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RESUMEN

Hoy en dia el uso indiscriminado de antibiéticos en las haciendas ganaderas es una
preocupacioén a nivel mundial tanto para las industrias como la salud publica. Los
antibiéticos se utilizan para el tratamiento de infecciones y enfermedades del ganado
especialmente la mastitis. Existen entes regulatorios nacionales como es el INEN,
ARCSA y Agrocalidad, que realizan constantes inspecciones y controles en las
haciendas ganaderas, centros de acopio e industrias, para dar cumplimiento a las
normativas establecidas y los limites maximos de residuos de antibiéticos en leche, con
el fin de precautelar la salud del consumidor. Internacionalmente el Codex ha
establecido que el limite maximo de antibiéticos para tetraciclinas en leche es 100 ppb,
este analisis se realiza con métodos de deteccién rapidos en la industria lactea. Es
importante para las industrias aplicar técnicas y métodos valederos que permitan
discernir la adulteracion de una materia prima obteniendo resultados en menor tiempo,
cumpliendo estandares y normativas vigentes para el sector lacteo. El método analitico
rapido utilizado en este trabajo se basa en la tecnologia de inmunocromatografia en la
cual se obtiene el resultado de deteccion y discriminacion de los antibiéticos especificos
en un tiempo maximo de 9 minutos.

El objetivo general de este trabajo es validar el método de screening para verificar el
desempefio en la cuantificacion de residuales de antibiéticos tetraciclinas, para el
aseguramiento de la calidad en la recepcion de leche cruda en las industrias lacteas.
Esta validacion permite dar la confianza en la deteccién de antibiéticos como tetraciclina,
oxitetraciclina y clortetraciclina y el cumplimiento de los rangos maximos permitidos de
residuos de antibiéticos segun el Codex. Se utilizo la técnica de cromatografia liquida
de alta resolucion para identificar y cuantificar los antibiéticos en leche, como método
confirmatorio. Para este analisis fue necesario realizar la fortificaciéon de muestras de
leche con los antibiéticos de estudio en varias concentraciones y se compar6 con la
detecciéon del método analitico rapido. Ademas, se determind las caracteristicas de
desempefio como son: el limite de deteccidn, selectividad, especificidad, falsos positivos
y negativos.

Los resultados obtenidos en la validacién del método analitico rapido satisfacen las
caracteristicas de desempefio establecidas por la “Guia de validacién de métodos de
laboratorios” de la organizacién europea Eurachem. EI método analitico rapido presenté
un limite de deteccion de 25 ppb por debajo del nivel méximo permitido de residuos que
es 100 ppb segun el Codex, lo cual garantiza la seguridad del uso y aplicacion en la
recepcion de leche cruda en las industrias. Ademas, este método presenta selectividad
y especificidad para los analitos establecidos, ya que en la aplicacion de las pruebas
con y sin el analito de interés respondié satisfactoriamente. Asi mismo, se realiz6 la
aplicacion y seguimiento de los resultados del método analitico rapido en la recepcion
de leche cruda. En este caso no se presentaron resultados positivos en antibidticos
tetraciclinas, para los litros recibidos durante 8 meses de seguimiento en una industria
lactea. Estos resultados dan cumplimiento a los niveles por debajo de los limites
maximos de residuos permitidos segun las normativas nacionales e internacionales.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCCION

Hoy en dia una de las preocupaciones en la salud a nivel mundial es la resistencia
antimicrobiana por el uso desmedido e inadecuado de antibitticos. Esto ha hecho
perder la efectividad ante diversos microorganismos para combatir enfermedades, e
infecciones bacterianas en las granjas. El uso constante de antibiéticos en el ganado
lechero ha provocado esta resistencia microbiana en las especies de ganaderia,
desde su crianza hasta finalmente la obtencién de la leche y sus derivados del ganado.
Al existir un uso desmedido de antibiéticos se crean residuos que pueden ser
transmitidos posteriormente al ser humano mediante la cadena alimentaria, si no son
detectados en su debido tiempo.

1.1. Presencia de antibiéticos en leche

El consumo de leche en un plan alimentario representa un lugar muy importante en la
nutricién de los seres vivos en cada una de sus etapas de desarrollo, aporta proteinas,
carbohidratos, lipidos, vitaminas, minerales ademas es rica fuente de calcio. Su
consumo directo y derivados como queso, yogurt, mantequilla, esté incluido en la dieta
diaria de la poblacion. Por lo tanto, la exigencia de estdndares de calidad e inocuidad
de los productos en las industrias es alta.

A nivel mundial la mayor produccion de leche proviene de la vaca. Es una preocupacion
para las autoridades el establecimiento y cumplimiento de normas por parte de personas
involucradas directamente con la extraccion, venta y produccién de la leche del ganado
bovino ya que se ve comprometida la salud de los consumidores (Santillan-urquiza,
2016).

El uso de antibidticos es frecuentemente aplicado en la practica veterinaria como
medicina para prevenir, tratar enfermedades e infecciones en el ganado incluso como
promotor de crecimiento, también usados como aditivos alimentarios para el aumento
de eficiencia de piensos. Una de las enfermedades mas comunes que afectan el ganado
es la mastitis bovina, neumonia, diarrea bacteriana, y artritis bacteriana.

El uso reiterado de antibioticos puede dar lugar a la presencia de residuos en los
productos animales, como la carne bovina, leche, entre otros alimentos. Debido al
incumplimiento de los productores en los protocolos del tratamiento, manejo animal y lo
que con lleva al tiempo de espera o cuarentena, después de la aplicacion, pueden estos
llegar mediante la cadena alimentaria al consumo de los seres vivos si no es detectado.
Provocando problemas de salud, alergias, hipersensibilidad en la flora bacteriana,
aparicion de microrganismos resistentes, efectos inmunopatologicos entre otras
patologias dependiendo del nivel de exposicion y consumo (Kantiani et al., 2009).

En la industria lactea se presentan problemas en la produccion de lacteos y sus
derivados. En la elaboraciébn de mantequilla y el yogurt se ven alteradas las
caracteristicas organolépticas como el aroma, ademas de la reduccion de la acidez. En
la elaboracién de quesos se dificulta la maduracion ya que disminuye la retencion de
agua, donde se origina una textura blanda y sabor no caracteristico amargo. Otros de
los efectos no deseable durante el proceso de elaboracion de yogurt es la no



fermentacion. Las bacterias que son adicionadas como cultivos son muy sensibles a los
antibiéticos, por lo tanto se presentan cambios morfolégicos, donde se pueden dar
situaciones en que los cultivos iniciadores sean reemplazados por microorganismos no
deseados, pudiendo convertirse en un peligro para el consumo de la poblacion llegando
muchas veces a la eliminacion del producto y esto generando pérdidas econémicas a
los pequefios y grandes productores en la industria (Guerrero & G, 2009).

1.2. Regulaciones

En la actualidad es una prioridad garantizar la seguridad e inocuidad de los alimentos
para los consumidores e industrias productoras. Por lo tanto, se han creado organismos
como el Codex Alimentarius (CODEX), Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura (FAO), la Unién Europea (UE), la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) principales entes responsables y encargados de realizar evaluaciones
y seguimiento de riesgos, cuyos resultados de analisis y datos cientificos permiten
establecer las normas internacionales, limites maximos de residuos (LMR) en los
alimentos. Bajo todo el estudio cientifico se establecen directrices y codigos de practicas
internacionales con el objetivo de dar confianza a los consumidores en que los productos
alimentarios son saludables y de calidad.

Dentro de nuestro pais existe el Servicio Ecuatoriano de Normalizacién (INEN)
responsable de establecer las normas, pardmetros fisicoquimicos y requisitos para el
cumplimiento de alimentos aptos para el consumo humano, la Agencia Nacional de
Regulacién, Control y Vigilancia Sanitaria (Arcsa) como ente regulador para aplicar
mecanismos de prevencion y protecciéon de los alimentos, ademas de la Agencia de
control y regulaciéon para la proteccién y el mejoramiento de la sanidad animal, sanidad
vegetal e inocuidad alimentaria (Agrocalidad) . Responsables de dar el seguimiento
desde el campo agricola hasta la industria verificando el cumplimiento de las normativas
y que se cumpla estos LMR permitidos para cumplir con la calidad e inocuidad de
productos como los lacteos en la industria.

Segun el Servicio Ecuatoriano de Normalizacion (INEN) dentro de la Norma técnica
ecuatoriana establece que los limites maximos de residuos de medicamentos
veterinarios serdn los que determine el Codex Alimentario. En efecto, debido a la
preocupaciéon mundial que existe sobre la resistencia microbiana, y lo que implica la
presencia de residuos de medicamentos veterinarios en los animales y como
consecuencia se vea afectada la salud de la poblacién por su consumo. Se realizan
estudios y por ende actualizaciones constantes de LMR, la comisién del Codex
Alimentarius (CAC), la Union Europea (UE) y otras agencias reguladoras de todo el
mundo han aplicado LMR de antibiéticos en los alimentos de origen animal para
garantizar su presencia limitada y de esta manera restringir el uso sin control de
medicamentos veterinarios prohibidos en las practicas agricolas y ganaderas. Las
cantidades de residuos en los alimentos deben ser inocuos para los consumidores y lo
mas bajas posibles (COMISION DEL CODEX ALIMENTARIUS, 2018). Por tal motivo el
Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios y Contaminantes
(JECFA), en su 41° periodo de sesiones de la CAC realizaron la actualizacion de los
LMR para residuos de medicamentos veterinarios en los alimentos (COMISION DEL
CODEX ALIMENTARIUS, 2018).

1.3. Antibidticos en leche

La leche cruda es definida como el producto de la secrecion mamaria normal de
animales bovinos lecheros, obtenida a partir del ordefio higiénico de vacas sanas, sin
adicion ni sustraccion alguna, exento de calostros y libre de materias extrafias a su



naturaleza, destinada a un tratamiento posterior previo a su consumo (Ecuatoriana &
Requisitos, 2012).

La presencia de residuos de antibiéticos en la leche representa un riesgo potencial para
la salud de los consumidores, puesto que son usados frecuentemente en las practicas
agricolas para precautelar la salud y bienestar de los animales. Los antibiéticos mas
comunmente usados son los B -lactamicosy tetraciclinas, ya que son agentes
antibacterianos sintéticos aplicados para el tratamiento y prevencion de infecciones. Los
antibioticos realizan su accién bactericida de diferentes formas y mecanismos, como por
ejemplo la alteracion o inhibicién de la sintesis a la pared celular del microorganismo
(Monica Cartelelle Gestal, 2014). En este caso se hace més vulnerable a las diferencias
de presién osmatica con el exterior provocando un nivel de estrés a la célula o una lisis
celular lo cual la lleva a la muerte. Ademas, se produce una interferencia en los diversos
componentes de la membrana celular, como la sintesis de acidos nucleicos y &cido
félico, incluso la sintesis de las proteinas microbianas (Moénica Cartelelle Gestal, 2014).

La funcion de los R -lactamicos es la inhibicién de la sintesis de la pared bacteriana
constituida por peptidoglucanos, el sitio de acciébn es la muramoilpentapeptido
carboxipeptidasa, enzima indispensable para el entrecruzamiento de la pared celular
bacteriana. Presenta efectos adversos a la salud si es consumido como: erupciones
maculopapulares, urticaria, fiebre, broncoespasmo, vasculitis, enfermedad del suero,
dermatitis exfoliativa, sindrome de Stevens- Johnson y anafilaxia (Guerrero & G, 2009).
Los B -lactamicos mas usados como medicamentos veterinarios son la amoxicilina,
penicilina, ampicilina pues tienen alta actividad antimicrobiana los limites méaximos de
residuos segun el Codex Alimentarius para los antibidticos antes mencionados es 4
ug/kg y para ceftiofur 100 ug/L.

