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Antibioticos Polipeptidicos
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¥ Polymyxin B1  -(CH2)aCHCH3CH2CH3 NH,
Colistin A ~(CHz)«CHCH:CH:CH : }
S . N v H, Polymyxin B2  -(CH2)aCH(CHs)z H,
N
H Polymyxin B1 (1203.477 Da); Polymyxin B2 (1189.450 Da)

NH,
Colistin A (1169.460 Da); Colistin B (1155.434 Da)
Usados en la produccion ganadera

Estan compuestos por aminoacidos

v Son efectivos contra microorganismos
gram-negativo and gram-positivos

v Tienen PM: 1000-2000 Da
Son mezclas de isdbmeros
v Colistina, también llamada Polimixina E

Bacitracin A (1422.693 Da)
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I Limite maximo de Residuo (37/2010/UE)

/ Active Animal Target Oth L. Therapeutic
substance  species tissues I provisions classification
Bacitracin  Bovine 100 pg'kg Milk NOQENTEY Anti-infectious
agents/
Fabbit 1530 pg'kg Muscle Antibiotics
Liver
Kidney
Bovine No MRL required N/A For intramammary use
for all tissues in lactating cows only
except milk
)
Colistin All food- 150 pg'kg Muscle Fpr fin fish, the muscle  Anti-infectious
producing 130 pg'kg Fat RL relates to 'muscle  agents/
species 150 pe'ks Liver d skin in Inatmal Antibiotics
200 ng'ke Kidney  proportons.
30 pg'keg Milk

MELs for fat, liver, and
kidney do not apply to
fin fish

300 pg'kg Eggs

For porcine and pouliry
species, the fat MRL
relates to "skin and fat in
natural proportions’.

*Nid — Naot applicable

- Polimixina B: no existe LMR publicado para se considera tolerancia =0
- Bacitracina: LMR unicamente en conejo (150 pg/kg)
- Colistina: legislada en todas las matrices a 150 pg/kg
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Certificados de analisis

SIGMA-ALDRICH"
CERTIFICATE OF ANALYSIS

Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH D-30918 Seelze
Telefon: +49 5137 8238-150

Sealza, 04.01.2013/465196/12/26446

Order-No. :
Customer-No. :

Order-Code:

Quantity:

Production Date: 06.Dec.2012

Expiry Data: 06.Dac.2016
intilatnds - Batch : SZBC341XV
I Bacitracin A VETRANAL
1. General Information
Formula: C66H103N17016S Molar mass: 1422.69 g/Mole
CAS-No.: [22601-59-8] Recomm. storage temp.: 2-8 °C
Usage : Antibiotic
2. Batch Analysis
Identity (NMR) complying
purity (HPLC) 71.1 %
Water (Karl Fischer) 5.3 %
Date of Analysis 03.Jan.2013

Bacitracina A, Unicamente
Reglamento 37/2010/UE incluye
Bacitracina A, B, C

Polimixina: el certificado incluye
abundancias:

- B1:69,7%, B2:15,9%,

- B3:3,2%, B1-1: 6,1%

SIGMA-ALDRICH ——

3050 Spruce Street, Saint Louis, MO 63103, USA
Website: www sigmaaldrich.com

Email USA; techserv@sial.com

Outside USA: eurtechserv@sial.com

Product Name: Certificate of Analysis
Colistin sulfate salt - =15,000 U/mg
Product Number: o
Baich Number: SLBK0713V
Brand; SIGMA
CAS Number: 1264-72-3
MDL Number: MFCD00146495
Storage Temperature. Store at 2 - 8 T
Quality Release Date: 08 APR 2014
Test Specification Result
Appearance (Color) White to Off White Off-White
Appearance (Form) Pow der Fowder
Solubility (Color) Yellow Faint Yellow
Solubility (Turbidity) Clear Clear
50 mg/mL, H20
Identity Pass Pass
by BP Test C
Identity Pass Pass
by BP test D
Potency > 15000 UNimg 23535 UN/mg

P Gutee]

Colistina: son 2 picos cromatograficos,
pero el certificado no detalla
abundancias

Colistina A: Polimixina E1

Colistina B: Polimixina E2
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Otros limites regulados

