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RESUMEN

La oxitetraciclina es un antimicrobiano perteneciente a la familia de las tetraciclinas
ampliamente utilizada en animales productivos debido a sus caracteristicas farmacolégicas y
adecuada relacion costo/efectividad. Es utilizada en las aves productoras de carne y huevos,
disminuyendo la incidencia de enfermedades infecciosas de origen bacteriano y las
mortalidades relacionadas con éstas. Sin embargo, el uso terapéutico de este farmaco no
esta exento de riesgos para la salud publica. Estos riesgos se centran fundamentalmente en
la generacién de resistencia en bacterias zoonéticas y la presencia de residuos en los

productos finales generando efectos adversos en la poblacién humana.

Con la finalidad de proteger la salud de los consumidores al evitar la presencia de
residuos de medicamentos de uso veterinario en alimentos destinados al consumo humanao,
se han establecido los denominados periodos de resguardo, los cuales se determinan en
base a los limites maximos residuales (LMR) definidos para cada principio activo, tejido y
especie animal. Los periodos de resguardo son especificos para cada formulacion
farmacéutica y varian de acuerdo a la dosis administrada, via de administracién y duracion
de la terapia. En Chile, el Registro Sanitario de los Alimentos ha fijado en 200 ug/kg el LMR
para oxitetraciclina en huevos, pero no se ha definido el periodo de resguardo de este

medicamento en gallinas de postura.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el periodo de resguardo de una formulacién de
oxitetraciclina en los huevos obtenidos de gallinas de postura tratados con este farmaco
considerando el LMR definido para Chile. Para esto, se validé una metodologia analitica
mediante HPLC-DAD para la determinacién de oxitetraciclina segun la normativa de la Union
Europea. Posteriormente, se realiz6 un estudio de deplecién utilizando 12 gallinas ponedoras
Leghorn, las que fueron tratadas con una dosis de 40 mg/kg dia de oxitetraciclina por via oral

durante un periodo de 10 dias consecutivos.

Este estudio permitié sefialar que la distribucién del antimicrobiano se inicia desde el
primer dia de tratamiento en ambos compartimentos del huevo (clara y yema), sin embargo
las concentraciones del antimicrobiano son inferiores en la clara, alcanzando un nivel
constante en este compartimiento al tercer de tratamiento. En el caso de la yema, las

concentraciones de oxitetraciclina fueron constantes desde el dia 10 de tratamiento.



Ademas, las concentraciones presentes en clara no superaron el LMR establecido, contrario
a lo observado en yema, en la cual hacia el final del tratamiento se observaron niveles de
hasta 1044 pg/kg. De esta manera, la yema corresponde al tejido a considerar como

marcador para evaluar el periodo de resguardo en este alimento.

El periodo de resguardo para oxitetraciclina en los huevos, fue de nueve dias
considerando a la yema como tejido marcador. Esto quiere decir, que posterior a este
periodo, los huevos obtenidos de gallinas de postura tratados con este farmaco, pueden ser
destinados al consumo humano constituyendo de esta forma un alimento seguro para la
poblacién.



ABSTRACT

Oxytetracycline is an antimicrobial drug from the family of the tetracyclines, widely
used in animal production due to its pharmacological characteristics and appropriate cost /
effectiveness ratio. It is used in poultry, as it reduces the incidence of infectious bacterial
diseases and associated mortality. However, the therapeutic use of this drug is not without
risk to public health, mainly focused on the generation of resistance in zoonotic bacteria and
the presence of residues in foods for human consumption having adverse effects on the

population.

In order to avoid the presence of residues of veterinary medicines in foods for human
consumption, withdrawal times (WDT) have been established. WDT are determined based on
Maximum Residual Limits (MRLs) defined for each active ingredient, tissue and animal
species. WDT are specific for each pharmaceutical formulation, and varies according to the
dose, route of administration and duration of therapy. In Chile, the Food Sanitary Registration
established the MRL of 200 ug/kg for oxytetracycline in eggs. However, WDT in laying hens

have not been yet determined.

The goal of this study was to evaluate the WDT of a single formulation of oxytetracycline in
eggs from treated laying (40 mg / kg daily for 10 consecutive days) hens considering the MRL
established in Chile. A suitable HPLC-DAD analytical method was validated for the detection

of oxytetracycline in accordance with the recommendations of the European Union.

Oxytetracycline was detected in white and yolk since day 1, but drug concentrations were
lower in the former compartment, reaching a constant level in this compartment on the third
day of treatment. In yolk, the drug concentrations were higher than those observed in white,
and constant level were reached on day 10th of treatment. In addition, drug concentrations in
white did not exceed the MRL, contrary to what was observed in yolk (1044 pg/kg at ther 10™
day of treatment). Thus, yolk must be the target tissue to be considered when WDT of
oxytetraciclyne (40 mg / kg daily for 10 consecutive days)is determined in eggs collected from

laying hens.

A WDT of 9-day period was calculated for oxytetracycline in yolk. In consequence, this falls



into recommendation if a safe product for human consumption is to be collected from treated

laying hens.



INTRODUCCION

El constante crecimiento de la poblacion humana ha hecho necesario intensificar los
sistemas de produccion animal para suplir la creciente demanda de alimentos de origen
animal. Esta situacion expone a los animales a diversas enfermedades, y por ende, a una
mayor demanda de las diferentes herramientas terapéuticas entre las que se encuentran los

antimicrobianos como las tetraciclinas.

Las tetraciclinas corresponden a un grupo de antimicrobianos de amplio espectro que
surgieron partir de la exploracién en la busqueda de otras sustancias que exhibieran
actividad antimicrobiana. Fue asi como en 1948 se aisl6 desde el suelo la bacteria
Streptomyces aeurofasciens, microorganismo desde el cual se obtuvo la clortetraciclina, el
primer integrante de esta familia. Posteriormente, se logré aislar desde el S.rimosus al

segundo integrante de esta familia, la oxitetraciclina.

Los antimicrobianos han contribuido en la industria avicola mejorando la salud y
bienestar de las aves productoras de carne y huevos, disminuyendo la incidencia de
enfermedades infecciosas de origen bacteriano y las mortalidades relacionadas con éstas.
Sin embargo, el uso terapéutico de estos farmacos no esti exento de riesgos para la salud
publica. Estos riesgos se centran fundamentalmente en dos aspectos: la generacién de
resistencia en bacterias zoonaticas y la presencia de residuos de farmacos en los productos
finales (carne, leche, miel y huevos); que pueden causar reacciones nocivas especificas y/o

alteracion de la microbidtica intestinal humana.

Actualmente est4d autorizado el uso de oxitetraciclinapara prevenir diversas
enfermedades en gallinas de corral y ponedoras de reproduccion. Sin embargo, no esta
registrada para ser utilizada en gallinas productoras de huevos destinados al consumo
humano, debido a que no se han evaluado los periodos de resguardo en los huevos
obtenidos de gallinas tratadas con este farmaco. Por otro lado, hay que considerar que el
consumidor actual muestra cada vez mayor interés en conocer el origen e inocuidad de los
alimentos que consume, sobre todo en aquéllos de origen animal, siendo su principal
preocupacion la presencia de residuos de farmacos y contaminantes ambientales en estos

productos.



Diversos autores han demostrado que los antimicrobianos utilizados en la industria
avicola se transfieren al huevo por via sanguinea durante su proceso de formacion. Este
hecho genera el riesgo de alcanzar concentraciones en el alimento que superen los limites

maximos permitidos por los diferentes organismos nacionales e internacionales.

Basandose en los efectos adversos que pueden generar estos farmacos, organismos
intergubernamentales como el JECFA (Comité mixto FAO/OMS de expertos en aditivos
alimentarios) han establecido los Limites Maximos Residuales (LMR) para diferentes
compuestos farmacologicos. En el caso de oxitetraciclina en huevos, se ha establecido un
limite de 200 pg/kg tanto por la Union Europea y el Registro Sanitario de los Alimentos de
Chile, mientras que el Codex Alimentarius lo ha definido en 400 ug/ kg.

Si bien actualmente existen diferencias en los LMR establecidos, la tendencia
mundial es a armonizar los criterios de inocuidad alimentaria de las distintas naciones, con el
fin de proteger a los ciudadanos y asegurar las practicas equitativas en el comercio
internacional de alimentos. Por otro lado, el Codex Alimentarius (Comisién FAO/OMS) sefiala
gue el cumplimiento del periodo de resguardo para cada formulacion de farmaco es una de
las principales medidas para controlar la presencia de residuos en productos de origen

animal destinados al consumo humano.

La utilizacion de los LMR permite la evaluacion de los periodos de resguardo. Estos
periodos son especificos para cada especie animal siendo dependientes de la dosis,
duracién de la terapia y de la formulacién utilizada. Esto adquiere significancia, ya que, las
diferencias entre formulaciones pueden generar residuos ilegales si en la determinacién de
los periodos de resguardo no se considerd esta variable, siendo por lo tanto necesario

determinar los periodos de resguardo para cada formulacion de un medicamento veterinario.

Nuestro pais cuenta con Programas Nacionales de Control de Residuos de Farmacos
en productos carnicos y lacteos. Esto ha permitido conocer los principales farmacos
causantes de residuos en estos productos, permitiendo realizar medidas correctivas en los
sistemas de produccién que aseguren la entrega de productos inocuos para el consumidor.
Sin embargo, dentro de estos programas no se incluye el monitoreo de huevos, aun cuando
existe el riesgo que estos presenten residuos de farmacos provenientes de gallinas

sometidas a tratamiento. Por otro lado, el Registro de Medicamentos Veterinarios no puede



autorizar el uso de oxitetraciclina en gallinas ponedoras si no se han establecido previamente

los periodos de resguardo para este farmaco en los huevos provenientes de aves tratadas.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Las tetraciclinas corresponden a un grupo de antimicrobianos de amplio
espectro desarrolladas en 1948. La clortetraciclina y la oxitetraciclina, fueron las
primeras moléculas de la familia en ser descritas siendo obtenidas a partir del
Streptomyces aurofaciens y Streptomyces rimosus respectivamente (Azanza et al,
1998). Estos compuestos poseian variadas ventajas sobre la penicilina, como son:
un mayor espectro de accion (sobre todo en bacterias gram negativas), y una mejor

tolerancia, por parte del individuo, debido a su menor toxicidad(Nelson, 1998).

Posteriormente surgen otras tetraciclinas aumentando la cantidad de
integrantes de la familia. De esta forma se descubre la tetraciclina y
dimetilclortetracilina, ambas de origen natural, ademéas de metaciclina, doxiciclina y
minociclina, de origen semi-sintético. A pesar del éxito demostrado por estas
primeras tetraciclinas, se desarrollaron analogos en los que se buscaba una mejor
hidrosolubilidad para permitir su administracion parenteral 0 mejorar su absorcion
por via oral. A partir de estas investigaciones surgieron algunos compuestos semi-

sintéticos como la rolitetraciclina y limeciclina (Chopra y Roberts, 2001).

Las tetraciclinas de desarrollo mas reciente corresponden al grupo de las
glicilciclinas y las aminometilciclinas. Las primeras fueron desarrolladas por los
laboratorios Lederle siendo su representante la tigeciclina (un derivado semi-
sintético de la minociclina) aprobada para su uso recientemente (Jones y Petersen,
2006). Las aminometilciclinas actualmente se encuentran en desarrollo experimental

y aln no son sometidas a ensayos clinicos(Agwuh y MacGowman, 2006).

De acuerdo a estos antecedentes, las tetraciclinas pueden clasificarse en tres
generaciones (Tabla 1) segun el orden de su descubrimiento (Pérez-Trallero e
Iglesias, 2003):



Tablal: Principales componentes del grupo de las tetraciclinas

Generacion Nombre Genérico Descripcion
Primera Clortetraciclina Producidas por dos especies de
(1948-1963) Streptomyces aurofaciens (finales de la

década de 1940)

Oxitetraciclina Obtenida a partir de Streptomyces
rimosus en la década de 1950

Tetraciclina Derivados semi-sintéticos caracterizados
Demeclociclina por su hidrosolubilidad
Rolitetraciclina
Limeciclina
Clomaociclina
Segunda Doxiciclina Derivados semi-sintéticos de las
(1965-1972) Metaciclina primeras
Minociclina
Tercera Glicilciclinas (tigeciclina) Derivado semi-sintético de minociclina
(1993 -ala
fecha) Aminometiciclinas (PTK En desarrollo experimental
7906)

Fuente: Pérez — Trallero e Iglesias, 2003

Otra clasificacion es la que realiza Bryskier (2005), el cual divide a la familia
en dos grupos: las moléculas bacteriostaticas o del grupo 1, las cuales actian a
nivel ribosomal y son de uso clinico, y las moléculas bactericidas o del grupo 2, que
actian sobre la membrana citoplasmatica y que corresponden a agentes adn en

etapa de desarrollo experimental.