Las Tetraciclinas son antibiéticos anféteros que forman sales cristalinas con acidos y
bases. Utilizadas ampliamente para el tratamiento de la mastitis bovina los cuales se
afiaden en cantidades o niveles subterapéuticos a los piensos del ganado para la
profilaxis (De et al., 1998). Responsables de actuar sobre los ribosomas de las baterias,
tienen efecto sobre gran cantidad de baterias gran positivas y negativas, aerobias y
anaerobias, micoplasmas, rickettsias, clamidias y espiroquetas. Las reacciones
adversas por su consumo consisten en irritaciones digestivas por administracion oral:
molestia por dolor epigéstrico y abdominal, nduseas, vomitos y diarreas, ademas se
puede producir en el ser humano fotosensibilidad por exposicion al sol, toxicidad
hepatica o renal(Guerrero & G, 2009). Segun el Codex Alimentarius los niveles maximos
de residuos en leche para el grupo de las tetraciclinas son 100 ug/L (ppb) para
Clortetraciclina, oxitetraciclinas y tetraciclinas.

Cloranfenicol es un agente antimicrobiano de amplio espectro adecuado para el
tratamiento de una variedad de organismos infecciosos, de alta eficiencia y de bajo costo
usado especialmente para el tratamiento de la mastitis en el ganado vacuno,
responsable de producir anemia aplastica en un pequefio porcentaje de seres humanos
expuestos al farmaco (De et al., 1998). Segun el Codex Alimentario en las conclusiones
de la JECFA basadas en la informacién cientifica, no existe un nivel seguro de residuos
0 sus metabolitos en los alimentos, que represente un riesgo aceptable para los
consumidores. Esto puede lograrse a través de la prohibicibn del uso de este
medicamento en animales productores de alimentos (COMISION DEL CODEX
ALIMENTARIUS, 2018). Por esta razén, las autoridades competentes deberian prevenir
la presencia de residuos del cloranfenicol en los alimentos, deberia prohibirse su venta
y comercializacién.
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1.4.Resistencia microbiana

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), la resistencia a los antimicrobianos
(RAM) surge cuando las bacterias, los virus, los hongos y los parasitos cambian a lo
largo del tiempo y dejan de responder a los medicamentos, lo que hace mas dificil el
tratamiento de las infecciones e incrementa el riesgo de propagacion de enfermedades
graves incluso la muerte, pues los antibiéticos y otros medicamentos antimicrobianos se
vuelven ineficaces, por lo que las infecciones son cada vez mas dificiles o imposibles
de tratar.

La resistencia bacteriana se produce cuando el germen modifica la proteina diana, y
cambia su funcién o produce enzimas distintas. Existen varios mecanismos que las
bacterias han desarrollado para resistir la accion de los antibiéticos. Uno de ellos es la
posicion de un sistema de expulsion activa del antimicrobiano, una especie de bomba
expulsora que utilizan las bacterias para la excrecion de productos residuales o téxicos,
mediante el cual se pueden eliminar los agentes antimicrobianos. El segundo
mecanismo es la disminucion de la permeabilidad de la pared bacteriana, con la pérdida
o0 modificaciébn de los canales de entradas (porinas), el tercer mecanismo es la
produccion de enzimas inactivantés de los antibiéticos, de tal modo son inhibidos los
aminoglucésidos y cloranfenicol por la acetil transferasa y las beta lactamasas a los 3 -
lactamicos (Cor et al., 2003).

Fuente: (Cor et al., 2003).

Los principales factores que mantienen en auge a nivel mundial la resistencia a los
antimicrobianos se encuentran, el uso indebido y excesivo de antimicrobianos; el uso
de agua limpia, saneamiento e higiene, tanto para las personas como para los animales;
medidas deficientes de prevencion y control de las enfermedades y las infecciones en
los centros de atencién de salud y las explotaciones agricolas; el acceso deficiente a
medicamentos, vacunas y medios de diagnostico asequibles y de calidad; la falta de
sensibilizacién y conocimientos; y el incumplimiento de las normativas y leyes que se
deben respetar y aplicar conscientemente.

El compromiso y la participacién de los gobiernos es clave para el desarrollo y
cumplimiento de este plan que incluye cinco acciones principales: concienciar y
sensibilizar a la poblacion sobre el uso y manejo adecuado de los antibidticos para de
esta forma evitar la resistencia a los antimicrobianos; mejorar la vigilancia y la
investigacion; reducir la propagacion de las infecciones mediante medidas eficaces de



saneamiento, higiene y prevencion de las infecciones; optimizar el uso de antibiéticos
en la atencién de la salud humana y animal, aumentar la innovacion y la inversion
(Perez, 2017). Ademas, la OMS solicita incrementar los esfuerzos para intensificar la
vigilancia e implementar protocolos para la deteccion oportuna de mecanismos
emergentes de resistencia, asi como intensificar medidas de prevencion y control de
infecciones.

1.5. Métodos de analisis de antibidticos

Poder identificar y cuantificar antibidticos presentes en leche es una de las tareas
importantes dentro de la industria de alimentos, permite asegurar la calidad e inocuidad
de los productos. Es una necesidad para las industrias la implementacion de métodos
rapidos para antibiéticos que permitan detectar los analitos y residuos presentes en la
recepcién de leche cruda para aceptar o rechazar inmediatamente esta materia prima.

Existen distintos métodos de deteccion y cuantificacién de antibibticos presentes en la
leche. Muchos de ellos dependen del costo, la rapidez de respuesta o deteccion, la
especificidad o identificacién del analito objetivo, por lo tanto, esto determina su
seleccion para el fin propuesto. Los métodos identificativos o de confirmacion,
denominados métodos de screening o de criba cuya funcién principal es detectar de una
manera rapida la presencia o ausencia del analito de interés en una determinada
muestra, ademas que estan realizados o disefiados para evitar falsos negativos,
positivos (Riera, 2010). Son semicuantitativos ya que detectan niveles de acuerdo con
el LMR y sustancias especificas o familias de antimicrobianos. Se clasifican en
inmunoenzimatico como ELISA, Radioinmunoensayo-RIA-, Penzym y los métodos de
unién de receptores como Charm, Beta-Star y Snap, (En et al., 2009) , y los de unién de
antigeno anticuerpo como el 3IN1 BST Bioasy.

También existen los métodos de confirmacion que determinan la presencia en
cantidades exactas y precisas de sustancias antimicrobianas mediante métodos
fisicoquimicos cuantificando las concentraciones determinadas en ppb, entre estos
estan la cromatografia de gases (CG), la cromatografia en capa fina (TLC),
espectrofotometria de masa, cromatografia liquida (HPLC). Son las metodologias mas
recomendadas por su elevada capacidad de cuantificacién, especificidad y sensibilidad
siendo la mas usada. Una de las principales desventajas es el elevado costo de
aplicacion, tiempo y los tipos de reactivos quimicos que deben ser usados.

La cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) en la quimica analitica es una
herramienta de alto desempefio ya que tiene la capacidad de separar, identificar y
cuantificar los analitos presentes en los productos alimenticios. ES un proceso
automatizado con alta especificidad, sensibilidad, precisién y la obtencion de resultados
se logra en 13 minutos aproximadamente por muestra. Tiene variedad de fases méviles,
la disponibilidad de una amplia gama de empaquetaduras de columnas y la variacion de
modos de operacién son las que representan alta demanda en su uso (Moudgil,
2019).Tiene gran aplicabilidad en la determinacion de sustancias de gran interés en la
industria y distintos campos de la ciencia, como acidos nucleicos, aminodcidos,
hidrocarburos, carbohidratos, drogas, terpenoides, plaguicidas, antibidticos, esteroides.



1.5.1. Método Elisa

Es un método inmunoldgico especifico para el tipo de analito de estudio, presenta
ventajas como la rapidez para determinar un resultado ademas de la cantidad de
muestras que pueden ser analizadas de forma simultdnea, altamente sensible vy
especifico el sistema de deteccion es mediante lectura espectrofotométrica. La técnica
consiste en ensayos con inmunosorbentes ligados a una enzima el cual consiste en la
reacciébn de antigeno- anticuerpo la interaccion que existe entre ambas es muy
especifica y Gtil en la deteccion de residuos quimicos y medicamentos veterinarios que
se pueden encontrar en los alimentos de origen animal. Los limites de deteccion
dependeran de la extraccion y limpieza que se realice a la muestra la misma que
dependera del tipo de muestra analizar, puede la preparaciéon de la muestra iniciar desde
una dilucién con una solucién tampoén hasta una hidrolisis enzimética y una extraccion
en fase solida(Riera, 2010).El método consiste en la unién entre el metabolito de la
muestra y el conjugado medicamento-enzima en la cual se da la unién al anticuerpo
especifico. Posteriormente se da un proceso de incubacion en el que los reactivos no
unidos son eliminados en el lavado. Se agrega el conjugado enzimatico y el sustrato
cromogeno lo que da la coloracién. Finalmente, la intensidad del color se da por lectura
espectrofotométrica.

En la tabla 1 se detalla los tipos de kits de Elisa que pueden ser usados dependiendo
del tipo de residuo en estudio.

Tabla 1
Ejemplos de kits de Elisa disponibles comercialmente.

PRINCIPAL LIMITE DE

I;I-IIEPS(I)D?JEO GRUPO SUSTANCIA | DETECCION
A DETECTAR (ng/ml)
Estrégenos Al Dietilestibestrol 0.2
Esteroides A3 Trembolona 0.5
. L_actonas d_gl A4 Zaranol 0.25
acido resorcilico
3 -agonistas A5 Clembuterol 0.3
Antibiéticos A6 Cloranfenicol 0.5
Antibiéticos B1 Sulfonamidas 0.5
Antibibticos B1 Tilosina 5.0
Antibibticos B1 Gentamicina 1.5
Corticoides B2f Dexametasona 2.5

Fuente: (Riera, 2010)



1.5.2. Kit de método analitico rapido de residuos de antibiéticos beta-
lactamicos, sulfonamidas, tetraciclinas

Es un método analitico rapido de deteccion y discriminacion de Beta-lactamicos,
sulfonamidas y tetraciclinas en leche. El método de deteccidn consiste en el principio de
la inmunocromatogréafia de oro coloidal y la utilizacion de dos anticuerpos. El primer
anticuerpo de recubrimiento que puede unirse y actuar con un antigeno, y el segundo
anticuerpo de captura que se encuentra adherido en la tirilla que contiene una
membrana indicadora de nitrocelulosa (Yu et al., 2018). El proceso se efectia por medio
del fendbmeno denominado capilaridad donde los fluidos suben por medio de la tirilla
donde se representa la coloracién por la interaccién que se forma entre los anticuerpos
y el antigeno en una determinada muestra con el analito de estudio.
Tiene un tiempo aproximado de duracion de 9 minutos hasta la obtencién del resultado.
La interpretacion de los resultados se basa en tres aspectos que se detalla a
continuacion:
» Si se realiza la verificacion visual, se debe observar si la linea de control
superior (linea C) esta presente.
» Si hay una linea C normal, se debe comparar la intensidad del color de la
linea Test (linea T) y la linea C.
» Sino existe una linea C visible, la prueba se considera invalida, se muestra
enlafigural.da

Los resultados de la prueba pueden ser interpretados de acuerdo con la tabla 2 y la
figura 1. 4.a. Al realizar la lectura de la tirilla mediante el lector como se muestra en la
figura 1.4.b, se debe establecer los resultados de negativo (coloracién verde), débil
positivo (coloracion amarilla) y fuerte positivo (coloracién roja), de acuerdo con el valor
R (resultado) como se muestra en la tabla 2. El valor R es un niumero que equivale al
nivel de deteccion en un rango de 0 a > 1.1 proporcionado por el equipo. Siendo los
nameros > 1.1 correspondiente a un resultado negativo y los valores < 0,9 positivos
(coloracion roja), que indican la presencia de antibiéticos en la muestra analizada.

