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RESUMEN

Las quinolonas y fluoroquinolonas han sido ampliamente utilizadas en producciéon
animal. Sin embargo su uso terapéutico no estd exento de riesgos en la salud publica,
fundamentalmente en lo que se refiere a la presencia de residuos de estos farmacos en los
productos de origen animal, su consecuencia toxicologica, y la generacion de resistencia

en bacterias transmitidas al hombre.

El método analitico utilizado para la determinacién de flumequina en huevos, fue
previamente validado de acuerdo a las recomendaciones de la Decision 2002/657/CE de la
Comunidad Europea. Para la deteccion y cuantificacion de la flumequina en clara y yema
se utiliz6 Cromatografia Liquida de Alto Rendimiento (HPLC) con detector de
fluorescencia. El limite de deteccion de la técnica fue de 0,5 ng/g, y la recuperacion mayor

al 80% en promedio.

Para la determinacion del periodo de resguardo en huevos, se administré una
formulaciéon comercial de flumequina al 20% durante 5 dias consecutivos, a gallinas
ponedoras; fueron analizadas las claras y yemas por separado durante y posterior al

tratamiento.

Las concentraciones de flumequina durante el tratamiento fueron -elevadas
superando los 6000 ng/g en clara, y los 600 ng/g en yema, y alcanzdndose el peak de
concentracion al tercer dia de tratamiento en los dos compartimentos del huevo. Al
finalizar el tratamiento los niveles de concentracion decrecieron considerablemente en los
primeros 5 dias, por debajo de 220 ng/g y 112 ng/g en clara y yema respectivamente,
llegando a concentraciones por debajo del limite de deteccion (0,5 ng/g), a los 35 dias
posterior al término del tratamiento en clara y a los 20 dias en yema. El periodo de
resguardo fue de 46 dias al aplicarse un margen de seguridad de un 30%, y utilizdndose la

flumequina en la dosis y ritmo horario determinado por este estudio.



Segun los resultados obtenidos en este estudio las concentraciones de flumequina
se depletaron por un periodo mas prolongado en claras por lo que se podria tomar éste

compartimento como tejido marcador.



SUMMARY

Quinolones and fluoroquinolones have been widely wused in animal
production. However their therapeutic use is not free from public health risks, essentially
in regard to residues of these drugs in animal products, its toxicological implications, and

the generation of resistance in bacteria transmitted to humans.

The analytical method used for the determination of flumequine in eggs, was
previously validated in accordance to the recommendations of the Decision 2002/657/EC
of the European Community. Chromatography High Performance Liquid (HPLC) with
fluorescence detector was used for the detection and quantification of flumequine in white
and yolk. The detection limit of the technique was 0.5 ng/g, and recovery was greater than

80% on average.

A commercial formulation of flumequine at 20% was administered to laying hens
for 5 consecutive days to determine the withdrawal time of eggs. Yolks and whites of the

eggs were analyzed separately during and after the treatment.

Flumequine concentrations during treatment were higher than 6000 ng/g in white
and higher than 600 ng/g in yolk, reaching the concentration peak on the third day of
treatment for both compartments of the egg. After treatment, levels concentration
decreased significantly in the first 5 days, below 220 ng/g in white and 112 ng/g in yolk,
reaching concentrations below the detection limit (0.5 ng/g), at 35 days after the

completion of treatment in white and 20 days in yolk.

Assigning a 30% security margin, and using flumequine in the dose and rate

schedule determined by this study, the whithdrawal time was 46 days.

As in this study the flumequine concentrations were depleted for a longer period in

white, this compartment could be considered a tissue marker.



INTRODUCCION

En Chile, la produccion de huevos para el afio 2009, fue de 2.945 millones de
unidades anual, pronosticindose un aumento del 3,08% para el 2010, mientras que el
consumo per capita en el afio 2009 fue de 173 huevos/hab/afio (ASOHUEVO, 2010). Las
apropiadas condiciones sanitarias del sector y los tratados comerciales han permitido un
escenario Optimo para la insercion de Chile en el mercado internacional, exportando
huevos a Estados Unidos, México y Espafia, siempre que se cumpla la normativa de

inocuidad alimentaria requerida por cada uno de los paises importadores.

Por otro lado, la creciente demanda de productos de origen animal por parte de la
poblacion humana, ha llevado a la intensificacion de los sistemas productivos, estando los
animales cada vez mas expuestos a sufrir enfermedades de diversa indole. Esta situacion
ha significado ademas, un aumento en la demanda de las diferentes herramientas

terapéuticas entre las que se encuentran los antimicrobianos (San Martin, 2001).

Conjuntamente con el aumento en la produccion y la demanda, se ha incrementado
el interés de los consumidores por el origen e inocuidad de los alimentos, y en especial los
de origen animal, ya sea por el potencial peligro de contraer enfermedades zoondticas

como por la presencia de residuos y contaminantes en los productos.

El uso de las fluoroquinolonas ha permitido mejorar la salud y bienestar de las
aves al ser utilizadas como terapia. No obstante, el uso terapéutico de estos farmacos no
estd exento de riesgos en la salud publica. Estos riesgos se centran fundamentalmente en
dos aspectos: la generacion de resistencia en bacterias que pueden ser transmitidas al ser
humano y la presencia de residuos de estos farmacos en los huevos, lo que podria causar
reacciones toxicas y/o alteracion de la microbiota intestinal humana. Ambos riesgos toman

aiin mayor importancia si se considera que estos farmacos son de uso humano.



El Servicio Agricola y Ganadero, como organismo responsable de velar por la
sanidad de la produccion pecuaria en Chile, es el encargado de la inspeccion y del control
sanitario de los alimentos y los productos farmacéuticos de uso veterinario, procurando
satisfacer las exigencias sanitarias que impongan los paises o mercados externos para la
comercializacién de los productos de origen animal chilenos. Actia como garante de las
certificaciones zoosanitarias, bromatologicas y de calidad e inocuidad de los productos

pecuarios de exportacion.

En el caso del huevo de consumo, diversos autores han demostrado que los
antimicrobianos utilizados en la industria avicola se transfieren a este alimento durante su
proceso de formacion, existiendo el riesgo que alcancen concentraciones que superan los
limites maximos permitidos por diferentes organismos gubernamentales e
intergubernamentales. A pesar de esto los Programas de Monitoreo de Residuos de

Farmacos en Chile no incluye el analisis de estos.

Debido a esto, surge la necesidad de contar con un método analitico validado para
la deteccion de residuos de flumequina en huevos de consumo, con el proposito de evaluar
la presencia de esta droga en los distintos componentes del huevo, y establecer los

periodos de carencia para una determinada presentacion comercial de flumequina.



I. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1 Quinolonas v Fluoroquinolonas.

Las quinolonas fueron descubiertas en 1962 por Lescher et al., y a diferencia de los
primeros antimicrobianos descubiertos el siglo pasado, no fueron aisladas desde
organismos vivos, sino que sintetizadas desde un quimico. El hallazgo fortuito de la
actividad antibacteriana de derivados de la 1,8 naftiridina en el contexto del desarrollo de
agentes antimalaricos, permiti6 la sintesis del acido nalidixico. De esta manera, estos
investigadores ocupan un lugar trascendente en el descubrimiento y desarrollo de este tipo

de quimioterapicos (Mella et al., 2000; Andriole, 2005).

Las primeras quinolonas usadas con fines terapéuticos en medicina veterinaria
fueron el &cido nalidixico y 4cido oxolinico. En la década de 1980, con el proposito de
ampliar el espectro de accidon y mejorar sus propiedades farmacocinéticas, la estructura fue
modificada sintetizdndose compuestos que presentaban los sustituyentes 6- fluoro y 7-

piperazinil, dando origen al grupo de las fluoroquinolonas (Mella et al., 2000).

La adicién del grupo fluoro en la posicién 6 del anillo basico de las quinolonas,
amplio el espectro de accion hacia bacterias Gram positivas, ademas de mejorar la
penetracion a las células bacterianas. La adicion del grupo piperazinil en la posicion 7
mejord la actividad contra Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus spp. (Andriole,

2005).

La primera fluoroquinolona sintetizada fue la flumequina, la cual fue patentada en
el afio 1973. La flumequina es actualmente utilizada en medicina veterinaria y su uso esta
permitido en animales de produccion tales como bovinos, cerdos y principalmente aves de
corral. La administracion de la flumequina es cominmente via oral y es recomendada para
cuadros gastroentéricos provocados por bacterias Gram negativas (Appelbaum y Hunter,

2001).


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6WXN-4H2PJWM-5&_user=6440747&_rdoc=1&_fmt=&_orig=search&_sort=d&view=c&_version=1&_urlVersion=0&_userid=6440747&md5=2ad0f2429d72535eb090e54b461e5df6#bib10
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6WXN-4H2PJWM-5&_user=6440747&_rdoc=1&_fmt=&_orig=search&_sort=d&view=c&_version=1&_urlVersion=0&_userid=6440747&md5=2ad0f2429d72535eb090e54b461e5df6#bib10

La flumequina en particular se caracteriza por la presencia del radical 6 fluoro y
por la ausencia del radical 7 piperazinil. Este farmaco tiene buena actividad antimicrobiana
sobre aerobios Gram negativos como Eschierichia coli., sin embargo, tiene escasa

actividad sobre aerobios Gram positivos o bacterias anaerobias (Andriole, 2005).