Country/Organization

Substance

Animal species

Target tissues

United States [39] Bacitracin Cattle Edible tissues 300 ug'kg
Chicken
Swine
Turkey
Not specified Eggs 500 ug'ke
Not specified Milk 500 ug'ke
China[39] Bacitracin Cattle Edible tissues 500 ug'kg
Chicken
Swine
Chicken Eggs 500 pg'kg
Turkey
Cattle Milk 5300 ug'kg
Eurasian Customs Union [46]° Bacitracin Meat products  Not specified 20 po'kg
EACU

N

Union aduanera, Eurasia
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[DRECCION GENERAL DE
ANIDAD DE LA PRODUCCION

[DIRECCION GENERAL DE
- - ANIDAD DE LA PRODUCCION - -
ST MINISTERIO DE GRARIA | =  MINISTERIO DE RARIA
bug S
= e &= = =1

AGRICULTURA Y PESCA. AGRICULTURA ¥ PESCA, SUBTIRECCION GENERAL DE
ALIMENTACION ¥ MEDIO AMBIENTE SUBMECTION GENERAL DE ALIMENTACION ¥ MEDIO AMBIENTE ACUERDOS SANTARIOS ¥
ACUERDOS SANITARIOS Y

COMNTROL EN FRONTERA CONTROL EN FROMTERA

INTRODUCCION 4
1. LEGISLACION APLICABLE 4
2. PRINCIPIOS GENERALES. 5
3. CONTROL DE ANTIBIGTICOS 6
4 CONTROL DE OTROS RESIDUOS 7
5. RADIOACTIVIDAD 8

PROCEDIMIENTO DE AUTOCONTROL PARA & conTROL£3 MckGBIOLSGios :
EL CUMPLIMIENTO DE LA LEGISLACION DE T

hiald

LA U N Ié N AD U AN E RA B) Antibidticos y otros residuos 18

PORCINO: 18
VACUNO: 25
CARME Y FRODUCTOS CARNICOS .
8. LABORATORIOS DE ANALISIS 27
9. MEDIDAS A ADOPTAR EN EL CASO DE DETECCION DE NO CONFORMIDADES .....cccvvneccenne 28
9.1. PORCINO 28
A) Incumplimientos de antibioticos y residuos 28
B} Incumplimientos microbioldgicos 31
9.2. VACUNO 32
. ' A) Incumplimientos de antibioticos y residuos 32
3. CONTROL DE ANTIBIOTICOS

o N - . L. B) Incumplimientos microbioldgicos 34

Los antibidticos recogidos en la legislacion de la Union Aduanera que han de ser
sometidos a control obligatorio por las empresas exportadoras, y sus respectivos ANEXO 1 CARNE Y PRODUCTOS CARNICOS DE AVE 36

niveles maximos admitidos son los siguientes:

ANTIBIOTICOS Decisién 299 y Decisién 68 RT 034/2013
(nivelsmpenniﬁdos.-:mg'_.:léh:d':;limellimibededelzémiel CloranfeniCOI < 0’0003 mg/kg
2 (Tetraciclinas) < 0,01 mg/kg
— Bacitracina < 0,02 mg/kg
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22/11/2016 16_30574
23/11/2016 16_30576
23/11/2016 16_30577
23/11/2016 16_30589
23/11/2016 16_30590
23/11/2016 16_30661
23/11/2016 16_30662
25/11/2016 16_30797
25/11/2016 16_30812
25/11/2016 16_30813
25/11/2016 16_30830
25/11/2016 16_30831
25/11/2016 16_30863
25/11/2016 16_30864
29/11/2016 16_31032
29/11/2016 16_31070
29/11/2016 16_31071
29/11/2016 16_31072
30/11/2016 16_31089
30/11/2016 16_31090
30/11/2016 16_31103
01/12/2016 16_31292
01/12/2016 16_31293
01/12/2016 16_31340
02/12/2016 16_31451
02/12/2016 16_31452
07/12/2016 16_31607
07/12/2016 16_31608
07/12/2016 16_31609
07/12/2016 16_31610
07/12/2016 16_31611
07/12/2016 16_31613
07/12/2016 16_31614
07/12/2016 16_31615
07/12/2016 16_31670

Planes de control (UD) 2016:

121 muestras en matrices diversas: Higado, grasa, corazdn,

musculo, lengua, bacon ahumado, rinodn...

