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RESUMEN

Los antibidticos son la principal herramienta terapéutica en el tratamiento de enfermedades
de origen bacteriano en los sistemas de produccidn avicola. Sin embargo, si residuos de estos
farmacos permanecen en productos destinados a consumo humano, por sobre los limites
maximos residuales (LMR), se pueden producir diferentes efectos adversos sobre la
poblacién humana. En el caso de los subproductos como las plumas y a pesar de su uso para
la alimentacion de otras especies productivas, actualmente no existen estudios del
comportamiento de varios antibidticos, como en el caso del florfenicol. De esta manera, en
la presente tesis se evaluaron las concentraciones y deplecion de florfenicol (FF) y su

metabolito activo, florfenicol amina (FFA), en plumas y tejidos comestibles.

Para evaluar la deplecion de FF y FFA, se utiliz6 un grupo de 80 pollos broiler criados bajo
condiciones controladas, a los que se les administrd un tratamiento con una formulacién
comercial de florfenicol al 10%, via oral por cinco dias. Dos metodologias analiticas por
cromatografia liquida asociada a espectrometria de masas (LC-MS/MS), fueron
implementadas y validadas, para asegurar que las concentraciones detectadas y cuantificadas
de los analitos de interés fueran confiables y precisas. Las concentraciones detectadas a partir
de las muestras experimentales fueron cuantificadas a través de la ecuacion del analisis de
regresion lineal de las curvas de calibracion construidas en matriz fortificada con estandares
certificados. En el estudio de deplecion se establecié un tiempo de deplecion de 99 dias con

un 95% para plumas, considerando el LD (20 ug kg*) como punto de corte.

Palabras clave: Deplecion, Residuos antimicrobianos, Florfenicol, Plumas, Tejidos

comestibles, LC-MS/MS.



ABSTRACT

Antibiotics are the main therapeutic tool in the treatment of diseases of bacterial origin in
poultry production systems. However, if residues of these drugs remain in products intended
for human consumption, above the Residual Maximum Limits (MRLS), different adverse
effects can occur on the human population. In the case of by-product as feathers and despite
their use for feeding other productive species, there are currently no studies of the behavior
of several antibiotics, like florfenicol. In this thesis work, concentrations and depletion of
florfenicol (FF) and its active metabolite, florfenicol amine (FFA), in feathers and edible

tissues were evaluated.

To evaluate FF and FFA depletion, a group of 80 broiler chickens raised under controlled
conditions were used. They are treated with a commercial formulation of 10% florfenicol
orally for five days. Two analytical methodologies by liquid chromatography associated to
mass spectrometry (LC-MS / MS), were implemented and validated, to ensure that the
detected and quantified concentrations of the analytes were reliable and accurate. The
detected concentrations from experimental samples were quantified through the equation of
the linear regression analysis of calibration curves constructed in matrix fortified with
certified standards. In the depletion study established a 99-day depletion time with a 95% of

confidence for feathers, considering LD (20 ug kg™t) as a cutoff point.

Key words: Depletion, Antimicrobial residues, Florfenicol, Feathers, Edible tissues, LC-

MS/MS.



INTRODUCCION

En la industria avicola los antimicrobianos han sido empleados en las aves de corral desde
los afios 50, con el objetivo de tratar enfermedades bacterianas y asi mejorar la eficiencia de
los sistemas productivos. Sin embargo su uso puede ser un riesgo para la salud publica,
cuando residuos de estos farmacos persisten en los alimentos de origen animal por sobre los
Limites Maximos Residuales (LMR) permitidos. Dentro de los efectos adversos producidos
por la presencia de residuos de antibidticos se encuentran los efectos toxicos directos,
inmunoldgicos, mutagénicos, carcinogénicos, teratogénicos y efectos sobre la microflora
intestinal, este Ultimo a causa de que bajas concentraciones de estas drogas contribuyen a una
persistente presion para la seleccion de bacterias resistentes que colonizan tejidos animales
y producen disturbios en la flora normal (Martinez y Baquero, 2002; Anadon y Martinez-
Larrafiaga, 2012). Siendo la resistencia a los antimicrobianos un problema importante para
la salud publica, fundamentalmente cuando se origina frente a antimicrobianos de primera
linea de eleccion, dado que a corto plazo no existiran antimicrobianos para tratar este tipo de

bacterias resistentes en la medicina humana (OMS, 2014).

Para evitar estos efectos adversos sobre la poblacidn, es necesario el uso correcto de los
antibidticos, respetando el periodo de resguardo (PR) y la dosis del producto farmacéutico
empleado en los animales de produccién, lo que asegura que no existan residuos de farmacos
y/o sus metabolitos en concentraciones que superen a los LMR establecidos para los
diferentes tejidos. Sin embargo, para los subproductos provenientes de las aves, como las
plumas, no existe ninguna regulacion respecto a los residuos antimicrobianos, ya que no son
destinados al consumo directo. No obstante, existe evidencia a partir de estudios publicados

en la literatura que demuestran que algunos antimicrobianos, como las fluoroquinolonas,
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pueden permanecer en estas estructuras por largos periodos y en altas concentraciones una
vez finalizada la terapia y al mismo tiempo que residuos de esta droga no son detectables en
los tejidos comestibles (San Martin et al., 2007; Cornejo et al., 2010; Cornejo et al., 2012).
Este aspecto cobra relevancia, al considerar que las plumas son utilizadas en la elaboracion
de harina de plumas para la alimentacion de otros animales destinados a consumo humano,
tales como porcinos, bovinos y peces, incorporando y traspasando estos residuos de farmacos

a la cadena alimenticia.

Por este motivo, el objetivo de la presente Tesis para optar al Grado de Magister, es evaluar
las concentraciones y estudiar la deplecion de florfenicol (FF) y florfenicol amina (FFA),
antibidtico no estudiado anteriormente, en plumas, masculo e higado de pollos broiler
tratados con una formulacion farmacéutica comercial autorizada para su uso en aves de
engorda y asi relacionar las concentraciones presentes en las plumas con las concentraciones

presentes en los tejidos comestibles.



REVISION BIBLIOGRAFICA

La industria avicola actualmente lidera la produccion de carne a nivel nacional, se estima que
de la produccidn de carne total, la produccion de aves es del 46% y dentro de esta la de mayor

produccién es la carne de pollo, la que corresponde a un 85% (ODEPA, 2015).

Al ser una produccién altamente intensificada, el rendimiento de esta se puede ver afectado
por la incidencia de enfermedades de origen bacteriano, produciendo perdidas econémicas
para el productor. Por este motivo es inevitable el empleo de antibidticos, ya que estos son
una herramienta terapéutica eficaz para el control de estas patologias infecciosas. Sin
embargo, su uso no se encuentra exento de riesgos, ya que si las concentraciones de residuos
permanecen por sobre los limites maximos aceptables en los alimentos, se pueden producir
diferentes efectos adversos sobre la poblacion, dentro de los cuales se encuentras efectos
adversos de tipo toxicologico, farmacoldgico, inmunoldgico y microbiolégico (Anadon y

Martinez-Larrafiaga, 2012).

Para evitar estos efectos nocivos para la poblacion humana, se han establecido en los
alimentos de origen animal LMR. Estos se definen como el contenido maximo de residuos
(principio activo y metabolitos activos) permitidos, resultantes de la utilizacion de un
medicamento veterinario en un determinado producto alimenticio (Anadon y Martinez-
Larrafiaga, 2012). Con lo anterior, al respetar las dosis y periodos de resguardo establecidos
para la formulacion farmacéutica, en conjunto con el monitoreo de los tejidos comestibles
que son destinados a la poblacion, se asegura que las concentraciones de residuos de los
farmacos utilizados presentes en los alimentos de origen animal sean iguales o inferiores a

los LMR, disminuyendo asi el riesgo de que estos puedan producir efectos adversos.



La resistencia a los antimicrobianos, principalmente la seleccion, propagacion y persistencia
de bacterias resistentes que pueden afectar a la poblacién humana, se ve propiciada por la
utilizacion de antimicrobianos, especialmente por el uso indebido de estos. Es por este motivo
que las buenas practicas en la utilizacion de estos farmacos juegan un rol importante en la

seleccidn y persistencia de estas cepas resistentes (OMS, 2015).

En el caso de las plumas, al ser subproductos provenientes de la industria avicola, no existe
regulacién de las concentraciones de antibioticos. Sin embargo, existen diferentes estudios,
como los publicados por San Martin et al., (2007), Cornejo et al., (2010) y Cornejo et al.,
(2012), que indican que estas estructuras son capaces de bioacumular antibioticos y, al ser
incorporados en los piensos de aves, rumiantes, cerdos y peces, se han sefialado como una

potencial fuente de reincorporacion de residuos de antibioticos a la cadena productiva.

Diferentes investigaciones evidencian que concentraciones de antibidticos pueden
acumularse en las plumas de aves en niveles mayores y por periodos mas prolongados que
en los tejidos comestibles, ya finalizada la terapia y respetados los periodos de resguardo
establecidos para la formulacion farmacéutica utilizada. San Martin et al., (2007), en sus
resultados, encontraron altas concentraciones de enrofloxacino y su metabolito
ciprofloxacino en plumas de aves tratadas con este farmaco, en comparacion a los tejidos
comestibles (musculo, higado y rifién). En concordancia, Cornejo et al., (2010), encontraron
altas concentraciones del antimicrobiano flumequina presente en la matriz plumas,
comparado con las muestras de higado y musculo, una vez finalizado el periodo de resguardo
calculado para la formulacion. Ademas, la eliminacion de este antimicrobiano desde las
plumas fue mas lenta que en los otros tejidos. Sumado a esto, los resultados de Cornejo et

al., (2012) demuestran que enrofloxacino y su metabolito ciprofloxacino fueron transferidos
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a las plumas de aves tratadas, y las concentraciones de estos antibioticos permanecieron por
mayor tiempo y en niveles mayores, que aquellos encontrados en los tejidos comestibles.
Estos autores detectaron una concentracion de 100 pg kg™ a los 9 dias post-tratamiento,
momento en que en los tejidos comestibles las concentraciones de residuos ya no fueron

detectadas, con un limite de deteccion (LD) del método analitico de 1 pug kg™,

Considerando los antecedentes expuestos por San Martin et al., (2007) y Cornejo et al.,
(2010), Love et al., (2012) realizaron un estudio en donde se muestrearon harinas de plumas
proveniente de China y de diferentes estados de Estados Unidos (Arkansas, Carolina del
Norte, Oregon, California, Idaho, Tennessee) (n=12). En este estudio, utilizaron una version
modificada del método EPA 1694 para tejidos, y las muestras fueron analizadas mediante
cromatografia liquida acoplada a un detector de espectrometria de masas (LC-MS/MS). Estos
investigadores detectaron presencia de antibidticos en todas las muestras analizadas,
encontrando de 2 a 10 antibioticos en cada una de ellas. Se analizaron 6 familias, con un total
de 26 antibidticos distintos, encontrandose 17 de éstos; los de mayor frecuencia fueron de la
de: sulfonamidas, macroélidos, fluoroguinolonas, tetraciclinas, antagonistas del acido folico y

streptograminas.

