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Programa sesidon de Zoosanitarios

> Novedades legislativas en el control oficia de residuos de medicamentos
veterinarios y otras sustancias.

Carlos Bellon (SDG de Control Oficial y Alertas. AESAN)

> Novedades en el andlisis de residuos de medicamentos veterinarios. Actividades
de referencia.

Patricia Muhoz. CNA

» Validacién de un método de andlisis de quinolonas en mudsculo por LC-MS/MS
segun REC 2021/808.

Rocio Jiménez. CNA
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NOVEDADES EN EL ANALISIS DE
RESIDUOS DE MEDICAMENTOS
VETERINARIOS Y

ACTIVIDADES DE REFERENCIA

Patricia Munoz
Servicio de Zoosanitarios. CNA

Jornadas de Referencia CNA 19 junio 2023



PAY

Nueva clasificacion de sustancias en el PNIR

ANEXO I
REGLAMENTO DELEGADO (UE) 2022/1644 DE LA COMISION 7 de julio de 2022 (publicado el 26/09/22)

Grupo A:  Sustancias farmacoldgicamente activas prohibidas o no autorizadas

1. Sustancias prohibidas por la Directiva 96/22/CE
a) Estilbenos
b) Tireostaticos
c) Esteroides
d) Lactonas del &cido resorcilico (RALS)
e) B-agonistas

2. Sustancias prohibidas que figuran en el cuadro 2 del Reglamento 37/2010
a) Cloranfenicol
b) Nitrofuranos
c) Dimetridazol, metronidazol, rodinazol y otros nitroimidazoles
d) Otras sustancias (dapsona, clorpromacina, colchicina...)

I::> Grupos nuevos (no estaban incluidos en la Directiva 96/23/CE)
Jornadas de Referencia CNA 19 junio 2023
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PAY

Nueva clasificacion de sustancias en el PNIR

ANEXO I
REGLAMENTO DELEGADO (UE) 2022/1644 DE LA COMISION 7 de julio de 2022 (publicado el 26/09/22)

Grupo A:  Sustancias farmacoldégicamente activas prohibidas o no autorizadas

3. Sustancias que no figuran en el cuadro 1 del Reglamento 37/2010 o no autorizadas
para piensos segun Reglamento 1831/2003
a) Tintes
b) Productos fitosanitarios (Reglamento 1107/2009), biocidas (Reglamento 528/2012) que
pueden utilizarse en la cria de animales productores de alimentos.
c) Sustancias antimicrobianas
d) Coccidiostaticos, histomonostatos y otros agentes antiparasitarios.
e) Hormonas proteicas y peptidicas
f) Sustancias antiinflamatorias, sedantes y cualquier otra sustancia farmacolégicamente
activa
g) Sustancias antiviricas

I::> Grupos nuevos (no estaban incluidos en la Directiva 96/23/CE)
Jornadas de Referencia CNA 19 junio 2023
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Nueva clasificacion de sustancias en el PNIR

ANEXO I
REGLAMENTO DELEGADO (UE) 2022/1644 DE LA COMISION 7 de julio de 2022 (publicado el 26/09/22)

Grupo A:  Sustancias farmacoldégicamente activas prohibidas o no autorizadas

3. Sustancias que no figuran en el cuadro 1 del Reglamento 37/2010 o no autorizadas

para piensos segun Reglamento 1831/2003
a) Fintes Colorantes
—> b) Productos fitosanitarios (Reglamento 1107/2009), biocidas (Reglamento 528/2012) que
pueden utilizarse en la cria de animales productores de alimentos.
c) Sustancias antimicrobianas
d) Coccidiostaticos, histomonostatos y otros agentes antiparasitarios.
—> e) Hormonas proteicas y peptidicas
f) Sustancias antiinflamatorias, sedantes y cualquier otra sustancia farmacolégicamente
activa
—> @) Sustancias antiviricas

I::> Grupos nuevos (no estaban incluidos en la Directiva 96/23/CE)
Jornadas de Referencia CNA 19 junio 2023
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Nueva clasificacion de sustancias en el PNIR

ANEXO I
REGLAMENTO DELEGADO (UE) 2022/1644 DE LA COMISION 7 de julio de 2022 (publicado el 26/09/22)

Grupo A:  Sustancias farmacoldégicamente activas prohibidas o no autorizadas

3. Sustancias que no figuran en el cuadro 1 del Reglamento 37/2010 o no autorizadas

para piensos segun Reglamento 1831/2003
a) Fintes Colorantes

mektess  C—p D) Productos fitosanitarios (Reglamento 1107/2009), biocidas (Reglamento 528/2012) que anses ’)
pueden utilizarse en la cria de animales productores de alimentos.
c) Sustancias antimicrobianas
d) Coccidiostaticos, histomonostatos y otros agentes antiparasitarios.
WESR L, resesn | = e) Hormon_as pro_t_eicas y pe_ptidicas | | |
f) Sustancias antiinflamatorias, sedantes y cualquier otra sustancia farmacolégicamente
activa

WEFSR Lﬂ."‘fﬁ?ﬁ“f'.ﬁ{.‘if!ﬂ —> @) Sustancias antiviricas

I::> Grupos nuevos (no estaban incluidos en la Directiva 96/23/CE)
Jornadas de Referencia CNA 19 junio 2023
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Nueva clasificacion de sustancias en el PNIR

ANEXO I
REGLAMENTO DELEGADO (UE) 2022/1644 DE LA COMISION 7 de julio de 2022 (publicado el 26/09/22)

Grupo B: Sustancias farmacologicamente activas autorizadas para su uso en
animales productores de alimentos

1. Sustancias farmacolégicamente activas que figuran en el cuadro 1 del
Reglamento 37/2010
a) Sustancias antimicrobianas
—> b) Insecticidas, fungicidas, antihelminticos y otros agentes antiparasitarios
c) Tranquilizantes
d) Antiinflamatorios no esteroideos (AINES), corticosteroides y glucocorticoides.
e) Otras sustancias farmacoldgicamente activas.

2. Coccidiostéaticos e histomonostatos autorizados con niveles maximos y
LMR establecidos en la legislacién de la Unién.

I::> Grupos nuevos (no estaban incluidos en la Directiva 96/23/CE)
Jornadas de Referencia CNA 19 junio 2023
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Nueva clasificacion de sustancias en el PNIR

ANEXO I
REGLAMENTO DELEGADO (UE) 2022/1644 DE LA COMISION 7 de julio de 2022 (publicado el 26/09/22)

Grupo B: Sustancias farmacologicamente activas autorizadas para su uso en
animales productores de alimentos

1. Sustancias farmacolégicamente activas que figuran en el cuadro 1 del
Reglamento 37/2010
a) Sustancias antimicrobianas
@IE?:L“;’,ZTEI?EW und A - 5 g ; : :

BVL  lEmEmvl > ) Insecticidas, fungicidas, antihelminticos y otros agentes antiparasitarios
c) Tranquilizantes
d) Antiinflamatorios no esteroideos (AINES), corticosteroides y glucocorticoides.
e) Otras sustancias farmacoldgicamente activas.

