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Resumen y Abstract IX

Resumen

El uso de antibiéticos en animales para consumo humano data desde la década de 1940
como promotores de crecimiento inicialmente en pollos y luego su uso se amplid a
diferentes especies (Gonzalez Ronquillo & Angeles Hernandez, 2017). El uso incorrecto
de estos puede dejar residualidad en los tejidos comestibles, lo que puede causar
efectos indeseables en la salud de los consumidores tales como alergias en individuos
con hipersensibilidad y desarrollo de resistencia bacteriana (Juan, Molt6, Mafies, & Font,
2010). Los macrolidos y lincomicina son antimicrobianos de uso en medicina veterinaria y
se han establecido como antimicrobianos de importancia critica en salud humana seguin
la OMS.

El objetivo de este trabajo era determinar la posible presencia de cinco macrdlidos y
lincomicina en musculo e higado de pollos de engorde producidos en el departamento de
Cundinamarca empleando como metodologia analitica cromatografia liquida de alta
eficiencia acoplada a espectrometria de masas en tandem (HPLC-MS/MS). Para ello se
analizaron 100 muestras correspondientes a 50 pechugas (musculo) y 50 higados de
pollos, se implementé la metodologia establecida por (Martos, Lehotay, & Shurmer,
2008) y se cuantificd la concentracion de estos antimicrobianos. EI 12% de las muestras
obtuvieron resultados positivos para lincomicina, tilmicosina, neoespiramicina y
espiramicina, sin embargo ningun resultado supera los limites establecidos por la
normatividad colombiana, Resolucion 1382 de 2013 (Ministerio de Salud y Proteccion
Social), no obstante es necesario continuar con los monitoreos en otros alimentos de
origen animal, ampliando el grupo de antimicrobianos y empleando métodos analiticos

confiables.

Palabras clave: macrdlidos, lincomicina, cromatografia liquida de alta eficiencia con

espectrometria de masas en tandem (HPLC-MS/MS), pollo, musculo, higado.



Abstract

The use of antibiotics in animals for human consumption dates from the 1940s as
promoters of growth initially in chickens and then its use was extended to different
species (Gonzalez Ronquillo & Angeles Hernandez, 2017). The incorrect use of these
can leave residues in edible tissues, which can cause undesirable effects on the health of
consumers such as allergies in individuals with hypersensitivity and development of
bacterial resistance (Juan, Molté, Mafies, & Font, 2010). The macrolides and lincomycin
are antimicrobials for use in veterinary medicine and have been established as

antimicrobials of critical importance in human health according to WHO.

The objective of this work was to determine the possible presence of five macrolides and
lincomycin in muscle and liver of broilers produced in the department of Cundinamarca
using analytical methodology as high performance liquid chromatography coupled to
tandem mass spectrometry (HPLC-MS / MS). For this, 100 samples corresponding to 50
breasts (muscle) and 50 chicken livers were analyzed, the methodology established by
(Martos, Lehotay, & Shurmer, 2008) was implemented and the concentration of these
antimicrobials was quantified. 12% of the samples obtained positive results for
lincomycin, tilmicosin, neospiramycin and spiramycin, however no result exceeds the
limits established by the Colombian regulations, Resolution 1382 of 2013 (Ministry of
Health and Social Protection), however it is necessary to continue with the monitoring in
other foods of animal origin, expanding the group of antimicrobials and using reliable

analytical methods.

Keywords: macrolides, lincomycin, high efficiency liquid chromatography with tandem

mass spectrometry (HPLC-MS/MS), poultry, muscle, liver.
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Introduccién

La calidad y seguridad de los alimentos ha sido un tema de vital importancia para
organismos internacionales como la FAO (Organizacion de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacion) y Colombia como pais miembro, busca garantizar el

cumplimiento en aspectos nutritivos y de inocuidad por medio de su legislacion.

Sin embargo, el crecimiento econémico global ha provocado el incremento de la
produccion de animales en granja y en consecuencia que las técnicas de produccion se
modifiquen para disminuir o mejorar los tiempos y la calidad del alimento, buscando
garantizar la seguridad alimentaria. Este aumento ha conducido al uso de medicamentos
antibiéticos con fines terapéuticos para tratar o prevenir infecciones y como promotores
de crecimiento (Hu & Cheng, 2016; Pérez & Zigorragab, 1995); que de no ser empleados
de manera adecuada, estos productos pueden generar acumulaciéon de residuos en
alimentos para humanos como son la carne, leche y huevos y llegar hasta el consumidor

final generando posibles efectos adversos.

Por otro lado, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) hacia el afio 1997 public6 un
informe sobre el impacto médico del uso de antimicrobianos en animales empleados para
alimentacibn humana sugiriendo un vinculo entre los dos, sobre una base

epidemioldgica.

Hacia el afio 2000 nuevamente la OMS recomendo realizar un enfoque preventivo para
gue los gobiernos nacionales sean proactivos con el fin de reducir la necesidad del uso
de antimicrobianos en animales, establecer la vigilancia del uso y la resistencia
bacteriana, para finalizar el uso de antimicrobianos empleados en salud humana como

promotores de crecimiento (Dibner & Richards, 2005).

En el afio 2016 se aprobd el Plan de Accién Mundial sobre la Resistencia a los
Antimicrobianos y uno de sus objetivos es utilizar de manera 6ptima los medicamentos
antimicrobianos en la salud humana y animal (OMS, 2016b). Asi mismo la OMS
desarrollé unas directrices sobre el uso de medicamentos, en las que se propone que los

macrolidos y lincosamidas no se utilicen para controlar las enfermedades infecciosas en



2 Introduccién

animales destinados a la produccion de alimentos, ya que son de importancia critica y
muy importantes, para la medicina humana, respectivamente, puesto que el primer grupo
de antimicrobianos constituye uno de los pocos o el Unico tratamiento disponible para
infecciones bacterianas graves y ambos grupos se utilizan para tratar infecciones
humanas que pueden ser causadas por bacterias que pueden ser transmitidas a los
humanos a partir de fuentes no humanas, o bacterias que pueden adquirir genes de

resistencia a partir de fuentes no humanas (OMS, 2015).

La prevencion de enfermedades es importante en la sostenibilidad de la produccién
animal, por esto se deben realizar programas de monitoreo efectivos que permitan hacer
seguimiento a la concentracién de los residuos de antimicrobianos y verificar si estos
superan los limites maximos establecidos y representan un peligro para la salud del

consumidor.

La toxicologia alimentaria se apoya en la toxicologia analitica para determinar y
cuantificar los residuos de sustancias téxicas en diferentes matrices. Aunque se
encuentre reglamentado en Colombia el limite maximo de residuos de medicamentos
veterinarios en alimentos a través de la Resolucion 1382 de 2013 no se evidencian
publicaciones del seguimiento y control de estos en pollos de engorde, por lo que se
hace necesario implementar metodologias analiticas que permitan obtener resultados
confiables para determinar la exposicion que puede tener el consumidor final y realizar

los controles necesarios en granjas de produccion.

Es asi, que el desarrollo de métodos analiticos que permitan realizar determinaciones
simultaneas se convierte en una herramienta importante para realizar seguimiento a los
residuos de medicamentos antimicrobianos en alimentos, especialmente aquellos de alto
consumo, como es el pollo. Por esto el objetivo de este estudio fue implementar una
metodologia analitica que permita realizar el andlisis de mdltiples sustancias, macrolidos
y lincomicina, empleando un método analitico sensible y especifico con una técnica de
alta tecnologia que suministra resultados confiables como es la cromatografia liquida de

alta eficiencia con detector de espectrometria de masas en tandem.

En este estudio se realizé el andlisis de 100 muestras entre higado y musculo de pollo

obtenidas de plantas de beneficio del departamento de Cundinamarca con el fin de
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evaluar la concentracion de macrdlidos y lincomicina, para verificar si estos resultados
superaban los limites maximos de residuos de medicamentos veterinarios establecidos
en la Resolucion 1382 de 2013 del Ministerio de Salud y Proteccién Social y asi contribuir

a la informacion analitica de estos residuos, ya que se carece de esta a nivel nacional.






1.Justificacion

De acuerdo con la FAO a lo largo de las décadas la poblacion humana aumenté a 7
billones, de estos se han subestimado 870 millones (FAO, WFP, & IFAD, 2012), asi
mismo ha aumentado la demanda de animales para consumo humano, especialmente en
paises en desarrollo. Varios antimicrobianos han sido utilizados para la prevencion,

control y tratamiento de enfermedades infecciosas en animales desde la década de 1940.

Los antibidticos son absorbidos después de ser administrados por via oral y se
distribuyen ampliamente en los tejidos, para luego ser metabolizados y excretados. El
uso incorrecto de estos puede generar residualidad en los tejidos comestibles y en leche,
lo que puede causar efectos indeseables en la salud de los consumidores tales como:
alergias en individuos con hipersensibilidad y desarrollo de resistencia bacteriana (Juan
et al., 2010). Emplear medicamentos veterinarios fuera del uso previsto en la etiqueta
para dosis normales puede dar lugar a intoxicaciones, presentaciéon de efectos
indeseables y a la generacién de residuos en los tejidos y productos de origen animal
(ICA, 2007). Para el afio 2010 los antimicrobianos ocupaban el 36,8% de las ventas de

medicamentos veterinarios a nivel nacional (Universidad Nacional de Colombia, 2012).

Por lo tanto es necesario verificar y controlar las concentraciones de antibiéticos en
productos animales comestibles, para generar acciones que permitan disminuir la
residualidad de estos y en consecuencia minimizar la resistencia antimicrobiana en seres
humanos, la cual puede generar fallas en los tratamientos médicos (Hao et al., 2014);
puesto que el control y uso racional de medicamentos veterinarios y demas insumos
pecuarios son fundamentales para preservar la inocuidad de los alimentos de origen
animal (ICA, 2007).
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Para realizar un seguimiento adecuado y por consiguiente limitar la exposicion humana,
autoridades como la Unién Europea (UE), el Departamento de Agricultura de los Estados
Unidos (USDA) y desde el afio 2013 Colombia por medio de la Resolucion 1382 de 2013
han reglamentado los limites méaximos de residuos de medicamentos veterinarios en

matrices como musculo, higado, grasa, leche y huevos.

Por otro lado la UE adopt6 la “Ley de sanidad animal” en marzo de 2016 la cual busca
entre otros objetivos reducir el uso de medicamentos antimicrobianos o prohibir el uso de
algunos de estos en animales destinados al consumo humano. Asi mismo Estados
Unidos en marzo de 2015 adoptd el “Plan Nacional de Bacterias Resistentes a los
Antibiéticos” con la finalidad de disminuir la aparicién de bacterias resistentes y prevenir
la propagacion de infecciones resistentes e incluye como uno de sus propdésitos eliminar
el uso de medicamentos antibidticos importantes para la promocion del crecimiento en
animales productores de alimentos para el afio 2020 y establecer un sistema en comun

con la UE (European Parliament, 2016).

Adicionalmente la OMS (Organizacion Mundial de la Salud) en el afio 2012 establecié la
lista de antimicrobianos de importancia critica para la medicina humana en la que los
macrolidos se encuentran como maxima prioridad y las lincosamidas como, muy
importantes (OMS, 2016a).

Un requisito para acceder a los mercados internacionales es asegurar que el consumo de
alimentos no sea nocivo para la salud humana y se debe garantizar que tanto al
consumidor local como al externo se le proporcionen alimentos inocuos, acatando los
requisitos planteados en los tratados de libre comercio y los acuerdos contemplados en
la Organizacion Mundial de Comercio, brindando cumplimiento a las buenas practicas en
el uso de medicamentos veterinarios con enfoque de la granja a la mesa, de tal manera
gue permitan la apertura o continuidad en el mercado exterior de alimentos de origen

animal como son carne, huevos y leche (Tafur Garzén, 2009).

De acuerdo con la Federaciébn Nacional de Avicultores de Colombia (FENAVI) el
consumo de pollo ha tenido gran aumento en los Gltimos afos. En 1997 el consumo per
capita era de 11,6 kg/afio/persona, para el afio 2017 fue de 32,7 kg/afio/persona

(FENAVI, 2018), como consecuencia del aumento en la produccion, incrementaron los
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riesgos por lo cual se deben optimizar los controles para evitar cualquier exposicion a

residuos de medicamentos veterinarios para el consumidor final.

En un estudio realizado por el Plan Nacional de Control de Residuos y Contaminantes de
Brasil durante los afios 2008 y 2009 se verifico la concentracion de algunos antibioticos
en rifidn de pollo obteniendo los siguientes resultados: lincomicina: 38 y 35 ug/kg,
eritromicina: 26 y 1 ug/kg, tilmicosina: 9 y 14 ug/kg y tilosina 3 y 4 pug/kg, durante los afios
2008 y 2009 respectivamente (Nonaka etal.,, 2012). En Colombia se han realizado
diferentes estudios verificando la resistencia bacteriana en aves de consumo (Martinez
Rocha, 2012), la deteccidn, identificacion y cuantificacion de antimicrobianos en carne
bovina (Vela Perdomo, 2014), residuos de antibiéticos en leche (Ramirez, Vélez, &
Ronddn, 2012), entre otros, empleando metodologias microbiolégicas, sin embargo y de
acuerdo con la literatura revisada no se ha realizado la determinacion de antimicrobianos
en musculo e higado de pollo empleando andlisis quimico cuantitativo, especificamente
metodologias como HPLC — MS/MS.

Diferentes estudios a nivel nacional se han enfocado en verificar la resistencia
antimicrobiana a nivel hospitalario, como el desarrollado por Reyes y colaboradores
(2007) en el que realizaron una caracterizacion fenotipica y genotipica de cocos Gram
positivos resistentes a macrélidos de hospitales colombianos recuperados de programas
de vigilancia desde 1995 hasta 2004 (Reyes etal., 2007) y el de (Hidalgo, Santos,
Duarte, Castafieda, & Agudelo, 2011) en el que se analiz6 la informacién de todos los
aislamientos de invasores (3241) obtenidos entre 1994 y 2008 verificando la resistencia a
la eritromicina en la poblacion. Asi mismo entidades como el Instituto Nacional de Salud
desarrolla el Informe de Resultados de la Vigilancia por Laboratorio de Resistencia
antimicrobiana en Infecciones Asociadas a la Atencion en Salud (IAAS), que para el afio
2017 evidenci6 que el porcentaje de resistencia a eritromicina de bacterias Gram
positivas fue aproximadamente del 20% en unidades de cuidado intensivo como en

servicios de hospitalizacién (Instituto Nacional de Salud, 2017).

Referente a vigilancia en el sector agropecuario desde el afio 2014 el ICA (Instituto
Colombiano Agropecuario) realiza el monitoreo de resistencia antimicrobiana para
Salmonella, Enterococcus spp, Escherichia coli y Staphylococcus spp en huevos y leche,

asi mismo en estudios realizados entre el Instituto Nacional de Salud (INS) y la
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Corporacion Colombiana de Investigacion Agropecuaria (CORPOICA) han demostrado la
diseminacion de bacterias patdégenas a través de distintas etapas de la cadena avicola
(Ministerio de Salud y Proteccién Social, 2018) y en el sector de alimentos el Instituto
Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos (INVIMA) ha establecido el Plan
Nacional de Vigilancia y Control de Residuos de Medicamentos Veterinarios y
Contaminantes Quimicos en Carne Aviar Importada en el que plantea el analisis de

algunos antimicrobianos como fenicoles, nitrofuranos y sulfonamidas (INVIMA, 2017).

Los métodos analiticos empleados en la determinacién de antimicrobianos deben ser
confiables y sensibles para realizar mediciones a niveles minimos de concentracién de
estos residuos, por esta razén la cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada a
espectrometria de masas en tandem (HPLC — MS/MS) es un método que permite cumplir
con este propdsito, ademas de identificar y cuantificar de manera simultanea mdultiples

compuestos (Juan et al., 2010).

De tal forma que el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA), por
medio de Servicio de Inspeccién y Seguridad Alimentaria (FSIS), emplea como método
de confirmacién de macrolidos y lincomicina en higado, rifion y tejido muscular de aves,
porcinos y bovinos HPLC — MS/MS con trampa de iones (United States Department of
Agriculture, 2007). En 2002, el Centro de Medicina Veterinaria (CVM) de la FDA publicé
la guia para la industria nUmero 118 "Espectrometria de masas para la confirmacién de la
identidad de los residuos de medicamentos de origen animal” en la que se describen los
principios basicos para desarrollar y evaluar estos métodos (Food and Drug
Administration, 2003) y la Comunidad Europea a través de las Directivas 657 de 2002 y
96/23 de 1996, presenta el listado de sustancias en la que se incluyen los medicamentos
veterinarios y considera adecuada para la determinaciéon de residuos organicos o
contaminantes a la cromatografia liquida con deteccién de espectrometria de masas,

respectivamente (Comunidad Europea, 1996, 2002).

Aunque el analisis de macrdlidos y lincosamidas se ha desarrollado en diferentes paises,
en Colombia no se han realizado publicaciones al respecto a pesar que organismos
como el Codex Alimentarius, la Union Europea y el Ministerio de Salud y Proteccion

Social reglamenten estos parametros.
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Por lo anterior el presente estudio se enfoca en cuantificar la concentracién de cinco
macrolidos y lincomicina en musculo e higado de pollos de plantas de beneficio del
departamento de Cundinamarca y comparar los resultados obtenidos con respecto a los
limites maximos de residuos de medicamentos veterinarios establecidos por la
normatividad nacional vigente, la cual concuerda con los limites establecidos por el

Codex Alimentarius.






2.0bjetivos

2.1 Objetivo general

Determinar presencia de cinco macrélidos y lincomicina en musculo e higado de pollos

de engorde producidos en el departamento de Cundinamarca y comparar los resultados

con la normatividad colombiana.

2.2 Objetivos especificos

Implementar el método analitico para la determinaciéon de los antibiéticos: eritromicina,
tilosina, tilmicosina, espiramicina y su residuo activo neoespiramicina y lincomicina

empleando cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en tandem.

Cuantificar eritromicina, tilosina, tilmicosina, espiramicina y su residuo activo
neoespiramicina y lincomicina en musculo e higado de pollo empleando el método
implementado con la técnica cromatografia liquida acoplada a espectrometria de

masas en tandem.

Comparar los resultados obtenidos con los limites maximos de residuos establecidos
en la normatividad colombiana para los analitos eritromicina, tilosina, tilmicosina,
espiramicina y su residuo activo neoespiramicina y lincomicina en musculo e higado

de pollo.






3.Marco teérico

3.1 Antimicrobianos

Los antibidticos son compuestos con actividad antimicrobiana que se pueden administrar
por via oral, parenteral o tépica y se emplean en medicina humana y veterinaria. Su
finalidad principal es prevenir y tratar enfermedades; sin embargo, también son
empleados como promotores de crecimiento en animales (Florez, 1997; Phillips et al.,
2004).

La resistencia a los antibidticos se genera cuando se activan los mecanismos de
protecciébn de los organismos productores de antibidticos a sus productos y otros
organismos originalmente susceptibles de su ataque competitivo en la naturaleza. Todos
los antibiéticos pueden seleccionar mutantes resistentes espontaneos y bacterias que
han adquirido resistencia por transferencia de otras bacterias. Estas variantes
resistentes, asi como las especies que son intrinsecamente resistentes, pueden llegar a

dominar y diseminarse en poblaciones del animal tratado (Phillips et al., 2004).

En cuanto mas se utilice un antibiético, tiene mayor probabilidad que las poblaciones
resistentes se desarrollen entre los patégenos y entre las bacterias comensales de un
namero creciente de animales en una poblacidon expuesta, aunque, pueden existir
diferencias, mientras algunas bacterias desarrollan rapidamente resistencia en el

individuo, otras aun son susceptibles (Phillips et al., 2004; Sumano & Gutiérrez, 2010).

Las familias de antibiéticos empleados en la terapéutica aviar son: betalactamicos
(penicilinas), cefalosporinas, fenicoles, tetraciclinas, fosfomicina, quinolonas vy
fluoroquinolonas, aminoglicésidos, polimixinas, macrolidos, lincosamidas vy

pleuromutilinas (Sumano & Gutiérrez, 2010).