Figura 1: Estructura quimica de la flumequina.

F COOH

Flumequine (FLU)

La evolucién en el desarrollo de las quinolonas y fluoroquinolonas ha permitido

clasificarlas en distintas generaciones. (Van Bambeke et al., 2005):

La primera generacion comprende compuestos originales tales como el acido
nalidixico, acido oxolinico, acido pipedimico y cinoxacino. Esta generacion se caracteriza
por una baja biodisponibilidad oral, limitada distribucion a tejidos, y espectro de accion
limitado a Escherichia coli y otros organismos Gram negativos. (Van Bambeke et al.,
2005). A pesar de que aun no existe un acuerdo en cuanto a la clasificacion de la

flumequina, si se acepta como una fluoroquinolona de primera generacion.

La segunda generacion corresponde a las fluoroquinolonas propiamente tal,
desarrolladas en la década de 1980. Este grupo exhibe una mayor actividad antibacteriana
contra Enterobacteriaceae, otras bacterias gramnegativas como P. aeruginosa, y una cierta
actividad contra cocos Gram positivos. Se caracterizan por poseer una mejor
biodisponibilidad oral y distribucion sistémica. Entre ellas se encuentran el norfloxacino,
ciprofloxacino, enrofloxacino, danofloxacino, difloxacino y marbofloxacino (Martinez et

al., 2006).


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6WXN-4H2PJWM-5&_user=6440747&_rdoc=1&_fmt=&_orig=search&_sort=d&view=c&_version=1&_urlVersion=0&_userid=6440747&md5=2ad0f2429d72535eb090e54b461e5df6#bib128
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6WXN-4H2PJWM-5&_user=6440747&_rdoc=1&_fmt=&_orig=search&_sort=d&view=c&_version=1&_urlVersion=0&_userid=6440747&md5=2ad0f2429d72535eb090e54b461e5df6#bib128

La tercera generacion mantiene las caracteristicas de la segunda generacion, pero
adicionalmente exhibe una mayor actividad contra bacterias Gram positivas, anaerobios, y
mycobacteria. Poseen una excelente biodisponibilidad oral y una prolongada vida media
de eliminacion terminal entre ellas se encuentran el grepafloxacino, gatifloxacino,

esparfloxacino, temafloxacino, tosufloxacino y pazufloxacino (Ball, 2000).

La cuarta generacion comprende farmacos tales como trovafloxacino,

gatifloxacino, moxifloxacino, gemifloxacino y sitafloxacino (Martinez et al., 2006).

1.2 Caracteristicas farmacocinéticas v farmacodinamicas de las fluoroquinolonas.

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

administrada y el patdogeno infectante (Wispelwey, 2005)

En general las fluoroquinolonas poseen una rapida absorcion cuando se
administran por via oral, logrando maximas concentraciones plasmaticas una a dos horas
post administracion. La absorcion es escasamente afectada por los alimentos; sin embargo,
puede disminuir en presencia de cationes bivalentes, incluyendo Al™, Mg™, Ca™ y Fe™,
que frecuentemente se encuentran en algunos medicamentos, como también en productos

lacteos (Turnidge, 1999).

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

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



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

alcanza la mitad (Andriole, 2005).

Las vias de biotransformacion y excrecion difieren entre los distintos compuestos,
pero principalmente son metabolizadas por el higado con eliminacion urinaria y fecal de
los metabolitos. La eliminacion renal ocurre por filtracion glomerular y secrecion tubular y

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

Con respecto a la farmacodinamia, esta hace referencia a los cambios bioquimicos
y fisiologicos que provoca la droga en el tejido o célula blanco en relacion a la
concentracion alcanzada y dosis. La actividad de las quinolonas es concentracion
dependiente, lo cual significa que actia cuando las concentraciones estdn por sobre la
concentraciéon minima inhibitoria (CMI), presentando ademds un efecto postantibidtico
prolongado (Andersson y MacGoman, 2003). Esto permite diseflar los esquemas

terapéuticos en relacion a la dosis y ritmo horario.

1.3. Aplicaciones Terapéuticas de las quinolonas y fluoroquinolonas.

Las fluoroquinolonas son utilizadas para el tratamiento de diversos cuadros
infecciosos que afectan el sistema respiratorio, sistema urogenital, prostata, piel, huesos,
articulaciones y sistema digestivo. En este Gltimo caso, son frecuentes las infecciones por

Salmonella spp., Campylobacter spp. y Escherichia coli (Andriole, 2005).

En la industria avicola nacional el uso de la flumequina estd indicada
principalmente para el tratamiento de enfermedades producidas por E. coli, Salmonella
spp. vy Pasteurella spp. Su uso esta permitido en pollos Broilers y aves de corral, no
autorizandose su uso en gallinas ponedoras de huevos destinados al consumo humano. Por

otro lado al no existir a nivel nacional la autorizacion del uso de farmacos extraetiqueta, es



decir, que no se consideren las instrucciones establecidas en el prospecto oficialmente
autorizado por las entidades responsables del registro de medicamentos, la flumequina
podria ser usada como terapia o como medida preventiva en aves de postura. Con el
consecuente riesgo que se presenten residuos de esta droga en los huevos destinados al

consumo humano, en la medida que no se conozcan los periodos de resguardo.

1.4. Mecanismo de accion de las quinolonas v fluoroquinolonas

Las quinolonas y fluoroquinolonas actian inhibiendo la actividad de la enzima
topoisomerasa Il o DNA-girasa en bacterias Gram negativas y sobre la topoisomerasa [V
en Gram positivas, las cuales actian en el proceso de replicacion del ADN bacteriano. Una
inhibicion prolongada conduce a la muerte de la célula, teniendo un efecto bactericida

(Jacoby , 2005; San Martin ef al., 2005).

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

replicacion, transcripcion, recombinacion y reparacion del ADN.

Las quinolonas y fluoroquinolonas se unen a éstas enzimas, formando un complejo
farmaco-enzima alterando su conformacién y, de esta manera, les impiden cumplir su

funcion (Jacoby, 2005).

La mayoria de las bacterias tienen ambas enzimas, pero en Gram negativas la ADN
girasa es mas susceptible a la accién del firmaco, mientras que en bacterias Gram

positivas la topoisomerasa IV es mas susceptible (Andriole, 1999).



1.5. Resistencia Bacteriana

Actualmente se conocen tres mecanismos de resistencia: mutaciones que alteran el
blanco de la droga, mutaciones que reducen la acumulaciéon de droga, y plasmidios que
protegen la célula del efecto letal de las quinolonas, siendo el primero el mecanismo de

resistencia mas importante (Bearden y Danziger, 2001).

El principal mecanismo de resistencia se logra mediante mutaciones en los genes de
las enzimas, produciéndose un cambio en la secuencia de los aminoacidos que codifican
las subunidades de cada enzima. Estas mutaciones afectan a los genes gyrd de la
topoisomerasa II en bacterias Gram negativas y al gen parC en la topoisomerasa IV en
bacterias Gram positivas. Estas mutaciones se encuentran en una regidon especifica
identificada como QRDR (region determinante de la resistencia a quinolonas), alterdndose

la afinidad de la quinolona por la enzima.

También se describe resistencia asociada a alteraciones en la membrana plasmatica
que reducen la acumulacion de la droga en el interior de la célula bacteriana.
Esto ocurre por alteracion de las porinas, o por una acelerada salida de la droga mediada

por bombas de eflujo dependientes de energia (Fabrega et al. , 2008).

La resistencia asociada a la presencia de plasmidos se debe a que presentan un gen
(gnr) de resistencia frente a las quinolonas (Jacoby ,2005). La proteina Qnr es capaz de
unirse y proteger a la ADN girasa y a la topoisomerasa IV del efecto de las quinolonas.
Los plasmidos pueden transferirse horizontalmente, lo que implica que puede transferir
resistencia a otras bacterias tanto patdgenas como no patégenas (Jacoby, 2005). Sélo se ha
confirmado este tipo de resistencia en un numero pequefio de cepas de Klebsiella

pneumoniae.

Aunque generalmente las fluoroquinolonas usadas en medicina veterinaria son
diferentes a las disponibles para uso clinico humano, la bacteria generalmente genera

resistencia cruzada a todas las fluoroquinolonas (Orden y De La Fuente, 2001).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Danziger%20LH%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Bearden%20DT%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus

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

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

El desarrollo de resistencia a estos antimicrobianos ha generado un gran debate
sobre el uso de estos farmacos en animales de produccion, esto sobre todo por la amenaza
a la salud publica, causada por el riesgo de transferencia de bacterias zoonoOticas
(Salmonella spp., Campylobacter spp. y Escherichia coli), con genes de resistencia que
podrian traspasarse tanto a bacterias patdgenas o no patégenas del tracto gastrointestinal
humano, generando la disminucién en la eficacia terapéutica en el tratamiento de

infecciones en medicina humana (Orden y De La Fuente, 2001).

En el caso de la “Food and Drug Administration” de los Estados Unidos de
América (FDA), en 1994 un grupo de expertos recomendaron que el uso de
fluroquinolonas en animales de produccion fuera permitido, siempre y cuando se
controlara el uso inadecuado y el desarrollo de resistencia (Orden y De La Fuente, 2001).
En el ano 1997, la FDA de Estados Unidos de América prohibid el uso extraetiqueta de
fluoroquinolonas debido a la gran preocupacion por el desarrollo de resistencia bacteriana

(FDA, 2001; Chu et al., 2002).

