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(Informe del Grupo de Trabajo electronico (GTe) del CCRVDF sobre métodos de andlisis para residuos de medicamentos
veterinarios en los alimentos, presidido por Canada y el Reino Unido, con la colaboracion de Australia, Brasil, Costa
Rica, la Unidn Europea, Francia, Alemania, Los Paises Bajos, Nueva Zelandia, Suecia, Suiza, el Reino Unido, Estados
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Se invita a los gobiernos y a los organismos internacionales interesados que deseen formular observaciones
en el Tramite 3 en relacion con el Anteproyecto de Directrices sobre las caracteristicas funcionales para el
andlisis de residuos multiples (consulte el Anexo 1), enviarlas a méas tardar para el 31 de marzo de 2012
como sigue: U.S. Codex Office, Food safety y Inspection Service, US Department of Agriculture, Room
4861, South Building, 14" Independence Avenue, S.W., Washington DC 20250, USA (por fax: +1 202 720
3157 ; o de preferencia por correo electronico: CCRVDF-USSEC@fsis.usda.gov, con una copia al
Secretario de la Comisién del Codex Alimentarius, Programa Conjunto FAO/OMS sobre Normas
Alimentarias, Viale delle Terme di Caracalla, 00153 Rome, Italy (por fax: +39.060.57050.4593; o de
preferencia por correo electrénico Codex@fao.org.

Formato para presentar comentarios: Para facilitar la recopilacion de los comentarios y preparar un
documento (til con todos ellos, se solicita que los Miembros y Observadores, que ain no lo estan haciendo,
envien sus comentarios en el formato indicado en el Anexo 2 de este documento.

Introduccion

1. Durante la 19° reunién del Comité del Codex sobre Residuos de Medicamentos Veterinarios en los
Alimentos (CCRVDF) se discutieron los problemas de los métodos de analisis para los residuos de
medicamentos veterinarios y la extension de las directrices actuales respecto a los criterios de rendimiento
para métodos de un solo analito (0 compuesto) en la directriz CAC/GL 71-2009, para incluir métodos de
analisis de residuos multiples.

2. Para este fin y para abordar la cuestion sobre la disponibilidad de métodos, el Comité acordd establecer
un GTe presidido por Canada y el Reino Unido, que trabajaria solo en inglés, y que estaria abierto a todos los
miembros del Codex y organizaciones en calidad de observadores, y que tendrian el siguiente mandato:

e Preparar un anteproyecto de Apéndice sobre los criterios funcionales de los métodos de andlisis de
residuos multiples para residuos de medicamentos veterinarios, para su inclusion en las Directrices
para el disefio y la implementacion de programas nacionales reglamentarios de aseguramiento de
inocuidad alimentaria relacionados con el uso de medicamentos veterinarios en los animales
destinados a la produccion de alimentos (CAC/GL 71-2009); y
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e Examinar oportunidades para facilitar la comunicacién con el Organismo Internacional de Energia
Atomica (OIEA) acerca de la elaboracion de la base de datos sobre métodos de andlisis y patrones de
referencia.

Avances

3. El GTe redacto el borrador del apéndice sobre los criterios funcionales de los métodos de analisis de
residuos multiples y lo revisé en tres distintas ocasiones. Ademas de los comentarios recibidos por parte del
grupo a cargo de su redaccion, se realizaron varias presentaciones sobre el tema en un gran nimero de
reuniones cientificas internacionales, los puntos de vista recabados durante éstas, también ayudaron a preparar
este anteproyecto de apéndice. EI documento actual se anexa para ser considerado por el Comité.

4. Se han llevado a cabo debates con el Organismo Internacional de Energia Atdmica (OIEA) y en este
momento se estd evaluando una base de datos que albergard una coleccién de los métodos de anélisis de
residuos multiples. Durante la 20? reunion del Comité se presentara una actualizacion respecto a los avances
logrados hasta ese momento.

Recomendaciones

i. Revisar el anteproyecto de apéndice sobre los criterios funcionales de los métodos de anélisis de
residuos maltiples (consulte el Anexo 1), asi como proporcionar comentarios del anteproyecto actual,
remitiéndolo al siguiente tramite si asi se considerara apropiado.

ii. Considerar el avance (a ser actualizado durante la 20? sesion) del desarrollo de la base de datos de los
métodos de analisis de residuos maltiples por parte del OIEA, ademas de solicitar aportes a los paises
miembros y terceros interesados, para la base de datos de métodos de analisis de residuos maltiples.
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Glosario de términos

Abreviaciones

Antecedentes

1. En el afio 2008 la Comisién del Codex Alimentarius (CAC) adopté las directrices para el disefio y la
implementacion de programas reglamentarios nacionales de inocuidad alimentaria relacionados con el uso de
medicamentos veterinarios en los animales destinados a la produccion de alimentos (CAC/GL 71-2009).
Estas directrices fueron disefiadas para incluir una orientacion general respecto a la validacion de los métodos
analiticos a usarse con analitos individuales bajo condiciones de una validacion realizada por un solo
laboratorio (como se establece en la directriz CAC/GL 71-2009) y para ser actualizadas segun fuera necesario
para permitir su extension y asi lograr abarcar otras areas pertinentes.

2. El CCRVDF en su 18 reunién, reconocié que las practicas actuales en los laboratorios de analisis
dedicados a éstos, consistian en utilizar métodos de analisis para residuos multiples (MRMs) siempre que
fuera posible, para aumentar la eficacia de los laboratorios, manteniendo al mismo tiempo los costos de
analisis a un minimo. No obstante, en la misma reunion también se reconoci6 que existia una orientacion muy
limitada sobre las caracteristicas funcionales de los MRMs. Por lo que el objetivo de este documento de
orientacion es abordar esta necesidad.

3. Se reconoce que los paises en desarrollo podrian necesitar un periodo de transicion y/o asistencia técnica
al intentar utilizar estas directrices.

Introduccion

4. Los métodos de andlisis para residuos de medicamentos veterinarios en los alimentos deberan ser capaces
de detectar més fielmente la presencia de un medicamento veterinario de interés o preocupacion (métodos de
seleccion), cuantificar qué cantidad esta presente (métodos cuantitativos) e identificar sin duda alguna al
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medicamento (métodos de confirmacion). Cuando se ha utilizado un método de anélisis para determinar que
se ha superado el limite maximo de residuos (LMR) definido para un medicamento veterinario aprobado, es
imperativo que los resultados de las pruebas sean confirmados antes de que se tomen medidas reglamentarias.
Las medidas reglamentarias podrian incluir negar la entrada del producto al mercado, destruir el producto y/o
la imposicion de sanciones pecuniarias. En los casos donde el medicamento veterinario detectado no esté
permitido o se prohiba su uso en ese producto porque no se ha definido una ingesta diaria admisible (IDA) ni
un LMR por motivos toxicoldgicos, la deteccion de dicho medicamento en cualquier concentracion deberia
ser confirmada, ya que esta conclusion podria resultar automaticamente en medidas reglamentarias.

5. En los documentos de directrices técnicas publicadas por la CAC para ayudar a los paises involucrados en
el control de las importaciones y exportaciones de alimentos en la aplicacion de requisitos para el comercio de
productos alimentarios, a fin de proteger al consumidor y facilitar el comercio, se recomienda que los
laboratorios que participen en analisis reglamentarios “cumplan con la guia ISO/IEC 17025:2005 - Requisitos
generales de competencia para laboratorios de calibracion y ensayo”. Los laboratorios también deberian
participar en planes adecuados de pruebas de competencia para el analisis de alimentos, que se ajusten a los
requisitos establecidos en el “Protocolo internacional armonizado de pruebas de competencia para laboratorios
de analisis (quimicos)” y, siempre que se disponga de ellos, usar métodos de analisis que hayan sido validados
conforme a los principios establecidos por la CAC (véase el documento CAC/GL 27-1997). Ademas, los
laboratorios deberan usar procedimientos de control interno de la calidad que se ajusten a procedimientos tales
como los descritos en “The Harmonized Guidelines for Internal Quality Control in Applied Chemistry
Laboratories” (Directrices armonizadas para el control de calidad interno aplicado en laboratorios quimicos).
La seccion 5.4.5 ISO/IEC 17025:2005 presenta una orientacion general para el uso de métodos de validacion.

6. Los métodos de analisis validados son métodos con parametros operativos caracteristicos definidos que
han sido determinados adecuados para usarse en un programa de control reglamentario (idéneos para la
finalidad prevista en un ambiente regulatorio). Con la directriz CAC/GL 49-2003 la CAC ha adoptado la
directriz para la validacién de métodos de analisis de un solo laboratorio emitida por la Unién Internacional de
Quimica Pura y Aplicada (UIQPA) [REFERENCIA: M. Thompson, S.L.R. Ellison y R. Wood. “Harmonized
guidelines for single-laboratory validation of methods of analysis” Pure Appl. Chem., 74 (5), 835-855 (2002)].
Estos también han sido incorporados en “Los criterios generales para la seleccion de métodos de analisis
validados por un solo laboratorio” contenidos en la 202 edicion del Manual de Procedimientos de la CAC. Este
documento de orientacion revisa los atributos de los MRMs usados para identificar una gama de analitos en el
mismo analisis, asi como los requisitos que deben satisfacer antes de que puedan ser considerados adecuados
para su uso en programas de control reglamentario para los residuos de medicamentos veterinarios contenidos
en los alimentos.