En la Tabla 3-1 se presentan los macrélidos y lincomicina empleados en pollos de

engorde.
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Tabla 3-1. Macroélidos y lincomicina utilizados en pollos de engorde

Antimicrobiano Tipo/ mecanismo de Enfermedad — Dosis oral Tiempo de
accion especie bacteriana retiro
Macrolidos
Bacteriostaticos Staphylococcus spp.; 92,5-185 g/t
Eritromicina Inhibidores de la sintesis coriza infecciosa; 115,6-250 1 dia*
de proteinas (50s) Mycoplasma spp. mg/L
100y 200
Bacteriostaticos. mg/kg 8 dias
. : 300 mg/kg
Bloquea la sintesis -
L . : : de alimento
Espiramicina proteica a nivel ribosomal Mycoplasma spp. 08a/len
interfiriendo con la enzima ©9 10 dias
- agua de
peptidil transferasa. . (Excepto el
bebida por higado)
tres dias 9
Enfermedad
Inhibidores de la sintesis respiratoria crénica 800-1000
Tilosina . /micoplasma,; enteritis alt; 3 -5 dias*
de proteinas (50s) SN
necrotica; coriza 500 mg/L
infecciosa
Mycoplasma spp.;
Bacteriostaticos Pasteurella
Tilmicosina Inhibidores de la sintesis multocida; 75 mg/L 12 dias*
de proteinas (50s) Ornithobacterium
rhinotracheale
Lincosamidas
. Bacterlostatlcqs . Enteritis necrética; 16 mg/L; 2
: . Inhibidores de la sintesis . . .
Lincomicina ; espiroquetosis g/t 0 dias*
de proteinas (50s) X ; .
intestinal alimento

Amplio espectro

* El tiempo de retiro es un promedio expuesto por (Hofacre, Fricke, & Inglis, 2013)
Fuente: (Hofacre et al., 2013; Landoni & Albarellos, 2015; Sumano & Gutiérrez, 2010)

3.2 Macroélidos

Los macrélidos son una familia amplia de antibidticos naturales y semisintéticos
obtenidos a partir de productos metabdlicos de Streptomyces spp., descubiertos en 1942
por Gardner y Chain; son antibiéticos que se caracterizan por poseer en su estructura un
anillo lacténico macrociclico al que se unen diversos desoxiazlcares. Desde el punto de
vista quimico se clasifican en tres grupos de acuerdo al nimero de atomos en el anillo
lacténico (Bogialli & Corcia, 2009; Florez, 1997), asi:

a.) Anillo lactonico de 14 &atomos: Eritromicina, oleandomicina, roxitromicina,
claritromicina, diritromicina y fluritromicina.

b.) Anillo lacténico de 15 atomos: Azitromicina.
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c.) Anillo lacténico de 16 atomos: espiramicina, josamicina, diacetil-midecamicina,

rokitamicina, tilosina y tilmicosina (Bogialli & Corcia, 2009; Florez, 1997).

Los macrolidos presentan una amplia distribucion en los tejidos y en el caso de algunos
farmacos mas recientes, una vida media prolongada, también tienen una excelente
actividad contra muchos patdégenos bacterianos importantes en los animales (Giguére,
Prescott, & Dowling, 2013) y aunque no tengan una actividad antibacteriana tan amplia
como los B-lactdmicos, quinolonas o aminoglicosidos, son quizd los farmacos mas

utilizados en clinica aviar (Sumano & Gutiérrez, 2010).

Algunas de las aplicaciones terapéuticas de los macrolidos en humanos son:
= En infecciones generadas por Mycoplasma pneumoniae. Los medicamentos mas
elegidos en las infecciones por micoplasma son un macrolido o una tetraciclina.
= Infecciones por estreptococos. La laringitis, escarlatina, erisipelas, asi como
celulitis por S. pyogenes y neumonia por S. pneumoniae muestran respuesta a
los macrolidos. Son alternativas Utiles para tratar personas con alergia grave a la

penicilina (Brunton, Lazo, & Parker, 2007).

Los macrélidos son muy Uutiles para el tratamiento de infecciones respiratorias porque
actian en contra de microorganismos comunes de la neumonia extrahospitalaria como:
S. pneumoniae, especies Haemophilus, de Chlamydia, micoplasma y Legionella (Brunton
et al., 2007).

La eritromicina y espiramicina presentan aplicaciones terapéuticas tanto en medicina
humana como en medicina veterinaria, la primera es de mayor uso en medicina humana,

sin embargo, la tilosina y la tilmicosina se utilizan s6lo en medicina veterinaria.

Las lincosamidas y cetdlidos generalmente se clasifican como macrdlidos, ya que poseen
caracteristicas farmacoldgicas similares, se comportan de manera similar y comparten

algunas propiedades fisicoquimicas (Sumano & Gutiérrez, 2010).

Algunos de los macrdélidos empleados en avicultura y/o en medicina humana se

presentan a continuacion.



16 Marco teérico

3.2.1 Eritromicina

Las eritromicinas se producen como un complejo de seis componentes (A a F) por
Saccharopolyspora erythraea (anteriormente Streptomyces erythraeus). Solo la
eritromicina A se ha desarrollado para uso clinico. Es poco soluble en agua, e inestable
en acido gastrico (Giguére et al., 2013). La ingesta diaria admisible (IDA) microbiolédgica
establecida es de 300 pg/ persona (EMEA, 2002). Algunas de las caracteristicas y

propiedades fisicoquimicas de la eritromicina se muestran en la Tabla 3-2.

Tabla 3-2. Caracteristicas y propiedades fisicoquimicas de eritromicina.

Estructura quimica Propiedad o caracteristica Valor
Numero CAS 114-07-8
Formula molecular C37He7NO13
Peso molecular 733,937 g/mol
Log Kow 3,06
pKa 8,9

Fuente: elaborado por el autor, con base en la informacion aportada por (Pubchem,
2005a).

En medicina veterinaria la eritromicina se utiliza para enfermedades infecciosas
generadas por bacterias sensibles a la eritromicina y como tratamiento para

enfermedades respiratorias crénicas por Mycoplasma en pollos (EMEA, 2000).

La aplicaciéon de la eritromicina en aves de corral se realiza en agua para prevenir y tratar
la infeccion estafilococica o estreptocOcica, dermatitis necroética, coriza infecciosa e
infeccion por Mycoplasma gallisepticum (Giguere et al., 2013). La dosis oral es de 92,5 —
185 g/t, para tratar coriza aviar y Staphylococcus spp., la dosis oral para Mycoplasma
spp. es de 115,6—-250 mg/L, el tiempo de retiro es de 1 dia (Landoni & Albarellos, 2015).

Algunas de las aplicaciones terapéuticas de la eritromicina en humanos son:
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En

Legionelosis. La eritromicina se considera como el medicamento preferente en el
tratamiento de la neumonia por L. pneumophila, L. micdadei y otras especies de
Legionella.

Infecciones por Chlamydia, difteria, en el tratamiento de tos ferina la eritromicina
es el farmaco preferente en el tratamiento de la infeccion por B. pertussis.
Infecciones estafilocdcicas. La eritromicina ha sido un farmaco alternativo para la
terapéutica de infecciones relativamente menores causadas por S. aureus
sensible o resistente a penicilina.

Infecciones por Campylobacter. La administracion oral de 250 a 500 mg de
eritromicina cuatro veces al dia durante siete dias erradica a Campylobacter
jejuni de las heces, en el tratamiento de la gastroenteritis causada por él, y
aminora la duracion de los sintomas.

La eritromicina puede erradicar a Clostridium tetani en personas con tétanos,
también se emplea en el tratamiento de sifilis temprana en personas alérgicas a

la penicilina (Brunton et al., 2007).

la Tabla 3-3 se describen los principales procesos de farmacocinética,

farmacodinamia, efectos adversos tanto en animales como en humanos para tilmicosina.

Tabla 3-3. Farmacocinética y efectos adversos de eritromicina.

Farmacocinética

Absorcion

En humanos la eritromicina base se absorbe de manera parcial pero suficiente en
la parte superior del intestino delgado. Es desactivada por el acido gastrico, de
manera que se administra en forma de comprimidos con capa entérica, capsulas
con granulos con capa entérica que se disuelven en el duodeno o en forma de
éster. Los alimentos, que aumentan la acidez gastrica, retrasan la absorcién
(Brunton et al., 2007).
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La eritromicina se difunde facilmente en liquidos intracelulares y puede lograrse
actividad antibacteriana en casi todos los sitios, excepto cerebro y liquido
cefalorraquideo; penetra en el liquido prostatico, donde alcanza concentraciones
de 40% de las correspondientes al plasma. La unién a proteinas es de 70 a 80%
en el caso de la eritromicina base. La eritromicina atraviesa la barrera placentaria
y sus concentraciones en plasma fetal son 5 a 20% de las correspondientes a la
circulacion de la gestante. Las cifras en la leche materna son la mitad de las del
suero (Brunton et al., 2007).

Distribucion

El 0,1% de una dosis diaria aparece en leche materna, los niveles en sangre son
10% menores que la circulacion materna, la eritromicina se absorbe como base
en el intestino delgado (JECFA, 2006).

Presenta metabolismo hepético, por enzimas del sistema microsémico hepético
citocromo P-450 (CYP3A4) principalmente con procesos de desmetilacion y
excretado por bilis como des-N-metil-eritromicina, el mayor metabolito sélo
presente en bilis y contenido intestinal en ratas, también presenta reabsorcion
intestinal (EMEA, 2000; Florez, 1997).

Metabolismo

En humanos sélo 2 a 5% de la eritromicina oral se excreta en la forma activa en
orina esto se da de 12 a 15% después de goteo intravenoso. El antibiético se
concentra en higado y se excreta en su forma activa en bilis, liquido que puede
contener incluso 250 ug/mL cuando las concentraciones plasmaticas son muy
grandes. La semivida plasmatica de la eritromicina es de 1,6 h, en promedio.
Alrededor del 4,5% de una dosis oral y el 15% de una dosis parenteral se elimina
por orina en forma activa (Brunton et al., 2007; Florez, 1997).

Excrecién

Veinticuatro horas después una administracion oral de 10 mg de eritromicina (N-
metil-**C-8uC) a ratas, 27,2 entre el 37 — 43% del radiomarcado fue recuperado
en el tracto intestinal y heces, 27,2 a 36,1% en orina, 21-29% en aire expirado. El
grupo metilo isotdpico se elimind por aire expirado como CO, (EMEA, 2000).

Efectos adversos

Algunas de las reacciones alérgicas observadas son: fiebre, eosinofilia y erupciones
cutdneas, se pueden presentar de manera aislada 0 en conjunto, estas
manifestaciones desaparecen poco después de retirar el tratamiento, también puede
aparecer dolor abdominal, nduseas, vémitos y/o diarrea. En nifios se ha asociado la
estenosis hipertrofica del piloro. La hepatitis colestasica es el efecto adverso mas
notable y desaparece luego de interrumpir la terapia con farmacos (Brunton et al.,
2007; Florez, 1997).

Se ha reportado hepatotoxicidad en pacientes después de 10 a 16 dias de tratamiento
con una dosis de 1g de eritromicina estolato/dia y en nifios con dosis de 1,2 g/dia
(JECFA, 2006).
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La eritromicina puede poseer actividad inmunoestimulante. Informacién epidemiolégica
en humanos indican que las reacciones de hipersensibilidad son poco comunes y
generalmente son moderadas (lesiones hepaticas). La administraciébn oral en
voluntarios a dosis terapéuticas (1 a 3 g/dia) o dosis mas altas durante 5 dias a 3
semanas han sido para inducir una disminucion transitoria o supresion de bacterias
sensibles en la microflora intestinal. Los anaerobios son relativamente sensibles a la
eritromicina (EMEA, 2000).

Fuente: elaborada por el autor.

Informacion toxicolégica

La toxicidad aguda DL50 en ratas y ratones es mayor a 2000 mg/kg de peso corporal, los
signos de toxicidad incluyen convulsiones clénicas, postracion y depresion respiratoria.
(JECFA, 2006). En la Tabla 3-4 se presentan algunas dosis de referencia toxicolégica

determinadas en estudios con animales de experimentacion.

Tabla 3-4. Dosis de referencia toxicolégicas para eritromicina halladas en estudios con
animales de experimentacion.

Especie/dosis suministrada/ Dosis
. Efecto .
tiempo toxicolégica
Ratones/ estearato de Presentaron disminucion en el
eritromicina en la dieta a una consumo de alimento y letargo, NOEL de 580
dosis de 0, 580, 1160, 2300, capa gruesa e hidratacion de la mg/kg por peso
2800 0 5000 mg/kg de peso cérnea a una dosis de 1160 mg/kg  corporal dia.
corporal por dia/ 14 dias. de peso corporal dia.

Las ratas mostraron una

disminucion del aumento de peso NOEL de 720
corporal y del consumo de mg/kg por peso
alimento, letargo, intestino con corporal dia.
capa gruesa e hiperémico.

Ratas/ estearato de eritromicina
en la dieta a dosis de 0, 360,
720, 1160, 1400 o 2250 mg/kg
de peso corporal dia/ 14 dias

Ratas/ estearato de eritromicina Todas las ratas que recibieron mas
por via oral en la dieta en dosis  de 60 mg/kg de peso corporal dia
de 0, 60, 120, 240, 480 0 1000  estaban letargicas. A la dosis mas
mg/kg de peso corporal dia/ 13  alta, exhibieron hepatocitos
semanas sincitiales multinucleados.

NOEL de 60
mg/kg

Fuente: Adaptado de (JECFA, 2006)

Basados en resultados in vitro, la IDA microbiolégica calculada es de 5 pg/kg de peso
corporal/dia (EMEA, 2000).
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3.2.2 Espiramicina

La espiramicina es menos activa que la eritromicina, aunque tiene una actividad similar a
otros macrolidos no es tan efectiva contra Mycoplasma como la tilosina (Giguére et al.,
2013). En la Tabla 3-5 se muestran algunas propiedades fisicoquimicas de la

espiramicina.

Tabla 3-5. Caracteristicas y propiedades fisicoquimicas de espiramicina.

EstrtHjcctuEl guimica Propiedad o caracteristica Valor
. Ntmero CAS 8025-81-8
= § Formula molecular C43H7a4N2014
Peso molecular 843,065 g/mol
Log Kow
pKa 8,0

.
H;C/ \CH3

Fuente: elaborado por el autor, con base en la informacion aportada por (Pubchem,
20064a)

La actividad de la espiramicina es relativamente baja, tiene alta capacidad de
concentrarse en los tejidos, esto permite hallar concentraciones en 6rganos 25 — 60
veces las del suero. Tiene un efecto directo sobre las células fagociticas y, como tal,
tiene un potencial particular contra los organismos intracelulares. En humanos, se utiliza
en el tratamiento de la toxoplasmosis (FAO/OMS, 1995; Giguére et al., 2013), en la Tabla

3-6 se presenta la farmacocinética de la espiramicina.

La espiramicina se utiliz6 como promotor de crecimiento en pollos de engorde en la
Unién Europea antes que fuera prohibida para este uso, la resistencia en bacterias
aisladas de pollos alimentados con espiramicina era generalizada en Europa (Giguére
et al., 2013).



Marco tedrico

Tabla 3-6. Farmacocinética de espiramicina

Farmacocinética

Absorci

on

La absorcion via oral de la espiramicina no se ve afectada por la influencia de
alimentos (Florez, 1997). La espiramicina se absorbe bien en humanos después
de la administracion oral (WHO/FAQO, 1991)

Distribucion

Presenta una concentracion maxima de 7 — 8 mg/L con una semivida de 2 horas
con una dosis de 2 — 3 g/dia via oral, presenta union a proteinas al 30% (Florez,
1997). La administracion oral de 15-30 mg/ kg de peso corporal a adultos jovenes
sanos resultd en niveles plasmaticos maximos en 3-4 horas y concentraciones
plasméticas de 0,96-1,65 mg/ L. Después de la dosificacion intravenosa (7,25 mg/
kg de peso corporal) se observé un gran volumen de distribucion (Vd 5,6 L/ kg)
que indica una distribucion tisular extensa (WHO/FAO, 1991).

La espiramicina atraviesa la barrera placentaria. La relacion de concentracion de
espiramicina cordén: suero materno es de aproximadamente 0,5. La espiramicina
se concentra en la placenta con niveles de aproximadamente 2-4 veces los del
suero materno (Additives, 1991)

Excreciéon

Eliminacién renal <10. La excrecion biliar fue la principal via de excrecién; solo el
7-20% de una dosis oral se excretd en la orina. Se sabe que la espiramicina
alcanza un alto nivel de tejido: concentraciones séricas en los tejidos pulmonar y
prostatico, y en la piel (WHO/FAQO, 1991), también se excreta por leche materna
(Additives, 1991)

Informacion toxicoldgica

En un estudio con ratas se suministraron dosis hasta 3900 mg/kg de peso corporal por

dia de espiramicina durante 13 semanas, el efecto que presentaron fue la reduccion del

recuento de neutréfilos en dosis medias y altas y dilatacion del ciego del intestino, este

ultimo se atribuye a los efectos de los antibiéticos en la flora intestinal en roedores, el
NOEL hallado fue de 140 mg/kg de peso corporal dia (WHO, 1991)

Basados en una IDA de 0 — 50 ug/kg de peso corporal, el consumo diario permitido seria
de 3000 pg para una persona de 60 kg.(WHO, 1998)

21
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3.2.3 Tilosina

La tilosina es un antibidtico macrélido aislado de Streptomyces fradiae (Giguére et al.,
2013; Sumano & Gutiérrez, 2010). En la Tabla 3-7 se presentan la estructura y algunas

propiedades fisicoquimicas.

Tabla 3-7. Caracteristicas y propiedades fisicoquimicas de tilosina

Estructura quimica Propiedad Valor
Numero CAS 1405-54-5
Formula molecular C46H77NO15
Peso molecular 916,112 g/mol
Log Kow 1,63
pKa 7,73

Fuente: elaborado por el autor, con base en la informacién aportada por (Pubchem,
2004)

La tilosina en general es activa contra microorganismos grampositivos, con especial
accién sobre Mycoplasma gallisepticum. También actlia sobre algunos microorganismos
gramnegativos. Entre las bacterias sensibles a la tilosina se encuentran: Mycoplasma
gallisepticum, Mycoplasma synoviae y Mycoplasma meleagridis. Ademas actia contra
Streptococcus pyogenes, Corynebacterium sp, Clostridium sp, Haemophillus sp,
Rickettsia sp, y tiene efectos inhibitorios sobre Eimeria tenella (Sumano & Gutiérrez,
2010).

En aves de corral la tilosina se aplica por inyeccién intramuscular para control de
infeccidon por Mycoplasma y se adiciona al agua para control de la espiroquetosis aviar
(Giguere etal.,, 2013; WHO, 1991). La dosis de tilosina para enfermedad crénica
respiratoria por micoplasma, enteritis necrotica y coriza aviar 800 — 1000 g/t, 500 mg/L, el

tiempo de retiro es de 3 a 5 dias (Landoni & Albarellos, 2015).

En la Tabla 3-8 se presenta la farmacocinética de la tilosina.
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Tabla 3-8. Farmacocinética de tilosina.

Farmacocinética

Absorcién

& Gutiérrez, 2010).

En aves la tilosina tartrato se absorbe facil en el tracto gastrointestinal, sobre todo
a nivel de duodeno; el fosfato de tilosina presenta una menor absorcion. La
tilosina base se absorbe con rapidez por via subcutanea o intramuscular (Sumano

de 1,7 L/kg (Sumano & Gutiérrez, 2010).

Distribucién

Presenta buena distribucion en tejidos y llega con velocidad a higado, pulmones,
trAguea, sacos aéreos, ovario, musculo y rifiones, en aves, no teniendo buena
distribucién a liquido cefalorraquideo. Se ha reportado un volumen de distribucién

Excrecion

ciego, recto y heces (Sumano & Gutiérrez, 2010).

Se excreta principalmente a través de bilis generando grandes cantidades en

Informacion toxicoldgica

La tilosina es relativamente, no toxica en ratones, ratas y perros después de una dosis

oral Unica con la base y una variedad de sales. La DLsy oral fue generalmente > 5000

mg/kg peso corporal en roedores y mayor a 800 mg/kg peso corporal en perros (WHO,

2008).

En la Tabla 3-9 se presentan algunas dosis de referencia toxicolégica para tilosina

determinadas en estudios con animales de experimentacion.

Tabla 3-9. Dosis de referencia toxicolégica para tilosina halladas en estudios con

animales de experimentacion.

Especie/dosis

. . Efecto
suministrada/ tiempo

Dosis toxicologica

Rata/ 5000 mg/kg en el
alimento de tilosina/ 1~ Aumento de linfocitos y pH urinario
afo

NOAEL en ratas fue de
1000 mg/kg en el
alimento, igual a 39
mg/kg de peso corporal
por dia.

Perro/ tilosina en
capsulas a dosis de 0,
1, 10, 100, 200 o 400
mg/kg de peso corporal
por dia/ 2 afios

Se observé pielonefritis a 200
mg/kg peso corporal por dia, y
pielonefritis, nefrosis y cistitis a 400
mg/kg peso corporal por dia.

NOAEL en perros fue de
100 mg/kg de peso
corporal por dia.
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En un estudio, el cambio graso en
el higado se increment6 a una dosis
de 10000 mg/kg en la alimentacién,
equivalente a 500 mg/kg de peso
corporal por dia.