Tabla 2
Interpretacion de resultados de la tirilla del método analitico rapido

LINEA TEST (T) VS LINEA RESULTADO RESULTADO DE 'NTEETREET%%ON
CONTROL © ANALISIS VALOR R-
PROPORCION

La muestra de leche no
contiene antibiéticos o
Negativo T>C contiene antibiéticos en R>11
el nivel inferior que los
limites de deteccion.
La muestra de leche
Débil Positivo T=c | contiene antibisticos 0,9< R <1,1
cerca del limite de
deteccion.
La muestra de leche
contiene antibiéticos
cerca del limite de -
deteccién

Positivo T<COnoT

*R= resultado
Fuente: (instructivo de método 3IN1 BST)
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Figura 1.4 Diagrama de interpretaciéon de resultados de tirillas

Fuente: (instructivo de método 3IN1 BST).

1.6.Caracteristicas de desempefio de la Validacion de un método.

La validacion consiste en demostrar mediante estudios de laboratorio que un método
analitico es capaz o apto para el uso indicado y que sus caracteristicas de desempefio
cumplen con los requisitos analiticos establecidos.

1.6.1. Definiciones

Limite de Deteccion (LOD) es la cantidad mas baja del analito en estudio en una
muestra que puede detectarse de forma fiable, pero no necesariamente cuantificarse
como un valor exacto(Ravisankar et al., 2019).

Limite de Cuantificacion (LOQ) es la cantidad mas baja del analito en una muestra
gue se puede determinar cuantitativamente con precision y exactitud bajo la condicion
operativa declarada del método en estudio (Ravisankar et al., 2019).

Capacidad de deteccién es el contenido o concentracion mas baja del analito de una
muestra que puede ser detectado, identificado o cuantificarse con una probabilidad de
error 3. El error 3 es la probabilidad de que la muestra analizada realmente no cumpla
con los requisitos, aunque se haya obtenido una medicion que cumpla con los requisitos
falso negativo. Para las pruebas de deteccion, la 3 error debe ser < 5%. Para los casos
de analitos que no se encuentra establecido un limite reglamentario, la capacidad de
deteccion es la mas baja concentracion a la que un método es capaz de detectar
muestras verdaderamente contaminadas con una estadistica certeza de 1- 3. Para este
caso la capacidad de deteccion debe ser lo mas baja posible o inferir a las
concentraciones recomendadas en normativas. En el caso de analitos con Limite
Regulatorio establecido, la capacidad de deteccién es la concentracion a la que el
método puede detectar concentraciones limite permitidas con una certeza estadistica
de 1- R. Es la concentracion a la que solo quedan < 5% de resultados falsos conformes.
En este caso la capacidad de deteccidn debe ser menor o igual al limite reglamentario
(Limites Maximos de Residuos (Lmr) y Recomendaciones Sobre La Gestion de Riesgos
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(Rgr) Para Residuos de Medicamentos Veterinarios En Los Alimentos Cx/Mrl 2-2018,
2018).

Especificidad/Selectividad. Es la capacidad de un método analitico para diferenciar y
cuantificar exactamente un analito especifico en estudio en presencia de interferencias
u otros compuestos que probablemente estén presentes 0 que contengan componentes
de comportamiento similar(Ornemark & Magnusson, 2014).

La especificidad es la capacidad de un método para distinguir entre el analito que se
estd midiendo y otras sustancias(Riera, 2010).

Linealidad. Es una medida de que tan bien se muestra un gréfico de calibracién de
respuesta frente a una concentracion donde se aproxima una linea recta. La linealidad
se puede evaluar realizando mediciones Unicas a varias concentraciones del analito.
Posterior mente los datos se procesan mediante una regresion lineal de minimos
cuadrado. La pendiente del grafico resultante, el intercepto y el coeficiente de
correlacion proporcionan la informacion deseada sobre linealidad(Ravisankar et al.,
2019).

Linealidad
Tabla de valores

de un analito en un material ‘x'y)
—=X— Material de ool e
r zelerejncm referencia
~ 0040 mg/ml mg/mi
E
? o0 o5 & x v
=
¢ 0030 %x/ 1 0.0100 0.0101
£l L
E 25 2 0.0150 0,0155
3 oo ¢ /
S oo / : 3 0.0200 0,0207
T oors /X 4 00250  0.0256
0010 KA i A IR S 5 00300  0.0298
6

0015 002 po2s 003 0035 004 0.0400 0.0401

Material de referencia mg/ml

Figura 1.5 Determinacién de linealidad de un analito

Fuente: (Pr et al., 2002).

Precision. Representa la proximidad entre los resultados de una serie de mediciones
obtenidas de muestreos multiples de una misma muestra homogénea en condiciones
analiticas similares y se divide en 3 categorias(Ravisankar et al., 2019).

Repetibilidad: Precisién obtenida aplicando un mismo procedimiento en las mismas
condiciones de operacion, sobre una misma muestra, con el mismo analista, en
intervalos cortos de tiempo, utilizando el mismo equipamiento, dentro de un mismo
laboratorio(Guia Para Validacién de Métodos de Ensayo, 2019).

Precisiéon intermedia: Precision obtenida aplicando un mismo procedimiento, sobre
una misma muestra, en el mismo laboratorio, bajo condiciones diferentes de operacion.
Estas condiciones pueden estar relacionadas a las siguientes variables: tiempo,
analista, equipamiento o calibracion(Guia Para Validacion de Métodos de Ensayo,
2019).
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Reproducibilidad: precision obtenida aplicando un mismo procedimiento, sobre una
misma muestra, en diferentes laboratorios, distintos analistas, y diferentes equipos(Guia
Para Validacion de Métodos de Ensayo, 2019).

Robustez: medida de la capacidad de un método analitico para mantenerse inalterado
ante pequefios cambios, pero deliberadas variaciones del método, que provee una
indicacién de su confiabilidad durante el uso normal(Ravisankar et al., 2019).
Recuperacion: es el porcentaje de la concentracion real de una sustancia recuperada
durante el proceso de andlisis. En la cual se puede emplear una muestra llamada blanco
enriguecido con el analito de interés. Este factor siempre se determina en la validacion
si no se dispone de material certificado de referencia.

Sensibilidad diagnostica: es la capacidad que tiene un método cualitativo para
detectar pequefias cantidades de un analito en una determinada muestra(Ornemark &
Magnusson, 2014).

Sensibilidad analitica: Es la respuesta que presenta el instrumento a una determinada
concentracion de analito(Ornemark & Magnusson, 2014).

Capacidad de deteccién para analisis cualitativo. Para métodos cualitativos, la
precision no puede ser expresada mediante la desviacion estandar, pero si puede ser
expresada como tasa de verdaderos y falsos positivos y negativos. (Ornemark &
Magnusson, 2014)

1.7. Estado de la Situacion Actual

Una de las practicas comunes que existen en la actualidad en las haciendas ganaderas
es la administracion de antibiéticos, en el manejo, o cuidado de enfermedades mas
frecuentes que se presentan en las ubres de las vacas, también usados como
promotores de crecimiento para aumentar y mejorar la eficiencia de la produccion. La
mastitis es una de las principales enfermedades tratada con antibioticos. Existen malas
practicas en el manejo de animales que han tenido esta enfermedady han sido
administrados antibi6ticos. Por lo tanto, el riesgo de presencia de residuales de
antibiéticos en la leche cruda es alto, mas aun si en la gran mayoria de ocasiones, se
utilizan sin tener la guia de un profesional calificado. Es imprescindible que haya
personal calificado para la dosificacion y administracion de los antibiéticos en el ganado
lechero, de maneraque sepueda evitar quelos antibibticos sean utilizados
inadecuadamente, empleando dosificaciones mayores o por debajo de lo indicado,
numero de aplicaciones, duracion del tratamiento y vias de administracion incorrectas,
en las que finalmente se pueden presentar residuales en la leche cruda si no existe la
asesoria técnica a los ganaderos y no se cumple el tiempo establecido de cuarentena.
La mejora de procesos dentro de la industria alimentaria en los Ultimos afios se ha
enfocado en optimizar sistemas de gestion de la calidad, seguridad e inocuidad de los
productos, por lo tanto, ha sido una necesidad la implementacion de diferentes
metodologias que ayuden a estar alineados a estandares de normativas nacionales e
internacionales. El uso de métodos rapidos de detecciéon ha sido indispensable en las
industrias que ayuden a la determinacién de antibiéticos de una manera répida y
confiable buscando incrementar la confianza en los consumidores respondiendo de esta
manera a las exigencias de los organismos o entidades de gobierno.

La validaciéon del método analitico rapido (screening) de antibiéticos 3IN1BST en este
proyecto busca establecer la validez y fiabilidad de sus resultados cumpliendo con los
criterios de calidad que permitan dar mayor aceptacion y seguridad a los productos,
adquiriendo ventajas competitivas dentro del mercado, ademas de satisfacer las
necesidades de los clientes.
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1.8. Planteamiento del problema

En la actualidad uno de los problemas con el que tienen que enfrentar y buscar una
solucion los productores o ganaderos es la presencia de mastitis en el ganado lechero,
y su manejo o tratamiento mediante el uso de antibi6ticos betalactamicos y tetraciclinas
para la inhibicién de microorganismos responsables de producir inflamacion en la ubre
de las vacas por el mal manejo en el ordefio, siendo las tetraciclinas los antibidticos
mas usados en el tratamiento de mastitis e infecciones, debido a su facil manejo y
aplicacion, ademas de su bajo costo, convirtiéndose en una de las principales causa de
la aparicion de residuos de antibiéticos en la leche , ya que muchas veces no se respeta
el tiempo de cuarentena y el ganado es ordefiado y su leche rapidamente
comercializada, esto conlleva que para el productor ganadero eliminar esta leche
represente pérdidas econdmicas, por lo tanto, se realiza mala practica a nivel agricola,
realizando mezclas entre producto bueno y leche con residuos de antibidticos tratando
de esta forma enmascarar para evitar que sean detectados(Guerrero & G, 2009). Es
por ello la importancia en la industria mantener controles bajo métodos de deteccion
confiables que permita determinar estos residuales en la recepcion de esta materia
prima y actuar de manera inmediata al rechazo de producto no conforme.

1.9. Objetivo general y especificos

El objetivo general de este trabajo es validar el método de screening para verificar el
desempefio en la cuantificacion de residuales de antibidticos tetraciclinas (TC).

Para lograr lo antes indicado se ha identificado los siguientes objetivos especificos:

a) Identificar los métodos analiticos utilizados para cuantificar antibiéticos en leche.

b) Validar el método de screening para antibidticos tetraciclinas.

c) Aplicar el método de screening y evaluar los resultados en muestras de leche cruda.
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CAPITULO 2

2. MATERIALES Y METODOS

2.1.Equipos

Se realizara la validacion del método analitico rapido de deteccion y discriminacion de
antibiéticos oxitetraciclinas (OT), tetraciclinas (TC) y Clortetraciclina (CT) en la leche cruda
basado en la tecnologia de inmunocromatografia de oro coloidal vs método de cromatografia
liquida HPLC-DAD.

