta la actividad frente a
bacterias gramnegativas. Tanto enrofloxacino como su metabolito ciprofloxacino forman
también parte de la segunda generacion de fluoroquinolonas (Garcia et al., 2005), la cual se
caracteriza fundamentalmente por la presencia ya constante de fltor en la posicion 6 y de
piperazina o metil piperazina en la posicion 7 del antibacteriano (Mella et al., 2000). En la
tercera generacion aumenta aun mas la actividad frente a bacterias grampositivas,
particularmente neumococo, y también presenta buena actividad contra anaerobios. La

cuarta generacion tiene una potente actividad antagonista frente anaerobios y aumenta su



actividad contra neumococos (Andriole, 2005). En el Cuadro 1 se muestra una clasificacién

de las quinolonas segun el mismo autor.

Cuadro 1. Clasificacion de las quinolonas (Fuente: Andriole, 2005).

Generacion  Representantes

Acido nalidixico, &cido oxolinico, cinoxacino, acido piromidico, &cido

Primera . )
pipemidico y flumequina.
5 d Norfloxacino, enrofloxacino, ciprofloxacino, ofloxacino, levofloxacino,
egunda _ ] ] ] )
enoxacino, fleroxacino, lomefloxacino, pefloxacino y rufloxacino.
Grepafloxacino, gatifloxacino, esparfloxacino, temafloxacino,
Tercera ) )
tosufloxacino y pazufloxacino.
c Trovafloxacino, clinafloxacino,  sitafloxacino, = moxifloxacino vy
uarta

gemifloxacino.

Caracteristicas farmacocinéticas y farmacodinamicas de las fluoroquinolonas

La farmacocinética se refiere a la disposicion de un farmaco en el organismo y se
centra en parametros tales como la absorcion, unién a proteinas, distribucion y eliminacion.
Por otro lado, ya que el objetivo final de una terapia antimicrobiana es disminuir la
morbilidad y la mortalidad asociada a infeccion, la maximizacién de estos resultados
requiere de la compresion de las complejas interacciones entre la droga administrada y el

patdgeno infectante (Wispelwey, 2005).

Las fluoroquinolonas se caracterizan por una buena absorcion cuando la
administracion es oral, siendo su biodisponibilidad mayor al 50% (incluso algunos logran
el 100%), alcanzando niveles en suero similares a la administracién intravenosa.
Norfloxacino se absorbe un 50 %, pero ciprofloxacino alcanza el 70 % y ofloxacino,
lomefloxacino, fleroxacino y pefloxacino llegan a tener una absorcion casi completa entre
97 y 100 %. Las maximas concentraciones plasmaticas se logran una a dos horas post
administracion (Cué et al., 2005). La absorcion generalmente es rapida y escasamente

afectada por los alimentos; sin embargo, puede disminuir en presencia de cationes



bivalentes, incluyendo A", Mg™™, Ca™ y Fe™, que frecuentemente se encuentran en

anticidos y otros medicamentos, como también en productos lacteos (Vacarezza, 2000).

La unidn a proteinas plasmaticas es baja (entre un 20-40%) y se une principalmente
a albumina. La vida media plasmética de los distintos representantes de este grupo de
antimicrobianos varia entre 1,5 a 17 horas, siendo mayor en las generaciones mas nuevas.
El volumen de distribucion es alto, excediendo los 1,5 L/Kg, por lo que alcanza altas

concentraciones intracelulares (Alos, 2003; Andersson y MacGoman, 2003).

La distribucion en tejidos es buena, con excelentes niveles en tejido intersticial,
células fagociticas y concentraciones urinarias que exceden las concentraciones minimas
inhibitorias para muchos patégenos. La concentracion en préstata, bilis, pulmon, neutrofilos
y macrofagos es superior a la sérica, mientras que en liquido cefalorraquideo alcanza la
mitad (Andriole, 2005).

Las quinolonas son metabolizadas por el higado con eliminacion urinaria y fecal de
los metabolitos. La eliminacidon renal ocurre por filtracion glomerular y secrecion tubular y

existe transporte activo de las quinolonas en el intestino (Rodriguez et al., 2000).

La ruta principal de eliminacion varia ampliamente entre fluoroquinolonas.
Ofloxacino y su isdmero, levofloxacino, lomefloxacino, rufloxacino y gatifloxacino tienen
predominantemente excrecion renal y minima metabolizacion (menor a un 10%). En
contraste, el &cido nalidixico, pefloxacino, esparfloxacino y grepafloxacino sufren

metabolizacion hepatica mayor a un 35% (Turnidge, 1999).

La farmacodinamia apunta a los cambios bioquimicos y fisioldgicos que provoca la
droga en el tejido o célula blanco en relacion a la concentracion alcanzada y dosis. La
actividad de las quinolonas es concentracion dependiente, lo cual significa que actla
cuando las concentraciones estan por sobre la concentracion minima inhibitoria,
presentando ademas un efecto postantibiotico prolongado (Andersson y MacGoman, 2003).

En los antibioticos cuya actividad depende de la concentracion, se considera como
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parametro importante para predecir la respuesta antimicrobiana y el éxito clinico, el
cociente de la concentracion maxima en suero (Cméx) y la Concentracion Minima
Inhibitoria (CIM). Este cociente Cmax/CIM debe ser superior a 10 para obtenerse la
maxima eficacia clinica y la menor seleccion de resistencia. Otro parametro
farmacodindmico usado, es el cociente del &rea bajo la curva de la concentracion sérica-
tiempo y la CIM (AUC/CIM), que debe ser mayor de 125, aunque para heumococos se han

propuesto valores superiores a 30 (Cué et al., 2005).

Aplicaciones Terapéuticas de las fluoroquinolonas

Las fluoroquinolonas son ampliamente utilizadas hoy en dia en medicina humana y
animal debido a su espectro y a sus propiedades fisicoquimicas (Orden y De la Fuente,
2001). Se usan para el tratamiento de una gran variedad de infecciones, tanto en el medio
hospitalario como en el &mbito extrahospitalario (Al6s, 2003).

El desarrollo de estos antimicrobianos ha permitido su uso desde infecciones del
tracto urinario y respiratorio hasta un diverso grupo de infecciones sistémicas. Estan
indicadas para el tratamiento de prostatitis, infecciones gastrointestinales, infecciones de
piel y tejidos blandos, enfermedades de transmisién sexual, osteomielitis cronica,
infecciones del tracto respiratorio e infecciones sistémicas producidas por cepas bacterianas
sensibles (Vacarezza, 2000; Alés, 2003; Andersson y MacGoman, 2003).

En el ambito productivo nacional, las fluoroguinolonas estan autorizadas para su
uso en pollos broiler y pavos en crecimiento, en el control de mortalidad temprana,
colibacilosis y otras infecciones bacterianas. En Chile, existen 16 formulaciones de
enrofloxacino para el uso en aves (SAG, 2008a) y, al no existir a nivel nacional un control
sobre el uso extraetiqueta, es decir, sin considerar las instrucciones establecidas en el
prospecto oficialmente autorizado por las entidades responsables del registro de
medicamentos, estas pueden ser usadas como terapia 0 como medidas preventivas en aves
de postura, con el consecuente riesgo que se presenten residuos de estos farmacos en los

huevos destinados a consumo humano.
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Mecanismo de accidn y Resistencia Bacteriana

Las quinolonas son antimicrobianos bactericidas que actdan inhibiendo la sintesis
del ADN bacteriano al unirse a enzimas topoisomerasas que participan en esta etapa
(Emmerson y Jones, 2003). En el caso de las bacterias gramnegativas, se unen
principalmente a la topoisomerasa Il o DNA-girasa y, en las grampositivas a la
topoisomerasa 1V, siendo intrinsecamente mas susceptible la topoisomerasa Il (Andriole,
1999).

Las topoisomerasas se encuentran en todos los organismos vivos; pero las
quinolonas sélo afectan a las topoisomerasa Il y IV de las bacterias y no a las células
eucariotas humanas, debido a que las topoisomerasas estan formadas por sélo 2
subunidades en lugar de las 4 que poseen las células bacterianas. En el caso de la
topoisomerasa I, estas subunidades son la GyrA y GyrB; y para la topoisomerasa IV son la
ParC y la ParE (Cué et al., 2005).

Las dos enzimas trabajan juntas en la replicacion, transcripcion, recombinacién y
reparacion del ADN. La funcién mas importante de la ADN-girasa es mantener un nivel de
enrrollamiento del ADN que facilite el movimiento hacia los complejos que se forman en la
replicacion y la transcripcién. También libera enrollamientos negativos en un proceso
dependiente de ATP. La topoisomerasa IV separa las hebras de ADN tras cada replicacion.
También tiene una actividad relajante sobre la cadena de ADN (Al6s, 2003).

Las quinolonas atrapan la DNA-girasa o la topoisomerasa IV en un complejo
enzima-ADN-droga (Holtzapple et al., 1997). Esta union provoca un cambio
conformacional en el complejo girasa-ADN responsable de la inhibicién de la enzima.
Dado que la girasa del ADN mantiene los cromosomas en un estado de superespiral, y que
repara pequefias roturas de filamento Unico de ADN que ocurren durante el proceso de
multiplicacién del ADN, su inhibicién ofrece una posible explicacion a la actividad
antibacteriana de estos agentes. El bloqueo de dichas enzimas ofrece una explicacion para
la inhibicidn de la multiplicacion bacteriana, pero no lo suficiente para explicar el efecto
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bactericida que poseen estos antimicrobianos (Andriole, 1989; Al6s, 2003; Morejon y
Salup, 2003).

La resistencia bacteriana a quinolonas ha sido un problema desde que el acido
nalidixico fue introducido a la medicina clinica. Durante un tiempo, la mayor potencia de
las fluoroquinolonas en comparacion con las quinolonas mas antiguas, permitié la
complacencia en cuanto a su uso, lo que sumado al resultado exitoso de tratamientos,
aumento mas aun su uso, con el consecuente aumento de la tasa de resistencia bacteriana
(Jackson et al., 1998; Schneider y Donoghue, 2003).

Actualmente se conocen tres mecanismos de resistencia: mutaciones que alteran el
blanco de la droga, mutaciones que reducen la acumulacion de droga y plasmidios que
protegen la célula del efecto letal de las quinolonas, siendo el primero el mecanismo de
resistencia mas importante (Bearden y Danziger, 2001). Las mutaciones generalmente se
dan en la subunidad GyrA de la topoisomerasa Il en las bacterias gramnegativas y en la
ParC de la topoisomerasa IV en las grampositivas. Estas mutaciones se dan en una region
concreta denominada QRDR (region determinante de la resistencia a quinolonas), lo cual
altera la afinidad de la quinolona por la enzima (Taléns-Visconti et al., 2002).