Necesidad de un método de analisis transversal!

SPS - SERVEI DE PROTECCIO DE CARNS | DERIVATS CARI LLENGUA

SPS - SERVEI DE PROTECCIO DE CARNS | DERIVATS CARI BLOC DE CARN CONGELADA SENSE OS5 | SENSE GREIX
SPS - SERVEI DE PROTECCIO DE CARNS | DERIVATS CARI DESPULLES CONGELADES (FETGE)

SPS - SERVEI DE PROTECCIO DE CARNS | DERIVATS CARI PRODUCTE CARNIC CRU CURAT ASSECAT

SPS - SERVEI DE PROTECCIO DE CARNS | DERIVATS CARI GREIX DE PORCI SENSE SALAR

SPS - SERVEI DE PROTECCIO DE CARNS | DERIVATS CARI GREIX DE PORCI SENSE SALAR

SPS - SERVEI DE PROTECCIO DE CARNS | DERIVATS CARI BLOC DE CARN CONGELADA SENSE OS5 | SENSE GREIX
SPS - SERVEI DE PROTECCIO DE CARNS | DERIVATS CARI DESPULLA (FETGE)

SPS - SERVEI DE PROTECCIO DE CARNS | DERIVATS CARI CORS DE PORC (DESPULLES CONGELADES)

SPS - SERVEI DE PROTECCIO DE CARNS | DERIVATS CARI GREIX DE PORC SENSE SALAR (CANSALADA)

SPS - SERVEI DE PROTECCIO DE CARNS | DERIVATS CARI DESPULLES (COR DE PORC)

SPS - SERVEI DE PROTECCIO DE CARNS | DERIVATS CARI MAGRE DE VEDELLA CONGELAT

SPS - SERVEI DE PROTECCIO DE CARNS | DERIVATS CARI GREIX DE PORCI SENSE SALAR

SPS - SERVEI DE PROTECCIO DE CARNS | DERIVATS CARI BLOC DE CARN CONGELADA SENSE 05 | SENSE GREIX
SPS - SERVEI DE PROTECCIO DE CARNS | DERIVATS CARI MUSCUL CONGELAT

SPS - SERVEI DE PROTECCIO DE CARNS | DERIVATS CARI BACON TACO (10.025420 IB)

SPS - SERVEI DE PROTECCIO DE CARNS | DERIVATS CARI BLOC DE CARN SENSE GREIX, AMB O SENSE OS

SPS - SERVEI DE PROTECCIO DE CARNS | DERIVATS CARI GREIX DE PORC SENSE SALAR

SPS - SERVEI DE PROTECCIO DE CARNS | DERIVATS CARI GREIX DE PORCI SENSE SALAR

SPS - SERVEI DE PROTECCIO DE CARNS | DERIVATS CARI BLOC DE CARN CONGELADA SENSE 05 | SENSE GREIX
SPS - SERVEI DE PROTECCIO DE CARNS | DERIVATS CARI DESPULLA

SPS - SERVEI DE PROTECCIO DE CARNS | DERIVATS CARI COR

SPS - SERVEI DE PROTECCIO DE CARNS | DERIVATS CARI CARN ESCORXADOR (CAP DE LLOM) DE PORC CONGELAT

SPS - SERVEI DE PROTECCIO DE CARNS | DERIVATS CARI CARN DE BOVI CONGELADA
SPS - SERVEI DE PROTECCIO DE CARNS | DERIVATS CARI BACON AHUMADO LONCHEADO
SPS - SERVEI DE PROTECCIO DE CARNS | DERIVATS CARI BACON

