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RESUMEN

El uso de antimicrobianos en sistemas de produccion avicola es una herramienta eficaz para
el control de enfermedades infecciosas. Sin embargo, residuos de estos farmacos pueden
permanecer en productos y subproductos destinados a consumo humano o alimentacion
animal. A pesar de su uso en la industria avicola, no existen actualmente estudios de
deplecion de florfenicol en plumas, garras o deyecciones de pollos broiler. De esta manera,
en la presente memoria de titulo se evaluaron las concentraciones de florfenicol (FF) y su

metabolito activo, florfenicol amina (FFa), en dichas matrices.

Para evaluar la deplecién de FF y FFa, se utilizaron tres metodologias analiticas por
cromatografia liquida asociada a espectrometria de masas (LC-MS/MS), que permitieron
detectar y cuantificar los analitos de interés. Las metodologias fueron previamente
validadas. Las concentraciones de los analitos fueron calculadas a traves de la ecuacion del
analisis de regresion lineal de las curvas de calibracion, construidas en matriz fortificada

con estandar certificado (r > 0,95).

El estudio de deplecion del farmaco se realizé en un grupo de 80 pollos broiler criados bajo
condiciones controladas, a los que se les administré un tratamiento con una formulacién
comercial de florfenicol al 10%, via oral por cinco dias. Para plumas, garras y deyecciones,
se estableci6 un tiempo de deplecion de 99, 45 y 28 dias, respectivamente.

Palabras clave: Deplecion, Residuos antimicrobianos, Florfenicol, Plumas, Garras,
Deyecciones, LC-MS/MS.



ABSTRACT

The use of antimicrobials in poultry production systems is an effective tool for the control
of infectious diseases. However, antimicrobial residues may remain in products and
byproducts designated for human consumption or animal feed. Despite its use in poultry,
depletion researches of florfenicol in feathers, claws and faeces of broiler chickens are
lacking. Thus, in the present study, concentrations of florfenicol (FF) and its active
metabolite, florfenicol amine (FFa), in feathers, claws and faeces of treated broiler chickens

were evaluated.

To assess depletion of FF and FFa, three previously validated analytical methodologies by
liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS/MS), to detect and quantify the
analytes of interest, were implemented. The analyte concentrations were calculated by the
equation from the linear regression analysis of calibration curves (r > 0.95), which were

fortified using certified internal standard.

The drug depletion study was conducted in a group of 80 broiler chickens raised under
controlled conditions, which were given a treatment with an oral commercial formulation
of florfenicol 10%, for five days. In feathers, claws and faeces, a depletion-time of 99, 45

and 28 days, respectively, was established.

Keywords: Depletion, Antimicrobial residues, Florfenicol, Feathers, Claws, Faeces, LC-
MS/MS.
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INTRODUCCION

La industria avicola se ha caracterizado por ser uno de los rubros del sector pecuario con
mayor crecimiento, por sus importantes volimenes de produccion y alta demanda de
productos. Ademas, a nivel global, la carne de ave se ha transformado en una fuente de
proteina animal asequible, debido a los altos precios que poseen otras carnes. De hecho, en
2014, de los 311,8 millones de toneladas de carne producidos a nivel mundial, la carne de
ave dio cuenta de alrededor un 35%, lo que equivale a 108,7 millones de toneladas. La
industria avicola nacional ha evolucionado notablemente en las ultimas décadas,
alcanzando un beneficio de 22.365.329 aves en enero de 2015, lo que representa un 0,3%
mas que enero de 2014, y un 3,3% maés que el promedio de enero de los ultimos cinco afios
(ODEPA, 2015). En cuanto a exportacion nacional, en 2012, Chile alcanzo la cifra historica
de 100.714 toneladas de carne, de las cuales el 79,8% correspondié a carne y subproductos
de pollo, y un 20%, a carne y subproductos de pavo, siendo los principales destinos China,
Meéxico, Estados Unidos (EEUU), Reino Unido, Perd y Puerto Rico, que en 2012
representaban el 72% del volumen total de exportacion (ODEPA, 2013).

Los subproductos de origen animal pueden ser considerados como materia prima, o bien,
como productos tradicionales de mayor valor agregado (Almeida et al., 2012). En la
industria avicola, estos residuos o subproductos poseen un alto valor nutricional (Herrera,
2008). Relevantes subproductos avicolas son las harinas, que pueden obtenerse a partir de
plumas y garras, y que pueden ser utilizadas como ingredientes en dietas de animales de
produccion o mascotas. Las plumas ademas pueden ser utilizadas como fertilizante,
mientras que, por su parte, las garras pueden ir a consumo directo. La cama de broiler, que
incluye deyecciones, sustrato y restos de alimento y de plumas, puede ser utilizada como

fertilizante en agricultura o como alimento de ganado (Bolan et al., 2010).

Los agentes antimicrobianos se han empleado en aves de corral desde la década de los 50’s
como tratamiento de enfermedades bacterianas, mejorando la eficiencia de los sistemas
productivos. Si bien son una eficaz herramienta en el control y tratamiento de diversas
patologias de origen bacteriano, tanto para humanos como para animales, su uso en
animales de abasto puede derivar en la presencia de residuos antimicrobianos en sus

productos o subproductos. La presencia de residuos antibidticos en estos subproductos
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representa un riesgo potencial para la salud pablica, debido a los diversos efectos que
pueden presentarse en humanos y animales, ademas de contribuir con el desarrollo de

resistencia bacteriana.