En bacterias gramnegativas se han descrito resistencias por alteraciones en las
porinas ubicadas en la membrana externa. Recientemente se ha constatado que la
sobreexpresion de bombas de expulsion activa, puede llevar a resistencia a quinolonas tanto

en bacterias grampositivas como en gramnegativas (Alds, 2003; Jacoby, 2005).

Resistencia transferible mediada por plasmidos s6lo se ha confirmado en un nimero
pequefio de cepas de Klebsiella pneumoniae. El plasmido lleva un gen que codifica una
proteina denominada Qnr que protege a la ADN-girasa de la accion de las quinolonas.
Varios mecanismos de resistencia pueden coexistir en la misma cepa (De la fuente et al.,
2007).
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El desarrollo de resistencia a estos antimicrobianos ha originado una fuerte
controversia sobre el uso de fluoroquinolonas en animales, ya que podria contribuir a la
adquisicion de resistencia en bacterias transmitidas via cadena alimentaria. Por otro lado,
aunque generalmente las fluoroquinolonas usadas para el tratamiento de infecciones en
animales domésticos son diferentes a las fluoroquinolonas disponibles para uso clinico
humano, la resistencia bacteriana a una fluoroquinolona reconoce a todas las
fluoroquinolonas. Dado que las fluoroquinolonas son las drogas de eleccion para muchas
infecciones refractarias y/o zoonoéticas en humanos, la profesién médica esta intentando
minimizar el desarrollo de la resistencia a estos antimicrobianos. (Orden y De la Fuente,
2001; Cué et al., 2005).

En produccion avicola, a nivel internacional, se ha descrito el desarrollo de
resistencia en bacterias transmisibles al hombre, tales como Salmonella spp. (Eaves et al.,
2004; Esaki et al., 2004; Zhao et al., 2006), Campylobacter spp. (Griggs et al., 2005;
Humphrey et al., 2005) y Escherichia coli (Lee et al., 2005; Khan et al., 2005). Chile no
estd ajeno a este problema, ya que se ha observado resistencia frente a estos farmacos en
cepas de Salmonella spp. aisladas de pollos broiler, aves de postura y huevos (San Martin et
al., 2005). Esto, se ha asociado con una disminucion de la eficacia de estos farmacos en el
tratamiento de enfermedades zoondticas bacterianas, en los cuales estos farmacos son de

primera linea de eleccion (Turnidge, 2004; Norstrom y et al., 2006).

En 1997, la Food and Drug Administration de los Estados Unidos de América
(FDA) prohibio el uso extraetiqueta de fluoroquinolonas debido a la gran preocupacién por
el desarrollo de resistencia bacteriana (FDA, 2001; Chu et al., 2002). Posteriormente, el 12
de Septiembre de 2005, anunci6 la prohibicién del uso de enrofloxacino en aves de corral
(pollos y pavos), avalada por el evidente incremento de la resistencia en cepas de
Campylobacter spp., lo cual se relaciond6 con el extensivo uso de este agente

antimicrobiano en las granjas de aves (FDA, 2005a).
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Residuos de antimicrobianos en los alimentos de origen animal vy su implicancia en salud

publica

La utilizacion de farmacos en animales de abasto para la prevencion y tratamiento
de diferentes enfermedades, es una préctica habitual autorizada pero cada vez mas
controlada, tanto por parte de los médicos veterinarios como por las autoridades sanitarias
(Pérez, 2004).

El uso racional de farmacos en animales de abasto, es beneficioso desde el punto de
vista econémico como sanitario, al proporcionar productos alimenticios de origen animal a
un precio asequible y en condiciones higiénicas adecuadas. Sin embargo, el uso poco
juicioso o ilegal de estos farmacos puede dar lugar a efectos adversos, como el
establecimiento de poblaciones bacterianas resistentes a los antibidticos, presencia de
residuos en los alimentos que podrian causar reacciones alérgicas, perturbacion de la
microbiota intestinal o la aparicion de toxicidad aguda o crénica en los consumidos
humanos (Errecalde, 2004; Hassouan et al., 2007).

Los efectos adversos més frecuentes relacionados con el uso de fluoroguinolonas
son los trastornos gastrointestinales como nauseas, vomitos, dolores abdominales y
diarreas. También se han descrito fototoxicidad, erupciones cutaneas, prurito, urticaria y
eritema en piel; alteraciones del sistema nervioso central acompafiadas de excitacion,
temblores y ataxias. Ademas, se ha reportado un potencial cardiotoxico, principalmente de
esparfloxacino y grepafloxacino, con un aumento del intervalo QT no recomendandose en
pacientes que tienen prolongacion de este intervalo, como por ejemplo en pacientes
arritmicos. La condrotoxicidad causada por quinolonas, se ha observado en animales
inmaduros Yy afecta el cartilago articular y/o la placa de crecimiento epifisial, dependiendo
de la etapa de desarrollo. La patogénesis de la condrotoxicidad se puede explicar
probablemente por las propiedades quelantes sobre el magnesio. Como animales jovenes
son especialmente sensibles, su uso en pediatria estd restringido a indicaciones

cuidadosamente seleccionadas (Stahlmann y Lode, 1999; Martinez et al., 2006).

15



Limites Méximos Residuales (LMR) y Limites Minimos de Funcionamiento Exigido

(MRPL)

Basandose en los efectos adversos, organizaciones nacionales e
intergubernamentales han establecido los Limites Méaximos Residuales (LMR). La
Comisién del Codex Alimentarius (1995), define los LMR para los medicamentos
veterinarios como, la concentracion maxima de residuos resultantes del uso de un
medicamento, expresada en mg/kg o ug/kg sobre la base de peso fresco, que se permite
legalmente o se reconoce como admisible dentro de un alimento o en la superficie del

mismo.

A nivel mundial, existen organizaciones encargadas de establecer normas en cuanto
al control de residuos, vigilar su cumplimiento y sancionar infracciones. En el caso de los
Estados Unidos de América, la FDA a traves del Centro para Medicina Veterinaria (CVM),
se encarga de regular los estudios que las compafiias farmacéuticas deben presentar para la
aprobacion de un farmaco destinado a animales de abasto. Esta normativa contempla los
niveles maximos de residuos y los tiempos de espera. Por otro lado, el Servicio de
Inspeccion de Seguridad Alimentaria (FSIS), adscrito al departamento de Agricultura de los
Estados Unidos (USDA) tiene el control anual nacional de la incidencia de residuos. En
consecuencia, la FDA se encarga de investigar los casos ilegales descubiertos por la FSIS
(Arboix y Martin-Jiménez, 2002; Donoghue, 2003).

En el caso de la Unién Europea, la EMEA (Agencia Europea de Medicamentos) es
la encargada de la proteccion y la promocion de la salud publica y animal, mediante la
evaluacion y supervision de medicamentos de uso humano y veterinario. Se encarga de

autorizar la comercializacion de medicamento de uso humano y animal (Europa, 2008).

Tanto el enrofloxacino como el sarafloxacino han sido aprobados por la Union
Europea para el tratamiento de infecciones bacterianas en aves de corral (pavos y pollos
broiler), estableciendo los Niveles Maximos de Residuos (LMRS) para estas drogas en

diferentes tejidos comestibles de origen animal (musculo, piel, grasa, higado y rifion). Sin
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embargo, su uso en gallinas ponedoras no ha sido autorizado, razén por la cual a la fecha,
no se ha determinado un LMR en huevos destinados a consumo humano (Lolo et al., 2005;
Molero et al., 2006; Herranz et al., 2007).

Los LMRs establecidos por la Unién Europea para las distintas quinolonas
utilizadas en aves de corral son de 100 pg/kg para acido oxolinico y enrofloxacino mas su
metabolito, 400 pg/kg para flumequina y 200 ug/kg para danofloxacino (Europa, 1990).
Japon es aun mas estricto, definiendo para la suma de enrofloxacino y ciprofloxacino, un
LMR de 10 pg/kg (Japdn, 2005).

El cuadro 2 presenta los LMRs de enrofloxacino y ciprofloxacino en Europa en

productos obtenidos a partir de aves.

Cuadro 2. LMR para Enrofloxacino y Ciprofloxacino en Aves de Corral. (CMVP, 2002).

Matriz LMR (ug/kg)
Mdasculo 100 No usar en animales
Piel + grasa 100 productores de  huevos
Higado 200 destinados a  consumo
Rifiones 300 humano.

El CVM del FDA de Estados Unidos de Ameérica, actualmente no tiene descrito
tolerancias para las quinolonas. Para el caso particular de enrofloxacino, hasta abril de
2005, definian una tolerancia de 0,3 mg/kg en musculos de pollos y pavos, sin embargo,
por la rapida aparicion de resistencia, a partir de septiembre del 2005 se prohibié el uso de

este farmaco en estas especies (FDA, 2005a).

Chile, en el afio 1999, establecio los LMRs de Medicamentos Veterinarios en
alimentos destinados al consumo humano; entre ellos se encuentran las fluorogquinolonas
para aves de consumo. Es asi que en musculo de pollo para danofloxacino se fijo un LMR

de 200 pg/kg, para la suma de enrofloxacino y ciprofloxacino de 100 pg/kg, para
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sarafloxacino de 10 pg/kg y para flumequina de 500 pg/kg (Chile. Ministerio de Salud,
1999).

Si bien es cierto, actualmente existen diferencias en los LMR (o0 niveles de
tolerancia) establecidos por los diferentes paises, la tendencia mundial es armonizar sobre
estos criterios. Al respecto, la Organizacion Mundial de Comercio (OMC, 1998), en el
Acuerdo sobre la aplicacion de las medidas sanitarias y fitosanitarias, anima a sus paises
miembros a revisar y armonizar en el mayor grado posible las reglamentaciones sanitarias,
basandose en directrices o recomendaciones internacionales. De hecho, éstas son objeto de
revisiones rigurosas y permanentes a nivel internacional con el fin de proteger a los

ciudadanos y que éstas no repercutan en el comercio internacional de alimentos.