Por su parte, otros autores como Heinrich et al., (2013) y Berendsen et al., (2013) realizaron
estudios, con los antibioticos ceftiofur y oxitetraciclina respectivamente, y evidenciaron que
estos farmacos se bioacumulan en las plumas de pollos tratados, permaneciendo las
concentraciones detectadas por periodos méas prolongados a los periodos de resguardo
establecidos para los tejidos comestible (musculo e higado), momento en el que en estas

matrices los residuos de ceftiofur y oxitetraciclina eran menores a los LMR, o en



concentraciones no detectables segin las metodologias analiticas utilizadas en dichos

estudios.

Sin embargo, a pesar de toda la evidencia cientifica, a la fecha solo han sido estudiadas las
familias de las fluoroquinolonas y tetraciclinas, pero es importante saber cémo se comportan
las otras familias de antimicrobianos en esta matriz, como es en el caso de los derivados del
cloranfenicol, como los fenicoles en donde no existe evidencia del comportamiento de estos
antimicrobianos en las plumas. Debido a que estos se encuentran dentro de los antibidticos
autorizados en nuestro pais por el Servicio Agricola y Ganadera (SAG) para su uso en aves
de engorda, ademas de las cefalosporinas, tetraciclinas, fluorogquinolonas, sulfonamidas,

macrolidos y lincosamidas (SAG, 2015).

Los fenicoles correspondientes a los derivados del cloranfenicol, son una familia de interés,
por ser un grupo de antimicrobianos ampliamente usados en la produccion avicola. Se
encuentra descrito que el cloranfenicol causa, tanto en el hombre como en los animales,
depresion reversible de la médula 6sea, a dosis dependiente, por un mecanismo relacionado
con la inhibicién de la sintesis proteica. Ademas se ha reportado que en el humano produce
anemia aplasica irreversible, a dosis independiente. Este efecto es la principal causa por la
cual la Food and Drug Administration (FDA) prohibié su uso en los animeles productivos,
destinados a consumo humano (Mestorino et al., 2011). De este modo se desarroll6 el
florfenicol antibidtico de amplio espectro por su accion sobre diferentes bacterias como
Enterobacter cloacae, Shigella dysenteriae, Salmonella typhi, Klebsiella pneumoniae,
Staphylococcus aureus, Pasteurella multocida, Proteus vulgaris y Escherichia coli (Park et
al., 2007), siendo una herramienta eficaz en el tratamiento de patologias causadas por estos

agentes sensibles, especialmente en enfermedades respiratorias, en las diferentes especies
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productivas. El florfenicol es el principal representante de la familia, presenta tres
formulaciones farmaceéuticas autorizadas por el SAG para su uso en aves de engorda, con
periodos de resguardo en esta especie que fluctian entre los 10 y 30 dias. Este antibidtico
presenta baja toxicidad, comparada con el cloranfenicol y en cuanto a las caracteristicas
farmacocinéticas, presenta alta biodisponibilidad, alto volumen de distribucion y buena
penetracion tisular, reabsorcion a nivel tubular y una vida media de eliminacion corta a

moderada (Park et al., 2007; Chang et al., 2010).

El florfenicol (FF) se transforma parcialmente en florfenicol amina (FFA), florfenicol acido
oxamico, monocloroflorfenicol y florfenicol alcohol, en el organismo posterior a su
administracion, siendo la proporcion entre ellos diferente en las diferentes especies. Sin
embargo esta descrito que la florfenicol amina es el metabolito que presenta mayor vida
media en el higado de bovinos y siempre es el mayor metabolito en la mayoria de las
especies. Por este motivo, florfenicol amina se definié como uno de los residuos marcadores

de florfenicol de muchos paises y organizaciones (Xie et al., 2011).

En cuanto a la situacion actual sobe los LMR para florfenicol y su principal metabolito activo,
florfenicol amina en tejidos comestibles, la Unién Europea establece concentraciones
méximas de 100 pg kg en masculo, 200 ug kg en piel y grasa, 750 ug kg en rifién y de
2500 pg kg en higado de aves destinadas a consumo (CE, 2009a). En Chile, los LMR se
encuentran establecidos en la Resolucion Exenta N° 551 del 2014, en donde se fijan las
concentraciones maximas, las cuales a la fecha son equivalentes a los de la Union Europea

para los mismos tejidos comestibles (Chile, Ministerio de Salud, 2014).

Por su parte las plumas, al ser un subproducto de la industria avicola, no tiene LMR

establecidos. Sin embargo, segun los diferentes estudios publicados, serian una ruta
7



importante en el traspaso de residuos de antibioticos a través de la cadena productiva, ya que
ademas de sus usos como fertilizante, materia prima para diese, ingrediente de bioplasticos,
es ademas reincorporado en la cadena alimenticia a través de las dietas de otros animales,
como es el caso de los peces (Arunlertaree y Moolthongnoi, 2008; Love et al., 2012), por ser
una fuente de aminoacidos de bajo costo para la elaboracién de dietas destinadas a animales

de produccion (Divakala et al., 2009), representando un riesgo para la salud publica.

De esta forma, los antecedentes expuestos demuestran la importancia de estudiar la
transferencia de residuos de antimicrobianos hacia las plumas y su posible rol en el traspaso
de residuos quimicos a través de la cadena alimenticia. Esto hace necesario conocer el
comportamiento de estos antimicrobianos en las plumas de aves tratadas de forma terapéutica

y ademas comparar estas concentraciones con las detectadas en los tejidos comestibles.



HIPOTESIS

“Los residuos de florfenicol y su metabolito activo florfenicol amina se mantienen en plumas
de pollos broiler tratados con este antimicrobiano, en concentraciones mayores y por tiempos

mas prolongados que en los tejidos comestibles (musculo e higado)”.
OBJETIVO GENERAL

Evaluar las concentraciones de florfenicol y florfenicol amina durante la fase de deplecion,
en plumas, musculo e higado de pollos broiler tratados con una formulacién farmacéutica

comercial de florfenicol autorizada para su uso en aves de engorda.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Implementar y validar metodologias analiticas por LC MS/MS para le deteccién y
cuantificacion de florfenicol y florfenicol amina en las matrices plumas, musculo e

higado de aves de engorda.

2. Detectar y cuantificar concentraciones de los analitos florfenicol y florfenicol amina
en plumas, masculo e higado de aves tratadas con una formulacion farmacéutica
comercial de florfenicol autorizada para su uso en aves de engorda en dosis

terapéutica.

3. Evaluar la deplecion de las concentraciones cuantificadas de florfenicol y florfenicol
amina en plumas de aves tratadas con una formulacion farmaceéutica comercial y
comparar estas concentraciones con las cuantificas en los tejidos comestibles

(musculo e higado), en los mismos tiempos de muestreo.



MATERIALES Y METODOS

Esta tesis se encuentra inserta en el marco del proyecto FONDECYT de Iniciacion en
Investigacion N° 11140530 “Evaluacion de la bioacumulacion de residuos antimicrobianos
en plumas de pollos broiler tratados con formulaciones farmacéuticas comerciales y su

relacién con la concentracion de estos residuos en tejidos comestibles”.

Tanto la implementacion y validacion de las metodologias analiticas, como el estudio de
deplecion en las tres matrices se realizd en el laboratorio de farmacologia veterinaria
(FARMAVET) de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de
Chile. Acreditado bajo las normas ISO 17025.0f2005. El trabajo en terreno y de laboratorio
fue realizado bajo las normas de bioseguridad aprobadas por el Comité de bioseguridad de la
Facultad de Ciencias Veterinarias y pecuarias de la Universidad de Chile (Anexo N° 1).
Conjuntamente, se consideraron las medidas de bioseguridad sugeridas por el Manual de

Normas de Bioseguridad (CONICYT, 2008).

Para el correcto manejo de las muestras se realizé una capacitacion en el laboratorio
FARMAVET, asegurando de esta manera las competencias necesarias para realizar la

extraccion de los analitos de las diferentes matrices.
Formulaciéon farmacéutica

Para el tratamiento de las aves, se utilizd una formulacion farmacéutica comercial de
Florfenicol al 10% de administracion oral con un periodo de resguardo de 30 dias para carne
de ave. Esta formulacion farmacéutica se encuentra registrada y autorizada para su uso en

aves de engorda por el SAG.
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Animales experimentales

Fueron utilizados 80 pollos broiler machos de genética Ross 308. Las aves fueron escogidas
de esta genética debido a que son una raza precoz, de buena conversion alimenticia, gran
rusticidad y adaptabilidad, ademas de que presentan una tasa de crecimiento inferior a pollos
de engorde de genética Cobb 500 (Marcu et al., 2013). Estas caracteristicas favorecen su uso
experimental en las condiciones establecidas ya que evitan una condicion de engorde

excesivo, lo que colabora al bienestar animal.

Los animales experimentales fueron mantenidos desde el dia 1 de vida en baterias de crianza,
las cuales poseen un piso de alambre elevado, con el fin de evitar la contaminacién de las
plumas con las deyecciones. En conjunto se controlaron las condiciones ambientales (25 +
5°C de temperatura, 50-60% de humedad relativa) y los animales tuvieron acceso ad libitum
al agua y alimento no medicado, el cual fue formulado de acuerdo a los requerimientos de la

raza.