Una medida tomada por la OMS fue la publicacion “Impacto en medicina humana
por el uso de antimicrobianos en animales de produccion”, en la cual se recomienda la
descontinuacion del uso de los antimicrobianos como promotores de crecimiento,
recomendacion que también hizo el Instituto de Medicina de los Estados Unidos de

América en el afio 2003 (Fabrega et al., 2008).



1. 6. Residuos de quinolonas v _fluoroquinolonas en alimentos de origen animal v sus

riesgos en la salud humana

El potencial antimicrobiano de las fluoroquinolonas y su autorizacién para ser
utilizado en especies productivas, ha justificado un aumento en la terapia con estos
productos. Sin embargo su uso irracional en terapias y profilaxis en planteles de animales
destinados a consumo humano, se convierte en un riesgo para el consumidor. Este riesgo
radica en la presencia de residuos farmacoldgicos en alimentos de origen animal que
podrian causar reacciones alérgicas, alteracion en la microbiota intestinal normal del
hombre, y eventualmente cuadros de toxicidad aguda o cronica en los consumidores. Otro
riesgo latente es la generacion de bacterias enteropatogenas resistentes a estos
antimicrobianos, las cuales pueden ser transmitidas al hombre a través de la cadena

alimentaria (Kukanish et al., 2005; Hassouan et al., 2007).

Comparadas con otros agentes antimicrobianos comunmente utilizados, las
fluoroquinolonas pueden ser consideradas relativamente bien toleradas (Andriole, 1999),
sin embargo se describe la presencia de reacciones adversas, las cuales pueden ser de
presentacion aguda o cronica (Martinez ef al., 2006). Mayor relevancia toma la ingesta de
estos residuos en los alimentos de origen animal, debido a la dificultad de vincular la
causalidad del efecto adverso presentado, con el consumo de alimentos (Codex

Alimentarius, 1995).

Dentro de las reacciones adversas mas frecuentes, estan los trastornos
gastrointestinales como nauseas, vomitos, dolores abdominales y diarreas. También se ha
descrito fototoxicidad, erupcidon cutanea, prurito, urticaria y eritema en piel (Andriole,
1999). También se han documentado reacciones mas severas como alteraciones en el
sistema nervioso central acompanadas de agitaciones, temblores y ataxia, y
cardiotoxicidad (Martinez et al., 2006). Ademéas en estos Ultimos afios, mediante estudios
de carcinogenicidad, se ha postulado que la flumequina podria tener la potencialidad de

producir tumores hepatocelulares (Kashida et al., 2002; Uehara et al., 2002).



También se ha detectado cierta condrotoxicidad causada por las quinolonas en
animales inmaduros, afectando el cartilago articular y/o la placa de crecimiento epifisial,
dependiendo de la etapa de desarrollo. La patogénesis de la condrotoxicidad se puede
explicar probablemente por las propiedades quelantes sobre el magnesio. La artropatia en
humanos es un potencial efecto adverso y su influencia sobre el cartilago articular segun
estudios “in vivo”, ha determinado que su uso en pediatria y gestacion esté contraindicado.
También se han descrito casos de tendinitis y ruptura espontanea de tendon en pacientes

tratados con fluoroquinolonas (Yoon et al., 2004).

1.7. Limites Maximos Residuales (LMR Limites Minimos de Funcionamiento

Exigido (MRPL)

Organizaciones nacionales e intergubernamentales han establecido los Limites

Miéximos Residuales (LMR) para los antimicrobianos basandose en los estudios de
toxicidad y en las alteraciones en la microbiota intestinal humana. La definicion de estos
LMR, facilita el control y monitoreo de los residuos en los alimentos a través de los
diversos Programas de Control de Residuos de Farmacos que permiten definir medidas
preventivas en los sistemas productivos asegurando alimentos inocuos a la poblacion

(OMS, 2006).

Los estudios toxicologicos a su vez se basan en la ingesta diaria admisible (ADI),
considerando asi la exposicion aguda y a largo plazo de la ingesta de residuos de farmacos.
Se estudia carcinogenicidad, mutagenicidad y genotoxicidad, toxicidad reproductiva,
toxicidad en el desarrollo, teratologia, cardiotoxicidad y en el caso de agentes antibidticos,
la seguridad para la microflora intestinal. Por lo tanto, la ADI proporciona la base para
determinar el LMR del farmaco en productos de animales destinados al consumo humano
(Cerniglia y Kotarski, 2005) y es un valor relevante de proteccidon para el consumidor

frente a los residuos de medicamentos veterinarios presentes en los alimentos.



La Comision del Codex Alimentarius (1995), define los LMR para los

medicamentos veterinarios como, la concentracion maxima de residuos resultantes del uso

de un medicamento, expresada en mg/kg o pg/kg sobre la base de peso fresco, que se
permite legalmente o se reconoce como admisible dentro de un alimento o en la superficie

del mismo.

La Organizacion Mundial de Comercio (OMC), establecidé un acuerdo entre los
paises miembros sobre la aplicacion de Medidas Sanitarias y Fitosanitarias. En dicho
acuerdo, si bien es cierto la OMC autoriza a los paises a establecer sus propias
reglamentaciones, alienta a los gobiernos a que armonicen sus medidas, recomendando
que se utilicen normas Yy directrices internacionales elaboradas por la Comision Mixta

FAO/OMS (JECFA) y Codex Alimentarius, cuando existan (San Martin, 2001).

También existen organizaciones gubernamentales e intergubernamentales que
velan por el cumplimiento en el control de residuos y se encargan de sancionar las
infracciones en este sentido. La FDA a través del Centro para Medicina Veterinaria
(CVM) se encarga de investigar los casos ilegales de presencia de residuos en productos de

origen animal (Donoghue, 2003).

La Uniéon Europea, a través de la EMEA (Agencia Europea de Medicamentos) se
encarga de la proteccion y la promocion de la salud publica y animal, a través del control

sobre el uso de los medicamentos (Europa, 2008).

Los LMRs establecidos por la Union Europea para las distintas quinolonas
utilizadas en aves de corral son de 100 pg/kg para acido oxolinico y enrofloxacino mas su

metabolito, 400 pg/kg para flumequina y 200 pg/kg para danofloxacino (Europa, 1990).

A nivel nacional, en el afio 1999, el Ministerio de Salud fij6 los LMRs para

farmacos de uso veterinario (Chile. Ministerio de Salud, 1999).



A modo de referencia los LMRs establecidos de flumequina para su uso en pollos

broilers en Europa, Chile y Japdn se sefialan en el Cuadro nimero 1.

Cuadro 1: LMRs para flumequina en tejidos de pollos Broiler

Féarmaco LMR Unién LMR Chile LMR Japén Tejido
Europea
400 pg/Kg. 500 pg/Kg. 500 pg/Kg. Musculo
Flumequina 250 ng/Kg. 1000 pg/Kg. 1000 pg/Kg. Piel y grasa
800 ng/Kg. 1000 pg/Kg. 500 pg/Kg. Higado
1000 pg/Kg. 3000 pg/Kg. 3000 pg/Kg. Rifion

Se han establecido LMR para las fluoroquinolonas, incluyendo la flumequina, en
diferentes tejidos comestibles de aves y otras especies (musculo, grasa, higado y rifion);
sin embargo, a nivel nacional e internacional, estos no han sido definidos en huevos (Lolo
et al., 2005). En nuestro pais, el Reglamento Sanitario de los Alimentos, establece LMRs
en huevos para oxitetraciclina, colistina, bacitracina y espectinomicina, pero no asi para
flumequina, por lo que su uso en aves ponedoras no esta autorizado. El hecho de que éste
farmaco esté disponible en el mercado, puede llevar a su uso en gallinas productoras de
huevos destinados al consumo humano; esta situacion conlleva al riesgo de que los huevos

puedan contener residuos de flumequina.

En el ano 2002 la Union Europea mediante la Decision 2002/657/CE (Europa,
2002), establecié un nuevo concepto que puede aplicarse a los medicamentos para los
cuales no se ha establecido un LMR y para aquéllos que han sido prohibidos o no
autorizados. Este es el Limite Minimo de Funcionamiento Exigido (MRPL), el cual
depende de la sensibilidad del método analitico y estd estrechamente relacionado con la
tecnologia utilizada. Ademas, indico que los laboratorios de control oficial deben utilizar
sistemas de aseguramiento de calidad y métodos validados de acuerdo con procedimientos
y criterios de funcionamiento comunes para asi asegurar la trazabilidad con arreglo a

normas comunes o normas consensuadas (Europa, 2002). Este concepto de MRPL y su



determinacion abre la posibilidad de utilizar la flumequina actualmente en aves de postura,
permitiendo establecer periodos de resguardo para formulaciones de flumequina utilizadas

en gallinas de postura, y también su monitoreo en Programas de Control de Residuos.