2. Coccidiostéaticos e histomonostatos autorizados con niveles maximos y
LMR establecidos en la legislacién de la Unién.

I::> Grupos nuevos (no estaban incluidos en la Directiva 96/23/CE)
Jornadas de Referencia CNA 19 junio 2023
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Grupo A: prohibidas o no autorizadas

la. Estilbenos
1c. Esteroides

Publicacion Reglamento
Delegado (UE) 2022/1644
de la Comision

1d. Lactonas del Acido Resorcilico (RALS)

1e. B-agonistas

2a. Cloranfenicol

2b. Nitrofuranos

2d. Dapsona

3a. Colorantes

3c. Sustancias antimicrobianas

Grupo B: autorizadas

la. Sustancias antimicrobianas
1d. Corticoides y glucocorticoides

Jornadas de Referencia CNA 19 junio 2023



2 ¥  GOBIERNO
s DE ESPANA

MINISTERIO
DE CONSUMO

Referencias del CNA (Servicio Zoosanitarios)

Grupo A: prohibidas o no autorizadas

la. Estilbenos
1c. Esteroides

1d. Lactonas del Acido Resorcilico (RALS)

1e. B-agonistas

2a. Cloranfenicol

2b. Nitrofuranos

2d. Dapsona

3a. Colorantes

3c. Sustancias antimicrobianas

Grupo B: autorizadas

la. Sustancias antimicrobianas
1d. Corticoides y glucocorticoides

Publicacion Reglamento
Delegado (UE) 2022/1644
de la Comision

!

Reuniones de los LNR para el
reparto de los nuevos grupos
(dltimo trimestre 2022):

CNA: hormonas proteicas y
peptidicas

LCSA Santa Fe: antivirales

Jornadas de Referencia CNA 19 junio 2023
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Referencias del CNA (Servicio Zoosanitarios)

Grupo A: prohibidas o no autorizadas

la. Estilbenos
1c. Esteroides

1d. Lactonas del Acido Resorcilico (RALS)

1e. B-agonistas

2a. Cloranfenicol

2b. Nitrofuranos

2d. Dapsona

3a. Colorantes

3c. Sustancias antimicrobianas

3d. Hormonas proteicas y peptidicas

Grupo B: autorizadas

la. Sustancias antimicrobianas
1d. Corticoides y glucocorticoides

hormonas

Publicacion Reglamento
Delegado (UE) 2022/1644
de la Comision

!

Reuniones de los LNR para el
reparto de los nuevos grupos
(dltimo trimestre 2022):

CNA: hormonas proteicas y
peptidicas

LCSA Santa Fe: antivirales
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Referencias del CNA (Servicio Zoosanitarios)

Grupo A: prohibidas o no autorizadas

CATALOGO EFSA:
la. Estilbenos
lc. Esteroides - Somatotropina porcina
1d. Lactonas del Acido Resorcilico (RALS) - Somatotropina bovina
1e. B-agonistas - Somatotropina humana

2a. Cloranfenicol : .
. - Somatosalm (somatotropina trucha arcoiris)
2b. Nitrofuranos

2d. Dapsona
3a. Colorantes EURL WFSR:
3c. Sustancias antimicrobianas
3e. Hormonas proteicas y peptidicas - Factores de crecimiento similares a la
iInsulina (IGF-1y IGF-2)
Grupo B: autorizadas - Somatotropina bovina (bST) y rbST.
la. Sustancias antimicrobianas - Miostatina e inhibidores de miostatina

1d. Corticoides y glucocorticoides

Jornadas de Referencia CNA 19 junio 2023
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Referencias del CNA (Servicio Zoosanitarios)

PG

Grupo A: prohibidas o no autorizadas

1a. Estilbenos CATALOGO EFSA:

1c. Esteroides

1d. Lactonas del Acido Resorcilico (RALS) Carbadox, etc.

1e. B-agonistas Fumagilina

2a. Cloranfenicol Quinolonas no autorizadas
2b. Nitrofuranos Macroélidos no autorizados
2d. Dapsona Tetraciclinas no autorizadas

3a. Colorantes
3c. Sustancias antimicrobianas
3e. Hormonas proteicas y peptidicas

Aminoglucosidos no autorizados
Carbapenémicos

Grupo B: autorizadas oy _ _ _
(Antimicrobianos sin LMR para ninguna

la. Sustancias antimicrobianas combinacion de analito / matriz)
1d. Corticoides y glucocorticoides

Jornadas de Referencia CNA 19 junio 2023



b ‘\.g "
i fj “

agencia
GOBIERNO MIMNISTERIO espanola de
DE ESPANA DE COMNSUMO seguridad
alimentaria y
nutricion

¢Directrices sobre las nuevas sustancias?

- GUIAEURL MMPR (version 2.0 junio 2022):
» Clasificacion de sustancias antigua
* No incluye por tanto los nuevos grupos

* Aun no hay directrices (compuestos, matrices ni MMPR) para las “nuevas sustancias”.

-  EURL workshops de los ultimos anos:

Empiezan a hablar de estas sustancias (de las hormonas proteicas —sobre todo de la
somatotropina)

Jornadas de Referencia CNA 19 junio 2023
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Hormonas proteicas y peptidicas

Factores de crecimiento similares a la insulina (IGF-1y IGF-2): AL J

- V AN TR —et . . B . S WY A G P | I__ - A ko i
- Son hormonas endogenas producidas por el higado. [T AR AR C]

- Posibles biomarcadores para detectar una administracion de hormona del crecimiento (GH).
- Se especula sobre el uso de IGFs para aumentar la masa muscular en produccion animal.
- Pueden producirse también como consecuencia de enfermedades (cancer o relacionadas con la GH)

- Hay IGF-1 sintéticos con efectos mas potentes que los IGF-1 endogenos.

Resultados positivos de sustancias enddgenas siempre son mas problematicos de interpretar
gue los positivos de sustancias sintéticas/no endogenas.

Jornadas de Referencia CNA 19 junio 2023
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Hormonas proteicas y peptidicas

Factores de crecimiento similares a la insulina (IGF-1y IGF-2):

COMPOUND | AMINOACID SEQUENCE

IGF-1 GPETLCGAELVDALQFVCGDRGFYFNKPTGYGSSS IGF-1 (mass = 7649 Da)
human/pig/horse/bovine RRAPQTGIVDECCFRSCDLRRLEMYCAPLKPAKSA

COMPOUND | AMINOACID SEQUENCE

IGF-2 AYRPSETLCGGELVDTLQFVCGDRGFYFSRPASRVSRRSRGIVEECCFRSCDLAL IGF-2 (mass=7527 Da)
human LETYCATPAKSE

IGF-2 AYRPSETLCGGELVDTLQFVCGDRGFYFSRPASRNSRRSRGIVEECCFRSCDLAL

pig LETYCATPAKSE

IGF-2 AYRPSETLCGGELVDTLQFVCGDRGFYFSRPASRINRRSRGIVEECCFRSCDLALL

e ETYCATPAKSE

IGF-2 AYRPSETLCGGELVDTLQFVCGDRGFYFSRPSSRINRRSRGIVEECCFRSCDLALL

bovine ETYCATPAKSE

- Niveles muy bajos en orina (pg/ml). Mejor analizar plasma o suero (ng/ml)
- Se pueden analizar por LC-MS/MS (previa fragmentacion).