Otro estudio revel6 un aumento de

la ingesta de alimentos a 5000 y

10000 mg/kg en el alimento y EINOAEL generalen

aumento de peso corporal a 10000 ratas fue de 5000 mg/kg
Rata mg/kg suministrado en el alimento.  en la alimentacion, igual

A estas mismas dosis, las a 192 mg/kg de peso

incidencias de adenomas pituitarios corporal por dia.

se incrementaron en los machos.

Este tipo de tumor se observa

comunmente en ratas que

envejecen, y el aparente aumento

en algunos grupos tratados se

consider6 que estaba asociado con

la mayor supervivencia en los

machos tratados.

Fuente: Adaptado de (WHO, 2008)

3.2.4 Tilmicosina

La tilmicosina es un derivado semisintético de la tilosina, presenta bajas concentraciones
séricas, pero altos volimenes de distribucién (> 10 L/kg), con acumulacion y persistencia
en tejidos, especialmente pulmén que llega a concentrar 20 veces el farmaco en
comparacion con el suero (Giguére etal., 2013). En la Tabla 3-10 se presentan la

estructura y algunas de sus propiedades fisicoquimicas.
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Tabla 3-10. Caracteristicas y propiedades fisicoquimicas de tilmicosina

Estructura quimica Propiedad o Valor
caracteristica
Numero CAS 108050-54-0
Formula
molecular CasHeoN2013
Peso 869,147 g/mol
molecular
Log Kow 3,8
pKa 8,18

Fuente: elaborado por el autor, con base en la informacién aportada por (Pubchem,
2006b)

La tilmicosina es potencialmente toxica para el sistema cardiovascular, esto puede variar
entre especies, es eficaz en el tratamiento de la infeccion por Mycoplasma gallisepticum
inducida experimentalmente cuando se administra a 50 mg/L de agua durante 3 o0 5 dias
(Giguére etal., 2013; Xu, Beijing, & Arnold, 2009). En algunos paises como Irlanda,
Francia y Filipinas se emplean tratamientos de 75 mg/L en el agua de bebida durante 3
dias con tiempos de retiro entre 10 y 12 dias (Joint FAO/WHO, 2013).

= Propiedades farmacol6gicas y usos
Es un antibiético macrélido, sintetizado a partir de la tilosina, es liposoluble y ha sido
aprobado para el tratamiento de enfermedades respiratorias asociadas con Pasteurella y
especies de Mycoplasma. Generalmente es usado en pollos para el tratamiento
principalmente de Mycoplasma gallisepticum (micoplasmosis), para el cual se mostr6
altamente eficaz a una dosis de 50 mg/l de agua de bebida durante 5 dias (Mestorino &
Errecalde, 2004).

En la Tabla 3-11 se describen los principales procesos de farmacocinética,

farmacodinamia, efectos adversos tanto en animales como en humanos para tilmicosina.
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Tabla 3-11. Farmacocinética, farmacodinamia y efectos adversos de la tilmicosina.

Farmacocinética

Absorcién

Se absorbe facilmente después de la administracién oral (Bogialli & Corcia,
2009), se concentra en tejido pulmonar logrando también altas concentraciones
dentro de macréfagos pulmonares a quienes activan en sus funciones
fagocitarias; por ello su principal indicacion es para el tratamiento de
enfermedades respiratorias, presenta buena absorcién oral (Sumano & Gutiérrez,
2010).

Abu-Basha y colaboradores, realizaron un estudio de farmacocinética en pollos
midiendo las concentraciones de tilmicosina en plasma durante 72 h después de
la administracién oral de solucién acuosa de tilmicosina (Pulmotil AC) y (Provitil)
en polvo, ambas formulaciones se absorbieron faciimente en el tracto
gastrointestinal. Las concentraciones maximas (Cmax) de tilmicosina en plasma
de pollo fueron 2,09 + 0,37 y 2,12 + 0,40 ug/mL para Pulmotil AC y Prouvitil,
respectivamente. El tiempo necesario para alcanzar la concentracion maxima
(tmax) fue de 3,99 £+ 0,84 y 5,82 + 1,04 h, respectivamente para Pulmotil AC y
Provitil (Abu-Basha, Idkaidek, & Al-Shunnaq, 2007).

Distribucion

La tilmicosina presenta bajas concentraciones séricas pero grandes volimenes
de distribucién (>10 L/kg), con acumulacion y persistencia en tejidos, incluido el
pulmon, que pueden concentrar el medicamento 20 veces en comparacion con el
suero (Giguére etal.,, 2013), también presenta alta distribucion en higado y
rifones (Bogialli & Corcia, 2009).

El volumen total de farmaco que alcanza circulacién sistémica (VDauc) es de 1,0
L/kg, indicativo de una buena distribucién tisular y presenta una depuracion
plasmética y pulmonar lenta. (Sumano & Gutiérrez, 2010)

La concentracidon plasmatica méaxima media detectada en plasma de pollo
después de la administracion oral de tilmicosina (30 mg/kg de peso corporal) fue
de 2,09 + 0,37 y 2,12 + 0,40 pyg/mL para Pulmotil AC y Provitil, respectivamente.
La tilmicosina presenta un gran volumen de distribucion aparente (> 1 L/kg) para
ambas formulaciones, se elimind lentamente después de la administracion oral
(t1/2B =47,4 £ 9,32 y 45,0 £ 5,73 h, respectivamente para Pulmotil AC y Provitil),
La tasa de eliminacién fue de 0,021 + 0,0037 y 0,022 + 0.0038 h-1, mientras que
el aclaramiento fue de 19.73 £ 3.73 y 21.37 £ 4.54 ml / (min.kg), respectivamente,
para Pulmotil AC y Provitil. (Abu-Basha et al., 2007)
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Se metaboliza en higado y se producen compuestos desmetilados. (Sumano &
Gutiérrez, 2010).

Se analizaron extractos de tejidos empleando radiomarcadores de *C. Los
metabolitos encontrados en el higado, corresponden aproximadamente al 55%
del residuo radiomarcado total representaba tilmicosina; los valores
correspondientes para rifidn y masculo fueron del orden del 40% (WHO, 2008).

Metabolismo

En el estudio de Keles et al., (2001), citado en (Abu-Basha et al., 2007) se
evidencié que después de la administracion oral de una dosis Unica de tilmicosina
(50 mg/kg de peso corporal) en aves de corral la tilmicosina se elimind
lentamente del suero y el pulmén con vidas medias de 30,18 + 2,38 y 75,74 +
3,67 h, respectivamente y la concentracion maxima media fue 6,2 veces mayor
en el pulmén (7,96 + 0,30 ug/mL) que en el suero (1,28 £ 0,04 ug/mL) y alcanzé
la concentracion maxima a 4,66 + 2y 17,78 + 7,51 h, respectivamente.

Excreciéon

A una dosis via oral de 50 mg/kg se observa una eliminacién sérica y pulmonar
lenta, con una Ty, de 30,18 h para suero y de 75,74 h; esto es seis veces mayor
para pulmones que para suero, con una Tméax de 4,66 y 17,18 horas,
respectivamente. Su principal via de eliminaciéon son las heces. (Sumano &
Gutiérrez, 2010)

Farmacodinamia

El mecanismo antimicrobiano parece ser el mismo para todos los macrdlidos.
Interfieren con la sintesis de proteinas al unirse reversiblemente a la subunidad 50 S
del ribosoma. Parecen unirse al sitio donante, evitando asi la translocacion necesaria
para mantener el crecimiento de la cadena peptidica. El efecto se limita esencialmente
a bacterias y micoplasmas que se dividen rdpidamente. Los macroélidos se consideran
bacteriostaticos (TOXNET, 2017).

Los macrolidos pueden modificar las respuestas inmune e inflamatoria del huésped
tanto in vivo como in vitro. Se ha examinado el efecto in vitro de los macrolidos
tilmicosina y tilosina, que solo se utilizan en la clinica veterinaria, en la produccion de
oxido nitrico (NO), prostaglandina E2 (PGE2) y citocinas por lipopolisacarido (LPS)
estimulado RAW?264 .7 macrofagos y células mononucleares de sangre periférica de
raton (PBMC). Comparando concentraciones de tilmicosina y tilosina de 5 pug/ mL, 10
pg/ mLy 20 pg/ mL las dos ultimas disminuyeron significativamente la produccion de 6-
ceto-prostaglandina Flalfa (6-ceto-PGFlalfa), PGE2, NO, factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-alfa), interleucina (IL) -1beta e IL-6, y produccién aumentada de IL-10. La
expresion del gen de la ciclooxigenasa-2 (COX-2) y el éxido nitrico sintasa inducible
(iNOS) también se redujeron significativamente. Estos resultados respaldan la opinién
de que los macrélidos pueden ejercer un efecto antiinflamatorio a través de la
modulacion de la sintesis de varios mediadores y citoquinas implicados en el proceso
inflamatorio. (TOXNET, 2017)
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Efectos adversos

La inyeccion de tilmicosina puede ser letal. Aunque existe poca informacion sobre los
efectos de la tilmicosina en las personas, una susceptibilidad variable a las reacciones
cardiotdxicas en otras especies justifica precaucién con la exposicion humana y una
estrecha vigilancia del sistema cardiovascular, en particular después de una inyeccion
accidental (TOXNET, 2017)

En el Centro de Intoxicaciones de las Montafias Rocosas desde mayo de 1992 a mayo
de 1993 se notificaron exposiciones humanas a la tilmicosina (Micotil). Las personas
gue ingirieron accidentalmente el medicamento (n = 39) informaron que no tenian
sintomas o sabor amargo, nauseas, entumecimiento de los labios y la lengua, vomitos,
sed y dolor de cabeza. (TOXNET, 2017)

Fuente: elaborada por el autor.

Se concluye que los macrélidos son un grupo de antibiéticos cuyo uso en clinica ha
aumentado en los Ultimos afios, debido fundamentalmente a la aparicion de derivados
con mejor tolerancia y mayor espectro de actividad antibacteriana que la eritromicina

(Florez, 1997). Sin embargo, hay que tener en cuenta:

a) que este grupo constituye el tratamiento de primera eleccion en muchas
infecciones, especialmente por microorganismos Gram positivos, en pacientes
alérgicos a penicilina y

b) que se trata de un grupo de antibi6ticos con actividad sobre un nimero importante

de bacterias poco sensibles a otros antibioticos.

Ambas caracteristicas aconsejan un uso moderado para evitar la seleccién de cepas

bacterianas resistentes (Florez, 1997).

3.3 Lincosamidas

3.3.1 Origen y estructura quimica

Las lincosamidas son antibiéticos de importancia clinica. La lincomicina, el compuesto
original, se aislé en 1963 a partir de la fermentaciébn de Streptomyces lincolnensis.
Contienen un aminoacido unido a un aminoazlcar. Posteriormente se crearon
compuestos analogos (Florez, 1997; Giguére et al., 2013). En la Tabla 3-12 se presenta

la estructura y algunas de sus propiedades fisicoquimicas de la lincomicina.
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Tabla 3-12. Caracteristicas y propiedades fisicoquimicas de lincomicina

EstructurflH guimica Propiedad Valor
< 3 NGmero CAS 154-21-2
L { Formula molecular C1gH34N206S
Peso molecular 406,538 g/mol
Log Kow 0,20
pKa 7,6

Fuente: elaborado por el autor, con base en la informaciéon aportada por (Pubchem,
2005b)

3.3.2 Mecanismo de accion

Las lincosamidas inhiben la sintesis de proteinas inhibe la peptidil-transferasa,
impidiendo en principio la unién del sustrato aminoacil-ARNt al sitio A de la subunidad
ribosémica 50S e inhibe la sintesis de proteina dependiente de RNA (FAO/WHO, 2001;
Giguere et al., 2013).

3.3.3 Actividad antimicrobiana

Las lincosamidas son activas contra bacterias Gram-positivas, bacterias anaerobias y
algunos micoplasmas, carecen de actividad contra la mayoria de las bacterias Gram-
negativas (Florez, 1997; Giguere etal., 2013). La lincomicina se usa sola o0 en
combinacién con otros antimicrobianos como espectinomicina, neomicina, sulfadiacina y
sulfadimidina, se puede suministrar via oral en el alimento o inyeccion intramuscular
(FAO/WHO, 2001)

3.3.4 Propiedades farmacocinéticas

Las lincosamidas son compuestos basicos con valores de pKa de aproximadamente 7,6.
Tienen una alta solubilidad lipidica y en consecuencia grandes volimenes aparentes de
distribucién a tejidos, que incluyen hueso, articulaciones y tejido respiratorio. Son bien

absorbidos del intestino de los no herbivoros y eliminados principalmente por el
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metabolismo hepético, aunque alrededor del 20% se elimina en forma activa en la orina
(Giguére et al., 2013; Sumano & Gutiérrez, 2010).

Debido al caracter basico de las lincosamidas, el atrapamiento de iones también ocurre
en tejidos, tales como la ubre y la préstata, donde el pH es méas bajo que la sangre. La
concentracion tisular es ocho veces superior a la plasmatica La unién extensa a
proteinas plasmaticas y la eliminacion relativamente rapida evitan concentraciones en el
liquido cefalorraquideo de méas del 20% de las concentraciones séricas (Giguére et al.,
2013; Sumano & Gutiérrez, 2010).

La lincomicina presenta buena distribucién en el cuerpo humano. Se pueden hallar
concentraciones significativas en bilis, fluido pleural, cerebro, médula 6sea, fluido
sinovial, hueso, capsulas articulares, ojos y fluido peritoneal después de la administracién
oral, también atraviesa placenta y en picos de concentracion de 0,2 — 3,8 ug/mL se hallan
en liquido amnibtico 52 h después de una inyeccién intramuscular en mujeres
embarazadas (FAO/WHO, 2001)

3.3.5 Toxicidad y efectos adversos

El principal efecto toxico de las lincosamidas es la capacidad para generar diarrea seria y
fatal en humanos, caballos, conejos y otros herbivoros. En los seres humanos, la diarrea
leve sigue al uso de lincosamidas en hasta un 10% de los pacientes, pero en algunos (0-
25% de los tratados) esto puede llegar a ser grave, dando lugar a colitis
seudomembranosa con choque profundo, deshidratacién y la muerte. La enfermedad es
causada por el rapido crecimiento de Clostridium difficile resistente a lincosamida
mediante la destruccion de microflora anaerébica competitiva del colon (Giguére et al.,
2013; Sumano & Gutiérrez, 2010).

Los efectos téxicos menos graves en seres humanos comprenden la transmision
neuromuscular deprimida y la paralisis post-anestésica, la depresion del musculo
cardiaco después de una inyeccion intra venosa rapida, un dafio leve al higado,

erupciones cutaneas y urticaria (Giguere et al., 2013).
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3.3.6 Aplicaciones terapéuticas en humanos

La clindamicina es usada en el tratamiento de infecciones causadas por microorganismos
anaerobios. Es una alternativa valida a las penicilinas en las infecciones por S. aureus
(osteomielitis y artritis séptica), sobre todo en los pacientes alérgicos a penicilinas
(Florez, 1997).

Esta indicada, asociada a otros antibiéticos, en las infecciones abdominales graves; se
utiliza también asociada a otros antibiéticos en la profilaxis quirargica gastrointestinal.
También se emplea en el tratamiento de infecciones por gérmenes sensibles en

pacientes alérgicos a penicilina (Florez, 1997).

3.3.7 Aplicaciones en aves de corral

La combinacién lincomicina-espectinomicina se administra por via oral a pollos jovenes
para el control de la saculitis respiratoria micoplasmal y enfermedad respiratoria crénica
complicada causada por M. gallisepticum y E. coli, la lincomicina también se ha utilizado
en el control de la enteritis necrética causada por patégenos susceptibles tales como C.
Perfringens (Giguére etal., 2013; Sumano & Gutiérrez, 2010).La dosis para enteritis
necrotica y espiroquetosis intestinal es de 16 mg/L, 2 g/t en el alimento sin dias de retiro
(Landoni & Albarellos, 2015). La dosis oral maxima recomendada es de 50 mg/kg de
peso corporal (FAO/WHO, 2002).

3.4 Mecanismo de accidn y resistencia bacteriana de
macroélidos y lincosamidas

Los macrolidos son bacteriostaticos que inhiben la sintesis de proteinas al ligarse de
modo reversible al sitio P de la subunidad 50S del ribosoma bacteriano, otros
mecanismos de accidén aceptados son los del grupo de macrdlidos de la eritromicina y los
del grupo de la espiramicina (Brunton et al., 2007; Florez, 1997). La eritromicina bloquea
la fase de translocacion, y con ello la cadena de péptido recién formada, que
temporalmente esté en el sitio A de la reaccion de transferasa, no se desplaza a P, o sitio
donador. Otra posibilidad es que los macrolidos pueden unirse y generar un cambio
conformacional que termina la sintesis de proteina al interferir de modo indirecto en la

transpeptidacion y translocacion (Brunton et al., 2007).
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En la Figura 3-1 se presenta el mecanismo de accién de los macrdélidos.

Figura 3-1. Inhibicion de la sintesis de proteinas bacterianas por antibiéticos macrélidos.
Sitio A

Ca_de’na_ de 505
polipéptido
recién formada

Sitio P

\ A -

I : Sitio de

e 4 , transferasa
Antibioticos ~
macrélidos
e AN
de ARNm
ARNt

Fuente: adaptada de (Brunton et al., 2007)

Existen cuatro mecanismos diferentes de resistencia bacteriana a la accion de los

macrolidos y lincosamidas:

1. Metilaciébn del ARNr: proteccion ribosémica por la produccion inducible o
constitutiva de metilasas, que modifican el objetivo ribosémico y reducen el enlace
del farmaco. Modificacion de la diana (ARNr 23S) por la accién de metilasas
codificadas por genes erm principalmente (y en algunas ocasiones por el gen cfr).

2. Eflujo activo: emisién del farmaco por medio de un mecanismo de bomba activa.
La expulsion activa del antibiético se relaciona con genes mef[A], mef[E], msr[A],
msr[B] y erp[B].

3. Inactivaciébn enzimatica: hidrélisis del macrolido por medio de las esterasas
producidas por Enterobacteriaceae o inactivacion del antibiético por genes Inu[A],
Inu[B], Inu[C], vat, vgb y mph[C].

4. Mutaciones cromosOmicas que alteran a una proteina 50S ribosémica y/o
modificacion de la diana por mutacion del ARNr 23S (Brunton etal., 2007;
Giguére etal.,, 2013; Reyes etal.,, 2007; Sumano & Gutiérrez, 2010; Torres &
Cercenado, 2010)
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Los dos primeros mecanismos son los responsables en gran parte del aislamiento
resistente (Brunton et al., 2007; Giguére et al., 2013; Sumano & Gutiérrez, 2010).

La resistencia se puede presentar entre lincosamidas, pero es mas frecuente la
resistencia cruzada entre macrolidos, lincosamidas y estreptograminas del grupo B,
también puede incluir cetdlidos y antimicrobianos de oxazolidinonas, la resistencia
cruzada no siempre ocurre y depende del mecanismo que presente (Florez, 1997;
Giguére et al., 2013).

La presencia de genes erm generalmente confiere un tipo de resistencia denominada
MLSg (resistencia a macrélidos de 14, 15 y 16 atomos, lincosamidas y estreptograminas
el grupo B), este fenotipo puede ser de expresion constitutiva o inducible (Torres &
Cercenado, 2010).

(1) Resistencia constitutiva (cMLSg), donde las bacterias muestran una resistencia de
alto nivel a todos los antibiéticos MLSg.

(2) resistencia cruzada inducible disociada (iMLSg), en la que las bacterias resistentes a
los macrolidos pero inicialmente totalmente susceptibles a la clindamicina desarrollan
rapidamente resistencia a las lincosamidas cuando se exponen a macrélidos (Giguere
et al., 2013).

A continuacién se presenta informacion de resistencia a macrélidos y lincosamidas para

los géneros Staphylococcus, Streptococcus y Enterococcus.

Género Staphylococcus.

El fenotipo de resistencia a macrolidos mas frecuente en Staphylococcus es el iIMLSg, y
también se detecta en algunas ocasiones el fenotipo cMLSg. El fenotipo MLSg en
Staphylococcus estéd relacionado con la expresion del gen erm(A), también se han
descrito cepas con fenotipo MLSg portadoras del gen erm(C) y portadoras del gen erm(Y)
Otros fenotipos detectables menos frecuentes son: fenotipo M (afecta a macrélidos de 14
y 15 atomos), fenotipo MS (afecta a macrélidos de 14 y 15 atomos y estreptograminas)
por el mecanismo de expulsion activa del antibiético y fenotipo L (afecta lincosamidas)

empleando la inactivacion como mecanismo de resistencia (Torres & Cercenado, 2010).
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Género Streptococcus

La modificacion de la diana es el fenotipo de resistencia mas frecuente para
Streptococcus pneumonia (genes erm, causan fenotipos iMLSg 0 cMLSg), la presencia de
un fenotipo de expulsibn mediado por genes mef confiere un fenotipo de resistencia M,
gue es el fenotipo mas frecuente en Espafia para cepas de Streptococcus pyogenes
(Torres & Cercenado, 2010).