Se realizara curvas de calibracion a diferentes concentraciones en el método confirmatorio
para determinar la linealidad y sensibilidad del método en estudio para cada uno de los
antibiéticos antes mencionados. Se comparara los resultados con el método analitico rapido
(screening) 3IN1BST. Se determinard los criterios de desempefio como, sensibilidad,
especificidad, selectividad , limite de deteccion, falsos positivos, negativos, basado en la guia
Eurachem (Ornemark & Magnusson, 2014).

El equipo utilizado para determinar y cuantificar antibiéticos fue un cromatégrafo liquido de
alta resolucion con un detector de diodos (UHPLC-DAD) modelo 1290 infinity
(Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA). Otros de los equipos necesarios para el analisis
fueron, balanza gramera, balanza analitica, vortex, cronometro, refrigeradora, congelador,
micropipeta, centrifuga, camara de concentracion en fase solida (milford Massachusetts USA-
Waters), bomba de succién de vacio, bafio ultrasénico, cabina extractora de gases, pH metro.
Ademas, también se us6 una columna cromatografica y cartuchos de extraccion en fase
sélida de 30 um (Oasis HBL — Waters) (Moudgil, 2019).

La separacion y cuantificacion de los antibiéticos se dio mediante UHPLC con columna marca
Merck C8 (Thomas Scientific Special Order Sigma 1500320001 Purrospher Star RP 8
Endcapped (5 um) LiChrocart 250-4.6. El proceso de extraccion en fase soélida se realiz6 con
el uso de cartuchos poliméricos con caracteristicas (60 mg, 3 ml, OASIS HBL, Waters, EE.
UU.). Fue necesario la utilizacién de la camara de concentracién de fase solida de 20 puertos
(Waters Corporation, EE. UU.). Para realizar la limpieza y extraccién de las muestras se
requirié la conexion de la bomba de vacio para lograr la succion de las muestras por medio
de presion negativa a una velocidad de 1 ml/min (Moudgil, 2019).

2.2.Estandares y reactivos

En el método cromatografia liquida de alta resolucion UHPLC-DAD, fue necesario la
utilizacion de Clorhidrato de Oxitetraciclina con 89.62% de pureza, con nimero de lote del
material de referencia G1125763, Clorhidrato de Clortetraciclina con 92.5% de pureza,
namero de lote 737779, Clorhidrato de Tetraciclina con 97.15 % de pureza con lote
G992250 todas adquiridas del instituto nacional de medicién de LGC Standards (Alemania),
Cloranfenicol con 98% de pureza adquirida de Cambridge Isotope Laboratories, Inc.

Otros reactivos utilizados fueron: acido citrico, sal disédica etilendiaminotetraacetato de
sodio (EDTA), hidrogenofosfato disddico, metanol grado HPLC, acetonitrilo grado HPLC,
acido sulfarico, acido clorhidrico, hidréxido de sodio, acido tricloroacético, adquiridos de la
marca MERCK (Alemania). Ademas, se trabajoé con agua de grado HPLC con sistema Milli-
Q de Millipore (EE. UU.).
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2.3. Preparacion de soluciones

Para la preparacion de soluciones se pesé 0.05 gramos de oxitetraciclina, tetraciclina y 0.05
gramos de Clortetraciclina se afora cada una de las muestras hasta 50 ml con metanol,
para la obtencién de la solucién madre posteriormente se toma 250 ul de cada una de las
soluciones antes mencionadas y se lleva a un matraz color &mbar de 50 ml y afora con
metanol de grado HPLC. Mediante este método se obtuvo una concentracion de 1000000
ppb (AOAC 995.09, 2019).

2.3.1. Solucion de trabajo o intermedia 5000 ppb
Se toma 250 ul de la solucion madre y se afora con metanol grado HPLC a 50 ml en un
matraz color ambar y se almaceno en refrigeracion hasta su posterior uso.

2.3.2. Solucién Buffer Mcllvaine EDTA 0.01 M

Se peso las siguientes cantidades de reactivos en un vaso precipitado, acido citrico 4.08
gramos, 1.92 gramos de hidrogenofosfato disddico, 1.11 gramos de sal disddica
etilendiaminotetraacetato de sodio (EDTA) se aforo con 300 ml de agua destilada y se llevo
a ph 3,5 con hidréxido de sodio.

2.3.3. Solucion fase movil

Se midié un volumen 1000 ml de agua destilada grado (HPLC) con sistema Milli-Q de
Millipore (EE. UU.), en un vaso de precipitacion se agregé 8 gotas de &cido sulfurico 95-
97%, se agito y llevo a ph 2,1 con solucion de &cido sulftrico al 10 %.

2.3.4. Disefio Experimental

La preparacion de muestras de trabajo para la determinacién de antibi6ticos Tetraciclinas,
Oxitetraciclina, Clortetraciclina se realizaron para el método analitico rapido 3IN1 BST y
HPLC. Las muestras se prepararon a partir de una muestra madre de 1000000 ppb de los
antibidticos OT, TC y CT, a partir de la cual se prepard una solucion intermedia con una
concentracion final de 5000 ppb, donde posteriormente se realizaron las fortificaciones con
el objetivo de obtener las concentraciones de estudio, 6.25,12.5, 25, 50, 75, 100, 200 ppb
para determinar si el método en estudio es capaz de detectar el antibidtico, ademéas de
encontrar el limite de deteccion, (ver anexo D).

Para realizar las fortificaciones de cada una de las concentraciones se tomé 12.5, 25, 50,
100, 150, 200, 400 ul de la solucién intermedia de 5000 ppb que contiene los antibiéticos
OT, TC, CT y se colocaron en 10 ml con muestra de leche cruda blanco en un tubo plastico
de centrifuga, se homogenizo para la obtencion de una concentracién de 6.25,12.5, 25, 50,
75, 100, 200 ppb de los antibidticos de interés Tetraciclinas, Clortetraciclina y
Oxitetraciclina, se pes6 5 gramos de muestra para la determinacion en el método
confirmatorio (HPLC), se consideraran como valor X la concentracion a partir de los
fortificados y la variable y como la lectura obtenida en el equipo del método analitico rapido.
El anexo c detalla informacion adicional acerca de las fortificaciones.

Se realizo un estudio comparativo entre los resultados obtenido con el método analitico
rapido 3IN1BST y el método confirmatorio por HPLC/DAD. Se realizo un andlisis
comparativo entre los resultados de los diferentes niveles de concentracion para determinar
el rango minimo de deteccién de los analitos de interés en el método analitico rapido.



15

2.4. Cromatografia liquida alta resolucion (HPLC-DAD)
2.4.1. Proceso de Extraccion de muestras

Cada una de las muestras de trabajo fueron agitadas en vortex durante 5 minutos para ser
homogenizada. Se peso 5 gramos de muestra en cada tubo y se agreg6 4 mL de la solucién
buffer EDTA Mcllvaine sddico (0.01M con ph 3,5). Se procedié agitar nuevamente durante
5 min en Vortex, posteriormente se centrifugo durante 15 min a 4000 rpm. Transcurrido el
tiempo se retiré el sobrenadante y se coloc6 en otro tubo, todos los tubos debidamente
rotulados con sus respectivas concentraciones. Se agregaron 6 mL de la solucién buffer
EDTA Mcllvaine 0.01M nuevamente al tubo inicial, se agito durante 5 min en vortex y se
procedi6 a centrifugar durante 15 min a 4000 rpm con la finalidad de promover la
precipitacion de las proteinas. Se retiro el sobrenadante y se agregd en los tubos de
recoleccioén, 200 ul de acido tricloroacético y se almaceno en refrigeracién hasta el siguiente
dia (AOAC 995.09, 2019).

Se retiro la muestra de refrigeracion, hasta alcanzar temperatura ambiente, luego se
centrifugo durante 15 min a 4000 rpm.

Para extraer la muestra se utilizg, los cartuchos poliméricos SPE (OASIS HBL, Waters, EE.
UU.), que fueron activados previamente con 5 ml de metanol y 3 ml de agua destilada grado
(HPLC) con sistema Milli-Q de Millipore (EE. UU.). Los cartuchos o columnas fueron
conectadas a un extractor de fase solida de 20 puertos marca Waters. Ademas, fue
necesario utilizar una bomba de vacio para la succion de las muestras a presion negativa.
Una vez activada la columna se procedié a colocar el sobrenadante de cada una de las
concentraciones de estudio, el mismo que fue desechado. Posteriormente los analitos
retenidos en la fase solida de cada uno de los cartuchos fueron eluidos con 1 ml de metanol
y 1,5 ml de buffer EDTA ph 3,5. Finalmente el filtrado fue transferido con ayuda de filtros de
jeringa en viales de muestreo automatico con tapa septum color ambar y almacenado hasta
el analisis respectivo. (AOAC 995.09, 2019)

2.4.2. Anélisis HPLC

Las condiciones cromatograficas que se trabajaron para la determinacién de antibiéticos
fueron, temperatura del horno para la columna 25 °C, flujo de la bomba de 1 ml/min, como
fase moévil se utilizé el agua acidificada con acido sulftrico con ph 2,1, previamente se
mantuvo en un bafio ultrasénico por 15 min, volumen de inyeccion fue de 40 ul.

El gradiente utilizado fue agua acidificada de &cido sulfarico y acetonitrilo en relacion 85:15.
Los antibiéticos fueron separados por una columna LiChroCart 250-4.6 Purospher Star RP-
8e marca Merck de (5 um de didmetro interno). La longitud de onda de deteccion utilizada
para la cuantificacion fue de 355 nm. Se realizé una curva de calibracién en base a las
concentraciones en estudio (25, 50, 100, 250, 350 ppb) con metanol grado HPLC, solucion
intermedia y buffer mcllvaine EDTA con ph 3,5.

2.5. Control de Calidad de Muestras

Se toma muestra de leche cruda de medios de transporte que contienen tanques de acero
inoxidable tipo cisterna. El personal responsable de realizar el muestreo se coloca arnés
para la toma de muestra por seguridad, se realiza agitacion de cada compartimiento para
la correcta homogenizacion de la leche, se utiliza un agitador manual y jarras metélicas.
La muestra es llevada al laboratorio de aseguramiento de calidad donde la muestra es
tratada en las condiciones establecidas para andlisis. La muestra debe llevarse a una
temperatura de 20 °C +/- 5 °C, con el objetivo de homogenizar o disminuir los glébulos de
grasa presentes y evitar sedimentos, ademas asegurar fluidez de la muestra que en su
andlisis se evite la interferencia o dificultad en la deteccién del analito de interés de tal forma
gue no se vean comprometidos los resultados.
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2.6.Andlisis rapido

El método analitico r4pido para deteccion de antibidticos Beta-lactamicos, sulfonamidas,
tetraciclinas utilizado fue el kit 3IN1BST (Shenzhen Bioeasy Biotechnology Co., Ltd,
Shenzhen, R. P. China) se muestra en la figura 2.1. Para llevar a cabo esta medicién se
requiere de equipos, materiales y reactivos que son de la misma marca del proveedor del
método analitico rapido Shenzhen Bioeasy Biotechnology. Con lo relacionado a equipos se
necesitan una mini Incubadora con temperatura de 40+/- 2°C de tolerancia, lector de tirillas y
temporizador, respecto de los materiales el kit provee micropocillos de pruebas y tiras
reactivas. Los micropocillos contienen el reactivo de deteccién de antibioticos que viene
dosificado por el fabricante. El kit cuenta con estandares de antibiéticos para realizar pruebas
de verificacion en las siguientes concentraciones: tetraciclinas 60 ppb, sulfametazina 50 ppb,
penicilina G 4.5 ppb (control positivo), leche liofilizada libre de antibiéticos (control negativo).