Jornadas de Referencia CNA 19 junio 2023
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Hormonas proteicas y peptidicas

La hormona del crecimiento (GH) o somatotropina (ST):

- Secretada por la glandula pituitaria anterior.

- Importante papel en el crecimiento y la reproduccion.

- Aumenta la masa muscular y disminuye la grasa (efecto anabolizante); incrementa la produccion de
leche. Tambien aumenta el crecimiento de huesos.

En USA: uso autorizado de rbST —bST recombinante- desarrollada por Monsanto:

I-D Efectos negativos en la salud animal: mastitis, disminucion de la fertilidad, aumento de
cojera y otros problemas en extremidades etc.

Jornadas de Referencia CNA 19 junio 2023
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Hormonas proteicas y peptidicas

- bST: formada por 191 aminoacidos (22kDa)

COMPOUND ' AMINOACID SEQUENCE

bST bovine BFPAMSLSGLFANAVLRAQHLHQLAADTFKEFER
TYIPEGQRYSIQNTQVAFCFSETIPAPTGKNEAQQKSDLELLRI
SLLLIQSWLGPLQFLSRVFTNSLVFGTSDRVYEKLKDLEEGILA
LMRELEDGTPRAGQILKQTYDKFDTNMRSDDALLKNYGLLSC
FRKDLHKTETYLRVMKCRRFGEASCAF

rbST - Posilac MiFPAMSLSGLFANAVLRAQHLHQLAADTFKEFER
TYIPEGQRYSIQNTQVAFCFSETIPAPTGKNEAQQKSDLELLRI ..
SLLLIQSWLGPLQFLSRVFTNSLVFGTSDRVYEKLKDLEEGILA  bST (mass=21872 Da) rbST: se modifica una A por M
LMRELEDGTPRAGQILKQTYDKFDTNMRSDDALLKNYGLLSC
FRKDLHKTETYLRVMKCRRFGEASCAF

bST (mass=21812 Da)

- Leche facil de muestrear, pero concentraciones bajas < 1ng/ml
- Plasma/suero: concentraciones mayores >10 ng/ml

- Inmunoafinidad + LC-MS/MS (MRM): muy buenos resultados para confirmacion de rbST en suero

Jornadas de Referencia CNA 19 junio 2023
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PARTICIPACION EN WORKSHOPS LR-UE

>BVL (Berlin) mayo 2022 CLN° 673 B |,
»ANSES (Fougeres) junio 2022 CL N° 679

»WFSR (Wageningen) noviembre 2022 CL N° 678 s
»BVL (Berlin) mayo 2023 CL N° 697 -
»ANSES (Fougeres) junio 2023 I vresmmeen

» WFSR (Wageningen) otoiio 2023

Jornadas de Referencia CNA 19 junio 2023
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Actividades de los LR-UE

HOME

EURLs for Residues of Veterinary Medicinal Products

EURL PORTAL EURL ANSES EURL BVL EURL WFSR
GISLATION

GUIDANCE DOCUMENTS

----- NTS

NETWI

1 c;)
oo
LA

NRL network, © OpenStreetMap contributors, License: https://www.openstreetmap.org/copyright

https://eurl-residues.eu/

- EURL PORTAL.: acceso publico

- EURL ANSES, BVL y WFSR: acceso
restringido (limitado a LNR)

!

Informacioén a través de los LNR

Jornadas de Referencia CNA 19 junio 2023
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Actividades de los LR-UE

Guias:

- Control de calidad en rutina (“ongoing quality control”) -oct 2020-

- Extension de métodos de confirmacion cuantitativos -julio 2021- Disponibles en:
- Validacion métodos de confirmacién -nov 2021- * Eroom CNA

- Guia sobre Standard Addition Method -nov 2022- * EURL portal
- Guia MMPRs (version 2.0 —jun. 2022-)

- Aun pendiente la Guia EURL de validacion de métodos de cribado
* Un nuevo borrador del documento se revisara en el workshop de ANSES 2023

(20-22 de junio, Fougeres)
- Prevista la elaboracion de una guia especifica sobre validacion de métodos HRMS.

Jornadas de Referencia CNA 19 junio 2023
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Actividades de los LR-UE

- EURL Reflection paper 2.0 (dic 2022) *ﬁE*:w Disponible en:
., _ g Rl * Eroom CNA

Actualizacion del EURL Reflection paper ' * EURL portal

del 2014 EURL Reflection paper 2.0:

“Natural growth promoting substances in omotig sibstances in bilgica

biological samples”

rrent approaches for enforcement and research needs for full implementation in residue

- La elaboracidon de una base de datos con informacion sobre la estabilidad de residuos
de medicamentos veterinarios en matriz es una prioridad (tema a tratar en el workshop

de ANSES 2023).

Jornadas de Referencia CNA 19 junio 2023
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Actividades de los LR-UE

Ensayo colaborativo multifamilia en leche organizado por
el BVL (EURL Berlin):

- BVL proporciona el método (LC-MS/MS o LC-HRMS)
- Obijetivo: validacion por el método alternativo (BVL).
Participacion LNR voluntaria.

- 130 compuestos aprox.

- Familias incluidas
Corticosteroides, anfenicoles, quinolonas, lincosamidas,
pleuromutilinas, macrolidos, polipéptidos, sulfonamidas,
tetraciclinas, betalactamicos, AINEs y nitroimidazoles.

- El CNA participara solo en aquellas familias para las que . i —

es LNR (UPLC-QTOF IMS recién adquirido —fondos UPLC-QTOF (IMS)
europeos-)

Jornadas de Referencia CNA 19 junio 2023
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Reglamento Ejecucion 2021/808 de la Comision

L 130/34 [ B | Diario Oficial de la Union Europes 2152021

REGLAMENTO DE E]ECUCIle (UE) 2021/808 DE LA COMISION
de 22 de marzo de 2021

relative al funcionamiento de los métodos anmaliticos para los residuos de sustancias

farmacolégicamente activas utilizadas en animales preductores de alimentos v a la interpretacion de

resultados, asi como a los métodos que deben utilizarse para el muestreo, y por el que se derogan las
Decisiones 2002/657|CE v 98/179/CE

- Entrada en vigor el 10 de junio de 2021

- Hasta el 10 de junio de 2026, los requisitos establecidos en los
puntos 2 y 3 del anexo | de la DC 2002/657 seguiran aplicandose a
los métodos que hayan sido validados antes del 10 de junio de 2021.