Estructura

La denominacién de esta familia deriva de su estructura compuesta por cuatro
anillos unidos en forma lineal denominados por las letras A,B,C y D (Figura 1). Se
caracterizan por la presencia de un esqueleto basico de perhidronaftaceno y varios
sustitutos en las posiciones 5, 6 y 7 originando los diversos compuestos (Chambers,
2001; Mella y Mufioz,2009).

Sitio hidrofobico

Sitio hidrofilico

Figural: Estructura basica de las tetraciclinas (Mella y Mufioz., 2009)

La formacion de la estructura tetraciclica tiene su origen en la produccién de
metabolitos secundarios complejos conocidos como poliquétidos, generados por el
microorganismo Streptomyces mediante biosintesis y conjugacion enzimatica de
subunidades de acetato. Las enzimas poliquétido sintetasa y acetil-CoA modifican
guimicamente estos metabolitos para obtener pre-tretramidas tipo naftaceno
(“napfhtacene-like pre-tetramids”). A partir de este compuesto, se obtienen las
principales tetraciclinas de origen natural (clortetraciclina, oxitetraciclina y
tetraciclina). Modificaciones a estos productos naturales, daran origen al resto de los

integrantes de la familia (Nelson, 1998).
El requisito estructural minimo para que las tetraciclinas posean actividad

antibacteriana corresponde a mantener una estructura tetraciclica lineal (Nelson,

1998). Ademas, estos farmacos son poderosos agentes quelantes y tanto sus
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propiedades farmacocinéticas como antimicrobianas son influenciadas por la

guelacion de iones metalicos (Chopra y Roberts, 2001).

Por otro lado, la estabilidad de las tetraciclinas en disolucion varia con el pH
y el compuesto especifico, aunque suelen ser estables frente a pH acido. En su
mayoria se comportan como anféteros, por tanto pueden actuar como aniones,
formando sales de sodio o como cationes obteniéndose los correspondientes

clorhidratos, siendo estos ultimos los preparados mas comunes (Lemos, 2002).

Espectro de accion

Inicialmente, su espectro antibacteriano se consideré muy amplio. No obstante,
la presion prescriptora realizada durante las décadas de los afios cincuenta y
sesenta generd6 una merma notable en la sensibilidad de las bacterias a este
antimicrobiano, hasta el punto que hoy en dia no existe practicamente especie

bacteriana que presente sensibilidad en todas sus cepas (Azanza et al, 1998).

Las tetraciclinas actdan contra una amplia gama de bacterias gram-positivas y
gram-negativas, tanto aerobias, como anaerobias. Son también eficaces frente a
algunos microorganismos intracelulares como es el caso de Rikettsia. No presentan
accion efectiva frente a organismos de tipo fungicos (Chambers, 2001).

Caracteristicas farmacocinéticas y farmacodinamicas de las tetraciclinas

Farmacocinética

La principal via de administracion de las tetraciclinas es la forma oral, sin
embargo, existen compuestos que ademas pueden ser administrados por via
intravenosa como la oxitetraciclina, limeciclina, doxiciclina y minociclina, e incluso
exclusivamente por esta Ultima via, como la rolitetraciclina y tigeciclina (Pérez-
Trallero e Iglesias, 2003). La administracién intramuscular no es habitual en estos

compuestos debido al dolor producido en la administraciéon. Sin embargo; solo se

11



administran por esta via la tetraciclina y la oxitetraciclina, ya que el resto de los
integrantes de la familia pueden provocar abscesos de tipo estériles (Lemos, 2002).

Debido a su estructura quimica caracteristica, la absorciéon via intestinal puede
alterarse en forma notable si se administran junto a los alimentos, sustancias que
aumenten el pH estomacal o contengan cationes bivalentes o trivalentes que
generen la formacion de complejos quelantes como calcio, magnesio, manganeso,
aluminio, cinc, hierro, bismuto y farmacos como cimetidina y omeprazol (Pérez-
Trallero e Iglesias, 2003; Chambers, 2001).

Alcanzan la Cyax entre 1-3 hrs en un rango de 1-5 mg/L después de su
administracién, siendo esta dependiente de la dosis(Agwuh y MacGowan, 2006).La
unién a proteinas séricas es variable dependiendo del compuesto, puede
encontrarse en rangos de 50% a 95% (Azanza et. al, 1998; Pérez-Trallero e
Iglesias, 2003).

En animales, el volumen de distribucién varia entre los 2,1 It/Kg para la
oxitetraciclina en perros y gatos, hasta los 0,8 It/Kg en el ganado vacuno (Lemos,
2002).

Su distribucién en el organismo es amplia debido a su gran liposolubilidad,
penetrando en la mayoria de los tejidos y secreciones en el organismo, incluidos
orina, liquido prostatico y leche materna. Son capaces de difundir a tejido
placentario, alcanzando concentraciones en liquido amniético y plasma umbilical del
orden del 10 a 60% de la concentracién plasmatica. En el liquido cefalorraquideo
(LCR) pueden alcanzar niveles que oscilan entre 10% a 26% de los séricos (incluso
sin inflamacion meningea), en el esputo del orden del 20% y en el liquido sinovial y
mucosa del seno maxilar superior niveles similares a los presentes en el plasma
(Pérez-Trallero e Iglesias, 2003).Ademas, se acumulan en células reticulo
endoteliales de higado, bazo y médula 6sea, en huesos, dentina y esmalte de
dientes sin brotar (Chambers, 2001).
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Las tetraciclinas de primera generacion no sufren metabolizacion, a excepcion
de la tetraciclina, cuyo metabolito es epitetraciclina. La mayoria se eliminan por
excrecion renal mediante filtracion glomerular (Lemos, 2002;Agwuh y MacGowan
2006).En relacion a lo anteriormente descrito, la eliminacién por orina varia segun el
compuesto, siendo de un 6% para minociclina, 18% para clortetraciclina, 42% para
doxiciclina y un 60% para tetraciclina (Pérez-Trallero e Iglesias, 2003).

Las tetraciclinas eliminadas por bilis son reabsorbidas en intestino mediante
recirculacién entero-hepatica, aumentando la semivida de estos antibiéticos en el
orden de 6 al0 hrs. De acuerdo a esto, una disminucién de la funciéon hepatica u
obstruccién del colédoco reduciria la excrecion de estos farmacos por la via biliar,
por lo cual su vida media seria mas larga y sus concentraciones en plasma mayores
(Lemos, 2002). De acuerdo a su perfil farmacocinético, pueden agruparse en tres
categorias (Agwuh y MacGowman; 2006) (Tabla 2):

Tabla 2: Clasificacion de tetraciclinas de acuerdo a sus caracteristicas

farmacocinéticas

Grupo Descripcion Representantes
1 Antiguos agentes de la familia, se Tetraciclina
caracterizan por su reducida Oxitetraciclina,
absorcion y menor caracter lipofilico, Clortetraciclina,
en comparacion a las nuevas Demeclociclina
moléculas. Limeciclina
Metaciclina

Rolitetraciclina

2 Presentan mejor absorcion, Doxiciclina
presentan un caracter lipofilico de tres Minociclina.
a cinco veces superior a las del grupo
1
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3 Agentes de Ultima generacion y en Tigeciclina
desarrollo como las BAY 73-6944/PTK 0796

aminometilciclinas

Fuente: Agwuh y MacGowman, 2006

Farmacodindmica

La farmacodinamica corresponde a la relacion existente entre las mediciones de
la exposicién a los antimicrobianos presentes en los fluidos corporales, versus los

efectos antibacterianos y toxicoldgicos de las drogas (Craig, 2002).

El parAmetro de mayor importancia en relacion a la potencia de la droga, es la
Concentracion Minima Inhibitoria (MIC, ml/L) (Levison, 1995).Sin embargo, existen
otros parametros importantes de considerar, como el patrén de muerte bacteriana,
la persistencia de los efectos y modelos farmacocinéticos/farmacodinamicos tanto in
vitro como en animales (Craig y Ebert, 1999).La farmacodindmica de las
tetraciclinas depende del tiempo en que la concentracion tisular del antibidtico es
superior a la MIC. Siendo el parametro farmacodinamico mas adecuado para
predecir la eficacia clinica y microbioldgica de las tetraciclinas es el cociente entre el
area bajo la curva (AUC) y la MIC (AUC/MIC)(Pérez-Trallero e Iglesias, 2003; Mella
y Mufioz, 2009).

Las tetraciclinas actlan como agentes bacteriostaticos inhibiendo la sintesis
proteica de células bacterianas. Atraviesan la membrana externa de las bacterias a
través de proteinas tipo porinas mediante difusion pasiva y llegan al citoplasma
mediante un mecanismo activo donde se unen al ribosoma bacteriano inhibiendo la

sintesis de proteinas (Chambers, 2001).

La inhibicién de la sintesis proteica se logra debido a la capacidad del farmaco
de evitar la asociacion entre el Aminoacil-ARNt y el ribosoma bacteriano, efecto que
se logra mediante la union especifica a la sub-unidad 30S del ribosoma. Sin

embargo, esta union es reversible lo que explicaria su efecto bacteriostatico. Como
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resultado de esta unién se impide la adiciébn de aminoéacidos a la cadena peptidica
en formacion inhibiendo su elongacion. Por otro lado, pueden generar quelacién del
magnesio (Mg"™") necesario para la unién ribosémica e inhibir, de esta forma,
sistemas enziméticos bacterianos (Ej: fosforilacién oxidativa) (Lemos, 2002; Pérez-
Trallero e iglesias, 2003).

El mecanismo por el cual atraviesan las membranas externas de bacterias gran
negativas se basa en el paso a través de las porinas OmpF y OmpC como cation
cargado positivamente, probablemente como complejo (Mg™)-tetraciclina. Este
complejo es atraido por el potencial de Donnan a través de la membrana externa
llevando a su acumulacion en el periplasma, una vez en este lugar, el complejo ion-
tetraciclina se disocia para liberar al farmaco sin carga, molécula débilmente
lipofilica, capaz de difundir a través de la bicapa lipidica de la membrana interna
(citoplasmatica). Del mismo modo se asume que la forma electroneutral (lipofilica)
es la que atraviesa la membrana citoplasmatica de las bacterias gran positivas. El
paso de las tetraciclinas a través de la membrana citoplasmatica es dependiente de
energia, y es comandada por el factor A-pH de la fuerza proton-motriz (Chopra y
Roberts, 2001).

Resistencia frente a las tetraciclinas

La resistencia frente a tetraciclinas es frecuentemente encontrada en bacterias
zoonoticas, patogénicas e intestinales como Escherichia coli, Enterococcus faecium
y Enterococcus faecalis, como consecuencia de la presién de seleccion resultante

del uso intensivo de estos farmacos (Sengelov et al, 2002)
Existen diferentes mecanismos de resistencia que pueden limitar el acceso de

las tetraciclinas al ribosoma, prevenir la unién al ribosoma, y producir enzimas que

las inactiven.
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Limitar el acceso de las tetraciclinas al ribosoma

En las bacterias, principalmente gran negativas, se alteran las porinas limitando
la difusién de las tetraciclinas hacia el periplasma. Las cepas que poseen este tipo
de resistencia también presentan resistencia a otros antibiéticos como B-lactamicos
y fluoroquinolonas (Goldsteinet al, 1994).

Una segunda forma de limitar el acceso de las tetraciclinas a los ribosomas es
reduciendo las concentraciones intracelulares mediante el bombeo del antibidtico
fuera de la célula a igual o superior proporcion que la absorcion del farmaco. En
este caso, el gen de resistencia codifica para una proteina de membrana que actla
como un transportador de tetraciclinas dependiente de energia. Estos genes se han
encontrado tanto en bacterias gran negativas como gran positivas (Chopra y
Roberts, 2001).