SPS - SERVEI DE PROTECCIO DE CARNS | DERIVATS CARI RONYONS

SPS - SERVEI DE PROTECCIO DE CARNS | DERIVATS CARI MUSCUL

SPS - SERVEI DE PROTECCIO DE CARNS | DERIVATS CARI MUSCUL

SPS - SERVEI DE PROTECCIO DE CARNS | DERIVATS CARI MUSCULO DE CERDO

SPS - SERVEI DE PROTECCIO DE CARNS | DERIVATS CARI MUSCUL

SPS - SERVEI DE PROTECCIO DE CARNS | DERIVATS CARI MUSCUL

SPS - SERVEI DE PROTECCIO DE CARNS | DERIVATS CARI FETGE

SPS - SERVEI DE PROTECCIO DE CARNS | DERIVATS CARF MUSCUL

SPS - SERVEI DE PROTECCIO DE CARNS | DERIVATS CARI CARN DE BOVI REFRIGERADA

Unidn Aduar
Unidn Aduar
Unidn Aduar
Unidn Aduar
Unidn Aduar
Unidn Aduar
Unidn Aduar
Unidn Aduar
Unidn Aduar
Unidn Aduar
Unidn Aduar
Unidn Aduar
Unidn Aduar
Unidn Aduar
Unidn Aduar
Unidn Aduar
Unidn Aduar
Unidn Aduar
Unidn Aduar
Unidn Aduar
Unidn Aduar
Unidn Aduar
Unidn Aduar
Unidn Aduar
Unidn Aduar
Unidn Aduar
Unidn Aduar
Unidn Aduar
Unidn Aduar
Unidn Aduar
Unidn Aduar
Unidn Aduar
Unidn Aduar
Unidn Aduar
Unidn Aduar

09/12/2016
28/11/2016
28/11/2016
30/11/2016
09/12/2016
09/12/2016
28/11/2016
09/12/2016
07/12/2016
09/12/2016
07/12/2016
07/12/2016
09/12/2016
07/12/2016
13/12/2016
07/12/2016
07/12/2016
09/12/2016
09/12/2016
07/12/2016
07/12/2016
13/12/2016
23/12/2016
07/12/2016
14/12/2016
14/12/2016
16/12/2016
29/12/2016
29/12/2016
29/12/2016
29/12/2016
29/12/2016
16/12/2016
29/12/2016
16/12/2016
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EN CUANTO AL PNIR 2016:
EVALUACION DE LOS LABORATORIOS DE REFERENCIA

Evaluation of Member State Residue Monitoring Plans: 2016

Bovine: A1, A2, A4: all recommended substances are covered; one additional substance (A2) is also included; A3:
apart from testosterone -17-beta all recommended substance are covered; one additional substance is also included:;
AS. minimum requirements fulfilled and all optional and recommended substances also covered; AG: testing for
chloramphenicol, chlorpromazine, dapsone, 5 nitroimidazoles, 5 nitrofurans (parent substances) and 4 nitrofurans

Pl R ettt ettt

metabolites; B1: wide selection of groups/antimicrobials covered: penicilins, tetracyclines, aminogl i
SPOrNS, macroi quinolones, sulfonamides, amphenicols, lincosamides and others (tnmethoprim); peptides

(colistin) are not included; B2a: apart from [nclabendazole minimum requirements are met. some recom

are also ¢ ut closantel, nitroxinil and rafoxanide not included; B2b: absolute minimum requirements,
most recommended and some optional analytes covered; B2c: testing for a selection of pyrethorids and carbamates;
B2d: comprehensive selection: 13 analytes covered, B2e: minimum requirements only partially fulfilled: flunixin,
metamizole and ibuprofen not covered; many recommended and one optional substance included: B2f: testing for a
selection of corticosteroids; B3a and B3b: wide selection of substances covered; Bac: testing for Pb and Cd; B3d:
aflatoxins B1/B2/G1/G2 and ochratoxin A covered;

e

Antibioticos polipeptidicos no incluidos!
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Separacion CL

Métodos Analiticos

Separation

7

Sample

ME Dieiection Reference

Preparation Conditions
Bacitracin A Extraction: Column: Triple-quadrupole mass Kaufmann
Colistin A 25% MeOH in Kinetex C-18 (2.1 » spectrometer et al [6]
Colistin B water + 1M 1530 mum, 2.6 um)
Polymyxin Bl H2S04
Polymyxin B2 Mobile phases:
Clean-up: SPE A 50mlL ACN+3mL
Oasi1s HLB formic acid+0.1ml.
TFEA diluted to
volume with water
(300 mL)
B: 50ml. water+3ml
formic acid+0 1ml.
TFA diluted to
volume with ACN /\
(300 mL)
Bacitracin A Extraction: Column- Triple-quadrupole mass Boison et
Colistin A 1% TFA in Poroshell 120 (100 spectrometer al [3]
Colistin B MeOH + 1% 2. 1mm, 2.7 pm)
Polymyxin B1 TFA in water
Polymyxin B2 0. 1M HCI Mobile phases:
Enduracidin A A-0.1% formic acid
Enduracidin B Clean-up: SPE in water
TRIS B: methanol