Figura 2.1 Método analitico rapido para detecciéon de

antibiéticos Beta-lactamicos, sulfonamidas, tetraciclinas

utilizado kit 3INLBST (Shenzhen Bioeasy Biotechnology
Co., Ltd, Shenzhen, R. P. China

Fuente: Fotografia del autor, 2021

Previo a la medicion, se encendié previamente la incubadora hasta que llegue a la
temperatura de trabajo estable de 40+/- 2 °C. El kit de medicion que es mantenido en
refrigeracion es llevado a temperatura ambiente para su uso. Se toma una muestra de leche
homogenizada de 200 uL, se coloca en el micropocillo que contiene el reactivo, y se mezcla
con la micropipeta automatica de 5 a 10 veces, para permitir una correcta homogenizacion
de la muestra con el reactivo. A continuacion, se coloca los micropocillos en la incubadora
por 3 minutos a una temperatura de 40 °C. Una vez transcurrido el tiempo se sumerge la
tirilla de prueba en el micropocillo por 6 minutos. Se retira la tirilla del micropocillo y se
procede a la lectura de los resultados en el lector de tirillas con el software SAFF Reader
LF (Shenzhen Bioeasy Biotechnology Co., Ltd, Shenzhen, R. P. China).
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2.7. Método de Validacién

El proceso de validacion del método screening en el presente trabajo consistio en la
determinacién y confirmacion del cumplimiento de los requisitos de calidad y
confiabilidad que presentan los resultados del kit 3IN1BST para garantizar la seguridad
de su uso y dar cumplimiento a las normativas nacionales e internacionales. Por lo que,
las caracteristicas de desempefio aplicadas fueron limite de deteccion, sensibilidad,
especificidad, selectividad y exactitud, falsos positivos y negativos, debido a que es un
método semicualitativo ademas del uso de la guia de laboratorio de validacién de
métodos (Ornemark & Magnusson, 2014).

Fue necesario obtener resultados de un método confirmatorio como es HPLC, mediante
el cual se compararon las concentraciones en estudio versus la respuesta en el método
del kit rapido 3IN1BST.

Se realizd la fortificacion de muestras de trabajo con antibiéticos Oxitetraciclina,
Tetraciclina y Clortetraciclina en 7 niveles (6.25, 12.5, 25, 50, 75, 100, 200 ppb) a partir
de una muestra intermedia de 5000 ppb con los analitos antes mencionados.

Las curvas de calibracion en HPLC se realizaron a partir de la solucion intermedia de
los estdndares en las concentraciones 25, 50, 100, 250, 350 ppb mas el buffer Mcllvaine
EDTA ph 3,5.

La sensibilidad del método fue determinada mediante los resultados de la pendiente
de la curva de calibracion de los analitos. El limite de deteccién fue establecido bajo las
concentraciones conocidas de los analitos en el estudio en el método confirmatorio y las
réplicas realizadas a las mismas muestras con el kit rapido 3IN1BST permitieron
determinar el nivel minimo de respuesta que el kit pudo detectar de los analitos de una
forma fiable. La exactitud se realizé comparando las concentraciones analizadas en el
equipo HPLC y la respuesta obtenida en el kit rapido 3IN1BST (Ornemark & Magnusson,
2014).

La especificidad se realizé6 mediante la réplica de cada una de las concentraciones que
fueron realizadas a partir de una muestra blanco leche y la fortificacién con el antibiético
cloranfenicol en diferentes concentraciones (6.25, 12.5, 25, 50, 75, 100 ppb), en la cual
se determind si el kit era capaz de dar sefial positiva al antibiético mencionado a pesar
de no ser el analito de interés para el cual esta disefiado el kit, al tener las mismas
caracteristicas de las tetraciclinas (Ornemark & Magnusson, 2014).

Formula para usar sera: Fraccion del numero total de muestras negativas que son
correctamente asignados con el método utilizado.

E =(atd)/n

Selectividad fue realizada con una muestra de leche cruda fortificada en 100 ppb de
cloranfenicol y tetraciclina, se trabajaron réplicas de niveles (6.25, 12.5, 25, 50, 75, 100
ppb), con la finalidad de ver el nivel de respuesta del kit ante el analito tetraciclina objeto
de estudio y cloranfenicol que tiene las mismas caracteristica y comportamiento que las
tetraciclinas, de esta manera se evalud si se presentaban interferencias y el nivel de
desempefio del kit (Ornemark & Magnusson, 2014).

Formula para usar ser&: Fraccion del nUmero total de muestras positivas que son
correctamente asignados con el método utilizado.

S =(at+d)/n
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La determinacion de falsos positivos y falsos negativos se realizé utilizando dos
muestras de leche blanco fortificadas en 100 ppb de Clortetraciclina y Oxitetraciclina y
tetraciclina (Ornemark & Magnusson, 2014).

Falsos positivos: Es la probabilidad que el ensayo presente un resultado positivo
cuando la muestra no contiene antibioticos o tiene otro tipo de antibiéticos no objeto de
estudio, interpretacion de formula se detalla en el anexo f.

Se usara la formula b/(a+b), es decir la fraccion de muestras positivas asignadas por el
método: a= seran el nimero de muestras que den como resultado negativo, b= serén el
numero de muestras que den como resultado positivo.

Falsos negativos: Es la probabilidad que el ensayo presente un resultado negativo
cuando la muestra contiene el analito (positivo). La formula para usar es c/(c+d) cuando
el kit haya dado como resultado negativo errbneamente, c= nimero de muestras con
resultado negativo, d= nimero de muestras con resultado positivo.
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CAPITULO 3

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Los parametros evaluados en este trabajo fueron la cuantificacion de antibiéticos por
método confirmatorio (HPLC-DAD) y limite de deteccion, selectividad, especificidad,
falsos positivos, falsos negativos, por método analitico rapido, los cuales se describen
a continuacion.

Durante las pruebas del método analitico rapido se realiz6 muestras blanco (leche),
todas presentaron un resultado negativo. Ademas, antes de las mediciones se realizo
un control negativo (leche liofilizada libre de antibiéticos) y positivo (60 ppb Tetraciclina
- 50 ppb-Sulfametazina - 4,5 ppb Penicilina G) que contiene el método 3IN1BST, los
resultados dieron correctamente negativo y positivo respectivamente, mismos gue se
detallan en tabla 5.

3.1.Cuantificacién de antibi6ticos

Para validar el uso del método analitico rapido o denominado también screening, se
utilizé el método confirmatorio de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC-
DAD). La fase movil utilizada en el método fue solucién de acido sulfarico con un pH
de 2,1, y agua acidificada con acetonitrilo, en proporcion 85:15 respectivamente. El
acetonitrilo es un disolvente que presenta buen comportamiento en la extraccion de
una amplia gama de antibioticos de diferentes propiedades quimicas (Dubreil et al.,
2017).

La figura 3.1 muestra el cromatograma de la mezcla de antibiéticos OT, TC, y CT en
una concentracion de 100ppb, respectivamente. Se puede observar los tiempos de
retencion entre 6 y 9 minutos bajo las condiciones de analisis en HPLC-DAD.

Figura 3.1 Cromatograma de curva de calibracion estandar para
antibiético oxitetraciclina, tetraciclina, clortetraciclina en HPLC

*Cromatograma de estandares con deteccion de 355 nm para
oxitetraciclina, tetraciclina y clortetraciclina, con niveles de fortificacion
100 ppb.
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Los resultados de las curvas de calibracién estandar de cada uno de los antibidticos
se muestran en la figura 3.2. Las curvas de calibracion muestran la correlacion
existente de los valores obtenidos del &rea de cada uno de los picos de los analitos
estandares, frente a las concentraciones de forma ascendente utilizadas (25, 50,100,
250 y 350 ppb). Segun los datos de regresion lineal la curva tiene un comportamiento
lineal adecuado para los analitos de estudio, con coeficiente de correlacion (R?) en
rango de 0.997 para tetraciclina, 0.998 para oxitetraciclina y clortetraciclina.

a) Oxitetraciclina

30 1 y =0,0711x + 0,2976
25 1 Rz = 0,9983

200 300 400
Concentraciones (ppb)

0 100

O

) Tetraciclina

20 +

y =0,0518x + 0,3334
R2=0,9972

0 100 200 300 400
Concentraciones (ppb)

c) Clortetraciclina

Ty =0,0097x + 0,0003
R2 = 10,9986

Area
OR P NNWWAMNHIN
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Concentraciones (ppb)
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Figura 3.2 Curvas de calibracion estandar para antibiéticos utilizando
HPLC-DAD. a) oxitetraciclina, b) tetraciclina, c) clortetraciclina, con
rango de cuantificacién entre 25y 350 ppb

Fuente: Laboratorio de Analisis Quimico y Microbiolégico de
alimentos de la Subsecretaria de Calidad e Inocuidad
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Los resultados de analisis de las muestras de leche fortificadas con antibiéticos se
muestran en la tabla 3. Los valores de porcentaje de recuperacion para el antibiético
Oxitetraciclina, Tetraciclina y Clortetraciclina fue de 87,21% + 6.95%, 104.59% + 7.06%
y 46.95% * 19.80%, respectivamente. Los valores demuestran una adecuada capacidad
de recuperacién del analito durante el procesamiento de las muestras de OT y TC, ya
que se encuentran dentro del rango de recuperacion del método establecido que es de
60% a 120% para Oxitetraciclina y Tetraciclina (European Commission, 2010). Para el
antibiotico Clortetraciclina, los resultados no fueron los esperados ya que no se alcanzé
el porcentaje de recuperacion establecido bajo las condiciones ensayadas. Haroenraks
y colaboradores reportaron resultados similares de recuperacion de antibiéticos
mediante el analisis de HPLC en camarén, en donde CT tuvo el menor porcentaje de
recuperacion (Haroenraks et al., 2005).

Para los residuos de Clortetraciclina se pudo realizar la lectura e interpretarla, pero los
porcentajes de recuperacion no fueron los esperados, por lo tanto, se sugiere que el
método requiere de una adaptacion para incrementar el porcentaje de recuperacion de
este antibiético. Segun E. Dubreil y colaboradores existe la posibilidad de haberse
presentado interacciones entre los antibiéticos o volatilidad de la muestra. En especial,
la clortetraciclina en presencia de otros antibiéticos provoca la degradacion de la
clortetraciclina (Dubreil et al., 2017).