Para el estudio de deplecion las aves se dividieron aleatoriamente al dia 6 de vida en 2 grupos
experimentales, en donde el grupo de 64 pollos (grupo A) fue tratado con una formulacion
farmacéutica comercial de Florfenicol al 10% con una dosis terapéutica de 30 mg kg™ una
vez al dia, durante cinco dias consecutivos, cada animal experimental fue tratado
individualmente mediante sonda esofagica. EI segundo grupo de 16 pollos correspondio al
grupo control (grupo B). Para definir los tamafios de los grupos experimentales se consider6
el criterio establecido por la Agencia Europea de Medicamentos (EMA), a traves del
documento “Guideline on approach towards harmonisation of withdrawal periods” (EMA,
2016). De esta forma se establecié un nimero de 8 animales del grupo A y 2 animales del

grupo B por cada tiempo de muestreo. En donde para cada punto de un total de 8, los que se
11



realizaron los dias 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, y 40 post-tratamiento, fueron obtenidas muestras
de plumas, musculo e higado. Las muestras se almacenaron a -20°C, en bolsas plasticas

rotuladas para su posterior procesamiento en una picadora de alimentos.

Las aves fueron criadas y monitoreadas por un medico veterinario especialista en avicultura
y patologia aviar, durante todo el periodo del estudio en las dependencias del laboratorio de
Patologia Aviar de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de
Chile. Tanto para la mantencion como el sacrificio de los animales experimentales se
respetaron las condiciones de bienestar animal aprobadas por el Comité de Bioética de la
Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad de Chile (Anexo N° 2). En donde el
protocolo de manejo y supervision se baso en la Ley N°20.380 “Sobre Proteccion de
Animales” (Chile, Ministerio de Salud, 2009) y en la Directiva 2010/63/UE relativa a la
proteccién de los animales utilizados para fines cientificos (CE, 2010). En lo que respecta al
sacrificio de la aves, se respetd el Reglamento (CE) N° 1099/2009 relativo a la proteccién de

los animales en el momento de la matanza (CE, 2009b).
Procesamiento de la muestras

Tanto para la implementacion y validacién de metodologias analiticas, como para el anélisis
de las muestras, los tejidos comestibles (mudsculo e higado) fueron procesados en una
picadora de alimento, previa eliminacion de la piel y grasa. Por otro lado las plumas después
del procesamiento en la picadora de alimentos recibieron un tratamiento criogénico con
nitrégeno liquido, y fueron procesadas en una picadora industrial (Robot Coupe R4). Para
evitar la contaminacion cruzada entre las matrices, se utilizaron procesadoras distintas, una

para cada experimento.
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Estandares

Para el andlisis y cuantificacion de FF y FFA en plumas, musculo e higado se utilizaron
estandares de pureza certificada Sigma Aldrich. Todos los solventes utilizados fueron grado
High-Performance Liquid Chromatography (HPLC). Como estandar interno (EI) se utilizé
Cloranfenicol d-5 (CAF-d5) de pureza certificada que fue obtenido de Sigma Aldrich. El uso
de un EI proporciona una medida de control para la extraccion, inyeccion de la cromatografia
liquida y la variabilidad de ionizacion. EI mejor patrén interno para el analisis es una version
marcada isotépicamente de la molécula que se esta cuantificando. Por lo cual, en este estudio
se utilizé un EI deuterado, que corresponde a Cloranfenicol d5, en este compuesto los
hidrogenos en las posiciones 2, 3, 5 y 6 de su nucleo de nitrobenceno son reemplazados por

deuterio, al igual que el hidrogeno del grupo hidroxilo de la posicion 3.
Metodologia de extraccion de los analitos a partir de las matrices bioldgicas

Para la extraccion de los analitos FF y FFA a partir de las matrices bioldgicas se utiliz6 como
referencia una metodologia analitica para deteccion de estos analitos por HPLC con
deteccidn de arreglo de diodos (DAD), la cual se basa en estudios publicados por Hormazabal
et al. (1993), Li et al. (2006), Zhang et al. (2008) y una metodologia descrita por la United

States Department of Agriculture (USDA, 2010).

Para el andlisis de las muestras se pesaron 2 £ 0,02 g de matriz (plumas, madsculo e higado)
en un tubo de polipropileno de 50 mL, todas las muestras fueron fortificadas con el EI CAF-
d5. Como solventes de extraccion se utilizaron agua grado HPLC (Milipore) y acetona grado
HPLC (J.T. Baker). Para la extraccion de los analitos y homogeneizacion de las muestras,

estas fueron agitadas, sonicadas y centrifugadas. El sobrenadante obtenido posterior a la
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centrifugacion fue traspasado a otro tubo de polipropileno en donde se le adiciono
diclorometano para el clean up. Las muestras fueron agitadas y centrifugadas nuevamente,
para la obtencién de dos fases, en donde la fase inferior fue rescatada y evaporada bajo flujo
de nitrogeno suave entre 40-50°C. Finalmente la reconstitucion se realizo con 700 pL de una

solucion metanol/agua en relacion 7/3.
Anélisis Instrumental

Para el analisis de las muestras se utilizé un cromatografo liquido, constituido por una bomba
cuaternaria, un autosampler y un horno de columna, (Agilent serie 1290 infinity) acoplado a
un espectrémetro de masas de triple cuadrupolo (AP15500, ABSCIEX). La columna analitica
utilizada fue una Synergi 4u fusion RP 302 50 x 2,0 mm. (Repuesto Agilent eclipse plus C18
RRHD 1,8 um, 2,1 x 50 mm.), el software para el manejo del equipo correspondi6 a un

Analyst 1.6.3. Para la integracion de las muestras se utiliz6 el programa Multiquant 3.0.

La separacion cromatografica fue mediante un gradiente de fase mévil A: acido acético al
0,1% en agua y fase mavil B: acido acético al 0,1% en agua/metanol 1:9, el gradiente de flujo
sera de 300 pL mint de un 25% fase A y 75% fase B, el volumen de inyeccion de 2 uL y la

temperatura del horno de columna de 37°C.
Validacion de metodologias analiticas

La validacion de los métodos analiticos se realizd de acuerdo a un protocolo interno que se
baso en las recomendaciones de La Union Europea: decision de la comision 2002/657/CE
(EC, 2002) y la FDA: VICH GL49 validation of analytical methods used in residue depletion
studies (FDA, 2011). Basandose en estos documentos se genero un protocolo interno, el cual

contempla la evaluacion de diferentes parametros con el fin de que las metodologias sean
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validas para su uso propuesto; deteccion y cuantificacion de FF y FFA en plumas, musculo
e higado de pollo, en el laboratorio FARMAVET de la Facultad de Ciencias Veterinarias y

pecuarias de la Universidad de Chile. Los parametros evaluados correspondieron a:

1. Tiempo de retencion del analito, en donde se analizaron seis repeticiones de droga pura,

para analizar su Coeficiente de Variacion (CV).

2. Especificidad, para lo cual se analizaron 20 muestras blanco de cada matriz, para
determinar que en el tiempo especifico en que aparece cada analito en la corrida

cromatografica, no existan interferencias.

3. Limite de deteccion (LD), en donde se fortificaron muestras a distintas concentraciones y

se selecciond la concentracion a la cual la relacion sefial ruido fuera a lo menos 2 6 3:1. Esta

concentracion se repitié 20 veces.

4. Limite de cuantificacion (LC), correspondio a la suma del LD y 1,64 veces la desviacién
estandar (DS) de las 20 repeticiones, realizadas previamente. Se cumplié con el criterio de

que la relacion sefial ruido debe ser como minimo 10:1.

5. Linealidad de la curva de calibracién (CC), se realizaron 3 CC de cinco concentraciones

cada una, siendo la concentracion mas baja igual al LD, las pendientes presentaron un

Coeficiente de Determinacion (R?) > 0.95 y un CV < 25%.

6. Recuperacidn, para su determinacién se seleccionaron 18 muestras de material en blanco,
los cuales se fortificaron en tres niveles (seis muestras por cada nivel). Mediante el siguiente

calculo se determind la recuperacion para cada nivel de concentracion:

R (%) = Concentracion Cuantificada x 100
Nivel de Fortificacion
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Los niveles de recuperacion se aceptaron dentro de un rango de 80-110%, para las

concentraciones de trabajo.
7. Precision, se obtuvo mediante la repetibilidad y la reproducibilidad intralaboratorio.

7.1. Repetibilidad, corresponde a que tan preciso es el método bajo las mismas
condiciones de trabajo, para ello se eligieron 18 muestras blancos de diferentes
fuentes y se fortificaron al nivel de tres puntos de la CC (seis muestras fortificadas a

cada nivel).

7.2. Reproducibilidad intralaboratorio, corresponde a que tan preciso es el método

bajo la variacion de las condiciones de trabajo, para determinar este parametro, se
realizaron seis curvas fortificadas de diferentes fuentes, a los mismos tres niveles que

en el caso de la repetibilidad, pero en dias diferentes y por otro analista.
Cuantificacion de los analitos en muestras experimentales

Las concentraciones detectadas de FF y FFA en las diferentes matrices de estudio, plumas,
musculo e higado de aves, fueron cuantificadas mediante la ecuacién de la recta (y = a+bx,
en donde y = area, a = intercepto en el eje y, Xx= concentracion, b= pendiente) a partir del
analisis de regresion lineal, obtenidas segun las curvas de calibracion en matriz fortificada a
concentraciones conocidas extraidas y analizadas. Estas curvas de calibracion fueron
analizadas junto a las muestras experimentales, y consideradas validas para efectos de la

cuantificacion cuando el R? fue mayor o igual a 0,95.
Estudio de deplecion

Para realizar el analisis de los datos y establecer el periodo (dias), en que demora la deplecion

de los analitos FF y FFA en las matrices de estudio, se siguieron las indicaciones de la
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European Medicines Agency EMA (2016). Se cuantificaron las concentraciones de FF y FFA
en pluma, masculo e higado de aves tratadas, en diferentes dias escogidos para el muestreo

en relacion a los dias de tratamiento.