El objetivo de todas las organizaciones intergubernamentales preocupadas de la
vigilancia de residuos de medicamentos veterinarios en productos de origen animal,
destinados a consumo humano, es la inocuidad de los mismos, protegiendo de esta manera
la salud de las personas. El Codex Alimentarius define la inocuidad como “la garantia de
que los alimentos no causaran dario al consumidor cuando se preparen y / o consuman de
acuerdo con el uso a que se destinan”. En términos de residuos de farmacos, esta
definicion requiere el uso prudente de éstos en nuestra profesion. Asi en el Codigo
Sanitario de Animales Terrestres de la OIE, se habla del uso prudente y responsable de

antimicrobianos en medicina veterinaria (OIE, 2008).

1.8. Monitoreo de residuos a nivel nacional

En el ambito nacional, es importante sefialar que en estos tltimos afios ha existido
un gran esfuerzo por parte de los organismos gubernamentales, privados y universidades,
orientados a la entrega de un producto de origen animal inocuo y seguro para la poblacion.
Se suma a esto, que el sector pecuario exportador ha debido experimentar cambios
significativos en su quehacer habitual, producto de un conjunto de transformaciones en
relacion directa con los procesos de globalizacion econdmica, lo cual los lleva a poner en

préctica normas concordantes con los objetivos fundamentales de la OMC.

Es asi, que el Servicio Agricola Ganadero (SAG) del Ministerio de Agricultura,
esta encargado del Registro de Medicamentos Veterinarios y de certificar los productos de
exportacion. Por su parte, el Ministerio de Salud vela por la inocuidad de los alimentos que
van a la poblacion nacional a través del Reglamento Sanitario de los Alimentos (San
Martin, 2001). El 25 de Agosto de 1999, este reglamento fij6 los limites maximos de

residuos de medicamentos veterinarios en alimentos destinados al consumo humano, y en



el mismo afio ademds se elaboré un Programa Nacional de Vigilancia y Control de

Residuos en Alimentos (Chile, 1999).

Chile es un pais que posee condiciones zoosanitarias privilegiadas, lo que favorece
el comercio internacional. El uso racional de farmacos en sistemas de produccion animal
favoreceria esta condicion para asi mantener los mercados ya alcanzados o acceder a

nuevos mercados para los productos pecuarios (SAG, 2008a).

Actualmente existen Programas de Control de Residuos para carnes de ovino,
liebre, pollo, cerdo, pavos, miel, bovino y lacteos. Los Laboratorios de determinacion de
Residuos son acreditados por el SAG a través del Sistema de Acreditacion de Terceros, en
el cual se establece una norma general que deben cumplir todas las entidades acreditadas.
En Chile, el Instituto Nacional de Normalizacion (INN) otorga la Acreditacion ISO 17025,
que es uno de los requisitos que exige el instructivo técnico de diagndstico de residuos

(SAG, 2008b).

Chile cuenta con 5 Laboratorios de determinacion de Residuos acreditados por el
SAG, la supervision y fiscalizacion periddica de éstos estd a cargo del Sistema de
Acreditacion de Terceros que establecio el SAG el afio 2004, en el cual se establece una
norma general que deben cumplir todas las entidades acreditadas, y un reglamento
especifico para los laboratorios de ensayos. Este establece los requisitos necesarios para la
realizacion de andlisis/ensayos como apoyo para la ejecucion de actividades en el marco
de programas oficiales del Servicio, para cada area de anélisis debe ademdas cumplir con el

instructivo técnico correspondiente.

El SAG no contempla en sus programas nacionales de control de residuos
farmacologicos el monitoreo de huevos, y los laboratorios nacionales no cuentan con
métodos analiticos validados para la deteccion de residuos de distintos farmacos en este

alimento.



1.9. Periodos de resguardo de los farmacos utilizados en animales de produccion.

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. El 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 que van a consumo de la poblacion humana

(FAO/OMS, 1995).

Los LMR’s o MRPL’s nos permiten definir los periodos de resguardo, siendo éste
el tiempo transcurrido desde que se aplica la ultima dosis de tratamiento de un farmaco,
hasta que los niveles de residuos de la droga estén por debajo de los correspondientes
LMR’s 0 MRPL'’s en todos los tejidos del animal (Europa, 1996). El periodo de resguardo
se determina mediante estudios de deplecion, considerando los tiempos de eliminacion del

farmaco desde el organismo animal (Lolo et al., 2005).

Depende de factores como: la via de administracion, dosis, determinando los
niveles plasmaticos alcanzados por el farmaco, vida media de eliminacion y la forma
farmacéutica, que en particular, afecta los pardmetros farmacocinéticos, tales como

velocidad y magnitud de absorcion, y la vida media de eliminacion.

El periodo de resguardo establecido para una formulacion farmacéutica es seguro
cuando se respetan las indicaciones del medicamento, posologia adecuada, y la especie de
destino. De esta manera, la potencial presencia de residuos en los productos comerciales
destinados al consumo humano, estaran a niveles traza, es decir, bajo los LMRs fijados,
por lo que la seguridad del consumidor no estard comprometida (Anadon, 1995). Usos
extraetiqueta de farmacos y la administracion de una determinada formulacion
farmacéutica en forma inapropiada altera los periodos de resguardo de una droga

favoreciendo la presencia de residuos ilegales en los tejidos comestibles (Anadon, 2001).



Para determinar los periodos de resguardo se deben realizar estudios de deplecion,
en los cuales a un grupo de animales de una determinada especie productiva, se les
administra una formula farmacéutica comercial de un medicamento. Para el caso de las
aves de postura, estos estudios se deben realizar en huevos, ya que dependiendo de las
caracteristicas fisicoquimicas del farmaco podrian alcanzar los ovarios, foliculos en
crecimiento y oviducto y de esta forma difundir a la yema o a la clara, como es el caso de
las fluoroquinolonas. En estos estudios, se monitorean las concentraciones de droga, desde
la altima aplicacion del medicamento a las gallinas ponedoras, hasta el momento en que

las concentraciones en huevo alcancen el MRPL o el LMR (Lolo ef al., 2005).

Las reglamentaciones internacionales sefialan que los estudios de deplecion se
deben realizar en grupos de aves a las cuales se les administra el firmaco, utilizando una
formulacion comercial y el régimen terapéutico recomendado. El niimero de animales por
tiempo de muestreo varia segin el organismo regulador. La FDA recomienda el uso de 5
animales por tiempo de muestreo, tomando como minimo 20 animales por estudio (FDA,
2005b). Por otro lado, el Comité para Medicamentos Veterinarios (CVMP) recomienda

entre 3 a 10 animales por tiempo de muestreo (CVMP, 1997)

Los intervalos de tiempo en el muestreo varian segin las caracteristicas
farmacocinéticas de la droga. La toma de muestras considera los tejidos animales que estan
destinados al consumo humano para la deteccidon y cuantificacion del analito en estudio. El
parametro farmacocinético considerado para los estudios de deplecion es la fase de
eliminacion terminal del farmaco, para lo cual se realizan curvas de concentracion del
farmaco (en escala semilogaritmica) versus tiempo (en dias). Se considera que la fase de
eliminacion terminal sigue un modelo monocompartimental con una cinética de
eliminacion de primer orden y se analiza a través de un Analisis de Regresion Lineal,

considerando un nivel de confianza del 95% (CVMP, 1997).



Debido a la eventual variabilidad que presenta el comportamiento del farmaco en
los diferentes individuos y que en la determinacion de los periodos de resguardo se trabaja
con un numero reducido, pero suficiente de animales, pueden presentarse desviaciones
importantes en relacion al comportamiento poblacional. EI CVMP (1997) recomienda
aplicar un margen de seguridad entre un 10 a un 30% por sobre el periodo establecido para

compensar la variabilidad biologica entre individuos.

1.10. Métodos analiticos para la deteccion de residuos de fluoroquinolonas.

Los principales métodos analiticos para la determinacion de residuos de
medicamentos en alimentos de origen animal son los cromatograficos (cromatografia
liquida con deteccion ultravioleta, fluorescencia o espectrometria de masas y
cromatografia de gases). Estas técnicas se caracterizan por ser especificas, selectivas y
sensibles, permitiendo determinar pequefias concentraciones de los fArmacos en la matriz o
muestra que se analizan (Pérez, 2004). Existen diferentes métodos analiticos para la
deteccion de residuos de medicamentos veterinarios en huevos, pero en el caso de las
fluoroquinolonas, la Cromatografia Liquida con Detector de fluorescencia es actualmente

la de mayor uso a nivel mundial (Chu et al., 2002; Donoghue y Schneider, 2003).

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

solido-liquido (Ramos et al., 2003; Shim et al., 2003).

Con el fin de obtener resultados reproducibles y repetitivos, los laboratorios deben
previamente validar los métodos analiticos utilizados en la deteccion de farmacos, alin
cuando éstos sean oficiales, de referencia, o hayan sido previamente descritos. Al respecto,

la Directiva de las Comunidades Europeas en relacion al Funcionamiento de los Métodos



Analiticos y la Interpretacion de los Resultados, sefiala que el concepto de métodos de
rutina y de métodos de referencia, se encuentra obsoleto, reemplazandose por un
planteamiento que establece criterios de funcionamiento y procedimientos de validacion de
los métodos (Europa, 2002). El procedimiento de validacién de un método analitico debe
incorporarse en todas las investigaciones cuyos resultados dependan de la quimica
analitica, ya que permiten al laboratorio demostrar que el método seleccionado y
desarrollado para una sustancia especifica, en una muestra especifica, produce resultados

comparables.