Prevenir la unién de las tetraciclinas al ribosoma

Las bacterias resistentes pueden prevenir la accion de las tetraciclinas mediante
proteinas citoplasmaticas que actlan protegiendo al ribosoma de la accién de las
tetraciclinas, generando una alteracion en la conformacion ribosomal. Esto permite
actuar al aminoacil-ARNt en presencia de concentraciones de antibidtico que
normalmente inhibirian la sintesis de proteinas(Speer et al,1992). Este mecanismo
de proteccion ribosomal funciona tanto in vivo como in vitro, a diferencia de las
proteinas de eflujo, las cuales requieren de membranas intactas para ser efectivas
(Chopra y Roberts, 2001).

Produccién de enzimas que inactiven a las tetraciclinas

En forma excepcional se ha observado este mecanismo de resistencia en
algunas bacterias de tipo anaerobicas. El gen que codifica este tipo de resistencia
fue descubierto en dos transposones cercanamente relacionados de bacteroides,
gue ademas transportaban el gen para la resistencia contra eritromicina. El gen de
resistencia a tetraciclina fue primeramente identificado por su habilidad de conferir

resistencia a E.coli. Este gen produce una proteina citoplasmatica de 44-kDa que
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modifica quimicamente a la tetraciclina mediante una reaccion que requiere NADPH
y oxigeno (Speeret al, 1992).

Algunas de las tetraciclinas de Ultima generacion, las glicilciclinas, han
demostrado ser activas frente a cepas bacterianas resistentes a las tetraciclinas
convencionales, lo que ha permitidos revitalizar en los ultimos afios el uso de este

grupo de antibiéticos (Lemos, 2002).

Aplicaciones de las Tetraciclinas

En medicina humana, son los compuestos de primera eleccion en el tratamiento
de enfermedades zoondéticas como: brucelosis, coélera, psitacosis, fiebre Q, fiebre
botonosa mediterrdnea y en el tracoma. Se recomiendan para el tratamiento de la
enfermedad pélvica inflamatoria, infecciones por espiroquetas, enfermedad de
“‘Lyme” y también como tratamiento alternativo de la sifilis y leptospirosis. Se han
utilizado en el tratamiento de la enfermedad de “Whipple” y son Utiles en el acné.
Como aplicaciones mas recientes destacan el tratamiento de la gastritis y Ulcera

péptica asociadas a Helicobacter pylori (Pérez-Trallero e Iglesias, 2003).

En medicina veterinaria, las tetraciclinas estan especialmente indicadas para el
tratamiento de infecciones causadas por rickettsias, chlamydias, erlichia y algunos
micoplasmas, asi como para el tratamiento de brucelosis en combinacién con otros
antibioticos como rifampicina o estreptomicina. En todas estas infecciones causadas
por patdgenos intracelulares, la doxiciclina y la minociclina suelen ser mas efectivas
gue las tetraciclinas clasicas por su mayor caracter lip6filico (Lemos, 2002).De
acuerdo a Lemos (2002), las tetraciclinas son de especial utilidad en el tratamiento y
profilaxis de una serie de cuadros e infecciones en diferentes especies animales,

estas son presentadas en la Tabla 3.
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Tabla 3: Afecciones y cuadros comunes tratables por tetraciclinas de acuerdo a

especie animal

Especie Cuadro/Infecciones

Bovino - 22 eleccion mastitis aguda por gram positivas.
- Babesiosis
- Infecciones por Pasteurellaspp
- Infecciones por Mycoplasmaspp.

Ovinos - Infecciones por Mycoplasma conjuntivae
- Abortos por Chlamydia psittaci.
- Infecciones por Pasteurella spp

Caprinos - Infecciones por Pasteurella spp
- Infecciones porMycoplasma spp.

Porcinos - Rinitis atrofica por:
- Actinobacillus pleuropneumoniae
- Mycoplasm ahyopneumoniae
- Pasteurella multocida
- Leptospirosis

Caninos - Infecciones por Erlichia canis
- Infecciones por Rickettsia rickettsi
- Cuadros de leptospirosis
- Cuadros de Borreliosis

Felinos - Infeccion de tracto urinario por Pseudomonas
aeruginosa
Aves - Clamidiosis

- Enfermedad respiratoria crénica por Mycoplasma
gallisepticum

- Sinovitis infecciona por Mycoplasma synoviae

- Colera aviar por Pasteurella multocida.
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Residuos de antimicrobianos en los alimentos de origen animal y su

implicancia en salud publica.

La utilizaciobn de farmacos en animales de produccion para la prevencion y
tratamiento de diferentes enfermedades, es una practica habitual pero cada vez mas
controlada tanto por parte de los médicos veterinarios como por las autoridades
sanitarias correspondientes, debido a que residuos de estos pueden permanecer en
los productos alimenticios destinados a la poblacién humana que se originan de

animales tratados.

En el caso de las tetraciclinas, debido a su espectro bacteriano y a su relacién
costo-efectividad, son ampliamente utilizadas en los animales productivos,
administrandose junto al alimento para prevenir diversas enfermedades en gallinas

de corral y ponedoras de reproduccién (Sczesny et al., 2003).

Los efectos adversos generados por las tetraciclinas se centran principalmente
en tres aspectos: resistencia en bacterias que puede ser transmitidas al ser
humano, reacciones tdxicas especificas y alteracidbn de la microbiéta intestinal

humana (Hassouan et al., 2007).

Dentro de las reacciones toxicas especificas se describe irritacion de la mucosa
gastrointestinal en grado variable relacionado con la presentacion de colitis pseudo
membranosa causada por proliferacién excesiva de Clostridium difficile. Ademas, se
depositan en los huesos y dientes debido a sus propiedades quelantes, formando
complejos de tetraciclinas-ortofosfato calcico, lo que provoca hiperpigmentacion,

hipoplasia dentaria y deformaciones éseas (Chambers, 2001).
En relacion a la alteracion en la microbiota intestinal, se ha descrito la seleccién

de bacterias aerdbicas y anaerdbicas resistentes, y la alteracién del “efecto barrera”

de la flora intestinal (Sullivan et al., 2001).
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Los huevos destinados al consumo humano pueden contener residuos de
oxitetraciclina, o de otros farmacos por tres causas principales, de acuerdo a
Donoghue y Hairston (1999):

e Por uso ilegal o “extra- etiqueta” de las drogas.
e Por uso no intencional de alimento contaminado en forma cruzada en la
maquina mezcladora.

e Por uso no indicado de alimento para aves broilers en gallinas de postura.

Dentro de éstas causas, la principal corresponde a la contaminacién cruzada del
alimento en la maquina de mezcla o durante el transporte (Esteve y Garcia, 2005).
Por lo tanto, existe el riesgo de que estos residuos farmacolégicos lleguen a la
poblacién humana a través de la cadena alimentaria produciendo consecuencias

negativas para la salud publica.

Limites Maximos Residuales (LMR) y periodos de resguardo.

El Codex Alimentarius (2006) define LMR como: “La concentracibn maxima de
residuos resultantes del uso de un medicamento, expresada en mg/kg o ug/kg
(sobre la base del peso fresco), que se permite legalmente o0 se reconoce como
admisible dentro de un alimento o en la superficie del mismo”. Para el
establecimiento de los LMR es necesario, mediante estudios farmacocinéticos,
identificar un “tejido marcador”. Este corresponde al tejido en el cual la
concentraciéon del residuo de un farmaco, inalterado y/o metabolito, declina mas

lentamente en funcion del tiempo (Unién Europea, 1990).
En la actualidad, existen LMR definidos para algunos integrantes de tetraciclinas

en huevos. Especificamente el caso de la oxitetraciclina, los valores definidos por

diferentes organizaciones son presentados en la Tabla 4.
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Tabla 4: LMRs para oxitetraciclina en huevo (como alimento completo),

establecidos por diferentes organismos nacionales e internacionales.

LMR (ug/kg)

Fa Unién Europea Codex Alimentarius Chile
armaco (1990) (2006) (2009)
Oxitetraciclina 200 400 200

Si bien existen diferencias en los LMR establecidos, la tendencia mundial es a
armonizar los criterios de las distintas naciones con el fin de proteger a los
ciudadanos a través de la entrega de un producto inocuo para el consumo y que
esto no repercuta en el comercio internacional de los alimentos. De acuerdo a la
OMC (1998), los paises deberian considerar los LMR establecidos por el JECFA
(Comité mixto FAO/OMS).

La utilizacion de los LMR permite realizar la evaluacion de los periodos de
resguardo, estos periodos se definen por el Codex Alimentarius como: “el periodo
gue transcurre entre la Ultima administracion de un medicamento y la recoleccion de
los tejidos comestibles o productos provenientes de un animal tratado, que asegura
gue el contenido de residuos en los alimento se ajusta al limite maximo de residuo
establecido para el medicamento, cuando exista”. La duracion de estos periodos
estd en directa relacién con la cinética del farmaco, por lo tanto, puede verse
afectada por la via de administracion, la forma farmacéutica(excipientes) y la
posologia del farmaco en cuestion. La forma farmacéutica en particular, modifica la
absorcion, distribucién y eliminacién del farmaco, dando una pauta de deplecién
diferente y por lo tanto distintos tiempos de resguardo (Arboix y Martin-Jiménez,
2002). Por esta razon, el Registro de Medicamentos Veterinarios de cada pais en
particular debe solicitar la evaluacion de los periodos de resguardo para cada
especialidad farmacéutica antes de que ésta sea autorizada en una especie

especifica (San Martin, 2001).
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Para la determinacion de estos periodos es necesario realizar estudios de
deplecion del farmaco en distintos los tejidos destinados al consumo humano. En el
caso de las aves de postura, son los huevos los que deben ser sometidos a estudio.
Dependiendo de las caracteristicas fisicoquimicas del farmaco, los residuos pueden
alcanzar los ovarios, foliculos en crecimiento y oviducto difundiendo a la clara o

yema (Lolo et al., 2005).

Los estudios de deplecién se deben realizar utilizando una formulacién del
farmaco disponible en el mercado y el régimen terapéutico recomendado. La Unién
Europea a través del Comité para Medicamentos Veterinarios (CVMP) recomienda
utilizar entre 3 a 10 animales por tiempo de muestreo (CVMP, 1997), mientras quela
FDA recomienda el uso de 5 animales (FDA, 2005).

Como se mencion6 anteriormente, los intervalos de tiempo en el muestreo
varian segun las caracteristicas farmacocinéticas de la droga. De esta forma, el
pardmetro farmacocinético considerado para los estudios de deplecidon corresponde
a la fase de eliminacion terminal del farmaco. Para llevar a cabo esto, se deben
realizar curvas de concentracién del farmaco versus tiempo. Se considera que la
fase de eliminacion terminal sigue un modelo mono-compartimental con una cinética
de eliminacién de primer orden y se analiza a través de un Analisis de Regresion
Lineal, considerando un nivel de confianza del 95%. De esta forma, el periodo de
resguardo se establece cuando las concentraciones obtenidas a partir del analisis
de las muestras se encuentran bajo el LMR establecido para el alimento (CVMP,
1997).

El uso racional de antimicrobianos comprende el cumplimiento de las
indicaciones y modo de empleo del medicamento, asi como el cumplimiento de los
periodos de resguardo. EI Codex Alimentarius sefiala que el cumplimiento del
periodo de resguardo para cada formulacion de un farmaco es una de las
principales medidas para controlar la presencia de residuos en los tejidos animales

gue son destinados al consumo humano (FAO/OMS, 1995).
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Programas de control de residuos

La Comision Mixta FAO/OMS (JECFA), el Codex Alimentarius, la Organizacion
Mundial de Sanidad Animal (OIE) y la Organizacion Internacional de Normalizacion
(ISO), realizaron en conjunto un programa sobre Normas Alimentarias, donde se
incluyen los Programas de Control de Residuos de Medicamentos Veterinarios y
cuyo objetivo es proteger la salud de los consumidores al asegurar la aplicacién de

practicas equitativas en el comercio de los alimentos de origen animal.

Por otra parte, la Organizacion Mundial de Comercio (OMC, 1998) estableci6 un
Acuerdo sobre la Aplicacion de Medidas Sanitarias y Fitosanitarias, relacionadas
con la inocuidad de los alimentos y el control sanitario de animales y vegetales. En
el Acuerdo, la OMC alienta a los diferentes gobiernos a armonizar sus medidas
sanitarias siguiendo las directrices internacionales elaboradas por la Comisién Mixta
FAO/OMS (JECFA) y el Codex Alimentarius. Ademas, sefiala que los paises pueden
aplicar medidas mas rigurosas, siempre y cuando exista una justificacion cientifica
sobre la base de una evaluacion adecuada del riesgo, para que de esta manera no

sean obstaculo en la comercializacion internacional de los alimentos.