7. El CCRVDF preparé una orientacion sobre la validacion de los métodos de analitos individuales por
parte de un solo laboratorio (CAC/GL 71-2009). Sin embargo para incrementar la eficacia y rendimiento en
cuanto al procesamiento de muestras, muchos laboratorios estan recurriendo al uso de MRMs que pueden ser
usados para detectar maltiples analitos de la misma o de diferente clase. Para los efectos del presente
documento, un MRM es considerado como aquel método de analisis cuyo ambito de aplicacién incluye tres o
mas analitos en la misma clase o en mas de una clase de medicamentos veterinarios. Los laboratorios utilizan
estos MRMs mas cominmente para seleccionar muestras para la deteccion de la posible presencia de
medicamentos veterinarios en las muestras, pero también pueden usarse tanto, para analisis cuantitativos como
de confirmacion. Por lo anterior, esta orientacion abarcara los tres tipos de andlisis / métodos y seré incluida
como un anexo a la directriz CAC/GL 71-2009. Deberia sefialarse que un MRM validado pudiera incluir
algunos analitos cuyas caracteristicas funcionales para el analisis cuantitativo han sido totalmente validadas,
mientras que otros pudieran no cumplir con el criterio de precision o recuperacién para el analisis cuantitativo
o los requisitos de los datos para la confirmacion del residuo. Cuando un método ha sido validado y por ello
considerado adecuado para detectar estos analitos en un limite aceptado (LA) requerido, dicho método pudiera
ser usado como un método de seleccion para tales analitos que, de estar presentes, entonces deberian ser
cuantificados usando un método que ha sido validado como adecuado para el andlisis cuantitativo de un
analito especifico o confirmado usando un método de confirmacion validado y pertinente, de acuerdo con el
criterio proporcionado en la CAC/GL 71-2009.

8. Los principios descritos en esta seccion son considerados practicos y adecuados para la determinacion de
las caracteristicas funcionales de los MRMs a ser usados en programas de control reglamentario y estan
basados en las recomendaciones elaboradas por una consulta de AOAC/FAO/OIEA celebrada en Miskolc,
Hungria, en 1999 [REFERENCIA: A. Fajgelj & A. Ambrus Principles y Practices of Method Validation,
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Royal Society of Chemistry, 2000]. Todas o un subgrupo de estas mismas caracteristicas funcionales, pueden
usarse para evaluar, durante la validacion de un método, si el método es o no adecuado (“idoneo para la
finalidad prevista”) para usarse en un ambiente reglamentario. Todas ellas son aplicables igualmente para
usarse con los MRMs de analisis para residuos de medicamentos veterinarios.

9. La 202 edicion del Manual de Procedimientos de la CAC proporciona los “Criterios generales para
seleccionar métodos de analisis validados por un solo laboratorio”. Las “instrucciones de trabajo para la
aplicacién del enfoque por criterios en el Codex, Tabla 1: Directrices para establecer valores numéricos
relativos a los criterios” contenida en este documento son pertinentes para los MRMs como se trata a
continuacion, asi como lo son las “Directrices para el establecimiento de valores numéricos para los métodos
de evaluacion y/o criterios para el cumplimiento de éstos”. Con la finalidad de lograr una armonizacion, la
orientacidn respecto a los criterios de funcionamiento de los métodos analiticos aplicados a los residuos de los
medicamentos veterinarios deberia ser consistente con las directrices generales ya aprobadas por la CAC.
Ademés, la UE publicé recientemente una orientacion para la validacién y el control de calidad (Documento
No. SANCO/10684/2009) para los andlisis de residuos de plaguicidas. Dicho documento abarca los métodos
de andlisis para los MRMs, principalmente para los andlisis de confirmacion, pero también aborda los
métodos de andlisis de seleccion para residuos maltiples usando la espectrometria de masas. Algunos aspectos
de este documento han sido incorporados en éste que nos ocupa, donde se considerd apropiado.

Ambito de aplicacion

10. Esta orientacion se aplica a los MRMs usados para analizar los residuos de medicamentos veterinarios,
inclusive los medicamentos veterinarios y plaguicidas aprobados. Algunos programas de control de residuo
pudieran incluir grupos de analitos adicionales tales como plaguicidas agricolas y contaminantes
medioambientales. La orientacion respecto a la validacion de los métodos de multi residuos para el uso no
veterinario de los plaguicidas est4 contenida en la directriz CAC/GL 40-1993: Directrices sobre buenas
prdcticas de laboratorio en el andlisis de residuos de plaguicidas.

Caracteristicas funcionales para los MRMs

Caracteristicas funcionales para los MRMs para los analisis de seleccion

11. Mientras que las siguientes secciones describen las caracteristicas funcionales para los métodos de
seleccién, métodos cuantitativos y métodos de confirmacion en general, debe quedar claro que estas
caracteristicas deberan definirse y medirse para cada analito enumerado en el ambito de aplicacion del método
para residuos multiples completamente optimizado. EI mejor momento para hacer esto es después de que se
haya determinado que la elaboracién y/o la modificacion del método han sido terminadas y que el método no
va a ser sometido a ningin cambio ni modificacion adicional. En este respecto, los conceptos implicados son
muy similares a aquellos descritos en documentos de orientacion para la determinacion de las caracteristicas
funcionales de un analito en un método para un solo analito.

12. Los métodos de seleccién son habitualmente de caracter cualitativo o semi cuantitativo y a menudo
abarcan una gama de analitos; su objetivo es distinguir las muestras que no contienen residuos detectables por
debajo de cierta sensibilidad o concentracion de deteccion (“muestras negativas”) de aquellas que pudieran
contener residuos que sobrepasen ese valor (“muestras positivas”). La estrategia de validacion, por lo tanto, se
enfoca en el establecimiento de una concentracion de deteccion arriba de la cual los resultados son
“positivos”, la determinacion de un indice estadisticamente fundamentado para resultados tanto “positivos
falsos” como “negativos falsos”, la evaluacion de interferencias y el establecimiento de las condiciones de uso
adecuadas.

13. La “selectividad” de un método de seleccion (binario) cualitativo se refiere a la capacidad de la prueba
para determinar que las muestras que resultan en una respuesta negativa son, de hecho, negativas. Un método
cualitativo binario tiene dos posibles resultados, por ej., si/no o positivo/negativo. EI método usado también
debe tener la capacidad de distinguir la presencia del compuesto o grupo de compuestos elegidos como
objetivos, de otras sustancias que pudieran estar presentes en el material de muestra. Esta no es normalmente
tan grande como aquella de un método cuantitativo, porque los métodos de seleccion con frecuencia
aprovechan alguna caracteristica estructural que es comdn a un grupo o clase de compuestos. Estos métodos,
que generalmente corresponden a la categoria de métodos de seleccion, estan frecuentemente fundamentados
en la inhibicion del crecimiento microbioldgico, inmunoensayos o respuestas cromdgenas que quizas no
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identificarian claramente a un compuesto (analito). La selectividad de un método de seleccidén podria
incrementarse cuando se utiliza como un sistema de deteccion después de aplicar una técnica cromatografica o
alguna otra técnica de separacion. Para demostrar una tasa de selectividad de por lo menos el 95 por ciento
con un nivel de confianza del 95 por ciento (lo cual se recomienda para las pruebas de seleccidn), se realizan
60 analisis de réplica en materiales representativos de matriz de muestra testigo de un minimo de seis fuentes
distintas. Todos los resultados deberian ser negativos. En comparacion, para alcanzar una tasa de selectividad
minima del 99% con una confianza del 95% deberian analizarse 299 muestras, y todas deberian mostrar
resultados negativos. Entonces se podrian realizar pruebas adicionales para detectar posibles interferencias y
reactividad cruzada al evaluar el material de matriz testigo enriquecido con sustancias que tienen posibilidades
de causar interferencia (inclusividad y exclusividad), tales como otros medicamentos que pudieran utilizarse
en el tratamiento de animales, posibles contaminantes ambientales, metabolitos de medicamentos o
compuestos quimicos afines. Nuevamente, estas respuestas deberian ser negativas cuando estos compuestos
estan presentes en concentraciones que pudieran ser razonablemente previstas en una muestra.

14. En el caso de las pruebas de seleccidn cualitativa, particularmente aquellas que involucran tecnologias de
equipos de ensayo que proporcionan dos resultados posibles (presencia o ausencia del analito), los términos:
“concentracion de deteccion” 0 “sensibilidad de deteccion” 0 “nivel del punto de corte” se refieren a la
concentracién mas baja a la que se puede detectar con fidelidad un analito elegido como objetivo dentro de los
limites estadisticos definidos. Por ejemplo, en el AOAC Performance Tested Program ™ para equipos de
ensayos, se requiere que, a fin de cumplir con el minimo requisito para la sensibilidad de un indice del 90%
con un nivel de confianza del 95%, un minimo de 30 materiales de muestra exentos de residuos (de
preferencia tomados de por lo menos 6 fuentes distintas) enriquecidos con el analito o analitos de interés en la
concentracién elegida como objetivo, todos deberian producir un resultado positivo. Tres 0 mas resultados
negativos constituyen una falla de la prueba de sensibilidad. Si uno o dos de los resultados son negativos, el
experimento deberia repetirse, y dos resultados negativos constituirian entonces una falla. Se deberia repetir el
experimento con material conocido dosificado en la concentracion elegida como objetivo, si dicho material se
encontrara disponible. También pueden utilizarse otros enfoques, tal como se detalla en la orientacion
publicada por la UE sobre pruebas de seleccién
(http://ec.europa.eu/food/food/chemicalsafety/residues/Guideline_Validation_Screening_en.pdf).