1.11 Distribucion de los antimicrobianos en huevos.

El huevo estd formado bésicamente por tres componentes: la yema, que es el
equivalente al 6vulo microscopico de los mamiferos; la albiimina, o clara, que es secretada
por el aparato reproductor; y el cascardn, que proporciona la proteccion y los minerales al
embrion en desarrollo. El tamafio, composicién del huevo y la velocidad a las que se
producen, son influenciados por numerosos factores genéticos, ambientales y fisioldgicos.
Los constituyentes del huevo se elaboran en dos fases sucesivas. En el ovario se deposita
el vitelo durante los 10 a 12 dias que preceden a la ovulacion. Una vez ovulado y durante
su paso por el oviducto, se depositan los otros constituyentes del huevo; esta fase dura 24 a

26 horas (Proudman, 2002).

Morfologica y funcionalmente, el oviducto puede dividirse en seis regiones:
Infundibulum, Magnum, Istmo, Istmo rojo o Glandula Tubular de la Céscara, Glandula de
la Cascara propiamente tal y Vagina. Todos los segmentos excepto la vagina, estan

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

La yema se compone predominantemente de lipoproteinas formadas en el higado,
las cuales son transportadas al ovario via sanguinea. Estas lipoproteinas son depositadas en
los foliculos ovaricos en forma de capas concéntricas. Este proceso tarda alrededor de 10

dias en completarse. No se sabe con exactitud si la yema se deposita hasta el momento de



la ovulacion o si transcurre un dia entre la ultima deposicion de material y la ovulacion

(Donoghe y Myers, 2000; Kan y Petz, 2000).

Al ovular la yema pasa al Infundibulum, que es la regiéon mas proximal al ovario,
donde se da lugar a la fecundacion antes del deposito de la albumina. Este proceso demora
entre 15 a 20 minutos. En el Magnum la yema permanece 3-4 horas, y es aqui donde se
sintetiza la totalidad de las proteinas de la clara. La formacion de la clara ocurre en general
en 3 fases, estas son: sintesis y almacenamiento de albimina previo a la ovulacion,
secrecion de proteinas almacenadas, y sintesis y secrecion de nuevas proteinas durante el
paso del 6vulo (yema) bajando por el sistema reproductivo y, adicion de agua. Después de
la ovulacion, estas proteinas almacenadas son secretadas alrededor del 6vulo (Donoghue y
Hairston, 2000). La liberaciéon de la albiimina es probablemente afectada por la

estimulacion mecanica del huevo en descenso.

En el Istmo el huevo permanece 1-2 horas y aqui ocurre el deposito de las
membranas de la cascara. En el Istmo rojo o Glandula Tubular de la Céscara ocurre el
deposito de las mamilas lugar donde se iniciard la mineralizacion de la cdscara. Al
abandonar el Istmo rojo el huevo alcanza la Glandula de la Céascara donde permanecera
aproximadamente 20 horas. En esta region ocurren dos fendmenos: hidratacion de las
proteinas de la clara lo que hace que el huevo tome estrecho contacto con la pared de esta
region y mineralizacion de la céscara que se produce por la precipitacion de calcio en
asociacion con una trama organica. Durante las dos ultimas horas de formacion de la
cascara, se detiene la mineralizacion y se inicia el depdsito de cuticula. Luego del deposito
de ésta, la glandula de la cascara se contrae y expulsa el huevo hacia la vagina (Fernandez

y Arias, 2000).

Los medicamentos veterinarios utilizados en gallinas ponedoras son aplicados en
forma masiva a través del agua o el alimento. Algunas de estas drogas estan disenadas para
un efecto sistémico, por lo que deben absorberse en el intestino para llegar a plasma y
distribuirse en el organismo para ejercer su accion. Esta absorcion se debe a las

propiedades lipofilicas de los farmacos que les permiten interactuar y traspasar



membranas. Cuando estos compuestos alcanzan la sangre, estos son distribuidos por todo
el organismo, incluyendo en gallinas ponedoras los ovarios con foliculos en crecimiento y

el oviducto, donde la clara es formada y secretada (Kan, 2003).

La farmacocinética de la flumequina en huevos de consumo, depende de varios
factores como la fisiologia de formacion del huevo, la composiciéon de la yema y la clara,
las propiedades fisicoquimicas de la flumequina y de los componentes del huevo. Asi,
dependiendo de la hidrosolubilidad o liposolubilidad de la droga, esta tendra mayor

afinidad a la clara o a la yema respectivamente.

En general los residuos en clara son un reflejo de los niveles plasmaticos de la
droga, y aparecen en 2 a 3 dias de iniciada la exposicion. Los residuos en yema, por lo
general requieren de una exposicion previa de 8 a 10 dias para alcanzar niveles constantes.
Por otro lado de acuerdo al tiempo y momento de exposicion del farmaco en relacion al
proceso de formacion de la yema, los niveles de residuos en ésta pueden aumentar,
mantenerse constantes o disminuir. Asi también la ausencia de residuos en el huevo toma
entre 2 a 3 dias en la clara, y entre 8 a 10 dias en la yema, desde el retiro de la exposicion a
la droga (Donoghue y Myers, 2000; Kan y Petz, 2000). Sin embargo, si el nivel de
exposicion es muy alto y el limite de deteccion para la droga es lo suficientemente bajo,
seria posible detectar residuos de drogas en aquellos huevos cuyas yemas se encontraban
en la fase intermedia de crecimiento folicular. De lo contrario, si la sensibilidad del
método analitico utilizado no es adecuada, los residuos presentes en el huevo podrian ser
detectados s6lo por un corto periodo de tiempo, o no ser detectados (Donoghue y Myers,

2000; Donoghue et. al. 1997).

Anhalt (1977) y Hafez (1991) consideraron la yema como el principal
compartimento del huevo a ser tomado en cuenta cuando se consideran residuos de droga.
Esto, contrasta con las observaciones realizada por Blom (1975), quien report6 niveles de

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



Debido a estos factores mencionados se hace necesario observar como se comporta
la flumequina en esta matriz, en que magnitud se traspasa al huevo y cuanto tiempo

demora en desaparecer de éste.



II. HIPOTESIS

“La administracion de flumequina en aves de postura genera residuos de esta droga en

yema y clara, por a lo menos una semana después de su administracion”.

I1. OBJETIVOS

Objetivo General:

“Estudiar el comportamiento de la flumequina en huevos de gallinas de postura, para

determinar su periodo de resguardo en huevos de consumo.”

Obijetivos Especificos:

1. Validar una metodologia analitica por Cromatografia Liquida de Alto Rendimiento
para la deteccion de residuos de flumequina en huevos de aves de postura, de

acuerdo a las recomendaciones de normativas internacionales.

2. Evaluar la magnitud de transferencia de flumequina a los compartimentos del

huevo.

3. Determinar el periodo de resguardo de una formulacion de flumequina en huevos

de gallinas de postura tratadas con este farmaco.



IV. MATERIAL Y METODOS

4.1.- Objetivo N° 1:

“Validar una metodologia analitica por Cromatografia Liquida de Alto Rendimiento
para la deteccion de residuos de flumequina en huevos de aves de postura, de acuerdo a

las recomendaciones de normativas internacionales.”

El método fue validado segiin las recomendaciones de la Decision de la Comision

2002/657/CE (Europa, 2002).

Animales y matriz de trabajo.

Se utilizaron aproximadamente 150 huevos sin antimicrobianos (blanco),
recolectados de gallinas Leghorn sin tratamiento alguno. Estas gallinas fueron criadas
desde las 14 semanas de edad en el galpoén experimental del Departamento de Fomento de
la Produccion Animal, el que cuenta con dispositivos adecuados para el manejo de la
temperatura ambiental, ventilacion e iluminacion natural y artificial. Las condiciones de
manejo de las aves, se efectuaron de acuerdo a los preceptos del bienestar animal,
sancionadas por el Comité de Etica de la Facultad de Cs. Veterinarias y Pecuarias de la
Universidad de Chile. Las aves experimentales fueron alimentadas con dietas libres de
antimicrobianos, (para evitar la interferencia con la droga en estudio), respondiendo a los
requerimientos nutricionales entregados por el National Research Council (1994), para la

linea genética.

Preparacion de las muestras v validacion de los métodos analiticos.

Debido a las distintas caracteristicas fisicoquimicas entre los compartimentos del
huevo, la clara y yema se analizaron por separado. Las muestras constan en 1 gramo de

clara, y 1 gramo de yema de cada huevo en estudio.



A cada una de las muestras se les afadieron diferentes concentraciones de
flumequina de 0,5-1-2-4 y 8 ppb las que se lograron a partir de soluciones madres de 1
mg/ml. Se utilizaron estandares de pureza certificada de flumequina (Sigma®). Una vez
fortificadas las muestras fueron sometidas a un proceso de extraccion utilizando un

protocolo basado en el método de Zeng et al. (2005).

A las muestras de yema se les agregd 500 pl de acetonitrilo y fueron agitadas por 5
minutos. Luego a ambas muestras (claras y yemas) se les agregdé 4 ml de una solucion de
acido acético/etanol absoluto, en una proporcion de 1:99 y fueron agitadas durante 5

minutos para homogeneizar la muestra.