Con el fin de establecer un programa eficaz de control de residuos de
medicamentos veterinarios en los productos alimenticios, el Codex Alimentarius
recomienda que los paises adopten una serie de medidas entre las cuales se
pueden destacar (FAO/OMS, 1995):

e Establecer un organismo regulador encargado de ejecutar los programas de
inspeccion y los analisis de laboratorio. Ademas, este organismo debe
poseer la facultad de tomar las medidas necesarias, cuando los residuos
superen los limites maximos establecidos a nivel nacional.

¢ Realizar un adecuado Registro de Medicamentos Veterinarios, incluidos los

productos elaborados nacionalmente y los que el pais importe.
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e El organismo que registra los productos farmacéuticos, debe controlar
ademéas que la industria farmacéutica sefiale en su etiquetado toda la
informacion que permita una correcta aplicacion del medicamento(dosis,
ritmo de administracién, duracion de la terapia y especie de destino).
Ademas, se deben sefalar el tiempo de espera o periodo de resguardo, LMR
del medicamento y restricciones de uso si es que existen.

e El organismo debe, definir los LMR, para todo medicamento que sea
autorizado a nivel nacional.

e Establecer los medicamentos que representen un mayor riesgo para la salud
del consumidor.

e Controlar la distribucion y venta de los medicamentos. Ademas de controlar
la prescripcion y aplicacion del medicamento bajo la responsabilidad del
Médico Veterinario.

e Ejecutar un programa de garantia de calidad, con el objetivo de garantizar
los resultados de los métodos de analisis. Respecto a esto, la OMC
recomienda a los paises que los laboratorios analiticos trabajen de acuerdo
a las directrices ISO.

e Elaborar programas educacionales para productores y veterinarios, en los
gque se fomente el uso de medidas preventivas para reducir la presencia de

residuos en animales destinados a la produccién de alimentos.

Existen diferentes organizaciones gubernamentales e intergubernamentales que
velan por el cumplimiento en el control de residuos y, ademas, se encargan de
sancionar las infracciones. En relacion a esto, la FDA de los Estados Unidos de
América, a través del "Center for Veterinary Medicine” (CVM) se encarga de regular
la manufactura y distribucién de los aditivos alimenticios y drogas que son

administradas a los animales(FDA, 2011).
En el caso de la Unién Europea, la EMA(Agencia Europea de Medicamentos) se

encarga de la protecciéon y la promocion de la salud publica y animal, a través del

control sobre el uso de los medicamentos (Uni6n Europea, 2008). El objetivo de esta
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Reglamentacion es asegurar un mismo nivel de proteccion de la salud en el
conjunto de la Unién Europea y por otra parte eliminar los obstaculos sanitarios para
liberalizar los intercambios de los alimentos de origen animal(Unién Europea, 2002).

En Chile, el Servicio Agricola y Ganadero (SAG) dependiente del Ministerio de
Agricultura, es el encargado de llevar a cabo el Registro de Medicamentos
Veterinarios, de realizar el Programa Nacional de Control de Residuos en Productos
Pecuarios y de generar la certificacién para los productos de exportacién. Por su
parte, el Ministerio de Salud, a través del Reglamento Sanitario de los Alimentos, es
el encargado de velar por las inocuidad de los alimentos que van a ser consumidos

por la poblacion humana del pais.

Actualmente los Programas de Control de Residuos presentes en Chile
monitorean productos animales como: carnes (de ovino, liebre, pollo, cerdo, pavos,
bovino), miel y lacteos, sin embargo no se incluye entre estos el monitoreo de
huevos. Por otra parte, los laboratorios nacionales no cuentan con métodos
analiticos validados para la deteccion de residuos de distintos farmacos en este
alimento. Los laboratorios deben ser acreditados por el SAG a través del Sistema de
Acreditacion a Terceros y ademas por el Instituto Nacional de Normalizacién (INN),
el cual otorga la Acreditacion ISO 17025, correspondiente a uno de los requisitos

exigidos por instructivo técnico de diagndstico de residuos (SAG, 2008).

Residuos de antimicrobianos en huevos

El huevo estd compuesto principalmente por tres componentes: la yema,
paquete nutricional para el embrién, la albumina o clara, secretada por el aparato
reproductor; y la cascara, que proporciona proteccién y los minerales necesarios
para el desarrollo. Las diferencias individuales en el tamafio, composicion del huevo
y la velocidad en su produccién depende de factores genéticos, ambientales y

fisiol6gicos propios de cada animal (Proudman, 2002).
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La yema, se compone principalmente de lipoproteinas formadas en el higado,
las cuales, por via sanguinea, son transportadas al ovario. Una vez aqui, son
depositadas concéntricamente en los foliculos ovaricos. Este proceso tarda
aproximadamente 10 dias en ser completado (Donoghue y Myers, 2000; Kan y Petz,
2000).

El oviducto puede dividirse morfolégica y funcionalmente en seis regiones:
Infundibulum, Magnum, Istmo, Istmo rojo o glandula tubular de la cascara, glandula
de la cascara propiamente tal y vagina. Ademas, al realizar un corte transversal de
cualguiera de estas regiones, es posible apreciar siete capas que se pueden
agrupar en: tejido secretor, muscular y conectivo. Todos estos segmento, con
excepcion de la vagina, estan involucrados en el proceso de formacion del huevo
(Fernandez y Arias, 2000).

Posterior a la ovulacion, la yema ingresa al Infundibulum, sitio en el cual ocurre
la fecundacion antes del depésito de la albumina. El paso de la yema por este
segmento es de pocos minutos (15-20 mins). Posteriormente pasa al Magnum, en
donde permanece 3-4 horas, en este segmento se sintetiza la totalidad de las
proteinas de la albumina o clara, siendo almacenadas y secretadas alrededor del

ovulo (Donoghue y Hairston, 2000).

En el istmo, el huevo en formacion permanece aproximadamente 1-2 horas, y es
en este lugar en donde ocurre el depésito de las membranas de la cascara.
Posteriormente, el huevo alcanza la glandula de la cascara en donde permanecera
por aproximadamente 20 horas. En esta region se realiza la hidrataciéon de las
proteinas de la clara y la mineralizacién de la cascara mediante la precipitacion de
calcio en asociacién con una trama organica. Durante las dos ultimas horas de la
formacion de la cascara, la mineralizacion es detenida y se inicia el depésito de
cuticula. Finalmente la glandula de la cascara se contrae, expulsando el huevo

formado hacia la vagina (Fernandez y Arias, 2000).
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La distribucion de los medicamentos en el huevo depende de diversos factores
como son: la fisiologia de formacién del huevo, la composicién de la yema y la clara
y las propiedades fisicoquimicas del farmaco. De esta manera, segun la
liposolubilidad o hidrosolubilidad de la droga, estos tendran una mayor afinidad por
la clara 0 yema respectivamente (Kan y Petz, 2000).

Los residuos en la yema pueden reflejar los niveles plasmaticos de los 10 dias
de su fase de crecimiento rapido, por lo tanto, dependiendo del tiempo y momento
de la exposicién respecto al crecimiento de la yema, los niveles en ésta pueden
incrementarse, mantenerse o decaer. Generalmente, la yema requiere de una

exposicién de 8 - 10 dias para encontrar niveles constantes.

En el caso de la clara, los residuos presentes en ésta son un reflejo de los
niveles plasméticos, y por lo tanto mostrara niveles constantes en el tiempo mientras
el plasma lo haga. El tiempo necesario para lograr niveles constantes en la clara es
por lo general entre 2 - 3 dias. Por otro lado, si los niveles del farmaco en el
organismo decaen rapidamente, también lo haran en la clara, tomando entre dos a
tres dias desde el cese de la exposicidn en desaparecer. En el caso de la yema,
este proceso generalmente toma 10 dias. Sin embargo, si el nivel de exposicién es
demasiado alto y el limite de deteccion en estudio es lo suficientemente bajo, seria
posible la deteccién de drogas en huevos cuyas yemas se encontraban en la fase
intermedia del crecimiento folicular. De lo contrario, si la sensibilidad del método
analitico no es la adecuada, los residuos presentes en el huevo podrian detectarse
sélo por un corto periodo, o no ser detectados (Kan y Petz, 2000). De esta forma,
tanto las propiedades farmacocinéticas de la droga, como la fisiologia de la gallina y
la propia formacion del huevo influyen y determinan la magnitud de los residuos que
se depositan en cada compartimiento, por lo que se hace dificil predecir a partir de

variables medidas “in vitro” lo que ocurrira “in vivo” (Kan, 2003).

Donoghue y Hairston (1999), sefialan que existe traspaso de oxitetraciclina a las

partes comestibles del huevo después de cinco dias de exposicion. Sin embargo, el
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realizar este estudio en huevos enteros (clara y yema homogenizadas) puede llevar
a error en la cantidad de residuos a evaluar debido a que existe dilucion de una
matriz en la otra. Este efecto de dilucion es marcado en la yema, ya que, la clara es
aproximadamente 2/3 de la masa comestible del huevo.

Kan y Petz (2000), recolectaron datos de estudios de diversos farmacos y su
distribucion en yema y clara. De acuerdo con éstos, la oxitetraciclina presenta mayor
distribucion en la yema en comparacién a la clara. A esta misma conclusion llego
Zurhelle et al (2000), al evaluar la distribucién de diversos metabolitos de

tetraciclinas en clara'y yema.

Técnicas de analisis y deteccion de Tetraciclinas en huevos

En la actualidad, la técnica de analisis mas habitual para determinar residuos de
medicamentos presentes en los alimentos de origen animal, corresponde a la
cromatografia, principalmente la cromatografia liquida con deteccion ultravioleta,
fluorescencia o espectrometria de masas y cromatografia de gases. Estas técnicas
se caracterizan por ser especificas, selectivas y muy sensibles, permitiendo
determinar pequefias concentraciones de los farmacos en la matriz 0 muestra a

analizar (Pérez, 2004).

El método de eleccion para la identificacion y cuantificaciébn de residuos de
tetraciclinas, incluida oxitetraciclina, es la Cromatografia Liquida de Alto
Rendimiento (HPLC) con Detector DAD o acoplada a espectrometria de masa (LC
MS-MS) (Sczesny et al., 2003). En este Ultimo caso, esta tecnologia permite mejorar
los limites de deteccién y son aceptadas actualmente como métodos confirmatorios
(Alfredsson et al., 2004).

Ademas de esto, en los Ultimos afios, la espectrometria de masas ha

evolucionado y adquirido nuevas herramientas que buscan simplificar y aumentar la

exactitud de los resultados. En relacion a lo anterior la técnica de ionizacion
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denominada MALDI-TOF , denominada de esta forma por sus siglas en ingles para
“Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization” y “Time-of-Fligth” por el detector de
iones acoplado, ha demostrado ser una técnica simple, sensible, rapida,
conveniente y de un alto rendimiento para el estudio de muestras de rutina en el
andlisis de tetraciclinas posicionandose como el principal futuro reemplazante de las
técnicas de deteccion actuales mediante LC-MS/MS (Junyan et al, 2012). Esta
técnica hace uso de ionizacion laser “in situ” en muestras orgéanicas, agilizando el
proceso y permitiendo saber con total exactitud la caracterizacién de espectrometria
de compuestos complejos que de otra forma requeririan de costosos y lentos

procesos de extraccion y purificacion.

Independientemente del método analitico seleccionado, y con el fin de obtener
resultados reproducibles y repetibles, los laboratorios deben previamente validar los
métodos analiticos, “aun cuando éstos sean oficiales, de referencia, o hayan sido
previamente descritos”. Al respecto, la directiva de las Comunidades Europeas
sobre el Funcionamiento de los Métodos Analiticos y la Interpretacién de
Resultados, sefiala que el concepto de métodos de rutina y de métodos de
referencia se encuentra obsoleto, remplazandose por un planteamiento que
establece criterios de funcionamiento y procedimientos de validacion de los métodos
(Unién Europea, 2002).