- Punto 2: criterios de funcionamiento
- Punto 3: validacion

Jornadas de Referencia CNA 19 junio 2023



Transicion DC 2002/657/CE a REC 2021/808

ALCANCE validado segin DC 2002/657 10/06/2021

Transicion

ALCANCE validado segin REC 2021/808 10/06/2026

Jornadas de Referencia CNA 19 junio 2023
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Transicion DC 2002/657/CE a REC 2021/808

ALCANCE validado segin DC 2002/657 10/06/2021

Adaptacion a REC 2021/808: comprobar
si se cumplen los nuevos criterios y
estudiar solo lo que sea necesario

Transicion

Nueva validacion segun
REC 2021/808

ALCANCE validado segin REC 2021/808 10/06/2026

Jornadas de Referencia CNA 19 junio 2023
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Transicion DC 2002/657/CE a REC 2021/808

ALCANCE validado segin DC 2002/657

10/06/2021

Adaptacion a REC 2021/808: comprobar r
si se cumplen los nuevos criterios y Guia NRL \ V' J
estudiar solo lo que sea necesario

Transicion

Nueva validacion segun
REC 2021/808

ALCANCE validado segin REC 2021/808

Guia NRL pendiente

10/06/2026

Jornadas de Referencia CNA 19 junio 2023



-
- agencia
w# N GOBIERNO MINISTERIO espanola de
_q DE ESPAMNA DE COMNSUMO seguridad
LY alimentaria
- - nutricion

Transicion DC 2002/657/CE a REC 2021/808

W

e "y - Documento de ayuda para los
ol Nciona a D Ao aroRIOS DE SADAD D L4 :
seguridac p —
ﬁf,'i‘.‘-.‘”sléi' iay Allmentacion LABORATORIO CENTRAL DE SANIDAD ANIMAL SANTA FE Iabo rGTO ri OS-

- Documento de referencia en
Laboratorios Nacionales de Referencia para residuos de medicamentos veterinarios aud | 1’0 r | a S

, . , - Disponible en:
GUIA LNR: REVALUACION DE VALIDACIONES REALIZADAS SEGUN * E C
DC 2002/657/CE PARA SU ADAPTACION AL REC 2021/808 room CNA
* Web AESAN

Ed.01 (Dic 2022)

Jornadas de Referencia CNA 19 junio 2023
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Centro DIVISION DE LABORATORIOS DE SANIDAD DE LA

Nacional de PRODUCCION AGRARIA

::-'a y Alimentacion LABORATORIO CENTRAL DE SANIDAD ANIMAL SANTA FE
)

Laboratorios Nacionales de Referencia para residuos de medicamentos veterinarios

GUIA LNR: REVALUACION DE VALIDACIONES REALIZADAS SEGUN
DC 2002/657/CE PARA SU ADAPTACION AL REC 2021/808

Ed.01 (Dic 2022)

- Objetivo principal: establecer una base comun que ayude en el proceso de revaluacion de
validaciones realizadas segun DC 2002/657/CE conforme a los requisitos del REC 2021/808

- Aplicable a validaciones convencionales de métodos LC-MS/MS de confirmacion cuantitativos

- Solo podra utilizarse hasta el 11/06/2026. A partir de esa fecha, las validaciones segun DC
2002/657/CE dejaran de estar en vigor

Jornadas de Referencia CNA 19 junio 2023



2 ¥  GOBIERNO
s DE ESPANA

DE CONSUMO

LI D

ot Nationae Nante
tirinaie, Agroalimentaire ot da [Alimentation

Bants et alimentation

v o b vic
LABE

REPUBLIQUE
FRANCAISE

Efberté
Fgalrté
Fraternité

RCA

%
«r

anses

PRATICAL APPLICATIONS FROM TWO
FRENCH NRLS OF THE NEW
EUROPEAN REGULATION 2021/808
AND THEIR IMPLEMENTATION ON
FORBIDDEN AND AUTHORIZED
SUBSTANCES

E Bichon P Guichard
""" LABERCA, Nantes Anses, Fougeres

E——)

Sa VN
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Webinar SARAF 8/12/2022:

Presentacion muy interesante
con 2 ejemplos practicos de
validaciones realizadas segun
REC 2021/808:

« LABERCA —sustancias
prohibidas-

e ANSES —sustancias
autorizadas-)
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Préoximos objetivos a destacar

« Implementacion del REC 2021/808 (2 LNR):
 Organizar mds Jornadas especificas
* Elaborar GUIA NRL para ayudar en las validaciones segun
REC 2021/808 (documento de minimos que sirva de apoyo a
los laboratorios
 Organizar ensayo de intercomparacion para los laboratorios
control (1 0 2 en 2024)
« Retomar los cursos tedrico-prdcticos en el CNA (1 en 2024).
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Servicio de Zoosanitarios:

- Pilar Sierra Martin

- Eva Mateos del Olmo
- Javier Arteaga Garcia
- Rocio Jiménez Mazo

- Jesus Lopez Tapia

iMuchas gracias equipo!
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Gracias por vuestra
atencion

pmunozm@aesan.gob.es
zoosanitarios-cna@aesan.gob.es

Jornadas de Referencia CNA 19 junio 2023


mailto:pmunozm@aesan.gob.es

agencia
GOBIERNO MINISTERIO espanola de
DE ESPANA DE COMNSUMO seguridad

alimentaria y

nutricion

—

VALIDACION DE UN METODO DE
ANALISIS DE QUINOLONAS EN
MUSCULO POR LC-MS/MS
SEGUN REC 2021/808

Rocio Jiménez
Servicio de Zoosanitarios. CNA
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- Introduction to evaluation of EU-MS RMP 2020 - EURL-ANSES-FOUGERES (AGS-B1-B2f-B3e) e
LABORATORY OF FOUGERES

Substances Group Bl — MRL-Authorised Antibiotics and including Sulfonamides and Quinolones
Case of Quinolones

The comments are based on the following criteria:
Analytes

Absolute minimum requirements:  Ciprofloxacin, Danofloxacin, Difloxacin, Enrofloxacin, Flumequine, Marbofloxacin, Malidixic acid, Norfloxacin,
Oxaolinic acid, sarafloxacin

Recommended: /

Optional: / '\‘0 \'\OS
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26.9.2022 [EB] Diario Oficial de la Union Europea L 2487

ANEXO T

Grupo A - Sustancias farmacoldgicamente activas prohibidas o no autorizadas en animales productores de
alimentos

A3C

1. Sustancias de efecto hormonal ¥ tireostdtico ¥ sustancias f-agonistas cuyo uso estd prohibido en el marco de la Directiva
96/22/CE del Consejo ['):

4) estilbenos:
B1A b) agentes antidoidianos:
i« esteroides;
d) lactonas del deido resorciclico (incluido el zeranol):
¢ fragonistas

2. Sustancias prohibidas que figuran en el cuadro 2 del anexo del Reglamento (UE) n.° 37/2010:
4) cloranfenicol;
b) nitrofuranos;
¢ dimetridazol, metronidazol, ronidazol y otros nitroimidazoles;

) otras sustancias.

3.5 s aligi activas que no figuran en el cuadro 1 del anexo del Reglamento (UE) n® 372010 ) o
sustancias no autorizadas para su uso en piensos para animales productores de alimentos en la Unién de conformidad
con ¢l Reglamento (UE) n* 1831/2003 del Parlamento Buropeo y del Consejo (7):

a) tintes;

Grupo B - Sustancias farmacolégicamente activas autorizadas para su uso en animales productores de alimentos b) productos fitosanitarios, tal como se definen en el Reglamento (UE) n- 1107/2009 del Parlamento Europeo y del

Consejo (), y biocidas, tal como se definen en el Reglamento (UE) n 528/2012 del Parlamento Europeo y del
Consejo ('), que pueden utilizarse en la eria de animales productores de alimentos;

1. Sustancias farmacoldgicamente activas que figuran en el cuadro 1 del anexo del Reglamento (UE) n.* 37/2010: o

H] sustancias a:':“:':l:l:l'“:“]:l;’ﬂ:lnsI' d) coccidiostatos, histormonostatos ¥ otros agentes antiparasitarios;

b} . icid ! FLI.IlEIlIiﬂS, antihelminti ¥ otros agentes a.'l'll‘.il:lﬂl'!!tltﬂl'JLESI ¢ hormonas proteicas ¥ peptidicas:

E} SE’dﬂl]'lﬁ: ) sustancias antiinflamatorias, sedantes v cualquier otra sustancia farmacologicamente activa;
d) antiinflamatorios no esteroideos (AINE), corticoesteroides y glucocorticoides; 8 sstancas v

€) otras sustancias farmacolégicamente activas.