Hecho esto las muestras son agitadas durante 30 minutos a 200 rpm y dejadas en
reposo 5 minutos, después son centrifugadas durante 20 minutos a 3220 g. El sobrenadante
fue traspasado a un tubo de vidrio y secado bajo flujo de nitrogeno a 78° Celsius
obteniéndose un sedimento, el cual fue disuelto en 500 pl de acetonitrilo, agitado durante 5
minutos y sonicado por 5 minutos. Luego se les agregé 2 ml de hexano, se agitaron y
sonicaron nuevamente por 5 min y dejadas en reposo por 5 min logrdndose una solucion
bifasica en la que se elimina la fase superior. En las muestras de yema la extraccion con

hexano fue repetida una vez mas.

Nuevamente las muestras fueron secadas bajo flujo de nitrégeno a 78°, y el

residuo disuelto en 250 pl de fase moévil, agitadas y sonicadas por 2 minutos.

Finalmente, las muestras fueron traspasadas a un tubo eppendorf y centrifugadas a
8000 rpm durante 10 minutos. Los sobrenadantes obtenidos fueron filtrados y traspasados
a a viales de HPLC para su lectura en el equipo cromatografico.
Fase mévil:
Solucion A: en un litro de agua HPLC agregar 1,348 ul de acido ortofosforico al 85%.
Solucion B: 250 ml de agua HPLC.
Solucion C: 600 ml acetonitrilo.

Mezclar y agitar, la mezcla debe encontrarse en un rango de ph de 2,1 - 2,5.



Sistema Cromatografico v Condiciones Cromatograficas.

El sistema cromatografico fue Cromatografia Liquida con Detector de
Fluorescencia (HPLC, Waters 2475) y una columna C-18 (Symmetry®, Waters, Irlanda)
de 5 um (250 mm x 4,6 mm). Las condiciones cromatograficas utilizadas fueron las
descritas por Zeng et al. (2005): flujo de la fase mévil 0,7 ml/minuto; temperatura de la

columna 35° C; longitud de onda excitacion/emision: 325/360 nm.

Parametros de validacion

Basandose en las recomendaciones de la Decision de la Comision 2002/657/CE

(Europa, 2002), los parametros definidos fueron: tiempo de retencion del analito,
especificidad, recuperacion, precision, repetitividad, limite de decision (CCa), capacidad

de deteccion (CCP) y robustez.

a) Tiempo de retencion del analito.
Se analizaron 6 repeticiones de droga pura, y fueron comparadas con los
cromatogramas de las muestras blanco, determinandose el promedio del tiempo de elucion

del analito.

b) Especificidad.
Se refiere a la capacidad de un método analitico en distinguir al analito en estudio
entre otras sustancias, y se determind analizando 20 muestras blanco de yema, y 20
muestras blanco de clara verificando la posibilidad de presentarse interferencias con otras

sustancias en la region de elucion del analito.

¢) Recuperacion.
Se determind comparando curvas de droga pura (sin matriz), con 3 curvas de
muestras fortificadas a 1-2-4-8 ng/g en claras y 0,5-1-2-4 ng/g en yemas, calculandose asi
el porcentaje de droga recuperada luego de la extraccion (3 muestras para cada

concentracion).



El porcentaje de recuperacion se calculd mediante la siguiente ecuacion:

Porcentaje de recuperacion = 100* Area del fortificado

Area de la Droga Pura

Los valores de recuperacion obtenidos se aceptaron cuando €stos se encontraron entre los

sefialados en la directiva 2002/657/CE.

d) Precision. (Reproducibilidad intralaboratorio).

Se analizaron 6 curvas fortificadas a 0,5, 2 y 8 ng/g, realizadas por diferentes
analistas y en distintos dias, y se calculd la concentracion detectada en cada muestra.
Ademéds, se calculo el promedio, la desviacion estandar y coeficiente de variacion en %
(CV %), para cada concentracion. Se verifico) que las linealidades de cada curva tuvieran

una correlacion (r)> 0,95.

e) Linealidad de la curva.
La linealidad del método se mostro a través de 3 curvas de calibracion de 0,5, 1, 2,
4 y 8 ng/g, siendo la mas baja igual a CCa. La férmula utilizada es; area = pendiente*

concentracion + intercepto. cuyo Coeficiente de Correlacion es cercano a uno (r > 0,95).

f) Repetibilidad.
Se determin6 de la misma manera que la precision, es decir, mediante 6 curvas de 3
puntos cada una. Los resultados fueron aceptados cuando el coeficiente de variacion de las

curvas era la mitad o igual al coeficiente de variacion de la precision.

g) Limite de decision o deteccion (CCQ).

Corresponde al valor limite a partir del cual se puede concluir con una probabilidad
de error a (1% falso positivo) que una muestra no es conforme. Para calcularlo analizamos
5 curvas de 0,5-1-2-4-8 ng/g, incluyendo una muestra blanco (concentracidon cero) para
cada curva. El limite de decision es igual a la concentracion correspondiente a la ordenada

en el origen mas 2,33 veces la desviacion estandar de la ordenada en origen.



h) Capacidad de deteccion (CCP).

Corresponde a la concentraciéon minima de una sustancia que se puede detectar,
identificar o cuantificar con una posibilidad de error B (5%). Se calcul6é analizando 20
muestras blanco enriquecidas en la concentracion del limite de decision. La capacidad de
deteccion (B =5 %) es igual al limite de decision mas 1,64 veces la desviacion estandar del

coeficiente de variacidon obtenido entre cada muestra.

i) Robustez.

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

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

- Carta H: agitar 30 minutos, centrifugar 20 minutos; secado 78°C.

Se considera que el método es robusto si la Desviacion Estandar (D.S.) calculada es

menor que la D.S. de la precision tanto en yema como en clara.



4.2.- Objetivo N° 2:

“Evaluar la magnitud de transferencia de flumequina a los compartimentos del huevo.”

4.3.- Objetivo N° 3:

“Determinar el periodo de resguardo de una formulacion de flumequina en huevos de

gallinas de postura tratadas con este farmaco.”

Animales de experimentacion:

Se utilizaron 15 pollitas Leghorn de 14 semanas de edad las que fueron criadas en
el galpon experimental del Departamento de Fomento de la Producciéon Animal de la
Facultad de Cs. Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile, con un adecuado

manejo de temperatura ambiental, ventilacion e iluminacion natural y artificial.

Estas se alojaron en jaulas convencionales con comederos lineales y bebederos
automaticos de niple permitiendo un consumo de alimento y agua “ad libitum”. Fueron
alimentadas con dietas libres de antimicrobianos que cubren los requerimientos
nutricionales segliin lo sefalado por el National Research Council (NRC, 1994) para la
linea genética, y fase inicial de postura. El manejo de las aves, se realizaron bajo los
preceptos del bienestar animal, sancionadas por el Comité de Etica de la Facultad de Cs.

Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile.

Las gallinas fueron asignadas aleatoriamente a dos grupos:
- Grupo A: grupo tratamiento formado por 12 gallinas, para asegurar la recoleccion
minima de 10 huevos diarios en su peak de postura.

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

Al grupo A se le administré una dosis de 26,6 mg/kg p.v. de una presentacion

comercial de flumequina 20% cada 24 horas por 5 dias consecutivos, mediante sonda



gastrica. Al grupo B se le administrd agua como placebo, para descartar diferencias en los

resultados por el manejo de las aves.

Recoleccion de los Huevos.

Para la evaluacion de la transferencia de flumequina a los distintos compartimentos
del huevo, los huevos se recolectaron a partir del dia O (inicio del tratamiento) y se

analizaron 6 muestras de clara y yema por dia.

Para la determinacion de los periodos de carencia, los huevos del grupo A fueron
recolectados durante 50 dias post-tratamiento, analizandose 6 muestras de clara y 6 de
yema por cada dia de recoleccion. Estos huevos fueron marcados sefialandose el dia de

recoleccion y mantenidos refrigerados (entre 4°C y 8°C) hasta el andlisis cromatografico.

Para determinar el periodo de resguardo de flumequina en huevos, se determinoé las
concentraciones de este antimicrobiano en funcidon del tiempo. Para esto, se realizaron
curvas en escala semilogaritmica para la concentracion de flumequina en huevos versus
tiempo. Se realizd6 un andlisis de regresion lineal en la fase final de eliminacion
considerando un nivel de confianza del 95%. A partir de esta grafica se definio el
momento (dias) en el cual las concentraciones alcanzan el CCa. Tomando en cuenta las
desviaciones individuales en relacion al comportamiento poblacional, consideramos un

margen de seguridad de un 30% en dias (Arboix y Martin-Jiménez, 2002; CVMP, 1997).

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

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

2002).



V. RESULTADOS

v Objetivo N° 1: “Validar una metodologia analitica por Cromatografia Liquida
de Alto Rendimiento para la deteccion de residuos de flumequina en huevos de aves de

postura, de acuerdo a las recomendaciones de normativas internacionales.”

1. Tiempo de retencion de los analitos:
El promedio del tiempo de retencidon para flumequina, fue de 20,34 minutos con

una desviacion estandar (D.S.) de 0,65.

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

matriz con el analito.

3. Recuperacion:
Los datos de recuperacion obtenidos para flumequina en clara y yema se presentan

en el cuadro N° 2 y N° 3:

Cuadro 2:
Porcentajes de Recuperacion de flumequina en clara fortificada a distintas

concentraciones, y analizada por HPLC con detector de fluorescencia.