El procedimiento de validacion de un método analitico debe incorporarse en
todas las investigaciones cuyos resultados dependen 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 parametros a definir en
una validacién son la especificidad, sensibilidad, limite de deteccion, limite de
cuantificacién, recuperacion, precision, repetitividad y robustez (Unién Europea,
2002).
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De acuerdo a lo expuesto, es necesario realizar estudios que permitan
determinar la magnitud de traspaso de farmacos en los compartimentos del huevo,
con el fin de definir el tejido marcador, el cual puede ser monitoreado en Programas
de Control de Residuos en el caso de que se incorpore este alimento. Ademas, y en
relacion a esto, los laboratorios nacionales no cuentan con métodos analiticos
validados para la deteccion de residuos de distintos farmacos en este tipo de
alimento. Por esta razén, y en base a los antecedentes expuestos, es evidente la
necesidad a nivel nacional de desarrollar y validar métodos analiticos mediante
HPLC que permitan monitorear la deteccion de residuos de oxitetraciclina en huevos
siguiendo las recomendaciones internacionales. Ademas, al observar el
comportamiento de oxitetraciclina en esta matriz, se definird la cinética de deplecién
de este farmaco en huevos originados durante el ciclo de postura de las aves, con el
fin de evaluar la magnitud con que son transferidos a este alimento y el tiempo que
permanecen en ellos. Con estos resultados, adicionalmente, se podran determinar
los periodos de resguardo en huevos en relacion al LMR establecido a nivel

nacional.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar la magnitud del traspaso de oxitetraciclina a los huevos obtenidos de gallinas
tratadas con este farmaco durante y después de la terapia.

Objetivos Especificos

) Validar un método analitico para la deteccion de oxitetraciclina en clara y yema
1)} Identificar el compartimiento del huevo (clara o yema)que corresponde al tejido
marcador

) Determinar el periodo de resguardo de una formulacion de oxitetraciclina en huevos

obtenidos de gallinas de postura tratadas con este farmaco.
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MATERIALES y METODOS

1. Obtencidn de las muestras

1.1 Grupos de aves

Se utilizaron 12 gallinas Leghorn de 16 semanas de edad, criadas en la Unidad
Experimental de Nutricion y Produccion Avicola del Departamento de Fomento de la
Produccion Animal de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad
de Chile. Las condiciones de manejo de los animales se efectuaron de acuerdo a los
preceptos de Bienestar Animal sefialados por el Comité de Bioética de la Facultad de
Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile (anexo 1). Las aves fueron
alimentadas con dietas libres de antimicrobianos. El alimento fue elaborado de acuerdo a
las recomendaciones del National Research Council (NRC, 1994) para cubrir los
requerimientos nutricionales de la linea genética respectiva. A las 20 semanas de edad,

las gallinas fueron divididas en forma aleatoria en 2 grupos (Tabla 5).

Tabla 5: Grupos de aves utilizadas en el estudio

Grupo N°de aves Tratamiento

| 2 Sin Tratamiento

Oxitetraciclina, 40 mg/kg pv,

durante 10 dias.

A las gallinas del Grupo I, se les administré por via oral una dosis de 40 mg/kg p.v de
oxitetraciclina utilizando una sonda gastrica para asegurar la ingesta completa de la dosis.
A los animales del Grupo | se les administr6 agua como placebo para descartar
variaciones experimentales por manejo. El tratamiento se realizé cada 24 horas durante

10 dias consecutivos utilizando una formulacién comercial de la droga.

1.2 Recoleccion de muestras

Aproximadamente dos semanas previas a la administracion del antimicrobiano, se
recolectaron huevos de ambos grupos de aves destinados a los estudios de validacion del
método analitico. Posteriormente, una vez iniciada la administracion del antimicrobiano,

se recolectaron huevos desde el inicio del tratamiento, hasta 30 dias posterior a este.
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Diariamente, cada grupo de huevos obtenidos, fue rotulado sefialando la fecha y el

grupo de estudio al que pertenecian al momento de la recoleccién. Las muestras se

almacenaron bajo refrigeracion (entre 4°C y 8°C) en el laboratorio hasta el momento de su

analisis.

2. Eguipamiento

Refrigerador entre 2° Cy 8° C.

Balanza de pesaje de muestras

Balanza analitica.

Tubos de ensayo para centrifuga (Falcon) de 50 ml.

Matraces volumétricos de 250, y 500 ml (marca)

Tubos de ensayo de 12 ml.

Jeringas desechables de 10 y 20 ml.

Lana de vidrio (MerckKGaA, Darmstadt, Germany)

Agitador Vortex Multireax (Heidolph Instruments GmbH)

Centrifuga de 4.000 rpm (Heidolph Instruments GmbH)

Pipetas autométicas de 10 a 100 ul (Brand GmbH + CO)

pHmetro (Merck KGaA, Darmstadt, Germany)

Columnas Extraccion Fase Soélida (SPE) Sep-Pak® C18 (Waters Corporation,
Mildford, Ma, USA)

HPLC con Detector DAD Elite LaChrom médulos: L-2200, L-2300, L-2130, L-2455,
(Hitachi High Technologies America, Inc.).

Columna analitica XTerra RP18 5um, 4.6x250 mm (Waters Corporation, Mildford,
Ma, U.S.A).

3. Reactivos, soluciones y otros materiales de laboratorio.

3.1 Reactivos:

Acido citrico, grado PA (Merck KGaA, Darmstadt, Germany).

Acido oxalico, grado PA (Merck KGaA, Darmstadt, Germany).

Sulfato de Sodio anhidro, grado PA (Merck KGaA, Darmstadt, Germany).
Acetonitrilo, grado HPLC (Merck KGaA, Darmstadt, Germany).

Metanol, grado HPLC (Fisher Scientific, New Jersey, U.S.A)
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- Agua, grado HPLC (Merck KGaA, Darmstadt, Germany).

3.2 Soluciones:

- Tampén Mcllvane/EDTA:
Solucion A: 14,2 grs de fosfato di-sédico enrasados a 500 ml con agua HPLC
Solucién B: 10,5 grs de acido citrico enrasados con 500 ml de agua HPLC
Mezcla de 500 ml de soluciébn B mas 312,5 ml de solucion A, la solucién final

posee un pH de 4,0 £0,1

- Solucion Acido Oxalico 0,01 M en metanol:
0,63 gr de &cido oxalico dihidratado enrasado a 500 ml con metanol.

- Fase movil (B) utilizada en el sistema cromatografico:
Acido Oxalico 0,001 M (1,26gr de Acido Oxalico Dihidratado en 1000mL de H20 grado
HPLC)/ Acetonitrilo 200mL, la solucién final posee un pH 2,2 £ 0,2.

Estandares

4.1. Validacion del método analitico:

Se utiliz6 estandar de pureza certificada de oxitetraciclina suministrados por Dr.
Ehrnestorfer Gmbh® (Augsburg, Alemania), desde la cual se prepararon diferentes
diluciones de trabajo para enriquecer las muestras blanco que fueron utilizadas en la

validacion del método analitico.

4.2 Tratamiento de las aves:
Para el tratamiento de las aves, se utiliz6 una presentacion comercial de antimicrobiano
correspondiente Oxitetraciclina clorhidrato 80%, polvo oral, equivalente a 74,2 g de

oxitetraciclina base por 100 grs de producto comercial.

Preparacion de las muestras y procedimiento analitico

El método para la extraccion de la droga en estudio se realizé de acuerdo a lo descrito

por Reveurs y Diaz (1994) y Cristofanie, et al (2009) para musculo, adaptando el método
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de extraccion para la matriz en estudio. Se separ6 clara y yema, siendo analizadas en
forma independiente con el fin de determinar el componente mas indicado para el

monitoreo del farmaco (tejido marcador).

Debido a que las tetraciclinas presentan foto-degradacion frente la luz ultra-violeta (UV),
todo el trabajo de extraccion se realiz6 con material de laboratorio protegido de la luz

envuelto con papel aluminio.

A 10 grs de muestra previamente homogenizada (clara o yema), se le agregaron 20mL
de tampdn Mcllvane/EDTA (pH 4+0.1). Posteriormente la muestra fue agitada, sonicada y
centrifugada por 15 minutos a 4.000 rpm.

El sobrenadante, se filtr6 a través de lana de vidrio. Para la limpieza de la muestra se
utilizé una columna de extraccién de fase sélida (SPE) C18 y la elucién se realizé con
acido oxalico 0,01 M en metanol. El eluido fue concentrado en bafio maria a 40°C+0.5
bajo flujo de nitrégeno y luego reconstituido con 500ul de fase moévil. Luego se traspasoé a
un tubo de centrifuga de 1.5 mly se centrifugd 10 minutos a 10.000 rpm. El sobrenadante,

se traspaso a un vial de lectura para HPLC.

Condiciones cromatograficas

Las condiciones cromatograficas utilizadas en el equipo HPLD-DAD son presentadas en
la Tabla 6:

Tabla 6: Condiciones del Sistema Cromatografico para determinacion de Oxitetraciclina

Columna Analitica Waters, modelo XTerra RP18
Proporcion de Fase movil A (Acetonitrilo) 13%
Proporcion de Fase mavil B (Acido Oxalico 0,001 M) 87%
Flujo utilizado para fase mévil 0.7 ml/minuto
Temperatura de la columna analitica 35°C
Longitud de onda de Deteccion 360 nm

Para el registro de la informacién se utilizé el software EZ Chrom Elite Ver. 3.1.7. bajo el

sistema operativo Microsoft Windows XP SP2.
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Objetivo 1: Validar un método analitico para la deteccién de oxitetraciclina en

claray yema.

El método analitico fue validado de acuerdo a las recomendaciones de la Directiva
657/2002/CE de la Comunidad Europea, del Codex Alimentarius y regulaciones ISON®°
17.025 (2005). Para esto se utilizaron huevos libres de antimicrobianos (obtenidos de las
aves experimentales previo al inicio del tratamiento), a los cuales se les adicionaron

diferentes concentraciones del analito de interés. Se evaluaron los siguientes parametros:

1. Tiempo de retencién del analito

Corresponde al tiempo (en minutos) en el que el analito de interés pasa a través de la
columna cromatografica. Es medido a partir del punto de inyeccién de la muestra al
sistema HPLC, hasta el momento en que aparece la altura maxima del pico

cromatografico (sefal grafica entregada por el equipo al detectar el analito).

2. Especificidad:

Corresponde a la capacidad del método para distinguir entre el analito de interés y otras
sustancias presentes en la matriz. Para evaluar este parametro, se analizaron 20
muestras blancos (10 de yema y 10 de clara) con el fin de verificar posibles interferencias

en el tiempo de retencién especifico de oxitetraciclina.

3. Limite de Deteccion (LD):

Corresponde al limite en el cual y a partir del cual se puede concluir con una
probabilidad de error a (1%) que una muestra no es conforme o positiva (Unién Europea,
2002).

Para su determinacién, se fortificaron muestras de clara y yema con diferentes
concentraciones de oxitetraciclina (10, 20, 30, 40 y 50 pg/kg), seleccionandose la
concentracion en la cual la relacién sefal ruido (S/N) entregada por el pico cromatografico

fuera a lo menos 3:1.Esta relacion fue observada al emplear una concentracién de 30

Mg/kg.
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Para confirmar el LD, se fortificaron 20 muestras blanco(10 de clara y 10 de yema) con
la concentracion definida (30 pg/kg), siendo aceptado el LD si el coeficiente de variacion
(C.V %) de los resultados de las repeticiones no sobrepasan el 25%.

4. Limite de Cuantificaciéon (LC):

Corresponde a la concentracion minima en la que se puede detectar muestras
contaminadas con una certeza estadistica de 1 — 3, donde el valor obtenido para el LC es
el contenido minimo de la sustancia que puede ser detectado, identificado o cuantificado

con una posibilidad de error B (5%) (Unién Europea, 2002)

Se calculé considerando la desviaciéon estandar (d.s) del LD de acuerdo a la siguiente

formula:

LC area = LD+ 1,64 veces la d.s del LD.

5. Linealidad (curva de calibracién):

Para evaluar este parametro, se realizaron tres curvas en replicado a diferentes
concentraciones (30, 50, 90, 120, 150 ug/kg), siendo el punto mas bajo la concentracién

definida como el LD.

Se acepta el cumplimiento de las condiciones de linealidad de las curvas cuando el
factor de determinacién (R?) calculado, presenta un valor superior a 0,95. El cumplimiento
de estas condiciones permite la cuantificacibn de una muestra que presente
concentraciones mayores al LD(30 ug/kg) utilizando las curvas de calibracion y aplicando
la siguiente férmula:

y =a+bx
Donde: y = Area cromatogréfica, a = Intercepto de la curva en el eje y, b = Pendiente,
x = Concentracion

6. Recuperacion:

Corresponde a la eficacia del método de extraccion en el rescate del analito de interés

desde la matriz en estudio.
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La evaluacion de este parametro se realizé mediante la confeccion de curvas de droga
pura con determinadas concentraciones (inyectadas directamente al sistema HPLC) y
curvas de muestras fortificadas en el mismo nivel de concentraciones. La respuesta
instrumental observada en cada nivel de concentracion de las curvas de droga pura (area
cromatogréfica), es comparada con aquella entregada por las curvas de muestras
fortificadas. De esta manera, es posible calcular el porcentaje del analito que fue

recuperado utilizando el procedimiento de extraccién en estudio.