En el afio 2002, la Unién Europea establecié un nuevo concepto, el Limite Minimo
de Funcionamiento Exigido (MRPL), definido como contenido minimo de un analito en
una muestra que puede ser detectado y confirmado. Este se aplica a aquellos farmacos a los
que no se ha establecido un LMR o que estan prohibidos o no autorizados para su uso en
animales de produccion. EI MRPL depende de la sensibilidad del método analitico y
tecnologia utilizada. Ademas, indico que los laboratorios de control oficial deben utilizar
sistemas de aseguramiento de calidad y métodos validados de acuerdo con procedimientos
y criterios de funcionamiento comunes para asi asegurar la trazabilidad con arreglo a

normas comunes 0 normas consensuadas (Europa, 2002).

El MRPL plantea un gran desafio tecnolégico ya que, para el caso de la deteccion
de residuos de quinolonas y fluoroguinolonas mediante tecnologias convencionales como
la Cromatografia Liquida de Alto Rendimiento (HPLC) con detector de fluorescencia, las
concentraciones minimas detectables van de 1 a 10 pg/kg. Si se utilizan nuevas tecnologias
de reciente incorporacion a nivel mundial, como es la Cromatografia Liquida Masa/Masa
(LC-MS/MS), los niveles de deteccion pueden disminuir a 0,1-0,2 pg/kg, como ha sido
recientemente sefialado por algunos investigadores (Hermo et al., 2006). Esto nos hace

suponer que, en paises donde exista prohibicion de uso o no tengan registrados estos
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farmacos, en los Programas de Inocuidad Alimentaria relacionados con el control de

residuos alimentos de origen animal, incorporarén estas nuevas tecnologias.

Control de residuos de firmacos en Chile

En el ambito nacional, es importante sefialar que en estos Ultimos afios ha existido
un gran esfuerzo por parte de los organismos gubernamentales, privados y universidades,
orientados a la entrega de un producto de origen animal inocuo y seguro para la poblacion.
Se suma a esto, que el sector pecuario exportador, ha debido experimentar cambios
significativos en su quehacer habitual, producto de un conjunto de transformaciones en
relacién directa con los procesos de globalizacion econdmica, lo cual los lleva a poner en
practica normas concordantes con los objetivos fundamentales de la OMC. Es asi, que el
Servicio Agricola Ganadero (SAG) del Ministerio de Agricultura, estd encargado del
Registro de Medicamentos Veterinarios y de certificar los productos de exportacion. Por su
parte, el Ministerio de Salud vela por la inocuidad de los alimentos que van a la poblacion

nacional a través del Reglamento Sanitario de los Alimentos (San Martin, 2001).

Con respecto al control de residuos en nuestro pais, el SAG (2008b) proporciona la

siguiente informacion:

- Nuestro pais cuenta con una excelente situacion zoosanitaria, pudiendo competir
con productos de mercados externos y acceder a nuevos mercados internacionales. Para
esto, es necesario que los sistemas productivos utilicen los farmacos de manera prudente y

eficiente cuidando el entorno y la salud de la poblacion.

- Con el objeto de dar cumplimiento a las exigencias de los mercados de destino v,
ademas, contar con una informacion esquematica de caracter anual sobre la presencia de
residuos en poblaciones animales, se ha definido y disefiado la operatoria del Programa de
Control de Residuos (PCR) en Productos Pecuarios. Cada plan permite evaluar las
tendencias de los residuos e identificar los sectores de la industria pecuaria en donde se

detecten problemas de residuos y en donde sea necesario realizar medidas correctivas.
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- El Programa se inicié en 1987 en carnes de la especie ovina. En el afio 1998 se
implemento en carnes de aves, cerdo, liebres y miel. Posteriormente, durante el afio 2000 se
establecio en carnes de pavos; a mediados del afio 2002 se incluyeron en el programa las

carnes de bovinos, y durante el 2005 los productos lacteos.

- Debe tenerse presente, que en el caso de los productos de exportacién, se debe
ademas controlar los residuos que son solicitados por los paises de destino, que no

necesariamente estan incluidos en el plan nacional de control de residuos.

- En la actualidad se cuenta con un red de 4 Laboratorios de determinacion de
Residuos acreditados por el SAG, los cuatro ubicados en la Region Metropolitana. La
supervision de esta Red es a través del Sistema de Acreditacion de Terceros que establecio
el Servicio durante el afio 2004, en el cual se establece una norma general que deben
cumplir todas las entidades acreditadas y para el caso de los laboratorios de ensayos un
reglamento especifico. Este establece los requisitos necesarios para la realizacion de
analisis/ensayos como apoyo para la ejecucion de actividades en el marco de programas
oficiales del Servicio, para cada area de analisis debe ademas cumplir con el instructivo
técnico correspondiente. Todo tercero acreditado sera supervisado por el SAG, para lo cual
las acciones de seguimiento seran periodicas y programadas, sin perjuicio de las facultades

de fiscalizacion del Servicio.

- La Acreditacién ISO 17025, otorgada en Chile por el Instituto Nacional de
Normalizacion (INN) es uno de los requisitos que exige el instructivo técnico de
diagnostico de residuos. Este sistema de Acreditacion comenzd a regir a partir del
02/06/2005 fecha en las cual fue aprobado mediante resolucién exenta del Director
Nacional del SAG N° 2488 / 2005.

ElI SAG no incorpora en los programas nacionales de control de residuos
farmacoldgicos el monitoreo de huevos y ademas los laboratorios nacionales no cuentan
con métodos analiticos validados para la deteccion de residuos de distintos farmacos en

este alimento.
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Periodos de carencia de los farmacos utilizados en animales de produccién vy

procedimientos para su determinacién

Para proteger la salud del consumidor, uno de los principios basicos es garantizar
que los alimentos de origen animal no contengan residuos farmacoldgicos como resultado
del tratamiento en los animales. Por ello, se ha fijado para cada sustancia con accion
farmacologica periodos de resguardo (carencia o retirada). Estos periodos corresponden al
tiempo que trascurre desde la ultima aplicacion del farmaco hasta que éste o sus
metabolitos alcancen el LMR o MRPL fijados. Dependen de la cinética, vias de
administracion, formas farmacéuticas (excipientes), dosis y posologia en cada especie. El
uso extraetiquetado de un farmaco habitualmente requiere modificar el periodo de
resguardo, por ejemplo, si se administra una terapia con dosis mayores a las indicadas, el
periodo de resguardo deberia ser extendido (San Martin, 1995; Arboix y Martin-Jiménez,
2002; Pérez, 2004).

Para determinar los periodos de carencia se deben realizar estudios de deplecion, en
los cuales a un grupo de animales de una determinada especie productiva, se les administra
una férmula farmacéutica comercial de un medicamento. Para el caso de las aves de
postura, estos estudios se deben realizar en huevos, ya que dependiendo de las
caracteristicas fisicoquimicas del farmaco podrian alcanzar los ovarios, foliculos en
crecimiento y oviducto y de esta forma difundir a la yema o a la clara, como es el caso de
las fluoroquinolonas. Se realizan mediante el monitoreo de las concentraciones de droga en
huevo, desde la Ultima aplicacion del medicamento a las gallinas ponedoras, hasta el
momento en que las concentraciones en huevo alcancen el MRPL o el LMR (Lolo et al.,
2005).

Las reglamentaciones internacionales sefialan que los estudios de deplecion se
deben realizar en grupos de aves a las cuales se les administra el farmaco, utilizando una
formulacién comercial y el régimen terapéutico recomendado. EI nimero de animales por
tiempo de muestreo varia segun el organismo regulador. La FDA recomienda el uso de 5

animales por tiempo de muestreo, tomando como minimo 20 animales por estudio (FDA,
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2005b). Por otro lado, el Comité para Medicamentos Veterinarios (CVMP) recomienda
entre 3 a 10 animales por tiempo de muestreo (CVMP, 1997)

Los animales son sacrificados en intervalos de tiempo previamente definidos en
base a las caracteristicas farmacocinéticas de la droga. La toma de muestras es exhaustiva,
considerando todos aquellos tejidos y productos que serdn comercializados para consumo
humano, los cuales son analizados para la deteccion y cuantificacion del analito en estudio.
Para definir los periodos de carencia, se considera el comportamiento farmacocinético del
medicamento, considerando exclusivamente la fase de eliminacion del farmaco. Para esto,
se realizan curvas de concentraciones en funcion del tiempo de muestreo, utilizando la fase
de eliminacion terminal, considerando que en esta etapa, la deplecion de residuos desde los
diferentes tejidos sigue un modelo monocompartimental descrita por una cinética de
eliminacién de primer orden (CVMP, 1997)

El método estadistico recomendado por el CVMP para el analisis de la fase de
eliminaciéon terminal es el Analisis de Regresion Lineal, considerando un nivel de
confianza minimo de un 95%. Se define el periodo de carencia, en el momento en que las
concentraciones obtenidas a partir del analisis de las muestras se encuentran bajo el LMR
(o niveles de tolerancia). Un aspecto importante de mencionar, es la variabilidad que
presenta el comportamiento del farmaco en los diferentes individuos. Al respecto y dado
que en la determinacién de los periodos de carencia se trabaja con un nimero reducido
aungue suficiente de animales, pueden presentarse desviaciones importantes en relacion al
comportamiento poblacional. EI CVMP (1997) recomienda aplicar un margen de seguridad
entre un 10 a un 30% por sobre el periodo establecido para compensar la variabilidad

bioldgica entre individuos.

Métodos analiticos para la deteccién de residuos fluoroguinolonas

Los principales métodos analiticos para la determinacion de residuos de
medicamentos en alimentos de origen animal son los cromatograficos (cromatografia

liquida con deteccion ultravioleta, fluorescencia o espectrometria de masas y cromatografia
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de gases). Estas técnicas se caracterizan por ser especificas, selectivas y sensibles,
permitiendo determinar pequefias concentraciones de los farmacos en la matriz o muestra

que se analizan (Pérez, 2004).

Generalmente, los métodos analiticos descritos en la literatura muestran un amplio
rango de procedimientos de extraccion y limpieza, dependiendo del tipo de quinolona y
tejido analizado. En el caso particular de los huevos, ésta es una matriz dificil de analizar ya
que los lipidos y proteinas deben ser removidos antes del analisis. El tratamiento de las
muestras incluye un paso de extraccion con solventes polares 0 mezclas hidro-orgénicas en
medio acido o basico, seguido de varios procedimientos de extracciéon liquido-liquido o
solido-liquido (Ramos et al., 2003; Shim et al., 2003).