Género Enterococcus
Para este género se encuentran cepas sensibles a eritromicina, sin embargo, hay cepas
resistentes con el fenotipo MLSg, que emplean como mecanismo la modificacién de la

diana en el ribosoma por expresién del gen erm(B) (Torres & Cercenado, 2010).

Informacion epidemioldgica.

En Colombia se han realizado estudios de caracterizacion fenotipica y genotipica de
cocos Gram positivos resistentes a macrolidos y seguimiento a programas de vigilancia
de resistencia a antibioticos en microorganismos especificos, tanto en humanos como en

avicultura, algunos de estos estudios se mencionan a continuacion:

Reyes y colaboradores realizaron la caracterizacion fenotipica y genotipica de una
coleccion de cocos Gram positivos resistentes a macrélidos de hospitales colombianos
recuperados de programas de vigilancia en todo el pais desde 1995 hasta 2004, en la
gue evidenciaron la resistencia a la eritromicina asi: para S. pneumoniae del 3,3%, 58%
para S. aureus y 94% en Staphylococcus resistente a la meticilina (SARM). 62% en
Enterococcus faecalis y del 82% en Enterococcus faecium. El tipo MLSg representé el
71% de S. pneumoniae y el 100% de SARM. El gen erm(A) prevalecié en SARM, erm(B)
en S. pneumoniae y enterococos. Por ultimo, los genes de la bomba activa de expulsiéon
(genes mef(A)) se identificaron principalmente en S. pneumoniae (24%). El genotipo mas
comin entre los neumococos resistentes a eritromicina fue el clon Espafia®®-2 (Reyes
et al., 2007).

En el programa de vigilancia de S. pneumoniae del proyecto SIREVA I, de la
Organizacién Panamericana de la Salud y liderado por el Grupo de Microbiologia del
Instituto Nacional de Salud de Colombia se analizé la informacién de todos los

aislamientos de invasores (3241) obtenidos entre 1994 y 2008. La resistencia a la
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eritromicina se increment6 entre 1994-1996 y 2006-2008, de 2,4 % a 6,9 % en menores
de 6 aflos y, de 3,3 % a 5,7 %, en adultos. Los serotipos mas frecuentes fueron 6B (36,8
%), 14 (16,9 %) y 6A (17,6 %). El fenotipo constitutivo cMLSB se determiné en 87
aislamientos; 82 tenian el gen ermB. El fenotipo M se determiné en 46; 45 tenian el gen
mefA, tres aislamientos expresaron fenotipo inducible (iIMLSB) y un aislamiento
presentaba el gen ermB. En la determinacién del patrén de clones por PFGE, se hallé
que 50 aislamientos estaban relacionados con clones internacionales, el principal
mecanismo de resistencia a eritromicina relacionada fue el de metilacion ribosomica y el
clon Espafia®®-ST90 (Hidalgo et al., 2011).

Martinez Rocha (2012) llevé a cabo un estudio ecolégico para describir las posibles
relaciones existentes entre la resistencia antimicrobiana de Escherichia Coli y Salmonella
spp encontrada en aves de consumo, con la resistencia antimicrobiana de estas
bacterias en personas en Colombia. La informacion se obtuvo de 5255 antibiogramas de

E. coli, de 5 laboratorios participantes, entre los afios 2006 y 2011.

En las E. coli aisladas de aves se encontré en general una resistencia alta a lincomicinas,
macrolidos, betalactamicos, y tetraciclinas, particularmente para pollo de engorde entre
los antibidticos que presentaron una resistencia superior al percentil 50 se hallé
eritromicina y lincomicina, el mismo comportamiento se evidencié al analizar los
antibiogramas del departamento de Cundinamarca y en Salmonella spp se hall6 una
resistencia alta a los macrélidos y betalactdmicos, en gallinas ponedoras se evidencio
una resistencia del 100% para lincomicina, eritromicina y espiramicina (Martinez Rocha,
2012).

3.5 Residuos de farmacos en pollo.

En la industria avicola se emplean diferentes tipos de productos farmacolégicos para
controlar y prevenir enfermedades que se presentan con frecuencia y de manera ciclica.
Desde el punto de vista farmacoldgico, la aplicacion de medicamentos a dosis
subterapéuticas es una practica cuestionable en muchas situaciones (Sumano &
Gutiérrez, 2010).
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Emplear de manera inadecuada medicamentos puede generar bacterias resistentes tanto
en los animales como en el ser humano. Las dosis subterapéuticas promueven este
proceso, por lo que se debe evitar el uso antimicrobianos con fines preventivos (dosis
bajas) y aplicarlos s6lo para efectos curativos (dosis terapéuticas) (Sumano & Gutiérrez,
2010).

El objetivo es que los productos animales después de recibir diferentes tratamientos sea
inocuo y para esto debe encontrarse por debajo de los limites méaximos de residuos
establecidos por diferentes entes regulatorios, tales como la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), el Codex Almentarius (Sumano & Gutiérrez, 2010) y en el caso de
Colombia la Resolucién 1382 de 2013 (Ministerio de Salud y Proteccién Social, 2013).

La presencia de residuos de medicamentos se puede dar por:

= Desconocimiento de la farmacologia del producto.

= No seguir las instrucciones de dosificacion, no respetar el tiempo
especificado de retiro.

= Medicacién a dosis mayores o por lapsos mayores a los especificados de
ciertos farmacos.

= Combinacién de varios medicamentos sin control.

= [Falta de implementacion de buenas practicas en el uso de medicamentos
veterinarios.

= Uso de medicamentos o insumos agropecuarios sin la eficacia y seguridad
reconocida.

= Utilizacion de principios activos prohibidos (ICA, 2007; Sumano &
Gutiérrez, 2010).

3.5.1 Tiempos de retiro de antimicrobianos en produccion avicola

Al utilizar medicamentos veterinarios en el tratamiento de enfermedades en animales o el
mejoramiento de la produccién es importante considerar las medidas que se deben tomar
para que el uso de estos productos no altere la inocuidad de los alimentos para consumo
humano, es decir que no contengan residuos quimicos que representen un riesgo para la

salud del consumidor, o que afecte el comercio nacional o internacional del producto o



Marco tedrico 37

gue se generen residuos cuya concentracion en tejidos o productos como carne y huevo
estén por encima del LMR aceptado (ICA, 2007).

Por lo tanto, los medicamentos veterinarios (incluidos los que son empleados en la
formulacion de alimentos balanceados) que se emplean en los animales destinados para
la produccion, se deben administrar de acuerdo con la informacion del producto,
establecida en la etiqueta aprobada por el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA) y de
acuerdo con la prescripcion de un médico veterinario, asi mismo se debe impedir o
minimizar la posibilidad que animales que no hayan cumplido con el tiempo de retiro, este
es el tiempo que debe transcurrir entre la Ultima aplicacion o administracion del
medicamento y el sacrificio del animal para el consumo humano, de un medicamento
puedan ser sacrificados o productos de los mismos sean dados para el consumo
humano, puesto que, se debe tener presente que el uso no controlado e ilimitado de
medicamentos veterinarios, puede generar acumulacién de residuos en los animales
tratados y el uso continuo de productos como los antibacterianos pueden favorecer el
desarrollo de resistencia a los mismos, en particular, la resistencia bacteriana puede ser
transmitida por cadena alimentaria a seres humanos a través de contaminacion
microbioldgica o de los residuos de estas sustancias en alimentos de origen animal (ICA,
2007). En la Tabla 3-1 se presentan algunos macrélidos y lincomicina con el tiempo de

retiro correspondiente.

3.6 Limite maximo para residuos de medicamentos
veterinarios (LMRMV)

Los niveles legislados para limitar la exposicion se encuentran en la normatividad
establecidos como IDA (Ingesta diaria admisible), que es la cantidad de un medicamento
veterinario que puede ser consumida a diario sin presentar riesgo para la salud humana,
una estimacion realizada por la JECFA, (Comité Mixto FAO/OMS de expertos en aditivos

alimentarios) (Ministerio de Salud y Proteccién Social, 2013).

Asi mismo la normatividad nacional emplea los limites maximos para residuos de
medicamentos veterinarios (LMRMV) que son la concentracion maxima de residuos,
resultante del uso de medicamento veterinario (expresado en mg/kg o pg/kg sobre la

base del peso fresco del alimento), que se permita legalmente o0 se reconozca como
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admisible dentro de un alimento o la superficie del mismo (Ministerio de Salud y
Proteccién Social, 2013).

Por lo tanto la vigilancia a los productos de origen animal es prioridad en el tema de

seguridad alimentaria tanto para el consumidor local, como para comercializacion global.

Para realizar un control adecuado se requiere la adopcién de medidas tales como:

= Establecer los LMR para medicamentos veterinarios segun la normatividad
internacional como, Codex Alimentarius, FDA y Comisién Europea. En
Colombia los LMR estipulados para eritromicina, espiramicina, tilosina,
tilmicosina y lincomicina son acordes con el Codex Alimentarius.

=  Cumplir con los tiempos de retiro del medicamento de acuerdo a las
condiciones farmacoldgicas como principio activo, via de administracion,
dosis, entre otras.

= Disponer de laboratorios independientes con suficiente capacidad analitica
para realizar andlisis de residuos de medicamentos veterinarios, acorde

con las exigencias internacionales (Sumano & Gutiérrez, 2010).

3.6.1 Marco normativo
De acuerdo con la normatividad vigente los limites méaximos establecidos por los

diferentes entes internacionales y a nivel nacional son:

Tabla 3-13. Limites maximos de residuos de medicamentos veterinarios en musculo e
higado de pollo/ gallina.

Especie: Pollo/ Gallina RESIDUO DE MEDICAMENTO VETERINARIO (ug/ kg)

Instituciones o Espiramicina +

Tejido Eritromicina Tilmicosina Tilosina Lincomicina

agencias Neospiramicina
Codex Mdusculo 100 200 150 100 200
Alimentarius * Higado 100 600 2400 100 500
Comunidad Musculo 200 200 75 100 100
Econdmica
Europea” Higado 200 400 1000 100 500
Estados Unidos Mdsculo 125 --- 200 Exento
(USDA) © Higado 125 200 Exento
Gobierno de Musculo 125 --- --- 200 100

Canada ¢ Higado 125 200 500
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Ministerio de

Musculo 100 200 150 100 200
Salud y
Proteccion Social. - iago 100 600 2400 100 500
Colombia

Fuentes: a: Codex Alimentarius (2018)

b. Unién Europea (2010)

c. United States Department of Agriculture (2018)
d. Health Canada (2015)

e. Ministerio de Salud y Proteccién Social (2013)

3.7 Antimicrobianos de importancia critica para la
medicina humana

La OMS (Organizacion Mundial para la Salud) desde el afio 2005 realiza actualizaciones
periddicas de todos los antimicrobianos empleados en la medicina humana (gran parte
de ellos también empleados en medicina veterinaria), agrupandolos en tres categorias de
acuerdo con su importancia para la medicina humana: maxima prioridad, gran prioridad y
antimicrobianos importantes; de esta manera se pretende contribuir a la gestién de la
resistencia a los antimicrobianos para que estos medicamentos se empleen de manera

prudente en medicina humana y medicina veterinaria (OMS, 2016a).

En la Tabla 3-14 se muestra un resumen de esta clasificacién para los antimicrobianos

relacionados en este documento.

Tabla 3-14. Clasificacién y priorizacion de antimicrobianos clasificados como importantes
en medicina.

o «© Clase de antimicrobiano Criterio

g é Antimicrobianos de importancia critica C1 C2 P1 P2 P3

E % Méaxima prioridad

§ .% Macrolidos y cetolidos X X X X X

E & Antimicrobianos muy importantes

E E Lincosamidas NA* X NA*
*NA: No aplica.

Fuente: adaptada de (OMS, 2016a).

De acuerdo con OMS (2016), los criterios mencionados en la Tabla 3-14 corresponden a:
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= C1 (Criterio 1): Clase de antimicrobianos que constituye uno de los pocos o el
Unico tratamiento disponible para tratar infecciones bacterianas graves en
humanos.

= (C2 (Criterio 2): Clase de antimicrobianos utilizada para tratar infecciones
humanas causada por: 1) bacterias que pueden ser transmitidas a los humanos a
partir de fuentes no humanas, o 2) bacterias que pueden adquirir genes de
resistencia a partir de fuentes no humanas.

= P21 (Criterio de priorizacion 1): Gran niUmero de personas, 0 Uso en una elevada
proporcion de pacientes con infecciones graves en entornos de atencion sanitaria,
afectadas por infecciones bacterianas en las que esa clase de antimicrobianos es
la Unica alternativa, 0 una de las pocas existentes para tratar infecciones
humanas graves.

= P2 (Criterio de priorizacion 2): Clase de antimicrobianos de uso muy frecuente
en cualquier indicacibn médica humana o de uso en una gran proporcién de
pacientes con infecciones graves en entornos de atencién sanitaria, dado que
dicho uso puede favorecer la seleccién de resistencias en ambas circunstancias.

= P3 (Criterio de priorizacién 3): Clase de antimicrobianos utilizada para tratar
infecciones humanas en las que hay pruebas de la transmision de bacterias
resistentes 0 de genes de resistencia a partir de fuentes no humanas (OMS,
2016a).

3.8 Validacion del método analitico

Un laboratorio requiere métodos analiticos confiables para dar cumplimiento a la
normatividad nacional e internacional en todas las areas de analisis. La validacion del
método es el proceso en el cual se establecen las caracteristicas de rendimiento y las
limitaciones de un método, se identifican las influencias que pueden cambiar estas
caracteristicas y en qué medida lo hacen, de esta manera este es un requisito importante
en el andlisis quimico con el fin de brindar medidas que sean lo suficientemente cercanas

al valor verdadero desconocido en una muestra (Rambla, Esteve, & Carda, 2012).

3.8.1 Selectividad (especificidad)

La selectividad esta relacionada con el grado en que un método puede ser utilizado para

determinar con exactitud el analito de interés en presencia de los demas componentes de
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una muestra (ICONTEC, 2005; Morrillas, Barwick, Ellison Stephen, Engman, &
Magnusson, 2016; Quattrocchi, de Adrizzi, & Laba, 1992).

Para cumplir este pardmetro el método debe ser capaz de determinar de manera
selectiva cada uno de los seis compuestos. El uso de HPLC-MS/MS provee la
selectividad apropiada al usar 2 o 3 iones (transiciones) especificas para cada
compuesto. Este método da un valor de 4 en la escala de 1 a 5,5 de "puntos de
identificacion" establecida por la Unidbn Europea para métodos analiticos (Comunidad
Europea, 2002).

3.8.2 Linealidad

La linealidad de un método analitico se refiere a la proporcionalidad entre la
concentracion del analito en la muestra y su respuesta (ICH, 2005; Quattrocchi et al.,
1992).

La linealidad puede demostrarse directamente en la sustancia problema (mediante
dilucion de una solucién madre estandar) o al pesar por separado las mezclas sintéticas
de los componentes del producto de prueba. La linealidad se determina mediante una
serie de cinco a seis inyecciones de cinco 0 mas patrones cuyas concentraciones

abarcan 80-120 por ciento del rango de concentracion esperado (Rambla et al., 2012).

3.8.3 Limite de deteccidon (LOD) y limite de cuantificacion (LOQ)

El limite de deteccién (LOD) se define como la cantidad minima de analito en una
muestra que puede detectarse pero no necesariamente cuantificarse como un valor
exacto (ICH, 2005; Quattrocchi et al., 1992), esto es muy importante, especialmente en la

medicién de residuos.

El limite de cuantificacion (LOQ) de un procedimiento analitico individual es la cantidad
mas baja de analito en una muestra que puede determinarse cuantitativamente con
precision y exactitud. El limite de cuantificacion es un parametro de ensayos cuantitativos
para niveles bajos de compuestos en matrices de muestras (ICH, 2005; Quattrocchi
et al., 1992).

El LOQ debe ser igual o inferior a los valores de limite maximo de LMRMV sefialados en

el numeral 3.6.1 (marco normativo para Colombia). Se determinan experimentalmente
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como 10 veces la relacién sefial: ruido o como 3,3 veces la desviacion estandar (DS) de
estas mediciones, asi mismo el limite de deteccion LOD determinado segun el método
EPA 40 CFR, corresponde a 3 veces la desviacién estandar de estas mediciones (US-
EPA, 2011).

La varianza S? (Ecuacién 1) y la desviacion estandar (DS) (Ecuacion 2) de las
mediciones son:

Ecuacién 1

2L [Z?ﬂxﬂ—(mlxaz]

Tn—-1 n
Ecuacién 2

1
DS = (52)2

3.8.4 Precision

La precisién esta relacionada con la dispersién de las medidas alrededor de su valor
medio o central y corresponde al grado de concordancia entre ensayos individuales
cuando el método se aplica repetidamente a mdltiples alicuotas de una muestra
homogénea (ICH, 2005; Quattrocchi et al., 1992).

La precisibn se expresa matematicamente como la desviacion estandar (DS) o la
desviacion estandar relativa (RSD) o porcentaje de coeficiente de variacion (%CV) que
se calcula como se presenta en la Ecuacién 3:

Ecuacién 3

DS x 100 DS x 100
RSD = % %CV = ——

Donde x corresponde al promedio de las mediciones (Quattrocchi et al., 1992).

*= Repetibilidad
La repetibilidad expresa la precision bajo las mismas condiciones de operacién

durante un intervalo corto de tiempo (ICH, 2005).
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3.8.5 Exactitud

La exactitud de un procedimiento analitico expresa la cercania de acuerdo entre el valor
gue se acepta como un valor verdadero convencional o un valor de referencia aceptado y
el valor encontrado (Ecuacion 4 y Ecuacién 5), también se conoce como error
sistematico, corresponde a la diferencia entre el valor obtenido (promedio) y el valor
verdadero, también se puede expresar como porcentaje de recuperacién (Ecuacién 6)
mediante el ensayo de la cantidad agregada conocida de analito en la muestra o como la
diferencia entre la media y el valor verdadero aceptado, junto con el intervalo de
confianza. La recuperacion esperada depende de la muestra matriz, el procedimiento de
procesamiento de muestra y la concentracion de analito. (ICH, 2005; Quattrocchi et al.,
1992; Rambla et al., 2012).

Ecuacién 4

Desviacion:B = x — X

Ecuacién 5
, . B
Desviacion relativa: B% = 7 X 100
Ecuacion 6
X
Recuperacion R = 3 x 100

Donde x es el valor promedio y x es el valor verdadero

3.8.6 Efecto matriz

El efecto matriz es la alteracion directa o indirecta, la interferencia de la respuesta debido
a la presencia de analitos indeseados (para analisis), u otras sustancias de interferencia
en la muestra (ICH, 2005).

Este efecto matriz en cromatografia liquida con espectrometria de masas en tdndem (LC-
MSMS) puede verse afectado por la aparicion de la supresiébn o el aumento ibnico
causado por la presencia de la matriz u otra interferencia en la muestra la cual puede

afectar fuertemente la reproducibilidad, linealidad y precision (Trufelli et al., 2011)
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Trufelli y colaboradores (Trufelli etal., 2011) exponen algunos mecanismos para la
supresion o aumento iénico por la coelucién de compuestos que pueden interferir con la

sefal del analito en fase liquida, asi:

= Competencia de las cargas disponibles y el acceso a la superficie de la gota
entre el analito y los componentes de la matriz.

= La presencia de compuestos interferentes a alta concentracion pueden aumentar
la viscosidad y la tension superficial de las gotas para cambiar la eficiencia de su
formacién y evaporacion.

= Los componentes de la matriz o los aditivos presentes en la fase mévil actian

como reactivos que generan la formacion de pares iénicos con el analito.



4.Metodologia

= Tipo de estudio: Estudio descriptivo de corte transversal.

= Area del conocimiento: Toxicologia alimentaria

Este estudio determina la concentracién de cinco macrdlidos (eritromicina, espiramicina,
neoespiramicina, tilmicosina y tilosina) y lincomicina en musculo e higado de pollo
provenientes de plantas de beneficio del departamento de Cundinamarca empleando
cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada a espectrometria de masas en tandem
(HPLC-MS/MS) y evalla estos resultados respecto a los limites maximos de residuos de

medicamentos veterinarios establecidos en la legislacion colombiana.
El desarrollo de este proyecto se llevd a cabo en tres etapas:

1. Muestras de estudio: recepcion de las muestras aportadas por la Corporacion
colombiana de investigacion agropecuaria (Corpoica) provenientes del proyecto
marco “Corredor tecnolégico agroindustrial Bogota y Cundinamarca”.

