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RESUMEN

Los antimicrobianos en animales productivos son la principal herramienta terapéutica
para combatir enfermedades bacterianas, sin embargo su uso incorrecto puede derivar
en la presencia de residuos en los productos y subproductos de origen animal. Cuando
sobrepasan los Limites Maximos Residuales (LMR) son un riesgo para la salud de la
poblacion y una causa del aumento de la resistencia microbiana. Las plumas como
subproducto son utilizadas en piensos y segun estudios previos acumulan residuos
antimicrobianos, de esta forma son una ruta de reingreso de residuos antimicrobianos a
través de la cadena alimentaria. Para comparar concentraciones presentes de
tetraciclinas en plumas con las de los tejidos, es imprescindible la validacion de las
metodologias analiticas implementadas para la deteccion de Tetraciclinas en estas
matices por lo cual el objetivo del estudio fue validar metodologias analiticas mediante
cromatografia liquida acoplado a detector de masas (LC-MS/MS) para detectar y
cuantificar Oxitetraciclina, Clortetraciclina y sus metabolitos activos en plumas,
musculo e higado. Se utilizaron 20 pollos broiler criados con una dieta libre de
antimicrobianos. El analisis fue mediante LC-MS/MS, utilizando columnas de
extraccion en fase solida OASIS™ HLB y sep-pak C18. Los resultados indican que las
metodologias implementadas son validas ya que cumplen con los criterios descritos por
la FDA: VICH GL49 y la Directiva 2002/657/CE, siendo precisas, selectivas y lineales.
Todas las curvas presentaron un coeficiente de determinacion (R?) >0,95 y una
recuperacion para todos los analitos mayor a 90%. Mediante las metodologias validadas
es posible detectar y cuantificar tetraciclinas, en las tres matrices con un limite de

deteccion de 20 pg/kg™.

Palabras clave: Validacibn Metodologias Analiticas, Residuos, Tetraciclinas,
Plumas, LC MS/MS.
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ABSTRACT

Antimicrobials in livestock are the main therapeutic tool for the combat of bacterial
diseases, however the inadequate use may result in the presence of residues in animal
edible and non-edible (byproducts) tissues. When exceeding Maximum Residue Limit
(MRL) are a risk to the health of the population and a cause of increased antimicrobial
resistance. Among the byproduct, feathers are used in feed and according to previous
studies can accumulate antimicrobial residues, in this way is a route re-entry of
antimicrobial residues via food chain. To compare concentrations of tetracycline present
in feathers with tissue, it is essential to validate analytical methodologies implemented
for the detection of tetracyclines in these matrices, so the aim of the study was to
validate analytical methodologies by liquid chromatography coupled to mass
spectrometry (LC-MS/MS) to detect and quantify Oxytetracycline, Chlortetracycline
and it's metabolites in feathers, muscle and liver. 20 broiler chickens were used, raised
with a diet free of antibiotics. The analysis was made by LC-MS / MS, using columns
of solid phase extraction OASIS™ HLB and sep-pak C18. The results indicate that the
implemented methods are valid because they meet the criteria described by the FDA:
VICH GL49 and Directive 2002/657 / EC, to be precise, selective and linear. All curves
showed a coefficient of determination (R?)> 0.95 and a recovery for all analytes greater
than 90%. By validated methods can detect and quantify Tetracyclines, in the three

matrices with a detection limit of 20 mg / kg™.

Keywords: Validation Analytical methodologies, Residues, Tetracyclines, Feathers,
LC-MS/MS.
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INTRODUCCION

Los antimicrobianos han sido empleados en las aves de corral desde los afios 1950's,
con el objetivo de tratar enfermedades bacterianas y asi mejorar la eficiencia de los
sistemas productivos. Si bien estos son una herramienta eficaz en el control y
tratamiento de diferentes patologias bacterianas tanto para los humanos como para los
animales, su uso no esta exento de riesgo cuando no son utilizados de la forma
adecuada. De esta forma, el uso incorrecto de estas drogas en animales productivos
puede derivar en la presencia de residuos de antimicrobianos en los productos o

subproductos de origen animal, constituyendo un riesgo para la salud puablica.

Cuando los residuos se encuentran por sobre los Limites Maximos Residuales (LMR),
se pueden producir diferentes efectos adversos en la poblacion humana, tales como:
efectos toxicos, como es el caso del cloranfenicol causante de la aplasia medular en
personas; efectos inmunolégicos (alergias), causados por algunos antimicrobianos como
los beta-lactdmicos; efectos carcindgenos, como por ejemplo los nitrofuranos por su
mecanismo genotdxico; y efectos sobre la microflora intestinal ya que residuos de
antimicrobianos contribuyen a una presion selectiva sobre los microorganismos del

tracto gastrointestinal, generando bacterias resistentes a estas drogas.

Segln la organizacién mundial de la salud (OMS) en su informe del afio 2014, la
resistencia antimicrobiana se ha transformado en un importante problema para la salud
publica, fundamentalmente cuando se origina frente a antimicrobianos de primera linea
de eleccién, ya que la principal amenaza es que a corto plazo no existiran

antimicrobianos para tratar este tipo de bacterias resistentes en la medicina humana

Para asegurar el uso correcto de los farmacos es necesario respetar el periodo de
resguardo (PR) del producto farmacéutico empleado en los animales de produccion.
Este periodo corresponde al lapso de tiempo que transcurre terminada la terapia hasta el
momento en que los animales son beneficiados, 1o 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, en el caso de los tejidos no
comestibles, como las plumas, existen estudios publicados que muestran que algunos
antimicrobianos como por ejemplo las fluorogquinolonas, pueden permanecer en estas en
altas concentraciones aun cuando ya han finalizados los PR y los residuos de esta droga

no son detectables en los tejidos comestibles.
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Este aspecto cobra relevancia si se considera 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

residuos de farmacos a la cadena alimenticia.

Dentro de los diferentes antimicrobianos empleados en la produccion avicola estan las
tetraciclinas. Estas son utilizadas por su espectro de accion sobre bacterias Gram
positivas, Gram negativas, Micoplasmas, Clamidias, entre otras. ES por esto, que es
necesario determinar las concentraciones de estos antimicrobianos presentes en plumas
y compararlas con las concentraciones detectadas en los tejidos comestibles de pollos

tratados.

Para poder realizar esta comparacion es fundamental contar con una metodologia
analitica validada que sea capaz de determinar tetraciclinas en las matrices plumas,
masculo e higado, ya que mediante este proceso se asegura el cumplimiento de los
requerimientos necesarios para que los resultados obtenidos sean confiables.

Por ese motivo, el objetivo de la presente memoria de titulo fue implementar, optimizar
y validar una metodologia analitica, con el fin de demostrar que el método seleccionado
para la deteccidon de tetraciclina en tejidos comestibles (musculo e higado) y plumas es
adecuado para su uso previsto en el laboratorio y que sus resultados seran confiables y

reproducibles.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Los antimicrobianos siguen siendo la principal herramienta terapéutica en el control de
patologias infecciosas de origen bacteriano en animales de produccién. Si bien estos
traen beneficios sanitarios y productivos, su uso debe ser de forma correcta, respetando
los periodos de resguardo para evitar la persistencia de residuos por sobre los Limites
Maximos Residuales (LMR) en los productos y subproductos de origen animal. (San
Martin, et al., 2014).

La permanencia de residuos de medicamentos veterinarios en alimentos destinados a
consumo humano por sobre los LMR establecidos, constituye un riesgo para la salud
publica, debido a diferentes efectos adversos sobre la salud humana. Entre estos se
encuentran los efectos toxicos directos, efectos inmunoldgicos (reacciones alérgicas),
mutagénesis, carcinogénesis, teratogénesis y efectos sobre la microflora intestinal, ya
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).
Ademas se ha evidenciado transferencia de bacterias resistentes y genes de resistencia
desde animales a humanos, principalmente de bacterias zoonéticas, como
Campylobacter spp. y Salmonella spp., donde los pollos y pavos son el reservorio

animal para ambas bacterias (Anderson et al., 2003).

Fairchild et al., (2005), investigaron los efectos de la administracion de tetraciclinas en
bacterias provenientes de aves comerciales como Enterococcus spp, E. coli y
Campylobacter spp. Observando en el estudio de sensibilidad que Enterococcus spp y
E. coli, presentaban resistencia a tetraciclinas, ademas estas bacterias incluian diferentes
genes de resistencia, en muestras obtenidas a partir de pollos expuestos y no expuestos

al tratamiento con este antimicrobiano.
Tetraciclinas: origen, espectro de accion y caracteristicas farmacocinéticas.