Tabla 3
Porcentaje de recuperacion del andlisis de oxitetraciclina, tetraciclinay
clortetraciclina utilizando HPLC-DAD

ANTIBIOTICOS OXITETRACICLINA TETRACICLINA CLORTETRACICLINA
Concentracién(ppb) Resultado | Recuperacion | Resultado | Recuperacion | Resultado | Recuperacion
(Ppb) (%) (Ppb) (%) (Ppb) (%)
6.25 ND ND ND ND ND ND
12.5 ND ND ND ND ND ND
25.00 22,22 88,87 26,34 105,35 ND ND
50.00 46,73 93,47 58,74 117,48 22,75 45,5
75.00 67,3 89,74 74,06 98,75 28,87 38,5
100.00 90,29 90,29 103,71 103,71 52,81 52,81
200.00 147,33 73,66 195,34 97,67 101,97 50,98
Promedio 74,77 87,21 91,64 104,59 51,60 46,95
Desviacion 42,68 6,95 57,54 7,06 34,95 19,80
estandar

*ND: No detectado
Fuente: Laboratorio de Analisis Quimico y Microbiolégico de
alimentos de la Subsecretaria de Calidad e Inocuidad

En la tabla 4 se muestra la comparacion entre los dos métodos de andlisis aplicados
a la misma muestra de leche fortificada con antibiéticos en concentraciones de 6.25 a
200 ppb. A una concentracién mayor a 25ppb de los antibiéticos OT/TC/CT hay un
resultado fuerte positivo en el método de andlisis rapido, esto indica que el método
permite tener una confiabilidad de los resultados en el analisis de muestra de leche
cruda. Se pudo determinar que el método de analisis rapido presento alta sensibilidad
a las concentraciones 25, 50, 75, 100, 200 ppb, mientras que en valores menores a
25 ppb no hubo deteccion. Los resultados de deteccidn de las concentraciones antes
mencionadas fueron positivos (fuerte positivo = R < 0,9).
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Resultados determinacion Antibioticos Oxitetraciclina, Tetraciclinay

Clortetraciclina en HPLC vs Kit rapido de deteccién 3INIBST

CONGENT HPLC (ppb) S TV
RA&'F?b'\)'ES OXITETRACICLINA | TETRACICLINA | SHORTEIRACICL TEERACIC | cion pE
RESULTADOS

6.25 ND ND ND 3,49

125 ND ND ND 131

25 22,22 26,34 ND 0,29

50 26,73 58,74 22,75 0,18

75 67.3 74,06 28,87 0,03

100 90,29 103,71 52,81 0,01

200 147,33 195,34 101,97 0

*ND: No detectado

Fuente: Elaborado por el autor, 2021

3.2.Limite de Deteccidon

El limite de deteccién fue determinado haciendo uso de las mismas muestras reportadas
del andlisis de HPLC en la tabla 4 para ser analizadas con el método de analisis rapido,
con el objetivo de corroborar el desempefio del método en la detecciébn de los
antibiéticos en estudio. El limite de deteccion del método es definido como la cantidad
mas baja de analito de una determinada muestra que puede ser detectada, pero no
necesariamente cuantificada.

La tabla 5 detalla los promedios de los resultados del ensayo completo del método
analitico rapido, se puede obsevar el limite de deteccion es de 25 ppb, en la grafica 3.3
se puede observar la respuesta relacionada con la concentracion de los antibiéticos OT,
TC, CT, los resultados completos se detallan en el anexo h del presente trabajo.

En la figura 3.4 a, se puede observar la tasa de respuesta positiva de las réplicas
realizadas de cada una de las concentraciones y el nivel de respuesta del método
analitico rapido. Es importante resaltar que los niveles maximos de residuos permitidos
en leche, segun las normativas y regulaciones internacionales como el Codex, son 100
ppb para tetraciclinas. Por lo tanto, el método de analisis rapido presenté buen nivel de
deteccion dentro del rango permitido para TC. Esta medicion permite tener seguridad
respecto de los resultados al momento de determinar la aceptacion o rechazo de
muestras en la recepcion de leche cruda. Segun la Decision de la Comisién Europea
2002/657 | EC (Comision Europea 2002), la precision del ensayo debe ser menor del
15%, en este caso seria 85 ppb, y los valores observados estan de acuerdo con las
directrices de la UE (European Commission, 2010).

El andlisis estadistico de los resultados en las diferentes concentraciones de deteccion
de TC mostr6 que existe diferencias significativas entre los niveles de deteccion con un
valor p < 0,05, es decir que en el método andlitico rapido los valores de deteccién del
analito de interés a concentraciones menores a 12,5 ppb son diferentes a las
concentraciones mayores a 25 ppb, valores que se observan en la figura 3.4 b.
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Resultados de muestras fortificadas con antibiéticos Oxitetraciclina, Tetraciclina
y Clortetraciclina mediante el método analitico rapido 3IN1BST Bioeasy

ON

CONCENTRACI

Lc + 6. 25 ppb

Lc +12.5 ppb

Lc+25 ppb

Lc+50 ppb

Lc+75 ppb

Lc + 100 ppb

Lc + 200 b

*N: negativo, P: positivo
*Lc: Leche cruda

* Estos datos representan el promedio de los resultados del ensayo analitico rapido que
incluye los antibiéticos tetraciclinas. Los resultados de controles negativo y positivo del
método y tabla completa ver en anexo h.

RESULTADOS METODO ANALITICO RAPIDO MUESTRAS
FORTIFICADAS OXITETRACICLINA, TETRACICLINA,
CLORTETRACICLINA
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Figura 3.3 Gréafico determinacion limite de deteccion del método analitico rapido
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3.3. Selectividad

La selectividad (resultados sin interferencias) es una de las caracteristicas importantes
dentro del desarrollo y desempefio del método analitico rapido. En la tabla 6 se muestran
los resultados del analisis de una muestra de leche cruda fortificada en diferentes
concentraciones con 0, 6.25, 12.5, 25, 50, 75, y 100 ppb de cloranfenicol y tetraciclina.
En la evaluacioén realizada se determin6 que, en presencia de otro componente o analito
de similar comportamiento, el método mantiene la habilidad de medir el analito de
interés. Las réplicas de las diferentes concentraciones se presentaron un valor positivo
en presencia de cloranfenicol + tetraciclina cuando la concentracion fue mayor a 25 ppb,
y negativo para menores a 12.5 ppb (ver en anexo i). Por lo tanto, se pudo determinar
que el método analitico rapido en estudio presenta una selectividad adecuada para la
determinacion de antibiéticos dirigidos, ya que pudo identificar y diferenciar la identidad
del analito en estudio al no presentar interferencias en presencia de otros compuestos.

Tabla 6
Resultados de analisis de leche cruda enriquecida con antibidticos
(Cloranfenicol, Tetraciclina) para determinar la Selectividad del método
screening (KIT 3IN1BST BIOEASY)

CONCENTRACIONES | BETALACTAMICOS | SULFAMIDAS | TETRACICLINAS

Blanco Leche Cruda

Leche cruda + 25
ppb (Cloranfenicol,
Tetraciclina)
Leche cruda + 50
ppb (Cloranfenicol,
Tetraciclina)
Leche cruda + 75
ppb (Cloranfenicol,
Tetraciclina)
Leche cruda + 100
ppb (Cloranfenicol,
Tetraciclina)

*N: negativo, P: positivo

*Lc: Leche cruda
*Estos datos representan el resultado del ensayo completo del método analitico
rapido que incluye los antibidticos betalactamicos, sulfanamidas y tetraciclina.

Para expresar la precision en el método analitico rapido fue necesario aplicar la tasa
de verdaderos positivos, falsos positivos, verdaderos negativos y falsos negativos
(Ornemark & Magnusson, 2014). En la tabla 7 se puede observar los resultados que
fueron aplicados para confirmar la selectividad de 100% del método. Donde el total de
muestras con antibiético fueron 12 positivas y muestras negativas cero. Reemplazando
la formula fue tasa de verdaderos positivos 12 muestras y tasa de falsos negativos cero.
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Tabla 7
Resultados determinaciéon de Selectividad

MUESTRA FORTIFICADA CON CLORANFENICOL +
TETRACICLINA

Férmula: S= (a+d) /n = (12+0) /12
a= Positivos
d= Negativos
n= NuUmero total de andlisis
Férmula

Selectividad: TP/TP+FEN= 12/12+0

Tasa de verdaderos

TN ; Resultado
negativos

™ Tasa de v_e_rdaderos ™ 12
positivos

FP Falsos positivos FN 0

FN Falsos negativos Resultado | 100%

Fuente: Elaborado por el autor, 2021

3.4. Especificidad

Para conocer la especificidad del método analitico rapido fue necesario realizar una
muestra de leche fortificada con un antibidtico de similares caracteristicas a las
tetraciclinas, para verificar el comportamiento del método analitico rapido o de screening
en estudio. De esta manera, se mide la capacidad del método analitico rapido de
detectar la presencia de un analito no especifico a su disefio. El antibiético utilizado fue
cloranfenicol en diferentes concentraciones (0, 6.25, 12.5, 25, 50, 75, y 100 ppb).

En la evaluacion de las muestras fortificadas con cloranfenicol en las diferentes
concentraciones, ninguna de las 3 réplicas dio como resultado positivo en presencia de
cloranfenicol (tabla 8). Estos resultados son adecuados a pesar de contener un analito
con comportamiento similar, pero no especifico como son las tetraciclinas (Ornemark &
Magnusson, 2014). En la tabla 9 se puede observar los resultados donde la tasa de
verdaderos negativos de las muestras fortificadas fue 18 ya que la muestra no contenia
antibiotico para el disefio del método, la tasa de falsos positivos fue cero, reemplazando
los valores en la formula se obtiene el 100 % en especificidad.
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Tabla 8
Resultados de andlisis con antibiético Cloranfenicol para la determinacion de
especificidad del método mediante kit 3IN1BST BIOEASY

CONCENTRACIONES BETALACTAMICOS SULFAMIDAS TETRACICLINAS

Blanco Leche Cruda

Lc+6.25 ppb
(Cloranfenicol)

Lc +12.5 ppb
(Cloranfenicol)

Lc +25 ppb
(Cloranfenicol)

Lc +50 ppb
(Cloranfenicol)

Lc+75 ppb
(Cloranfenicol)

Lc + 100 ppb
(Cloranfenicol)

*N: negativo, P: positivo

*Lc: Leche cruda

*Estos datos representan el resultado del ensayo completo del método analitico
rapido que incluye los antibiéticos betalactamicos, sulfanamidas y tetraciclina.

Tabla 9
Resultados determinacion de Especificidad

MUESTRA FORTIFICADA CON CLORANFENICOL

Formula: E= (a+d) /n =0+18/18
a= Positivos
d= Negativos
n= NuUmero total de andlisis
Formula _
Especificidad: TN/TN+FP= 18/18+0
N Tasade ve.rdaderos Resultado
negativos
P Tasa de \{e_rdaderos ™ 18
positivos
FP Falsos positivos FP 0
FN Falsos negativos Resultado | 100%

Fuente: Elaborado por el autor, 2021
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3.5.Determinacion Falsos Positivos y Falsos Negativos

Para la determinacién de falsos positivos, fue necesario la utilizacion de muestras
fortificadas con cloranfenicol (0, 6.25, 12.5, 25, 50, 75, y 100 ppb), para determinar si el
kit presenta un resultado positivo en presencia de otro antibiético no objeto de estudio
con similares caracteristicas a la tetraciclina. Para la determinacién de falsos negativos
se utilizan 2 muestras fortificadas en 100 ppb de antibiéticos Clortetraciclina y otra de
Oxitetraciclina y Tetraciclina para determinar si el kit presentaba resultados negativos
en presencia de analitos objeto de estudio para el kit.

El método presenta buen desempefio en los resultados para cada una de las
concentraciones en estudio con y sin el analito de interés.

El kit y método en estudio no presento positivos en presencia de cloranfenicol dentro de
la tasa de falsos positivos se obtuvo 0, pues todas las muestras resultaron negativas.
Ademas presento correctamente los resultados positivos en presencia de los analitos
en estudio de 100 ppb de oxitetraciclina, tetraciclina y Clortetraciclina, presentandose 0
en la tasa de falsos negativos(Ornemark & Magnusson, 2014), se presenta en tablas 10
mientras que en la tabla 11 se detalla el reemplazo de los resultados en las férmulas de
falsos positivos y falsos negativos.

Tabla 10
Resultados de analisis de muestras fortificadas en 100 ppb de antibiéticos
Oxitetraciclina, tetraciclina y Clortetraciclina mediante método analitico rapido
con el kit 3IN1BST

CONCENTRACIONES BETALACTAMICOS | SULFAMIDAS | TETRACICLINAS

Blanco Leche Cruda

Clortetraciclina 100 (ppb)

Oxitetraciclina- Tetraciclina
100 (ppb)

*N: negativo, P: positivo
*Estos datos representan el resultado del ensayo completo del método analitico rapido que incluye
los antibidticos betalactamicos, sulfanamidas y tetraciclina.