2. Implementacion del método analitico establecido por (Martos et al., 2008) para
confirmacion de antibidticos macroélidos/ lincosamidas (eritromicina, tilosina,
tilmicosina, espiramicina y su residuo activo neoespiramicina y lincomicina) por
HPLC - MS/MS con trampa de iones.

3. Determinacion de la concentracion de los cinco macrdélidos y lincomicina en las

muestras de pollo obtenidas (musculo e higado).

El desarrollo experimental de esta tesis se realizd en el laboratorio de Toxicologia de la
facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional de Colombia y la

determinacion se realizé en el laboratorio Micotox Ltda de la ciudad de Bogota.

4.1 Muestras de estudio

La recoleccion de las muestras se realiz6 dentro del marco del proyecto “Corredor
tecnoldgico agroindustrial Bogota y Cundinamarca” de Corpoica, en plantas de beneficio

del departamento de Cundinamarca, desde octubre de 2017 a enero de 2018. Se
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tomaron 100 muestras, 50 pechugas (musculo) y 50 higados de pollo. EI muestreo fue

pareado y se realizd en los municipios descritos en el anexo A.

4.1.1 Muestra de laboratorio

La muestra de laboratorio consiste en musculo (pechuga) e higado de pollo de plantas de
beneficio del departamento de Cundinamarca, que fueron transportadas al laboratorio de
Toxicologia de la facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional
de Colombia empleando nevera portatil con el fin de mantener la cadena de frio a una

temperatura promedio de 0°C, debidamente empacadas e identificadas.

4.1.2 Criterios de inclusion

Pollos de plantas de beneficio ubicadas en el departamento de Cundinamarca.

4.1.3 Criterios de exclusion

Diferentes muestras de tejido animal exceptuando musculo e higado de pollo.
Pollos de granjas, plantas de beneficio o empresas integradoras fuera del departamento

de Cundinamarca.

4.2 Implementacion del método analitico y

determinacioéon

Para la implementacién del método analitico se tom6 como referente el método publicado
por (Martos etal., 2008). La validacion se desarrollé de acuerdo con los parametros

establecidos en la International Conference on Harmonisation (ICH) (ICH, 2005).

Como blanco de andlisis se empleé metanol grado HPLC, como blanco de matriz se
emplearon muestras de pollo (higado y musculo), aparte de las cien muestras del
estudio, proporcionados por Corpoica las cuales fueron transportadas al laboratorio de
Toxicologia de la facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional
de Colombia empleando nevera portatil con el fin de mantener la cadena de frio a una

temperatura promedio de 0°C, debidamente empacadas e identificadas.
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Se verificd por medio de la respuesta cromatogréafica y de espectrometria de masas la
ausencia de eritromicina, espiramicina, neoespiramicina, tilmicosina, tilosina y lincomicina
de los blancos de matriz y se almacenaron a una temperatura de -25°C. Previo a estos
andlisis personal de Corpoica realizé la verificacion en granja evidenciando que a estas
aves no se les suministrara ninguno de los antimicrobianos relacionados en el presente

estudio.

Todas las actividades realizadas dentro de la implementacion del método se llevaron a
cabo bajo el sistema de gestion ambiental de la Universidad Nacional de Colombia sede

Bogota y del laboratorio Micotox.

4.2.1 Fundamento

Los macrdlidos y lincomicina en muestras de tejido animal se extraen mediante
aplicaciones repetidas del solvente acetonitrilo (CH3CN), diluidos en agua,
desengrasados con hexano y posterior filtracidn e inyeccién en el cromatdgrafo liquido de
alta eficiencia en donde son separados en una columna cromatografica dcl18 en fase
reversa, posteriormente identificadas en un detector de masas en tdndem y cuantificados

por integracion (Martos et al., 2008).

4.2.2 Equipos, materiales y reactivos

= Equipo

- Equipo de cromatografia liquida de alta eficiencia HPLC-MS/MS marca Shimadzu,
prominence LC-20AD, espectrémetro de masas triple cuadrupolo - Sciex QTRAP
3200.

- Centrifuga HITACHI O5P-21,

- Agitador vortex Heildoph

- Bafio ultrasonico EIma E30H Elmasonic

- Shaker Fisher Clinical Rotator

- Balanza analitica de cuatro cifras decimales.

- Columna HPLC Atlantis dC 18 (3 mm x 150 mm, 5 pm), protegida por una
precolumna Atlantis dC 18 (2,1 mm x 5 mm, 5 yum).

- Congelador Biobase®, modelo BDF-25V450
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Material de laboratorio

Micropipetas de 20 - 200 uL, 100 -1000 pL, 0,5—-5mL, 1 —10mL

Vidrio de reloj

Tubo de centrifuga de polipropileno de 50 mL
Espatula

Bisturi quirargico

Viales de 1,5 mL

Gradillas para tubos de ensayo y para viales
Filtro de jeringa de teflon de 0,2um
Reactivos

Agua grado HPLC

Acetonitrilo CHsCN grado HPLC

Hexano grado HPLC

Metanol grado HPLC

Estandares de eritromicina A, espiramicina, neoespiramicina, tilosina, tilmicosina y

lincomicina (Ver Tabla 4-1).

Tabla 4-1. Estandares empleados.

Estandar Pureza (%) Marca Lote
Eritromicina A 93,0 Sigma - Aldrich SZBE092XV
Espiramicina 92,6 Sigma - Aldrich SZBF320XV
Neoespiramicina 96 Toronto Research Chemicals ~ N390040
Tilmicosina 93,0 Sigma - Aldrich BCBR6592V
Tilosina 95,5 Sigma - Aldrich SZBE217XV
Lincomicina 100,3 Sigma - Aldrich SZBC340XV

Fuente: Elaborada por el autor.

Gases nitrégeno y aire

Preparacion de solucién stock

A partir de los estandares de espiramicina, neoespiramicina, tilosina, tilmicosina,

eritromicina y lincomicina se prepararon soluciones stock a concentraciones

aproximadas entre 1,15 — 1,42 mg/mL en metanol grado HPLC.
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»= Solucion intermedia 1
A partir de las soluciones stock se prepararon las soluciones intermedias 1 de 0,05

mg/mL en metanol grado HPLC.

= Solucion intermedia 2

A partir de las soluciones intermedias 1 se prepararon las soluciones intermedias 2 a
una concentracion de 5 pug/mL empleando como solvente metanol grado HPLC, por
tltimo se preparé una solucion mixta la cual contenia todos los macrolidos y
lincomicina a una concentracion de 1 pg/mL de cada uno, también se empleé metanol

grado HPLC como solvente.

Todas las soluciones se homogenizaron en vortex y se conservaron en viales ambar

de 5 010 mL a una temperatura de -25°C.

Para la curva patrén, a partir de la solucion mixta o solucién de trabajo a una
concentracion de 5 ug/mL de cada macroélido y lincomicina, se prepararon soluciones
estandar a concentraciones de 5, 10, 20, 40 y 80 ng/mL disueltos en metanol grado

HPLC y conservadas en viales @mbar a -25°C.

4.2.3 Tratamiento de la muestra

= Transporte y almacenamiento de la muestra.
La muestra de laboratorio consiste en musculo (pechuga) e higado de pollo de plantas de
beneficio del departamento de Cundinamarca, que fueron transportadas al laboratorio de
Toxicologia de la facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional
de Colombia empleando nevera portétil con el fin de mantener la cadena de frio a una
temperatura promedio de 0°C, al ingresar en el laboratorio se verificO que estuvieran
debidamente empacadas e identificadas y se diligenciaron en el registro de entrada de
muestras del laboratorio, fueron rotuladas y conservadas a temperatura de -25°C

aproximadamente hasta su analisis.

= |dentificacién de la muestra.
La muestra se identific6 mediante numeracion secuencial de acuerdo al orden
cronoldgico de ingreso al laboratorio y se asigné el nombre asi: si correspondia a higado

H y el numero correspondiente, H# y el musculo (pechuga) como P#, en el rotulo se
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describia informacion como: nimero de muestra, informacion del sexo del animal y fecha

de recepcion en el laboratorio.

El procedimiento de andlisis de las muestras se muestra en la Tabla 4-2.

Tabla 4-2. Procedimiento de analisis de muestras.

Etapa

Procedimiento

Preparacion de
la muestra

Tomar 8 g aproximadamente de muestra, preferiblemente
congelada

Picar finamente entre 1 — 2 mm

Introducir la muestra en un tubo de centrifuga de 50 mL de

polipropileno

Extraccion

Tomar 5,0+0,1 g (pechuga) o 2,5+0,1 g (higado) de la muestra
picada anteriormente

Anadir 5 mL de acetonitrilo (CH3;CN)

Sonicar durante 15 minutos

Agitar en shaker a 400 rpm durante 10 minutos

Llevar al agitador vortex durante 1 minuto

Centrifugar a 3700 rpm durante 10 minutos a 5 °C

Transferir el sobrenadante a tubos de centrifuga de 50 mL limpios
Adicionar 2,5 mL de acetonitrilo (CH3CN) a la muestra de tejido
Sonicar durante 15 minutos

Agitar en shaker a 400 rpm durante 10 minutos

Llevar al agitador vortex durante 1 minuto

Centrifugar a 3700 rpm durante 10 minutos a 5°C

Tomar el sobrenadante claro y afiadirlo al sobrenadante de la
primera extraccion

Llevar a 25mL con agua grado HPLC

Adicionar 5mL de hexano

Agitar de manera manual durante 1 minuto

Centrifugar este extracto a 3700 rpm durante 10 minutos a 5°C
Descartar la capa de hexano

Filtrar una alicuota de 1 mL aprox. de extracto dentro de un vial
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de vidrio ambar de 1,5 mL empleando filtros de jeringa de teflon
de 0,2pum.

- Llevar el vial al automuestreador del cromatdgrafo liquido con
Analisis

detector de masas en tandem (HPLC-MS/MS) de triple

cuadrupolo y realizar su lectura.

Para la preparacion de muestras fortificadas (spikes) se adicionaron alicuotas

adecuadas de patron mixto a 5,0 g de tejido homogenizado, la muestra se dej6

reposar durante 30 minutos y se continu6 la preparacion como se indica en la Tabla

4-2.

En la Figura 4-1 se presenta el tratamiento de la muestra.

Figura 4-1. Tratamiento y extraccion de la muestra.

Preparacion de la
muestra

Extraccion - bafo
ultrasoénico

Extraccion - Agitacion a
400 rpm

Extraccion -
centrifugacion a 3700
rpm

Fuente: elaborada por el autor.

4.2.4 Optimizacion del sistema instrumental

Para la optimizacion del sistema instrumental inicialmente se realizé una infusién de las

soluciones estandar de cada uno de los macrolidos y lincomicina, posterior a esto se

llevdé a cabo la verificacién y condiciones de flujo de inyeccion para cada compuesto

optimizando parametros como: potencial de colision (DP), potencial de entrada (EP),
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potencial de entrada en la clda de colisién (CEP), energia de colisién (CE), potencial de
salida de la celda de colisibn (CXP), flujo de gas cortina (CUR), voltaje de spray de
ionizacion (IS), temperatura del nebulizador (TEM), gas nebulizador (GS1), gas auxiliar

(GS2) y presion del gas de colision (CAD).

4.2.5 Condiciones cromatograficas y de espectrometria de masas

en tandem (MS/MS)

» La cromatografia liquida se llevé a cabo en una columna HPLC Atlantis dC 18 (3
mm X 150 mm, 5 um), protegida por una precolumna Atlantis dC 18 (2,1 mm x 5
mm, 5 pm).

» Temperatura del rack donde se encuentran las muestras: 22 a 24°C.

» Temperatura del horno en el que se encuentra la columna: 40°C.

= La fase movil A: agua grado HPLC con 0,1% de acido férmico y fase mdévil B:

metanol grado HPLC con 0,1% de acido férmico+ (Figura 4-2).

Figura 4-2. Gradiente empleado en la fase movil para el analisis cromatografico.
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El gradiente de la fase movil B se programé de la siguiente manera: durante 1
minuto se mantuvo al 5%, del minuto 1 al minuto 5 aumenté hasta el 35%, de alli
hasta el minuto 7 ascendi6 hasta el 95% alli se mantuvo hasta el minuto 10, para
finalmente regresar a la condicién inicial del 5% hasta el minuto 16 a un flujo de

0,6 mL/ minuto.
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= Antes y después de cada inyeccion se programaron ciclos de lavado y purga del
sistema de inyeccién con acetonitrilo (CH;CN) de 200 uL y velocidad de lavado de
35 ul/s.

» Interfase de ionizacién electrospray ESI en modo positivo.

= La energia de colision se optimizé para cada macrélido y lincomicina por
separado empleando infusién de los estandares.

= Se empled un analizador de trampa de iones en tandem.

4.2.6 Validacion del método analitico

La identificacién y cuantificacién de eritromicina, tilosina, tilmicosina, espiramicina y su
residuo activo neoespiramicina y lincomicina, corresponde a la adaptacion del método
establecido por (Martos et al., 2008). EI método analitico se valid6 de acuerdo con los
parametros establecidos en la International Conference on Harmonisation (ICH) (ICH,
2005), teniendo en cuenta parametros como: exactitud, precision, selectividad
(especificidad), limite de deteccion (LOD), limite de cuantificacion (LOQ), linealidad,

recuperacion y efecto matriz.

Para el proceso de validacion se debe tener en cuenta que al analizar los parametros en
metanol se hace referencia al sistema, al analizar los resultados en matriz (masculo e

higado) se hace referencia al método.

= Selectividad (especificidad)
Es muy importante demostrar que los picos o0 sefales seleccionados
correspondan al analito de interés y no a otros compuestos, para esto en primer
lugar se verificd que la matriz no presentara interferencias, para esto se corrieron
muestras blanco en matriz y posteriormente se corrieron blancos de matriz
fortificados, se tomaron 2 o 3 iones (transiciones) especificas para cada

compuesto.

= Linealidad
El rango lineal se defini6 empleando 5 concentraciones para la curva, 4, 10, 20,
50 y 100 ng/mL cada una de ellas evaluadas por triplicado para cada matriz

(higado y musculo) y metanol, se empled el método de regresion lineal y pruebas
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estadisticas. El coeficiente de regresion lineal (r) se determiné para evaluar el
modelo lineal propuesto Y = bX + a, donde la pendiente (b) es el pardmetro
indicativo de la sensibilidad del método y (a) se calculé para evaluar la
proporcionalidad de la funcion analitica, es decir si la recta pasa por el origen y
gue las desviaciones se puedan adjudicar a errores aleatorios (Quattrocchi et al.,
1992).

Los valores (a) y (b) se calculan como se muestra en la Ecuacién 7 y Ecuacion 8.
Ecuacion 7. Calculo de (a), ordenada al origen
XY, —bYX
a=—"
n
Ecuacion 8. Célculo de (b), pendiente de la recta

X; Y
- BALY

B X Xi)?
ZX?“?T_

Donde: n es el nUmero de mediciones, X; la concentracion, Y; el valor medido

(area del pico) en el ensayo i.

El valor (r) se estima de la siguiente manera (Ecuacion 9):

Ecuacion 9.

X XY __ZX%ZYI'

o o)

También se realiz6 un test estadistico, en el cual se calcula un valor t, (Ecuaciéon

10) con n-2 grados de libertad y se compara con el valor t tabulado para el nivel
de confianza requerido (Quattrocchi et al., 1992).

Ecuacion 10.

Irly/(n —2)
ty = —
V@ —1?)
El limite de confianza para el estimador de la pendiente (b) se calcula en funcién

de su varianza S, (Ecuacion 11):
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Ecuacion 11

2
S X,y

ZXiz _ (in)z

n

YY?—aXY, - bY XY,
n—2

SZ

xy =
Los limites de confianza de la pendiente corresponde a:

Intervalo de confianzade b =b +t- S,

El limite de confianza del estimador de la ordenada al origen (a) se calcula en

funcién de su varianza S, (Ecuacion 12):

Ecuacion 12

’ T X?
Sa=|S% nl

Intervalo de confianzadea=a tt-S,

Limite de deteccién (LOD) y limite de cuantificaciéon (LOQ)

En la determinacion del limite de deteccién (LOD) y el limite de cuantificacién
(LOQ) se adicioné una concentracion de 10 ng/g de estdndar a muestras de
blancos, en donde tedéricamente el limite de cuantificacion (LOQ) debe
corresponder al primer punto de la curva de calibracion, para esto se llevd a cabo
una serie de ocho repeticiones con valores inferiores a los LMR sefialados en el
numeral 3.6.1 (marco normativo para Colombia). EI LOQ se determina
experimentalmente como 10 veces la relacion sefial: ruido o como 3,3 veces el
LOD calculado y el limite de deteccién LOD determinado segun el método EPA 40
CFR, corresponde a 3 veces la desviacion estdndar de estas mediciones (US-
EPA, 2011).

La varianza S? y la desviacion estandar (DS) de las mediciones son:

n—1 n

oo 1 [Z?ﬂxﬂ—(z?:lxi)z]
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1
DS = (s?)2

= Exactitud, precisién y recuperacion.

Se determina en muestras blanco de musculo e higado de pollo fortificadas con cada
uno de los compuestos, para esto se adicionaron tres niveles para determinar la
exactitud, precision y recuperacion a tres concentraciones diferentes. Se realizaron 3

réplicas para cada concentracion. Los tres niveles fueron: 20, 50 y 100 ug/kg.

Los célculos de estos parametros se llevaron a cabo como se indica en las
ecuaciones: precision (Ecuacién 3) y exactitud expresada como recuperacion

(Ecuacion 6).

= Efecto matriz

El efecto matriz se evalu6é comparando las pendientes de las curvas de calibracién en
presencia de la matriz (musculo e higado) con respecto a la del sistema en ausencia
de matriz, se emplearon 5 concentraciones para la curva, 4, 10, 20, 50 y 100 ng/mL
cada una de ellas evaluadas por triplicado para cada matriz (higado y musculo) y

metanol.

Barcellos y colaboradores proponen realizar la comparacion de las proporciones de
las pendientes para calcular el efecto matriz (EM) (Barcellos etal., 2015), las
pendientes se comparan entre cada par de curvas obtenidas entre el sistema en
ausencia de matriz y en presencia de la matriz musculo y matriz higado como se

indica en la
Ecuacion 13:
Ecuacion 13. Calculo efecto matriz

EM = pendientemuestras fortificadas

pendientecsiandar en metanol

Las relaciones de pendiente por debajo de 0,9 o por encima de 1,1 se asocian con

supresion ibnica o mejora de iones, respectivamente (Barcellos et al., 2015).
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4.2.7 Analisis de datos

Con el propésito de obtener datos para la validacién del método, se cuantifica mediante
el método de adicion de estandares y se define por la curva de calibracion la variable
independiente (x): como la concentracibn de cada antimicrobiano en la muestra
expresada en pg/kg y la variable (y) la respuesta: como la relacion de areas entre cada

antimicrobiano y su estandar.

La recoleccién de datos se realizé directamente de los reportes emitidos por el equipo
HPLC — MS/MS por medio del software Analyst ®, el andlisis de datos se lleva a cabo

mediante el programa Excel versién 2010.

4.3 Consideraciones éticas

De acuerdo con los principios establecidos en la Resolucién 008430 de la Republica de
Colombia de Octubre 4 de 1993, articulo 11, numeral a: esta investigacion se considera
sin riesgo, ya que es un estudio en el que no se empled individuos humanos como
material de estudio, asi mismo dando cumplimiento al titulo V de la Resolucion en
mencién, se evalud la importancia de realizar este estudio por la relevancia en la salud
humana y animal, asi como avance del conocimiento; los animales no sufrieron
manipulacion in vivo, las muestras de pollo provenian de plantas de beneficio avicola del
departamento de Cundinamarca y se manipularon solamente musculo e higado de las

mismas.

El Comité de Etica de investigacién de la Facultad de Medicina mediante acta de
evaluacion numero 019-321-17 consideré este estudio valido desde el punto de vista

ético (Anexo B).

La informacion de las muestras se trat6 de manera confidencial.

4.4 Propiedad intelectual

El presente trabajo de investigacion se acoge a la normatividad de propiedad intelectual
enmarcada en el acuerdo nimero 035 de 2003, acta niumero 08 del 03 de diciembre de

2003 del Consejo Académico de la Universidad Nacional de Colombia.
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4.5 Declaracion de conflicto de interés

Se declara NO tener ningun conflicto de interés que afecte el desarrollo de este estudio.