En la deteccion de fluoroquinolonas en huevos el método analitico de mayor uso es
el HPLC con deteccién de fluorescencia. En los ultimos afios, la LC-MS/MS ha permitido
mejorar los limites de deteccion de estos farmacos. Al respecto, al utilizar HPLC con
detector de fluorescencia, las concentraciones minimas detectables se encuentran en un
rango de 1 a 10 pg/kg (Chu et al., 2002); en cambio la LC-MS/MS logra mejores niveles de
deteccidn (Lolo et al., 2005).

Johnston et al. (2002) disefiaron un método multiresidual confirmatorio utilizando
LC-MS/MS para 8 quinolonas y fluorogquinolonas en tejidos de trucha, gambas y abalones,
obteniendo un limite de cuantificacion de 5 pg/kg, excepto para ciprofloxacino el cual fue
de 10 pg/kg. Hatano (2004), desarroll6 un método similar para la determinacion simultanea
de 7 quinolonas en musculo de bovino, cerdo, pollo, leche, camarones y anguilas,
obteniendo limites de deteccion de 1-2 pg/kg. Recientemente, Hermo et al. (2006),
utilizando la misma tecnologia, desarrollaron un método multiresidual para 8 quinolonas,

logrando limites de deteccion entre 0,2 y 0,3 pg/kg.
También es importante sefalar, que independiente del método analitico

seleccionado, el Codex Alimentarius (1995) sefiala que los laboratorios analiticos deben

previamente validar sus métodos, ain cuando estos sean oficiales, de referencia 0 hayan
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sido previamente descritos, con la finalidad de demostrar la confiabilidad de sus resultados.
Sefiala ademas que los métodos analiticos deben detectar, cuantificar e identificar todos los
residuos de medicamentos veterinarios en concentraciones inferiores a los LMR, con el fin

de garantizar el cumplimiento de los requisitos relativos a la inocuidad alimentaria.

Al respecto, la Directiva de las Comunidades Europeas sobre el Funcionamiento de
los Métodos Analiticos y la Interpretacion de los Resultados (Europa, 2002), sefiala que
“dado los avances realizados en la quimica analitica, ha quedado obsoleto el concepto de
métodos de rutina y de métodos de referencia, reemplazandose esto por un planteamiento

que establece criterios de funcionamiento y procedimientos de validacion de los métodos™.

El procedimiento de validacion de un método analitico debe incorporarse en todas
las investigaciones cuyos resultados dependan de la quimica analitica ya que permiten al
laboratorio demostrar que el método seleccionado y desarrollado para una sustancia
especifica, en una muestra especifica, produce resultados comparables. Esto se logra a
través de una serie de pruebas estadisticas que permiten demostrar la confiabilidad de los
resultados. Los pardmetros a definir en una validacion son la especificidad, sensibilidad,
limite de deteccion, limite de cuantificacion, recuperacion, precision, repetitibidad y
robustez tal como lo sefiala ademas en los Procedimientos Analiticos y Validacion de
Métodos descrita en la Guidance for Industry N°63 del FDA de Estados Unidos de
América (FDA, 1999).

Distribucién de los antimicrobianos en huevos

El huevo estd formado basicamente por tres componentes: la yema, que es el
equivalente al 6vulo microscépico de los mamiferos; la albimina, o clara, que es secretada
por el aparato reproductor; y el cascarén, que proporciona la proteccion y los minerales al
embrion en desarrollo. El tamafio, composicién del huevo y la velocidad a las que se
producen, reciben las influencias de numerosos factores genéticos, ambientales vy
fisiologicos. Los constituyentes del huevo se elaboran en dos fases sucesivas. En el ovario

se deposita el vitelo durante los 10 a 12 dias que preceden a la ovulacion. Una vez ovulado
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y durante su paso por el oviducto, se depositan los otros constituyentes del huevo; esta fase
dura 24 a 26 horas (Proudman, 2002).

Morfologica y funcionalmente, el oviducto puede dividirse en seis regiones:
Infundibulum, Magnum, Istmo, Istmo rojo o Glandula Tubular de la Céscara, Glandula de
la Céscara propiamente tal y VVagina (ver figura 2). Todos los segmentos excepto la vagina,

estan involucrados en el proceso de formacion del huevo (Fernandez y Arias, 2000).

La yema se compone predominantemente de lipoproteinas formadas en el higado,
las cuales son transportadas al ovario via sanguinea. Estas lipoproteinas son depositadas en
los foliculos ovaricos en forma de capas concéntricas. Este proceso tarda alrededor de 10
dias en completarse. No se sabe con exactitud si la yema se deposita hasta el momento de la
ovulacion o si transcurre un dia entre la ultima deposicion de material y la ovulacion
(Donoghe y Myers, 2000; Kan y Petz, 2000).

Inmediatamente después de la ovulacion, la yema pasa al Infundibulum, regién mas
proximal al ovario, sitio donde ocurre la fecundacion antes del depdsito de la albdmina. En
este segmento la yema pasa s6lo algunos minutos (15-20 min). En el Magnum el huevo

permanece 3-4 horas. Aqui se sintetiza la totalidad de las proteinas de la albumina o clara.

La formacién de la clara ocurre en general en 3 fases, estas son: sintesis y
almacenamiento de albumina previo a la ovulacion, secrecién de proteinas almacenadas y
sintesis y secrecidn de nuevas proteinas durante el paso del 6vulo (yema) bajando por el
sistema reproductivo y, adicion de agua. La mayoria de la albumina es sintetizada y
almacenada en el magnum previo a la ovulacion. Después de la ovulacidn, estas proteinas

almacenadas son secretadas alrededor del 6vulo (Donoghue y Hairston, 2000).

La liberacion de la albumina es probablemente afectada por la estimulacién mecani-
ca del huevo en descenso. En el Istmo el huevo permanece 1-2 horas y aqui ocurre el
depdsito de las membranas de la cascara. En el Istmo rojo o Glandula Tubular de la Cascara

ocurre el deposito de las mamilas lugar donde se iniciara la mineralizacion de la cascara. Al
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abandonar el Istmo rojo el huevo alcanza la Glandula de la Céscara donde permanecera
aproximadamente 20 horas. En esta region ocurren dos fendmenos: hidratacion de las
proteinas de la clara lo que hace que el huevo tome estrecho contacto con la pared de esta
region y mineralizacion de la cascara que se produce por la precipitacion de calcio en
asociacion con una trama organica. Durante las dos Ultimas horas de formacion de la
cascara, se detiene la mineralizacion y se inicia el depdsito de cuticula. Luego del depdsito
de ésta, la glandula de la cascara se contrae y expulsa el huevo hacia la vagina (Fernandez y
Arias, 2000).

MATRIZ DE
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albumen

m ouelacifera membrans deposidian CHECErS
: cAscara zales de calcio

Figura 2. Formacion del huevo. (Instituto de Estudio del Huevo, 2008).

Los medicamentos veterinarios usados en gallinas ponedoras son aplicados en
forma masiva a través del agua o el alimento. Algunas de estas drogas estan disefiadas para
un efecto sistémico, por lo que deben absorberse en intestino para llegar a plasma vy
distribuirse en el organismo para ejercer su accion. Otras drogas, como los coccidiostatos
ejercen su accion en forma local en el tubo gastrointestinal, sin embargo, parte de ellas son
absorbidas. Esta absorcion se debe a las propiedades lipofilicas de los farmacos que les
permiten interactuar y traspasar membranas. Cuando estos compuestos alcanzan la sangre,
estos son distribuidos por todo el organismo, incluyendo en gallinas ponedoras los ovarios
con foliculos en crecimiento y el oviducto, donde la clara es formada y secretada (Kan,
2003).
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Kan y Petz (2000) describieron la siguiente distribucion de los farmacos dentro del
huevo:

1. Los residuos de farmacos pueden primero aparecer en la clara. Los residuos de droga en
la clara son un reflejo de los niveles plasmaticos, y por lo tanto mostraran niveles
constantes mientras existan en plasma. El tiempo necesario para que la clara alcance
niveles constantes varia entre 2 a 3 dias.

2. Los residuos en yema reflejan exposiciones de al menos 10 dias, por lo tanto,
dependiendo del momento de exposicion en las yemas en crecimiento, los niveles en
este tejido pueden aumentar, ser constantes o disminuir. Los residuos de droga en yema
generalmente requieren exposiciones de 8 a 10 dias para alcanzar niveles constantes.

3. Una sola exposicion a la droga podria ser suficiente para detectar droga en clara o yema,
dependiendo de las caracteristicas de la droga y de la sensibilidad analitica del método
utilizado.

4. La desaparicion de la droga desde la clara o yema depende fuertemente de los niveles
plasmaticos. Las drogas que son rapidamente eliminadas del cuerpo demoran 2 a 3 dias
postratamiento en desaparecer de la clara. La desaparicion de droga desde la yema
puede demorar 10 dias.

5. Si los niveles de exposicion son demasiado altos y el limite de deteccion de método
analitico muy bajo, los residuos depositados en yemas en etapa de crecimiento

intermedio, también serdn detectables.

Anhalt (1977) y Hafez (1991) consideraron la yema como el principal
compartimento del huevo a ser tomado en cuenta cuando se consideran residuos de droga.
Esto, contrasta con las observaciones realizada por Blom (1975), quien reporto niveles de

residuos de sulfonamidas mucho mas altos en clara que en yema.

Gorla et al. (1997), estudiando la distribucion de enrofloxacino en el huevo, sefialo
que existen diferencias en las concentraciones residuales entre la clara y la yema. Al
respecto a la fecha actual, aiin no se ha logrado un consenso, debido a que por una parte, se
ha determinado que la droga permanece por mas tiempo en la yema debiendo ser ésta el
tejido marcador de residuos (Donoghe y Myers, 2000) y por otro lado, Lolo et al., (2005),
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al estudiar el traspaso de la droga al huevo determind que el enrofloxacino se transfiere en

mayor concentracion a la clara.

Es por esto que este estudio pretende determinar la magnitud de traspaso de
enrofloxacino y ciprofloxacino a los compartimentos del huevo, con el fin de definir el
tejido marcador, el que puede ser monitoreado en Programas de Control de Residuos en

caso que se incorporen los huevos en dicha actividad.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Definir el periodo de carencia de una formulacion comercial de enrofloxacino en

huevos destinados al consumo humano obtenidos de gallinas de postura.

Objetivos Especificos

1.- Implementar y validar un método analitico para la deteccion de residuos de
enrofloxacino y ciprofloxacino en huevos de aves de postura, de acuerdo a las normativas

internacionales.