Dentro de los antimicrobianos utilizados en la industria avicola se encuentran las
tetraciclinas, las cuales fueron descubiertas en 1948 por Benjamin Duggar, como un
producto natural producido por la especie Streptomyces. Una de las caracteristicas mas
destacables de estos antimicrobianos es la presencia de un grupo funcional ceto-enol,
que le entrega la capacidad de quelar cationes divalentes. La clortetraciclina (CTC) y la

oxitetraciclina (OTC), son los primeros miembros de esta familia. Estos compuestos
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son empleados en medicina veterinaria y humana para el tratamiento de enfermedades
respiratorias y digestivas ya que poseen un espectro de accion frente a bacterias: Gram
positivos, Gram negativos aerobios, anaerobios, espiroquetas, Actinomyces, Rickettsias,

Clamidias, Micoplasmas y algunos protozoos (Prats et al., 2005; Cristofani et al., 2009).

La biodisponibilidad de las tetraciclinas por via oral es variable, siendo para la
clortetraciclina de un 30% y para la oxitetraciclina y tetraciclina de un 60 a 80%. La
mayor absorcién es en ayuno, y disminuye por la ingestion de sales de calcio e
hidroxido de aluminio, ente otros, debido a su propiedad quelante. Se distribuyen
ampliamente en el organismo encontrandose en orina y liquido prostatico y se acumulan
en células reticuloendoteliales del higado, bazo, médula dsea, huesos, dentina y esmalte
de los dientes (Patifio y Campos, 2008; Rang et al., 2012).

Asimismo, se ha descrito que las tetraciclinas pueden acumularse en piel y ufias de
humanos (Geria et al., 2009), razén por la cual se pueden encontrar también en plumas
de aves tratadas, ya que estas se encuentran formadas por queratina, proteina
fundamental de estas estructuras. Las plumas, asi como las ufias y pelo son estructuras

complementarias del sistema tegumentario (Bragulla y Homberger, 2009).

Para la produccion avicola, en nuestro pais se encuentran disponibles formulaciones
comerciales de OTC y CTC para su uso en aves de engorda, en las siguientes
patologias: colera aviar (por Pasteurella multocida), enfermedad crdnica respiratoria
(por Mycoplasma gallisepticum y Escherichia coli), coriza infecciosa (por Avibacterium
paragallinarum), salmonelosis, afecciones digestivas (por enterobacterias), sinovitis
infecciosa (por Mycoplasma synoviae), coliseptisemia y onfalitis (por Escherichia coli)
(SAG, 2014).

Situacion actual sobe los Limites Maximos Residuales (LMR) para OTCy CTC

En cuanto a la situacién actual sobre los LMR, la Union Europea establece para
tetraciclina (TC), OTC y CTC, concentraciones maximas de 100 pg/kg™? en musculo,
300 pug/kg? en higado y de 600 pg/kg™ en rifion de pollo (EMEA, 2005; CE, 2009b). En
Chile los LMR se encuentran establecidos en la Resolucién Exenta N° 551 del 2014, en
donde se fijan concentraciones maximas para musculo, higado y rifion, de 200, 600 y
1200 pg/kg™? (Chile, Ministerio de Salud, 2014).



Estudios de bioacumulacion de antimicrobianos en plumas y deplecidon en tejidos
comestibles de aves

Actualmente existen algunos estudios que han demostrado que concentraciones de
antimicrobianos pueden acumularse en las plumas de aves en niveles mayores y por
periodos méas prolongados que en los tejidos comestibles, finalizada la terapia y
respetados los periodos de resguardo establecidos para la formulacion 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
antimicrobiano, en comparacion a los tejidos comestibles (musculo, higado y rifion).
Ademas, en estudios recientes realizados por Cornejo et al., (2010), se encontraron altas
concentraciones de antimicrobianos presente en la matriz plumas, comparado con las
muestras de higado y musculo, una vez finalizado el periodo de resguardo calculado
para la formulacion. Asimismo se evidencia que la eliminacion de flumequina desde las
plumas fue mas lenta que en los otros tejidos. Sumado a esto, los resultados de Cornejo
et al.,, (2012) demuestran que los antimicrobianos enrofloxacino y su metabolito
ciprofloxacino  fueron transferidos a las plumas de aves tratadas, y que las
concentraciones de estos antimicrobianos 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 no fueron detectadas, con un limite

de deteccion de 1 pg/kg™.

Por su parte, otros autores como Heinrich et al., (2013) y Berendsen et al., (2013)
realizaron estudios, con los antimicrobianos ceftiofur y oxitetraciclina respectivamente,
y evidenciaron que residuos de estos farmacos se bioacumulan en las plumas de pollos
tratados, aun cuando se han respetado los periodos de resguardo y las concentraciones
de las drogas en musculo e higado eran menores a los LMR, o en concentraciones no

detectables.

Estos antecedentes demuestran que existe traspaso de concentraciones de
antimicrobianos a las plumas, lo cual representa un riesgo para la salud publica debido a
que son un subproducto que es reincorporado en la cadena alimenticia a través de las
dietas de otros animales, como es el caso de los peces (Arunlertaree y Moolthongnoi,
2008), por ser una fuente de aminoacidos de bajo costo para la elaboracion de dietas

destinadas a animales de produccién (Divakala et al., 2009). Cabe destacar que en el

J



afo 2008, Estados Unidos produjo 604 mil toneladas de harina de plumas de las cuales
se exportaron 74 mil toneladas (Swisher, 2008).

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 de diferentes estados de Estados Unidos (Arkansas, Carolina del Norte, Oregon,
California, Idaho, Tennessee) y de China (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 detector de masa. Estos investigadores
detectaron presencia de antimicrobianos en todas las muestras analizadas, encontrando
de 2 a 10 antimicrobianos en cada muestra. Se analizaron 6 familias de antimicrobianos,
con un total de 26 antimicrobianos distintos, encontrandose presencia de 17 de éstos; los
de mayor frecuencia fueron: sulfonamidas, macroélidos, fluoroquinolonas, tetraciclinas,

antagonistas del &cido folico y streptograminas.

Actualmente existen estudios de deplecion para tetraciclinas en diferentes matrices.
Anadon et al., (2013) cuantificaron clortetraciclina en higado, rifion y musculo de pollo
broiler, mientras que Mufioz et al., (2014) detectaron oxitetraciclina en huevo de
gallinas ponedores White Leghorn. Sin embargo a la fecha no existen estudios que
muestren la deplecion de residuos de tetraciclinas en tejidos comestibles (musculo e
higado) y su relacion con las concentraciones presentes en plumas de aves tratadas. Los
antecedentes presentados demuestran la necesidad de estudiar el comportamiento de

estos farmacos en esta matriz.

Para cumplir este objetivo, y entregar resultados que permitan cuantificar
concentraciones de tetraciclinas en las plumas de forma confiable y precisa, es de
fundamental importancia la seleccion de una metodologia analitica, asi como la

validacién del método seleccionado.

Para seleccionar un método analitico primero se deben definir los objetivos del estudio.
Para los fines de validacion es necesario la seleccion de un método con alta
especificidad y precision, dentro de éstos, los métodos mediante cromatografia liquida
acoplada a detector de masas cumplen con estas caracteristicas, debido a que es un
instrumento que detecta especificamente las masas precursoras de los analitos de interés
y las masas productos a partir de la fragmentacion de la masa precursora, en conjunto se

terminan los tiempos de retencion, es decir el momento en que aparecen los analitos en
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la corrida cromatografia. Es por esto que ademas ha sido empleado en estudios previos
en estas matrices realizados por San Martin et al., (2007), Cornejo et al., (2010),
Cornejo et al., (2012), Love et al., (2012), Berendsen et al., (2013) y Heinrich et al.,
(2013).

Validacion de metodologias analiticas

Por su parte, todo método analitico antes de ser empleado en un laboratorio para la
determinacion de residuos en alimentos, debe ser validado, ya que mediante este
proceso se determina que un método es confiable, preciso y selectivo, por lo tanto

adecuado para su uso en el laboratorio de acuerdo a los fines propuestos.