Tabla 11
Resultados determinacion Falsos Positivos y Falsos Negativos.

FALSOS POSITIVOS
Muestra fortificada con antibi6tico Cloranfenicol
Férmula= FP=b/a+b | Resultados
ai nllJmero de muestras neg_a.tlvas 0/ (18+0) =0
b= nimero de muestras positivas
Resultados falsos positivos 0
FALSOS NEGATIVOS

Muestras Fortificadas con Oxitetraciclina, Tetraciclinay
Clortetraciclina

Formula= FN= c/c+d | Resultados
c= nimero de muestras negativas

— ga 0/ (0+6) =0
d= nimero de muestras positivas
Resultados falsos negativos 0

Fuente: Elaborado por el autor, 2021
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3.6.Resultados de Aplicacion del método analitico rapido en muestras de
leche cruda.

Una industria lactea en el pais recibe aproximadamente 2 millones de litros de leche
cruda mensuales para la produccioén y elaboracion de los diferentes productos lacteos.
La cantidad de litros de leche proveniente de los diferentes proveedores calificados se
muestra en la figura 3.5. En donde se puede observar el cédigo de proveedor numerado
del 1 al 10, para leche cruda (LC), y la cantidad de litros recibidos mensualmente. El
promedio de entrega por proveedor va desde los 52500 a 916700 litros mensuales los
cuales dependen de la capacidad de entrega del proveedor y la época del afio, aunque
el proveedor con mayor entrega es el LC-P-2 y LC-P-4. Los andlisis se hacen por
tanquero recibido de cada uno de los proveedores, la capacidad va desde los 16890 a
23000 litros diarios.

1000000

916700
900000 840500 LCPl
822500 824000 o500 LCP10
800000 737
700000 37680 715300 LC-P-2
8 700000 alC.P3
g 600000 LC-P-4
©
500000 _P-
2 402500 399500 416000 LC-P-5
= 300000 uLC-P-7
200000 mLC-P-8
°°°°II 25°1||| 1||‘ ”"°|II 36°°|I 36°°‘| HI‘ |°°°°‘I‘
|I ill
Febrero  Marzo Abril Mayo Junio Julio Agosto = Enero

Meses

Figura 3.5 Gréfico de la cantidad de litros mensuales recibidos por proveedor
y las pruebas de antibiético aplicadas por proveedor

*Estos datos representan el resultado del ensayo completo del método analitico rapido
que incluye los antibidticos.
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Se aplico el método analitico rapido para la determinacion de antibiéticos en la recepcion
de la materia prima leche cruda durante 8 meses, donde se recibieron aproximadamente
18 millones de litros de leche cruda. Durante el seguimiento de los resultados obtenidos
en los meses transcurridos del presente afio no se han presentado resultados positivos
en la deteccion de antibiéticos, demostrando que se encuentran por debajo de los limites
maximos permitidos segun las normativas nacionales e internacionales como son el
Inen y el Codex Alimentarius. La figura 3.6 muestra el nimero de pruebas aplicadas por
proveedores segun los litros entregados por mes que son 47 pruebas aplicadas para el
proveedor con mayor numero de entregas mensuales de leche cruda. Esto es Indicador
de que se da cumplimiento a los controles y normativas vigentes por parte de los
ganaderos y los entes regulatorios, ademas de ser proveedores calificados esto permite
tener alianzas estratégicas que dan mayor compromiso del producto que es entregado
a la industria. Ademas, del control de calidad y el personal calificado que presenta la
industria ha permitido alinear a los proveedores existentes. Caso contrario producto con
presencia de antibidticos es rechazado, la industria se encarga de comunicar al ente de
control como es Agrocalidad, quienes realizan la verificacion y decomiso del producto
gue no cumple con los pardmetros establecidos segun la norma Inen 009 de leche
cruda.

50 47 47
5 45
2 45 42 mLC-P-1
@ 40 40 41 41
= 40 mLC-P-10
©
3 35
= LC-P-2
&5 30
ST 5 23 23 23 23 23 23 wLC-P-3
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>
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©
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Figura 3.6 Grafico del nUumero de pruebas de antibi6tico aplicadas por
proveedor

*Estos datos representan el resultado del ensayo completo del método analitico
rapido que incluye los antibidticos.



30

CAPITULO 4

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. Conclusiones

1.

Los métodos de cromatografia son los métodos confirmatorios comunmente usados para
determinacion de antibidticos, en el presente trabajo se usé el método HPLC/DAD para
la cuantificacion de OT, TC, CT.

El método analitico rapido (kit 3IN1BST) satisface los criterios de desempefio
establecidos, sensibilidad, selectividad, especificidad, falsos positivos, falsos negativos,
para la deteccion de antibiéticos en leche incluidos en la guia Eurachem. Se logré
determinar un limite de deteccién de 25 ppb para tetraciclinas mismo que esta por debajo
del limite maximo de residuos establecido segun el Codex Alimentarius (100 ppb).

Los resultados de la validacion del kit rapido para residuos de antibiéticos 3IN1 BST para
Tetraciclinas, Oxitetraciclina y Clortetraciclina, muestran que es una prueba confiable
para el screening de leche cruda, pues cumple con los criterios de aceptacion segun las
norma nacionales e internacionales segun los limites maximos de residuos permitidos
para el consumo humano.

El método analitico rapido (kit 3IN1BST) satisfacen los criterios de selectividad, ya que es
capaz de medir los analitos de interés sin presentar interferencias. A pesar de haber
agregado intencionalmente otro antibiético (cloranfenicol) que tiene componentes y
comportamiento similar a las tetraciclinas.

Todas las réplicas de muestras fortificadas en 100 ppb con Clortetraciclina, Oxitetraciclina
y Tetraciclina fueron detectadas al 100%, no se presentaron falsos negativos.

Es especifico para tetraciclina, oxitetraciclina y clortetraciclina analitos disefiados para el
método analitico rapido, ya que no presento falsos positivos ni falsos negativos a las
pruebas aplicadas, con y sin el analito de interés.

Durante el seguimiento y aplicacion del método analitico rapido a las muestras de leche
cruda. no se presentaron resultados positivos en las pruebas de antibiético realizadas a
los litros entregados de los diferentes proveedores durante los meses del presente afio,
gue suman un aproximado de 18 millones de litros en 8 meses de seguimiento.

4.2. Recomendaciones

1.

Los analisis de HPLC se hicieron sin replicas por la falta de acceso al equipo y las
restricciones de personal en los laboratorios durante la pandemia de coronavirus. Seria
importante tener esas mediciones para hacer un analisis estadistico que permita
comparar entre muestras el comportamiento en el porcentaje de recuperacion.
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ANEXO A

LISTA DE MATERIALES UTILIZADOS EN EL ANALISIS POR HPLC Y EL METODO

ANALITICO RAPIDO

a. Cromatografia de alta resolucién HPLC-DAD.

VVVVVVVVVVVYVYVYYVYY

Gradillas

Jeringas

Picetas

Agitadores

Espatulas metalicas

Micropipeta en rango 0.5a 5 ml
Micropipeta en rango 20 a 200 ul
Micropipeta de 5 a 50 ul

Micropipeta de100 a 1000 ul

Tubos de centrifuga de 50 ml

Viales de 2 ml con tapa septum

Tubos plasticos de 20 ml

Vaso de precipitacion 1000 ml
Matraces volumétricos @mbar de 50 ml
Filtros de membrana de 0.45 um de poro y 13mm de diametro

b. Método rapido kit 3IN1BST Bioeasy.

>
>
>

Porta placas
Micropipeta de 200 ul
Puntas descartables



ANEXO B

RESULTADOS DE ANALISIS ANTIBIOTICOS CON DIFERENTES
CONCENTRACIONES UTILIZANDO LA TECNICA DE HPLC

a. Okxitetraciclina

-~ PpESO
CONCENTRACION AREA FORMULA MUESTRA RESULTADO RECUPERACION
(ppb) (9) (ppb) (%)

6.25 No No 5,0018 No detectado No detectado
detectado detectado
125 No No 5,0047 No detectado No detectado
detectado detectado
25.00 3,46 44,49 5,0056 22,22 88,87
50.00 6,95 93,55 5,0047 46,73 93,47
75.00 9,88 134,83 5,0084 67,30 89,74
100.00 13,14 180,68 5,0030 90,29 90,29
200.00 21,28 295,11 5,0077 147,33 73,66

b. Tetraciclina

PESO
CONCENTRACIONES AREA FORMULA MUESTRA RESULTADO RECUPERACION
(ppb) (9) (ppb) (%)
6.25 No No 5,0018 No detectado No detectado
detectado | detectado
12.5 No No 5,0047 No detectado No detectado
detectado | detectado
25.00 3,07 52,73 5,0056 26,34 105,35
50.00 6,42 117,59 5,0047 58,74 117,48
75.00 8,02 148,37 5,0084 74,06 98,75
100.00 11,08 207,54 5,0030 103,71 103,71
200.00 20,60 391,29 5,0077 195,34 97,67

c. Clortetraciclina

PESO
CONCENTRACIONES AREA FORMULA | MUESTRA RESULTADO RECUPERACION
(ppb) ()] (ppb) (%)
6.25 No No 5,0018 No detectado No detectado
detectado | detectado
12.5 No No 5,0047 No detectado No detectado
detectado | detectado
25.00 No No 5,0056 No detectado No detectado
detectado | detectado
50.00 0,44 45,54 5,0047 22,75 45,50
75.00 0,56 57,85 5,0084 28,87 38,50
100.00 1,03 105,68 5,0030 52,81 52,81
200.00 1,98 204,25 5,0077 101,97 50,98

Fuente: Laboratorio de Analisis Quimico y Microbiolégico de alimentos de la Subsecretaria
de Calidad e Inocuidad



ANEXO C

METODO DE FORTIFICACION DE MUESTRAS

Nivel 200 ppb

400 ul S. intermedia (OT-TC-CT) + 10000 ul leche blanco Clortetraciclina

' 100 ppb Oxitetraciclina,
etraci

200 ul S. intermedia (OT-TC-CT) + 10000 ul leche blanco

' 75 ppb Oxitetraciclina,

150 ul S. intermedia (QT-TC-CT) + 10000 ul leche blanco | ™

' 50 ppb Oxitetracid
iclina y Clortetraciclina

100 ul S. intermedia (OT-TC-CT) + 10000 ul leche blanco

' 25 ppb Oxitetraciclina,

50 ul S. intermedia (OT-TC-CT) + 10000 ul leche blanco | e ¥ clotetracidina

Nivel 12.5 ppb
U n '
12.5 ppb Oxitetracicling,

Tetraciclina y Clortetraciclina

Nivel 100 ppb

Nivel 75 ppb

Nivel 50 ppb

Nivel 25 ppb

25 ul 5. intermedia (OT-TC-CT) + 10000 ul leche blanco

Nivel 6.25 ppb '
U A

Tetraciclina y

12.5 ul S. intermedia (OT-TC-CT) + 10000 ul leche blanco

Fuente: Elaborado por el autor, 2021

Para obtener las fortificaciones de cada una de las concentraciones objetivo se realizd
desde la siguiente formula:
C1Vv1=C2Vv2
Concentracion 1 (200 ug/kg)
(5000 ug/l) (v1) = (100 ug/kg) (10ml)
V1= 0.4 ml de solucién intermedia en 10 ml de muestra blanco
Concentracion 2 (100 ug/kg)
(5000 ug/kg) (v1) = (100 ug/kg) (10ml)
V1= 0.2 ml de solucion intermedia en 10 ml de muestra blanco
Concentracion 3 (75 ug/kg)
(5000 ug/kg) (v1) = (75 ug/kg) (10ml)
V1= 0.15 ml de solucién intermedia en 10 ml de muestra blanco
Concentracion 4 (50 ug/kg)
(5000 ug/kg) (v1) = (50 ug/kg) (10ml)
V1= 0.1 ml de solucién intermedia en 10 ml de muestra blanco
Concentracion 5 (25 ug/kg)
(5000 ug/kg) (v1) = (25 ug/kg) (10ml)
V1= 0.05 ml de solucién intermedia en 10 ml de muestra blanco
Concentracion 6 (12.5 ug/kg)
(5000 ug/kg) (v1) = (12.5 ug/kg) (10ml)
V1= 0.025 ml de solucién intermedia en 10 ml de muestra blanco
Concentracion 7 (6.25 ug/kg)
(5000 ug/kg) (v1) = (6.25 ug/kg) (10ml)
V1= 0.0125 ml de solucion intermedia en 10 ml de muestra blanco