15. La concentracion de deteccion para las pruebas cualitativas binarias para un analito especifico se
establecen al realizar experimentos de concentracion y respuesta, utilizando tipicamente 30 réplicas (de por lo
menos seis fuentes distintas) enriquecidas en muestras testigo conocidas, de una serie de concentraciones cada
vez mayores. También se analizan directamente las mismas 30 muestras testigo (por ej., sin ser enriquecidas)
para proporcionar datos de control. Una vez que se han establecido las concentraciones donde los 30
duplicados dan una respuesta negativa y los 30 duplicados que dan una respuesta positiva, el experimento se
repite utilizando los materiales de matriz testigo enriquecidos en cuatro concentraciones separadas a intervalos
uniformes entre las concentraciones que dieron “todas las respuestas negativas” y “todas las respuestas
positivas”. Un grupo adicional se analiza a una concentracion 20 por ciento superior a la concentracion que
dio “todas las respuestas positivas”. El analisis estadistico de los resultados permite al usuario establecer una
concentracién de deteccion confiable en el limite de confianza requerido (usualmente del 95 por ciento)
[REFERENCIA: Finney, D.J. 1978. Statistical method in biological assay. 3rd edition. New York, USA,
MacMillan Publishing Co.].

16. Durante la preparacion de este documento de orientacion, se desarrollé un nuevo concepto patrocinado
por la AOAC Internacional que combiné los parametros cualitativos para la deteccion de sensitividad, falsos
positivos y falsos negativos (descrito anteriormente) en un solo parametro denominado “Probabilidad de
Deteccion (PD)”. La PD engloba todos los rangos de concentraciones, tanto cero como no-cero y permite una
representacion grafica sencilla de los datos de laboratorio, como una curva de PD graficada por concentracion
y asociada con barras de error. Usando este enfoque, pueden calcularse pruebas cualitativas con precision y
exactitud [REFERENCIA: Wehling, P., LaBude, R. A., Brunelle, S., & Nelson, T. Probability of detection
(POD) as a statistical method for validation of qualitative methods. J. AOAC International 94 (1), 335-347,
(2011)]. Este parametro simplificado merece ser considerado al desarrollar experimentos de validacion para
los métodos de seleccion binaria cuantitativa de los MRMs.

Caracteristicas funcionales de los métodos cuantitativos para los MRMs

17. La selectividad se define como la capacidad de un método para determinar analitos especificos en mezclas
o matrices sin interferencias de otros componentes de comportamiento andlogo (CAC/GL 72-2009). La 20°
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edicion del Manual de Procedimientos de la CAC especifica en el “Cuadro 1: Directrices para establecer
valores numéricos relativos a los criterios” los limites de deteccion (LD) y los limites de cuantificacion (LC)
esperados para los distintos niveles aplicables y que pueden ser usados para seleccionar una concentracion de
deteccidn apropiada para una prueba. Es la capacidad de un método de anélisis para detectar y distinguir la
respuesta de la sefial de un compuesto en la presencia de otros compuestos que pudieran estar presentes en el
material de muestra; es de particular importancia en la definicion de las caracteristicas funcionales de los
métodos utilizados en los programas de control reglamentario para los residuos de medicamentos veterinarios
en los alimentos. Hay dos aspectos que deben tomarse en consideracion, la capacidad del método de
proporcionar una respuesta de sefial que esté exenta de interferencias, de otros compuestos que pudieran estar
presentes en una muestra o extracto de muestra, y la capacidad del método de identificar sin lugar a duda la
respuesta de una sefial como una respuesta exclusivamente relacionada con un compuesto especifico. Para un
método cuantitativo, el requisito es que la sefial utilizada para la cuantificacion, deberia estar relacionada
solamente con el analito elegido como objetivo y no contener contribuciones de los materiales co-extraidos.
Los analisis cromatograficos basados en picos que no tienen una buena resolucion, proporcionan resultados
cuantitativos menos confiables. El uso de detectores para elementos especificos, longitudes de onda de
deteccion o detectores selectivos de masas que son méas especificos a un compuesto o estructura particular,
junto con la separacién cromatografica, mejoran la selectividad de los métodos cuantitativos para el analisis de
los residuos de medicamentos veterinarios en los alimentos.

18. Ademas de la selectividad de un método, también se debe demostrar la capacidad de éste para
proporcionar un resultado cuantitativo que sea confiable. Esto consiste en dos factores, que pueden contribuir
a medir la incertidumbre en los resultados generados con este método:

¢ el grado de coincidencia entre el resultado y el valor verdadero de la concentracién del analito presente
en el material de muestra, expresado como exactitud, veracidad o sesgo; y

e la capacidad del método para proporcionar resultados con alto grado de coincidencia en
determinaciones independientes (o valor aceptado en el caso de un material de referencia), expresado
como precision (repetibilidad y reproducibilidad).

19. Se recomienda que los métodos utilizados para respaldar los LMR del Codex cumplan con los valores
normalizados especificados para la veracidad y la precision enumerados en la Tabla 1. Estas normas son las
mismas que los limites actuales aplicados para residuos de medicamentos veterinarios para un solo analito en
la directriz CAC/GL 71-2009 y al tomar en consideracion los datos de aquellos laboratorios que usan MRMs
se sugiere que pueden ser adoptados para éstos, especialmente si los andlisis de confirmacion se realizan
usando diferentes métodos analiticos mas adecuados y especificos para analitos individuales.

20. La exactitud (veracidad, sesgo) de un método podria determinarse mediante el analisis de un material de
referencia certificado, al comparar los resultados con aquellos obtenidos con otro método para el que los
parametros funcionales han sido rigurosamente establecidos con anterioridad (tipicamente, un método
estudiado en colaboracion) o, a falta de materiales de referencia o de métodos validados por un estudio entre
laboratorios, mediante la determinacién de la recuperacion de un analito con el que se enriquecié un material
de muestra testigo conocido. Cuando sea posible, se exhorta el uso de controles de calidad analitica analogos o
un control interno, ya que pudiera mejorar la exactitud de las mediciones, la precision del andlisis y permitir el
uso de limites mas estrictos que aquellos dados en la columna de veracidad en la Tabla 1. Los requisitos de los
métodos en materia de exactitud variaran segun el uso reglamentario previsto de los resultados. La exactitud
deberia ser detenidamente caracterizada a concentraciones proxima al LMR o a la concentracion elegida como
objetivo para los efectos de las medidas reglamentarias (tipicamente a concentraciones de 0.5 a 2.0 veces la
concentracién elegida como objetivo) para asegurar que la medida reglamentaria se aplique solamente a las
muestras que contienen residuos que sobrepasan el limite impuesto por la medida reglamentaria cuando esto
puede demostrarse con una confianza estadistica definida. Cuando no se disponga de orientacion alguna para
proveer la concentracion objetivo, se propone la adopcion de un valor interno en un rango de 1.0 a 10 pg/kg
siempre y cuando se cuente con la confianza razonable de que no habra implicaciones toxicoldgicas
importantes mientras se busca un consejo mas formal.

21. La recuperacion se expresa habitualmente como el porcentaje del analito determinado experimentalmente,
después de la fortificacion del material de muestra a una concentracioén conocida, y deberia evaluarse a lo
largo de concentraciones que cubren la escala analitica del método. En la interpretacion de recuperaciones, es
necesario reconocer que es posible que el analito afiadido a una muestra, no se comporte de la misma manera
que el mismo analito acumulado biolégicamente (residuo de medicamento veterinario). En muchas situaciones,
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la cantidad de un residuo dosificado o acumulado que es extraido (el producto o la fraccion recuperada) es
menor que la cantidad total de residuos dosificados o0 acumulados que se encuentra presente. Esto podria ser el
resultado de pérdidas que ocurren durante la extraccion, la union intracelular de los residuos, la presencia de
conjugados u otros factores que no son totalmente representados por los experimentos de recuperacion
realizados con los tejidos testigo enriquecidos con el analito y la recuperacion variara de acuerdo con la
concentracién presente del residuo. Independientemente de cuél sea el promedio de recuperacion observado,
se desea la recuperacion con una variabilidad baja, de manera que se pueda hacer una correccién confiable
correspondiente a la recuperacién para el resultado final, cuando sea necesario. Las correcciones de
recuperacion deberian aplicarse de conformidad con los criterios establecidos en la orientacién proporcionada
por la Comisién del Codex Alimentarius (CAC/GL 37-2001).

22. La precision, que cuantifica la variacion entre las mediciones duplicadas de las porciones de ensayo del
mismo material de muestra, es también una consideracion importante para determinar cuando se considera que
el residuo en una muestra sobrepasa un LMR o algun otro limite impuesto por las medidas reglamentarias. La
precisién de un método suele expresarse en funcion de la variacion intra-laboratorio (repetibilidad) y la
variabilidad entre laboratorios (reproducibilidad) cuando el método ha sido sometido a un estudio realizado
por varios laboratorios. Para la validacion de un método realizada por un solo laboratorio, se deberia
determinar la precision a partir de experimentos realizados en dias diferentes, utilizando un minimo de seis
grupos de tejidos diferentes, lotes de reactivos diferentes, de preferencia con diferente equipo, etc., y, de
preferencia, por analistas diferentes. La precision de un método suele expresarse como la desviacion estandar.
Otro término Util es la desviacion estandar relativa, o el coeficiente de variacion (la desviacion estandar,
dividida entre el valor absoluto de la media aritmética). También puede ser expresada como un porcentaje al
multiplicar la magnitud por cien.