Para el célculo de la recuperacion, se realizaron tres curvas de droga pura y tres
curvas de muestras fortificadas, tanto para clara como para yema, considerando los
siguientes niveles de concentracion: 30,50, 90, 120 y 150 pg/kg.

El porcentaje de recuperacion fue calculado mediante la siguiente ecuacion:

Porcentaje de recuperacion = 100* Area Cromatogréafica de la muestra

Area Cromatografica de la droga Pura

La recuperacion del método de extraccion es aceptada cuando los valores obtenidos

del calculo superen el 50%.

7. Repetitividad:

Es evaluada realizando una serie de analisis sobre una misma muestra en
condiciones operativas (equipamiento, reactivos, analistas) en el mismo laboratorio y en
un breve periodo de tiempo.

Se determiné realizando un andlisis de seis curvas de clara y yema fortificadas con
tres niveles de concentracion (30, 90, 150 ug/kg).

Posteriormente se realiz6 el calculo de:

e La concentracion detectada en cada muestra.

¢ Concentracion media, d.s y C.V (%) para cada concentracion.

38



Se acepto la repetitividad cuando el C.V (%) de cada concentracion medida, estuvo en
rango de valores correspondientes a la mitad o igual al C.V (%) obtenido en la
reproducibilidad intra-laboratorio.

8. Precision (Reproducibilidad intralaboratorio):

Evalla la precision del método frente a variaciones internas del laboratorio (analista,
dia, instrumentos, entre otros).

Se determind realizando un andlisis de seis curvas de muestras fortificadas tanto para
clara como yema),a los mismos niveles que en el caso de la repetibilidad, pero realizadas
por diferentes analistas y en diferentes dias.

Se calcularon los mismos parametros que en el caso anterior y fueron comparados.
Se acepto la precision cuando el C.V (%) de cada concentracion medida presentd un valor

inferior al 25%

9. Robustez:

Corresponde a la susceptibilidad que presenta un método analitico frente a los
cambios de las condiciones experimentales. Se seleccionaron tres factores que pueden

influir en el resultado final, estos corresponden a:

e pH 4.0 del tampdn MCIIvine/EDTA
e Realizacién de sonicacion de la muestra una vez homogenizada con el tampdén
MCIllvine/EDTA.

e Secado de la muestra en bafio maria a 40°C+0.5 bajo flujo de nitrégeno.

La robustez fue calculada de la siguiente manera:
¢ Mediante Método de Youden se realiz6 un disefio factorial fraccional incompleto
para detectar las interacciones entre los factores seleccionados.
e Se realizé el experimento de acuerdo a la configuraciéon sefialada por el método de
Youden al nivel de concentracion definido como LD (30 ug/kg).
¢ Junto con el experimento se realizd una curva de calibracién a cinco niveles, para

realizar la cuantificacion de los experimentos.
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Se confeccionaron diferentes cartas de trabajo en base a las modificaciones indicadas

por el Método de Youden:

e Carta A: No ajuste de pH, No sonicar, Secado incompleto

e Carta B. Ajuste de pH, No sonicar, Secado incompleto

e Carta C: No ajuste de pH, Sonicar 5 min, Secado incompleto

e Carta D: Ajuste de pH, Sonicar 5 min, Secado incompleto

e Carta E: No ajustar pH, No sonicar, Secado completo

e Carta F: Ajuste de pH, No sonicar, Secado completo

e Carta G: No ajustar pH, Sonicar 5 min, Secado completo

e Carta H: Ajuste de pH, Sonicar 5 min, Secado completo

Mediante la comparacion de las medias de cada ensayo se identificara el factor que
afecta mayoritariamente a la robustez del método, considerdndose este como medida
precautoria. Se aceptara que el método es robusto, si la d.s calculada en el estudio de
robustez es significativamente inferior que la d.s obtenida en la precisidon(considerando la

concentracion a nivel del LD).

Objetivo 2: Identificar el compartimiento del huevo (clara o yema) quecorresponde

al tejido marcador

Analisis de las muestras

Los huevos recolectados desde el inicio del tratamiento fueron separados en claras y
yemas y analizados mediante el método analitico previamente validado. Para realizar la
cuantificacibn de oxitetraciclina, presentes en ambas matrices (clara y yema), se
realizaron curvas fortificadas en forma paralela al lote de muestras. Estas curvas fueron
preparadas utilizando claras y yemas provenientes de huevos blanco (sin
antimicrobianos), recolectados previo al inicio del tratamiento. Desde estos huevos, se
separaron claras y yemas y se realizé6 un compdsito de cada matriz. Posteriormente,
desde este se tomd la cantidad (10 gr) y el nimero de replicados necesarios (cinco por
curva) para la confeccion de las mismas. Los replicados de ambas matrices fueron
rotulados de manera individual para cinco puntos y enriquecidos con oxitetraciclina a una
concentracion de 30, 50, 90, 120, 150 pg/kg respectivamente. El punto inferior de

enriquecimiento corresponde al LD calculado en la etapa de validacion (30 ug/kg). Las
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curvas fueron aceptadas para su uso en cuantificacion cuando el coeficiente de

determinacion (R%)calculado en el analisis de regresion lineal fue igual o superior a 0.95.

Para identificar si la clara o la yema corresponde el tejido marcador, se analizaron los
huevos obtenidos desde el inicio del tratamiento (dia 1) hasta el final del mismo (dia 10).
Una vez obtenidas las concentraciones de cada componente, se construyeron gréficas, en
escala semi-logaritmica, para definir en cual compartimento se alcanza una mayor
concentracion. Para corroborar si la diferencia existente entre los compartimentos es
estadisticamente significativa, se realiz6 una prueba de significancia (t test) entre las

medias aritméticas al decimo dia de tratamiento

Objetivo 3: Determinar el periodo de resguardo de una formulacion de
oxitetraciclina en huevos obtenidos desde gallinas de postura tratadas con este

farmaco.

Determinacion del periodo de Resguardo

Para definir el periodo de resguardo de oxitetraciclina se evaluaron las
concentraciones de este farmaco en funcién del tiempo, desde el primer dia post-
tratamiento, hasta un periodo de 30 dias posterior. Con los datos obtenidos, se realizé un
Andlisis de Regresion Lineal a partir de una curva, en escala semi-logaritmica, de
concentracion de oxitetraciclina versus tiempo. Se utilizé la ecuacion de K.Stange (CVMP,

1997) para determinar el 95% de confianza.

El periodo de resguardo fue determinado cuando todas las concentraciones del grupo
en tratamiento se encontraron bajo el LRM establecido para oxitetraciclina en huevo
(Reglamento Sanitario de Los Alimentos, 2009). En el caso de que este momento coincida

con la fraccion de un dia, se considerara el dia completo (Arboix y Martin-Jiménez, 2002).
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RESULTADOS

Objetivo 1: Validar un método analitico para la deteccién de oxitetraciclina en
claray yema.

Los resultados de los parametros de la validacion del método analitico utilizado para
la determinacion de oxitetraciclina en clara y yema de huevos obtenidos de gallinas de

postura fueron los siguientes:
1. Tiempo de retencién del analito:

El promedio de tiempo de retencion para oxitetraciclina fue de 10,508 + 0,331

(minutos, milésimas de minuto).
2. Especificidad:

En 10 muestras blanco de clara y yema no se detectaron interferencias en las zonas

de elucién esperada del analito para ambas matrices.

3. Limite de Decisién o Deteccién (LD):

El Limite de Deteccion (LD)fue establecido en 30 ug/kg en ambas matrices, este es
aceptado si el C.V (%), considerando 20 replicados fortificados a este nivel, resulta ser
inferior a un 25%. Los resultados, considerando 20 replicados fortificados a este nivel en

cada matriz, se muestran en las Tablas 7 y 8:

Tabla 7: LD para oxitetraciclina en muestras de clara fortificadas a una concentracion de

30 ug/kg
X calculado
d.s C.V (%)
(Mg/kg)
20 31,45 3,28 10,28

Tabla 8: LD para oxitetraciclina en muestras de yemas fortificadas a una concentraciéon de

30 pg/kg
X calculado
C.V (%)
(Mg/kg)
20 29,41 1,08 3,67
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4. Limite de Cuantificacion (LC):

El valor calculado para el LC a partir del LD obtenido para ambas matrices se presenta
en la Tabla 9:

Tabla 9: LC calculado para clara y yema fortificadas con oxitetraciclina a concentracién de

30 ug/kg
LD LC
d.sde LD
Analito Matriz Obtenido _ Calculado
obtenido
(Mg/kg) (Mg/kg)
Oxitetraciclina  Clara 31,45 3.28 35,90
Oxitetraciclina Yema 29,41 1,08 31,77

1.1 Linealidad de la Curva:

En las Tablasl0 y 11 se presentan las aéreas cromatograficas obtenidas
instrumentalmente para 3 curvas de clara y yema fortificadas con diferentes
concentraciones (5 puntos). Un coeficiente de correlacién (R?) superior a 0.95 en tres

curvas demuestra la linealidad del método analitico.

Tabla 10:Areas cromatograficas de tres curvas de clara fortificadas con diferentes

concentraciones de oxitetraciclina para demostrar linealidad del método analitico.

Concentracion : _
Areas cromatograficas (cps)
en clara (ug/kg)

Curva 1l Curva 2 Curva 3
30 183429 129852 166038
50 322546 294158 353391
90 498598 423888 613076
120 760973 695288 767686
150 851229 804001 875951
Intercepto 21274 -23614 36665
Pendiente 5705,5 5602,9 5892,8
R? 0,98 0,97 0,97
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Tabla 11: Areas cromatograficas de tres curvas de yema fortificadas con diferentes
concentraciones de oxitetraciclina para demostrar linealidad del método analitico.

Concentracion en ; »
Areas cromatograficas (cps)

yema (ng/kg) Curval Curva? Curva 3
30 119536 85844 140729

50 155924 175244 185805

90 329507 364551 284784

120 461187 477981 441746

150 677241 555837 581467
Intercepto -56300 -21274 3874,2
Pendiente 4602 4013,2 3670,8

5. Recuperacion:

Los datos de recuperacion obtenidos para oxitetraciclina en clara y yema se presentan

en las Tablas 12 y 13, estos valores son aceptados si son superiores a un 50%.

Tabla 12: Porcentaje de Recuperacion de oxitetraciclina en claras fortificadas.

Concentracién en % de Recuperacion
clara Curva Curva Rangos
(hghg) 2 g %)

30 103,9 81,7 97,1 81,7-103,9
50 95,3 84,4 101,1 84,4-101,1
90 85,6 80,4 107,0 80,4-107,0
120 107,7 99,3 109,0 99,3-109,0
150 97,7 92,5 100,5 92,5-100,5
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Tabla 13:Porcentaje de Recuperacion de oxitetraciclina en yemas fortificadas.

Concentracién % de Recuperacion

en yema Curva Curva Curva Rangos
(Hg/kg ) 1 2 3 (%)
30 83,4 106,0 80,8 80,8-106,0
50 90,6 109,7 100,3 90,6-109,7
90 94,1 835 102,1 83,5-102,1
120 87,7 839 90,0 83,9-90,0
150 97,1 830 805 805917

6. Repetitividad:

La repetitividades aceptada si el CV (%) de cada concentracion medida, se encuentra
en los rangos de valores correspondientes a la mitad o igual al CV (%) de aquellos
obtenidos en la precision. Los datos obtenidos se muestran a continuacién en las Tablas
14y 15.

Tabla 14: Concentraciones calculadas para seis curvas fortificadas de clara a tres

concentraciones diferentes para demostrar repetitividad del método analitico.

Clara Concentracion obtenida ( ug/kg )
Concentracion Curva Curva Curva Curva Curva Curva ) CV
tedrica (ug/kg) 1 2 3 4 5 6 ds (%)
30 31,1 28,3 36,2 37,8 29,9 31 32,38 375 11,6
90 87,8 93,4 77,7 74,4 90,1 88,1 85,25 7,47 8,8
150 151,1 148,3 156,2 157.,8 149,9 151,0 152,38 3,75 2,5

Tabla 15: Concentraciones calculadas para seis curvas fortificadas de yema a tres

concentraciones diferentes para demostrar repetitividad del método analitico.