Son métodos de LC-MS/MS: QqQ
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Etapas de los Métodos de Analisis

Pesada de la
muestra

¥

Extraccion

¥

Clean-up

¥

LC-MS/HRMS

Mezcla hidro-organica
Metanol o Acetonitrilo
Se acidifica para precipitar las proteinas

Cartuchos SPE de fase polimérica

Columna C18
Espectrometro de masas de triple cuadrupolo
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=+ Objetivo
t ob;

v Desarrollar un método sencillo, robusto y rapido para el analisis de
antibioticos polipepticidos en rutina y aplicarlo a campanas de
muestreo

Optimizar los parametros del espectrometro de masas

Optimizar la separacion cromatografica

Optimizar el tratamiento de la muestra

Validar el método siguiendo la Decisién 2002/657/EC
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Validacion

Tratamiento Muestra

Introduccién Objetivos Separacion CL

Parametros de HRMS

Start End

7

MSX count Max IT

{min) {1min)
[M+H,]** 5783817 PRMI 0.00 4.00 8 40 ms
[M+H;]** 385.9234

Colistin B

Polymyxin B2 [M+H,]** 5953744

Colistin A

Polymyxin Bl

Bacitracin A

[M+H]*

[M+H,]*
[M+Hg]*

[M+H,]**
[E'I‘I‘I'Ig] I+

[M+H, )™
[M+H]*

397.2520

585.389%6
390.5952

6023822
401.9239

711.8806
474.9232

4.00

11.00 2

100 ms

v Cuantificacion: lones triplemente cargados
v Confirmacion: lones doblemente cargados

160
140
Z120
]
=100
£ a0
Eso
40

v No fragmentan

HCD NCE Energy
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Seleccion de la Columna C18

10u-
(a) m/z = 401.9239 .
o Hypersil Gold aQ C18
n T T L L B T T | L illi T ‘#hl’ L L L L L L L L I L L L
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Time (min)

Colistin B (m/z = 385,9234 )

Polymyxin B2 (m/z = 397.2520)

Kinetex C18

Colistin A (m/z = 390.5952)

Polymyxin B1 (m/z = 401.9230)

475

I Bacitracin A = (m/z= 474,9232)

/ \

05 1.0 15
Fully Parous

™,
N FEEEE ]
i | Y f
ﬁ"ﬁ { :r_r iy —— [

20

25

Tim%?min)

Kinatex Cora-Sheall

35 40 45 50 55 6.0

Sand Broa oh ning

-,

= hs

& FEEE |

|

] Bangd Broadening

L  S—
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Fases Moviles

7

v Fases moviles descritas por Kaufmann:

Fase Movil A: 5% acetonitrilo, 0.3% acido formico y 0.01% acido
trifluoroacético en agua

Fase Movil B: 5% agua, 0.3% acido formico, and 0.01% acido trifluoroacético
en acetonitrilo

Pares idnicos!

v Fases iles escogidas: v Ventajas/inconvenientes:

Fase Movil A: 0.2% akido férmico en v' Picos mas estrechos y mejor
agua sensibilidad

Fase Movil B: 0.2% atido formico en v No es necesario el lavado entre
acetonitrilo inyecciones

x La fuente de ionizacién se ensucia mas
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Optimizacion del Gradiente

FL0m- f‘;—} ) Colistin B, polymyxin B2, colistin A, and
\ polymyxin B1 co-eluting as one peak.
00000004 l . l
o] l - ' 4—— Bacitracin A
B L R R e J % 39
; b s s B ot -q'ﬂﬂ]—"‘m 59617 67161 T4 7D AW &M 9% NN WEJDF !
1 i 2 3 : : ! i : ; p
Time {min}
. . oo
Gradiente (tiempo, %B): o
000
25000t
0-2 8
00
7 20
00
8 30
i
11-12,5 100
0
12,5-14 8 .
T

14
o 2R s 1920w T 3Eam 4 o S 5.11&?