Existen diferentes organismos que establecen directivas para la validacion de los
métodos analiticos como el Codex Alimentarius, la FDA (Food and Drug
Administration) VICH GL49 validation of analytical methods used in residue depletion
studies (FDA, 2011) y la Comunidad Europea decision de la comision 2002/657/CE
(CE, 2002).

En esta memoria de titulo se implementaron, optimizaron y validaron metodologias
analiticas que permiten determinar y cuantificar oxitetraciclina, clortetraciclina y sus
mtablitos activos 4-epi-OTC y 4-epi-CTC en plumas y tejidos comestibles,

especificamente musculo e higado de pollos broiler.



OBJETIVO GENERAL

Implementar y validar metodologias analiticas por Cromatografia Liquida Acoplada a
Espectometro de Masas (LC MS/MS) para la deteccion y cuantificacion de
Oxitetraciclina (OTC), Clortetraciclina (CTC), 4-epi-OTC y 4-epi-CTC en tejidos

comestibles (musculo e higado) y plumas de aves.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Implementar y optimizar metodologias analiticas por LC MS/MS para le

deteccidn de tetraciclinas en las matrices musculo, higado y plumas.

2. Definir Limites de Deteccion (LD) y limites de Cuantificacion (LC) de los
métodos implementados por LC MS/MS para determinar tetraciclinas en tejidos

comestibles (musculo e higado) y plumas.

3. Validar los métodos analiticos por LC MS/MS para determinacion de OTC,
CTC y sus epimeros: 4-epi-OTC y 4-epi-CTC en tejidos comestibles (musculo e
higado) y plumas.



MATERIALES Y METODOS

La validacion de los métodos analiticos se realizd en el laboratorio FARMAVET de la
Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile. Acreditado
bajo las normas ISO 17025.0f2005. Ademéas 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, de acuerdo a las normas 1SO
17025.0f2005.

Implementacion de las metodologias analiticas

Para la implementacién de las metodologias analiticas para la deteccion de OTC, CTC,
4-epi-OTC y 4-epi-CTC en tejidos comestibles se utilizd6 como referencia el “Método
analitico para tetraciclinas en musculo por LC-MS/MS”, el cual se basa en la
combinacién dos metodologias analiticas publicadas por: Reveurs y Diaz (1994), Khong
et al., (2005) y Castellari et al., (2009). Por su parte, para la deteccion en la matriz
plumas se implementd un método analitico utilizando como referencia una metodologia
publicada: The disposition of oxytetracycline to feathers after poultry treatment.
(Berendsen et al., 2013).

Las muestras para las pruebas de los métodos analiticos implementos se obtuvieron a

partir de muestras comerciales de plumas, musculo e higado, libres de tetraciclinas.
Animales experimentales

Para la validacion del método se utilizaron 20 pollos broiler machos, de genética Ross
308, se escogieron aves de esta genética debido a que son una raza precoz, de buena
conversion alimenticia, gran rusticidad y adaptabilidad, y 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 ya que evitan una condicion de
engorde excesivo, lo que colabora al bienestar animal en las condiciones

experimentales.

Los animales experimentales fueron mantenidos desde el dia 1 de vida en baterias de
crianza, con condiciones ambientales controladas (25 + 5°C de temperatura, 50-60% de
humedad relativa), acceso ad libitum al agua y alimento no medicado. El alimento fue
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formulado de acuerdo a los requerimientos de la raza. Las jaulas contaron con un piso
de alambre elevado, con el fin de evitar la contaminacion con el contenido fecal. Las
aves fueron criadas y monitoreadas por un médico veterinario especialista en avicultura
y patologia aviar, en las dependencias del laboratorio de Patologia Aviar de la Facultad
de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile. Tanto para la
mantencién 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 y Pecuarias de la Universidad de Chile. El protocolo para el
manejo y supervision fue basado 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 proteccion
de los animales utilizados para fines cientificos (CE, 2010). Conjuntamente, para el
sacrificio de la aves, se respetd el Reglamento (CE) N° 1099/2009 relativo a la

proteccion de los animales en el momento de la matanza (CE, 2009a).
Obtencion de las muestras

Las muestras de plumas, musculo e higado fueron obtenidas inmediatamente después
del sacrificio de los animales experimentales. Las plumas fueron las primeras en ser
muestreadas para evitar contaminacion con los otros tejidos, posteriormente se
obtuvieron muestras de masculo a partir de la pechuga y pierna de las aves, el higado

fue muestreado por completo.

Las muestras fueron almacenadas individualmente en bolsas plasticas y debidamente

rotuladas, para su posterior procesamiento.
Procesamiento de las muestras

Tanto para la implementacidn y optimizacion de metodologias analiticas, como para el
analisis de las muestras para validacion, las muestras de tejido fueron procesadas en una
procesadora de alimento, previa eliminacién de la piel y grasa. Por otro lado las plumas
después de un tratamiento criogénico con nitrogeno liquido, fueron procesadas también
en una procesadora de alimento. Se utilizaron dos procesadoras, una para cada

experimento, para evitar la contaminacion cruzada entre las matrices.
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Reactivos y Estdndares

Para el analisis y cuantificacion de OTC, CTC, 4-epi-OTC y 4-epi-CTC en plumas,
musculo e higado se utilizaron estandares de pureza certificada Dr. Ehrenstorfer Gmbh,
Sigma Aldrich o equivalentes. Todos los solventes utilizados fueron grado High-
Performance Liquid Chromatography (HPLC). Como estadndar interno (EI) se utilizd
tetraciclina Isotdpica d-6 (TC-d6) de pureza certificada obtenida de Toronto Research
Chemicals (Canadd). ElI uso de un EI proporciona una medida de control para la
extraccion, inyeccion de la cromatografia liquida y la variabilidad de ionizacién. El
mejor patron interno para el analisis es una version marcada isotopicamente de la
molécula que se estd cuantificando. Por lo cual, en este estudio se utilizd6 un El

deuterado.

Para la determinacién de tetraciclinas en la matriz plumas se utilizaron los siguientes
reactivos y solventes: agua grado HPLC (Milipore o similar), metanol grado HPLC (J.T.
Baker o similar), &cido citrico monohidratado, fosfato de hidrogeno disédico
dihidratado, tampon &cido etilendinitrilotretraacetico (EDTA) (J.T. Baker o similar) y
columnas de extraccion en fase solida (SPE) OASIS™ HLB.

Para la determinacion de tetraciclinas en las matrices musculo e higado, se utilizaron los
siguientes reactivos y solventes: agua grado HPLC, acetonitrilo (ACN) grado HPLC
(Fisher o similar), metanol grado HPLC, 4cido oxalico grado analitico (P.A.) (J.T.
Baker o similar), &acido citrico monohidratado, fosfato de hidrogeno disddico
dihidratado, tampdn EDTA y columnas de SPE Sep-Pak C18.

Proceso de extraccion de tetraciclina desde las matrices bioldgicas

Para la extraccion de residuos desde la matriz plumas se pesaron 5 gr. de muestra a la
cual se le agrego el EI TC-d6. Para la extraccion se utilizé como solventes acetona y
tampon EDTA-Mcllvain, y consecutivamente la muestra fue agitada. Para la obtencion
del sobrenadante las muestras fueron centrifugadas, y la totalidad del sobrenadante fue
filtrado por una columna de SPE OASIS™ HLB (6cc) acondicionada previamente con
metanol, agua HPLC y Buffer EDTA-Mcllvain. Para la elucién de la columna se utilizé
metanol, el cual fue evaporado bajo flujo de nitrogeno suave entre 40-50°C. Finalmente
la reconstitucion de realizé con 250 pL de fase movil (&cido oxalico 0,01M/ACN, 5:1).
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Para la extraccién de los residuos desde las matrices musculo e higado se pesaron 10
gr. de muestra a la cual se le agregd el EI TC-d6. Se utiliz6 como solvente para la
extraccion tampon EDTA-Mcllvain y posteriormente la muestra se agit6. Para la
obtencion del sobrenadante las muestras fueron centrifugadas, en el caso especifico de
la matriz higado se adicion6 un paso en la limpieza de la muestra, en donde se adiciond
hexano. La totalidad del sobrenadante fue filtrado por una columna de SPE Sep-Pak
C18 acondicionada previamente con ACN y agua HPLC. Para la elucion de la columna
se utilizo acido oxalico 0,01 M en metanol, lo que fue evaporado bajo flujo de nitrégeno

suave entre 40-50°C. Finalmente la reconstitucion de realizé con 250 pL de fase movil.
Parametros para la validacion de metodologias analiticas

La validacion del método analitico se realiz6 siguiendo 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 generd un protocolo de validacion, el cual contempla
la evaluacion de diferentes parametros con el fin de que la metodologia sea valida para
su uso en el laboratorio FARMAVET de la Facultad de Ciencias Veterinarias y
pecuarias de la Universidad de Chile. Los pardmetros a evaluar para la validacion

corresponden a:

i. Tiempo de retencidn del analito: se analizaron seis repeticiones de droga pura.