2. Coccidiostatos e histomonostatos autorizados con arreglo a la legislacion de la Unidn, cuyos niveles midximos y limites
méximos de residuos se establecen en la legislacidn de la Unidn. . L.
e Jornadas de Referencia CNA 19 junio 2023
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Reg. 37/2010: LMR MUSCULO (pg/kg)

- AVES BOVINO PORCINO CAPRINO OVINO SALMON RESTO PECES RESTO

Ac. Nalidixico

Ac. Oxolinico

Ciproflocacina

Danofloxacina

Difloxacina

Enrofloxacina

Flumequina

Marbofloxacina

Norfloxacina

Sarafloxacina

100 100 100 100 100 100 100
100 100 100 100 100 100 100
200 200 100 200 100 100 100
300 400 400 400 300 300 300
100 100 100 100 100 100 100
400 200 200 200 600 600 200
- 150 150 - - - -
- - - - 30 - -

HASTA 3 LMR DIFERENTES

PARA EL MISMO ANALITO Jornadas de Referencia CNA 19 junio 2023



Reg. 37/2010: LMR MUSCULO (pg/kg)

-

Ac. Nalidixico

Ac. Oxolinico

Ciproflocacina

Danofloxacina

Difloxacina

Enrofloxacina

Flumequina

Marbofloxacina

Norfloxacina

Sarafloxacina

100

100

200

300

100

400

100

100

200

400

100

200

150

ES BOVINO PORCINO

CAPRINO
100 100

100 100

100 200

400 400

100 100

200 200

150 B

Rumiantes

100

100

100

300

100

600

30

100

100

100

300

100

600

SALMON RESTO PECES RESTO
OVINO

100

100

100

300

100

200
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Método analitico

Muestra de
musculo

Adicion Pl

Extraccion e 20 ml tampdn fosfato potasico 0,05M pH7,4

\|

Adicion P
curva

e Eluir: MeOH/NH3 30% 75:25
Purificacion e Cartuchos OASIS HLB 3cc
e Reconst.: H,0/AcN 95:5

e CSH C18 1,7um

Pl:
2,1 x 100mm

norfloxacina-d5 Deteccion

enrofloxacina-d5
ac. oxolinico-d5

sarafloxacina-d8 _ o
Jornadas de Referencia CNA 19 junio 2023



= =  GOBIERNO MINISTERIO
< "..,": DE ESPARA DE CONSUMO
S F

Criterios previos del método (cromatografia y deteccion):

Criterio LC: Tiempo de retencion minimo > 2* Vol muerto de la columna

MARBO: 3,1 min > 2 *0,875 min

Criterio MS: Se necesitan 5 Puntos de identificacion para cada analito

2 transiciones MRM de baja resolucién (LR): 1 (1 i6n precursor)+ 1,5*2 (iones producto)
1LC = 5 puntos de identificacion.

Jornadas de Referencia CNA 19 junio 2023
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Validacion

L 180/84

Diario Oficial de la Unién Europea

REGLAMENTO DE EJECUCION (UE) 2021/808 DE LA COMISION
de 22 de marzo de 2021

relativo al funcionamiento de los métodos analiticos para los residuos de sustancias

farmacologicamente activas utilizadas en animales productores de alimentos ¥ a la interpretacion de

resultados, asi como a los métodos que deben utilizarse para el muestreo, y por el que se derogan las
Decisiones 2002(657(CE v 98/179/CE

: European Union
Version 1.1, 25 November 2021 Referance L aboraiories m

EURL Guidance Document on supported by the European
Confirmation Method Validation i

EURL Guidance Document on
Confirmation Method Validation

Cuadro §

determinarse

dagencia

espanola de

seguridad

alimentaria y

nutricion

Clasificacion de los métodos analiticos en funcién de las caracteristicas de funcionamiento que deben

Confirmacidn Cribado
Minde - . ._ e Sericuantita- -
Cualitativo Cuantitativo Cualitativo tivo Cuantitativo
Sustancias AR AB AB AB
Identificacion con arreglo a 1.2 X
(Ca X
CCp I X X
Veracidad X X
Precisian X x) X
Efecto matriz relativo X X
recuperacion absoluta *
Selectividad fespecificidad X X X X
Estabilidad * X I X X
Robustez X X X X

Ac sustancias prohibidas o no autorizadas
B: sustancias autorizadas

Jornadas de Referencia CNA 19 junio 2023



GOBIERNO MIMISTERIO
! DE ESPANA DE COMNSUMO

Validacion: Niveles de concentracion a estudiar (pg/kg)

U U U
N0 N1 N2 N3 N4

oX0 0

CIPRO 0 10 50 100 150
DANO 0 20 100 200 300
DIFLO 0 40 200 400 600
ENRO 0 10 50 100 150
FLUME 0 zo 1oo zoo 300

MARBO 0

______

SARA o 5 25 50 75
NAL 0 5 25 50 75

* No autorizada en OV_C

Precision y veracidad

Jornadas de Referencia CNA 19 junio 2023



da
GOBIERNO MIMNISTERIO e
DE ESPAMNA DE COMNSUMO s
a
n
NIVELES
I.d ° 7 MUSCULO DE RUMIANTE 0 1 2 3 4
Validacion 0 | 0,ALMR |0,5LMR| 1LMR | 1,5LMR ESPECIFICIDAD
DIA1 | ESPECIFICIDAD AU (n=21) X X 1 SERIE
DIA2 | EFECTO MATRIZ RELATIVO AU EFECTO MATRIZ =1
L. . ADICIONES & SIMINI S1MIN3 S1M1NA n=
Diseno experlmental ] B 51M2N1 S1M2N3 S1M2N4 1 SERIE
DiA 3 C 51M3NL1 51M3N3 S1M3NG n=21
SERIE 1 D S1M4N1 S1M4N3 SN
E S1MSN1 S1MSN3 S1M5NE
CURVA & 51C0 51C1 51C2 51C3 5104
ADICIONES K S2MINI SIMIN3 SIMING
) L 52M2N1 S2M2N3 SIMZNE
DiA4 M 52M3N1 52M3N3 S2M3NA
SERIE 2 N 520N S2MAN3 SN
0 52MSHN SIMSN3 SIMENA
CLURVA K 52C0 52C1 5202 5203 5204 CCa, VERACIDAD, INCERTIDUMBRE,
ADICIONES F 53MINI 53MING S3MING REPETIBILIDAD Y REPRODUCIBILIDAD
i G S3IMINL S3IM2IN3 S3M2NG 4 SERIES/S REPETIC/3N
DIA 5 H 53M3N1 53M3N3 533N
SERIE 3 ' 53M4N1 53MAN3 S3M4NG n=20
J S3MSNI S3MSN3 S3MSN4 CALIBRACION (4 CURVAS/5 PUNTOS)
CLRVA F 53C0 5ac1 5ac2 53cs3 53C4
ADICIONES P SAMINI SAMING SAM1NA
. 5] SAM2N1 SAM2N3 SAMZNS
DiAG R SAM3NL SAM3NE S4M3NE
SERIE 4 5 SAMAN1 SAMAN3 SN
T SAMENL SAMEN3 SAMBNE
CLRVA p 54C0 54C1 5402 5403 54C4
ROBUSTEZ & X
& X
Al x
Din7 A1 X
Al X ROBUSTEZ
A2 X
3 . 3 CAMBIOS MENORES
PE X