23. Por lo general, los métodos cuantitativos estan fundamentados en una comparacion de la respuesta de un
analito en una muestra frente a la respuesta de patrones del analito en solucion a concentraciones conocidas.
En la elaboracién y la validacion del método, primero se deberia determinar la curva de calibracidon para
evaluar la respuesta del detector a patrones a lo largo de una escala de concentraciones. Estas concentraciones
(un minimo de cinco, mas el testigo) deberian abarcar la escala de interés analitico completa, y la curva
resultante deberia expresarse estadisticamente. Sin embargo, aungue la inclusién de un testigo adecuado con
las muestras de calibracion es una practica recomendada, esto no implica que sea aceptable aplicar
extrapolaciones en la region de la curva inferior al patron mas bajo, para obtener un resultado cuantitativo. La
funcion analitica relaciona la respuesta para el analito recuperado del material de muestra en varias
concentraciones a lo largo de la escala de interés analitico, en donde el valor de todas las interferencias
permanece constante. Por ello queda implicito que, bajo tales circunstancias, la funcion analitica se deriva de
la presencia de los reactivos usados en el método y los co-extractos de la matriz mas no de las mediciones
usando soluciones puras estandar por si solas, a menos de que se haya demostrado adecuadamente que la
deteccion de la sefial de respuesta del estandar puro, no se ve afectado por la presencia de los reactivos del
método y los componentes de la matriz. Con respecto a los analitos para los que se ha establecido un LMR o
un limite de medidas reglamentarias en un material de muestra particular (matriz), la respuesta es tipicamente
determinada para un material de muestra testigo conocido y para un material de muestra testigo conocido
enriquecido, en una escala de concentraciones superiores e inferiores al LMR (se recomienda el uso de 6
distintas fuentes de materiales testigo).

24, Puede existir un cierto grado de ambigiedad en la literatura cientifica relacionado con los términos
“matriz robusta” y “matriz combinada”. Se ha propuesto una terminologia para clarificar esta postura
(REFERENCIA: Wang, J., Cheung, W., & Grant, D. (2005) Determination of pesticides in apple-based infant
foods using liquid chromatography electrospray ionization tandem mass spectrometry, J. Agric. Food Chem.
53: 528-537) y las definiciones a continuacion seran usadas en este texto.

e Curva de calibracion patrén (CCP) — una curva de calibracion preparada usando patrones, al no contar
con una matriz; normalmente es referida en la literatura como una “calibracion externa”;

e Curva de calibracion patréon ajustada a la matriz (CCPAC) — una curva de calibracion preparada
afiadiendo los patrones a los extractos de la muestra obtenidos de matrices testigo luego de la extraccion;

y
e Meétodo para una curva de calibracion patrén ajustada a una matriz combinada (MCCPAMC), pero

también es conocida como una curva de calibracién patrén de una matriz robusta — una curva de
calibracion preparada afiadiendo los patrones a una matriz testigo antes de la extraccion.
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25. Los datos del experimento de la funcion analitica también pueden ser utilizados para calcular la
recuperacion analitica de cada concentracion y son de particular importancia cuando la presencia de co-
extractantes de la matriz modifica la respuesta del analito en comparacion con los patrones analiticos. La
regresion, ya sea lineal o cuadratica se determina a partir de los experimentos de la funcion analitica y es la
expresion estadistica de la curva obtenida para el andlisis de los materiales de muestra enriquecidos en las
concentraciones elegidas como objetivo, luego de que se ha demostrado que los datos satisfacen los requisitos
para una regresion lineal. Deberia tomarse en consideracion la ponderacidn para la regresion tal como 1/x, 1/x2,
etc., especialmente para el analisis de residuos s6lo después de que se hayan realizado las pruebas de analisis
residual apropiadas, para determinar el factor de ponderacion basado en la homocedasticidad o en los datos.
La regresién lineal o cuadratica ponderada puede mostrar el limite inferior de cuantificacion (LC) con un
mayor grado de exactitud y mejorar la precision. Es cada vez mas comdn en los métodos de andlisis para
residuos de medicamentos veterinarios en los alimentos, el basar la determinacion cuantitativa en una curva
estandar preparada mediante la adicién de un patrén a un testigo conocido del material representativo de la
matriz antes de la extraccién del analito, en una escala de concentraciones adecuadas que abarcan el valor
elegido como objetivo (la funcién analitica). El uso de una “curva estandar de tejidos” de tal indole para la
calibracidn, incorpora una correccion de la recuperacion en los resultados analiticos obtenidos.

26. La definicion aceptada para la sensibilidad (CAC/GL 72-2009) es: “El cociente entre el cambio en la
indicacién de un sistema de medicion y el cambio correspondiente en el valor de la cantidad objeto de la
medicion”, una propiedad asociada con la pendiente de la curva de calibracion y la habilidad de discriminar
los cambios en la concentracion del analito. También es necesario establecer los limites inferiores en los que
la deteccion, cuantificacién o confirmacién confiable de la presencia de un analito puede realizarse utilizando
un método de analisis en particular. El limite de detecciéon (LD) de un método esta definido en la directriz
CAC/GL 72-2009 y puede describirse en términos précticos como la concentracion mas baja donde el analito
puede detectarse, pero es posible que no pueda identificarse o confirmarse. Sin embargo, existe una opinion
creciente de que esto pudiera no ser una caracteristica Gtil a determinar, dada la variabilidad inherente
asociada con los distintos detectores y otros factores. Por otro lado, se sugiere que el LD solo puede
determinarse cuando los requisitos de funcionamiento del método se acercan al limite. Puede estimarse
utilizando la desviacion estandar (s,x) del analisis de regresion lineal de la curva estandar generada en el
experimento de la funcion analitica descrito anteriormente (REFERENCIA: Miller, J.C. & Miller, J.N. 1993.
Statistics for analytical chemistry. 3rd Edition. Chichester, UK, Ellis Horwood Ltd.). Con el uso de este
enfoque el LD se calcula utilizando la ordenada en el origen (suponiendo un valor positivo) de la CCP o
MCCPAMC de la curva mas tres veces el valor de s. Este enfoque proporciona una estimacion moderada del
limite de deteccion, que también puede ser estimado mediante mediciones en materiales de ensayo
representativos como la respuesta mas débil del analito en el testigo mas tres veces su desviacién estandar.
Con frecuencia, cuando se utiliza este enfoque, es necesario enriquecer los materiales de ensayo a una
concentracién que resulta en una respuesta apenas detectable para obtener una aproximacion de la desviacion
estandar del testigo.

27. El limite de cuantificacion (LC) puede establecerse a partir de los mismos experimentos utilizando la
ordenada en el origen de la curva mas diez veces el valor de s, En el caso de los métodos utilizados para
respaldar los LMRs establecidos por la Comision del Codex Alimentarius, el LC deberia cumplir con los
criterios de precision y exactitud (recuperacién) de la Tabla 1 y deberia ser igual o0 menor que la mitad del
valor del LMR. Sin embargo, cuando el LC de un método es menor que las concentraciones reales vigiladas
para determinar el cumplimiento con un LMR, la validacién y la aplicacion ulterior del método deberian
basarse en el nivel calibrado mas bajo (NCMB), que es tipicamente 0.5 veces el valor del LMR. Para los
efectos de un programa reglamentario, los limites de deteccion y de cuantificacion son pardmetros importantes
cuando el método sera aplicado para estimar exposiciones a residuos, donde pudiera haber un interés en la
vigilancia de residuos a concentraciones inferiores al LMR, o cuando se aplican analisis de residuos para
sustancias para las que no hay una IDA ni un LMR establecidos. Para la vigilancia del cumplimiento con un
LMR, es importante que se incluya en el andlisis un NCMB, que demuestre adecuadamente que la
concentracion del LMR puede ser determinada con una confianza razonable. EI NCMB de un método
utilizado para respaldar un LMR no deberia ser menor al LC. En el Manual de Procedimiento del Codex se
recomienda el término limite de determinacion en la seccion de “Términos que han de utilizarse en el enfoque
por criterios”.
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28. Durante la consulta en Miskolc en 1999 se reconocié que podrian aplicarse otros enfoques a la validacion
de métodos, e incluyd los términos "limite de adopcion de decisiones” (CCa) y "capacidad de deteccion" (CCB)
en su examen. Estos términos se definen en el glosario incluido al final del presente documento, y han sido
adoptados para su uso en algunas jurisdicciones, p. €j., en la Unidén Europea bajo la Decision 2002/657/EC de
la Comision Europea, y deberian aceptarse como una alternativa al uso de los términos LD y LC.

29. La Incertidumbre de la medicion esta definida en la directriz CAC/GL 72-2009 como “‘el parametro no
negativo que caracteriza la dispersion de los valores que se atribuyen a un mesurando sobre la base de la
informacion utilizada”. No existe un enfoque estandar consensuado para calcular la incertidumbre de la
medicion, y se han publicado varios enfoques al respecto [REFERENCIA: CAC/GL 59-2006: Directrices
sobre la estimacion de la incertidumbre de los resultados (Anexo, modificado en 2011). REFERENCIA:
Especificaciones técnicas ISO/TS 21748:2004: Directrices para estimar la repetibilidad, reproducibilidad y
veracidad en la estimacion del célculo de la incertidumbre. Primera edicion 2004-03-15.]. La norma ISO/IEC
17025:2005 requiere que los laboratorios determinen y proporcionen la incertidumbre asociada con los
resultados analiticos. La norma SANCO/10684/2009 sugiere un enfoque préctico para que los laboratorios
estimen la medicion de la incertidumbre, ademas de verificar su estimacion en base a sus propios datos
internos a través de la evaluacién de su desempefio durante los analisis de competencia.