5.Resultados y discusion

5.1 Optimizacion del sistema instrumental

El método analitico se optimiz6 con el fin de verificar y mejorar las condiciones de
separacion y analisis de tilosina, espiramicina, neoespiramicina, eritromicina, tilmicosina y

lincomicina.
El propdsito de la infusion es caracterizar las condiciones preliminares de ionizacion de
cada analito empleando como solvente metanol grado HPLC, esta se realizé con los

siguientes parametros (Tabla 5-1):

Tabla 5-1. Parametros empleados en el proceso de infusién

Compuesto Con_centracic')n Flujc_) ' Volurr_wfen de
en vial (ug/mL)  (uL/min) inyeccion (uL)
Tilosina 0,2 10 10
Espiramicina 0,2 10 10
Lincomicina 0,2 10 10
Eritromicina 0,05 10 10
Tilmicosina 0,05 10 10
Neoespiramicina 0,4 10 10

Fuente: elaborada por el autor

La ionizacion empleando la interfase ESI (lonizacion por electrospray) en modo positivo
se utilizé teniendo en cuenta los grupos funcionales de los macrdlidos y lincomicina que
tienden a formar cationes, asi mismo para favorecer su formacion se usé como fase
movil un acido organico (acido férmico al 0,1%), el gradiente empleado se muestra en la
Figura 4-2, para cada analito de interés se monitorizaron tres transiciones por ion. Las

condiciones optimizadas para espectrometria de masas se muestran en la Tabla 5-2.
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Tabla 5-2. Condiciones optimizadas para ESI — MS/MS.

6n lones
Compuesto  MRM  precursor producto DP EP CEP CE CxP
[M+H]" [M+H]"

1 916,5 174,2 77 10,0 28 51 6

Tilosina 2 7725 76 10,0 28 44 6
3 101,2 76 10,0 28 66 4

1 422,4* 174,3 32 40 22 21 4

Espiramicina 2 101,0 32 40 20 31 4
3 145,3 31 40 20 20 4

1 407,2 126,2 36 60 32 27 4

Lincomicina 2 359,3 36 60 21 25 6
3 83,1 36 60 32 81 4

1 734,4 158,3 26 85 46 41 4

Eritromicina 2 83,0 26 8,5 46 82 4
3 576,4 26 85 46 26 4

1 435,4* 695,5 3 80 17 21 7

Tilmicosina 2 174,3 35 8,0 17 33 6
3 88,1 35 80 17 63 2

1 350,4* 174,2 19 40 14 18 2

Neoespiramicina 2 160,2 19 40 14 16 4
3 88,1 18 40 26 42 4

*|6n precursor [M + 2H]*

MRM: Monitoreo de reacciones multiples, DP: potencial de desintegracion (voltios), EP:
potencial de entrada (voltios), CEP: potencial de entrada en la celda de colisién, CE:
energia de colision, CxP: potencial de salida de la celda de colision.

Continuando con el proceso de optimizacién se realizé el analisis de inyeccion de flujo
(FIA, por sus siglas en inglés) se obtuvieron las siguientes condiciones para todos los
compuestos: flujo de gas cortina (CUR): 15 psi, voltaje de spray de ionizacién (1S): 4800
V, temperatura del nebulizador (TEM): 650 °C, gas nebulizador (GS1): 60 psi, gas auxiliar
(GS2): 65 psiy presion del gas de colision (CAD): 3 psi.

La elucibn de tilosina, espiramicina, lincomicina, eritromicina, tilmicosina y
neoespiramicina se realizé bajo las condiciones cromatograficas establecidas en el
numeral 4.2.5, con un tiempo total de corrida de 16 minutos permitiendo que la columna
se equilibrara antes de la siguiente inyeccion, asi se obtuvieron los picos en el

cromatograma (Figura 5-1).
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Figura 5-1. Cromatograma obtenido para estandares de tilosina,
lincomicina, eritromicina, tilmicosina y neoespiramicina en matriz.
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En estos cromatogramas el eje x corresponde al tiempo (minutos) y en el eje y se

encuentra la intensidad reportada en cuentas por segundo (cps).

El método implementado en el presente estudio permite la determinacién de tilosina,

espiramicina, lincomicina, eritromicina, tilmicosina y neoespiramicina.

5.2 Validacion del método analitico

Teniendo en cuenta los lineamientos establecidos en la International Conference on

Harmonisation (ICH) (ICH, 2005) se evaluaron los siguientes parametros:

5.2.1 Selectividad (especificidad)

Para cumplir este parametro se realizaron determinaciones de los estandares en matriz
identificando 3 transiciones especificas (ion precursor e iones producto) para cada
macrolido y lincomicina, previo a esta determinacion se realiz6 la verificacion de blancos
de matriz. En la Figura 5-2 se muestra un cromatograma de muestra blanco sin niveles
detectables, ya que la intensidad reportada es muy baja, 135 cps (cuentas por segundo),

esto permite establecer que la matriz no interfiere con las sefiales emitidas.

Figura 5-2. Cromatograma de muestra blanco sin niveles detectables para cada uno de
los macrolidos y lincomicina
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En la determinacion de selectividad para cada macrdlido y lincomicina se tuvo en cuenta

el ion precursor y dos transiciones como se menciona en la Tabla 5-2.

En las figuras Figura 5-3 a Figura 5-8 se presentan los cromatogramas del método
tandem para cada macrdlido y lincomicina, el eje x refiere al tiempo en minutos, el eje y
corresponde a intensidad en cuentas por segundo. El numeral A alude al ion precursor, B

y C hacen referencia a los iones producto de cada compuesto, TR (tiempo de retencién).

Figura 5-3. Cromatograma del método tdndem para eritromicina en una muestra blanco
fortificada.
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Figura 5-4. Cromatograma del método tandem para espiramicina en una muestra blanco
fortificada
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Figura 5-6. Cromatograma del método tAndem para tilmicosina en una muestra blanco
fortificada.
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Figura 5-8. Cromatograma del método tandem para lincomicina en una muestra blanco
fortificada.
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5.2.2 Linealidad

El rango lineal se definio6 empleando 5 concentraciones para la curva de calibracion, 4,
10, 20, 50 y 100 ng/mL; cada una de ellas evaluadas por triplicado para cada matriz
(higado y musculo) y metanol, esta curva se obtiene de la relacion del area de los picos
de cada macrdlido y lincomicina con respecto a la concentracion; se emple6 el método de
regresion lineal para hallar la ecuacién de la recta como se indica en las ecuaciones
Ecuacion 7,Ecuacion 8 y Ecuacion 9, en el anexo C se encuentra los datos para calculo

de curva de calibracién de cada compuesto.

En las figuras 5-9 a 5-14 se presenta la curva de calibracion para tilosina, espiramicina,

lincomicina, eritromicina, tilmicosina y neoespiramicina.
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Figura 5-9. Curva de calibracién para tilosina
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Figura 5-10. Curva de calibracion para espiramicina
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Figura 5-11.Curva de calibracion para lincomicina
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Figura 5-12. Curva de calibracién para eritromicina
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Figura 5-13. Curva de calibracion para tilmicosina
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Figura 5-14. Curva de calibracién para neoespiramicina
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De acuerdo con la ecuacién de la recta y el valor R? calculado estas curvas de
calibracién (figuras 5-9 a 4-14) presentan comportamiento lineal, adicionalmente se
realizd6 prueba estadistica de t para la pendiente, intercepto y el coeficiente de
correlacion, como se indic6 en la Ecuaciéon 10 y se determinaron las desviaciones
estandar a un nivel de significancia del 5%. Los resultados obtenidos se encuentran en
las tablas 5-3 a 5-8.
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Tabla 5-3. Datos de las curvas de calibracién y resultados de las pruebas de hipétesis
para el intercepto, la pendiente, coeficiente de correlacion de tilosina en sistema y

método.

SISTEMA (Metanol)

Parametro Valor S, 0 S, LCI LCS t calculado
Pendiente 1167,734 6,968 0 2335,468 t;, 167,596
Intercepto -672,619 355,495 -1345,239 0 t, 1,8921
ggﬁggg‘gﬁ de 9908 t, 167,596

METODO (Matriz masculo)

Parametro Valor S, 0 S, LCI LCS t calculado
Pendiente 1003,018 8,765 0 2006,036 t, 114,436
Intercepto 88,938 447,197 0 177,877 t, 0,1989
ggﬁgfggrgﬁ de 59995 t, 114,436

METODO (Matriz higado)

Parametro Valor Sy, 0 S, LCI LCS t calculado
Pendiente 839,179 8,129 0 1678,359 t;, 103,229
Intercepto -290,471 414,771 -580,943 0 t, 0,7003
ggﬁgfggﬂ:ﬁ de 59994 t, 103,229

Sy, 0 S.: Desviacion estandar de la pendiente o el intercepto
LCI: Limite de confianza inferior

LCS: Limite de confianza superior

ty, t, y t,.: Valores de t calculados

Tabla 5-4. Datos de las curvas de calibracién y resultados de las pruebas de hipétesis
para el intercepto, la pendiente, coeficiente de correlacion de espiramicina en sistemay
método.

SISTEMA (Metanol)

Parametro Valor S, 0 S, LCI LCS t calculado
Pendiente 713,980 4,138 0 1427,960 t, 172,527
Intercepto -605,133 211,146 -1210,266 0 t, 2,866
Coeficiente de
correlacion 0,9998 t, 172,527

METODO (Matriz masculo)

Parametro Valor S, 0 S, LCI LCS t calculado
Pendiente 489,9515  4,9338 0 979,903 t, 99,305
Intercepto 105,7836 251,7301 0 211,567 t, 0,420
Coeficiente de
correlacion 0,9993 tr 99,305

METODO (Matriz higado)
Parametro Valor S, 0 S, LCI LCS t calculado
Pendiente 331,277 9,456 0 662,554 t, 35,032
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Intercepto 1186,347 482,480 0 2372,695 t, 2,459
Coeficiente de ;9,7 t, 35,032
correlacion

Sp 0 S,: Desviacion estandar de la pendiente o el intercepto
LCI: Limite de confianza inferior

LCS: Limite de confianza superior

ty, t, y t.: Valores de t calculados

Tabla 5-5. Datos de las curvas de calibracion y resultados de las pruebas de hipotesis
para el intercepto, la pendiente, coeficiente de correlacion de lincomicina en sistema y
método.

SISTEMA (Metanol)

Parametro Valor S,0S, LCI LCS t calculado
Pendiente 3312,785 33,446 0 6625,571 t, 99,047
Intercepto 912,162 1706,490 0 1824,323 t, 0,535
Sgﬁggg‘;ﬁ de 59993 t, 99,047

METODO (Matriz masculo)

Parametro Valor S,0S, LCI LCS t calculado
Pendiente 3223,695 45,272 0 6447,391 t, 71,207
Intercepto 34,674 2309,865 0 69,348 t, 0,015
ggﬁgfggrgﬁ de (0087 t, 71,207

METODO (Matriz higado)

Parametro Valor S, 0 S, LCI LCS t calculado
Pendiente 3314,984 12,564 0 6629,968 t;, 263,855
Intercepto -3144,752 641,019 -6289,504 0 t, 4,906
Sgﬁgfg‘g‘;ﬁ de 59999 t, 263,855

S, 0 S.: Desviacion estandar de la pendiente o el intercepto
LCI: Limite de confianza inferior

LCS: Limite de confianza superior

ty, t, y t,.: Valores de t calculados

Tabla 5-6. Datos de las curvas de calibracion y resultados de las pruebas de hipétesis
para el intercepto, la pendiente, coeficiente de correlacion de eritromicina en sistema y
método.

SISTEMA (Metanol)
Parametro Valor S, 0 S, LCI LCS t calculado
Pendiente 2935,389 30,096 0 5870,778 t, 97,534
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Intercepto -728,316  1535,554 -1456,632 0 t, 0474
ggﬁgfggﬂ:ﬁ de (9993 t, 97,534
METODO (Matriz musculo)

Parametro Valor S, 0 S, LCI LCS t calculado
Pendiente 2926,420 23,704 0 5852,840 t, 123,458
Intercepto -485,584 1209,399 -971,167 0 t, 0,402
ggﬁgfgg‘;ﬁ de 59996 t, 123,458

METODO (Matriz higado)

Parametro Valor S, 0 S, LCI LCS t calculado
Pendiente 2657,407 17,446 0 5314,813 t, 152,321
Intercepto -2402,566 890,129 -4805,133 0 t, 2,699
ggﬁgf{j‘g‘;ﬁ de 9997 t, 152,321

Sp 0 S,: Desviacion estandar de la pendiente o el intercepto
LCI: Limite de confianza inferior

LCS: Limite de confianza superior

ty, t, y t,.: Valores de t calculados

Tabla 5-7. Datos de las curvas de calibracién y resultados de las pruebas de hipétesis
para el intercepto, la pendiente, coeficiente de correlacion de tilmicosina en sistema y
método.

SISTEMA (Metanol)

Parametro Valor S, 0SS, LCI LCS t calculado
Pendiente 1092,986 12,984 0 2185,971 t, 84,178
Intercepto -2187,875 662,472 -4375,750 0 t, 3,303
Sgﬁ‘;‘fg‘g‘;ﬁ de 59991 t, 84,178

METODO (Matriz masculo)

Parametro Valor S, 0SS, LCI LCS t calculado
Pendiente 1217,966 8,537 0 2435,932 t, 142,673
Intercepto -363,152 435,560 -726,305 0 t, 0834
ggﬁgfggf‘;ﬁ de 59997 t, 142,673

METODO (Matriz higado)

Parametro Valor S, 0SS, LCI LCS t calculado
Pendiente 1216,090 8,650 0 2432,180 t, 140,591
Intercepto -854,770 441,328 -1709,540 0 t, 1,937
Coefloiente de 59997 t, 140,591

Sp 0 S,: Desviacion estandar de la pendiente o el intercepto
LCI: Limite de confianza inferior
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LCS: Limite de confianza superior
t,, t, Yy t,.. Valores de t calculados

Tabla 5-8. Datos de las curvas de calibracion y resultados de las pruebas de hipétesis
para el intercepto, la pendiente, coeficiente de correlacién de neoespiramicina en sistema
y método.

SISTEMA (Metanol)

Parametro Valor Sb o Sa LCI LCS t calculado
Pendiente 476,203 6,606 0 952,405 t, 72,087
Intercepto -2011,191 337,044 -4022,383 0 t, 5,967
ggﬁgfgg‘;ﬁ de 9988 t, 72,087

METODO (Matriz masculo)

Parametro Valor Sb o Sa LCI LCS t calculado
Pendiente 451,118 4,463 0 902,236 t;, 101,083
Intercepto 230,193 227,702 0 460,386 t, 1,011
Sgﬁgf;g”;ﬁ de 59904 t, 101,083

METODO (Matriz higado)

Parametro Valor Sb o Sa LCI LCS t calculado
Pendiente 187,282 15,087 0 374,564 t, 12,413
Intercepto 1876,689 769,781 0 3753,378 t, 2,438
Sgﬁg;g‘;ﬁ de 9603 t, 12413

Sy 0 S.: Desviacion estandar de la pendiente o el intercepto
LCI: Limite de confianza inferior

LCS: Limite de confianza superior

ty, t, y t,.: Valores de t calculados

En la prueba de hipétesis, con n-2 grados de libertad igual a 13, con un nivel de
significancia del 5% el valor de t tabulado corresponde a 2,160. La prueba de hipétesis
de t arroj6 como resultado un t,>t;apuiade Para todos los macrolidos y lincomicina para el
sistema y los métodos, por lo tanto se rechaza la hipétesis nula, esto es que, las
pendientes son significativamente diferentes de cero. Para el intercepto t,<t;qpuiado Para
tilosina, lincomicina, eritromicina para el sistema (metanol); todos los macrélidos vy
lincomicina en el método (matriz de pechuga); tilosina y tilmicosina en el método (matriz
de higado), por lo tanto no se rechaza la hip6tesis nula, es decir, el intercepto en estos
tratamientos no es estadisticamente diferente de cero. Por el contrario t,>t;qpuiado PAra
espiramicina, tilmicosina y neoespiramicina para el sistema (metanol); espiramicina,

lincomicina, eritromicina y neoespiramicina en el método (matriz de higado), por lo tanto
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se rechaza la hipétesis nula, el intercepto en estos tratamientos es estadisticamente

diferente de cero.

En la prueba de hipétesis para el coeficiente de correlacion t,>t;qpuiado Para todos los
macrolidos y lincomicina para el sistema y los métodos, por lo tanto se rechaza la
hipétesis nula, es decir que existe una correlacion variable entre la concentracion (eje x)

y el area de pico (eje y).

5.2.3 Limite de deteccion (LOD) y limite de cuantificacion (LOQ)

Como se mencion6 en el numeral 4.2.6, validacion del método analitico, la determinacion
de los limites de deteccién y de cuantificacion se realiz6 como 3,3 veces el limite de
deteccidn calculado en estas mediciones, para el LOQ y el limite de deteccion LOD
determinado segun el método EPA 40 CFR, corresponde a 3 veces la desviacion
estandar de estas mediciones (US-EPA, 2011).

La determinacion del limite de deteccion (LOD) y el limite de cuantificacion (LOQ) se
llevé a cabo en los métodos (matrices de musculo e higado de pollo) y no en metanol
(sistema), ya que puede existir un efecto matriz que pueden presentar las muestras por
su composicion, para fines practicos se emplean estos limites. En la Tabla 5-9 se
muestra las concentraciones de los macrolidos para el estudio de LOD y LOQ en

muestras de musculo (pechuga) de pollo.

Tabla 5-9. Estudio de LOD y LOQ para musculo (pechuga) de pollo.

N° Tilosina Espiramicina Lincomicina Eritromicina Tilmicosina Neoespiramicina

1 5,55 6,29 8,98 9,61 5,61 5,73
2 4,78 5,93 8,85 9,8 7,98 3,2
3 7,15 2,85 9,57 8,49 5,93 2,7
4 8,31 4,22 10,2 9,54 5,75 4,92
5 7,55 7,33 8,92 9,7 4,92 2,8
6 5,03 6,33 9,02 9,25 6,91 3,85
7 6,19 4,88 8,37 9,73 7,94 6,15
8 6,11 5,79 8,97 9,47 6,7 3,89
DS 1,24 1,41 0,55 0,42 1,11 1,31
LOD 37 4,2 1,6 13 3,3 3,9
LOQ 12,3 14,0 5,4 4,2 11,0 13,0

*Concentracion de macrélidos en pg/kg
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En la Tabla 5-10 se muestra las concentraciones de los macrdlidos para el estudio de
LOD y LOQ en muestras de higado de pollo.

Tabla 5-10. Estudio de LOD y LOQ para higado de pollo.

N° Tilosina Espiramicina Lincomicina Eritromicina Tilmicosina Neoespiramicina

1 2,49 2,57 10,5 10,8 2,2 3,09
2 3,85 0,587 8,48 7,86 0,366 1,2
3 2,66 3,41 8,56 10,6 4,39 1,04
4 3,36 1,36 11,2 10,3 1,65 0,494
5 3 1,46 9,71 9,27 2,02 11
6 2,84 2,68 9,7 9,96 0,184 0,32
7 4,25 3,19 9,58 11,9 11 0,799
8 3,02 2,1 7,36 9,99 0,366 1,95
DS 0,60 0,98 1,22 1,18 1,39 0,89
LOD 18 2,9 3,7 3,5 4,2 2,7
LOQ 6,0 9,7 12,1 11,7 13,8 8,8

*Concentracion de macrdlidos en pg/kg

5.2.4 Precision, exactitud y recuperacion

En las tablas Tabla 5-11, Tabla 5-12 y Tabla 5-13 se presentan resultados de precision y
porcentaje de recuperacion para el sistema (metanol) y el método (matriz de musculo y

matriz de higado).

Tabla 5-11. Exactitud expresada como porcentaje de recuperacion y precision para el
sistema (Metanol).

SISTEMA
Analito Concentracion (ug/kg) pr((oe/(();C.:s\;;_-,n % Recuperacion
20 1,28 98,67
Tilosina 50 1,31 101,93
100 1,22 99,70
20 2,46 102,33
Espiramicina 50 0,99 101,93
100 1,25 99,57
20 2,29 109,00
Lincomicina 50 2,57 102,80
100 0,71 99,03
20 0,58 99,83

Eritromicin
'tromicina 50 2,22 102,20
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100 2,96 99,40

20 0,47 107,00

Tilmicosina 50 2,82 98,27
100 2,51 100,13

20 3,03 100,50

Neoespiramicina 50 1,08 94,73
100 2,51 101,10

%CV: coeficiente de variacién en porcentaje

Tabla 5-12. Exactitud expresada como porcentaje de recuperacion y precision para el

método (Matriz musculo).