Jornadas de Referencia CNA 19 junio 2023
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d5

d5

DE ESPANA DE COMNSUMO
r 282136 10: MRM of 2 Channels ES+
- e - oo 26221 » 244 2 (FLUME)
. =% 733 ) 745 307e3
o T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T f T T 1
. £speciticida T e e M M A T
282136 10° MRM of 2 Channels ES+
Wi:i 262212022 (FLUME)
7.40
°
282136 5: MRM of 3 Channels ES+ 000 056 180 A5G |z ' Z50 300 | 850 aba | 450 | G06 | 5B0 | GO0 G50 700 | 750 | 800
100 3602 > 245.2 (ENRO) 26215 o AN of 2 Channels Es+
*] g )“5551 1e3 o0 2332 » 216 2 (AC NALD)
33 721 1780, 45 37563
000 050 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 5G| 106 | 150 | 200 | 250 | abo | 850 | abo | 450 | &bo | 550 | 600 | 650 7.50
262136 6: MRM of 3 Channels ES+ 2p2136 ¢ ey
45 394.2 > 350.2 (SARA-B) 727 13de3
% 447 465489 2064 7‘“‘1753
M b pd o 050 100 150 | 200 | 250 | 800 | ab0 | 400 | 450 | S00 | 550 600 | 650 | 700 & 750 | 800
282136 8 MRM of 3 Channels ES+
000 050 100 150 200 280 300 350 400 450 5 55 600 650 700 750 800 oo 6572672 - 2402 (OXO-a5)
282136 6: MRM of 3 Channels ES+ eaf; 1.25e6
100 3852)3422(%5?3 -000 050 1.00 150 200 250 300 350 400 450 600 550 600 700 750  BOQ
424, 282136 8, MIRaaof s Channels £54
000 050 100 150 200 250 300 350 400 700 750 800 75 - m)hml
282136 MRM of 3 Channels ES+ 060 " oho | 160 | 1Bo | 200 | 2bo | 300 | 350 | abo | ako | sbo | BE0 | G600 ) 650 750 | 800
490 86 2 > 200 2 (SARA) 262196 o MRM of 3 Ohanneis E&+
10;1 aopt 45460 _k‘m so7 mf% 651 699896 26221602 (OX0)
04'00' P VA Al Vo) s AL AP VAL A A i) A ) s A 0G0 " 6EG b T AEg T Eho 2B | abe | 5Es | 4bo abo | &bo EEG 6 FLo 760 | 7EG " @bo
262136 2: MRM of 2 Channeis ES+
282136 7: MRM of 2 Channels 100 342 3324 > 288 2 (GIPRO)
468 400 2 > 356 2 (DIFL 7’| ﬂ“ ZEPEES
100 1933 2 " m
457\‘]\ ﬂ‘% h 5o obo 100 150 | 200 | 250 800 400450 | 500 | 550 Jebo | Gb0 | 700 | 750 sbu
O St Ao L s s i s sl s A s el A T T T Tererr ) 2e2a6 . 2 MEM o Chann a(u,,w
000 050 100 150 200 25 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 100 g;; <‘!Sﬁ392 ° 2
282136 7: MRM of 2 Channels ES+ b L e
282136 466 400.2 > 299.2 (DIFLO) B e Y ot A A M AN e Goo | G0 700 | 7H0 L mb0 .
100 344 1“;3 451147105 1.71e3
S 4454 i
- h 0‘“‘Tnme
AP VR VAR VA ¥ AR Y v -~~ax IY 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 7.00 750 800
2821386 1. MRM of 3 Channels ES+
345 365 3204 > 2762 (NOR)
1030% 33:1._M'\L JI| 812
° ;'u
00 050 | 100 150 | 200 | 250 | 300 200 460 | 500
282136 1. MRM of 3 Channels
100 339 3204 > 233 2 (NOR)
# 328 |-342; 523
-0.00 050 1.00 1.50 200 250 300 350 400 450 500 550 B8.00 B8.50 7.00 7.50 800
282136 3 MRM of 2 Channels ES+
363.4 > 320.2 (MARBO)
3.3.18
100 273. L“ 346 046
o num A
000 050 106 | 150 200 | 250 ' 300 | 350 | 400 = 450 | 500 | 550 | 600 | 650 | 700 7850 | 600
282138 3. MRM of 2 Channels ES+
24328 363 4 > 276.2 (MARBO)
103% - 333 700
0% T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
-0.00 050 1.00 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 6.50 7.00 7.50 8.00
262136 42 MRM of 2 Channels ES+
39540 356.4 > 314.2 (DANO)
100 409 730
BCE 359\11‘& 446 fl 4
000 060 | 100 1E0 200 | 250 | 800 | Bb0 | 400 | 460 | 600 | 650 | 600 | 660 | 700 | 760 | 800 nor OxaC|na
282136 4° MRM of 2 Channels ES+
100 4.084.33 358.4 > 283.2 (DANO)
629 .
4 g [ oo -
B A e A A A AL Ko
-0.00 050 1.00 1.50 200 250 300 350 4.00 4.50 500 550 600 6.50 700 7.50 800
282138 5 MRM of 3 Channels ES+
414
100 < 37768 P
S e aC. oxolinico-
-0.00 050 1.00 1.50 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 ¢
282136 5. MRM of 3 Channels ES+
410 360.2 > 316.2 (ENRO) .
100 393 | 419461 010
) 3684y e e X I -
000 050 100 150 200 250 300 38 400 450 500 550 600 650 700 750 800

I Sin interferencias en las 21 muestras blanco

S/N <3 (en

os 2 MRM de los analitos)
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VALIDACION: Efecto matriz relativo

Disolucion
. , Muestra de
musculo

Adicion Pl Extraccion ¢ 20 ml tampon fosfato potasico 0,05M pH7,4
N3 Adicién P

curva

® Eluir: MeOH/NH; 30% 75:25
Purificacion e Cartuchos OASIS HLB 3cc
* Reconst.: H,0/AcN 95:52 |

Disolucion

e CSHC18 1,7um oM an)
2,1 x100mm

drea del pico del PSM
area del pico de la disolucién patron

: | Deteccion
_ __firea del pico del PI PSM :
FM (D = area del pico del P1disolucién '

FM (patrén) =

FM (patrin)

FM (patr6n normalizado para PI) = )

ol i Jornadas de Referencia CNA 19 junio 2023

PSM:  patrén similar a la matriz
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VALIDACION: Efecto matriz relativo