Dentro de un mismo set de muestras se aceptd un coeficiente de variacion (CV) de

un 5% de variacion.

ii. Especificidad: se analizaron 20 muestras blanco de cada matriz, para visualizar si
existe interferencia en la region de interés en la cual se espera elusion de las

tetraciclinas.

iii. Limite de deteccion (LD): para determinar el LD 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 seleccionada se repitio 20 veces.

iv. Limite de cuantificacion (LC): al LD se le sum6 1,64 veces la desviacion estandar

de los resultados obtenidos en las 20 muestras fortificadas analizadas previamente.

Se acepto si este cumplia con que la relacion sefial ruido como minimo 10:1.
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v. Linealidad de la curva de calibracién: se utilizaron cinco concentraciones, siendo la

concentracion mas baja igual al LD, se realizaron tres curvas y un analisis de sus
pendientes. Se aceptaron los rangos de concentracion si el coeficiente de
determinacion (R%)>0,95 y el CV < 25%.

vi. Recuperacién: Para la determinacion de la recuperacion se seleccionaron 18
muestras de material en blanco, los cuales se fortifican en tres niveles (seis
muestras por cada nivel). Mediante el siguiente calculo se determind la

recuperacion para cada nivel de concentracion.

R (%) = Contenido medido x 100
Nivel de fortificado

Los niveles de recuperacion se aceptaron dentro de un rango de 70-110%, para las
concentraciones de trabajo, en la Tabla 1 se muestran los rangos de recuperacion

(%) segln la concentracion del analito.

Tabla. 1. Rango aceptable de recuperacion segun concentracion detectada de

analito mediante HPLC.

Concentracion del Analito Rango Aceptable de Recuperacion
<1 pug/kg -50% a +20%
>1 pg/kg <10 pg/kg -40 a +20%
>10 pg/kg <100 pg/kg -30% a +10%
>100 pg/kg -20% a +10%

Fuente: Decision de la comision 2002/657/CE (EC, 2002).
vii.  Precisidn: se obtuvo mediante la repetibilidad y la reproducibilidad intralaboratorio.

1. Repetibilidad: se eligieron 18 muestras blancos de diferentes fuentes y se
fortificaron al nivel de tres puntos de la curva de calibracion (seis muestras

fortificadas a cada nivel).

2. Reproducibilidad intralaboratorio: 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 diferentes analistas. El criterio de
aceptacion fue segln los CV méaximos aceptables para la fraccion de masa

del analito detectado, como se muestra en la Tabla 2.
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Tabla. 2. Maximo CV segun fraccion de masa del analito detectado mediante HPLC.

Fraccion de masa CV de Reproducibilidad
1 po/kg 35%
10 pg/kg 35%
100 pg/kg 23%
1000 pg/kg 16%

Fuente: Decision de la comision 2002/657/CE (EC, 2002).
Analisis Instrumental

Para el analisis instrumental se utiliz6 un cromatégrafo liquido, constituido por una
bomba cuaternaria, un autosampler y un horno de columna, (Agilent serie 3200)
acoplado a un espectrometro de masas de triple cuadrupolo (API 4000, ABSCIEX). La
columna analitica utilizada fue una C18 Sunfire (3,5mm x 2,1mm x 150 mm) obtenida
de Waters® y el software utilizado para la integracion de las muestras analizadas

consistio en un Aanalyst version 1.6.2.

La separacion cromatogréfica fue mediante un gradiente de fase mdvil de: acido
férmico en agua 0,1% (fase A) y &cido formico en metanol 0,1% (fase B), el flujo fue de
0,2 ml/min?, el volumen de inyeccion fue de 25 pl y la temperatura del horno de

columna de 30°C.

Este instrumento ha sido empleado para fines similares por San Martin et al., (2007) y
Cornejo et al., (2010, 2012), debido a su alta sensibilidad y especificidad.

Criterios de confirmacidn para muestras positivas y controles de calidad interno
por LC-MS/MS

Los criterios de confirmacion para la deteccion de los analitos OTC, CTC, 4-epi-OTC Y
4-epi-CTC detectado por LC MS/MS en muestras de plumas, musculo e higado son los

siguientes:

1- Tiempo de retencién del analito: EI tiempo de retencion del analito detectado en

una muestra no debe superar en un x 2,5% del tiempo de retencion del control.

2- Tiempo de retencion relativo: El cociente entre el tiempo de retencion del analito

y del EI, no supere en un £ 2,5% entre la muestra positiva y el control.
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3- Ratio: Primero se calcula el cociente entre la transicion minotaria y la transicion

mayoritaria, expresada en A veces.

Ratio = Area de transicién minoritaria

Area de transicion mayoritaria

Una vez obtenido el ratio, este se multiplica por 100 para ser expresado como
Intensidad Relativa:
Intensidad Relativa = Ratio x 100

Obtenida la intensidad relativa, tanto para las muestras detectadas como para los

controles, se compara con la tolerancia maxima de la Tabla 3.

Tabla. 3. Tolerancia maxima permitida segun intensidad relativa.

Intensidad Relativa (% del pico de base) Tolerancia méxima permitida
>50% +/-20%
>20%-50% +/-25%
>10%-20% +/-30%
<10% +/-50%

Fuente: Decision de la comision 2002/657/CE (EC, 2002).

A cada intensidad relativa le corresponde una tolerancia. Tal tolerancia se aplica

entonces al ratio del control, quedando:
Ratio control + Tolerancia
Luego, se compara si el ratio obtenido para una muestra positiva cae dentro del

intervalo de ratio de los controles. Cabe destacar que el ratio es siempre menor o igual a
1.

4- Sefial Ruido: Debe ser igual o mayor a 3 en la transicién minoritaria de una

muestra considerada positiva.

Luego la muestra es considerada positiva si cumple con los cuatro criterios de

confirmacion en forma simultanea y sera expresada en pg/kg™ (ppb).
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RESULTADOS
Objetivo Especifico N° 1:
Implementacion y optimizacion de las metodologias analiticas

Para implementar la metodologia analitica para la extraccion de tetraciclinas en plumas
se utiliz6 como base una referencia publicada, The disposition of oxytetracycline to

feathers after poultry treatment, de Berendsen et al., 2013.

Los cambios realizados para la optimizacion del método, se muestran en resumen en la
Tabla 4. Dentro de estos, el aumento de volumen de los solventes en la extraccion fue el

mas significativo para la recuperacion de los analitos desde la matriz.

Tabla. 4. Cambios para optimizacion de metodologia descrita Berendsen, et al. 2013,

para extraccion de tetraciclinas en plumas.

Cambios en metodologia Berendsen, et al. 2013 Resultados
Reduccidn del gramaje de la muestra Disminucién de la sensibilidad
Aumento del volumen de los solventes Aumento en la recuperacion
Cambio por columnas sep-pak C18 Disminucidn de la recuperacion
Adicion de reactivo tris (2-carbaxyethyl) phosphine
hydrochloride 98% (TCEP-HCL) Sin cambios en recuperacién

Por su parte el uso de cartuchos de extraccion SPE sep-pak C18 dio como resultado para
las curvas de calibracion un R? <0,95, por lo cual estas no presentaban una buena
linealidad comparadas con las curvas en donde la extraccion se realiz6 mediante
cartuchos OASIS HLB, descrita en el método, obteniendo un R? >0,95 para todos los

analitos de interés (Tabla 5y Figura 1).
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Tabla. 5. Coeficientes de determinacion (R?) por columnas SPE empleadas segun los
analitos de interés a partir de curvas de matriz fortificadas (pluma), en concentraciones
de trabajo de 20, 40, 80, 120 y 160 pg/kg™.

Coeficientes de Determinacion (R?)