Caracteristicas funcionales de los métodos de confirmacidn para los MRMs

30. Los pasos necesarios para lograr una identificacion positiva dependen del criterio del analista, debiendo
prestarse atencion particular a la eleccion de un método que reduzca al minimo los efectos de compuestos que
interfieren en el analisis. En ultima instancia, es responsabilidad del analista el tomar decisiones, proporcionar
datos de apoyo e interpretar los resultados de acuerdo a los principios cientificos, usando su criterio
profesional. [REFERENCIA: Bethem, R., Boison, J. O., Gale, J., Heller, D., Lehotay, S., Loo, J., Musser, J.,
Price, P., & Stein, S. Establishing the Fitness for Purpose of mass spectrometric methods. J. Amer. Chem.
Society for Mass Spectrometry 14 (5) 528-541(2003).].

31. La selectividad, es la capacidad del método de identificar inequivocamente una sefial de respuesta como
exclusivamente relacionada con un compuesto especifico, y es la consideracion primaria en los métodos de
confirmacidn. Ciertas técnicas instrumentales, tales como la espectroscopia por rayos infrarrojos de Fourier o
la EM, pueden ser lo suficientemente selectivas como para ofrecer una identificacion inequivoca. Estas son
frecuentemente las técnicas en las que se basan los métodos de confirmacion.

32. Normalmente la confirmacion por CG/EM se basa en el andlisis de un analito de referencia,
contemporaneo a aquellos desconocidos y requiere de la adquisicion de sefales para tres iones diagndsticos
CG-(MIS)/EIMS (por ej., tres valores m/z, los denominados “criterio de tres iones”) aproximando la
resolucién de la unidad de masa, con una abundancia relativa de tolerancias combinadas en mediciones de
monitoreo de iones seleccionados (MIS). [REFERENCIA: Sphon, J. A. (1978) J. Assoc. Official Anal.
Chemists. Use of mass spectrometry for confirmation of animal drug residues Chemists 61 (5), 1247-1252
(1978)]. En este proceso se asume tacitamente que la retencion del tiempo de CG también se ajusta al del
patrén de referencia. El enfoque de Sphon, considerado valioso y cientificamente valido, usa un enfoque de
exclusién de posibilidades sin declarar una identificacion positiva.

33. En 1996, Li et al. extendi6 “el criterio de tres iones” de Sphon a métodos CL-lonizacion por aspercion de
electrones (IAE) EM/EM. Bajo las condiciones de CL-EM/EM, al menos dos y preferentemente tres pares de
iones precursores de producto se usaron para reemplazar el criterio de tres iones de la espectrometria de masas,
el cual se encontré ser apropiado para la CG-IE/EM [REFERENCIA: Li, L. Y. T., Campbell, D. A., Bennett,
P. K., y Henion, J. (1996) Anal Chem. 68, 3397]. De acuerdo con el criterio de Li, se requiere de un ién
precursor, de preferencia el i6n [M+H]" o el ién [M-H] y dos fragmentos de iones estructuralmente
importantes (o iones de transicion de producto) junto con datos del tiempo de retencion, para lograr los
criterios de funcionamiento requeridos para los métodos reglamentarios. Sin embargo, la confianza en la
identificacion se incrementara con el uso de un mayor nimero de fragmentos i6nicos estructuralmente
importantes (o transicion de producto) o puntos de identificacion, ademés, algunos laboratorios pudieran
escoger usar mas del minimo sugerido.
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34. Las tablas 2 y 3 muestran el plan de puntos de identificacion (PI) publicado en la Decision de la Comision
Europea 2002/657/EC y refrendado por el CCRVDF [REFERENCIA: CAC/GL 71-2009]. Se considera que
los métodos fundamentados en la espectrometria de masas de alta resolucion (EMAR) ofrecen una
confiabilidad mayor al realizar mediciones de masa mas precisas, que la que puede obtenerse utilizando
técnicas de espectrometria de masas de baja resoluciéon (EMBR). En la Tabla 4 se establecen los requisitos
funcionales del método para los métodos de confirmacion fundamentados en la cromatografia de gases /
espectrometria de masas (CG/EM) de baja resolucién y en cromatografia de liquidos / espectrometria de
masas (CL/EM) de baja resolucidn, segin su publicacion en la Decision 2002/657/EC de la Comisidn Europea
y por un érgano internacional de expertos, [REFERENCIA: Bethem, R., Boison, J. O., Gale, J., Heller, D.,
Lehotay, S., Loo, J., Musser, J., Price, P., & Stein, S. Establishing the Fitness for Purpose of mass
spectrometric methods. J. Amer. Chem. Society for Mass Spectrometry 14 (5) 528-541(2003).]. El sistema de
Pl (Tabla 2) est4 basado en la asignacidn arbitraria de un Pl para cada fragmento de i6n detectado usando un
método de espectrometria de masas de baja resolucion. Cuando se utiliza un instrumento en serie de baja
resolucion, los fragmentos secundarios se detectan a partir de un fragmento primario aislado en la primera fase
del instrumento. El hecho de que estos fragmentos estructuralmente importantes se produzcan a partir de la
fragmentacion de un fragmento principal (i6n precursor) relacionado con la molécula, proporciona un nivel de
confianza mayor, y a cada i6n secundario de transicién se le asigna un valor de 1.5 puntos de identificacion.
Por tanto, el conjunto de un i6n precursor y de dos iones secundarios de transicién proporciona los 4 puntos de
identificacion necesarios cuando se utilizan instrumentos de EM/EM de baja resolucién en un método de
confirmacion (Tabla 3).

35. Cuando se utilizan los espectrometros de masa de alta resolucion en un método de confirmacion, se
proporciona un nivel de confianza adicional, puesto que la alta resolucién proporciona una identificacion mas
precisa de la masa y puede utilizarse para predecir la composicidn elemental de cada fragmento. En el caso de
un solo espectrémetro de masa de alta resolucion, a cada fragmento estructuralmente importante detectado se
le asigna un valor de dos puntos de identificacion, mientras que a los iones secundarios de transicion que se
generan en los experimentos de EM/EM de alta resolucion se les asigna un punto de identificacion con un
valor de 2.5 cada uno (Tabla 2).

36. Sin importar la resolucion del espectrometro de masa, ademas, se debe medir por lo menos un indice
i6nico para eliminar la posibilidad de que surjan fragmentos de la misma masa, a partir de compuestos
isobaricos con una estructura andloga. Cuando se utilizan los espectrdmetros de masa de alta resolucion,
también deberian determinarse los tiempos de retencidn, o0 mejor adn, los tiempos relativos de retencién, para
asi evitar la posibilidad de identificaciones falsas. Asimismo, también deberia considerarse la determinacion
de una sefal de ruido.

37. Ya que con mayor frecuencia es mas accesible, la adquisicion de espectrémetros de masa de alta
resolucion y por ende se usan mas cominmente, se sugiere que pudiera asignarse Pls basados en la exactitud
de la medicién de la masa usando errores relativos de masa, en lugar del poder de resolucion (Tabla 3). Esto
tiene la ventaja de que el criterio de clasificacién del Pl es consistente en todo un rango de masa o
independiente de ésta. Por ello, para las sustancias con un LMR establecido, se necesita monitorear al menos
dos iones para lograr un minimo de tres Pls para confirmar satisfactoriamente la identidad del compuesto con
errores de masa que sean < 5 ppm. Al usar una fragmentacion en la fuente o una disociacion inducida por
choque, con una fragmentacién baja y alta o energia de choque, un detector de electrones (TOF) y/o una
trampa de electrones (Orbitrap) individual o en serie podrian lograr un espectro abundante de fragmentos,
ademas de que pudiera asignarse con ello, Pls adicionales para confirmar los resultados.

38. Otras técnicas, utilizadas conjuntamente, pueden ser capaces de lograr un grado de selectividad andlogo
al de las técnicas de confirmacion. Por ejemplo, la identificacion podria verificarse mediante el uso de una
combinacion de los siguientes métodos:

¢ la cromatografia en capa fina;
¢ la cromatografia gas-liquido y especifica para un elemento y sistemas de deteccién que la acompafian;
¢ laformacion de derivados caracteristicos seguida de una cromatografia adicional; o

¢ la determinacion de los tiempos relativos de retencion especificos del compuesto utilizando diversos
sistemas cromatograficos de diferente polaridad.

Tales procedimientos deben ser aplicables al LMR designado para el analito.
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39. Cuando no se dispone de un método de confirmacidn tal como la espectrometria de masas, la informacion
sobre la selectividad relacionada con el analisis de un residuo especifico de medicamentos veterinarios en una
muestra puede obtenerse de varias fuentes. [REFERENCIA: Guidelines for the implementation of Decision
2002/657/EC, = SANCO/2004/2726rev2,  Anexo 1: SPECLOG - the  specificity log;
http://ec.europa.eu/food/food/chemicalsafety/residues/cons_2002-657ec_en.pdf]. Esta informacién puede
capturarse en un documento de registro estructurado en donde se vierta toda la informacion en la que se ha
basado la conclusion de gue un método ha detectado un compuesto especifico en una muestra, en una
concentracién medida como se inform6. A pesar de que no hay una sola medicion o analisis que pueda
proporcionar la prueba inequivoca de la identidad de un compuesto y/o la cantidad presente que se desea, la
informacién combinada que ha sido reunida proporciona pruebas de que el analista ha realizado un esfuerzo
serio para llegar a un resultado l6gico y coherente con los datos y con otra informacion disponible.

Caracteristicas funcionales generales para los MRMs a utilizarse en un programa de control
reglamentario

40. Hay algunas consideraciones adicionales para la seleccion de métodos adecuados a utilizarse en un
programa de control reglamentario para los residuos de medicamentos veterinarios en los alimentos. Los
métodos deberian ser resistentes (robustos), eficaces en funcion de los costos, relativamente sencillos,
transportables y capaces de manejar simultdneamente un conjunto de muestras de modo eficaz en funcion del
tiempo. También se debe determinar la estabilidad de los analitos.