Con los resultados de las muestras, se determinaron rangos inter-cuartiles para cada analito
y en cada matriz, eliminando asi los valores outliers, los cuales podrian interferir con la
correcta interpretacion y andlisis de los resultados. Los resultados se llevaron a una grafica
en escala semilogaritmica de concentracién v/s tiempo. Se realizd un analisis de regresion
lineal en la fase final de eliminacién considerado un nivel de confianza del 95%. A partir de
esta gréafica se definié el momento (dias) en el cual las concentraciones son iguales o0 menores
al Limite de Deteccion establecido para la técnica para la matriz plumas. El tiempo de
deplecion se determind cuando la pendiente al 95% de confianza intersect6 el LD establecido

para metodologia.

17



RESULTADOS

Objetivo especifico 1. Implementar y validar metodologias analiticas por LC MS/MS
para le deteccidén y cuantificacion de florfenicol y florfenicol amina en las matrices

plumas, musculo e higado de aves de engorda.

Implementacion de las metodologias analiticas

Para la deteccion y cuantificacion de los analito Florfenicol y Florfenicol amina a partir de
las matrices bioldgicas (plumas, musculo e higado), se utilizaron como referencia cuatro
metodologias analiticas descritas en la literatura:

1. Simultaneous determination of residues of florfenicol and florfenicol amine in fish by
high-performance liquid chromatography (Hormazabal et al., 1993).

2. Determination of florfenicol amine residues in aquaculture species by HPLC with UV
detection (V.I. o Draft #3) Drugs safety and metabolism-animals health shering ploug
research institute Lafayette NI 27853 (USDA, 2010).

3. Residue depletion of florfenicol and its metabolite florfenicol amine in swine tissues
after intramuscular administration (Li et al., 2006).

4. Simultaneous determination and confirmation of chloramphenicol, thiamphenicol,
florfenicol and florfenicol amine in chicken muscle by liquid chromatography-tandem
mass spectrometry (Zhang et al., 2008).

A partir de estas referencias se formularon dos cartas de trabajo con las metodologias
analiticas para la extraccion de los analitos; una carta para plumas y otra para los tejidos
comestibles (musculo e higado) (Anexos 3y 4), debido a las diferencias de composicion que
presentan las plumas con respecto a los tejidos comestibles.

Posteriormente, para determinar si el método analitico implementado extrae los analitos de
interés a partir de las matrices bioldgicas a analizar, estos fueron detectados
cromatograficamente, mediante las masas y tiempos de retencidn especificos para FF y FFA
(Tabla 1). Conjuntamente se determind la linealidad (R? > 0,95), mediante curvas de
calibracion fortificadas en cinco concentraciones diferentes y equidistantes de: 20, 50, 100,
150 y 200 ug kg
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Tabla 1. Masas de iones parental, producto y tiempos de retencion promedios de FF, FFA 'y
CAF-D5

Analito Masas lon Parental Masas lon Producto Tiempos de retencion
336,0
FF 356,0 1,4 min
185,0
230,0
130,0
CAF-D5 326,0 157,0 1,47 min

Validacion de metodologias analiticas

Para la validacion de los tres métodos analiticos se trabajé con un protocolo interno, el cual
se baso en las guias de validaciéon de La Unién Europea: decision de la Comision Europea
2002/657/CE (EC, 2002) y la FDA: VICH GL49 validation of analytical methods used in
residue depletion studies (FDA, 2011). Establecido este protocolo se determinaron los

parametros de:

1. Tiempo de retencion del analito

En la determinacion del tiempo de retencién se analizé el CV (%) de las seis inyecciones de
estandar puro realizadas, y se observé cual variable se mantuvo el tiempo de retencion de los
analitos en los seis andlisis, el criterio para aceptar el parametro valido fue respecto al CV
(%) el cual debia ser menor al 5% de variacion para los dos analitos de interés, Florfenicol y
Florfenicol amina. Los promedios de los tiempos de retencion y los respectivos CV (%) se
muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Promedio y CV (%) de los tiempos de retencién de las seis inyecciones de droga
pura de FF y FFA.

Analito Promedio de los tiempos de retencion CV%
FF (356,0/336,0) 1,40 min 2,76%
FFA (248,0/230,0) 1,07 min 0,70%
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2. Especificidad
Para comprobar la especificidad del método analitico se determin0 si existian interferencias
en el tiempo de retencion de FF y FFA mediante el andlisis de las 20 muestras libres de
antimicrobianos provenientes de distintas fuentes, para cada matriz (pluma, musculo e
higado). Dentro del grupo de muestras analizadas, los resultados demostraron que no hay
presencia de interferentes en el tiempo de retencion especifico para estos analitos, en las tres
matrices bioldgicas. En la Figuras 1, 2 y 3 se muestran los cromatogramas a partir de la
inyeccion de una droga pura y a partir de muestras de pluma, musculo e higado libres de
residuos de FF y FFA, en donde no se observan interferentes en los tiempos de retencion

respectivos para cada analito.

(a) 1066 ‘i‘?‘i‘ 146 (d) acr:
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Figura 1. Cromatogramas a partir de muestras de plumas (a) inyeccion de estandar puro de
FF, (b) muestra blanco (c) muestra fortificada con estandar de FF al LD (20 pg kgl), (d)
inyeccion de estandar puro de FFA, (e) muestra blanco, (f) muestra fortificada con estandar
de FFA al LD (20 pg kg™).
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Figura 2. Cromatogramas a partir de muestras de musculo (a) inyeccion de estandar puro de
FF, (b) muestra blanco (c) muestra fortificada con estandar de FF al LD (20 ug kg™?), (d)
inyeccion de estandar puro de FFA, (e) muestra blanco, (f) muestra fortificada con estandar
de FFA al LD (20 pg kg™).
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Figura 3. Cromatogramas a partir de muestras de higado (a) inyeccion de estandar puro de
FF, (b) muestra blanco (c) muestra fortificada con estandar de FF al LD (20 ug kg™?), (d)
inyeccion de estandar puro de FFA, (e) muestra blanco, (f) muestra fortificada con estandar
de FFA al LD (20 ug kg™).
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3. Limite de deteccion (LD)

Para la definicion del limite de deteccion, la concentracion seleccionada cumplié con el
criterio en donde la relacion sefial ruido fuera mayor a 3:1, determinandose un nivel para el
limite de deteccion de 20 pg kg™t en la matriz plumas, masculo e higado.

Para la validacion del pardmetro se realizaron 20 repeticiones de la concentracion
seleccionada en matriz fortificada. Se determino el promedio, la desviacion estandar y el CV
(%) de las 20 repeticiones, con una variacion menor al 25%. Los resultados obtenidos del

andlisis de las 20 repeticiones en las tres matrices se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Promedio, desviacion estandar y CV de las concentraciones detectadas de FF y FFA

en las 20 repeticiones fortificadas al LD en las matrices bioldgicas plumas, musculo e higado.

20 repeticiones de LD en matriz

Matriz LD (ug kg Analito Promedio Desviacion CV (%)
bioldgica estandar
Pluma 20 FF 17,601 2,685 15,25
FFA 19,722 2,719 13,79
Musculo 20 FF 18,498 1,046 5,66
FFA 21,045 2,589 12,30
Higado 20 FF 21,567 0,171 3,32
FFA 20,604 1,690 8,20

4. Limite de cuantificacion (LC)

Para la definicion del LC, a la concentracion definida para el LD se le sumo 1,64 veces la
desviacién estandar de las concentraciones cuantificadas a partir de las 20 repeticiones de los
andlisis en matriz fortificada al LD. El pardmetro se aceptd debido a que la relacion sefial
ruido fue mayor a 10:1. Se definio un LC de 24,4; 21,7y 21,2 para FF y de 24,5; 24,2y 22,8
para FFA en pluma, muasculo e higado, respectivamente (Tabla 4). Estas concentraciones
corresponden a la minima concentracién que puede ser cuantificada de forma precisa por el

método analitico para las diferentes matrices.
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5. Linealidad de la curva de calibracién (CC)

Para la validacion del parametro se realizaron tres curvas de calibracion de cinco niveles, las
concentraciones correspondieron a: 20, 50, 100, 150 y 200 pg kg, para cada una de las tres
matrices, con el fin de determinar la linealidad del método (Figura 4). Estas concentraciones
fueron definidas teniendo en cuenta el LD y LMR establecido para la matriz musculo por la
decision de la Comision Europea (CE, 2009a). La linealidad de las curvas de calibracion fue
aceptada debido a que el coeficiente de determinacion (R?) fue mayor a 0,96 en las tres
matrices, cumpliendo con el criterio de aceptacion, en donde el R? debia ser mayor o igual a
0,95. Ademas el CV de las curvas de calibracion fue menor a un 25% de variacion por lo
cual el parametro es aceptable (Tabla 4).

ibracion de FFA en plumas

nppb

Curva calibracion de FFA en musculo

\ en Higado

Figura 4. Curvas de calibracién de cinco niveles de concentracién (20, 50, 100, 150 y 200
ug kg™, en las matrices pluma, mésculo e higado.
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Tabla 4. Linealidad, recuperacion, repetibilidad, reproducibilidad, LD y LC de los analitos
FF y FFA en las matrices bioldgicas: pluma, musculo e higado.