Analito de Limpieza de muestra con Limpieza de muestra con
interés columnas SPE sep-pak C18 columnas SPE OASIS HLB
oTC 0,9168 0,9715
CTC 0,933 0,9812
4-epi-OTC 0,9222 0,9747
4-epi-CTC 0,8824 0,9581
(A) Curva de Calibracién OTC en Plumas (B) Curva Calibracion OTC en Plumas
i vt
8,234 9,234 *
% 8,10+ % 5,10
2 2 .
2,98 2,98
*
-0,14 T T T 1 —0,14 T T T 1
13,00 51,50 50,00 128,50 167,00 13,00 51 50 90,00 128,50 187,00
Concentracién (ppb) Concentracidn (pph)

Figura. 1. Curva de calibracion de 5 niveles de fortificacion (concentraciones de 20, 40-
80-120 y 160 pg/kg™) para el analito OTC. (A) Limpieza mediante columnas SPE sep-
pak C18 y (B) Extraccion mediante columnas SPE OASIS HLB.
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Ademaés para un mejor clean up de la muestra se adiciono el uso de filtros millex de 30
mm x 0,22 um, esto debido a la propiedad de la matriz, la que presenta mayor cantidad

de interferentes en comparacion a la matriz musculo.

En el caso de la matriz musculo se prob6 la metodologia analitica para tetraciclinas en
musculo por LC MS/MS del laboratorio FARMAVET, como el método se encuentra

estandarizado y validado para esta matriz no se realizé ninguna modificacion.

Por su parte para la matriz higado también se probd la metodologia analitica para
tetraciclinas en musculo por LC MS/MS del laboratorio FARMAVET. Sin embargo fue
necesario adicionar un paso en el clean up del método con hexano, debido a las
caracteristicas especificas de la matriz, la cual es la que presenta mayor porcentaje de

grasa, lo que actuaria como interferente en la lectura cromatogréfica.

Para determinar si las metodologias implementadas cumplian con el objetivo de
extraccion de los analitos de interés: OTC, CTC, 4-epi-OTC y 4-epi-CTC. Primero se
detectaron cromatograficamente estos analitos y posteriormente a partir de curvas de
calibracion en matriz fortificada a concentraciones de 20, 40, 80, 120 y 160 pg/kg?, se

cuantificaron y se determino la linealidad mediante la determinacion del R2.
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Objetivo especifico N° 2:

Definicion del Limite de deteccion (LD) y Limite de cuantificacion (LC) de los
métodos analiticos

Para la definicion del limite de deteccion se realizaron curvas de diferentes
concentraciones para determinar la concentracion en donde la relacion sefial ruido fuera
mayor a 3:1, con esto se determind un nivel para el limite de deteccion de 20 pg/kgten
la matriz plumas, musculo e higado. Determinado el limite de deteccion para las tres
matrices se establecieron las concentraciones de trabajo de 20, 40, 60, 80 y100 pg/kg™,
para realizar la validacion de las tres metodologias analiticas segun las recomendaciones
de La Unién 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). En el objetivo especifico N° 3 se valido el limite de deteccion y cuantificacion en

las tres matrices.
Objetivo especifico N° 3:
Validacion de las metodologias analiticas en plumas, musculo e higado

Tiempo de retencién del analito

El tiempo de retencion para las 6 inyecciones de droga pura se mantuvo constante en los
analisis presentando un CV menor al 5% de variacion, para los cuatro analitos de
interés, el promedio de los tiempos de retencion para OTC y su metabolito fue de 12,7
min y 8,2 min. respectivamente. Para el analito CTC y su metabolito fue de 14,6 y de
10,1 min, respectivamente. EI EI Tc-d6 mostro un promedio de 11,7 min. en los tiempos
de retencidn, en la Tabla 6 se muestra el promedio de los tiemposde retencién de las seis

inyecciones de droga pura con los respectivos CV.

Tabla. 6. Promedio de los tiempos de retencion y su CV% a partir de la inyeccion de
seis drogas puras segun los analitos de interés.

Analito Promedio de los tiempos de retencion (min.) CV%
0oTC 12,7 0,32
CTC 14,6 0,28

epi-0OTC 8,2 2,41

epi-CTC 10,1 2,3

TC-d6 11,7 0,96
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Especificidad

En cuanto a la especificad del método esta fue demostrada mediante el analisis de 20
muestras libres de antimicrobianos provenientes de distintas fuentes, para cada matriz.
Dentro del grupo de muestras analizadas, los resultados demostraron que no hay
presencia de interferentes en el tiempo de retencion de los cuatros analitos de interes. En
la Fig. 2 se muestra el cromatograma del analito OTC a partir de la inyeccion de una
droga pura. En las Fig. 3, 4 y 5 se muestran los cromatogramas a partir de muestras
libres de antimicrobianos en las matrices plumas, masculo e higado respectivamente, en

donde no se observan interferentes en los tiempos de retencion del analito OTC.

Sample N DF Savple O FIE ‘01213 0TC PATAS ZH -G MIT SampieName: OF Ganpe D Fle: 2010013 O1C PATAG ZHI1- 2015 W
Pk Name:"OTC. 4500 asies: 451 0002500 D Peak Name: "TCOSST Magsisi: 451 D04 6,000 D"
Camrent ™

AL —®

Fig. 2. Cromatograma de droga pura, representativo de 6 inyecciones (A) muestra peak
en el tiempo de retencidn del analito OTC (461.0/426.0). (B) muestra peak en el tiempo
de retencién del EI TC-d6 (451.0/416.0)
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Fig. 3. Cromatograma de la inyeccion de muestra negativa de pluma de pollo,
representativa de los 20 analisis (A) no existen interferentes en el tiempo de retencion
del analito OTC (461.0/426.0). (B) muestra peak en el tiempo de retencion del EI Tc-d6
(451.0/416.0).
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Fig. 4. Cromatograma de la inyeccién de muestra negativa de musculo de pollo,
representativa de los 20 analisis (A) no existen interferentes en el tiempo de retencion
del analito OTC (461.0/426.0). (B) muestra peak en el tiempo de retencion del EI Tc-d6
(451.0/416.0).
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Fig. 5. Cromatograma de la inyeccién de muestra negativa de higado de pollo,
representativa de los 20 analisis (A) no existen interferentes en el tiempo de retencion
del analito OTC (461.0/426.0). (B) muestra peak en el tiempo de retencion del EI Tc-d6
(451.0/416.0).
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Limite de deteccion (LD) y Limite de cuantificacion (LC)

Para la validacion del pardmetro se realizaron 20 repeticiones de la concentracion en
matriz fortificada. Se determiné el promedio, la desviacion estandar y el CV de las 20
repeticiones. Se aceptdé un CV% menor al 25%. Los resultados obtenidos cumplieron
con el criterio y se muestran en la Tabla 7.

Tabla. 7. Promedio, Des. Est. y CV% de las concentraciones cuantificadas de las 20

repeticiones de fortificados al LD para los analitos OTC, CTC, epi-OTC y epi-CTC en
las tres matrices (plumas, musculo e higado).

Promedio de

Analito concentraciones de las 20 Des. Est. CV %
repeticiones (g/kg™)
OTC 20,551 1,561 7,6
. CTC 18,965 0,931 4,91
Matriz Plumas
epi-0TC 14,833 2,581 17,40
epi-CTC 22,296 1,801 8,03
OTC 21,028 0,762 3,62
T 2 74
Matriz Musculo C ¢ 0,090 0,746 3,96
epi-0TC 19,030 0,275 1,45
epi-CTC 20,077 0,965 4,81
OTC 24,173 3,059 12,65
Lo CTC 21,122 3,369 15,95
Matriz Higado ]
epi-0TC 21,064 4,385 20,82
epi-CTC 20,075 4,708 23,45
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Para el célculo del LC, a la concentracion definida para el LD se le sumo 1,64 veces la
desviacion estandar de las concentraciones cuantificadas a partir de las 20 repeticiones
de los andlisis en matriz fortificada al LD. El parametro se aceptdé debido a que la
relacion sefial ruido fue mayor a 10:1. Los resultados por analito y matriz se muestran
en la Tabla 8.

Tabla. 8. Célculo del LC para los 4 analitos segin las matrices plumas, musculo e
higado.