Concentracion Recuperacion (%) Rangos
de fortificacion
Curva 1 Curva 2 Curva 3 (%)
(Mg/g)
1 84 75 87 75-87
2 110 98 74 74-110
4 79 79 77 77-79
8 91 96 79 79-96

Cuadro 3:



Porcentaje de Recuperacion de

flumequina en yema fortificada

concentraciones, y analizada por HPLC con detector de fluorescencia.

a distintas

Concentracion Recuperacion (%) Rangos
de fortificacion
Curva 1 Curva 2 Curva 3 (%)
(mg/g)
0,5 80 49 61 49-80
1 76 66 62 62-76
2 83 77 70 70-83
4 80 68 131 68-131

Los rangos de recuperacion estuvieron dentro de lo recomendado por la Decision 657 de

afio 2002 (CEE, 2002).

4. Precision (Reproducibilidad intralaboratorio):

El método demostré ser preciso ya que el CV (%) fue menor al 20%. Los

resultados obtenidos se muestran en los cuadros N° 4 y N° 5.

Cuadro 4:

Precision o reproducibilidad intralaboratorio de flumequina en clara fortificada a

distintas concentraciones, y analizada por HPLC fluorescencia.

Concentracion de Concentracién Curvas (ng/g) Promedio | d.s. |C.V.%
enriquecimiento (ng/g) 1 2 3 4 5 6 mg/g)
0,5 0,40 0,64 0,47 | 0,45 | 0,51 | 0,49 0,49 0,08 16,5
2 2,1 1,8 2,0 2,1 2,0 | 2,0 2,01 0,10 5,0
8 8,1 8,0 8,0 8,0 | 8,0 | 8,0 8,03 0,06 0,7

*d.s. (desviacion estandar)

Cuadro 5:

Precision o reproducibilidad intralaboratorio de flumequina en yema fortificada a distintas

concentraciones, y analizada por HPLC fluorescencia.



Concentracion de Concentracion Curvas (ng/g) Promedio d.s. C.V.%
enriquecimiento
1 2 3 4 5 6 (ng/g)
(mg/2)
0,5 0,68 | 0,56 | 0,46 | 0,46 | 0,51 |0,57 0,54 0,08 15,3
2 1,8 1,9 | 2,1 20 | 20 |19 1,95 0,10 4,9
8 80 | 80 | 80 | 80 | 80 |80 8,00 0,01 0,2

*d.s. (desviacion estandar)

5. Linealidad de la Curva:
En el cuadro 6 se presentan los resultados de la curva de calibracién obtenidos del
Andlisis de Regresion Lineal de las areas cromatograficas versus concentracion (ng/g).

Todas las curvas obtuvieron un r > 0,99.

Cuadro 6:
Andlisis de Regresion Lineal de flumequina en muestras de clara y yema fortificadas a

distintas concentraciones, y analizada por HPLC fluorescencia.

Concentracion - CLARAS - YEMAS
Areas cromatograficas (cps) Areas cromatograficas (cps)
(ne/e) Curva 1 Curva 2 Curva 3 Curva 1 Curva 2 Curva 3
0,5 58145 311679 234518 598725 23136 327391
1 111518 719432 671808 813148 68328 621893
2 202280 1289366 1357394 1423578 172201 1167309
4 393858 2532482 2813824 2645941 369896 2329240
8 766087 5025733 5458990 5133197 802847 4836802
Intercepto 14675,45 | 45250,87 -40011,16 230936,08 | -35534,50 -6424,16
Pendiente 94097,46 | 622737,91 692683,21 610316,68 104134,22 | 600951,98
r 0,9999 0,9997 0,9992 0,9995 0,9995 0,9994
6. Repetibilidad:

La repetibilidad fue aceptada cuando el coeficiente de variacion (C.V.) de cada
concentracion medida, se ubicaba dentro de un rango de valores correspondientes a la
mitad o es igual al CV de la Precision. Los datos obtenidos se muestran a continuacion en

los cuadros 7y 8.



Cuadro 7:

Repetibilidad de flumequina en clara fortificada a distintas concentraciones, y analizada

por HPLC fluorescencia.

Concentracion de Concentracion Curvas (ng/g) Promedio d.s. C.V.%
enriquecimiento
1 2 3 4 5 6 mg/g)
(ng/g)
0,5 0,47 | 0,59 | 0,49 | 0,51 | 0,49 | 0,45 0,50 0,05 9,6
2 2,0 1,9 | 20 | 20 | 2,0 | 2,1 2,00 0,06 3,0
8 80 | 80 | 80 | 80 | 8,0 | 80 8,00 0,01 0,1

*d.s. (desviacion estandar)

Cuadro 8:

Repetibilidad de flumequina en yema fortificada a distintas concentraciones, y analizada

por HPLC fluorescencia.

Concentracion de Concentracion Curvas (ng/g) Promedio d.s. C.V.%
enriquecimiento
1 2 3 4 5 6 (ng/g)
(mg/g)
0,5 0,68 | 0,61 | 0,53 | 0,64 | 0,52 | 0,46 0,57 0,08 14,6
2 1,8 1,9 | 20 | L8 | 20 | 2,0 1,91 0,10 5,5
8 79 | 80 | 80 | 80 | 80 | 8,0 8,00 0,03 0,4

*d.s. (desviacion estandar)

7 y 8. Limite de Decision CCa y Capacidad de deteccion CCf:
Los datos de CCa y CC[ para flumequina en clara y yema analizadas por HPLC

fluorescencia se presentan en el Cuadro 9.

Cuadro 9:

CCa y CCp para flumequina en clara y yema analizadas por HPLC fluorescencia.



CCa CcCp

Droga Matriz
(ug/kg) (ug/kg)
Clara 0,41 0,59
Flumequina
Yema 0,51 0,65

De acuerdo a los valores obtenidos para el CCa en clara y yema para flumequina,
se informa 0,5 ng/g, valor limite a partir del cual se puede concluir con una probabilidad
de error a (1%) que una muestra no es conforme. En el caso del CC[3, se informa como
Ing/g, tanto en clara y yema, contenido minimo de la sustancia que puede ser detectado,

identificado o cuantificado con una posibilidad de error 3 (5%).

9. Robustez

El método analitico seleccionado fue robusto ya que las D.S. calculadas para clara
y yema luego de introducir modificaciones en el método, fueron menores que la D.S. de la
precision. Las D.S. para flumequina en clara y yema fueron de 0,008 y 0,01 ng/g
respectivamente lo que es menor a la D.S calculada en la precision (0,08 para ambas

matrices).

El factor que mas afectdé en la robustez del método fue el centrifugado por 20

minutos, considerandose como medida precautoria.

v Objetivo 2: “Evaluar la magnitud de transferencia de flumequina a los

compartimentos del huevo durante el tratamiento.”

Las concentraciones obtenidas de flumequina en clara y yema por cada dia de

tratamiento se presentan en el Cuadro 10.

Cuadro 10:

Concentraciones de flumequina en clara y yema durante el tratamiento.



CONCENTRACION (ng/g)

COMPARTIMENTO | N° MUESTRA DIA 1 DIA 2 DIA 3 DIA 4 DIA 5
1 6685,7 8849,6 65343 7506,0 6185,7

2 7191,6 7013,3 6778,8 6800,8 6404,6

CLARAS 3 7489,1 8002,2 64442 5916,1 6836,0
4 7011,3 6591,9 8865,3 6616,9 6063,2

5 7761,0 7849,6 9480,9 7701,8 7076,9

6 6483,4 7873,4 10458,6 65859 6589,2

1 618,2 1299.4 1137,6 1220,4 874,2

2 648,1 902,6 969,7 1021,0 802,9

YEMAS 3 690,5 883,5 13123 1042,3 796,3
4 608,1 1064,6 1140,2 967,3 875,2

5 598,3 1024,9 941,7 929,1 907,4

6 614,2 1049,3 907,6 1073,3 824.,9

Los valores méximos de flumequina en ambos compartimentos se detectaron en los
huevos recolectados al tercer dia de tratamiento, y las concentraciones fueron siempre

mayores en clara durante el tratamiento.

Figura 1:
Concentraciones promedios de Flumequina en clara y yema en cada dia de tratamiento,

graficadas en escala semilogaritmica.
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v Objetivo 3: “Determinar el periodo de resguardo de una formulacion de flumequina

en los huevos obtenidos de gallinas de postura tratadas con este farmaco.”

presentan en los Cuadros N° 11 y N°12.

Los resultados de la cinética de deplecion de flumequina en clara y yema se

Cuadro 11:

Concentraciones de flumequina en claras analizadas por HPLC fluorescencia durante los
dias de postratamiento.



CLARA CONCENTRACION (ng/g)

N°MUESTRA |Dial Dia3 Dia5 Dial0 Dial5 Dial8 Dia20 Dia25 Dia26 Dia30
1 115531160,7 [1652 [113,6 [593 [1,9 |22 1,1 0,7 2,7
2 1240,0(157,2 [200,9 |100,0 |41,1 1,7 |20 1,3 0,5 0,5
3 806,7 |182,8 3495 1029 (368 |14 |16 1,3 0,6 1,0
4 918,9 [167,1 [183,6 [1159 469 |16 |14 1.4 0,7 1,2
5 1532,8[181,1 [162,8 [122,1 688 [1,7 |16 1,3 0,5 0,9
6 14373 [133,8 [249,5 [1084 598 |16 |16 1,6 0,6 1,2
7 1343,1|171,7 |1824 |1164 |744 |21 |16 1,0 0,6 0,8
8 15953(179,2 |157,6 |131,9 |[574 |18 |16 1,0 0,6 [ND

Cuadro 12:

Concentraciones de flumequina en yemas analizadas por HPLC fluorescencia durante los

dias de postratamiento.