Gradiente (tiempo, %B):

0-1,5 10
1,6 25
9 50
9-11 98
11-15 10
—_

Polymyxin B1 T‘;pl?&\ Bacitracin A
/ \

Colistin B 4[_’ ‘
l |
I

1)

Colistin A —t—

Polymyxin B2

o o
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Condiciones Cromatograficas finales

N\F

Polymyxin B1 — s 25 Bacitracin &

00

Colistin B ———

v Columna: Kinetex C18
Colistim &

Polymyxin B2

Rellive Alundance

v Fase Movil A: 0.2% acido

S
DD .

: formico en agua
SN

]

ao il 20 25 a0 il =S (v]

lig 1ol , . ]
v Fase Movil B: 0.2% formic

100 . q .
E Colistin B acid in ACN
50 m/z = 285.9234

o

— L A v Gradiente (tiempo, %B): (0-1,
1095 l 10), (1.5-3.5, 20), (4-6.5, 90),

e e 5952 (7-9, 100), (9.1-11, 10)

50

1DE—

Polymyxin B1

503 m/z = 401.9239

o

1000000 Bacitracin A
500000 m/z =474.9232
O

T T T T T T T T T T T T T T T PR R e e e e e e e T T T T T T T T
a] 1 2 3 4 5 =1 T 8
Time (min)
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Disolucion de Extraccion

\+

v Disolvente Organico: Metanol o Acetonitrilo?
v Acidos para precipitar las proteinas: HCl, H,50, 0 HCOOH?

v HCOOH (de izquierda a derecha).

Extraccion 0.1M,05M,1.0M

@ v HZSO4 (de izquierda a derecha):
0.1M,05M,1.0M
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Disolucion de Extraccion

\+

B 0.1M sulfuricacid W0.5M sulfuricacid B 1M sulfuric acid

6.00E+06
5.00E+06
Q
@ € 4.00E+06
o
o
@
o 3.00E+06
« s a
Extraccion an
S 2.00E+06
<
@ 1.00E+06 I I ' I I I
0.00E+00
Colistin B Polymyxin B2 Colistin A Polymyxin B1 Bacitracin A
Analytes
@ v Disolucion de Extraccion: metanol: agua (1:3)

v Acido para precipitar las proteinas : 0.5 M H,SO,
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Cartuchos SPE de fase polimérica
OlsIS ——

SAMPLE EXTRACTION PRODUCTS
{ \‘\ \\
. J

BOASISHLB (200mg, 6mL) W BOND ELUT PLEXA (200 mg, 6 mL)
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3.00E+07

2.50E+07
Q

@ @ 2.00E+07
=
=1
4

o 1.50E+07
Q
Clean-up &

£ 1.00e+07
=,

0.00E+00

Colistin B Polymyxin B2 Colistin A Polymyxin B1 Bacitracin A
Analytes

v Cartuchos SPE de fase polimérica: Bond Elut Plexa (200 mg, 6 mL)
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U

2%

Clean-up

U

3.50E+07

3.00E+07

2.50E+07

2.00E+07

1.50E+07

Average Response

1.00E+07

5.00E+06

0.00E+00

Conclusiones

Evaporacion

W Evaporated to total dryness M Evaporated until ~200 ul

——> Reproducibilidad II

Colistin B Polymyxin B2 Colistin A Polymyxin B1

Analytes

v Evaporacion: Evaporar hasta sequedad

Bacitracin A
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j Selectividad / Especificidad

HMEBOVINE EOVINE MRABBIT mPOULTRY MFISH PORCINE

4.00E+06
3.50E+06 A
B 3 005406 v La matriz pescado presenta una may
2 5508406 respuesta respecto al resto de
2 oorsoe matrices; se excluye del estudio de
o & +
] I validacion.
i 1.50E+06
£
= 1.00E+06
< . . . s
5.00E+05 iiii‘l Iiiii{ II I iiii v La matriz conejo se validara por
0.00E+00 an-nlz separado (LMR para BCT).
Colistin B Polymyxin B2 Colistin A Polymyxin B1 Bacitracin A
Analytes
, ) 1.80E+06
v Una vez excluidas la matriz pescado y
1.60E+06

conejo, se evalua la respuesta del

resto de matrices.
1.20E+06

1.00E+06
v RSD para todos los analitos es <20%.