2.- Identificar el tejido marcador de enrofloxacino y ciprofloxacino en los

componentes de huevos.

3-. Definir el periodo de resguardo en huevos de una formulacién comercial de

enrofloxacino administrado en gallinas ponedoras.
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MATERIALES Y METODO

Objetivo 1: Implementacion vy validacion de las metodologias analiticas para la deteccion

de enrofloxacino vy su metabolito ciprofloxacino

Se siguieron las recomendaciones de la Directiva 96/23/CE de la Comunidad

Europea (Europa, 2002).

Matriz de trabajo.

Se utilizaron 200 huevos sin antimicrobianos (blanco) recolectados de gallinas
Leghorn sin tratamiento. Estas gallinas fueron criadas desde las 16 semanas de edad en el
galpdn experimental del Departamento de Fomento de la Produccién Animal de la Facultad
de Cs. Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile y alimentadas con una dieta libre
de antimicrobiano segun los requerimientos de la especie. Con esto, nos aseguramos la total

ausencia de residuos antimicrobianos que pudieran interferir en nuestro experimento.

Reactivos y estandares.

Enrofloxacino (USP Referente Standard, Rockville, MD) y ciprofloxacino (Dr.
Ehrenstorfer Gmbh®, Ausgsburg, Germany) de pureza certificada. Acetonitrilo (Fisher
Scientific, New Jersey, USA) y acido acético, etanol absoluto, hexano, &cido citrico, acetato

de amonio, trietilamina (Merck KGaA, Darmstadt, Germany).

Preparacion de las muestras y procedimiento analitico.
En base a las diferencias fisicoquimicas de los compartimentos del huevo, estos se
analizaron por separado. Las muestras correspondieron a 1 gr. de clara y 1 gr. de yema de

cada huevo.

Cada muestra fue fortificada con el estandar correspondiente en las siguientes
concentraciones de enrofloxacino y ciprofloxacino: 1, 2, 4 y 8 ng/g. Se utilizé soluciones
madres de 1 mg/ml, a partir de las cuales se prepararon soluciones de trabajo para

enriquecer las muestras blanco y alcanzar las concentraciones ya mencionadas.
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Una vez fortificadas las muestras, éstas fueron tratadas utilizando un protocolo
basado en el método de Zeng et al. (2005). A cada muestra de clara se le adicion6 4 ml de
una solucion de acido acético/etanol absoluto, en una proporcion 1:99 y fueron agitadas

durante 5 minutos.

Por otro lado, a cada muestra de yema se le adicion6 500 ul de acetonitrilo y se
agitaron por 5 minutos. Luego se adicion6 4 ml de la solucion de extraccion de &cido
acetico/etanol absoluto. Las muestras de clara y yema fueron agitadas durante 30 minutos a
200 rpm; y centrifugadas durante 20 minutos a 3220 g. El sobrenadante fue traspasado a un
tubo de vidrio y secado bajo flujo de nitrégeno. El sedimento fue disuelto en 500 ul de
acetonitrilo, agitado durante un minuto y sonicado por 2 minutos. Luego se agregé 2 ml de

hexano, se agitd y sonico. En las yemas la extraccion con hexano fue repetida una vez mas.

Posteriormente, la fase inferior fue secada bajo flujo de nitrogeno y el residuo fue
disuelto con 500 pl de fase movil. Finalmente, las muestras fueron traspasadas a un tubo
eppendorf y centrifugadas a 8000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante fue filtrado y

traspasado a un vial de HPLC para su posterior lectura cromatogréfica.

Fase Movil.
Acetonitrilo/solucion acuosa (acido citrico 50 mM, acetato de amonio 100 mM

ajustado con trietilamina pH 4) en una proporcion de 9:91 v/v.

Sistema Cromatografico y Condiciones Cromatogréficas.

El sistema cromatogréafico fue Cromatografia Liquida con Detector de Fluorescencia
(HPLC, Waters 2475) y una columna Symmetry CI18 5um, 4.6x250 mm., Waters. Las
condiciones cromatogréaficas utilizadas fueron las descritas por Zeng et al. (2005): flujo de
la fase movil 2.2 ml/minuto; temperatura de la columna 50° C; longitud de onda

excitacion/emision: 278/465 nm.
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Parametros de validacion.

Siguiendo las recomendaciones de la Directiva 96/23/CE de la Comunidad Europea
(Europa, 2002), los parametros a definir fueron: tiempo de retencién del analito,
especificidad, recuperacion, precision, repetibilidad, limite de decision (CCa), capacidad

de deteccion (CCp) y robustez.

1. Tiempo de retencion del analito:
Se analizaron 6 drogas puras de enrofloxacino y ciprofloxacino respectivamente,

sacando un promedio del tiempo de elucion del analito.

2. Especificidad:
Se define como la capacidad de un método de distinguir entre el analito que se esta
midiendo y otras sustancias. Se determiné analizando 20 muestras blanco para verificar

posibles interferencias en la regién de interés en la que cabe esperar la elucion del analito.

3. Recuperacion:

Como no se dispone de material de referencia certificado, este factor se determind
mediante experimentos con matriz en blanco fortificadas. Se fortificaron 18 muestras
blanco con 1, 1,5 y 2 veces el MRPL vy se calculé la concentracion de cada muestra. El
porcentaje de recuperacion se calculé mediante la siguiente ecuacion:

Porcentaje de recuperacién = 100 x concentracién muestra

Nivel de fortificacion

Los resultados obtenidos serdan aceptados cuando se encuentren dentro de los
intervalos presentados en el Cuadro 3.
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Cuadro 3. Intervalos de recuperacion aceptados segun fraccion de masa. (Europa 2002).

Fraccion de Masa (ng/kg) Intervalo (%)
<1 -50a+20
>1al0 -30a+10
>10 -20a+10

4. Precision:

Se analizaron 6 curvas de 1, 2 y 4 ng/g y luego se calcul6 el promedio, desviacion
estandar (D.S) y coeficiente de variacion (C.V) entre mismas concentraciones. Los valores
seran aceptados si los coeficientes de variacién se encuentran dentro de los valores

presentados en el cuadro 4.

Cuadro 4. Coeficiente de variacion aceptado segun fraccion de masa. (Europa 2002).

Fraccion de Masa (pg/kg) CV (%)
>10a 100 20
> 100 a 1000 15
> 1000 10

Para aquellas fracciones de masa inferiores a 10 pg/kg, los CV deberan ser lo méas

bajo posible.

5. Curvas de calibracion:
La linealidad del método se mostro a través de 3 curvas de calibracion de 1, 2, 3, 4,

8 y 16 ng/g, cuyo Coeficiente de Correlacion (R) es cercano a uno (linealidad de la curva).

6. Repetibilidad:
Se determind de la misma manera que la precision, es decir, mediante 6 curvas de 3
puntos cada una. Los resultados fueron aceptados cuando el coeficiente de variacion de las

curvas era la mitad o igual al coeficiente de variacion de la precision.
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7. Limite de decision o deteccion (CCa.):

Corresponde a la probabilidad de error o (falso positivo) que una muestra no es
conforme o positiva. Para calcularlo analizamos 5 curvas de 1, 2, 4 y 8 ng/g, incluyendo
una muestra blanco (concentracion cero) para cada curva. El limite de decision es igual a la
concentracion correspondiente a la ordenada en el origen mas 2,33 veces la desviacion

estandar de la ordenada en origen.

8. Capacidad de deteccion (CCp):

Concentracion minima en que se puede detectar muestras contaminadas con una
certeza estadistica de 1 — B. Se calculo analizando 20 muestras blanco enriquecidas en la
concentracion del limite de decision. La capacidad de deteccion (B =5 %) es igual al limite
de decision mas 1,64 veces la desviacion estandar del coeficiente de variacién obtenido

entre cada muestra.

9. Robustez:

Corresponde a la susceptibilidad de un método analitico a los cambios de las
condiciones experimentales. Se identificaron 3 factores (tiempo de agitado en shaker,
tiempo centrifugacion, temperatura secado) que pudieran influir en los resultados, se
variaron ligeramente y mediante el Método de Youden (disefio factorial fraccional) se
disefiaron 8 cartas de trabajo que incluian las modificaciones alternadamente, lo que
permitid detectar las interacciones entre dichos factores:

- Carta A: agitar 25 minutos; centrifugar 15 minutos; secado 50°C
- Carta B: agitar 30 minutos; centrifugar 15 minutos; secado 50°C
- Carta C: agitar 25 minutos; centrifugar 20 minutos; secado 50°C
- Carta D: agitar 30 minutos; centrifugar 20 minutos; secado 50°C
- Carta E: agitar 25 minutos; centrifugar 15 minutos; secado 78°C
- Carta F: agitar 30 minutos; centrifugar 15 minutos; secado 78°C
- Carta G: agitar 25 minutos; centrifugar 20 minutos; secado 78°C

- Carta H: agitar 30 minutos; centrifugar 20 minutos; secado 78°C
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Obijetivo 2: Identificar el tejido marcador de enrofloxacino v ciprofloxacino

Obijetivo 3: Definir el periodo de resguardo de una formulacién comercial de enrofloxacino

en huevos de gallinas ponedoras

Animales de Experimentacion.

Se utilizaron 15 pollitas Leghorn de 16 semanas de edad; éstas fueron criadas en el
galpdn experimental del Departamento de Fomento de la Produccién Animal de la Facultad
de Cs. Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile, que cuenta con dispositivos

para el manejo de la temperatura ambiental, ventilacién e iluminacion natural y artificial.

Se alojaron en jaulas convencionales con comederos lineales de canoa y bebederos
automaticos de niple para el consumo de alimento y agua ad libitum. Estas aves fueron
alimentadas con dietas libres de antimicrobianos que cubren los requerimientos
nutricionales segun lo sefialado por el National Research Council (NRC, 1994) y linea
genética respectiva. Las condiciones de manejo de las aves, se efectuaron de acuerdo a los
preceptos del bienestar animal, sancionadas por el Comité de Etica de la Facultad de Cs.
Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile (ANEXO 1). Las gallinas fueron
asignadas aleatoriamente a dos grupos:

- Grupo A: grupo tratamiento formado por 12 gallinas, con lo cual se asegurd la
obtencion minima de 10 huevos diarios en su peak de postura.

- Grupo B: grupo sin tratamiento (control) formado por 3 gallinas.