Yema Concentracién obtenida ( ug/kg )
Concentracion Curva Curva Curva Curva Curva ) C.Vv
. Curva 1l X d.s
tedrica (ug/kg) 2 3 4 5 6 (%)
30 26,3 32,8 31,9 34,9 36,9 34,6 32,90 3,67 112
90 97,4 84,4 86,2 80,1 76,1 80,8 84,17 7,38 8,8
150 146,3 152,8 151,9 1549 156,9 154,6 152,56 4,00 2,6
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7. Precision (Reproducibilidad Intralaboratorio):

El método analitico es considerado preciso si el CV (%) obtenido es menor a un 25%.
Los resultados obtenidos para ambas matrices se muestran en las Tablas 16y 17:

Tabla 16: Concentraciones calculadas para seis curvas fortificadas de clara a tres

concentraciones diferentes para demostrar precision del método analitico.

Clara Concentracién obtenida ( ug/kg )
Concentracion Curva Curva Curva Curva Curva Curva X . C.Vv
teorica ( ug/kg ) 1 2 3 4 5 6 (%)
30 36,2 28,3 31,1 32,6 27,8 24,8 30,13 4,03 134
90 77,7 93,4 87,8 84,9 94,4 100 89,77 8,01 89
150 156,2 148,3 151,1 152,6 147,8 145 150,13 4,03 2,7

Tabla 17:Concentraciones calculadas para seis curvas fortificadas de yema a tres

concentraciones diferentes para demostrar precision del método analitico.

Yema Concentracién obtenida ( ug/kg )
Concentracion Curva Curva Curva Curva Curva Curva ) CV
tedrica ( Hg/kg ) 1 2 3 4 5 6 X ds (%)
30 26,3 32,8 33,5 23,5 23,2 24,7 27,33 464 17,0
90 97,4 84,4 83,0 103,0 103,5 1006 9532 9,26 97
150 146,3 152,8 153,5 143,5 143,2 144,7 147,33 4,64 3,1

1.2 Robustez:

El método analitico seleccionado es robusto para oxitetraciclina si los valores de las
d.s calculadas para clara y yema, luego de introducidas las modificaciones (de acuerdo al
método de Youden), son inferiores a las d.s. obtenidas en la precision.

La d.s obtenida para oxitetraciclina en clara fue de 2,7 ug/kg, siendo menor que la d.s.
calculada en la precision para esta matriz, la cual fue de 4,03 ug/kg. En el caso de la
yema, se obtuvo una d.s de 2,9 ug/kg, siendo inferior a la obtenida en la precision, la cual
fue de 4,64 ug/kg.

El factor que mas afectd la robustez del método analitico en ambas matrices,
corresponde al ajuste de pH del buffer Mcllvine/EDTA a 4.0, siendo considerado este
factor como medida precautoria.

Con los resultados de este objetivo se concluye que de acuerdo a los parametros

ensayados y calculados, el método analitico para HPLC-DAD seleccionado para la
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determinacion de oxitetraciclina en clara y yema de huevos, cumple con las condiciones
de validacion segun las recomendaciones de la Decision 2002/657/CE de las

Comunidades Europeas como método cuantitativo.

Objetivo 2: Identificar cual compartimiento del huevo (clara o yema) corresponde al
tejido marcador

Las concentraciones obtenidas de oxitetraciclina en clara y yema de huevos de
gallinas de postura por cada dia de tratamiento se presentan en la Tabla 18:

Tabla 18: Concentraciones de oxitetraciclina en clara y yema de huevos de gallinas de

postura durante los dias de tratamiento.

Dia de Concentracion (ug/kg)
Tratamiento Clara Yema

61 37 104 47

1 19 33 45 66
144 32 59 117

132 59 71 83

3 66 60 116 77
102 169 174 123

96 90 195 381

5 112 124 188 179
108 116 157 195
132 116 184 137

7 22 145 106 81
173 107 514 288
101 144 237 383
9 114 124 633 738
139 109 467 788
155 147 577 909
10 138 195 357 934
105 114 830 451

La expresion gréafica de los promedios diarios de concentraciones de oxitetraciclina en
clara y yema obtenidas de huevos de gallinas de postura, es presentada en escala semi-

logaritmica en la Figura 2:
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Figura 2: Concentraciones promedios de Oxitetraciclina en clara y yema de huevos de
gallinas de postura, obtenidas durante los dias de tratamiento. Los datos se expresan en

escala semi-logaritmica.

Para evaluar si existe diferencia estadisticamente significativa entre los niveles
determinados en ambos compartimentos (clara y yema), se realizé una prueba de
significancia (t test) entre las medias aritméticas al decimo dia de tratamiento. La

formulacion de las hip6tesis para la prueba de t fueron las siguientes:

- Ho (hipbtesis nula): No existe diferencia significativa entre las medias de
concentraciones de oxitetraciclina en los compartimentos al decimo dia de
tratamiento.

- H. (hipotesis alternativa): Existe diferencia significativa entre las medias de
concentraciones de oxitetraciclina en los compartimentos al decimo dia de
tratamiento.

Para la prueba se seleccion6 un nivel de significancia (probabilidad) de un 95% (a = 0.05),
con un valor calculado de 10 para los grados de libertad, un valor de |[t| critico para la
determinacion de la zona de rechazo = 2.228, el valor calculado para [t observado

corresponde a 4,757.Por lo tanto, |t| critico <|t| observado, se acepta H;.
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Objetivo 3: Determinar el periodo de resguardo de una formulacion de
oxitetraciclina en huevos obtenidos de gallinas de postura tratadas con este

farmaco.

En las Tablas 19 y 20, se presentan las concentraciones detectadas de
oxitetraciclina en yemas y claras de huevos obtenidos de gallinas de postura por cada dia

de muestreo post-tratamiento.

Tabla 19:Concentraciones de oxitetraciclina en yemas de huevos de gallinas de postura

tratadas con este farmaco durante los dias post-tratamiento.

Oxitetraciclina Yema

Dia Post Concentraciéon Dia Post Concentracion Dia Post Concentraciéon

Tratamiento (Mg/kg) Tratamiento (ng/kg) Tratamiento (ng/kg)

708,13 1044,97 205,55 103,74 61,14 52,12
1 847,64 284,77 6 158,89 104,75 10 37,02 58,82
407,13 318,43 108,9 109,46 53,66 55,78
189,98 829,09 172,84 85,89 ND 67,72
2 133,15 197,35 7 61,29 59,53 11 ND 37,73
447,1 640,48 85,68 304,17 47,67 70,33
276,22 577,77 55,6 56,73 58,28 34,16
3 556,05 517,76 8 64,4 89,68 12 43,11 ND
180,65 207,95 139,14 65,39 41,16 30,02
122,8 130,26 95,37 50,18 73 ND
5 237,36 175,56 9 47,06 52,4 13 35,63 ND
119,32 572,69 55,03 48,67 ND ND
ND ND
14 ND ND
ND ND

ND = Menor al Limite de Deteccion.
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Tabla 20: Concentraciones de oxitetraciclina en claras de huevos de gallinas de postura
tratadas con este farmaco durante los dias post-tratamiento.

Oxitetraciclina Clara

Dias Post  Concentracion Dias Post Concentracion

Tratamiento (Mg/kg) Tratamiento (Mg/kg)
- - 52,51 35,58
1 - - 6 44,72 35,44
- - 47,37 ND
99,09 101,27 ND ND
2 104,77 121,06 7 ND ND
131,88 101,04 ND ND
36,77 161,02 ND ND
3 160,95 35,83 8 ND ND
136,57 40,17 ND ND
72,62 38,78 ND ND
5 ND ND 9 ND ND
ND 82,81 ND ND

ND = Menor al Limite de Deteccion.

Para la determinacion del periodo de resguardo de oxitetraciclina, en el caso de las
yemas, se consideré a los dias 1,3,5,7,9 y 11 (impares) respectivamente.

En el caso de claras, la falta de mediciones en el dia 1 se debe a problemas
relacionados con la matriz en estudio, los cuales impidieron su lectura apropiada. Por otro
lado, no se realiz6 la determinacion del periodo de resguardo para este compartimento,
debido a que en ningiin momento del estudio, ya sea durante el tratamiento o posterior a
este, los niveles encontrados superaron el LMR establecido (200 ng/kg) para el alimento.
Debido a este hallazgo, se considera a yema como el tejido marcador para la

determinacion del periodo de resguardo

En aquellos dias en que existen mediciones bajo el LD, se siguidé la
recomendacion de CVMP (1997) de utilizar un % del valor de LD (15 ug/kg) para realizar
la estimacion del periodo de resguardo. De esta manera, con las concentraciones

obtenidas en cada tiempo de muestreo para yemas, se realizdé un Andlisis de Regresion
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Lineal con la cual posteriormente se utilizé la ecuaciéon de K.Stange (CVMP, 1997), para

construir

la grafica en donde se presenta la curva de deplecion (en escala

semilogaritmica) considerando un 95% de confianza para determinar el periodo de

resguardo considerando un LMR de 200 pg/kg en yema (Figura 3).
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considerando un 95% de confianza y LMR de 200 ug/kg, los datos son presentados en

Figura 3:Curva de deplecion de concentracion versus tiempo (dias) para yema,

escala semi-logaritmica.

De acuerdo a la informacién entregada por la grafica anterior, el periodo de

resguardo para los huevos destinados al consumo humano, considerando a yema como

tejido marcador, corresponde a nueve dias
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DISCUSION

Las tetraciclinas son antimicrobianos ampliamente utilizados en la medicina veterinaria
para el tratamiento y profilaxis de enfermedades en animales de produccién. Sin embargo,
al igual que otros antimicrobianos, la utilizacién de estos merece especial preocupacion
por la potencial capacidad de generar residuos farmacolégicos en productos de origen

animal destinados al consumo humano.

Con el fin de asegurar el consumo de productos alimenticios inocuos para la salud de
la poblacion, diversas organizaciones han definidos los Limites Maximos Residuales
(LMR) para los diferentes farmacos utilizados en animales de produccion. Por otro lado el
Registro de Medicamentos Veterinarios de cada pais debe solicitar la definicién de los
periodos de resguardo de cada féormula farmacéutica antes de autorizar su
comercializacién y uso. El cumplimiento de los periodos de resguardo es una medida
esencial para asegurar que las concentraciones de antimicrobianos utilizados en animales

de produccién alcancen niveles bajo los LMR establecidos (Codex alimentarius, 2005).

En Chile existen Programas de Control de Residuos para diversos productos de origen
animal, sin embargo no se incluye el monitoreo de huevos. De acuerdo a esto, surge la
necesidad de establecer un punto inicial respecto a la urgencia de aplicar medidas de
prevencion y control, para de esta manera, evitar la presencia de residuos antimicrobianos

en este alimento.

Antes de iniciar la evaluacion de periodo de resguardo, el método analitico
relacionado debié ser validado, ya que esta etapa corresponde una exigencia en los
Programas de Aseguramiento de Calidad de los laboratorio analiticos que trabajan en la
inocuidad de los alimentos (Codex Alimentarius, 2009).Se utilizé un protocolo de
extraccion basado en el método analitico descrito por Reveurs y Diaz (1994) y Cristofanie,
et al (2009), siendo ajustado a las condiciones analiticas del Laboratorio de farmacologia
Veterinaria (FARMAVET) de la Universidad de Chile y validado segun las normas de la
Comunidad Europea, decisiéon 657 del afio 2002. Los parametros considerados en la
validacién fueron el tiempo de retencion del analito, especificidad, recuperacion,

repetibilidad, precision, linealidad (curvas de calibracién), LD, LC y robustez.
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El tiempo de retencion obtenido en nuestro estudio fue de 10,508 + 0,331(minutos,
milésimas de minuto) para oxitetraciclina. Este pardmetro deberia mantenerse estable o
con leves variaciones de respetarse las condiciones analiticas cromatograficas aqui
expuestas, aun cuando la matriz a evaluar presente otro origen. Sin embargo, y si bien el
tiempo de retencidon puede permanecer y trascender a pesar de la naturaleza de las
muestras en cuestion, pueden existir interferentes propios de cada matriz los cuales debe
ser identificados y evaluados a fin de seleccionar las mejores condiciones analiticas para

lograr, fuera de toda duda, la correcta identificacién del analito de interés.