8.00E+05
6.00E+05
4.00E+05 '
matrices y se lleva a cabo una Unica 2.00E+05
validacidn. 0.00E+00 [

Analyte Response (average)

v Se demuestra la equivalencia de

Colistin B Polymyxin B2 Colistin A Polymyxin B1 Bacitracin A

Analytes
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LOQ vy Linealidad

\+

Estudio: dopaje a concentraciones crecientes partiendo de 1 pg/kg => 50 pg/kg

Requisitos: Bacitracina: 20 pug/kg (UD); Bacitracina (conejo): LMR= 150 pg/kg
Colistina: LMR= 150 pg/kg

Ton ratio for the spiked  Ton ratio for the matrix-

Analyte Limit of quantification (ug kg™*)
Bacitracin A 20.0

%0 Dafference

| samples (£ 5) matched stds

1t Colistin B 0.298 (+ 0.037) 0.344 13.6 I v
Colistin A 300 | Polymyxin B2 0.271 (= 0.046) 0278 24 v |
Colistin B 450 Colistin A 0.329 (+ 0.027) 0.324 1.7 I v
Polymyxin B1 163 Polymyxin B1 0.300 (£ 0.021) 0.277 85 v |
Polymyxin B2 3.7 | Bacitracin A 0.199 (& 0.009) / 0.198 0.6 I v J

| S
— — 7”

Linear range (ug kg') %RSD of RF
Matrix: porcine
Bacitracin A 20— 100 0.9951 11.1
Colistin A 30.0-150.0 0.9996 54
Colistin B 45.0-225.0 0.9995 152
Polymyxin Bl 163 —-814 0.9987 4.0
Polymyxin B2 37-186 0.9986 19.6
Matrix: rabbit
Bacitracin A 50.0-250.0 0.9807 15.7
Colistin A 20.0-100.0 0.9991 19.6
Colistin B 30.0-150.0 0.9986 J. 6.9
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Precision v

7

Concentration (ug kg'') ESD (%) within day/between days  2/3 Horwitz ratio

Matrix: porcine
Bacitracin A 200 14.0/16.8 192
40.0 1347135 173
60.0 12.1/156 163
Colistin A 30.0 52/78 18.1
60.0 7.0/10.7 16.3
90.0 7.0/6.8 153
Colistin B 450 11.0/152 17.0
90.0 6.2/97 153
1350 9793 14 4
Polymyxin B1 16.3 04/132 19.8
326 7.7/95 179
48 8 6.2/7.0 16.8
Polymyxin B2 3.7 8.7/12.1 248
74 7.0/71 223
11.2 7.1/7.5 21.0

Matrix: rabbit
Bacitracin A 150.0 12.4/12.7 14.2
Colistin A 60.0 13.5/12.7 163
Colistin B 90.0 13.3/14.0 153
_ — J ]
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Veracidad, CCa y CCP

M 15t level (pork) m2Znd level (pork)  ®3rd level (pork) ®150 ppb (rabbit)

7

140.0

120.0
= ‘/
g 100.0
8
@
e 830.0
&
= 600
i
=
g 40.0
=
20.0
0.0
Bacitracin A Colistin A Colistin B Polymyxin B1 i
Analytes
Matrix Analyte MEL (upg kg!) CCa(ugkg!y CCB(pgkeg?)
Porcine Bacitracin A N/A 47 10.0
Colistin 150 1735 1971
Polymyxin B1 N/A 153 18.8
Polymyxin B2 N/A 21 2.8
Rabbit Bacitracin A 150 1775 205.0
Colistin 150 178.1 206.2

N/A — Not applicable; no MRL defined.
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+ Incertidumbre y aplicacion del método

/

Fel combined standard  Rel expanded uncertanty, IJ

uncertainty, i, (%0) (Yo)
Matrix: porcine
Bacitracin A 168 336
Colistin A 106 213
Colistin B 151 303
Polymyxin B1 132 26.5
Polymyxin B2 12.1 241
Matrix: rabbit
Bacitracin A 12.7 233
Colistin A 127 254
Colistin B 14.0 279

v El método esta incluido en la cartera de servicios del LASPB

v Se han analizado 121 muestras de rutina (2016), y todas
ellas han resultados negativas (< CCa) para todos los
analitos.