Al grupo A se le administrd una dosis de 10 mg/kg p.v. de enrofloxacino al 10% por

5 dias consecutivos, utilizando una sonda gastrica; al grupo B se le administro agua.

Recoleccion de los Huevos.
Para evaluar la transferencia de enrofloxacino y ciprofloxacino a los distintos
compartimentos del huevo, éstos fueron recolectados desde el dia O (inicio tratamiento) y se

analizaron 6 muestras de clara y yema por dia.
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Para la evaluacién de los periodos de carencia e identificacion del tejido marcador,
los huevos fueron recolectados durante 30 dias post-tratamiento, siendo analizadas 8
muestras de clara y yema por cada dia. Los huevos fueron rotulados sefialando dia, hora y
grupo de recoleccion y fueron mantenidos refrigerados (entre 4°C y 8°C) hasta el analisis

en el laboratorio.

Evaluacion del Periodo de Resguardo

Para determinar el periodo de resguardo de enrofloxacino en huevos, se determind
las concentraciones de este antimicrobiano y su metabolito en funcion del tiempo. Para
esto, se realizaron curvas en escala semilogaritmica para la concentracion de enrofloxacino
en huevos versus tiempo. Se realizd un analisis de regresion lineal en la fase final de
eliminacién considerando un nivel de confianza del 95%. A partir de esta grafica se definio
el momento (dias) en el cual las concentraciones alcanzan el CCa. Tomando en cuenta las
desviaciones individuales en relacion al comportamiento poblacional, consideramos un
margen de seguridad de un 30% en dias (Arboix y Martin-Jiménez, 2002; CVMP, 1997).

El periodo de resguardo se determind cuando todas las observaciones estaban bajo
el CCa. Adicionalmente, se agregd el 30% de margen de seguridad. En caso que el periodo
de resguardo coincida con una fraccion de 1 dia (por ejemplo 11,3 dias) se debe considerar

el periodo incluyendo un dia completo (12 dias) (Arboix y Martin-Jiménez, 2002).
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RESULTADOS

Implementacion y validacion de un método analitico para la deteccion de residuos de

enrofloxacino vy ciprofloxacino en huevos de aves de postura, de acuerdo a las normativas

internacionales.

Los resultados obtenidos de la validacion del método analitico utilizado para la

deteccion de residuos de enrofloxacino y ciprofloxacino se exponen a continuacion:

1. Tiempo de retencion de los analitos:
El promedio del tiempo de retencion para ciprofloxacino fue a los 13,8 minutos. En

el caso de enrofloxacino el promedio fue a los 24,1 minutos.

2. Especificidad:
En 20 muestras blancos de yema y clara no se observaron interferencias en los

tiempos de retencion de enrofloxacino y su metabolito ciprofloxacino.

3. Recuperacion:
Los datos de recuperacion obtenidos para ciprofloxacino y enrofloxacino en clara y

yema se presentan en los cuadros 5, 6, 7 y 8:

Cuadro 5. Porcentaje de Recuperacién de ciprofloxacino en clara analizada por HPLC

fluorescencia.

Concentracion Curva Curva Curva Curva Curva Curva Rangos

(ne/g) 1 2 3 4 5 6 (%)
1 95 80 117 99 98 81 80-117
2 104 115 87 100 101 114  87-115
4 99 97 102 100 100 98 97-102
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Cuadro 6. Porcentaje de Recuperacion de enrofloxacino en clara analizada por HPLC

fluorescencia.
Concentracion Curva Curva Curva Curva Curva Curva Rangos

(ne/e) 1 2 3 4 5 6 (%)
1 108 85 99 92 108 109  85-109
2 94 111 101 107 96 95 94-111
4 100 98 100 99 101 101  98-101

Cuadro 7. Porcentaje de Recuperacion de ciprofloxacino en yema analizada por HPLC

fluorescencia.
Concentracion Curva Curva Curva Curva Curva Curva Rangos

(ne/e) 1 2 3 4 5 6 (%)
1 91 100 113 121 121 107  91-121
2 107 100 90 84 84 93 84-107
4 99 100 102 103 103 101  99-103

Cuadro 8. Porcentaje de Recuperacion de enrofloxacino en yema analizada por HPLC

fluorescencia.
Concentracion Curva Curva Curva Curva Curva Curva Rangos

(ne/g) 1 2 3 4 5 6 (%)
1 91 106 96 92 102 80 80-106
2 107 95 103 106 99 115  95-115
4 99 101 100 99 100 98 98-101

Los rangos de recuperacion estuvieron dentro de lo establecido para un rango de < 1
ng/gy 1 a 10 ng/g, de acuerdo a lo recomendado por la Decision 657 de afio 2002 (Europa,

2002).

38



4. Precision (Reproducibilidad intralaboratorio):
El método demostrd ser preciso ya que el CV (%) fue menor al 20%. Los resultados

obtenidos se muestran en los cuadros 9, 10, 11y 12.

Cuadro 9. Precision o reproducibilidad intralaboratorio de ciprofloxacino en clara analizada
por HPLC fluorescencia.

Concentracion Curva Curva Curva Curva Curva Curva X DS CvV

(mg/g) 1 2 3 4 5 6
1 1,0 0,8 1,2 1,2 1,0 1,0 1,03 0,16 1544
2 2,0 2,3 1,6 1,7 2,0 20 195 0,24 1221
4 4,0 3,9 4,1 4,1 4,0 40 402 0,08 1,98

Cuadro 10. Precision o reproducibilidad intralaboratorio de enrofloxacino en clara
analizada por HPLC fluorescencia.

Concentracion Curva Curva Curva Curva Curva Curva X DS CvV

(ng/g) 1 2 3 4 5 6
1 1,2 0,9 1,2 1,0 1,0 1,2 107 016 1452
2 1,7 2,2 1,7 2,0 2,1 1,8 190 0,23 12,25
4 4,1 3,9 4,1 4,0 4,0 4,1 4,03 0,08 1,92

Cuadro 11. Precision o reproducibilidad intralaboratorio en ciprofloxacino en yema
analizada por HPLC fluorescencia.

Concentracion Curva Curva Curva Curva Curva Curva X D.S cV

(ng/g) 1 2 3 4 5 6
1 0,9 1,0 1,1 1,2 1,1 1,0 1,05 0,11 10,33
2 2,1 2,0 1,8 1,7 1,9 2,0 193 0,16 842
4 4,0 4,0 41 41 4,0 40 402 005 1,35
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Cuadro 12. Precision o reproducibilidad intralaboratorio en enrofloxacino en yema
analizada por HPLC fluorescencia.

Concentracion Curva Curva Curva Curva Curva Curva X DS CvV

(mg/g) 1 2 3 4 5 6
1 0,9 1,1 1,0 1,2 11 1,0 1,05 0,11 10,31
2 2,1 1,9 2,1 1,7 1,8 20 193 0,16 841
4 4,0 4,0 4,0 4,1 4,1 40 402 005 1,34

5. Repetibilidad:
La repetibilidad en el CV de cada concentracion medida, estd en rango de valores
correspondientes a la mitad o igual al CV de la Precision. Los datos obtenidos se muestran

a continuacion en los cuadros 13, 14, 15y 16.

Cuadro 13. Repetibilidad de ciprofloxacino en clara analizada por HPLC fluorescencia.

Concentracion Curva Curva Curva Curva Curva Curva X DS CvV

(ng/g) 1 2 3 4 5 6
1 1,0 0,8 1,2 1,0 1,0 0,8 0,95 0,14 14,44
2 2,1 2,3 1,7 2,0 2,0 2,3 207 0,21 9,95
4 40 3,9 41 40 40 3,9 398 007 1,73

Cuadro 14. Repetibilidad de enrofloxacino en clara analizada por HPLC fluorescencia.

Concentracion Curva Curva Curva Curva Curva Curva X D.S cCV

(ng/g) 1 2 3 4 5 6
1 11 0,9 1,0 1,0 1,2 1,2 1,04 0,13 1281
2 19 2,2 2,0 2,1 1,8 1,7 194 0,20 10,33
4 4,0 3,9 4,0 4,0 41 41 4,02 0,07 1,66

Cuadro 15. Repetibilidad de ciprofloxacino en yema analizada por HPLC fluorescencia.

Concentracion Curva Curva Curva Curva Curva Curva X DS CV

(mg/g) 1 2 3 4 5 6
1 0,9 1,0 1,1 1,2 1,0 10 1,04 0,11 10,62
2 2,1 2,0 1,8 1,7 2,0 20 195 0,16 847
4 4,0 4,0 4,1 4,1 4,0 40 4,02 005 1,37

40



Cuadro 16. Repetibilidad de enrofloxacino en yema analizada por HPLC fluorescencia.

Concentracion

Curva Curva Curva Curva Curva Curva

(ng/g) 1 2 3 4 5 6 X =
1 0,9 1,1 1,0 0,9 1,0 08 09 009 968
2 2,1 1,9 2,1 2,1 2,0 23 208 0,14 6,60
4 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 39 397 005 115

6. Curvas de Calibracion:

Los Cuadros 17 y 18 presentan las curvas de calibracion, las que demuestran la

linealidad del método.

Cuadro 17. Curvas de calibracién de ciprofloxacino y enrofloxacino en clara obtenidas a

partir del anélisis cromatogréfico (HPLC fluorescencia) de muestras fortificadas a distintas

concentraciones.

) Ciprofloxacino Enrofloxacino
Concentracion < -
(ne/e) Areas curvas Areas curvas
1 2 3 1 2 3
1 155,336 90,116 73,193 2628,352 | 332,726 499,564
2 517,085 152,446 182,074 | 2117,715 | 889,249 714,732
4 797,247 409,541 395,912 | 3702,266 | 1965,321 | 1090,294
8 1478,801 | 823,405 796,558 | 4521,314 | 3294,977 | 2217,829
16 3266,335 | 1644,325 | 1688,923 | 9693,079 | 6708,511 | 3521,32
Intercepto -4,475 -25,477 -38,04 420,14 59,588 337,8
Pendiente 201,199 104,74 107,32 578,54 415,9 204,99
R 0,9971 0,9995 0,9998 0,9790 0,9983 0,9941
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Cuadro 18. Curvas de calibracion de ciprofloxacino y enrofloxacino en yema a partir del
andlisis cromatografico (HPLC fluorescencia) de muestras fortificadas a distintas

concentraciones.