Matriz  Analito  Linealidad Recuperacion Repetibilidad Reproducibilidad LD LC
R?>0.95 (%) al LD (%) al LD (%) al LD (Mg kg (g kg?)
CV<25% 70-110% CV > Repro. CV < 35%

P FF R?2>0,99 100,0% 10,1% 19,4% 20 244
L CV =0,04%
U
M FFA R?2>0,99 102,0% 15,6% 20,8% 20 245
A CV =0,14%
S
M FF R?>0,98 85,0% 18,6% 23,6% 20 21,7
U CV =0,29%
S
C FFA R?>0,96 100,2% 10,6% 17,7% 20 24,2
U CV =1,49%
L
o}
H FF R?>0,96 106,7% 3,8% 13,1% 20 21,2
| CV=171%
G
A FFA R%> 0,97 110,6% 7,2% 24,4% 20 22,8
D CV =1,15%
o

6. Recuperacion
La recuperacion fue calculada con muestras blanco fortificadas en tres niveles de
concentraciones 20, 100 y 200 ug kg™. Los analitos FF y FFA presentaron una recuperacion
para el LD de un 100% y 102% con un CV de un 10% y 16%, respectivamente en matriz
plumas. En el caso de las muestras de musculo la recuperacion que se obtuvo fue de un 85%
y 100% con un CV de un 39% y 23%, respectivamente. En las muestras de higado se obtuvo
una recuperacion de un 106% y 110% con un CV de un 4% y 7% para los analitos FF y FFA
respectivamente. En la Tabla 5 se muestran los promedios, desviacion estandar (DS) y CV
(%) para los dos analitos y para todas las concentraciones de trabajo (20, 100 y 200 pg kg™),

segun las matrices bioldgicas.
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De acuerdo a los valores determinados por la FDA: VICH GL49. Se consider6 un rango
aceptable de recuperacion para las concentraciones de trabajo entre un 80 a 110%. Por lo
tanto, las recuperaciones obtenidas se aceptan ya que se cumple con el parametro de

recuperacion.

Tabla 5. Promedios, desviacion estandar y CV (%) de las recuperaciones de los analitos FF
y FFA a partir de las matrices bioldgicas, segun las concentraciones de trabajo 20, 100 y 200

ug kg™,

Matriz Analito Concentracion Recuperacion (%) Desviacion estandar CV (%)
(Mg kgt (promedio) (DS)

P FF 20 100 0,10 10
L 100 99 0,04 4
U 200 100 0,01 1
M FFA 20 102 0,16 16
A 100 99 0,06 6
S 200 100 0,01 1
M FF 20 85 0,33 39
U 100 105 0,12 11
S 200 98 0,03 3
C FFA 20 100 0,23 23
U 100 99 0,08 8
L 200 100 0,02 2
o]

H FF 20 106 0,04 4
| 100 97 0,02 2
G 200 100 0,004 0,4
A FFA 20 110 0,08 7
D 100 96 0,03 3
0 200 100 0,01 1

7. Precision

La precision se evalu6 mediante el analisis de la repetibilidad y reproducibilidad
intralaboratorio. Para la repetibilidad se realizaron seis curvas para cada matriz, en un dia,
por un analista, con el mismo lote de reactivos/solventes y analizadas el mismo dia. Las
curvas fueron fortificadas a tres niveles de concentracion: 20, 100 y 200 ug kg™. Se calcul6

el promedio, la DS y el CV (%) para cada nivel de fortificacion (Tabla 6), los resultados se
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compararon con los resultados de las seis curvas realizadas para la reproducibilidad
intralaboratorio (Tabla 7), a los mismos niveles de fortificacion pero realizadas por dos

analistas, en dos dias diferentes y con lotes de reactivos/solventes distintos.

Los CV de la reproducibilidad intralaboratorio fueron menores a un 35% de variacion para
las concentraciones de fortificacion de 20 pg kg y de un 23% de variacion para la
concentracion de 100 y 200 ug kg, para los dos analitos detectados, como se especifica en
los criterios de validacion establecidos en el protocolo de validacion. A su vez los CV (%)
de la repetibilidad fueron menores a los CV (%) de la reproducibilidad intralaboratorio, como
sefiala el criterio de aceptacion de la Decision 657/2002 de la union europea (EC, 2002)
(Tabla 4). Segun los resultados obtenidos los parametros se aceptan, por lo cual el método

descrito es preciso.
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Tabla 6. Repetibilidad, muestra el promedio, DS y CV de las concentraciones cuantificadas
para cada nivel de fortificacion de 20, 100 y 200 pg kg™.

Precision: Repetibilidad

Matriz Analito Concentracion Concentracion Desviacion estandar CV (%)
(ug kg™h) cuantificada (ug kg™) (DS)
(promedio)

P FF 20 20,0 2,02 10,11
L 100 100,0 3,64 3,64
U 200 200,0 1,63 0,82
M FFA 20 20,5 3,19 15,58
A 100 99,1 5,75 5,80
S 200 200,4 2,57 1,28
M FF 20 14,7 2,73 18,63
V] 100 109,4 5,01 4,58
S 200 195,9 2,27 1,16
C FFA 20 171 1,82 10,64
U 100 105,2 3,28 3,12
L 200 197,7 1,45 0,73
o]

H FF 20 21,3 21,3 3,83
I 100 97,8 97,8 1,60
G 200 201,0 201,0 0,35
A FFA 20 22,1 1,60 7,25
D 100 96,2 2,89 3,00
0 200 201,7 1,28 0,63
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Tabla 7. Reproducibilidad intralaboratorio, muestra el promedio, DS y CV de las

concentraciones cuantificadas para cada nivel de fortificacion de 20, 100 y 200 pg kg™.

Precision: Reproducibilidad intralaboratorio

Matriz Analito Concentracion Concentracion Desviacion estandar CV (%)
(1g kgt cuantificada (ug kg?) (DS)
(promedio)

P FF 20 17,5 3,38 19,36
L 100 104,6 6,08 5,82
U 200 198,0 2,69 1,36
M FFA 20 23,3 4,85 20,84
A 100 94,1 8,72 9,27
S 200 202,6 3,87 1,91
M FF 20 17,3 4,09 23,59
U 100 104,8 7,69 7,34
S 200 197,9 3,42 1,73
C FFA 20 19,4 3,43 17,66
u 100 101,0 6,18 6,11
L 200 199,6 2,73 1,37
o]

H FF 20 19,7 2,58 13,13
I 100 100,4 4,61 4,59
G 200 199,8 2,07 1,03
A FFA 20 238 5,80 24,42
D 100 93,2 10,44 11,20
0 200 203,0 4,65 2,29
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Objetivo especifico 2. Detectar y cuantificar concentraciones de los analitos florfenicol
y florfenicol amina en plumas, musculo e higado de aves tratadas con una formulacion
farmacéutica comercial de florfenicol autorizada para su uso en aves de engorda en
dosis terapéutica.

Las concentraciones de FF y FFA en mdsculo, higado y plumas de pollos broiler fueron
cuantificadas mediante un analisis de regresion lineal de las curvas de calibracion en matriz
fortificada, considerando un coeficiente de determinacion (R?) > 0,95.

Cuantificacion de FF Y FFA en musculo de pollo broiler tratados con una formulacién
farmacéutica comercial.

En la cuantificacion de los analitos en la matriz musculo las concentraciones determinadas
al dia 5 post-tratamiento cuantificaron bajo el Limite Maximo Residual (LMR) para la matriz
musculo, establecido en Chile y por la Unién Europea. En el caso especifico del metabolito
FFA no se detectaron concentraciones en ningin punto de muestreo. En la Tabla 8 se
muestran las concentraciones promedio determinadas (ug kg?) de FF y FFA, para los

diferentes dias post-tratamiento en esta matriz.

Tabla 8. Concentracién de FF y FFA en musculo de pollos broiler tratados con una

formulacién farmacéutica comercial para aves de engorda (florfenicol al 10%)

Numero de Dias Post- Edad pollos Concentracion  Concentracion Concentracion
muestreo tratamiento (dias) promedio FF promedio FFA  promedio FF + FFA
(g kg™) (g kg™) (hg kg™)
1 5 15 65,4 <LD* 65,4
2 10 20 <LD* <LD* <LD*
3 15 25 <LD* <LD* <LD*
4 20 30 <LD* <LD* <LD*

LD* (20 pg kg)
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Cuantificacion de FF Y FFA en higado de pollo broiler tratados con una formulacion
farmacéutica comercial.

Los resultados para la matriz higado, muestran que las concentraciones determinadas a partir
del dia 5 post-tratamiento cuantificaron bajo el LD de la metodologia analitica, condicién
que se observo en los siguientes cuatro puntos de muestreo. En la Tabla 9 se muestran las
concentraciones promedio determinadas (ug kg) de FF y FFA, para los diferentes dias post-

tratamiento en esta matriz.

Tabla 9. Concentracién de FF y FFA en plumas de pollos broiler tratados con na formulacion

farmacéuticas comercial para aves de engorda (florfenicol al 10%)

Namero de Dias Post- Edad pollos Concentracion  Concentracion Concentracion
muestreo tratamiento (dias) promedio FF promedio FFA  promedio FF + FFA
(g kg™) (Mg kg™) (Mg kg™)
1 5 15 <LD* <LD* <LD*
2 10 20 <LD* <LD* <LD*
3 15 25 <LD* <LD* <LD*
4 20 30 <LD* <LD* <LD*

LD* (20 pg k)

Cuantificacion de FF Y FFA en pluma de pollo broiler tratados con una formulacion
farmacéutica comercial.

Los resultados del estudio muestran que en las plumas al dia 5 post-tratamiento, se detectaron
altas concentraciones de FF y FFA, en donde el promedio de las concentraciones detectadas
fue de 4164,32 pg kg™. Al dia 10 post-tratamiento, las concentraciones de los analitos en esta
matriz, disminuyeron aproximadamente en un 47%, llegando a una concentracién promedio
de 1976,91 pg kg. Sin embargo, y a pesar de esta declinacion en las concentraciones
detectadas, al dia 30 post-tratamiento, correspondiente al periodo de resguardo establecido
en masculo, para la formulacion farmacéutica utilizada (florfenicol al 10%), las
concentraciones detectadas y cuantificadas en plumas, sobrepasaban al LMR establecido por
Chile y la Union Europea para musculo (100 pg kg?), estas se cuantificaron en un nivel

promedio de 228,98 ug kg, para el principio activo y residuo marcador. Esta condicion se
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mantuvo hasta el dia 40 post-tratamiento donde las concentraciones detectadas seguian
cuantificando por sobre los LMR establecidos en musculo. En la Tabla 10 se muestran las

concentraciones promedio de FF y FFA, segun los dias post-tratamiento.