Calculo LC (LD+1,64 DS

. -1
Analitos de las 20 repeticiones) LC (ne/ke)
oTC 20+1,64*1,561 22,5
. CTC 20+1,64*0,931 21,5
Matriz Plumas
epi-0OTC 20+1,64*2,581 24,2
epi-CTC 20+1,64*1,801 22,9
oTC 20+1,64*0,762 21,2
T 20+1,64*0,27 21,2
Matriz Musculo c1e 0+1,64%0,275 ’
epi-OTC 20+1,64*0,796 21,3
epi-CTC 20+1,64*0,965 21,6
OTC 20+1,64*3,059 25,0
L CTC 20+1,64*3,369 25,5
Matriz Higado ]
epi-OTC 20+1,64*4,385 27,2
epi-CTC 20+1,64*4,708 27,7
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Linealidad de la curva

En este estudio se realizaron tres curvas de calibracion de cinco niveles de
concentraciones: 20, 40, 60, 80 y 100 pg/kg™?, por cada una de las tres matrices, para
determinar la linealidad del método (Fig. 6, 7 y 8). La linealidad de las curvas de
calibracion fue aceptada debido a que el coeficiente de determinacion (R?) fue mayor a
0,95 en las tres matrices. El criterio de aceptacion es un R? 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, ya que cumplen con el criterio. EI R? y el CV% de las tres

curvas para cada analito por matriz se muestraen la Tabla 9.

Curva de Calibracion OTC en Plumas

y=0,5469x - 86592
R®=0,9924

48,347

38,27

24 201

12,134

0,06 T T T 1
16,00 38,00 60,00 82,00 104,00

Concentracian (ppb)

Fig. 6. Curva de calibracion de 5 niveles de fortificacion (concentraciones de 20, 40, 60,

80y 100 pg/kg™?) para el analito OTC, en matriz plumas.
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Curva de Calibracion OTC en Misculo
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Fig. 7. Curva de calibracion de 5 niveles de fortificacidn (concentraciones de 20, 40, 60,

80 y 100 pg/kg™?) para el analito OTC, en matriz musculo.

Curva Calibracion OTC en Higado
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Fig. 8. Curva de calibracion de 5 niveles de fortificacion (concentraciones de 20, 40, 60,

80y 100 pg/kg™?) para el analito OTC, en matriz higado.
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Tabla. 9. R> y CV% de las tres curvas de calibracion para los 4 analitos de interés,

segln matriz: plumas, musculo e higado a concentraciones de 20, 40, 60, 80 y 100

ug/kg™.

Matriz Analitos R? de las curvas de calibracion Prom. Des. Est. CV%

Curval Curva2 Curva3
oTC 0,9924 0,9822 0,9820 0,986 0,006 0,60%
Plumas CTC 0,9850 0,9689 0,9903 0,981 0,011 1,14%
epi-OTC 0,9740 0,9900 0,9910 0,985 0,010 0,97%
epi-CTC 0,9885 0,9886 0,9790 0,985 0,006 0,56%
oTC 0,9982 0,9961 0,9919 0,995 0,003 0,32%
CTC 0,9826 0,9965 0,9926 0,991 0,007 0,72%
Musculo epi-OTC 0,9948 0,9986 0,9965 0,997 0,002 0,19%
epi-CTC 0,9985 0,9998 0,9924 0,997 0,004 0,40%
oTC 0,9713 0,9672 0,9599 0,966 0,006 0,60%
Higado CTC 0,9610 0,9508 0,9680 0,960 0,009 0,90%
epi-OTC 0,9787 0,9826 0,9646 0,975 0,009 0,97%
epi-CTC 0,9620 0,9714 0,9591 0,964 0,006 0,67%
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Recuperacién

La recuperacion fue calculada con muestras blanco fortificadas en tres niveles de
concentraciones 20, 60 y 100 pg/kg-1. Los cuatro analitos detectados presentaron entre
un 92% y 107% de recuperacion con un CV de un 15,21% y 14%, respectivamente en
matriz plumas. En el caso de las muestras de musculo el rango de recuperacion que se
obtuvo fluctuo entre un 94% y 108% con un CV de un 9.57% y 8.3%, respectivamente
y en las muestras de higado se obtuvo una recuperacion entre un 93% y 108% con un
CV de un 12,87% y 8,37% respectivamente. En la Tabla 10, 11 y 12 se muestran los
promedios, desviacion estandar (DS) y CV% para todos los analitos segun la

concentracion de trabajo y la matriz fortificada.

De acuerdo a los valores determinados por la Decisién 657/2002 de la Uni6n Europea y
la FDA: VICH GL49. Se consider6 un rango aceptable de recuperacion para las
concentraciones de trabajo entre un 70 a 110%. Por lo tanto, las recuperaciones

obtenidas se aceptan ya que se cumple con el parametro de recuperacion.

Tabla. 10. Promedio, DS y CV de la recuperacion de tetraciclinas en matriz plumas
segun concentraciones de trabajo: 20, 60 y 100 ug/kg™.

Matriz Plumas

Concen_trfauon Analito Promedio fje las Des. Est. CV%
del fortificado recuperaciones

OoTC 96% 0,18 19
CTC 92% 0,14 15
20 Hgfkg-1 epi-OTC 107% 0,15 14
epi-CTC 103% 0,13 13
OoTC 103% 0,12 12
CTC 105% 0,10 9
60 hg/kg-1 epi-OTC 95% 0,10 11
epi-CTC 98% 0,09 9
OoTC 99% 0,04 4
CTC 98% 0,03 3
100 ng/kg-1 epi-OTC 101% 0,03 3
epi-CTC 101% 0,03 3
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Tabla. 11. Promedio, DS y CV de la recuperacion de tetraciclinas en matriz musculo
seguin concentraciones de trabajo: 20, 60 y 100 ug/kg™.

Matriz Musculo

Concentracion Promedio de las

e Analito ) Des. Est. CV%
del fortificado recuperaciones
OTC 104% 0,11 11
CTC 108% 0,09 8
2 kg-1 '
0 nokg epi-OTC 106% 0,08 8
epi-CTC 104% 0,08 8
OoTC 97% 0,07
60 pg/kg-1 (_:TC 94% 0,09 10
epi-OTC 95% 0,06 6
epi-CTC 97% 0,06 6
OoTC 100% 0,02 2
CTC 101% 0,03 3
100 pg/kg-1 epi-OTC 101% 0,02 2
epi-CTC 100% 0,02 2
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Tabla. 12. Promedio, DS y CV de la recuperacién de tetraciclinas en matriz higado

seguin concentraciones de trabajo: 20, 60 y 100 ug/kg™.

Matriz Higado

Concentr'a.uones Analitos Promedio Fie las Des. Est. V%
del fortificado recuperaciones

OTC 93% 0,12 13
20 el CTC 89% 0,14 16
ue/ke- epi-0TC 89% 0,05 5
epi-CTC 96% 0,08 8
oTC 105% 0,08 8
CcTC 1089 0,09 9

60 pg/kg-1 . ’ '
epi-0TC 107% 0,03 3
epi-CTC 103% 0,05 5
OTC 99% 0,02 2
CTC 98% 0,03 3

100 pg/kg-1

epi-OTC 98% 0,01 1
epi-CTC 99% 0,02 2
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Precisién

La precision se evalu6 mediante el andlisis 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, 60 y 100 pg/kg™. Se
calculo el promedio, la DS y el CV para cada nivel de fortificacion (Tabla 13), los
resultados se compararon con los resultados de las seis curvas realizadas para la
reproducibilidad intralaboratorio (Tabla 14), 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 y 60 pg/kg? y de un 23% de variacion
para la concentracion de 100 pg/kg™, para los 4 analitos detectados, como se especifica
en los criterios de validacion de la FDA: VICH GL49 validation of analytical methods
used in residue depletion studies (FDA, 2011) y de la Decision 657/2002 de la union
europea (EC, 2002). 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 15). Segun los resultados obtenidos

los pardmetros se aceptan, por lo cual el método descrito es preciso.
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Tabla. 13. Calculo del promedio, la DS y el CV de la repetibilidad para cada nivel de

fortificacion de los 4 analitos segin matrices plumas, musculo e higado.