41. La prueba de rigurosidad (robustez) deberia realizarse utilizando el enfoque del disefio factorial estandar
para determinar cualquier punto critico de control donde las variaciones minimas en el método pudieran
arrojar resultados analiticos estadisticamente distintos. [REFERENCIA: Youden, W.J. & Steiner, E.H. 1975.
Statistical Manual of the Association of Official Analytical Chemists. Gaithersburg, USA, AOAC
International.]. Los factores tipicos a incluirse en un disefio incluyen variaciones en los volimenes o
concentraciones de los reactivos, pH, tiempo y temperatura de incubacién o de reaccion, calidad de los
reactivos y distintos lotes o fuentes de un reactivo o material cromatografico. También podrian realizarse
pruebas de rigurosidad usando otros disefios tales como el enfoque de Plackett-Burman. Podria ser necesario
aplicar la prueba de rigurosidad a un método de confirmacion, si el método difiere considerablemente del
método cuantitativo previamente validado (por ej., si el método utiliza distintos procedimientos de extraccion
o de derivacion de aquellos que se utilizan en el método cuantitativo).

42. La eficacia en funcién del costo se refiere al uso de reactivos e insumos en la pureza requerida, que
pueden conseguirse facilmente a través de los proveedores locales, y al equipo, cuyas partes y servicio
también pueden conseguirse facilmente. La eficacia del método aumenta cuando se pueden analizar varias
muestras al mismo tiempo. Esta caracteristica reduce el tiempo necesario para el analisis de una muestra y
habitualmente reduce el costo por muestra, debido a que hay ciertos costos fijos relacionados con el analisis de
muestras, independientemente de si se trata de una o varias. La capacidad de un método de abarcar multiples
muestras en un lote es importante cuando se deben analizar grandes nimeros de muestras en marcos cortos o
fijos de tiempo. La transportabilidad es la caracteristica del método de analisis que le permite ser trasladado
de un lugar a otro sin perder las caracteristicas analiticas funcionales establecidas.

43. Mientras una muestra esta en espera de andlisis, debe establecerse la estabilidad del analito durante el
analisis, tanto para los patrones como para el analito en la presencia del material de muestra, durante el
procesamiento a lo largo del andlisis total para todos los métodos utilizados en un programa de control
reglamentario y para las condiciones tipicas de almacenamiento. El periodo elegido de estabilidad durante el
almacenamiento, deberia cubrir el tiempo previsto para el almacenamiento del material de muestra relativo a
todos los analisis necesarios, que incluyen el uso de los métodos de seleccion, los métodos cuantitativos y los
métodos de confirmacion. Es prudente realizar el estudio de almacenamiento para un periodo que se extienda
por lo menos 90 dias mas alla del tiempo previsto para la conclusion de todos los analisis de seleccion,
cuantitativos y de confirmacién y para el informe de los resultados, en caso de que éstos se cuestionen y se
solicite un re analisis. También es prudente evaluar el efecto que el ciclo de congelacion y descongelacion
tendria en la estabilidad de los analitos bajo condiciones de congelacién. Esto permitira que se tome una
decisién con respecto a si una muestra, una vez descongelada para andlisis, puede 0 no ser devuelta a su
almacenamiento y analizada nuevamente en una fecha posterior sin sufrir un cambio significativo al
compararse con el resultado del andlisis anterior. EI almacenamiento o manejo incorrecto de las muestras


http://ec.europa.eu/food/food/chemicalsafety/residues/cons_2002-657ec_en.pdf
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puede llevar a obtener resultados erréneos y en los casos donde los resultados analiticos sean cuestionados,
debera seguirse la orientacion dada en la directriz CAC/GL70-2009.

Otras consideraciones

44. De preferencia, deberia elaborarse un método de analisis para residuos de medicamentos veterinarios, y
caracterizarse para el andlisis de los cuatro principales tejidos que generalmente se clasifican como “tejidos
comestibles”, los cuales son: grasa, higado, rifidn y masculo. Ademas, la leche, los huevos y la miel son objeto
del comercio internacional, y también podrian necesitarse métodos de analisis para estas matrices. Las
preferencias alimentarias locales podrian plantear la necesidad de métodos para otros tejidos que normalmente
se consumen en un pais o region. Ademas, podria haber algun requisito reglamentario para el analisis de orina
u otros liquidos corporales para la determinacién de residuos, especialmente si los ensayos con animales vivos
forman parte de un programa reglamentario. Desde un enfoque practico, el minimo requisito habitual es que
deberia elaborarse un método de analisis para lo que normalmente se conoce como “tejido elegido como
objetivo”, que es el tejido de un animal tratado en el que se espera encontrar las concentraciones mas altas y
mas persistentes del residuo del medicamento. Este seria normalmente el tejido obtenido para un programa
nacional de vigilancia de residuos. Ademas, hay un requisito para evaluar el “tejido objeto del comercio”
cuando los productos se envian de un pais a otro. Este es mas comunmente el tejido muscular, pero se pueden
incluir otros tejidos y alimentos procesados tales como: queso, carnes ahumadas y pescado procesado. En la
Tabla 6 se presenta una orientacion general en cuanto a la seleccién de tejidos elegidos como objetivo
adecuados y los “tejidos objetos del comercio” previstos, asi como también en los informes del Comité Mixto
FAO/OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios (JECFA). De preferencia, deberian obtenerse conocimientos
del metabolismo y de la distribucion y eliminacién en los tejidos para cada residuo de medicamentos antes de
que se haga una seleccion final de los tejidos apropiados para la validacion.

45. La concentracion de los analitos utilizados para caracterizar un método, deberia ser seleccionada de
manera que comprenda los limites aceptados (LA) de todos los analitos que se prevé buscar en todos los
productos.

46. Una vez que los siguientes parametros, resumidos a continuacion, son determinados experimentalmente
para todos los analitos incluidos en el &mbito de aplicacion de un método para residuos multiples, entonces se
podra considerar que el método esta listo para continuar siendo evaluado a través de un proceso de validacion
para determinar si el método es adecuado (es decir, “idoneo para la finalidad prevista™) para utilizarse en un
programa de control reglamentario para medicamentos veterinarios en la produccion de animales destinados a
la alimentacion humana.

47. Fajgelj et al [REFERENCIA: A. Fajgelj & A. Ambrus Principles y Practices of Method Validation, Royal
Society of Chemistry, 2000] proporciona mayor orientacién sobre la importancia de los parametros descritos a
continuacion y como pueden ser evaluados.

(a) Selectividad

(i) Libre de interferencias — todos los analitos objetivo serdan identificados
cromatograficamente.

(i)  Efectos de la matriz — caracterizados, ademas de que debera tomarse la accidn correctiva.

(iii) Determinacion de la deteccion de la respuesta de los pardmetros cualitativos, cuantitativos
y/o de confirmacion.

(b) Calibracion
(i)  Sensibilidad.
(i)  Escala de calibracion.
(iii)  Funcion de calibracion.
(iv) LDyLC.

(c) Confiabilidad de los resultados
(i)  Recuperacion.

(i)  Exactitud (veracidad, sesgo).
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(iii)  Precision y medida de incertidumbre.
(d) Transportabilidad del método
(i)  Identificacion de los puntos de control critico.
(i)  Identificacién de los posibles puntos de obstaculizacion.
(iii)  Pruebas de robustez (rigurosidad).
(e) Estudios de estabilidad

(i) Estabilidad del analito en extractos de muestra y soluciones estandar; estabilidad del
analito en el procesamiento y el andlisis de la muestra.

(i)  Estabilidad del analito bajo condiciones de almacenamiento en congelador y ciclos de
congelacion y descongelacion.

(f) Estudios de residuos no afiadidos (si se dispone de materiales adecuados)

(i)  Verificar el funcionamiento de todos los pasos, inclusive el método para liberar residuos
vinculados.

(i) Verificar la consistencia de la recuperacion y la precision.
(iii)  Verificar la estabilidad del analito bajo condiciones de almacenamiento en congelador y
ciclos de congelacion y descongelacion.

Tabla 1: Criterios funcionales a los que deberian ajustarse los MRMs considerados adecuados para
utilizarse como métodos de analisis cuantitativos para respaldar a los LMR de medicamentos
veterinarios en los alimentos.

Coeficiente de variacion (CV) Veracidad
Escala de
Concentracion Repetibilidad Reproducibilidad porcentajes
(dentro del laboratorio) (entre laboratorios) medios de
recuperacion”
(ng/kg) (%) (%) (%)
<1 36 54 50-120
la<10 32 46 60-120
10a<100 22 34 70-120
100 a1 000 18 25 70-110
>1 000 14 19 70-110

* Si a un laboratorio se le exige informar de los resultados analiticos corregidos en funcion de la
recuperacion analitica, la precision para la recuperacion es mas importante que la recuperacion absoluta. Sin
embargo, si se informa de los resultados analiticos sin ser corregidos en funcién de la recuperacién analitica,
la recuperacion absoluta es de importancia fundamental.
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Tabla 2: Relacion entre una gama de clases de fragmentos de masas y los puntos de identificacion
obtenidos

Técnica de EM
Espectrometria de masas de baja resolucion

Puntos de identificacion obtenidos por i6n

(EMBR) +0
EMBR" ién precursor 1.0
EMBR" i6n secundario de transicion 15

Espectrometria de masas de alta resolucién
(EMAR) 2.0

EMAR" ién precursor

2.0%°
25 El,b

EMAR" ién secundario de transicion

Notas:

e Cada i6n puede contarse solamente una vez.

e La CG-EM con uso de la ionizacion electronica (IE) se considera una técnica distinta de la CG-EM
con uso de la ionizacion quimica (1Q).

e Pueden usarse distintos analitos para aumentar el nimero de puntos de identificacion sélo si los
derivados emplean distintas quimicas de reaccién.

e Los productos de transicion incluyen tanto iones secundarios como iones secundarios de 1% generacion.

e ?Con base en la resolucion EM >10,000 (10% del valle sobre la escala de toda la masa) o > 20,000
ancho a media altura (FWHM) en la escala de la masa de interés.

e " Con base en la exactitud de la masa < 5ppm.