Tabla 10. Concentracion de FF y FFA en plumas de pollos broiler tratados con na

formulacién farmacéuticas comercial para aves de engorda (florfenicol al 10%)

Numero de Dias Post- Edad pollos Concentracion  Concentracion Concentracion
muestreo tratamiento (dias) promedio FF promedio FFA  promedio FF + FFA

(g kg™) (g kg™) (g kg™)

1 5 15 3701,86 459,46 4161,32

2 10 20 1922,28 72,84 1976,91

3 15 25 1872,95 26,96 1876,80

4 20 30 588,79 <LD* 588,79

5 25 35 432,19 36,42 459,50

6 30 40 221,79 28,78 228,98

7 35 45 172,80 <LD* 172,80

8 40 50 116,23 <LD* 116,23

LD* (20 pg kg?)
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Objetivo especifico 3. Evaluar la deplecion de las concentraciones cuantificadas de
florfenicol y florfenicol amina en plumas de aves tratadas con una formulacion
farmacéutica comercial y comparar estas concentraciones con las cuantificas en los
tejidos comestibles (musculo e higado), en los mismos tiempos de muestreo.

El tiempo de deplecion para plumas se determiné siguiendo las indicaciones de EMA (2016)
Note for guidance: approach towards harmonization of withdrawal periods.

Los resultados obtenidos de las cuantificaciones se llevaron a una gréafica en escala semi-
logaritmica de concentracion versus tiempo (Figura 5) y se realizé un a analisis de regresion
lineal, considerando un nivel de confianza del 95%. A partir de esta gréafica, se determing el
dia en que las concentraciones fueron iguales o menores al LD establecido para la
metodologia analitica. En esta matriz, el LD se alcanzo al dia 98,93, debido a que este valor
coincide con una fraccion de un dia, el tiempo de deplecion se considera adicionando otro
dia, por lo cual se consideran 99 dias para que con un 95% de confianza las concentraciones
de FF y FFA se encuentren iguales o menores al LD (20 ug kg™) determinado.

6,0

y=-0,04285 +5,5385
R2=0,8648

y=-0,0466x +3,7929
9R2=,869
L]

Concentracion (LN pg/Kg)

0 20 40 60 0 100 120 140
Tiempo (Dias)
# Concentracion FF y FFa e Concentracion FF y Ffa con 95% de confianza
LD pg/Kg LMR mausculo (100 pg/Kg)
Lineal (Concentracion FF y FFa) Lineal (Concentracion FF y Ffa con 95% de confianza)
- — - Lineal (LD pg/Kg) — -+ — Lineal (LMR musculo (100 ng/Kg))

Figura 5. Deplecion de florfenicol y florfenicol amina en plumas de pollos broiler tratados
con una formulacion farmacéutica de Florfenicol al 10%.
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DISCUSION

La validacion de las metodologias analiticas se realizé bajo un protocolo de validacion
interno que se establecido en base a las guias de validacion de la Comunidad Europea y de
la FDA, con el fin de demostrar que el método era apto para su uso, es decir para el propésito
determinado, que es detectar y cuantificar florfenicol y florfenicol anima en pluma, musculo
e higado.

Previamente a la validacion se realizd la implementacion de las metodologias, paso
fundamental, en donde se establecieron las cartas de trabajo que contienen los pasos para la
extraccion quimica de los analitos a partir de las matrices bioldgicas. Fueron establecidas dos
cartas de trabajo a partir de trabajo previamente publicado (Hormazabal et al., 1993; Li et
al., 2006; Zhang et al., 2008; USDA, 2010), estas cartas diferian en algunos aspectos, debido
a que las matrices son muy diferentes en cuanto a estructura y presencia de interferentes como
grasa y proteinas. En conjunto a esto, se establecieron las condiciones analiticas para las tres
matrices.

Durante la validacion y a partir de las pruebas realizadas en matriz fortificada de pluma,
musculo e higado se definié un limite de deteccion de 20 pg kg™ con una relacion sefial ruido
mayor a 3:1, para las tres matrices (FDA, 2011). ElI CV (%) de las 20 repeticiones al LD
para las tres matrices fue menor a un 25%, cumpliendo con el criterio de aceptacion del
pardmetro establecido en la decision 657/2002 de la Union Europea (EC, 2002), de esta forma
se considera que los datos son estadisticamente homogéneos, por lo tanto se acepta el LD.
Esta concentracion se interpreta como la cantidad minima de florfenicol y florfenicol amina
que puede ser detectada por el método analitico en plumas, musculo e higado de pollo. El
limite de cuantificacion es la concentracion mas baja de analito que debe presentar una
muestra para poder ser cuantificada certeramente. De este modo, se puede determinar que el
método es capaz de cuantificar confiablemente cantidades minimas de FF y FFA en plumas,
musculo e higado a concentraciones iguales o mayores a 24,5 pg kg™ para los dos analitos
en las tres matrices. Si la muestra presenta una concentracion menor al LC pero mayor al LD,
se puede decir que existe la presencia de los analitos pero no pueden ser cuantificados de
forma precisa. Por otra parte si las concentraciones se encuentran por debajo del LD, las

concentraciones de los analitos son no detectadas.
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Respecto al tiempo de retencion de los analitos en las diferentes matrices, se observaron
algunas diferencias, las cuales se encontraban dentro del 5% de variacion. Esto se atribuye
a la presencia de interferentes como grasa y proteinas, lo que produce un retraso en el tiempo
al cual aparece la expresion cromatografica del analito. Las curvas de calibracion se
realizaron en intervalos de trabajo de 20, 50, 100, 150 y 200 pg kg™, y presentaron una
linealidad con un R? mayor a 0,96, cumpliendo el requisito establecido en la decision
657/2002/EC para las tres matrices. La regresion lineal obtenida es el disefio del modelo
matematico, representado en la ecuacion que permite simular el comportamiento de la
variable dependiente respecto de la variable independiente. La ecuacion de la recta es y =
a+bx, en donde y = érea, a = intercepto en el eje y, x= concentracién, b= pendiente. Los
métodos implementados para las tres matrices demostraron ser lineales, lo que significa que
la respuesta otorgada por el espectrometro de masas expresada como area ratio (relacion del
area cuantificada del analito de interés y del estdndar interno), es proporcional a la
concentracion de analito presente en la muestra y por lo tanto, se puede concluir que los
métodos son cuantitativos.

Para la recuperacion de las metodologias, la cual refleja la extraccion del analito a partir de
la matriz bioldgica. Las recuperaciones de todos los analitos en las tres matrices se encuentran
dentro de los rangos de aceptacion segun la decision 657/2002 de la UE que fija un rango
entre 80 y 110% para las concentraciones de trabajo. Siendo un 85% y un 110% la menor y
mayor porcentaje de recuperacion respectivamente para los cuatro analitos en las tres
matrices. Esto indica que los métodos poseen una buena capacidad de extraccion del analito
a partir de las matrices bioldgicas estudiadas.

La precision se evalué por medio de la reproducibilidad intralaboratorio y la repetibilidad.
Para el caso de la reproducibilidad, que corresponde a la precision bajo condiciones de trabajo
diferente, se realizaron seis curvas a concentraciones de 20, 100 y 200 pg kg realizadas en
dos dias diferentes, por dos analistas diferentes y con distintos lotes de reactivos y solventes.
En cambio para la reproducibilidad que corresponde a la precision bajo las mismas
condiciones de trabajo, se realizaron las mismas seis curvas en las mismas concentraciones,
pero el mismo dia, por el mismo analista y el mismo lote de reactivos y solventes. Los

resultados para todos los analitos en las tres matrices cumplen con el criterio de aceptacion,
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el cual determina un CV (%) para la reproducibilidad menor a un 35% para las
concentraciones de trabajo y la repetibilidad menor o igual a la reproducibilidad.

Con los resultados obtenidos se puede afirmar que el método es reproducible y repetitivo y
por lo tanto preciso, ya que no existen variaciones importantes en la recuperacion de los
métodos al ser realizados en diferentes dias, por diferentes analistas y distintos lotes de
solventes/reactivos.

Las concentraciones de trabajo escogidas para esta validacion, se determinaron segun los
LMR establecidos por la Unién Europea para musculo de 100 pg kg (CE, 2009a). Estos
LMR son los mismos establecidos para Chile en el reglamento sanitario de los alimentos en
la resolucion exenta N°551/2014 que fija los limites maximos residuales (Chile. Ministerio
de Salud, 2014).

La importancia de este estudio es que mediante la implementacion y validacién de las
metodologias analiticas es posible detectar estos antimicrobianos en pluma, musculo e higado
de forma confiable y precisa, constituyendo la base del estudio de deplecion en las tres
matrices. En los Anexos 5, 6 y 7 se muestran los resimenes de validacion para cada matriz
de trabajo, junto con las especificaciones analiticas.

En cuanto a los estudios de deplecion, en la actualidad existen diferentes estudios de estas
drogas en diferentes productos de la industria avicola, como el estudio realizado por Zhang
et al., 2008 en donde ese grupo de investigadores determinaron FF y FFA en musculo de
pollo, y el estudio realizado por Filazi et al. (2014) en donde detectaron estos mismos
analitos en huevo. Sin embargo a la fecha no existe ningun estudio realizado en plumas de
aves de engorda que relacione ademas las concentraciones detectables en los tejidos
comestibles.

Por lo tanto este es el primer estudio que evalla el comportamiento de este antibiotico en la
matriz plumas, y su comparacion con las concentraciones detectadas en los tejidos
comestibles. Estos resultados son importante y contribuyen a otras publicaciones sobre este
tema realizados por San Martin et al., (2007), Cornejo et al., (2010) y Cornejo et al., (2012)
en donde realizaron estudios de deplecion de fluroquinolonas en tejidos de pollos y
bioacumulacion en plumas, demuestran que la concentraciones de antimicrobianos de esta
familia se acumulan en concentraciones mayores que las presentes en los tejidos, por

periodos de tiempo més prolongados, una vez finaliza la terapia y respetados los periodos de
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resguardo establecidos para las formulaciones empleadas. Es por esto que es importante no
solo determinar la concentracion y acumulacion de residuos en plumas, si no relacionarla con
concentraciones cuantificadas en tejidos comestibles.