EXPRESION DE RESULTADOS

Colistin All food- 150 pg'ke

Muscle For fin fizh, the muscle Anti-infectious

producing 130 pug'kg Fat MRL relates to ‘muscle  agents/
species 150 pg'kg Liver and skin in Inatural Antibiotics
200 pg'ke Kidney  Proportions.
Milk

MELs for fat, liver, and

Eggs Ef%jldo not apply to I_M R= 150 llg/kg

For porcine and poultry
species, the fat MRL
relates to "skin and fat in

— B I I PRI
sample 1 2,11E+06 4,26E+06 6,37E+06 33,17 66,83

Sample 2 1,90E+06 3,78E+06 5,69E+06 33,50 66,50
Sample 3 1,57E+06 3,55E+06 5,12E+06 30,62 69,38 . . s . .
Colistin: 225 ppb sample 4 1,56E+06 3,80E+06 5,36E+06 29,08 70,92 Estud |o pro po rC|on COI |St|na A/B
Sample 5 1,80E+06 4,29E+06 6,09E+06 29,55 70,45
Sample 6 1,55E+06 3,69E+06 5,24E+06 29,67 70,33
ME3 1,67E+06 3,89E+06 5,56E+06 30,12 69,88
Sample 1 2,10E+06 4,00E+06 6,10E+06 34,50 65,50
Sample 2 2,00E+06 3,86E+06 5,86E+06 34,19 65,81 - M u est ras dopadas (75—225) ug/kg:
Sample 3 2,24E+06 4,45E+06 6,69E+06 33,48 66,52
Colistin: 225 ppb Sample 4 2,30E+06 3,95E+06 6,25E+06 36,75 63,25 2 S(y 7 2 (y
Sample 5 2,19E+06 3,54E+06 5,73E+06 38,16 61,84 0o~ 0
Sample 6 1,79E+06 3,53E+06 5,32E+06 33,70 66,30 , . .,
ME3 1,99E+06 3,68E+06 5,67E+06 35,05 64,95 - Sta n d a res e n d |SO | u C | O n :
AVERAGE 3,57E+06 28 72

STDEV 1,98E+06 4,53 4,53 6 O (y 4 O (y
RSD 55,50 16,38 6,27 0 0

Concentration

taval Sample Colistin B (+3) | Colistin A (+3) | Total Response| % CSTB | % CSTA P |t d .
0.4 ppm STD 1,83E+07 | 1,04E407 3,126407 | 60,14 | 39,86 afa ex p resar resuitados:
0.4 ppm STD L7IEH7 | 1,138+07 2846407 | 60,35 | 39,65 e e
0.4 ppm STD L58E+07 | 1,156407 2,736+07 | 57,75 | 42,25 COI Istina como suma de (A+B)
0.4 ppm STD 1,56E+07 |  1,09E407 2,66E+07 | 58,80 | 41,20
0.4 ppm STD L16E+07 | 7,64E406 1926407 | 60,21 | 39,79
0.4 ppm STD 2,28E407 | 1,76E407 4046407 | 5640 | 43,60
0.4 ppm STD 1,B9E+07 | 1,34E407 3,23E407 | 58,50 | 41,50
0.4 ppm STD L1SE+07 | 7,49E+06 194407 | 6140 | 3860
0.4 ppm STD 2,106407 | 1,356+07 3,456+07 | 60,85 | 39,15

AVERAGE 2,88E407 | 59,38 | 40,62
STDEV 6,83E+06 162 | 162

RSD 23,72 2,74 4,00
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Conclusiones

7

v En la extraccion, la adicion de acido sulfurico al 0.5 M ha demostrado
mejorar la extraccion de los compuestos, gracias a la precipitacion de la
proteina.

v Evaporar los extractos a sequedad presenta una mayor reproducibilidad.

v Se ha conseguido una buena separacion cromatografica usando la columna
Kinetex C18 y las fases moviles 0.2 % acido férmico en agua / acetonitrilo.

v El Q-Orbitrap presenta una excelete selectividad, resolviendo interferencias
de la matriz con m/z muy cercanas a los antibidticos.

v Se ha desarrollado un método sencillo, robusto y rapido que se usa como
parte del programa de control de residuos veterinarios en el LASPB.
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