Tabla 3: Ejemplos del nimero de puntos de identificacién ganados para una gama de técnicas y
combinaciones de las mismas (n = un entero)
Técnica Fuente de identificacion Ndmero de puntos de
identificacion
CG/EM(IE 0 IQ) N N
CG/EM(IE +1Q) 2 (IE) + 2 (1Q) 4
CG-IEEM o CG-EMIOQ . .
(2 derivados) 2 (Derivado A) + 2 (Derivado B) 4
CL-EM N N
CG-EM/EM 1 i6n precursor + 2 iones secundarios 4
CL-EM/EM 1 i6n precursor + 2 iones secundarios 4
CG-EM/EM 2 iones precursores, cada uno con 1 ion secundario 5
CL-EM/EM 2 iones precursores, cada uno con 1 i6n secundario 5
1ién precursor, 1 i6n secundario y 2 iones
CL-EM/EM/EM secundarios de 1% generacion 5.5
Espectrometria de masas
de alta resolucion N n
(EMAR)
CG/EMy CL-EM 2+2 4
CG/EM y EMAR 2+1 4
EII\_/I-EEQA/QE/I/EM y CG- 1 i6n precursor + 2 iones secundarios 6
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Tabla4 Requisitos funcionales para fuerzas i6nicas relativas (muestra comparada contra un patron)
utilizando varias técnicas de andlisis de espectrometria de masas

Fuerza iénica relativa CGJ/EM (IE) (relativa) CG/EM(1Q), CG-EM/EM, CL-
(% del pico base) EM, CL-EM/EM
(relativa)

(%) (%) (%)

>50 <10 <20

20-50 <15 <25
>10-<20 <20 <30

<10 <50 <50

Tabla 5: Ejemplos de métodos de deteccion adecuados para el analisis de sustancias para efectos de
confirmacidn, segun fueron recomendados por la Consulta en Miskolc.

Método de deteccién Criterio

CL 0 CG y espectrometria de masas Si se controla un nimero suficiente de fragmentos ionicos
CL/DUVF Si el espectro ultravioleta es caracteristico

CL /fluorescencia Junto con otras técnicas

2-D Cromatografia en capa fina | Junto con otras técnicas
/(espectrometria)

Cromatografia de gases con deteccion
por captura de electrones (CG-DCE),
Detector de nitrégeno y fosforo | S6lo cuando se combina con dos 0 mas técnicas de separacion®
(DNF), Detector fotométrico de flama

(DFF)

Derivacion En caso de que no haya sido el primer método elegido
CL-inmunograma Junto con otras técnicas

CL-RUv / visible (longitud de onda | Junto con otras técnicas

Unica)

Otros sistemas cromatograficos (en los que se apliquen fases estacionarias y/o méviles de selectividad
diferente) u otras técnicas.

Tabla 6: Orientacion practica sobre la seleccion de la matriz de ensayo adecuada para el examen de
residuos de medicamentos veterinarios en los alimentos

Tejido seleccionado como objetivo o matriz habitual para la

Hidrosoluble Liposoluble
No rumiantes (por €j., cerdo)* Higado o rifion, masculo** Grasa, musculo

Grasa 0 musculo sin piel adherida en

Aves (por ¢j., pollo, pavo)* Higado, musculo .
(porej., p pavo) g proporciones normales **

Mariscos / Crustaceos (por €j.,

camarén) Mdsculo Mdsculo
Leche (normalmente leche de vaca) Leche entera Leche entera
Miel Miel Miel

Huevo Enteros - sin cascarén Enteros - sin cascarén

* La elaboracion del método y la caracterizacion de los parametros de andlisis deberian llevarse a cabo para
todas las especies principales de las que se obtendran muestras para las pruebas de rutina. Para aplicaciones de
uso secundario, podria ser aceptable demostrar la aplicabilidad del método en la nueva especie si la
aplicabilidad del método ha sido demostrada anteriormente en otra especie del grupo (p. €j., rumiantes) y
cumple con las normas de funcionamiento verificadas con anterioridad para las especies principales
“equivalentes”.
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** Por lo general, las concentraciones mas elevadas de los residuos de compuestos hidrosolubles se
encuentran en ya sea en el higado o en el rifidn, y la eleccion del tejido se hace basdndose en estudios de
distribucion proporcionados por el patrocinador del medicamento, al momento del registro por una autoridad
nacional o regional. Los compuestos liposolubles por lo general estan presentes como residuos con
concentraciones mas elevadas en la grasa, asi que en tales casos la seleccion de las matrices de ensayo consiste
tipicamente en grasa y musculo. No obstante, en el caso de las aves de corral y los pescados, donde la
preparacion y el consumo de alimentos incluyen frecuentemente tanto el musculo como la piel con grasa, una
directriz adecuada podria ser “musculo con piel adherida en proporciones normales”, correspondiendo al
tejido mixto de musculo, grasa y piel que puede consumirse. Tales requisitos deberian establecerse claramente
con el cliente (el comprador o el usuario de los resultados) antes de comenzar a elaborar el método. Las
autoridades nacionales o regionales, o la finalidad de la prueba, podrian requerir la aplicabilidad del método
en matrices distintas o adicionales.

*** | os pescados pueden presentar concentraciones de lipidos elevadas (por ej., los salmonidos) o bajas
concentraciones de lipidos (por €j., la tilapia, la perca) y esto puede afectar la seleccion del método analitico.
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GLOSARIO DE TERMINOS*

Este glosario incluye sélo aquellos términos que no estan definidos en la “Directriz de terminologia analitica”,

CAC/GL 72-20009.

18

Limite aceptado (LA)

Valor de concentracién de un analito que corresponde a un limite reglamentario o valor de
referencia que constituye la finalidad del andlisis, p. ej. LMR, norma comercial, limite de
concentracién objetivo (evaluacion de la exposicion alimentaria), nivel de aceptacion
(medio ambiente), etc. Para una sustancia que no tiene LMR o para una sustancia
prohibida puede no existir un LA (por ser éste igual a 0 o porque no hay limite alguno), o
el LA puede ser la concentracion objetivo por encima de la cual es necesario confirmar los
residuos detectados (limite de adopcidn de medidas o limite administrativo).

Error alfa ()

La probabilidad de que la concentracién efectiva del analito en la muestra de laboratorio
sea inferior a un valor particular (p. €j., el LA) cuando las mediciones efectuadas en una o
mas porciones analiticas o de ensayo indican que la concentracidn supera ese valor
(positivo falso). Por lo general, los valores aceptados de esta probabilidad son del orden
del 1 al 5%.

confirmacion

Error beta (B) La probabilidad de que la concentracion efectiva del analito en la muestra de laboratorio
sea superior a un valor particular (p. ej., el LA) cuando las mediciones efectuadas en una o
mas porciones analiticas indican que la concentracion no excede ese valor (negativo falso).
Por lo general, los valores aceptados de esta probabilidad son del orden del 1 al 5%.

Método de Métodos que proporcionan una informacion completa o complementaria que permite

identificar el analito con un grado aceptable de certidumbre [en el limite aceptado o la
concentracion de interés]. En la medida de lo posible, los métodos de confirmacién
proporcionan informacion sobre el cardcter quimico del analito, utilizando preferiblemente
técnicas espectrométricas. Si una técnica particular no posee suficiente especificidad, la
confirmacion podria efectuarse mediante procedimientos adicionales que consisten en
combinaciones idéneas de purificacion, separacién cromatografica y deteccion selectiva.
Los bioensayos también pueden proporcionar algunos datos de confirmacion. Ademas de
la confirmacidn de la identidad de un analito, también se debera confirmar su
concentracion. Esto podra lograrse analizando una segunda porcién de ensayo y/o
volviendo a analizar la porcién de ensayo inicial con un método alternativo apropiado (p.
ej., columna y/o detector diferente). La confirmacion cuantitativa y cualitativa también
podré efectuarse con el mismo método, cuando sea apropiado.

Limite de adopcidn

de decisiones (CCa)

Limite en el cual se podra decidir que la concentracién del analito presente en una muestra
efectivamente excede ese limite con una probabilidad de error de o (positivo falso). En el
caso de sustancias con LA igual a cero, el CCa es la concentracion mas baja en la que un
método puede discriminar con una probabilidad estadistica de 1 -o la presencia del analito
identificado. El CCa es equivalente al limite de deteccion (LD) de conformidad con
algunas definiciones (habitualmente para o = 1%). En el caso de sustancias con LA
establecido, el CCa es el valor de medicion de la concentracion por encima del cual se
puede decidir, con una probabilidad estadistica de 1 -a, que el contenido del analito
identificado efectivamente es superior al LA.

Capacidad de
deteccion (CCP)

La concentracion efectiva del analito mas baja que se puede detectar, identificar y
cuantificar en una muestra con un error beta (negativo falso). En el caso de sustancias
prohibidas, la CCR es la concentracion mas baja a la que un método est4 en condiciones de
determinar el analito en muestras contaminadas con una probabilidad estadistica de 1 -R.
En el caso de sustancias con LMR establecido, la CCR es la concentracion a la que el
método esta en condiciones de detectar las muestras que exceden este LMR con una
probabilidad estadistica de 1 - 8. Cuando se aplica al nivel de concentracién mas bajo que
puede detectarse, la finalidad de este pardmetro es proporcionar una informacion
equivalente al limite de cuantificacion (LC), pero la CCR se asocia siempre con una

probabilidad estadistica especificada de deteccion y por ello se prefiere con respecto al LC.