Repetibilidad
Matriz Analito Concentracion Promedio Des. Est. CV%
pg/kg-1

20 18,2 2,91 16,00

oTC 60 63,7 0,09 9,13

100 98,1 0,03 2,95

20 20,4 2,66 13,03

epi-OTC 60 59,1 5,33 9,01

Plumas 100 100,3 2,82 2,81

20 22,1 1,79 8,11

CTC 60 55,9 3,58 6,41

100 102,1 1,79 1,76

20 21,8 1,87 8,61

epi-CTC 60 56,5 3,75 6,64

100 101,8 1,88 1,85

20 20,7 2,01 9,71

oTC 60 58,6 4,02 6,85

100 100,7 2,00 1,98

20 21,3 1,67 7,86

epi-OTC 60 57,4 3,35 5,83

, 100 101,3 1,69 1,67
Musculo

20 21,6 2,78 12,86

CTC 60 56,8 5,56 9,80

100 101,6 2,78 2,74

20 20,5 1,35 6,59

epi-CTC 60 58,9 2,71 4,59

100 100,5 1,38 1,37

20 18,6 0,13 13,08

oTC 60 62,7 0,08 7,77

100 98,6 0,02 2,47

20 17,7 0,16 15,53

epi-OTC 60 64,5 0,09 8,55

Higado 100 97,8 0,03 2,81

20 17,9 0,05 5,13

CTC 60 64,1 0,03 3,11

100 97,9 0,01 0,95

20 19,2 0,08 8,42

epi-CTC 60 61,6 0,05 5,23

100 99,2 0,02 1,62
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Tabla. 14. Calculo del promedio, la DS y el CV de la reproducibilidad intralaboratorio

para cada nivel de fortificacion de los 4 analitos segiin matrices plumas, musculo e

higado.
Reproducibilidad intralaboratorio
Matriz Analito Concentracion Promedio Des. Est. CV%
pg/kg-1
20 19,2 3,64 18,95
oTC 60 61,6 7,28 11,81
100 99,2 3,64 3,67
20 18,4 2,87 15,60
epi-OTC 60 63,2 5,74 9,08
Plumas 100 98,4 2,87 2,91
20 21,4 3,00 13,99
CTC 60 57,1 5,99 10,49
100 101,5 3,01 2,97
20 20,5 2,67 13,04
epi-CTC 60 58,9 5,36 9,11
100 100,5 2,68 2,66
20 20,6 2,09 10,17
oTC 60 58,9 4,19 7,11
100 102,2 3,34 3,26
20 20,0 2,11 10,56
epi-OTC 60 60,1 4,22 7,03
, 100 100,0 2,12 2,12
Musculo
20 21,5 2,64 12,24
CTC 60 56,9 5,27 9,26
100 101,6 2,63 2,59
20 20,9 1,87 8,94
epi-CTC 60 58,1 3,75 6,45
100 101,0 1,85 1,83
20 21,0 0,16 16,28
oTC 60 58,0 0,12 11,79
100 101,0 0,03 3,37
20 20,9 0,14 13,69
epi-OTC 60 58,2 0,10 9,86
Higado 100 100,9 0,03 2,85
20 20,4 0,15 15,06
CTC 60 59,1 0,10 10,41
100 100,4 0,03 3,05
20 22,4 0,09 8,57
epi-CTC 60 55,2 0,07 6,95
100 102,4 0,02 1,88
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Tabla. 15. Comparacién de los

CV de la

repetibilidad y

intralaboratorio, segun matrices plumas, musculo e higado.

reproducibilidad

CV%
Plumas Musculo Higado

20 16,0 19,0 9,7 10,2 13,1 16,3
oTC 60 9,1 11,8 6,9 7,1 78 11,8
100 2,9 3,7 2,0 3,3 2,5 3,4

20 13,0 15,6 7,9 10,6 15,5 13,7

epi-OTC 60 9,0 9.1 58 7.0 8,5 9,9
100 2,8 45 1,7 2,1 2,8 2,8

20 8,1 14,0 12,9 12,2 5,1 15,1
CTC 60 6,4 10,5 9,8 9,3 31 10,4
100 1,8 3,0 2,7 2,6 0,9 3,0

20 8,6 13,0 6,6 8,9 8,4 8,6

epi-CTC 60 6,6 9,1 4,6 6,5 5,2 7,0
100 1,9 2,7 14 1,8 1,6 1,9
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DISCUSION

Para la implementacion de las metodologias analiticas para la extraccion de las
tetraciclinas, oxitetraciclina, clortetraciclina y sus metabolitos activos a partir de
plumas, se utiliz6 como referencia una metodologia publicada por Berendsen et al.,
2013. Con el fin de optimizar el método se probaron diferentes modificaciones. La
optimizacion del método fue necesaria ya que las plumas son altamente complejas en su
procesamiento, debido a su estructura compuesta principalmente por queratina (Bragulla
y Homberger, 2009) y el contenido graso que presentan externamente, estas dos
caracteristicas ademas dificultan el proceso extraccion de los analitos de interés a partir
de esta matriz ya que le brindan un cierto grado de impermeabilidad (Kovalev, et al.,
2013).

Dentro de las diferentes modificaciones realizadas, la adicion del reactivo TCEP
utilizado en otras metodologias analiticas para la hidrolisis proteica por su capacidad de
romper enlaces disulfuro en solucion acuosa, no mostro diferencias en la recuperacion
de los analitos a partir de la matriz plumas, por lo cual no se utiliz6 en la optimizacion
de la metodologia. Por otra parte, se realizaron pruebas con cartuchos SPE sep-pak C18,
que corresponden a cartuchos de base silice, y con cartuchos SPE OASIS HLB, que
corresponden a columnas con un balance hidrofébico-lipdfilo. Estos ultimos,
entregaron recuperaciones mas altas, mejor retencién y selectividad. Asi, los resultados
obtenidos comprobaron que las columnas OASIS HLB presentan una mejor
recuperacion sobre todo a concentraciones mas altas de analito en plumas. Ademas los
resultados demuestran que el uso de cartuchos de extraccion en fase solida es de
importancia en la matriz plumas, ya que estas estructuras poseen un contenido de grasa
que las recubre externamente. Debido a que la glandula uropigial de las aves es el
organo responsable de la produccién de aceite para la practica de acicalamiento, esta
glandula secreta una sustancia cerosa que consiste en una mezcla de acidos grasos y
ésteres, que se distribuye en el plumaje durante el acicalamiento (Sandilands, et al.,

2004), lo que interfiriere en la lectura cromatogréfica.

La validacion de las metodologias analiticas se realizd bajo las condiciones del
laboratorio de FARMAVET, con el fin de demostrar que el método era apto para su uso
para el proposito determinado. A partir de las pruebas realizadas en matriz fortificada de
pluma, musculo e higado se defini6 un limite de deteccion de 20 ug/kg™ con una

relacién sefial ruido mayor a 3:1, para las tres matrices. EI CV (%) de las 20
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repeticiones al LD para las tres matrices fue menor a un 25%, cumpliendo con el criterio
de aceptacion del parametro establecido en la decision 657/2002 de la Unién 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 OTC, CTC, 4-epi-OTC y 4-epi-CTC 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 OTC, CTC, 4-epi-OTC y 4-epi-CTC en plumas,
musculo e higado a concentraciones iguales 0 mayores a 27,7 pg/kg™ para todos los
analitos en las tres matrices. Si la muestra presenta una concentraciéon 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.

Las curvas de calibracion se realizaron en intervalos de trabajo de 20, 40, 60, 80 y 100
ng/kg?, y presentaron una linealidad con un R? mayor a 0,95, cumpliendo el requisito
establecido en la decisién 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 = &rea, a = intercepto en
el eje y, x= concentracion, 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 estandar 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 para las tres matrices se
encuentran dentro de los rangos de aceptacion segun la decisién 657/2002 de la UE y de
la FDA que fija un rango entre 70 y 110% para las concentraciones de trabajo. Siendo
un 89% y un 108% 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.
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La precision se evalu6 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, 60 y
100 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, el cual determina un CV% para la
reproducibilidad de un 23% y 35% para las concentraciones de trabajo y la repetibilidad
menor o igual a la reproducibilidad. Cabe sefialar que para el analito CTC en la matriz
musculo esta relacién de repetibilidad menor a la reproducibilidad no se cumplio, sin
embargo se acepta el criterio debido a que no involucra un error en el metodo analitico,
es decir que no significa que la metodologia analitica no sea repetitiva ni reproducible,
si no que se puede explicar en base a que los dos analistas que realizaron la
reproducibilidad eran méas precisos en la extraccién y en particular este analito fue
recuperado con mayor precision. 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 union europea de 100 pg/kg?, 300 pg/kg?y 600 pg/kg?, en
las matrices musculo, higado y rifion respectivamente. Por su parte para Chile el
reglamento sanitario de los alimentos en la resolucién exenta N°551/2014 fija los
limites maximos residuales para musculo, higado y rifién de pollo de 200, 600 y 1200
ng/kg™ respectivamente (Chile. Ministerio de Salud. 2014). Sin embargo, para validar
las metodologias analiticas se utilizo una concentracion de 100 pg/kg™? como Gltimo
nivel de concentracién en las curvas de calibracion para las tres matrices, el cual
corresponde al LMR para musculo de pollo segun los limites establecidos en la Unién
Europea (CE, 2009b).

