CSIC

CONSEJD SURERICR DE INVESTIGACIZNES TENTIFICAS

INSTITUTO DE AGROQUIMICA Y

TECNOLOGIA DE ALIMENTOS (IATA) UNIVERSITAT
POLITECNICA
DE VALENCIA

DESARROLLO DE METODOS RAPIDOS DE
DETECCION DE RESIDUOS MEDICAMENTOSOS
EN ANIMALES DE GRANJA

TESIS DOCTORAL

Presentada por:
Maria Milagro Reig Riera

Dirigida por:
Prof. Dr. Fidel Toldra Vilardell

Valencia, Septiembre de 2010






4% MINISTERIO
¥ P DE CIENCIA L g I

E INNOVACION

FIDEL TOLDRA VILARDELL, DOCTOR EN CIENCIAS QUIMICAS Y
PROFESOR DE INVESTIGACION DEL INSTITUTO DE AGROQUIMICA Y
TECNOLOGIA DE ALIMENTOS DEL CONSEJO SUPERIOR DE
INVESTIGACIONES CIENTIFICAS.

HACE CONSTAR: que el trabajo de investigacion titulado “Desarrollo de
métodos rapidos de deteccion de residuos medicamentosos en animales de
granja” que presenta Dfia. Maria Milagro Reig Riera por la Universidad
Politécnica de Valencia, ha sido realizado en el Instituto de Agroquimica y
Tecnologia de Alimentos (IATA-CSIC) bajo mi direccion y que reune las
condiciones para optar al grado de doctor.

Y para que conste a los efectos oportunos, firmo la presente en Valencia a 1
de Septiembre de 2010.

Fdo: Prof. Dr. Fidel Toldra

Avda. Agustin Escardino, 7
46980 PATERNA (VALENCIA)
ESPANA

TEL.: 963 90 00 22

FAX: 963 63 63 01






Resumen

El uso de sustancias medicamentosas como promotores de crecimiento
en la alimentacién de animales de granja y en acuicultura es una practica ilegal en
la Unién Europea. Dada la incidencia que puedan tener las sustancias
administradas a los animales para la salud de los consumidores, la Unién
Europea estableci6 un reglamento para todos los paises miembros que
corresponde a la voluntad de proteger la salud publica.

La prohibicion de dichas sustancias promotoras del crecimiento ha
motivado un mercado negro a nivel europeo que precisa de estrictos controles
sistematicos para su deteccion. Los medicamentos veterinarios mas utilizados en
estos casos fraudulentos son aquellos que tienen una accion anabolizante,
hormonal o tireostatica.

El objetivo principal de este trabajo consiste en el desarrollo de métodos
analiticos rapidos y la evaluacién de su aplicacién como técnicas de “screening” o
criba en el control sanitario de residuos medicamentosos y de sustancias
promotoras del crecimiento en animales de granja. Concretamente, se desarrollan
protocolos de analisis rapidos y especificos para detectar residuos de -agonistas
(clembuterol y mabuterol), lactonas del &cido resorcilico (zeranol), antimicrobianos
(carbadox), agentes antitiroideos (metil-tiouracilo) y corticoides (dexametasona)
en muestras de agua de beber, orina y pienso de distintas especies animales.

Se han utilizado los métodos inmunoldgicos tipo ELISA debido a su
especificidad, rapidez y gran nimero de muestras que se pueden analizar de
forma simultanea. La cromatografia liquida de alta resolucion ha sido también una
herramienta muy eficaz para la deteccién de varias sustancias.

Todos los métodos puestos a punto y optimizados para los analitos y
respectivas matrices estudiados demostraron buena sensibilidad y robustez y han
podido ser validados conforme a la normativa vigente que afecta a todos los

paises miembros de la Unién Europea (Decision 2002/657/EC).






Resum

L'ds de substancies medicamentose com a promotors de creixement en
I'alimentacioé d'animals de granja i en aquicultura és una practica il.legal a la Uni6
Europea. Atesa la incidéncia que puguin tenir les substancies administrades als
animals, la Unié Europea va establir un reglament per a tots els paisos membres que
correspon a la voluntat de protegir la salut publica.

La prohibicié d'aquestes substancies promotores del creixement ha motivat
un mercat negre a nivell europeu que necessita estrictes controls sistematics per a la
seva deteccié. Els medicaments veterinaris més utilitzats en aquests casos
fraudulents son aquells que tenen una accié anabolitzant, hormonal o tireostatica.

L'objectiu principal d'aquest treball consisteix en el desenvolupament de
meétodes analitics rapids i l'avaluacié de la seva aplicaci® com a técniques de
screening o cribatge en el control sanitari de residus medicamentosos i de
substancies promotores del creixement en animals de granja. Concretament, es
desenvolupen protocols d'analisi rapids i especifics per detectar residus de B-
agonistes (clenbuterol i mabuterol), lactones de I'acid resorcilico (zeranol),
antimicrobians (carbadox), agents antitiroidals (metil-tiouracilo) i corticoides
(dexametasona) en mostres de aigua de beure, orina i pinso de diferents espécies
animals.

S'han utilitzat els meétodes immunoldgics tipus ELISA per la seva
especificitat, rapidesa i gran nombre de mostres que es poden realitzar de forma
simultania. La cromatografia liquida d'alta resolucié ha estat també una eina molt
eficag per a la deteccio de diverses substancies.

Tots els métodes posats a punt i optimitzats per als analits i respectives
matrius estudiades van demostrar bona sensibilitat i robustesa i han pogut ser
validats d’acord amb la normativa vigent que afecta tots els paisos membres de la
Unié Europea (Decisié 2002/657/EC).






Abstract

The use of veterinary drugs as growth promoters in feed for farm animals and
aquaculture is illegal in the European Union. Given the impact that these
administered substances may have for consumers” health, the EU established a
regulation for all member countries that corresponds to the desire to protect the public
health.

The ban for the use of such growth promoters created a black market at an
European level that required a strict and systematic control for its detection.
Veterinary drugs most used in these fraudulent cases are those with an anabolic,
hormonal or thyrostatic effect.

The main goal of this work consists of the development of rapid analytical
methods and the evaluation of its application as screening techniques for the sanitary
control of veterinary substances and growth promoters in farm animals. More
specifically, protocols for rapid and specific analysis are developed for residues of 3-
agonists (clenbuterol and mabuterol) resorcycilic acid lactones (zeranol), antibacterial
(carbadox), antithyroid agents (methyl thiouracil)) and corticosteroids
(dexamethasone) in samples of drinking water, urine and feed of various animal
species.

Immunological methods have been used due to their specificity, rapid
processing time and large number of samples that may be performed simultaneously.
The high resolution liquid chromatography has also been a very effective tool for the
detection of several substances in a relatively short period of time.

All the developed and optimised methods for the analysis of analytes in their
respective matrices have shown good stability and robustness and have been
validated according to the current normative affecting to all European Union member
countries. All these methods have been validated according to Decision
2002/657/EC.
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ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

CE Comision Europea

CEE Comunidad Econémica Europea

CL Cromatografia Liquida

cv Coeficiente de variacion

DAD Detector de diodos

DX Dexametasona
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EIA Inmunoensayo
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Alimentaria
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FDA Food and Drug Administration
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