METODO (Matriz pechuga)

Analito Concentracion (ng/kg) Pr((c?/((,:(l;s\l/())n % Recuperacion
20 7,25 87,83
Tilosina 50 1,99 90,27
100 0,29 85,93
20 7,86 73,17
Espiramicina 50 1,70 73,40
100 1,46 69,17
20 2,11 95,67
Lincomicina 50 3,87 101,07
100 3,44 95,93
20 2,40 98,33
Eritromicina 50 0,59 103,47
100 1,34 98,83
20 0,42 118,00
Tilmicosina 50 2,36 116,60
100 1,77 113,00
20 1,82 110,83
Neoespiramicina 50 1,82 107,73
100 0,33 98,83

%CV: coeficiente de variacién en porcentaje

Tabla 5-13. Exactitud expresada como porcentaje de recuperacion y precision para el

método (Matriz higado).

METODO (Matriz higado)

Tilosina

Analito Concentracién /k
(ug/kg) Precision (%CV) % Recuperacion
20 5,19 72,33
50 2,15 75,33
100 1,53 71,67
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20 3,78 72,83

Espiramicina 50 4,39 47,47
100 1,52 49,70

20 2,87 95,83

Lincomicina 50 0,74 97,00
100 0,65 98,83

20 2,04 88,50

Eritromicina 50 3,93 88,20
100 0,45 90,23

20 1,53 114,67

Tilmicosina 50 3,59 112,93
100 1,02 112,67

20 5,91 110,00

Neoespiramicina 50 1,67 43,20
100 5,88 48,57

%CV: coeficiente de variacion en porcentaje

El coeficiente de variacion se empled para cuantificar la precision para el sistema y el

método (matriz masculo e higado) se cumplié con el criterio de ser inferior al 15%.

La exactitud expresada como porcentaje de recuperacion para todos los casos supero el

50%, exceptuando las concentraciones de 50 y 100 pg/kg para espiramicina y

neoespiramicina.

5.2.5 Efecto matriz

El efecto matriz se evalu6 por comparacion de las pendientes de las curvas de

calibracién en presencia de la matriz musculo y la matriz higado, de acuerdo con la

Ecuacion 13 propuesta por (Barcellos et al., 2015) obteniendo los siguientes resultados:

Tabla 5-14. Efecto matriz determinado por el método de comparacion de las pendientes.

Compuesto 0o nigado
Tilosina 0,86 0,72
Espiramicina 0,69 0,46
Lincomicina 0,97 1,00
Eritromicina 1,00 0,91
Tilmicosina 1,11 1,11
Neoespiramicina 0,95 0,39
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En la Tabla 5-14 se presenta una supresion ibnica en la matriz musculo para
espiramicina y en la matriz higado para tilosina, espiramicina y neoespiramicina, estos
resultados concuerdan con los datos obtenidos en el calculo de recuperacion para las
dos matrices, por otro lado en concordancia con el rango presentado por (Barcellos et al.,
2015), en las dos matrices el resto de macrélidos y lincomicina no presentaron supresion

0 mejora idnica.

También se llevaron a cabo pruebas estadisticas para verificar si existia diferencia entre
los grupos sistema (metanol), método, matriz masculo y matriz higado. Al aplicar la
prueba F los resultados de P valor para cada macrélido y lincomicina fueron: tilosina:
0,89; espiramicina 0,66; lincomicina 0,99; eritromicina 0,98; tilmicosina 0,97 vy
neoespiramicina 0,63; todos estos valores son mayores que 0,05, esto indica que a un
nivel de significancia del 5% no hay diferencia significativa entre el sistema y los métodos

para cada antimicrobiano.
Por otro lado se realiz6 la comparacion entre dos grupos empleando la prueba t de

student, el sistema y cada uno de los métodos obteniendo los siguientes resultados:

Tabla 5-15. Valores de prueba t de student para el sistema (metanol) y cada método
(pechuga e higado).

Antimicrobiano Metanol - MM Metanol = MH MM - MH
Tilosina t 0,19 0,46 0,27
T 0,85 0,66 0,79
Espiramicina t 0,49 0,88 0,45
T 0,64 0,40 0,66
Lincomicina . 0,02 0,04 0,02
T 0,97 0,96 0,98
; .- t 0,001 0,17 0,17

Eritromicina
T 0,99 0,87 0,87
Tilmicosina t -0,22 -0,20 0,02
T 0,83 0,84 0,98
Neoespiramicina t -0,11 0,75 0,94
T 0,91 0,47 0,37
MM: matriz musculo MH: matriz higado

t: Valor de t calculado T: valor tabulado de t critica a dos colas
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Para todos los casos expuestos en la Tabla 5-15 excepto para espiramicina y
neoespiramicina, en la prueba de metanol — matriz de higado y neoespiramicina en la
prueba de matriz masculo — matriz de higado, no hay diferencia significativa

estadisticamente a un nivel de significancia del 5%.

5.3 Aplicacion de la metodologia a muestras de
pechuga e higado de pollo

La metodologia antes descrita se empled para analizar las 100 muestras (50 pechugas y
50 higados) de pollo aportadas dentro del marco del proyecto “Corredor tecnoldgico
agroindustrial Bogota y Cundinamarca” de Corpoica, provenientes de plantas de
beneficio del departamento de Cundinamarca, de los cuales el 38% correspondian a

hembras, el 60% a machos y 2% no reportaron el sexo.

Los municipios con un mayor porcentaje de muestras fueron Guaduas (14%) y Suesca
(10%), seguidos de los municipios de Alban, Arbeldez, Fusagasuga, La Mesa y Silvania,

cada uno de ellos con un aporte del 6% como se observa en la Figura 5-15.

Figura 5-15. Distribucién geografica de las muestras de masculo e higado de pollo.
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Fuente: elaborada por el autor

En el andlisis de musculo de pollo se obtuvo resultados positivos para dos muestras, asi:

uno para lincomicina a una concentracion de 2,1 ug/kg (<LOQ) y la muestra P35 para
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tilmicosina a una concentracion de 9,6 ug/kg (<LOQ), estos resultados superan los
limites de deteccibén, sin embargo no superan los limites de cuantificacion hallados en la

validacion del método (Ver Tabla 5-16).

Tabla 5-16. Concentracién de macrélidos y lincomicina en muestras de musculo de pollo.

Muestra Tilosina Espiramicina Lincomicina Eritromicina Tilmicosina Neoespiramicina

P1 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
P2 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
P3 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
P4 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
P5 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
P6 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
P7 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
P8 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
P9 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
P10 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
P11 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
P12 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
P13 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
P14 <LOD <LOD <LOQ <LOD <LOD <LOD
P15 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
P16 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
P17 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
P18 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
P19 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
P20 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
P21 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
P22 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
P23 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
P24 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
P25 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
P26 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
P27 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
P28 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
P29 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
P30 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
P31 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
P32 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
P33 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
P34 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOQ <LOD

P35 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
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P36 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
P37 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
P38 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
P39 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
P40 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
P41 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
P42 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
P43 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
P44 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
P45 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
P46 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
P47 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
P48 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
P49 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
P50 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

<LOD: Menor al limite de deteccién (LOD)
<LOQ: menor al limite de cuantificacion (LOQ)

Las muestras de higado de pollo analizadas presentaron doce resultados positivos, para
tilmicosina, lincomicina, neoespiramicina y espiramicina todos ellos superaron los limites

de cuantificacién (LOQ) determinados en la validacion del método (Tabla 5-17).

Tabla 5-17. Concentracién de macrélidos y lincomicina en muestras de higado de pollo.

Muestra Tilosina Espiramicina Lincomicina Eritromicina Tilmicosina Neoespiramicina

H1 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
H2 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
H3 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
H4 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
H5 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
H6 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
H7 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
H8 <LOD <LOD <LOD <LOD 24,0 <LOD
H9 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
H10 <LOD <LOD <LOD <LOD 23,8 <LOD
H11 <LOD <LOD <LOD <LOD 17,3 <LOD
H12 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
H13 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
H14 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
H15 <LOD <LOD 26,6 <LOD <LOD <LOD
H16 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
H17 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

H18 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
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H19 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
H20 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
H21 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
H22 <LOD <LOD <LOD <LOD 54,9 <LOD
H23 <LOD <LOD <LOD <LOD 89,6 <LOD
H24 <LOD <LOD <LOD <LOD 54,3 <LOD
H25 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
H26 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
H27 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
H28 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
H29 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
H30 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
H31 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
H32 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
H33 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
H34 <LOD <LOD <LOD <LOD 163,0 <LOD
H35 <LOD <LOD <LOD <LOD 23,4 <LOD
H36 <LOD <LOD <LOD <LOD 81,2 14,8
H37 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
H38 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
H39 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
H40 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
H41 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
H42 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
H43 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
H44 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
H45 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
H46 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
H47 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
H48 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
H49 <LOD 22,9 <LOD <LOD <LOD <LOD
H50 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

Concentracién en pg/kg
<LOD: Menor al limite de deteccion (LOD)

Del total de los analisis realizados en musculo e higado de pollo, el 14% presento
resultados por encima del limite de deteccion (LOD), de este porcentaje, el 12%
corresponde a resultados que superan el limite de cuantificacion (LOQ), distribuido en:
9% tilmicosina, 1% neoespiramicina, 1% lincomicina y 1% espiramicina como se observa

en la Figura 5-16.
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Figura 5-16. Distribucion porcentual de la concentracion de macrélidos y lincomicina en
muestras de musculo e higado de pollo.
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En la Figura 5-17 se presenta el nUmero de muestras con resultados positivos para
macrolidos o lincomicina segun el municipio de procedencia, en esta se puede observar
gue el municipio de Guaduas presenta la mayor cantidad con resultados positivos para
tilmicosina (5), seguido de Suesca con tres resultados positivos, 2 para tilmicosina y 1

para lincomicina.

Considerando que el departamento de Cundinamarca se encuentra en la zona centro,
qgue es una de las de mayor produccién de pollo de engorde de acuerdo con el Censo
Nacional de Avicultura Industrial, para el afio 2002 contaba con 582 granjas equivalentes
al 30,9% del total nacional (Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural, DANE, &
FENAVI, 2002) y que las muestras analizadas corresponden solamente a granjas de
productores registrados ante el ICA se evidencié cumplimiento de los LMR, aunque si
presentan residualidad, no representan ningdn riesgo para la salud humana (Ministerio
de Salud y Proteccién Social, 2013), sin embargo se debe tener en cuenta que existen
pequefnos productores o productores informales a los que no se les realiza seguimiento

por medio de auditorias y muestreo y se desconoce el estado y control de las aves.

A pesar que ninguna de las muestras analizadas supera los LMR establecidos en la
normatividad colombiana, es importante verificar la residualidad de los antimicrobianos
analizados y hacer seguimiento a todos los factores externos que influyen para que se
presente resistencia bacteriana, tanto en humanos como el sector agropecuario y si las

mismas estan relacionadas.
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Figura 5-17. Muestras positivas por municipio de procedencia.
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los muestras de pollo analizadas, los machos al

representar un mayor porcentaje en la muestra, también obtuvieron mayor cantidad de

resultados positivos para macrélidos y lincomicina en comparacion con las hembras

(Figura 5-18).

Figura 5-18. Distribucién de muestras positivas para macrélidos y lincomicina por sexo
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Al comparar los resultados con los limites normativos nacionales (Ver Tabla 3-13) las
muestras de higado y pechuga de pollo no superaron los limites maximos de residuos de
medicamentos veterinarios (LMRMV) establecidos en la Resolucion 1382 de 2013 del
Ministerio de Salud y Proteccion Social (Ministerio de Salud y Proteccion Social, 2013),
demostrando que las muestras relacionadas en este estudio no representan un riesgo
toxicoldgico para los antimicrobianos analizados, sin embargo se deben tener en cuenta
los diferentes mecanismos de resistencia bacteriana que se pueden generar por la

residualidad de espiramicina, tilosina, tilmicosina y lincomicina.

Los resultados obtenidos son similares a los obtenidos por (Nonaka et al., 2012) en el
gue realizaron muestreo de rifiones de pollo durante los afios 2008 y 2009, para analisis
de tilosina, eritromicina, tilmicosina y lincomicina obteniendo resultados menores al limite
de deteccion, de igual manera (Chiesa, Nobile, Panseri, & Arioli, 2018) llevaron a cabo
analisis de seis antibigticos incluido tilosina en plumas, musculo e higado de 60 pollos,
los resultados obtenidos en musculo e higado fueron no detectables, sin embargo, la
pluma se presentdé como una matriz adecuada para detectar antibiéticos en produccién
agricola. El presente estudio es una primera aproximacion sobre la situaciéon de
residualidad de los antimicrobianos analizados ya que en Colombia no existen
publicaciones que evidencien la situacién actual respecto a cumplimiento de LMR en

pollo de engorde.

En la determinacion de residuos de medicamentos veterinarios es muy importante
verificar la capacidad del método. Para garantizar la confiabilidad de los resultados se
realizo el proceso de validacion del método analitico teniendo en cuenta que los blancos
no interfieren con las sefiales analiticas y que la confirmacién para cada macrélido y
lincomicina se determind identificando 3 transiciones especifica, ademas de la
determinacién de limites de deteccion y cuantificacion, precision, exactitud y el efecto
matriz, ya que al ser matrices biol6gicas su composicion puede generar interferencias en

los resultados.

Lopes y colaboradores (2012) optimizaron y validaron un método multiclase para la
determinaciéon de 20 residuos de medicamentos veterinarios en muasculo de pollo
empleando cromatografia liquida de ultra alto rendimiento acoplada a espectrometria de

masas en tandem triple cuadrupolo (UHPLC-MS/MS), para tilosina obtuvieron un LOD de
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9,0 ug/kg y un LOQ de 30,0 pg/kg, las muestras arrojaron resultados no detectables
(Lopes, Reyes, Romero-Gonzalez, Frenich, & Vidal, 2012). Asi mismo los limites de
deteccion LOD determinados en este estudio estuvieron entre 1,3, y 4,2 pg/kg y los
limites de cuantificaciéon LOQ entre 4,2 y 12,3 ug/kg, es decir cumplen con el criterio de
ser inferiores a los valores de LMRV establecidos en el marco normativo nacional (US-
EPA, 2011).

A pesar que los resultados de tilmicosina en higado de pollo (17,3 — 163,0 pg/kg) no
superan los limites maximos de residuos, es necesario continuar con los monitoreos a
este y los demas antimicrobianos mencionados en este trabajo con el fin de descartar la
presencia de los mismos en matrices alimenticias. En este estudio no se realizé calculo

de riesgo ya que ninguno de los resultados obtenidos superé los LMR.



6.Conclusiones y recomendaciones

6.1 Conclusiones

Se implement6 una metodologia analitica multiclase mediante cromatografia liquida de
alta eficiencia acoplada a espectrometria de masas en tandem (HPLC-MS/MS) para la
determinaciéon simultanea de tilosina, espiramicina, neoespiramicina, eritromicina,

tilmicosina y lincomicina en musculo (pechuga) e higado de pollo.

En el proceso de implementacion de este método se llevé a cabo la validacion de
pardmetros como: selectividad, linealidad (rango de 4 — 100 ng/mL), limite de deteccién
para matriz masculo (1,3 - 4,2 ug/kg) y matriz higado (1,8 — y 4,2 ug/kg), limite de
cuantificacion para matriz musculo (4,2 y 14,0 ug/kg) y matriz higado (6,0 — y 13,8 ug/kg)
precision, evaluada como desviacion relativa estandar (<15), exactitud evaluada como
porcentaje de recuperacion (69,7% - 118%), excepto para espiramicina Yy
neoespiramicina y el efecto matriz se presentdé como supresién idnica para espiramicina

en las dos matrices y para tilosina y neoespiramicina en la matriz higado.

Esta metodologia se aplicO a 100 muestras, 50 musculos (pechuga) y 50 higados de
pollo proveniente de plantas de beneficio del departamento de Cundinamarca, de estos
resultados el 14% presentd resultados por encima del limite de deteccién (LOD), el 12%
correspondi6é a resultados que superan el limite de cuantificacién (LOQ), distribuido en:
9% tilmicosina, 1% neoespiramicina, 1% lincomicina y 1% espiramicina, hallados en
higado de pollo, aunque se presente residualidad para estos antimicrobianos, al
comparar estos resultados con la hormatividad colombiana, Resolucion 1382 de 2013 del
Ministerios de Salud y Proteccién Social, ningln resultado en las muestras analizadas
supera los limites maximos de residuos de medicamentos veterinarios (LMRMV),

constituyendo un aporte de informacion favorable para la salud publica, sin embargo se
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deben verificar los mecanismos de resistencia bacteriana que puedan presentar cada

uno de ellos y si se relacionan con salud humana o animal.

Se debe continuar con la vigilancia y control de los residuos de medicamentos en
alimentos empleando metodologias analiticas sensibles, especificas y confiables como
es la cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada a espectrometria de masas en
tandem (HPLC-MS/MS).

6.2 Recomendaciones

El presente estudio representa un acercamiento al analisis de residuos de medicamentos
veterinarios en alimentos empleando cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada a
espectrometria de masas en tdndem (HPLC-MS/MS) en el pais y permite la apertura a

otros trabajos de investigacion como:

Implementacion de este método verificando estudios de estabilidad a temperaturas de -
25°C y periodos de tiempo inferiores y superiores a un mes, también emplear rangos de

trabajo mas amplios que los empleados en el presente estudio.

Emplear otras matrices alimenticias como huevo, piel, grasa, masculo y visceras de otras
especies empleadas para la alimentacibn humana, utilizando métodos simultaneos,
aplicando metodologias analiticas confiables y en lo posible reportando la trazabilidad de

la matriz alimenticia desde la granja.

Actualmente no se evidencian publicaciones de analisis de residuos de antimicrobianos
en pollo, especificamente macrélidos y lincomicina en Colombia empleando técnicas
analiticas cuantitativas por lo que se recomienda tanto a entes de vigilancia como la

academia continuar con esta linea de investigacion.

Realizar estudios conjuntos entre andlisis quimico cuantitativo para determinar la
concentracion de residuos de antimicrobianos en alimentos de origen animal y estudios

microbioldgicos verificando si se presenta o no resistencia bacteriana.
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Capacitar al sector productivo sobre la relevancia del uso adecuado de antimicrobianos,
cumplimiento de los limites maximos de residuos de medicamentos veterinarios y las

implicaciones en salud humana y animal y las afectaciones a nivel comercial.






A. Anexo: Lugares de muestreo.

Municipios de Cundinamarca en los que se realiz6 muestreo de pollos en plantas de
beneficio.

Convencion: @ Municipio de toma de muestra. Adaptado de: (Sociedad Geogréfica de
Colombia, 2002)
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ACTA DE EVALUACION: N°. 019-321-17
Fecha: 13 de diciembre 2017

Nombre completo del proyecto: “DETERMINACION DE CINCO MACROLIDOS Y LINCOMICINA EN MUSCULO E
HIGADO DE _POLLO PROVENIENTES DEL DEPARTAMENTO DE CUNDINAMARCA, MEDIANTE
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA CON ESPECTROMETRIA DE MASAS EN TANDEM (HPLC-
MS/MS) Y COMPARACION CON LIMITES NORMATIVOS NACIONALES, 2017- 2018.

Versién nimero: 01

Sometido por: la estudiante Lady Catalina Morales Guio

Dirigido por: los profesores Gonzalo Jair Dfaz G. y Diana Carolina Chaves
Presentado por: la profesora Alba Isabel Rodriguez Pulido, Coordinadora Académica
Departamento o Seccién: Maestr{a en Toxicologfa de la Facultad de Medicina

Fecha en que fue sometido a consideracién del Comité: 13 de diciembre de 2017

ElL COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION DE LA FACULTAD DE MEDICINA. Se constituyé mediante la
Resolucién 152, (Acta No. 43 del 5 de diciembre de 1996) actualizado mediante resolucién 008 (acta 03 de 27
de enero de 2011), de Consejo de Facultad el Comité de Etica de investigacién, el cual est4 regido por la
Resolucién 008430 del 4 de octubre do 1993 del Ministerio de Salud de Colombia que establecié las normas
cientificas, técnicas y administrativas para la investigacién en salud; los principios de la Asamblea Medica
Mundial expuestos en su Declaracién de Helsinki de 1964, dltima revisién del afio 2000; y el cédigo de
regulaciones federales, titulo 45, parte 46, para la proteccién de los sujetos humanos, del departamento de
salud y servicios humanos de los institutos Nacionales de Salud de los Estados Unidos (Junio 18 de 1991).

1. Sus miembros revisaron los siguientes documentos del presente proyecto:

v Carta de presentacién del proyecto generada por la unidad bésica o el departamento.

v Copia de la evaluacién de los jurados o pares académicos que evaluaron y aprobaron el trabajo).
4 Copia del proyecto completo de investigacion,

4 Dos restimenes ejecutivos

v Dos copias del consentimiento informado (en espafiol y cuando la investigacién lo amerite).

v Hojas de vida resumidas de los investigadores y coinvestigadores del proyecto.

v Consideraciones éticas segtn resolucién 8430 Ministerio de Salud.

v Resultados de evaluacién por otros comités (si aplica).