] Ciprofloxacino Enrofloxacino
Concentracion < <
(ne/e) Areas curvas Areas curvas
1 2 3 1 2 3
1 118,952 | 146,598 | 89,098 648,196 | 635,855 | 227,302
2 282,786 | 299,307 | 121,478 |1129,141 | 1040,818 | 343,544
4 528,148 | 601,448 | 283,624 | 1846,906 |2061,014 | 903,845
8 1159,906 | 1135,444 | 813,167 |3681,664 | 3288,555 |2160,146
16 2370,177 | 2113,517 | 1751,864 | 7242,528 | 6458,237 | 3975,981
Intercepto -39,147 50,359 97,924 183,54 321,98 71,151
Pendiente 150,18 130,47 114,48 439,7 383,05 256,99
R 0,9997 0,9910 0,9971 0,9997 0,9986 0,9975

7. Limite de Decision CCa y Capacidad de detecciéon CCp:
Los datos de CCa y CCP para ciprofloxacino y enrofloxacino en clara y yema

analizadas por HPLC fluorescencia se presentan en el Cuadro 19.

Cuadro 19. CCa y CCp para enrofloxacino y ciprofloxacino en clara y yema analizadas por

HPLC fluorescencia.

Droga CCa (ng/g) CCP (ng/g)
Ciprofloxacino  Clara 0,47 1,24
Yema 0,82 1,20
Enrofloxacino  Clara 0,91 1,33
Yema 0,80 1,20

De acuerdo a los valores obtenidos para el CCa en clara y yema para ciprofloxacino
y enrofloxacino, se informa 1 ng/g para ambas matrices, valor limite a partir del cual se
puede concluir con una probabilidad de error o (1%) que una muestra no es conforme. En

el caso del CCp, se informa como 2ng/g, tanto en clara y yema para ambos antimicrobianos,
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contenido minimo de la sustancia que puede ser detectado, identificado o cuantificado con
una posibilidad de error 3 (5%).

9. Robustez

El método analitico seleccionado fue robusto ya que las D.S. calculadas para clara y
yema luego de introducir modificaciones en el método, fueron menores que la D.S de la
precision. Las D.S para enrofloxacino y ciprofloxacino en clara fueron 0,034 ng/g y 0,015
ng/g y yema 0,013ng/g y 0,068 ng/g, respectivamente, los que son menores a la D.S
calculada en la precisién (0,16 ng/g en claray 0,11 ng/g en yema).

Los factores que més afectaron la robustez fueron el secado a 78°C y agitar las

muestras durante 30 minutos.
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2. Evaluacion de la magnitud del traspaso de enrofloxacino v ciprofloxacino en la clara y la

yema de huevos obtenidos desde gallinas durante 5 dias de tratamiento.

Las concentraciones obtenidas de ciprofloxacino y enrofloxacino en clara y yema

por cada dia de tratamiento se presentan en el cuadro 20.

Cuadro 20. Concentraciones de ciprofloxacino y enrofloxacino en clara y yema.

Clara Yema
’ Concentracion (ng/g) Concentracion (ng/g)
bl Ciprofloxacino Enrofloxacino Ciprofloxacino Enrofloxacino
200,3 1963,1 6,2 3473
111,7 14735 6,1 231,4
1 137,8 2205,7 7,0 523,8
1135 1908,0 8,6 303,8
124,0 2136,5 10,2 317,8
109,8 1562,7 6,9 177,3
136,1 2577,0 8,1 604,5
145,6 24225 25,6 896,1
2 134,0 2717,0 18,7 722,2
116,4 1872,0 14,8 497,6
123,5 1884,8 12,0 659,3
108,0 1637,1 14,4 4218
107,5 1406,1 453 726,7
1374 2466,7 34,7 875,6
3 113,55 15334 21,7 619,5
136,3 2065,0 32,5 695,8
127,3 19722 29,1 635,7
115,7 1566,5 11,5 632,4
127,6 1764,7 113,4 529,0
115,8 1796,8 64,0 1093,5
4 117,2 16274 40,7 701,2
109,3 1399,4 84,9 662,7
1151 15447 31,5 723,1
1214 17844 39,9 834,0
114,2 1962,8 78,0 454.8
113,8 1988,6 165,8 564,9
5 126,0 1771,8 118,2 1347,3
124,6 2136,9 89,8 1034,1
115,2 1556,1 99,2 1189,9
112,7 17144 121,7 1209,5
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La Figura 3 grafica las concentraciones promedios de ciprofloxacino vy
enrofloxacino en clara y yema en cada dia de tratamiento, expresadas en Logaritmo Natural
(LN)

Ln concentracion
(ng/g)
10000
— D
1000 /_/__/_./ —=
100
10
1 T T T T T
0 1 2 3 4 5 6
Tiempo (dias)
—e— Suma ciprofloxacino y enrofloxacino en clara
—=— Suma de ciprofloxacino y enrofloxacino en yema

Figura 3. Promedio de las concentraciones de ciprofloxacino y enrofloxacino en clara y

yema obtenidas durante el tratamiento. Los datos se presentan en escala semilogaritmica.
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3. Evaluacion de la cinética de deplecidon de enrofloxacino y ciprofloxacino en huevos

originados durante la fase inicial del ciclo de postura, considerando el limite de deteccion

de los métodos analiticos.

Los resultados de la cinética de deplecion de enrofloxacino y ciprofloxacino en clara
y yema se presentan en el cuadro 21.

Cuadro 21. Concentraciones de ciprofloxacino y enrofloxacino en clara y yemas analizadas

por HPLC fluorescencia durante dias postratamiento.

Clara Yema
Dia Concentracion (ng/g) Concentracion (ng/g)

postratamiento  Ciprofloxacino ~ Enrofloxacino  Ciprofloxacino  Enrofloxacino

66,3 787,5 119,239 1798,4

56,8 310,8 158,255 1304,4

52,4 290,6 137,852 1227,6

1 55,7 276,4 265,066 2074,0
54,6 261,5 230,296 1695,3

62,0 489,4 165,823 9441

251 200,8 98,7894 845,8

297,1 111,6 146,823 751,0
270,479 87,484 125,064 1800,785
208,618 28,847 294,084 1487,790
722,628 115,381 249,329 1465,042
2 251,747 126,546 279,003 1579,382
303,208 113,144 213,415 1098,610

236,946 101,402 177,431 657,409

155,176 66,122 148,408 539,109

333,701 143,147 165,169 449,189

5,422 56,120 170,445 638,122

5,733 69,526 168,530 704,796
7,561 51,961 276,221 1122,593

3 14,856 60,876 225,333 672,211
11,885 54,210 254,117 1080,477

13,080 51,512 172,768 316,706

11,885 71,366 178,123 352,942

11,885 55,499 172,454 493,947
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Clara Yema
Dia Concentracion (ng/g) Concentracion (ng/g)

postratamiento  Ciprofloxacino ~ Enrofloxacino  Ciprofloxacino  Enrofloxacino

ND 20,392 124,0 427,334
ND 24,823 103,7 403,503
ND 11,702 267,5 5,698

4 ND 40,142 40,1 117,059
ND 29,290 129,8 425,257
ND 29,323 174,9 540,669
ND 17,183 60,1 175,352
ND 32,902 1142 515,275
ND 7,181 43,9 97,691
ND 6,405 117,7 263,449
ND 8,930 171,7 468,158

5 ND 3,795 121,4 220,929
ND 9,934 81,8 166,850
ND 11,180 60,8 144,926
ND 8,813 1116 264,821
ND 6,850 80,3 295,199
ND 2,253 16,8 14,870
ND 2,795 132,7 209,873
ND 1,655 60,1 149,061

6 ND 5,898 59,9 80,809
ND 1,591 21,3 41,448
ND 2,516 28,8 23,095
ND 1,725 15,1 19,222
ND 1,0 8,3 7,6
ND 1,1 3,1 3,3
ND ND 3,4 3,7

; ND 1,0 2,8 2,8
ND 15 6,1 5,0
ND ND 2,7 3,9
ND 1,3 3,1 3,8
ND 1,0 8,0 11,6
ND ND ND 3,0
ND ND ND 1,0
ND ND ND ND

8 ND 1,1 ND 1.2
ND 1,2 ND 1,0
ND ND ND ND
ND ND ND 13
ND ND 2,1 1,8
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Clara Yema
Dia Concentracion (ng/g) Concentracion (ng/g)

postratamiento  Ciprofloxacino  Enrofloxacino  Ciprofloxacino  Enrofloxacino

ND ND ND ND
ND ND ND ND
ND ND ND 1,0
9 ND ND ND ND
ND 1,4 ND ND
ND ND ND ND
ND ND ND ND
ND ND ND ND
ND ND ND ND
ND ND ND ND
10 ND ND ND ND
ND ND ND ND
ND ND ND ND
ND ND ND ND

ND: observaciones < 1 ng/g.
Los dias 6, 9 y 10 tienen menos observaciones por falta de matriz de trabajo.

La Figura 4 presenta las concentraciones promedios de ciprofloxacino vy

enrofloxacino obtenidas durante los dias postratamiento, expresadas en LN.
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Ln concentracion
mg/g)
10000
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—=— Suma ciprofloxacino y enrofloxacino en yema

Figura 4. Deplecidon de ciprofloxacino y enrofloxacino de clara y yema después de 5 dias de

tratamiento. Los datos se presentan en escala semilogaritmica.
Dado que a partir del dia 10 postratamiento todas las observaciones se encuentran

bajo el CCa, y sumando el 30% de margen de seguridad, el periodo de resguardo calculado

en este estudio para una formulacion de enrofloxacino al 10%, es de 13 dias.
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DISCUSION

Las fluoroquinolonas son antimicrobianos ampliamente usados en medicina

veterinaria para el tratamiento de enfermedades en animales de produccion.

En Chile, el registro de farmacos tiene autorizado el uso de fluoroquinolonas en
pollos broiler y pavos en crecimiento, pero no en aves de postura en produccién. Por otro
lado, nuestro pais no cuenta con un control sobre el uso extraetiqueta, por lo que no
podemos asegurar el no uso de estos farmacos en aves de postura y por lo tanto la ausencia

de residuos de antimicrobianos en huevos destinados a consumo de la poblacion.

Actualmente, Chile cuenta con Programas de Control de Residuos de Farmacos en
una variedad de alimentos de origen animal, como leche, miel, musculo e higado; sin
embargo, dentro de estos programas los huevos no estan incluidos. Segun lo anterior, surge
la necesidad de establecer un punto de partida respecto a la urgencia de aplicar medidas de

prevencion y control, y asi evitar la presencia de residuos antimicrobianos en este alimento.