En relacion a la especificidad del método, al analizar veinte muestras blanco (10 de
clara y 10 de yema), se corroboré que la matrices no presentas interferencias en el tiempo
de elucién de oxitetraciclina, esto indica que el método aplicado es lo suficientemente
especifico para distinguir el analito de interés de otras sustancias presentes en las

muestras a analizar.

Los valores obtenidos para el parametro de la recuperacion fueron superiores a un
80% en ambas matrices, difiriendo con el estudio realizado por Geertsen y Madsen (2000)
guienes desarrollaron un método analitico para la determinacion de tetraciclinas en
huevos mediante HPLC-UV, obteniendo valores de recuperacion promedio de 70% para
oxitetraciclina en huevos homogenizados. Lo contrario ocurre si se compara con el
estudio de Vargas et al (2009) quienes desarrollaron un método de determinacion
multiresidual para tetraciclinas, sulfonamidas y cloranfenicol en leche utilizando HPLC-
DAD. En el estudio, los autores obtuvieron recuperaciones para oxitetraciclina de 92%
siendo levemente superiores a las obtenidas con nuestro método. Estas diferencias
pueden estar dadas por los métodos de extraccion utilizados y la naturaleza de las
matrices sometidas a extraccion. Sin embargo, nuestros porcentajes de recuperacion
estuvieron dentro de lo aceptado en la Directiva 657/2002/CE de la Comunidad Europea
(Unién Europea, 2002).

La repetibilidad del método fue aceptada, ya que el coeficiente de variacion obtenido
para cada concentracidbn evaluada es igual o inferior al obtenido en la precision,
cumpliendo con lo establecido por la Directiva 2002/657/CE de la Comunidad Europea
(Unién Europea, 2002).
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En relacién a la linealidad (curvas de calibracion), en las tres curvas seleccionadas
para cada matriz se obtuvo una coeficiente de determinacion (R?) superior a 0,95,
quedando demostrada la linealidad del método analitico y permitiendo la cuantificacion de
los datos obtenidos durante el estudio.

El método analitico utilizado en nuestro estudio demostré ser lo suficientemente
robusto, ya que la desviacion estandar obtenida fue menor a la presente en la precision.
El ajuste de pH del buffer MCllvine/EDTA a 4.0 corresponde al factor que afecté en forma
mayoritaria la robustez del método, por lo tanto, se recomienda no modificar este factor en

el caso de utilizar esta metodologia analitica en estudios futuros (medida precautoria).

Respecto alLD y LC obtenidos (30 ug/kg, 35,9 ug/kg y 31,77 ug/kg; LD, LC clara y
yema respectivamente), y al ser estos comparados con aquellos obtenidos por Geertsen y
Madsen (2000) (8 ug/kg y 17 ug/kg, LD y LC respectivamente en huevos homogenizados),
difieren a los obtenidos en nuestro estudio siendo menores. Sin embargo, esta diferencia
seria irrelevante, puesto que a pesar de obtener un LD y LC mayor, al considerar el LMR
para huevos (200 pg/kg), el método analitico aqui expuesto es lo suficientemente sensible
para ser utilizado en el control de los niveles de oxitetraciclina en huevos de gallinas de

postura.

Todos los pardmetros de validacion considerados en este estudio, fueron
concordantes con los valores y rangos establecidos por la Decisién 657 del afio 2002 de
la Comunidad Europea (Union Europea, 2002). Por lo tanto, el método utilizado se
considera apto para la determinacion de oxitetraciclina en huevos, pudiendo ser utilizada

en fututos estudios de deplecién en formulaciones de oxitetraciclina.

Es importante destacar que la técnica analitica utilizada en este estudio, si bien es
adecuada, aun presenta ciertas limitaciones técnicas propias relacionadas con la
tecnologia empleada. Segun Junyan et al (2012), las técnicas analiticas actuales ven su
préximo paso en el denominado MALDI-TOF, esta técnica analitica se ha probado con
existo en el andlisis de midltiples tetraciclinas en lacteos, demostrando ser simple,
sensible, rapida, conveniente y de alto rendimiento en cuanto al pre-analisis de rutina de
muestras organicas. En el caso de este estudio, resulta interesante la comparacion, ya
gue la técnica MALDO-TOF, permite detectar de forma directa sobre el tejido la presencia

de moléculas complejas, como son los antimicrobianos, evitando los engorrosos pasos de
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extraccion y purificacion de muestras. De esta manera, seria beneficioso para los estudios
de deplecién y evaluacién de tejido marcador, contar con esta herramienta, la cual
significaria un gran avance para lograr observar la distribucion de moléculas

farmacoldgicas en organismos animales.

Por otro lado, el estudio permite sefialar que oxitetraciclina una vez absorbida via
intestinal, llega a clara y yema via sanguinea, sin embargo, esto lo hace en diferentes
magnitudes. Al observar los promedios por dia de tratamiento, es posible apreciar que la
distribucion se inicia desde el primer dia de administracion en ambos compartimentos, sin
embargo las concentraciones del antimicrobiano son inferiores en la clara, alcanzando un
nivel constante en este compartimiento al dia tres de tratamiento. Ademas de esto, los
niveles alcanzados en clara, en ninglin momento logran superar el LMR definido para el
alimento (200 ug/kg), lo cual indicaria que este compartimento en particular no seria el

adecuado para ser considerado como tejido marcador en el estudio de deplecioén.

En el caso de la yema, los niveles de oxitetraciclina son superiores a los observados
en clara, alcanzandose un nivel constante al dia 10 de tratamiento, siendo ademas,
superiores al LMR definido para el alimento. Las diferencias existentes entre las
concentraciones alcanzadas en ambos compartimentos fueron corroboradas por la prueba
de t, la cual demostré diferencia significativa entre las medias de ambos compartimentos

al decimo dia de tratamiento.

Estos hechos concuerdan con lo descrito por Kan y Petz (2000), quiénes también
evaluaron la distribucion de los antimicrobianos en los diferentes compartimentos del
huevo, sefialando que los niveles de estos farmacos en la clara llegan a su nivel maximo
después de dos a tres dias de iniciado el tratamiento manteniéndose estable hasta el fin

del tratamiento.

A una conclusion similar llegaron Zurhelle et al (1999), quienes describieron la
distribuciébn de metabolitos de tetraciclinas en clara, yema y plasma de gallinas de
postura. Sefialando que la yema es el compartimiento que presenta una mayor

concentracion de estos antibioticos.

De acuerdo a nuestros resultados podemos confirmar que oxitetraciclina administrada

por via oral, alcanza los compartimentos del huevo (clara y yema), existiendo siempre una
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mayor concentraciéon en yema. Sin embargo, es la clara el compartimiento que alcanza
primero un nivel constante de oxitetraciclina, aunque en menor concentracion; en la yema
se logran mayores concentraciones algunos dias mas tarde. Esto se podria explicar, ya
gue en la clara, las proteinas presentes en la fraccion soluble son formadas y secretadas
por una porcion especifica del oviducto llamada magnum. La formacién de estas proteinas
toma de dos a tres dias y el deposito de la clara alrededor de la yema toma de dos a tres
horas. Por esta razon, los niveles presentes en la clara son un reflejo de los niveles
presentes en el plasma del individuo. De acuerdo a Kan y Petz (2000) el tiempo necesario
para alcanzar niveles constantes en este compartimento es de dos a tres dias, situacion
similar a lo obtenido en nuestro estudio. Por otro lado, de acuerdo a los mismos
investigadores, los residuos presentes en la yema son reflejo de los niveles del plasma
durante los 10 dias de crecimiento rapido de los foliculos que daran origen a la yema. De
esta misma forma, afirman que se alcanzan niveles constantes en este compartimento

entre los ocho a diez dias, situacion observada también en nuestro estudio.

En relacién al tejido marcador, las concentraciones presentes en clara, en ningan
momento superaron el LMR establecido para el alimento (200 pg/kg), ya sea durante la
etapa de tratamiento o posterior a este. Esto no fue observado en el caso de la yema, en
la cual hacia el final del tratamiento ya se observaban niveles de 1044 ug/kg, muy por
encima del LMR establecido. Este hecho, sefiala que es la yema el tejido que debe ser
considerado como marcador con el fin de evaluar el periodo de resguardo en los huevos
para este antimicrobiano en particular, principalmente debido a la naturaleza lipofilica del
analito. Este hecho concuerda con lo descrito por Hafez (1991), quienobtuvo resultados
similares al encontrado en este estudio, sefialando a la yema como el compartimento para
evaluar la presencia de residuos de antimicrobianos. Sin embargo, estos resultados
difieren de los obtenidos por Furusawa (1999), quien describe en su estudio que los
niveles de oxitetraciclina, tanto en clara como en yema, nunca superan el LMR

establecido para este alimento.

En la clara, los niveles de antimicrobiano decayeron con rapidez para dejar de ser
detectables al dia 7 de post tratamiento. Lo contrario ocurre en la yema, en donde las
concentraciones se mantuvieron hasta el dia 13 post tratamiento, presentando
concentraciones bajo el LMR al dia nueve. En relacién a esto, el periodo de resguardo
determinado por este estudio para oxitetraciclina en huevos de gallinas de postura,

corresponderia a nueve dias. Esto quiere decir, que posterior a este periodo de tiempo,
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existe la seguridad de que los huevos destinados al consumo humano no contengan

concentraciones de este antimicrobiano sobre los LMR establecidos para el alimento.
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CONCLUSIONES

1.- El método expuesto para la determinacion de oxitetraciclina en huevos de gallinas
de postura, cumple con los criterios de validacion establecidos por la Directiva 2002/657
de la comunidad Europea, por lo que se considera validado y posible de ser utilizado en
estudios futuros.

2.- En la evaluacion de los periodos de resguardo de oxitetraciclina se debe
considerar a yema como tejido marcador, ya que los niveles de antimicrobiano presentes
en este compartimiento superan el LMR definido para el alimento, y ademéas decaen mas

lentamente.

3.- Los huevos provenientes de gallinas ponedoras tratadas con oxitetraciclina no
deberian ser enviados a consumo humano durante nueve dias después de la finalizacion

del tratamiento. Esto considerando a yema como tejido marcador y un LMR de 200 pg/kg.
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Anexo

UNIVERSIDAD DE CHILE
FAcULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS Y PECUARIAS

Santiago, 10 de Julio 2009

CERTIFICADO N° 17

FUNDAMENTACION DE LA CERTIFICACION ETICA INSTITUCIONAL.

El comité de Bioética de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la
Universidad de Chile, se reunié con esta fecha para revisar el Proyecto de Memoria de
Titulo, del alumno: Sr. Pablo Gonzalez M. denominado “Estudio de deplecion de
oxitetraciclina en huevos de gallinas de postura”, Profesor Guia Responsable: Dra.
Betty San Martin.

Este proyecto contempla la utilizaciéon de 12 gallinas Leghorn de 16 semanas de
edad puesto que, actualmente no existe otro método de sustitucion para este modelo
experimental. Ademas, los animales seleccionados son los adecuados tanto en el niimero
minimo y la especie utilizada (segiin recomendaciones del “comité for Veterinary
Medicinal Products de la U.E., 1997) para lograr obtener resultados cientificamente vélidos
y cumplir con los objetivos planteados satisfactoriamente. La mantencién de los animales
durante la duracién del proyecto se realizara en el galp6n experimental del Departamento
de Fomento de la Produccién Animal de la Facultad, que cuenta con los dispositivos para el
manejo de la temperatura, ventilacion e iluminacién. Al finalizar los ensayos
experimentales que se plantean, se describen los procedimientos de eutanasia de acuerdo a
las regulaciones internacionales de bienestar animal (European Directive 93/119/CE) lo
cual no afecta el bienestar de los individuos y son aceptados internacionalmente. Las
condiciones de manejo y manipulacién de las aves se efectuaran durante todo el transcurso
del proyecto, de acuerdo a los preceptos de bienestar animal.

En relacién a lo expuesto por los investigadores, esta comision da fe que se
realizaran los protocolos necesarios para evitar el dolor y sufrimiento animal. La
mantencion de los animales durante la duracién del proyecto se realizara en galpones
adecuados para la especie y nimero de individuos utilizados, que cumple con los
parametros aceptados por el comité de bioética Médico Veterinario.

El comité estima que el proyecto que se propone, se ajusta convenientemente a los
Marcos Normativos en Etica de la Investigacion Cientifica con Seres Vivos y no contiene
elementos que pudieran transgredir las normas bioéticas vigentes en nuestra institucion.
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