La importancia de estudiar las concentraciones de antimicrobianos presentes en las plumas
es que estos subproductos son incorporados como harinas en la alimentacion de otros
animales. De esta forma se describe que son parte de la alimentacion de otros animales
destinados a consumo humano. Se calcula que del peso vivo de los pollos producidos,
aproximadamente el 37% no se consume directamente por los seres humanos convirtiéndose
en fuente de materia prima utilizada para piensos (Meeker y Hamilton, 2006; Divakala et al.,
2009). Considerando que en chile se produjeron 567.004,20 toneladas de carne de pollo en
el aflo 2014 (APA, 2015), la cantidad de subproductos producidos es importante. Como
ejemplo en EEUU se produjo 604 millones de kg de harina de plumas de los que se exportd
un 12% aproximadamente y el 84% restante se utiliz6 en el pais (Swisher, 2008). Este aspecto
cobra relevancia ya que existe evidencia de que concentraciones de antibioticos permanecen
en las harinas de plumas, es decir después del procesamiento de hidrolisis de las plumas. En
un estudio realizado por un grupo de investigadores (Love et al., 2012) en donde se
muestrearon directamente las harinas de plumas se detectaron en todas las muestras al menos
2 familias de antimicrobianos.

De esta forma, las plumas son una fuente importante en la ruta de reingreso de residuos de
antimicrobianos a la cadena alimenticia, convirtiéndose en un riesgo para la salud publica,
principalmente por el desarrollo de resistencia a los antimicrobianos.

En este estudio se observa que la deplecion de FF y FFA, en plumas de pollos broiler, fue
lenta, observandose una declinacién de la concentraciones de florfenicol y florfenicol amina
de acuerdo a los puntos de muestreo que correspondieron a los dias 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35
y 40 post-tratamiento. De esta forma se evidenciaron concentraciones detectables durante
todo el estudio, permaneciendo sobre los 100 pg kg (LMR establecido para musculo).
Comparando estos resultados con los obtenidos en los tejidos comestibles, se puede afirmar
gue en el momento en el cual las concentraciones de florfenicol y florfenicol amina en los
tejidos comestibles (musculo e higado) se encuentran por debajo de los LMR permisibles o

incluso en concentraciones no detectables por la metodologia analitica, en las plumas es
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posible detectar y cuantificar estos analitos. Inclusive estas concentraciones sobrepasan a los
LMR establecidos para masculo.

Por su parte estas altas concentraciones detectadas en plumas no pueden ser atribuidas a
contaminacion externa, ya que las aves fueron criadas en jaulas de piso elevado, evitando
contaminacion fecal, el alimento no fue medicado y analizado previamente ante la presencia
de residuos de antibidticos. Es por este motivo que estas altas concentraciones podrian
explicarse por las caracteristicas farmacocinéticas del antibidtico, ya que es rapida y
eficientemente absorbido en el tracto gastrointestinal, es ampliamente distribuido a tejidos
extravasculares, y presenta buena penetracion tisular, con reabsorcién a nivel tubular
(Anadodn et al., 2008; Chang et al., 2010). En conjunto a esto las concentraciones a nivel de
tejidos no fueron detectadas y solo se observé en la matriz plumas, lo que se atribuye a que
el farmaco fue detectado directamente de esta matriz, y no se atribuye una contaminacién
externa a través de la glandula uropigial de las aves, la cual corresponde al dérgano
responsable de la produccion de una mezcla de &cidos grasos y ésteres que se distribuye en
el plumaje durante el acicalamiento (Sandilands et al., 2004). En conjunto a esto Cornejo et
al. (2010), sugieren que la generacion y cambio de plumaje determinarian la cinética de los
farmacos en plumas, ya que durante la madurez, los pollitos experimentan un cierto nimero
de cambios de plumaje.

Considerando la evidencia cientifica y los resultados obtenidos en este estudio se puede
afirmar que existe traspaso de concentraciones del antibiético florfenicol a las plumas. Es por
este motivo y teniendo en cuenta la importancia para la Salud Publica, estos residuos podrian
ser un riesgo ante la posibilidad de generar efectos adversos sobre la poblacion, ya que son
una fuente potencial de reingreso de antibi6ticos a la cadena alimenticia, al ser utilizadas en
la alimentacion de otras especies productivas como harina de plumas. Ademas de esto es
importante considerar la posible contaminacion medioambiental, al ser utilizadas como
fertilizante.

Es por este motivo que se debe seguir investigando la ruta de reingreso de residuos de otras
familias de antimicrobianos a través de la cadena alimentaria y su relacion con las

concentraciones presentes en los tejidos.
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CONCLUSIONES

La cromatografia liquida de alta resolucién asociada a espectrometria de masas (HPLC-
MS/MS), es una herramienta altamente selectiva, especifica, y confirmatoria, que permite la

deteccidn y cuantificacion de estos analitos en las tres matices de estudio.

El estudio de deplecion muestra que el antimicrobiano Florfenicol y su metabolito activo
florfenicol amina podrian perdurar en las plumas por un periodo prolongado, permaneciendo
en concentraciones iguales o mayores al LD (20 pg kg™t) hasta los 99 dias post-tratamiento
con un 95% de confianza. Este aspecto es de gran relevancia, debido a que las plumas son
utilizadas para la alimentacion de otras especies productivas, es por este motivo que es
necesario que se monitoree y fiscalice el uso de piensos que contengan derivados de plumas,

para asi evitar el reingreso de residuos farmacoldgicos en la cadena alimenticia.

Los resultados obtenidos a partir este estudio de investigacion sustenta la suposicion de un
posible traspaso de residuos antimicrobianos a la cadena alimenticia, mediante la matriz
plumas y se confirma la hipotesis planteada de que residuos de florfenicol y su metabolito
activo florfenicol amina se mantienen en plumas de pollos broiler tratados con este
antimicrobiano, en concentraciones mayores y por tiempos mas prolongados que en los

tejidos comestibles (musculo e higado)

Considerando los datos obtenidos en el presente estudio, un futuro estudio sobre la harina de
plumas ya procesadas podria mostrar y determinar el comportamiento de estos
antimicrobianos una vez procesada esta matriz. De este misma forma la matriz pluma podria
contribuir a la deteccion de otros residuos de forma no invasiva, ya que se puede inferir que
estas estructuras por sus caracteristicas, podrian bioacumular tanto diferentes medicamentos

de uso veterinario como sustancias prohibidas.
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ANEXOS

Anexo N° 1. Certificado del Comité de Bioseguridad de la Facultad de Ciencias Veterinaria

y Pecuarias de la Universidad de Chile, que estipula las medidas de bioseguridad para el

trabajo en terreno y el laboratorio.

Facultad de Ciencias Vaterinarias v Peouarias

CERTIFICADO N° 40
Santiago 21 de Noviembre 2014

El Comité de Bioseguridad de la Facultad de Ciendias Veterinarias y Peq;aﬂas de la
Universidad de Chile, ha revisade el proyecto  titulado: "Evaluation of The
bioaccumulation of antimicroblal residues in feathers of broiler chickens treated with
commercial pharmaceutical formulations and their relation with the mncamton of
these residues in edible tssues.” cuya Investigadora Responsable es la Dra. Javiera
Cornejo K., y que fue presentado al concurso FONDECYT de Iniciacion 2014,

En el proyecto se estipulan entre otras las siguientes medidas de Biosaguridad:

1.- Uso de vestimenta y mascarilla adecuada para realizar el trabajo en terrenc y para
el trabajo en laboratorio. Se le realizara induccién al personal sobre medidas de
bicseguridad.

7 - Los animales serén manejados por médicos veterinarios o memoristas supervisados
con la vestimenta y medidas de manejo adecuadas.

3.- La eliminacion de residuos toxicos se hard siguiendo las normas de bioseguridad y
mediante los protocoios que realiza el Laboratorio FARMAVET.

4.- Se realizard desinfeccidn con desinfectantes adecuados y en las concentraciones
adecuadas.

E.- Se wlillzardn campanas de extraccidn y proteccidn adecuads para el trabajo con
solventes y reactivos toxicos.

&.- Las carcasas y drganos de los animales seran incineradas.

El proyecto fue revisado en base a las especificaciones contenidas en el “Manual de
Normas de Bioseguridad™ editado par CONICYT versién 2008 y que previenen |os
riesgos para las personas, los animales y el medioambiente.

LISETTE %ERREEE

Coordinadora
Comité de Bloseguridad
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Anexo N° 2. Certificado del Comité de Bioética de la Facultad de Ciencias Veterinarias y

Pecuarias de la Universidad de Chile, para el uso de animales experimentales.

UNIVERSIDAD DE CHILE

Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias
Comité de Bioftica Animal

Santiago, 20 de noviembre de 2014

CERTIFICADO N° 23-2014

En relacién con los procedimientos propuestos para el uso de animales
experimentales, tenida a la vista la metodologia del Proyecto: “Evaluation
of the bioaccumulation of antimicrobial residues in feathers of broiler
chickens treated with commercial pharmaceutical formulations and
their relation with the concentration of these residues in edible
tissues”. Dicho proyecto serd financiado por el Laboratorio  de
Farmacologia Veterinaria de la Universidad de Chile, donde el Investigador
Responsable serd la Dra. Javiera Cornejo K., v sus detalles contenidos en
el Formulario para obtencion de certificado de Comité de Bioética de la
Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile,
este Comité certifica que el Proyecto satisface lo estipulado en la guia de
principios  directrices internacionales para el uso de amimales en
investigacién biomédica, elaborada por el Consejo para las Organizaciones
Internacionales de las Ciencias Biomédicas, adecuada y adoptada por este
Comité, ¥ se ajusta a la legislacién chilena vigente sobre la materia,
incluida la Norma NCh 324-2011.

A este respecto este Comité entiende que el Investigador Responsable
utilizard aves Ross 308 (total de 224) que serdn mantenidos en la Unidad de
Patologia Aviar de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la
Universidad de Chile. Al término del estudio las aves seréin eutanasiadas
de acuerdo a lo especificado en el formulario y segin las recomendaciones
de AVMA (2013) por personal competente.