EFECTO MATRIZ RELATIVO

25

20

15
10
| | 1

. I

0

CV (%)

OXO CIPRO DANO DIFLO ENRO FLUME MARBO SARA
ANALITO
Efecto matriz corregido por el patron interno Reg. 2021/808 @
Criterio : CV < 20%
Jornadas de Referencia CNA 19 junio 2023
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fCompaund narme; OX0
orrilation cosmciant ¢ Dsaeen "2 = 0.999355
74 ° o 7 alitrabion cure: 0.0208234 * x + (L003358
° Response type: Inte malshd(ﬁedd:lm " {15 Conc 115 Area )
° ca I raclon Crveh'u Linear, Crigin: Exclude, Weighting: 15, Axs rans: Hone

300 f‘—"‘-
250 e

. . 4—"'-'-’_’{

L, 200 e

£ -~

o 150 o

& —
1.00 ) e

4 ___,_t—"'
-
H 050 -
Residuales —
———
-0.00 T T T T 1 ppD
4 10 20 0 40 50 80 70 a0 0 100 110 120 130 140 R

R2

0,9937 0,9962 0,9943 0,9986 0,9941 0,9962 0,9982 0,9936 0,9979 0,9966

Emplear al menos 5 niveles
Describir margenes de aceptabilidad de los pardmetros de la curva (Desviacién <15 %; R? > 0,95)

Jornadas de Referencia CNA 19 junio 2023
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VALIDACION: confirmacion

Ovino 15-Feb-2023 18:52:17
282150 - MEM of 2 Channels ES+
</N-PtP=116.20 400.2 > 299 2 (DIFLO)
100 0 2 82e5
D J
3.90 4.00 4 50 5.00 5.90 6.00 6.920 7.00 7.90
282150 - MEM of 2 Channels ES+
S/N-PtP=97 54 400.2 > 356.2 (DIFLO)
- 20 3.93e5
0
3.90 4.00 4 50 5.00 5.90 6.00 6.920 7.00 7.90

Intensidades relativas: la relacidon de iones del analito a confirmar correspondera a la media de la
relacion de los puntos de calibracion en matriz £ 40 %.

La S/R de las dos transiciones caracteristicas del compuesto seran > 3.
El TRR se debe encontraren £ 1 % el valor medio obtenido en la curva de calibrado en matriz

Jornadas de Referencia CNA 19 junio 2023
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-

P\

VALIDACION

(I 4

Precision:

Veracidad:

Cuadro 2

Coeficiente de variacion aceptable

Fraccion de masa

CV de reproducibilidad (%)
> 1000 pglkg 16 (adaptado a partir de la ecuacion de Horwitz)
> 120 pglkg - 1 000 pg/kg 22 (adaptado a partir de la ecuacion de Horwitz)
10 - 120 uglkg 25
< 10 pglkg 0%

I ** ELCV (%) presentado es una orientacion v debe ser tan bajo como sea razonablemente posible.

En el caso de los andlisis efectuados en condiciones de repetibilidad, el coeficiente de variacion en condiciones de
repetibilidad serd igual o inferior a dos tercios de los valores enumerados en el cuadro 2.

Cuadro 1

Veracidad minima de los métodos cuantitativos

Fraccion de masa Rango
= 1 pg/ke -50%a+20%
=1 pg/kea 10 pplke -310%a+20%
= 10 pg kg -20%a+20%

Jornadas de Referencia CNA 19 junio 2023
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;ﬁ-& sppmNe T
VALIDACION: repetibilidad (r) /reproducibilidad (R)

11,88/16,25 8,74/8,86 5,24/5,50
CIPRO 13,68/14,53 9,40/10,42 11,35/12,11
DANO 13,62/14,83 8,21/9,73 10,18/12,05
ENRO 6,20/6,20 4,18/4,91 3,94/4,52
SARA 12,55/13,25 7,49/8,46 7,39/9,87
DIFLO 11,89/12,97 7,06/9,96 8,89/11,51
OXO 5,31/5,31 3,53/4,57 3,24/3,24
AC.NALD 12,62/12,62 11,22/11,22 10,99/12,92
FLUME 14,57/14,57 11,42/11,52 10,99/10,99
MARBO 19,80/19,80 12,96/13,38 12,85/12,99

El concepto de repetibilidad ha cambiado:
se utilizan diferentes muestras

ry R son similares
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VALIDACION

Coeficiente de variacion aceptable

Precisio’n: Fraccion de masa C\thref:mdm:ibﬂidal.iri%l .
> 1000 pglkg 16 (adaptado a partir de la ecuacion de Horwitz)
> 120 pglkg - 1 000 pg/kg 22 (adaptado a partir de la ecuacion de Horwitz)
10 - 120 pg/kg 25 y corresponda al nivel 0.1 del valor central (LMR...) 230%
<10 pgfke 30 VALOR 4> u4

I ** ELCV (%) presentado es una orientacion v debe ser tan bajo como sea razonablemente posible.

En el caso de los andlisis efectuados en condiciones de repetibilidad, el coeficiente de variacion en condiciones de
repetibilidad serd igual o inferior a dos tercios de los valores enumerados en el cuadro 2.

Veracidad: Cuadro 1

Veracidad minima de los métodos cuantitativos

Fraccion de masa Rango
= 1 pg/ke -50%a+20%
> 1 pg/ke a 10 pg/ke -30%a+20%
= 10 pg kg -20%a+20%

Cumple los criterios del Reg. 2021/808
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VALIDACION: Incertidumbre expandida

R

10,88 9,36 6,65
CIPRO 29,78 21,36 24,82
DANO 30,39 19.93 24,69 U= incertidumbre expandida
DIFLO 26,59 20,41 23,60 K=2 para nivel de confianza del 95%
ENRO 12,70 10,06 9,26
Ug= Incertidumbre de la reproducibilidad
FLUME 29,85 23,62 22,52 interna del procedimiento analitico (CVg)
MARBO 40,57 27,42 26,63
NOR 33 99 R - U,.. = Incertidumbre de
’ ’ ’ recuperacion/veracidad U,..=CVp/\/n
SARA 27,14 17,35 20,22 n= numero de valores utilizados para
NAL 25,87 23,00 26,48 calcular CVe.
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GOBIERNO MINISTERIO espanola de

DE ESPANA DE COMNSUMO seguridad
alimentaria y
nutricion

VALIDACION: Limite de decisidn para confirmacién

216 Limite de decisién para confirmacién (CCa)

El CCa se determinard para los métodos de confirmacidn. El CCa se establecerd en condiciones que cumplan los
requisitos de identificacidn o identificacién mds cuantificacién definidos en los «Criterios de funcionamiento y
otros requisitos de los métodos analiticos. establecidos en el capitulo 1.