<
g g 2. El presente proyecto fue evaluado y aprobado por los siguientes miembros del Comité:
< 5 1 Amador Luis Roberto Departamento de Patologia
E 8 2 Artega Dfaz Clara Eugenia Pensionada Dpto. de Morfologfa
; % 3 DfazCruz Luz Amparo Departamento de Obstetricia y Ginecologfa
w g 4 Duarte Gutiérrez Liz Marcela Asesora Jurfdica Facultad de Medicina
B : 5 Duarte Torres Silvia Cristina Departamento de Ocupacién Humana
g,é 6 Guerrero Fonseca Carlos Arturo Presidente Comité de Etica / Dpto. de Ciencias Fisioldgicas
: g 7 Parra Pineda Mario Orlando Departamento de Obstetricia y Ginecologfa
z
wv o
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Comité de Etica UNIVERSIDAD

Facultad de NACIONAL
Medicina DE COLOMBIA
Sede Bogota

. El Comité considerd que el presente estudio:

a.Es vélido desde el punto vista ético. La investigacion involucra un riesgo igual al promedio para los sujetos
que participan en ella. La investigacion se ajusta a los estdndares de la buena préctica clinica.

b. EL Comité considera que las medidas que estén siendo tomadas para proteger a los sujetos humanos son
adecuadas.’

. El Comité informara inmediatamente a las directivas institucionales:

Todo desacato de los investigadores a las solicitudes del Comité.

. Cualquier suspensién o terminaci6n de la aprobacién por parte del Comité.

. El Comité informar4 inmediatamente a las directivas, toda informacién que reciba acerca de:

Lesiones o dafios a sujetos humanos con motivo de su participacion en la investigacién Problemas
imprevistos que involucren riesgos para los sujetos u otras personas.

. Cualquier cambio o modificacién a este proyecto que haya sido revisado y aprobado por este comité
. Cuando el proyecto sea aprobado, sera por un periodo de un (1) afio a partir de la fecha de aprobacién.

. El Investigador principal debera:

Informar de cualquier cambio que se proponga introducir en el proyecto. Estos cambios no podrén ejecutarse
sin la aprobacién previa del COMITE DE ETICA DE LA FACULTAD DE MEDICINA) excepto cuando sean
necesarios para minimizar o suprimir un peligro inminente o un riesgo grave para los sujetos que participan
en la investigacion.

Avisar de cualquier situacién imprevista que se considere implica algin signo de riesgo para los sujetos o la
comunidad o el medio en el cual se lleva a cabo el estudio.

Informar de cualquier evento adverso serio de alglin paciente, comunicando la situacién al secretario y al
presidente del Comité de Etica), de acuerdo con la normatividad que el INVIMA ha generado a este respecto.

. Poner en conocimiento del comité toda informacién nueva importante respecto al estudio, que pueda afectar

la relacién riesgo/beneficio de los sujetos participantes.

Comunicar cualquier decisién tomada por otros comités con respecto a la investigacién que se lleva a cabo.
Informar de la terminacién prematura o suspension del proyecto explicando las causas o razones.

Presentar a este comité un informe cuando haya transcurrido un afo, contado a partir de la aprobaci6n del
proyecto. Los proyectos con duracién mayor a un afio, seran reevaluados a partir del informe de avance
integrado.

. Todos los proyectos deben entregar al finalizar un informe final de cierre del estudio, este cierre puede ser el

informe final en formato completo o en formato de resumen de cierre de estudio, firmado por el investigador
responsable del estudio.

Observaciones:

Nombre: CARIOS A O FONSECA

Titulo: PhD Dgctorado en Bioq MSc. en Farmacologfa y MSc. en Genética Humana

Cargo: Presidente Comité de Etica
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C. Anexo: Datos para evaluacion de

linealidad.
Cuadro 1. Curva de calibracién para tilosina en metanol
N° X; (Concentracion ng/mL) Y; (Areacps)  X;-Y; X, Y;?
1 4 3710,000 14840 16 13764100
2 4 3570,000 14280 16 12744900
3 4 3820,000 15280 16 14592400
4 10 11200,000 112000 100 125440000
5 10 10500,000 105000 100 110250000
6 10 11800,000 118000 100 139240000
7 20 22200,000 444000 400 492840000
8 20 22500,000 450000 400 506250000
9 20 21900,000 438000 400 479610000
10 50 58100,000 2905000 2500 3375610000
11 50 59600,000 2980000 2500 3552160000
12 50 58600,000 2930000 2500 3433960000
13 100 116000,000 11600000 10000 13456000000
14 100 117000,000 11700000 10000 13689000000
15 100 114000,000 11400000 10000 12996000000
> 552,0 634500,0 45226400,0 39048,0 52397461400,0

Cuadro 2. Curva de calibracién para tilosina en matriz de musculo (pechuga)

N° X; (Concentracion ng/mL) Y; (Areacps)  X;-Y; X;? Y;?

1 4 4040,000 16160 16 16321600
2 4 3550,000 14200 16 12602500
3 4 3420,000 13680 16 11696400
4 10 9990,000 99900 100 99800100
5 10 10100,000 101000 100 102010000
6 10 10200,000 102000 100 104040000
7 20 20400,000 408000 400 416160000
8 20 17900,000 358000 400 320410000
9 20 20600,000 412000 400 424360000
10 50 50700,000 2535000 2500 2570490000
11 50 52500,000 2625000 2500 2756250000
12 50 52600,000 2630000 2500 2766760000
13 100 99900,000 9990000 10000 9980010000
14 100 99400,000 9940000 10000 9880360000
15 100 99700,000 9970000 10000 9940090000
> 552,0 555000,0 39214940,0 39048,0 39401360600,0
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Cuadro 3. Curva de calibracién para tilosina en matriz de higado

N° X; (Concentracion ng/mL) Y; (Areacps) X;-Y; X;* Y;?
1 4 2910,000 11640 16 8468100
2 4 2580,000 10320 16 6656400
3 4 2970,000 11880 16 8820900
4 10 8430,000 84300 100 71064900
5 10 7590,000 75900 100 57608100
6 10 7890,000 78900 100 62252100
7 20 15000,000 300000 400 225000000
8 20 16500,000 330000 400 272250000
9 20 16500,000 330000 400 272250000
10 50 44000,000 2200000 2500 1936000000
11 50 43400,000 2170000 2500 1883560000
12 50 42100,000 2105000 2500 1772410000
13 100 81500,000 8150000 10000 6642250000
14 100 83800,000 8380000 10000 7022440000
15 100 83700,000 8370000 10000 7005690000
> 552,0 458870,0 32607940,0 39048,0 27246720500,0
Cuadro 4. Curva de calibracién para espiramicina en metanol
N° X; (Concentracion ng/mL) Y; (Areacps) X;-Y; X;* Y;?
1 4 1740,000 6960 16 3027600
2 4 1670,000 6680 16 2788900
3 4 2080,000 8320 16 4326400
4 10 6070,000 60700 100 36844900
5 10 6960,000 69600 100 48441600
6 10 6520,000 65200 100 42510400
7 20 13700,000 274000 400 187690000
8 20 13500,000 270000 400 182250000
9 20 14200,000 284000 400 201640000
10 50 35700,000 1785000 2500 1274490000
11 50 36100,000 1805000 2500 1303210000
12 50 35400,000 1770000 2500 1253160000
13 100 70000,000 7000000 10000 4900000000
14 100 71300,000 7130000 10000 5083690000
15 100 70100,000 7010000 10000 4914010000
> 552,0 385040,0 27545460,0 39048,0 19438079800,0
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Cuadro 5. Curva de calibracion para espiramicina en matriz de musculo (pechuga)

N° X; (Concentracion ng/mL) Y; (Areacps)  X;-Y; X;* Y;?

1 4 1780,000 7120 16 3168400
2 4 1780,000 7120 16 3168400
3 4 1870,000 7480 16 3496900
4 10 5170,000 51700 100 26728900
5 10 4980,000 49800 100 24800400
6 10 5040,000 50400 100 25401600
7 20 10400,000 208000 400 108160000
8 20 9630,000 192600 400 92736900
9 20 8790,000 175800 400 77264100
10 50 25100,000 1255000 2500 630010000
11 50 25300,000 1265000 2500 640090000
12 50 26000,000 1300000 2500 676000000
13 100 49100,000 4910000 10000 2410810000
14 100 47900,000 4790000 10000 2294410000
15 100 49200,000 4920000 10000 2420640000
> 552,0 272040,0 19190020,0 39048,0 9436885600,0

Cuadro 6. Curva de calibracion para espiramicina en matriz de higado

N° X; (Concentracion ng/mL) Y; (Areacps)  X;-Y; X;* Y;?

1 4 1610,000 6440 16 2592100
2 4 1500,000 6000 16 2250000
3 4 1830,000 7320 16 3348900
4 10 5040,000 50400 100 25401600
5 10 4490,000 44900 100 20160100
6 10 4730,000 47300 100 22372900
7 20 10000,000 200000 400 100000000
8 20 9380,000 187600 400 87984400
9 20 9280,000 185600 400 86118400
10 50 15900,000 795000 2500 252810000
11 50 17000,000 850000 2500 289000000
12 50 15600,000 780000 2500 243360000
13 100 34300,000 3430000 10000 1176490000
14 100 35300,000 3530000 10000 1246090000
15 100 34700,000 3470000 10000 1204090000

™M

552,0 200660,0  13590560,0 39048,0 4762068400,0
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Cuadro 7. Curva de calibracién para lincomicina en metanol

N° X; (Concentracion ng/mL) Y; (Area cps) XY X;? Y;?

1 4 8160,000 32640 16 66585600
2 4 8740,000 34960 16 76387600
3 4 9140,000 36560 16 83539600
4 10 33100,000 331000 100 1095610000
5 10 34500,000 345000 100 1190250000
6 10 34300,000 343000 100 1176490000
7 20 71600,000 1432000 400 5126560000
8 20 73100,000 1462000 400 5343610000
9 20 69700,000 1394000 400 4858090000
10 50 174000,000 8700000 2500 30276000000
11 50 165000,000 8250000 2500 27225000000
12 50 172000,000 8600000 2500 29584000000
13 100 332000,000 33200000 10000 1,10224E+11
14 100 327000,000 32700000 10000 1,06929E+11
15 100 330000,000 33000000 10000 1,089E+11
> 552,0 1842340,0 129861160,0 39048,0 432155122800,0

Cuadro 8. Curva de calibracién para lincomicina en matriz de musculo (pechuga)

N° X; (Concentracion ng/mL) Y; (Area cps) XY, X, Y;?

1 4 11600,000 46400 16 134560000
2 4 11600,000 46400 16 134560000
3 4 11800,000 47200 16 139240000
4 10 31400,000 314000 100 985960000
5 10 30400,000 304000 100 924160000
6 10 33400,000 334000 100 1115560000
7 20 61800,000 1236000 400 3819240000
8 20 61900,000 1238000 400 3831610000
9 20 64100,000 1282000 400 4108810000
10 50 161000,000 8050000 2500 25921000000
11 50 174000,000 8700000 2500 30276000000
12 50 168000,000 8400000 2500 28224000000
13 100 319000,000 31900000 10000 1,01761E+11
14 100 331000,000 33100000 10000 1,09561E+11
15 100 309000,000 30900000 10000 95481000000

™M

552,0 1780000,0 125898000,0 39048,0 406417700000,0
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Cuadro 9. Curva de calibracion para lincomicina en matriz de higado

N° X; (Concentracion ng/mL) Y; (Area cps) XY X;* Y;?
1 4 10600,000 42400 16 112360000
2 4 11600,000 46400 16 134560000
3 4 10700,000 42800 16 114490000
4 10 30600,000 306000 100 936360000
5 10 29900,000 299000 100 894010000
6 10 31500,000 315000 100 992250000
7 20 61700,000 1234000 400 3806890000
8 20 64700,000 1294000 400 4186090000
9 20 61400,000 1228000 400 3769960000
10 50 162000,000 8100000 2500 26244000000
11 50 160000,000 8000000 2500 25600000000
12 50 160000,000 8000000 2500 25600000000
13 100 327000,000 32700000 10000 1,06929E+11
14 100 330000,000 33000000 10000 1,089E+11
15 100 331000,000 33100000 10000 1,09561E+11
> 552,0 1782700,0 127707600,0 39048,0 417780970000,0
Cuadro 10. Curva de calibracion para eritromicina en metanol
N° X; (Concentracion ng/mL) Y; (Area cps) XY X;* Y;?
1 4 9760,000 39040 16 95257600
2 4 9220,000 36880 16 85008400
3 4 9530,000 38120 16 90820900
4 10 30300,000 303000 100 918090000
5 10 28400,000 284000 100 806560000
6 10 28600,000 286000 100 817960000
7 20 57800,000 1156000 400 3340840000
8 20 56900,000 1138000 400 3237610000
9 20 56900,000 1138000 400 3237610000
10 50 147000,000 7350000 2500 21609000000
11 50 153000,000 7650000 2500 23409000000
12 50 148000,000 7400000 2500 21904000000
13 100 299000,000 29900000 10000 89401000000
14 100 293000,000 29300000 10000 85849000000
15 100 282000,000 28200000 10000 79524000000
> 552,0 1609410,0 114219040,0 39048,0 334325756900,0
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Cuadro 11. Curva de calibracién para eritromicina en matriz de musculo (pechuga)

N° X; (Concentracion ng/mL) Y; (Area cps) XY, X;* Y;?

1 4 10500,000 42000 16 110250000
2 4 10600,000 42400 16 112360000
3 4 10600,000 42400 16 112360000
4 10 28100,000 281000 100 789610000
5 10 28700,000 287000 100 823690000
6 10 27400,000 274000 100 750760000
7 20 57800,000 1156000 400 3340840000
8 20 55400,000 1108000 400 3069160000
9 20 56000,000 1120000 400 3136000000
10 50 150000,000 7500000 2500 22500000000
11 50 152000,000 7600000 2500 23104000000
12 50 151000,000 7550000 2500 22801000000
13 100 286000,000 28600000 10000 81796000000
14 100 293000,000 29300000 10000 85849000000
15 100 291000,000 29100000 10000 84681000000
> 552,0 1608100,0 114002800,0 39048,0 332976030000,0
Cuadro 12. Curva de calibracién para eritromicina en matriz de higado

N° X; (Concentracion ng/mL) Y; (Area cps) XY, X;* Y;?

1 4 9290,000 37160 16 86304100

2 4 8470,000 33880 16 71740900

3 4 8290,000 33160 16 68724100

4 10 25300,000 253000 100 640090000

5 10 24700,000 247000 100 610090000

6 10 25000,000 250000 100 625000000

7 20 49300,000 986000 400 2430490000

8 20 51000,000 1020000 400 2601000000

9 20 51500,000 1030000 400 2652250000
10 50 126000,000 6300000 2500 15876000000
11 50 134000,000 6700000 2500 17956000000
12 50 125000,000 6250000 2500 15625000000
13 100 265000,000 26500000 10000 70225000000
14 100 263000,000 26300000 10000 69169000000
15 100 265000,000 26500000 10000 70225000000
> 552,0 1430850,0 102440200,0 39048,0 268861689100,0
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Cuadro 13. Curva de calibracion para tilmicosina en metanol

N° X; (Concentracion ng/mL) Y; (Areacps)  X;-Y; X;* Y;?

1 4 2280,000 9120 16 5198400
2 4 2360,000 9440 16 5569600
3 4 2510,000 10040 16 6300100
4 10 7500,000 75000 100 56250000
5 10 7710,000 77100 100 59444100
6 10 7350,000 73500 100 54022500
7 20 21400,000 428000 400 457960000
8 20 21500,000 430000 400 462250000
9 20 21200,000 424000 400 449440000
10 50 49900,000 2495000 2500 2490010000
11 50 52000,000 2600000 2500 2704000000
12 50 52800,000 2640000 2500 2787840000
13 100 111000,000 11100000 10000 12321000000
14 100 105000,000 10500000 10000 11025000000
15 100 106000,000 10600000 10000 11236000000
> 552,0 570510,0 41471200,0 39048,0 44120284700,0

Cuadro 14. Curva de calibraciéon para tilmicosina en matriz de masculo (pechuga)

N° X; (Concentracién ng/mL) Y; (Areacps)  X;'Y; X Y;?

1 4 4620,000 18480 16 21344400
2 4 4190,000 16760 16 17556100
3 4 4360,000 17440 16 19009600
4 10 12000,000 120000 100 144000000
5 10 10900,000 109000 100 118810000
6 10 12000,000 120000 100 144000000
7 20 23700,000 474000 400 561690000
8 20 23800,000 476000 400 566440000
9 20 23600,000 472000 400 556960000
10 50 59900,000 2995000 2500 3588010000
11 50 62900,000 3145000 2500 3956410000
12 50 61900,000 3095000 2500 3831610000
13 100 123000,000 12300000 10000 15129000000
14 100 119000,000 11900000 10000 14161000000
15 100 121000,000 12100000 10000 14641000000
> 552,0 666870,0 47358680,0 39048,0 57456840100,0
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Cuadro 15. Curva de calibracién para tilmicosina en matriz de higado

N° X; (Concentracion ng/mL) Y; (Areacps) X;-Y; X;* Y;?

1 4 4350,000 17400 16 18922500
2 4 4340,000 17360 16 18835600
3 4 4570,000 18280 16 20884900
4 10 11900,000 119000 100 141610000
5 10 11100,000 111000 100 123210000
6 10 11400,000 114000 100 129960000
7 20 23400,000 468000 400 547560000
8 20 22700,000 454000 400 515290000
9 20 23000,000 460000 400 529000000
10 50 61400,000 3070000 2500 3769960000
11 50 60200,000 3010000 2500 3624040000
12 50 57100,000 2855000 2500 3260410000
13 100 120000,000 12000000 10000 14400000000
14 100 123000,000 12300000 10000 15129000000
15 100 120000,000 12000000 10000 14400000000
> 552,0 658460,0 47014040,0 39048,0 56628683000,0

Cuadro 16. Curva de calibracién para neoespiramicina en metanol

N° X; (Concentracion ng/mL) Y; (Area cps) XY X, Y;?

1 4 473,000 1892 16 223729
2 4 542,000 2168 16 293764
3 4 581,000 2324 16 337561
4 10 1880,000 18800 100 3534400
5 10 2790,000 27900 100 7784100
6 10 2410,000 24100 100 5808100
7 20 8020,000 160400 400 64320400
8 20 8040,000 160800 400 64641600
9 20 7560,000 151200 400 57153600
10 50 20800,000 1040000 2500 432640000
11 50 20400,000 1020000 2500 416160000
12 50 20900,000 1045000 2500 436810000
13 100 45600,000 4560000 10000 2079360000
14 100 45100,000 4510000 10000 2034010000
15 100 47600,000 4760000 10000 2265760000

™M

552,0 232696,0 17484584,0 39048,0 7868837254,0




Anexos

103

Cuadro 17. Curva de calibracion para neoespiramicina en matriz de musculo (pechuga)

N° X; (Concentracion ng/mL) Y; (Areacps)  X;-Y; X;* Y;?

1 4 1520,000 6080 16 2310400
2 4 1890,000 7560 16 3572100
3 4 1870,000 7480 16 3496900
4 10 4950,000 49500 100 24502500
5 10 4670,000 46700 100 21808900
6 10 4940,000 49400 100 24403600
7 20 9060,000 181200 400 82083600
8 20 8830,000 176600 400 77968900
9 20 8640,000 172800 400 74649600
10 50 24300,000 1215000 2500 590490000
11 50 23500,000 1175000 2500 552250000
12 50 23500,000 1175000 2500 552250000
13 100 45100,000 4510000 10000 2034010000
14 100 44900,000 4490000 10000 2016010000
15 100 44800,000 4480000 10000 2007040000
> 552,0 252470,0 17742320,0 39048,0 8066846500,0

Cuadro 18. Curva de calibracion para neoespiramicina en matriz de higado

N° X; (Concentracion ng/mL) Y; (Areacps) X;-Y, X;* Y;?

1 4 1320,000 5280 16 1742400
2 4 1400,000 5600 16 1960000
3 4 1460,000 5840 16 2131600
4 10 3730,000 37300 100 13912900
5 10 4120,000 41200 100 16974400
6 10 3610,000 36100 100 13032100
7 20 8740,000 174800 400 76387600
8 20 9390,000 187800 400 88172100
9 20 8130,000 162600 400 66096900
10 50 8620,000 431000 2500 74304400
11 50 8380,000 419000 2500 70224400
12 50 8730,000 436500 2500 76212900
13 100 20000,000 2000000 10000 400000000
14 100 22700,000 2270000 10000 515290000
15 100 21200,000 2120000 10000 449440000
> 552,0 131530,0 8333020,0 39048,0 1865881700,0
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