YEMA CONCENTRACION (ng/g)
N° Muestra | Dia 1 Dia 3 Dia5 Dial0 Dial5 Dial8 Dia20 Dia25 Dia26 Dia30
1 555,8 367,9 84,9 14,4 10,7 0,5 0,5 ND ND ND
2 477,6 406,2 92,8 13,4 10,9 0,4 ND ND ND ND
3 491,8 4545 154,8 14,7 9,8 0,4 ND ND ND ND
4 594,2 438,5 132,3 17,0 10,1 0,4 ND ND ND ND
5 632,4 355,1 94,2 11,6 7,0 0,4 ND ND ND ND
6 574,0 3529 105,7 18,4 8,9 0,4 ND ND ND ND
7 549,2 320,6 122,7 14,5 8,3 0,5 ND ND ND ND
8 474,1 412,8 98,3 14,3 10,3 0,5 ND ND ND ND

En los primeros tres dias postratamiento las concentraciones decrecen fuertemente
en claras, llegando a valores cercanos a los 200 ng/g, lo que no se repite en yemas en las
que el decrecimiento es menos pronunciado. No obstante los niveles de flumequina
continuaron siendo mayores en clara, lo que s6lo cambio en el dia 3 de postratamiento,
volviendo a la tendencia en el siguiente dia analizado correspondiente al dia 5

postratamiento.



Figura 2:
Concentraciones promedio de flumequina obtenidas durante los dias postratamiento,

expresadas en escala semilogaritmica.
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Figura 3:

Deplecion de flumequina en clara y yema después de iniciado el tratamiento. Los datos se

presentan en escala semilogaritmica.
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Debido a que a partir del dia 35 postratamiento las observaciones se encuentran

bajo el valor de CCa, y sumandose el 30% de margen de seguridad, el periodo de
resguardo calculado en este estudio para una formulacién de flumequina al 20%, es de 46

dias.

VI. DISCUSION

Las fluoroquinolonas son antimicrobianos ampliamente usados en produccion

avicola como tratamiento y/o profilaxis para enfermedades infecciosas, por lo tanto la



deteccion de residuos de estos farmacos en alimentos de origen aviar para consumo

humano, es de gran importancia para garantizar la inocuidad de estos alimentos.

En Chile existen fluoroquinolonas que no estan autorizadas para su uso en aves de
postura, pero si para su uso en pollos broilers y pavos por lo que su uso extraetiqueta se
hace inminente. Esta potencial amenaza, se exacerba al no contar en Chile con métodos
validados para la deteccion de residuos de estas fluoroquinolonas en huevos de consumo,

poniéndose en riesgo la inocuidad alimetaria en la poblacion.

Segun lo anterior, surge la necesidad de aplicar medidas de prevenciéon y control,
para evitar la presencia de residuos antimicrobianos en este alimento. Pudiendo ser éste

estudio una ayuda inicial para lograr estos fines.

Para llevar a cabo este estudio se requirid6 de la previa validacion de una
metodologia analitica para la determinacion de residuos de flumequina en huevos de
consumo, la que se realizé de acuerdo a las recomendaciones de la Directiva 2002/657 de
la Comunidad Europea. Para la cual determinamos parametros tales como tiempo de
retencion del analito, especificidad, recuperacion, repetibilidad, precision, linealidad de la
curva, limite de decisiéon CCa, capacidad de deteccion CCP y robustez. Para éste estudio se
utiliz6 un protocolo de extraccion basado en el método de Zeng et al. (2005), ajustandose
a las condiciones analiticas del Laboratorio de Farmacologia Veterinaria (FAVET) de la

Universidad de Chile.

La metodologia analitica usada para el estudio, fue la Cromatografia Liquida de

Alto Rendimiento con Detector de Fluorescencia, lograndose una alta sensibilidad.

En este estudio el tiempo de retencion del analito fue de 20,34 minutos, valor

similar al estudio hecho por Hassouan, et al (2007), el cual fue de 19,6 min. También se



logr6 un limite de deteccion y cuantificacion de 0,5 y 1 ng/gr respectivamente los cuales
fueron menores a los obtenidos por el mismo autor de 7 y 24 ng/gr respectivamente,

demostrando la alta sensibilidad de la técnica utilizada.

El método resultd ser robusto considerandose como el factor mas influyente el
centrifugado, debiéndose tomar las precauciones del caso. Los restantes parametros de la
validacion estan dentro de la norma, por lo tanto esta metodologia podria ser utilizada en
los futuros Programas de Control de Residuos de flumequina en huevos de consumo

humano en Chile.

La deteccion de residuos de flumequina en huevos de gallinas ponedoras
previamente tratadas con flumequina, demuestra la capacidad de distribucion de estos
antimicrobianos por todo el organismo al alcanzar la sangre después de su administracion
por via oral, incluyendo los foliculos en crecimiento presentes en los ovarios de las

gallinas ponedoras y el oviducto, tal como también fue sefialado por Kan (2003).

Las concentraciones de flumequina en clara fueron mayores que las detectadas en
yema durante el tratamiento y posterior a éste, condicion que solo se invirtid en el dia 3
posterior al tratamiento. Esto se puede atribuir a que el principal componente de la clara es
la albumina, una proteina presente en la sangre y a la cual las fluoroquinolonas se unen
entre un 20% - 40%, por lo que las concentraciones del antimicrobiano en la sangre se

reflejan en la clara.

La tendencia decreciente de la concentracion de flumequina en yemas a través del
tiempo es menos pronunciada que en claras, no obstante las concentraciones son menores
que en ésta.

Los niveles maximos de residuos de flumequina se detectaron en ambos
compartimentos en los huevos recolectados al tercer dia de tratamiento, corroborando lo
sefialado por Donogue y Myers (2000) con respecto a la clara, pero no asi en la yema, que

segun sus estudios estos niveles deberian alcanzar su maxima expresion en los dias 8 a 10



desde el inicio del tratamiento, lo cual se dio en el dia 3 del tratamiento ,pero lograndose

cierta estabilidad en las concentraciones al dia 8 desde el inicio del tratamiento.

En los 3 dias posteriores al tratamiento, los niveles de residuos en claras decaen
fuertemente llegando a valores cercanos a 200 ng/gr. Determinandose niveles bajo los
limites de deteccion, el dia 35 en claras y el dia 20 en yemas, y un periodo de resguardo de

46 dias al considerar el 30% de seguridad.

Con respecto a la presencia de residuos de flumequina por un largo periodo, esta
tiene estrecha relacion con la tecnologia aplicada en el andlisis, por lo que se podria

deducir que en este estudio fue de las mas avanzadas, por su alta sensibilidad.
También podriamos convenir en que la flumequina posee caracteristicas

hidrosolubles, debido a su mayor afinidad y deposito a lo largo del tiempo en claras, mas

que en yemas.

VII. CONCLUSION

1) Se logré validar una metodologia analitica por Cromatografia Liquida de Alto

Rendimiento para la deteccion de residuos de flumequina en huevos de aves de postura,



de acuerdo a los criterios de validacion recomendados por la Directiva 2002/657 de la

Comunidad Europea.

2) Se evaluo6 la magnitud de transferencia de flumequina al huevo determindndose una
mayor afinidad de esta por la clara, llegando a su valor méximo en el tercer dia de

tratamiento.

3) Segln los resultados obtenidos en este estudio se determina un periodo de resguardo
de 46 dias, para evitar la presencia de residuos de flumequina en los huevos destinados al
consumo humano, tomandose en cuenta la alta sensibilidad de deteccion de la técnica

analitica utilizada en este estudio.

El tratamiento de aves de postura con una formulacion de flumequina al 20%, por
un periodo de 5 dias, genera residuos de ésta en clara y yema por un periodo mayor a una

semana después de su administracion.
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IX. ANEXO 1

UNIVERSIDAD DE CHILE
FAcULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS Y PECUARIAS

CERTIFICADO

Con  relacion a los procedimientos propuestos para el uso de animales
experimentales en el Proyecto titulado “DESARROLLO Y VALIDACION DE
METODOS ANALITICOS Y ESTUDIOS DE DEPLECION DE
FLUOROQUINOLONAS EN HUEVOS DE CONSUMO: PRIMER ESTUDIO
NACIONAL CONSIDERANDO LAS NORMATIVAS INTERNACIONALES DE
INOCUIDAD ALIMENTARIA VIGENTE”, cuyo Investigador Responsable es
la Profesora BETTY SAN MARTIN N.., el Comité de Bicética Animal de la
Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile
certifica que este satisface lo estipulado en la guia de principios directrices
internacionaies para el uso de animaies en investigaciones Biomédicas,
elaborada por el Consejo para las Organizaciones Internacionales de las
Ciencias Biomédicas, adecuada y adoptada por este Comité.

| Presidente
Comité de Bioética Animal

Santiago, Julio 7 de 2008
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