GRS /} [ / .
- m,jF:'tT‘--:l - ._,_.i.%__f‘
. Tamara Tadigh G{ —————=__ ? . Sagtiago Urcelay V.
Director ' i residente
Comité de Bioética Animat—=22=" omijté de Bioética Animal
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Anexo 3. Metodologia analitica para extraccion de FF y FFA a partir de la matriz pluma.

Deteccion de FF y FFA en plumas mediante

HPLC-MS/MS

Metodologia de extraccion:

Pesar 2 + 0,02 gr. de muestra en tubo tipo Falcon de 50 ml.

Agregar estandar interno (CAF d-5) a todas las muestras y fortificados.
Agregar 20 ml de Acetona.

Agregar 20 ml de agua HPLC.

Agitar por 10 min en vortex.

Sonicar 5 min y dejar reposar por 5 min.

Agitar por 10 min en vortex.

Centrifugar por 5 min a 4000 rpm.

© 00 N o g bk~ wbhPE

Utilizando lana de vidrio y filtros millex en jeringas de 50 ml, filtrar el contenido a
otro tubo tipo Falcon de 50 ml.

10. Agregar 15 ml de Diclorometano.

11. Agitar por 5 min en vortex.

12. Centrifugar por 5 min a 4000 rpm.

13. Descartar la fase superior.

14. Evaporar la fase inferior bajo flujo suave de nitrégeno en bafio de agua a 40 - 50°C.
15. Reconstituir con 700 pl de solucién metanol/agua en relacion 7:3.

16. Agregar 1 ml de hexano.

17. Agitar por 5 min en vortex.

18. Sonicar por 5 min.

19. Centrifugar por 10 min a 3000 rpm.

20. Pasar 700 pl de la fase inferior a un microtubo Eppendorf de 1,5 ml.

21. Centrifugar por 10 min a 13500 rpm.

22. Utilizando una jeringa de 1 ml con filtro millex, traspasar a un vial rotulado.

46



Anexo 4. Metodologia analitica para extraccion de FF y FFA a partir de tejidos comestibles.

Deteccion de FF y FFA en tejidos comestibles (musculo e higado) mediante

HPLC-MS/MS

Metodologia de extraccion:

1. Pesar 2 + 0,02 gr. de muestra en tubo tipo Falcon de 50 ml.

2. Agregar estandar interno (CAF d-5) a todas las muestras y fortificados.

w

Agregar 10 ml de agua HPLC y agitar manualmente (suave). (5 ml en el caso de
musculo)

Agregar 10 ml de Acetona.

Agitar por 10 min en vortex.

Sonicar 5 min y dejar reposar por 5 min.

Agitar por 2 min en vortex.

Centrifugar por 5 min a 4000 rpm.

© o N o 0 B~

Sacar todo el sobrenadante y traspasar a otro tubo de 50 ml.

10. Agregar 5 ml de Diclorometano.

11. Agitar por 5 min en vortex.

12. Centrifugar por 5 min a 3000 rpm*.

13. Descartar la fase superior.

14. Evaporar la fase inferior bajo flujo suave de nitrégeno en bafio de agua a 40 - 50°C.
15. Reconstituir con 700 pl de solucion metanol/agua en relacion 7:3.

16. Agregar 1 ml de hexano.

17. Agitar por 5 min en vortex.

18. Sonicar por 5 min.

19. Centrifugar por 5 min a 2000 rpm.

20. Pasar 700 pl de la fase inferior a un microtubo Eppendorf de 1,5 ml.

21. Centrifugar por 10 min a 13500 rpm.

22. Traspasar a vial de vidrio rotulado usando filtro millex.

*La centrifugacion se debe hacer inmediatamente después de la agitacion, sin dejar

pasar mucho tiempo entre los dos pasos, para evitar que la muestra emulsione.
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Anexo 5. Tabla resumen validacion método analitico para deteccion de florfenicol y

florfenicol amina en plumas de pollo broiler.

Resumen Validacion Florfenicol y Flornicol Amina

Especificaciones analiticas

Meétodo analitico

Florfenicol en plumas

Analito Florfenicol y Florfenicol amina
Matriz/especie Plumas/pollo broiler
Equipo HPLC
Detector MS/MS
Columna Synergi 4u fusion RP 302 50 x 2.0 mm.
Fase movil Fase A: cido acético al 0,1% en agua. Fase B: acido acético
al 0,1% en agua/metanol 1:9
VALIDACION
Parametros Resultados

1. Tiempo de retencion
(TR)

FF (356,0/336,0): 1.4 min (promedio)/ CV: 2.76%
FFA (248,0/230,0): 1.07min / CV: 0.70%

2. Especificidad

No hay interferentes en el TR de los analitos

3. Limite de deteccion

FF: 20 ng/gr.

(LD) FFA: 20 ng/gr.
4. Limite de cuantificacion FF: 24.4 ng/gr.
(LC) FFA: 24.5 ng/gr.

5. Linealidad de la curva

de calibracién

FF: R2> 0,99 / CV de las pendientes: 0.04%
FFA: R2> 0,99/ CV de las pendientes: 0.14%

6. Recuperacion

(promedio)

FF: 20 ng/gr: 100%; 100 ng/gr: 99%; 200 ng/gr: 100%
FFA: 20 ng/gr: 102%; 100 ng/gr: 99%; 200 ng/gr: 100%

7. Precision :

7.1. Repetibilidad (CV %)

FF: 20 ng/gr: 10.1%; 100 ng/gr: 3.6%; 200 ng/gr: 0.8%
FFA: 20 ng/gr: 15.6%; 100 ng/gr: 5.8%; 200 ng/gr: 1.3%

7.2. Reproducibilidad (CV
%)

FF: 20 ng/gr: 19.4%; 100 ng/gr: 5.8%; 200 ng/gr: 1.4%
FFA: 20 ng/gr: 20.8%; 100 ng/gr: 9.3%; 200 ng/gr: 1.9%
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Anexo 6. Tabla resumen validacion método analitico para deteccion de florfenicol y

florfenicol amina en masculo de pollo broiler.

Resumen Validacion Florfenicol y Flornicol Amina

Especificaciones analiticas

Meétodo analitico

Florfenicol en musculo

Analito Florfenicol y Florfenicol amina
Matriz/especie musculo/pollo broiler
Equipo HPLC
Detector MS/MS
Columna Synergi 4u fusion RP 302 50 x 2.0 mm.
Fase movil Fase A: &cido acético al 0,1% en agua. Fase B: acido acético
al 0,1% en agua/metanol 1:9
VALIDACION
Pardmetros Resultados

1. Tiempo de retencion
(TR)

FF (356,0/336,0): 1.4 min (promedio)/ CV: 2.76%
FFA (248,0/230,0): 1.07min / CV: 0.70%

2. Especificidad

No hay interferentes en el TR de los analitos

3. Limite de deteccion

FF: 20 ng/gr.

(LD) FFA: 20 ng/gr.
4. Limite de cuantificacion FF: 21.7 ng/gr.
(LC) FFA: 24.2 ng/gr.

5. Linealidad de la curva

de calibracion

FF: R2>0.98/ CV de las pendientes: 0.29%
FFA: R2>0.96 / CV de las pendientes: 1.49%

6. Recuperacion

(promedio)

FF: 20 ng/gr: 85%; 100 ng/gr: 105%; 200 ng/gr: 98%
FFA: 20 ng/gr: 100%; 100 ng/gr: 99%; 200 ng/gr: 100%

7. Precision :

7.1. Repetibilidad (CV %)

FF: 20 ng/gr: 18.6%; 100 ng/gr: 4.6%; 200 ng/gr: 1.2%
FFA: 20 ng/gr: 10.6%; 100 ng/gr: 3.1%; 200 ng/gr: 0.7%

7.2. Reproducibilidad (CV
%)

FF: 20 ng/gr: 23.6%; 100 ng/gr: 7.3%; 200 ng/gr: 1.7%
FFA: 20 ng/gr: 17.7%; 100 ng/gr: 6.1%; 200 ng/gr: 1.4%
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Anexo 7. Tabla resumen validacion método analitico para deteccion de florfenicol y

florfenicol amina en higado de pollo broiler.

Resumen Validacion Florfenicol y Flornicol Amina

Especificaciones analiticas

Meétodo analitico

Florfenicol en higado

Analito Florfenicol y Florfenicol amina
Matriz/especie Higado/pollo broiler
Equipo HPLC
Detector MS/MS
Columna Synergi 4u fusion RP 302 50 x 2.0 mm.
Fase movil Fase A: cido acético al 0,1% en agua. Fase B: acido acético
al 0,1% en agua/metanol 1:9
VALIDACION
Parametros Resultados

1. Tiempo de retencion
(TR)

FF (356,0/336,0): 1.4 min (promedio)/ CV: 2.76%
FFA (248,0/230,0): 1.07min/ CV: 0.70%

2. Especificidad

No hay interferentes en el TR de los analitos

3. Limite de deteccion

FF: 20 ng/gr.

(LD) FFA: 20 ng/gr.
4. Limite de cuantificacion FF: 21.2 ng/gr.
(LC) FFA: 22.8 ng/gr.

5. Linealidad de la curva

de calibracién

FF: R2>0.96/ CV de las pendientes: 1.71%
FFA: R2>0.97/ CV de las pendientes: 1.15%

6. Recuperacion

(promedio)

FF: 20 ng/gr: 106%; 100 ng/gr: 97%; 200 ng/gr: 100%
FFA: 20 ng/gr: 110%; 100 ng/gr: 96%; 200 ng/gr: 100%

7. Precision :

7.1. Repetibilidad (CV %)

FF: 20 ng/gr: 3.8%; 100 ng/gr: 1.6%; 200 ng/gr: 0.4%
FFA: 20 ng/gr: 7.2%; 100 ng/gr: 3.0%; 200 ng/gr: 0.6%

7.2. Reproducibilidad (CV
%)

FF: 20 ng/gr: 13.1%; 100 ng/gr: 4.6%; 200 ng/gr: 1.0%
FFA: 20 ng/gr: 24.4%; 100 ng/gr: 11.2%; 200 ng/gr: 2.3%
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