La importancia de este estudio es que mediante la implementacion y validacion de las

metodologias analiticas es posible detectar estos antimicrobianos en pluma, masculo e

higado de forma confiable y precisa, para asi poder realizar posteriormente estudios de
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deplecion en las tres matrices. Actualmente existen diferentes estudios de estas drogas
en diferentes productos de la industria avicola, como el estudio realizado por Anadon et
al., (2013) en donde cuantificaron CTC en higado, rifidbn y masculo de pollo broiler,
ellos detectaron residuos de estos antimicrobianos en higado y rifion en concentraciones
de 205,4 y 81,7 ng/kg respectivamente, pero no detectaron concentraciones de residuos
en musculo. En este estudio los analisis fueron realizados tres dias después terminado el
tratamiento. Por su parte Mufioz et al., (2014) detect6 OTC en huevo de gallinas
ponedoras en donde segun los resultados obtenidos indican que los periodos de
resguardo se encuentran influenciados por la biodisponibilidad oral, la distribucion, el
peso molecular y la solubilidad del farmaco y que estas propiedades influian en la

distribucién del farmaco en el huevo.

En cuanto a los subproductos existe informacién sobre residuos de OTC en plumas
Berendsen et al., (2013) analizaron segmentos de las plumas de pollos tratados con
oxitetraciclina, detectando el analito especificamente en la raquis de las plumas.

Sin embargo, a pesar de los resultados de estos estudios, es importante realizar una
comparacion de las concentraciones de tetraciclinas presentes en las plumas con las
presentes en los tejidos comestible ya que publicaciones sobre este tema realizados por
San Martin et al., (2007), Cornejo et al., (2010) y (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 mas
prolongados, una vez finaliza la terapia y respetados los periodos de 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. Por su parte 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.

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
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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 afio 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 export6 un 12% aproximadamente y el
84% restante se utilizd en el pais (Swisher, 2008).

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. Segun la
OMS en su reporte del afio 2014. Ademas de ser una grave amenaza para la salud
publica, tiene efectos econdmicos se estima un costo de al menos €1.500 millones y
25.000 muertes cada afio en la Union Europea (ECDC, 2009).

Por otra parte el uso de antimicrobianos contribuye a la contaminacién del medio
ambiente con microorganismos resistentes, a partir de los desechos producidos tanto por
la industria farmacéutica, el uso terapéutico en la medicina humana y de animales
productivos tratados con antimicrobianos, ya que ademas de la eliminacién a través de
la orina y las heces, residuos de antimicrobianos pueden permanecer en los productos y
subproductos de origen animal, contribuyendo de esta manera en el traspaso de residuos
de antimicrobianos, bacterias resistentes y genes de resistencia (Andersson y Hughes,
2014).

Considerando la evidencia publicada y la importancia para la salud publica es que se
deben seguir investigando la ruta de reingreso de residuos a través de la cadena
alimentaria, por lo cual es de suma importancia el estudio de bioacumulacion de
tetraciclinas en las plumas y su relacién con las concentraciones presentes en los tejido,
siendo este trabajo la base fundamental para realizar estudios posteriores en plumas y
tejidos comestibles, especificamente musculo e higado, con resultados confiables y

precisos.
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CONCLUSION

La validacion de los métodos fue desarrollada de acuerdo a los criterios de validacion
descritos en la Decision 657/2002 de la union europea (EC, 2002) y la FDA: VICH
GL49 validation of analytical methods used in residue depletion studies (FDA, 2011).
Los tres métodos descritos para las distintas matrices: plumas, musculo e higado,
cumplieron con las criterios de aceptacion para todos los parametros determinados, por
lo cual los métodos validados son precisos, selectivos y lineales, simultaneamente para
los analitos: OTC, CTC, y sus metabolitos activos: 4epi-OTC y 4epi-CTC, con un limite
de deteccion de 20 pg/kg?, concentracion menor al LMR para musculo e higado de
pollo segun el reglamento (UE) N° 37/2010 (CE, 2009b).

El anélisis mediante LC-MS/MS mediante electrospray en modo de ionizacion positiva
es una alternativa eficiente y sustentable para la determinacion de tetraciclinas y sus
metabolitos activos en plumas, muasculo e higado de aves, ya que es una herramienta de
deteccidn altamente sensible y especifica debido a que detecta las masas de los analitos

y de sus fragmentos.

Los métodos implementados y validados en las tres matrices permiten la deteccion y
cuantificacion de los analitos OTC, CTC, 4-epi-OTC vy 4-epi-CTC, por lo cual estos
métodos validados podrian ser la base para realizar futuros estudios de deplecién de
estos antimicrobianos en plumas, musculo e higado, y asi ademés poder comparar y
relacionar las concentraciones detectadas entre las tres matrices con resultados

confiables y precisos.
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ANEXOS

IDAD DE CHILE

Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias
Comité de Bioética Aninal

Santiago, 11 de Noviembre de 2013

CERTIFICADO N° 03-2013 “

En relacién con los procedimientos propuestos para el wso de animales
experimentales, temida a la vista la metodologia del Proyecto:
“Bioacumulacién de Oxitetracicling, clortetraciclina y sus efimeros en
plumas de aves tratadas y su relacién con la concentracién de estos
residuos en tejidos comestibles” presentado al concurso FIV-2013, cuyo
investigador principal es la Dra. Javiera Cornejo, y sus detalles
contenidos en ¢l Formulario para obtencién de cestificado de Comité de
Bioética de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecvarias de la
Universidad de Chile, este Comité certifica que ¢l Proyecto satisface lo
estipulado en la guia de principios directrices internacionales para el uso de
animales en investigacién biomédica, elaborada por el Consejo para las
Organizaciones Internacionales de las Ciencias Biomédicas, adecuada y
adoptada por este Comité, y se ajusta a la legislacién chilena vigente sobre
Ia materia, incluida la Norma NCh 324-2011,

A este respecto este Comité entiende que el Investigador Responsable ticne
la idoneidad necesaria para el manejo de las aves que serfn sujeto de
estudio, v cuenta con un recinto apto para la mantencién y supervision de
éstas durante el transcurso de la investigacién dentro de la unidad de
Patologia Aviar de FAVET.
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. Universidad de Chile

favet

Faculisd de Cancias Vehirmpris ¥ Pizuorias

CERTIFICADO N® 31

Santlago 28 de Octubre de 2013

El Comité de Bioseguridad de la Facultad de Ciencias Veterinarias v Pocuarias
de la Universidad de Chile, reviséd el proyecto ttulado: “Bioacumalacion de
Uxltetracicing, Clortetraciclina v sus epimercs en plumas de aves tratadas v su
relacidn con la concentracidn de estos residuos en tejidos comestibles™ el cual
serd presentado para su exanimacidn en el concursa FIV 2013 de FAVET, v
cuyo Investigador Responsable es la Dra. Javiera Cornejo K.

En el proyecto se estipulan las siguientes medidas de Bicseguridad:

1.- El Personal recibird una inducckén en normas de bioseguiridad,

2. Uso de vestimenta adecuada para realizar el trabajo en el laboratorio,

3.~ Uso de camparas de extraccién para trabajo con reactives que lo necesiten,

4.~ Los desechos de esténdares serdn eliminados por empresa externa v los
desechos biologicos serdn incinerados.

2.- Agujas, jeringas y branulas se eliminaran en cajas para de elementos
cortopunzantes.

Con relacion a ko expuesto, este comité estima que el proyvecto se ajusta
convenientemente con [as especificaciones contenidas en & *Manual de Normas
de Bloseguridad” editado por CONICYT versian 2008 y previenen el riesgo para
ka5 personas, los animales v el medioambleste,

P |
] : — '"r-
LISETTE LAPIERFE ACEY

Coordinadora
Comité de Bioseguridad
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