2. En el caso de sustancias autorizadas, el CCa se calculard como sigue: Para el control de conformidad de las muestras, la incertidumbre estindar combinada de medida ya ha sido tenida

en cuenta en el valor del CCa (limite de decisién para confirmacion).

a) para las sustancias autorizadas en combinaciones de matrices/especies para las que se haya fijado un LMR o

un CM: 1. En el caso de sustancias farmacoldgicamente activas no autorizadas o prohibidas, el CCa se calculard como

i) Meétodo 1: mediante el procedimiento de curva de calibracién, de conformidad con la norma I1SO e

11843-1:1997 {donde se denomina wvalor critico de la variable de estado netos). En este caso, se a) Método 1: mediante el procedimiento de curva de calibracién, de conformidad con la norma ISO

CCa=MRL+1.64%U. )

utilizard material en blanco enriquecido hasta el LMR o el CM, y por encima de ellos, en incrementos
equidistantes. Analice las muestras. Tras la identificacion, delimite la sefial cuando sea posible, o la
concentracién recalculada, frente a la concentracién afadida. El limite de decisidn (o = 5 %) es iguala la
concentracion correspondiente al IMR o el CM mis 1,64 veces la desviacion estindar de la
reproducibilidad intralaboratorio en el limite permitido.

Método 2: CCa = LMR (o CM) + k{unilateral, 95 %) = incertidumbre estindar {combinada) de medida al
LMR o CM.

En el caso de sustancias autorizadas, dependiendo del experimento de validacion (y de sus respeciivos
grados de libertad), podria aplicarse razonablemente la distribucion t, o si se toma como base la
distribucion de Gauss (unilateral, n = =) se utilizard un factor k de 1,64.

CCa =NMC + 2,33x u,

—_—

o0 | crro | ero | wARBo | AN | FuME | DIFlo | NoR | sava | nAL

184 (B)

108 22.3(0-C)

118 108

233

237 468 7,00 6,60

NMC

6,51

2

LMR

11843-1:1997 (%) {donde se denomina evalor critico de la variable de estado netos). En este caso, se
utilizard material en blanco enriquecido hasta el VRI o el NMC, y por encima de ellos, en incrementos
equidistantes. Analice las muestras. Tras la identificacién, delimite la senal cuando sea posible, o la
concentracién recalculada, frente a la concentracion anadida. El limite de decision es igual a la
concentracién correspondiente en la ordenada en el origen mds 2,33 veces la desviacion estindar de la
reproducibilidad intralaboratorio en la ordenada en el origen. Este método solo es aplicable a ensayos
cuantitativos. Los limites de decision obtenidos con este método se verificardn analizando matrices en
blanco enriquecidas al limite de decisién calculado.

Método 2: analizando un minimo de 20 materiales en blanco representativos por matriz, para poder
calcular la relacién sefial-ruido en la banda de tiempo en la que se espera encontrar el analito. Puede usarse
como limite de decisién un valor triple al de la relacién sefial-ruido. Esto es aplicable a andlisis cuantitativos
y cualitativos. Los limites de decision obtenidos con este método se verificarin analizando matrices en
blanco enriquecidas al limite de decisién calculado.

Método 3: CCa = NMC + k{unil da) de medida al NMC

al, 99 %) = incertidumbre estindar {cc

En el caso de sustancias farmacolégicamente activas no autorizadas o prohibidas, dependiendo del
experimento de validacién (v de sus respectivos grados de libertad), podria aplicarse razonablemente la
distribucion t, o si se toma como base la distribucidn de Gauss (unilateral, n = =) se urilizard un factor k de
233

posible de alcanzar razonablemente.

El CCa de las sustancias autorizadas sera superior, pero lo I
4 : C tracid
mas cercano posible, al LMR o al CM. [ e el
NMC
El CCa de las sustancias no autorizadas sera el mas bajo [ Concentracion
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VALIDACION: Robustez

Cambios menores incluidos en las series de validacion: diferentes soluciones patron, 2 columnas UPLC, 2
analistas....

Cambios menores incluidos en el estudio de Mr:zzifjlge
robustez adicional:

o + 20 ml tampén fosfato patasico
Extraccion 0,05M pH7,4

-
A.- Sonicar a 30 2C en lugar de a T2 ambiente Ve
B.- Centrifugar 10 min en lugar de 15 min b P S
* Eluir:MeQH/NH; 30% 75:25

C.- Evaporar a 50 2C en lugar de a 40-45 °C AT« coruchos oasis s e

* Reconst.:H,0/AcN 95:5

«CSH C18 1,7um 2,1
PI: 100mm
norfloxacina-d5 Deteccion
enrofloxacina-d5
ac. oxolinico-d5

sarafloxacina-d8
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GOBIERNO MIMISTERIO
DE ESPANA DE COMNSUMO
-

VALIDACION: Robustez

e Youden-approach:

Experiment

1 2 3 4 5 6 7 8
A A A A a a a A
B B b b B b b
C c C c C ¢ C ¢
D D d d d d D D
E e E e e E e E

Si Sdi > SD método en
condiciones de
reproducibilidad intralab—> no
robusto (1a combinacién de factores

modificados tiene efectos en el resultado)

® Método diferencias medias (%) +15%

(criterio usado para comprobacién soluciones patrén)

Puesta 2 punto Mosstra de
¥ %
% —
Adicion Pl 5
Adicion P /
wna

Ab

sl -1
PO
Aicin?! ey
praa /
B el o)

b =
[ ew—
e
B s
amps
A TN
i e R
whume SOAN %S % ey e
" Purificacién [N
e A S
UL
- et UL
Yo

Ratios medias 0,85-1,15
Diferencias medias (%) +15%

Se demuestra que el método es robusto

® Otros

agencia
espanola de
sequridad
alimentaria y
nutricion
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GOBIERNO MINISTERIO
DE ESPAMNA DE CONSUMO

VALIDACION en nimeros

Experimentos realizados

\“ 2 SERIF€

NIVELES
e SERIE (1] 1 2 3 i
FECHA | MIATRIZ Y ESPECIE
HT [1] 0, ILMR | O5LMR | 1LMR 1,5LMR
DAl A-F {Bar) X i x
13/02//23 | ESPECIFICIDAD [r=11) )
—— -0 0w x ¥ ¥
Diaz G-H y |- {Bow) X [l
15/02/23 | ESPECIFICIDAD [n=10) QT {ov) X i i
NE107 Py U (Can) X [ [
a3 _
2202423 ;;;{i:‘”m Al [r=21)
NF108
ADICIONES A 190655
olaa a 190652
270223 C 190655

SERIE 1

190851

CURVA

19ps"

ADICIOMES

L]

S3NANL

SIMENI 5IMEN4
53c2 5303 5304
SEMING SAMLN4
a SEMZNG 5412164
R SEMINI SAMING
5 SEMLN SAMANS
CURVA P 5402 5403 5404
- ADICIONES T N .
biag S5M1NG S5MLN4
13/08/23 M SSMENG S5M2Ne4
SERIE 5 L SEMING S5MING
NEL13
CURVA u (1w | 5504
ROAUSTEZ A .
A 190654 .
) a1 | 190656 .
pias _
s A1 | 180658 .
NEL17 a1 | 190656 .
A2 | 190654 .
A3 | 180858 .
a3 | 100656 .

ESPECIFICIDAD

~TO MATRIZ
'[E

CCa, VERACIDAD, INCERTIDUMBRE,
REPETIBILIDAD Y REPRODUCIBILIDAD
5 SERIES

n=20

CALIBRACION (5 CURVAS/5 PUNTOS)

ROBUSTEZ
3 CAMBIOS MENORES
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