ANEXO D

PLAN DE VALIDACION DE ANTIBIOTICOS OXITETRACICLINAS,
TETRACICLINAS, CLORTETRACICLINAS

PLAN DE VALIDACION DE ANTIBIOTICOS TETRACICLINAS EN LECHE LIQUIDA CRUDA

La validacion se realizara a partir de una solucién stock de 1000000ppb de los antibiéticos Clortetraciclina,
tetraciclina y oxitetraciclina. Se realizar4 una muestra intermedia desde la muestra stock obteniendo como
concentracion final 5000 ppb a partir de la cual se realizara las diluciones para obtener las concentraciones
de estudio, 200, 100, 75, 50, 25, 12.5, 6.25 ppb.
Se usara leche liquida cruda como muestra blanca.
Se determinara en el kit rapido 3IN1BST 10 réplicas por x 7 niveles = 70 muestras y se comparara los

resultados con el método en HPLC.

DETERMINACION DEL LIMITE DE DETECCION

Descripcion

Actividades

Criterio de aceptacion

Para encontrar el limite de detecciéon se
usara muestras fortificadas en diferentes
niveles desde 200 ppb hasta 6,25 ppb como
limite de deteccion.

Se realizara 10 réplicas de cada
una de las concentraciones
establecidas  200-100-75-50-
25-12,5y 6,25 ppb, se realizara
una curva de respuesta de
porcentajes de resultados
positivos y negativos frente a la
concentracion, en la que se
determinara en que
concentracion se vuelve poco
confiable el método, ademas se
realizara comparacién con el
método HPLC.

6,25 ppb

SENSIBILIDAD

Descripcion

Actividades

Criterio de aceptacion

Diagndstica: Se usara diferentes niveles en
el que se determinara el nivel mas bajo que
puede ser detectado correctamente el
analito.

Analitica: Respuesta que presente a cada
una de las concentraciones del analito.

Se determinara mediante los
resultados obtenidos del nivel
mas bajo de deteccidn del
método analitico rapido
3IN1BST.

Nivel de respuesta a cada una
de las concentraciones.

Mayor a 90%




SELECTIVIDAD

Descripcion

Actividades

Criterio de aceptacion

Para determinar si existe interferencias en el
método analitico rapido de estudio y ver la
capacidad para diferenciar exactamente el
analito en presencia de otros compuestos que
estan presentes o que tenga componentes de
comportamiento similar como es el caso de
cloranfenicol.

Para la determinaciéon de selectividad del
método se usara una muestra fortificada en
100 ppb con el antibidtico cloranfenicol +
tetraciclina en las concentraciones (100-75-
50-25-12,5y 6,25 ppb).

Se realizara 3 réplicas de cada
una de las concentraciones
establecidas.

Falsos-positivos:

Es la probabilidad que el ensayo presente un
resultado positivo cuando la muestra no
contiene antibidticos o tiene otro tipo de
antibiéticos no  objeto de  estudio.
Sera b/(a+b), es decir la fraccion de muestras

positivas  asignada por el método
erréneamente.

a = seran el numero de muestras que den
como resultado negativo.

b= seran el nUmero de muestras que den
como resultado positivo.

Falsos-negativos:

Es la probabilidad que el ensayo presente un
resultado negativo cuando la muestra
contiene el analito (positivo).
Formula: c/(c+d)

C= ndmero de muestras con
negativo.

D= numero de muestras con
positivo.

resultado

resultado

Se realizara 3 repeticiones de la
muestra de leche cruda blanco,
ademas de los resultados que
se obtengan de las muestras
con el antibiético cloranfenicol
en las diferentes
concentraciones.

Se realizard 3 réplicas con
muestras fortificadas de
Clortetraciclina en
concentracion 100 ppb vy otra
muestra de Oxitetraciclina, y
Tetraciclina en 100 ppb.

Mayor a 90%

ESPECIFICIDAD

Descripcion

Actividades

Criterio de aceptacion

Ser4 el resultado del numero total de
muestras negativas que son correctamente
asignadas por el método en presencia de un
antibiético no disefiado para el método como
es cloranfenicol.
Formula: E = (a+d) /n

Se usard unas muestras fortificadas con
cloranfenicol.

Se realizara 3 réplicas de las
muestras con el antibiético
cloranfenicol en las diferentes
concentraciones (100-75-50-25-
12,5y 6,25 ppb).

No detectados

Fuente: Elaborador por el autor, 2021
Tomado en base de datos de la guia Eurachem (Ornemark & Magnusson, 2014)




ANEXO E

PLAN DE VALIDACION DE ANTIBIOTICOS OXITETRACICLINA,
TETRACICLINA, CLORTETRACICLINA

PLAN DE VALIDACION

OXITETRACICLINA,
CLORTETRACICLINA Y TETRACICLINA

ANTIBIOTICOS A USAR EN
VALIDACION DEL METODO
ANALITICO RAPIDO

SEMICUALITATIVO
NO NORMALIZADO

METODO

CARACTERISTICAS DE DESEMPERNO | LIMITES ESTABLECIDOS

LIMITE DE DETECCION 6,25 ppb
SELECTIVIDAD 100%
ESPECIFICIDAD 100%
FALSOS POSITIVOS, NEGATIVOS 0%
EQUIPOS _ : :
5 METODO DE ANALISIS RAPIDO
METODO CONFIRMATORIO (HPLC) 3IN1BST

Detector DAD Lector de tirillas
Cromatografo liquido de alta eficacia Lré:cubadora con rango de trabajo 40 +/- 2
Micropipeta automatica 200 ul Micropipeta automatica 200 ul
Vortex Kit Codigo 3INBST
refrigerador
Bafio ultras6nico
ph metro
Cartuchos SPE Oasis
Camara de filtracion en fase solida
Balanza analitica y gramera

MATRIZ RESULTADO
CONCENTRACIONES DE NIVELES ESPERADO
6,25 ppb (OT/TC/CT) Detectado
12,5 ppb (OT/TCICT) Detectado
25 ppb (OT/TCICT) Detectado
50 ppb (OT/TCICT) Detectado
75 ppb (OT/TCICT) Detectado
100 ppb (OT/TC/CT) Leche liquida Detectado
200 ppb (OT/TCI/CT) Detectado
100 ppb de Clortetraciclina Detectado
100 ppb (OT, TC) Detectado
:Sétzrgsilc}i(r)lgsppb Cloranfenicol + Detectado
6,25 a 100 ppb Cloranfenicol No Detectado




ANEXO F

INTERPRETACION DE RESULTADOS DE LAS TASAS DE FALSO

POSITIVO Y DE FALSO NEGATIVO.

INTERPRETACION DE LAS FORMULAS

Muestras positivas y negativas

Resultado
+ -
Prueba Pruebas positivas Pruebas positivas NGmero total de pruebas
o verdaderas falsas o
Resultados Positiva (+) positivas (a+b)
, @) (b)
Confirmados - - -
. Prueba Pruebas negativas Pruebas negativas Numero total de pruebas
por el Método : .
Negativa (- falsas verdaderas negativas
(©) (d) (c+d)
a+c b+d N

Fuente: Elaborador por el autor, 2021
Tomado en base de datos de la guia Eurachem (Ornemark & Magnusson, 2014)

ANEXO G

DETERMINACION DE CONCENTRACION DE CORTE- LIMITE DE
DETECCION DEL METODO ANALITICO RAPIDO

tasa de
Nimero de resultados | respuesta
Concentracion (ppb) positivos y negativos | positiva (%)
0 0/10 0
6,25 0/10 0
12,5 0/10 0
25 10/0 100
50 10/0 100
75 10/0 100
100 10/0 100
200 10/0 100

Fuente: Elaborado por el autor, 2021



ANEXO H

RESULTADOS DE MUESTRAS FORTIFICADAS CON ANTIBIOTICOS
OXITETRACICLINA, TETRACICLINA, CLORTETRACICLINA
MEDINATE EL METODO ANALITICO RAPIDO 3IN1BST BIOEASY

CONCENTRACION | BETALACTAMICO | SULFAMIDA | TETRACICLINA | Namero de resultados
positivos / negativos

Control negativo
(3IN1BST) + blanco
leche

Control positivo
(3IN1BST) (60 ppb
Tetraciclina-50 ppb
Sulfametazina- 4,5
PPB Penicilina G) +

blanco leche

Blanco Leche Cruda 0/10

Leche cruda + 6. 25

0/10
ppb

Leche cruda + 12.5

0/10
ppb

Leche cruda + 25

10/0
ppb




Leche cruda + 50 ppb 10/0

Leche cruda + 75

10/0
ppb
Leche cruda + 100
10/0
ppb
Leche cruda + 200 10/0

ppb




ANEXO |

RESULTADOS DE ANALISIS COMPLETO DE LECHE CRUDA
ENRIQUECIDA CON ANTIBIOTICO (CLORANFENICOL,
TETRACICLINA)

CONCENTRACION BETALACTAMICOS | SULFAMIDAS | TETRACICLINAS

Blanco Leche Cruda

Leche cruda + 6,25 ppb

Leche cruda + 12,5 ppb

Leche cruda +25 ppb

Leche cruda + 50 ppb

Leche cruda+ 75 ppb

Leche cruda + 100 ppb




ANEXO J

IMAGENES DE LAS TIRILLAS UTILIZADAS EN EL METODO
ANALITICO RAPIDO

a. Resultado de muestras de leche fortificadas con antibi6ticos Oxitetraciclina,
Clortetraciclina, Tetraciclina en diferentes concentraciones mediante prueba rapida
de kit 3IN1BST Bioeasy

b. Resultado de muestras de leche fortificadas en diferentes concentraciones con
antibiético Cloranfenicol y Tetraciclina mediante prueba rapida de kit 3IN1BST
Bioeasy



c. Resultado de muestras de leche fortificadas con antibiético Cloranfenicol en diferentes
concentraciones mediante prueba rapida de kit 3IN1BST Bioeasy

c. Resultado de muestras de leche fortificadas en 100 PPB con Oxitetraciclina mas
tetraciclina y Clortetraciclina mediante prueba rapida de kit 3IN1BST Bioeasy

ANEXO K

RESULTADOS CONTROLES DEL METODO ANALITICO
RAPIDO 3IN1BST BIOEASY

/ CONTROL PogT,
e :gumm NEGATIVO ‘ _IDda operador AG o
a) control negativo b) control positivo

Fuente: Fotografia del autor, 2021



		2021-09-24T19:16:19-0500
	ANDREA CAROLINA GALARZA CARRION


		2021-09-25T10:05:18-0500
	XIMENA VICTORIA YEPEZ PAREDES


		2021-09-28T19:29:25-0500
	0920146016 ARTURO SOCRATES PALACIOS PONCE