Resultado negativo
falso

Véase error beta.

Resultado positivo
falso

Véase error alfa.
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Residuo no afiadido

Residuos de un analito que han entrado en una matriz por la via prevista habitualmente
para las trazas de la sustancia, en contraposicion al enriquecimiento de muestras en el
laboratorio.

Meétodo individual

Método idéneo para determinar uno o mas compuestos especificados. Se podria necesitar
un método individual separado, por ejemplo, para determinar algunos metabolitos
incluidos en la definicion del residuo de un plaguicida o medicamento veterinario
individual.

Nivel calibrado mas
bajo (NCMB)

La concentracion mas baja del analito detectada y medida en la calibracion del sistema de
deteccion. Puede expresarse como concentracion de la solucion en la muestra objeto del
ensayo 0 como masa, y no debe incluir la contribucién del testigo.

Matriz

Material o componente muestreado para estudios analiticos, excluido el analito.

Matriz testigo

Material de la muestra que no contiene concentraciones detectables de los analitos de
interés.

Curva de
calibracion patron
ajustada a la matriz
(CCPAC)

Curva de calibracion patrén ajustada a la matriz (CCPAC) — una curva de
calibracion preparada afiadiendo los patrones a los extractos de la muestra
obtenidos de matrices testigo luego de la extraccion.

Método para una
curva de
calibracion patron
ajustada a una
matriz combinada
(MCCPAMC)

Método para una curva de calibracién patrén ajustada a una matriz combinada
(MCCPAMC), pero también es conocida como una curva de calibracion patrén de
una matriz robusta — una curva de calibracion preparada afiadiendo los patrones a
una matriz testigo antes de la extraccion.

Método

La serie de procedimientos aplicados desde la recepcién de una muestra para su analisis
hasta la produccién del resultado final.

Método de validacion

Proceso mediante el cual se verifica que el método es idéneo para la finalidad prevista.

Método para residuos
multiples, MRM

Método iddneo para identificar y cuantificar una gama de analitos, por lo general en
diversas matrices diferentes.

Resultado negativo

Un resultado que indica que el analito no esta presente en la concentracion calibrada mas
baja 0 en una concentracién superior (véase también Limite de deteccion).

Verificacién del
funcionamiento

Series de datos de control de calidad generados durante el analisis de lotes de muestras
para respaldar la validez de los analisis en curso. Los datos pueden emplearse para afinar
los pardmetros de funcionamiento del método.

Resultado positivo

Un resultado que indica la presencia del analito con una concentracion igual o superior a la
concentracién calibrada més baja.

Método cuantitativo

Un método capaz de producir resultados, expresados como valores numéricos en unidades
apropiadas, con exactitud y precision que son idoneas para la finalidad prevista. El grado
de precision y veracidad debe ajustarse a los criterios especificados en la Tabla 1.

Ensayo con solucion
testigo

Anélisis completo efectuado sin incluir materiales de la muestra para fines de control de
calidad.

Meétodo de referencia

Método analitico cuantitativo de fiabilidad probada que se caracteriza por tener veracidad,
especificidad, precisién y capacidad de deteccion conocidas. Por lo general, estos métodos
han sido objeto de estudios en colaboracién, y suelen basarse en la espectrometria
molecular. La condicién de método de referencia es valida Gnicamente si el método se
aplica dentro del régimen apropiado de garantia de la calidad.

Procedimiento de

Procedimiento de eficacia establecida. Si no esta disponible, podra adoptarse como

referencia procedimiento de referencia un procedimiento que en teoria se considere sumamente eficaz
y que sea fundamentalmente distinto del que es objeto del ensayo.
Analito Analito elegido para representar un grupo de analitos que probablemente tendran un

representativo

comportamiento similar al aplicar un método de analisis para residuos multiples, tal como
se deduce por sus propiedades fisicoquimicas como, por ejemplo, estructura,
hidrosolubilidad, Ky, polaridad, volatilidad, estabilidad hidrolitica, pKa, etc.
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Analito representado

Analito con propiedades fisicoquimicas que forman parte de la gama de propiedades de los
analitos representativos.

Producto
representativo

Un solo alimento o pienso utilizado para representar un grupo de productos a los efectos de
la validacion del método. Un producto podria considerarse representativo sobre la base de
la composicion inmediata de la muestra, por ejemplo, contenido de agua, grasa/aceite,
acido, azucar y clorofila o por analogias biol6gicas de los tejidos, etc.

Preparacidn de la
muestra

Procedimiento empleado, cuando es necesario, para convertir la muestra de laboratorio en
una muestra analitica, eliminando aquellas partes (tierra, piedras, huesos, etc.) que no
deben incluirse en el andlisis.

Procesamiento de la
muestra

El procedimiento o procedimientos (p. €j., cortar, triturar, mezclar) empleados para dar a la
muestra analitica una homogeneidad aceptable con respecto a la distribucion del analito
antes de extraer la porcion analitica. EI componente de procesamiento en la preparacién de
la muestra debera disefiarse de tal modo que se evite inducir cambios en la concentracion
del analito.

Método de seleccion

Método empleado para detectar la presencia de un analito o una clase de analitos en un
nivel igual o superior a la concentracién minima de interés. Debe estar disefiado para evitar
resultados negativos falsos en un nivel de probabilidad especificado (generalmente B =
5%). Es posible que sea necesario confirmar los resultados cualitativos positivos mediante
métodos de referencia o de confirmacién. VVéase Limite de adopcién de decisiones y
Capacidad de deteccion.

Adicidon de solucion
estandar

Un procedimiento mediante el cual se afiaden cantidades conocidas del analito a fracciones
de un extracto de la muestra que contiene el analito (para una concentracion X medida
inicialmente), a fin de producir nuevas concentraciones nominales (p. ej., 1.5X y 2X). Se
miden las respuestas del analito producidas por las fracciones enriquecidas y el extracto
original, y se determina la concentracion del analito en el extracto original (adicion nula de
analitos) a partir de la pendiente y la interseccion de la curva de la respuesta. Si la curva de
la respuesta obtenida no es lineal, se requerira cautela para interpretar el valor de X.

Curva de calibracion
patron (CCP)

Una curva de calibracion preparada usando patrones al no contar con una matriz,
normalmente se denomina como “calibracion externa”.

ABREVIATURAS

Comité del Codex sobre Residuos de Cromatografia liquida —Serie
CCRVDF Medicamentos Veterinarios en los Alimentos CL-EM/EM de espectrometria de masa
o L Espectrometria de masa de
1Q lonizacion quimica EMBR baja resolucion
Método para una curva de
EMIOQ Espectrometria de masa con ionizacion quimica | MCCPAMC CallbraC|on_ patron _ajustada
a una matriz combinada
(robusta)
DUvVF Detectores Ultra violeta de fotodiodos LMR Limite maximo de residuos
DCE Detector de captura de electrones MRM Método de residuos multiples
IE lonizacion de electrones EM Espectrometria de masas
Espectrometria de masa por ionizaciéon de Curva de calibracion patron
EMIE electrones CCPAC ajustada a la matriz
Organizacion de las Naciones Unidas para la DNF Detector de Nitrogeno y
FAO - - - ,
Agricultura y la Alimentacion Fésforo
DFF Detector fotométrico de flama Syix Desviacion estandar de las
residuales calculada a partir de
la funcidn de calibracion lineal
CG Cromatografia de gases CCP Curva de calibracion patrén
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Cromatografia en capa fina

CG-EM Cromatografia de grases-Espectrometria de masa | CCF g P

Cromatografia de gases-Serie de espectrometria | DRUv Deteccion de rayos
CG-EM/EM | 46 masa ultravioleta
EMAR Espectrometria de masa de alta resolucién OMS ;)arlgznlzacmn mundial de la
Pl Punto de identificacion Vis Deteccion de luz visible
JECEA Com_lte |\/|IX.'[O FAO/OMS de Expertos en

Aditivos Alimentarios
CL-EM Cromatografia liquida-Espectrometria de masa
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Anexo 2

DIRECTRICES GENERAL PARA LA PRESENTACION DE COMENTARIOS

Para facilitar la recopilacién de los comentarios y preparar un documento Util con todos ellos, se solicita que
los Miembros y Observadores, que ain no lo estdn haciendo, envien sus comentarios bajo los siguientes
titulos:

Q) Comentarios generales
(i) Comentarios especificos

Los comentarios especificos deberian incluir una referencia a la seccion y/o parrafo pertinente del documento
para el que se hace el comentario.

Cuando se proponen cambios en parrafos especificos se solicita que, los miembros y observadores,
proporcionen su propuesta de modificacion acompafiada por la justificacion pertinente. EI nuevo texto deberia
presentarse subrayado/en negritas y la eliminacion de texto tachande-las-palabras.

Para facilitar el trabajo de las Secretarias en la compilacidn de los comentarios, se le solicita a los Miembros y
Observadores, que se abstengan de: usar texto a colores o sombreado, ya que los documentos se imprimen en
blanco y negro; usar la herramienta de seguimiento de cambios (track change mode) el cual podria perderse al
copiar y pegar los comentarios en el documento consolidado.

Para reducir el trabajo de traduccion y ahorrar papel, se solicita que los Miembros y Observadores no
impriman el documento completo, sino solo aquellas secciones del texto en los que se proponen cambios y/o
modificaciones.