En los programas de control de residuos y estudios de deplecidn, la seleccion y
validacién de un método analitico es de especial preocupacion y por esta razon antes de
realizar el estudio se desarrollé y validdé un método analitico que cumpla con las

recomendaciones internacionales.

Este estudio utilizé un protocolo de extraccion basado en el método de Zeng et al.
(2005), siendo ajustado a las condiciones analiticas del Laboratorio de Farmacologia
Veterinaria FAVET de la Universidad de Chile y validado segun las normas de la
Comunidad Europea, Decision 657 del afio 2002, para lo cual determinamos los parametros
de tiempo de retencion del analito, especificidad, recuperacion, repetibilidad, precision,

curvas de calibracion, limite de decision CCa, capacidad de deteccion CCP y robustez.

El tiempo de retencion obtenido en nuestro estudio (13,8 minutos para el

ciprofloxacino y 24,1 minutos para el enrofloxacino) difiere de los resultados obtenidos por
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Zeng et al. (2005), quienes desarrollaron un método de determinacion simultanea para
nueve fluoroquinolonas en clara y yema, utilizando cromatografia liquida con detector de
fluorescencia. En dicho trabajo, el tiempo de retencion del ciprofloxacino fue a los 8,975
minutos y el de enrofloxacino fue a los 16,985. Esto se puede atribuir a diferencias de los
equipos cromatograficos y condiciones Cromatograficas (presiones, programas de
temperatura o columnas analiticas utilizadas, principalmente en cuanto a su didmetro como

a su largo).

En cuanto a la especificidad, al analizar las veinte muestras blanco, se pudo
corroborar que el método de extraccion aplicado no presenté interferencias en el tiempo de
elucion del enrofloxacino ni tampoco en el de su metabolito ciprofloxacino, por lo cual el
método es lo suficientemente especifico como para distinguir entre ambos analitos y otras

sustancias presentes en la matriz.

Los valores de recuperacién fueron mayores a un 80%, coincidiendo con el estudio
realizado por Chu et al. (2002), quienes desarrollaron un método de determinacién de
fluoroquinolonas en clara y yema mediante cromatografia liquida con deteccion
fluorométrica. La repetibilidad del método se considera aceptada ya que el coeficiente de
variacion es igual o menor al obtenido en la precision, tal como lo plantea la decision 657

del afio 2002 en el Diario Oficial de las Comunidades Europeas.

Las tres curvas de calibracion seleccionadas para clara y yema tienen un R > 0,95
demostrando la linealidad del método analitico, lo que hace confiable la cuantificacién de
los resultados obtenidos. Asi también, el método demostrd ser robusto, ya que todas las
desviaciones estandar obtenidas fueron menores a la desviacion estandar de la precision. Es
importante notar que, los factores de secado y agitado fueron los que mas afectaron los
resultados, por lo cual son factores que se deben trabajar con cuidado y evitar

modificaciones.

Los valores de CCa y CCP obtenidos para ciprofloxacino y enrofloxacino en los

distintos compartimentos del huevo (Cuadro 19) permiten sefialar que tanto la capacidad de
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deteccidén como el limite de decisidn se acercan bastante a los obtenidos por otros autores.
Schneider y Donohue (2003), desarrollaron un método de determinacion multiresidual de
fluoroquinolonas en huevos, usando LC-MS/MS vy las sensibilidades logradas fueron
similares a las alcanzadas por el método validado en este estudio. Herranz et al. (2007),
desarrollaron un método para la determinacion de fluoroguinolonas en huevos, usando una
extraccion liquida presurizada, sin embargo, los resultados para CCo y CCP obtenidos por
estos autores estuvieron muy por encima de los obtenidos en este trabajo. Esto indica que la
sensibilidad del HPLC fluorescencia puede llegar a ser tan buena como la de la LC-
MS/MS; no obstante, utilizar esta Gltima técnica otorga la ventaja que confirma la molécula

detectada mediante la identificacion de iones de transicion (Herranz et al., 2007).

Todos los parametros de validacion cumplen con las sugerencias de validacion de la
Decision 657 del afio 2002 de la Comunidad Europea, por lo cual, el método se considera
apto para la deteccion de residuos de ciprofloxacino y enrofloxacino en huevos. Es asi que
esta metodologia podria ser utilizada en los futuros programas de control de residuos de

estos antimicrobianos en huevos en Chile.

También podemos sefialar que el enrofloxacino como su metabolito ciprofloxacino
se distribuyen en clara y yema, pero en diferentes magnitudes, similar a lo descrito por
Gorla et al. (1997). Estos investigadores estudiaron la transferencia de enrofloxacino y
ciprofloxacino en clara y yema, obtenidas a partir de huevos de gallinas tratadas con
enrofloxacino al 5% durante 5 dias, encontrando concentraciones de antimicrobiano

superiores en clara.

A una conclusion similar llegaron Kan y Petz (2000), quienes describieron un
comportamiento muy similar al obtenido en nuestro estudio, donde las concentraciones
alcanzadas en la clara durante el tratamiento, son siempre mas altas que las alcanzadas en la
yema y se mantienen dentro de rangos constantes. Esto, se puede atribuir a que el principal
componente de la clara es la albimina, una proteina presente en la sangre y a la cual las
fluoroquinolonas se unen entre un 20% - 40%, por lo que las concentraciones del

antimicrobiano en la sangre se reflejan en la clara.
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La formacion de las proteinas de clara toma alrededor de 1 a 2 dias, por lo tanto, el
maximo de antimicrobiano se espera 2 a 3 dias de iniciado el tratamiento. En este
experimento, el nivel maximo de antimicrobiano en la clara se obtuvo el segundo dia de
tratamiento, similar a lo obtenido por Lolo et al. (2005), quienes usaron una formulacién de
enrofloxacino al 5% a una dosis oral de 12 mg/kg durante 5 dias, obteniendo niveles

méximos al tercer dia de tratamiento.

Por otro lado, la yema mantuvo durante el tratamiento, concentraciones menores
que la clara y, a medida que progresaba el tratamiento, estas concentraciones aumentaron
gradualmente desde 324 ng/g el primer dia hasta 1079 ng/g el quinto dia. De acuerdo con
Lolo et al. (2005) esto es esperable, ya que las lipoproteinas de la yema se forman en el
higado, por lo cual los niveles maximos se esperan a los 8 a 10 dias después de

administrada la primera dosis.

En ambas matrices, los niveles de enrofloxacino fueron en general mas altos que los
alcanzados por el ciprofloxacino, lo cual es esperable ya que este Gltimo corresponde a un

metabolito del enrofloxacino.

En los dias posteriores al tratamiento, en la clara los niveles de antimicrobiano
decaen fuertemente el primer dia postratamiento, disminuyendo rapidamente durante los
dias siguientes. Esta brusca disminucion de droga en clara demuestra que los niveles de

antimicrobiano en este compartimiento son un reflejo de los niveles presentes en la sangre.

En contraste a lo sucedido en la clara, en la yema los niveles de droga en el primer
dia postratamiento fueron superiores a los del ultimo dia de tratamiento, disminuyendo
gradualmente durante los siguientes dias, alcanzando niveles inferiores a 1 ng/g a partir del
dia 10 postratamiento. Esto coincide con lo descrito por Lolo et al. (2005), el cual encontro
niveles mayores de antimicrobiano en los primeros dias postratamiento y después estos

niveles fueron gradualmente disminuyendo.
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No se detecto ciprofloxacino en clara a partir del cuarto dia postratamiento, mientras
que las de enrofloxacino fueron detectables hasta el dia 9 postratamiento. En la yema en
cambio, los niveles de ciprofloxacino fueron detectables hasta el dia 8 y el enrofloxacino
hasta el dia 9 postratamiento. En el trabajo desarrollado por Lolo et al. (2005), los niveles
de ciprofloxacino en clara se mantuvieron detectables hasta el quinto dia postratamiento,
mientras que en yema lo fueron hasta el décimo dia, es decir, los resultados de este estudio
son bastante similares a los obtenidos por estos investigadores. Este comportamiento se
puede atribuir a que el ciprofloxacino se origina a nivel hepético, en un proceso de
biotransformacion del enrofloxacino, y los componentes de la yema también se forman en
el higado, por lo cual, es esperable encontrar concentraciones de este metabolito en yema

varios dias después de terminado el tratamiento.

De acuerdo a los resultados de este trabajo, la yema y la clara se pueden considerar
tejidos marcadores, ya que las concentraciones de antimicrobiano dejan de ser detectables
en ambas al dia 10 postratamiento. Esto se contrapone a lo descrito por Donoghue y Myers
(2000), quienes consideraron a la yema como el principal compartimento marcador de
residuos. Por otro lado, Blom (1975) reportd concentraciones de residuos de sulfonamidas
mas altas en clara que en yema. Debido a estas diferencias, se considera necesario realizar
nuevas investigaciones que aclaren las discrepancias que existen con respecto a cual es el

compartimento mas indicado como marcador de residuos.

El periodo de resguardo definido (13 dias) esta por debajo de lo reportado por Lolo
et al. (2005), quienes encontraron residuos hasta el dia 15 postratamiento. Esto lo podemos
atribuir a que estos investigadores realizaron la deteccién de residuos antimicrobianos

mediante LC-MS/MS, técnica con mayor sensibilidad que la usada en este estudio.

Es evidente la necesidad de seguir con investigaciones enfocadas a la deteccion de
residuos antimicrobianos en huevos, utilizando métodos analiticos de ultima generacion
con mejores niveles de deteccién, los que ademdas puedan ser aplicados en estudios de
deplecion, con el objetivo de determinar con mayor exactitud los periodos de resguardo de

diferentes formulaciones farmacéuticas.
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CONCLUSIONES

1-. El meétodo validado para la deteccion de enrofloxacino y su metabolito
ciprofloxacino en huevos, cumple con los criterios de validacion establecidos por Directiva
2002/657 de la Comunidad Europea.

2-. Los huevos que provienen de gallinas ponedoras tratadas con una formulacion de
enrofloxacino al 10% no deben enviarse a consumo humano hasta pasados 13 dias de

finalizado el tratamiento.

3-. Se puede utilizar yema o clara como tejido marcador para la deteccion de
residuos de enrofloxacino; sin embargo, debido a la discrepancia que existe en la literatura
disponible en relacion a cual de los dos compartimentos debe ser considerado como tejido

marcador, es recomendable realizar nuevas investigaciones con respecto a este tema.
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