Florfenicol es un antimicrobiano de la familia de los fenicoles, congénere de cloranfenicol
y tiamfenicol, utilizado en aves de corral. Sin embargo, a la fecha no existe informacion
sobre sus concentraciones en plumas, garras o deyecciones de pollos broiler, de modo que

es necesario realizar estudios de deplecion de este farmaco en las matrices sefialadas.

En la presente memoria de titulo, se determinaron las concentraciones de florfenicol y su
metabolito activo, florfenicol amina, en plumas, garras y deyecciones de pollos broiler
tratados con dosis terapéuticas de florfenicol 10%. Esto permitio estudiar la transferencia
de este farmaco a las matrices mencionadas, y asi evaluar su rol como potenciales fuentes

de reingreso de antimicrobianos a la cadena alimenticia y al medioambiente.



REVISION BIBLIOGRAFICA

En la cria intensiva de aves de corral, el retraso en el crecimiento de las aves se traduce en
pérdidas econdmicas para el productor, por lo que se hace necesario el uso de agentes
antimicrobianos con fines terapéuticos (Mestorino et al., 2011). Sin embargo, el uso de
estos farmacos no estd exento de riesgo, ya que se pueden generar residuos de
medicamentos, tanto en tejidos comestibles como no comestibles (subproductos). La
toxicidad potencial y efectos adversos dependen de factores como la frecuencia, via y grado
de exposicion a ellos. Asi, pueden producirse efectos toxicos directos, inmunologicos
(reacciones alérgicas), mutagénesis, carcinogénesis, teratogénesis y efectos a nivel de
microflora intestinal, ya que bajas concentraciones de estas drogas generan una continua
presion de seleccion en bacterias resistentes, que colonizan tejidos animales y alteran la

flora normal (Martinez y Baquero, 2002; Anadén y Martinez-Larrafiaga, 2012).

En el pasado, un antibidtico utilizado en animales productores de alimentos era
cloranfenicol (CAF), por sus caracteristicas farmacocinéticas, como su excelente
distribucion organica y amplio espectro de accion antimicrobiano, siendo altamente
efectivo para el tratamiento de infecciones causadas por enterobacterias en aves. Sin
embargo, debido principalmente a que, en humanos, producia anemia aplésica irreversible,
dosis independiente, y depresion de la médula dsea, su uso en animales productores de
alimentos se prohibié en EEUU, la Unién Europea y otros paises (Switata et al., 2007;
Mestorino et al., 2011), incluyendo Chile (Chile, Ministerio de Agricultura, 1996). De
hecho, la Comision del Cdédex Alimentarius (2012) recomienda evitar la presencia de
residuos de cloranfenicol o sus metabolitos en los alimentos, prohibiendo su uso en
animales de produccion, ya que no existe un nivel seguro que represente un riesgo
aceptable para los consumidores. De este modo, surgié interés terapéutico por otros
antimicrobianos de la misma familia, que presentaran un efecto terapéutico similar sin los

efectos adversos descritos, como el florfenicol.

Florfenicol (FF) es un antibiotico sintético, de amplio espectro, desarrollado
especificamente para uso veterinario (Chang et al., 2010). Es activo a menores
concentraciones gue sus analogos estructurales, cloranfenicol y tiamfenicol (Anadon et al.,

2008), siendo un derivado de este ultimo. Mas aun, su estructura previene la accion de la
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enzima bacteriana cloranfenicol acetiltransferasa (CAT), la cual es el mecanismo mas
importante de resistencia antimicrobiana a cloranfenicol y tiamfenicol (Shen et al., 2003).
De este modo, florfenicol es especialmente efectivo contra bacterias entéricas resistentes a
ellos, como Enterobacter cloacae, Shigella dysenteriae, Salmonella typhi, Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus aureus, Pasteurella multocida, Proteus wvulgaris vy
Escherichia coli (Park et al., 2007). Dado que es un antimicrobiano con buena efectividad
terapéutica, amplio espectro bacteriano y bajo riesgo de toxicidad, cada vez se vuelve mas
importante su uso en animales destinados a consumo humano (Chang et al., 2010). La
farmacocinética del florfenicol se ha caracterizado para acuicultura, ganado bovino,
equinos, cerdos y pollos broiler, describiéndose que este farmaco posee una alta
biodisponibilidad, alto volumen de distribucién, buena penetracion tisular (al fijarse a
proteinas tisulares), presentando reabsorcion a nivel de tibulos renales la fraccion no unida
a proteinas, y una vida media de eliminacion corta a moderada en pollos broiler (Park et al.,
2007; Chang et al., 2010; Mestorino et al., 2011). Florfenicol es utilizado para el
tratamiento de enfermedades infecciosas en avicultura, presentando alta biodisponibilidad
oral e intramuscular (Shen et al., 2003; Khalil et al., 2012). En Chile, existen tres
formulaciones comerciales registradas para su uso y comercializacion en pollos broiler, una
solucidn oral de florfenicol 10%, un polvo oral de florfenicol 50%, y una solucion oral de
florfenicol 2%; también hay formulas disponibles para salmonicultura, ganaderia bovina y
producion porcina (SAG, 2015).

Luego de su administracion, florfenicol es metabolizado en florfenicol amina (FFa), acido
florfenicol oxamico y florfenicol alcohol. Aunque la relacion de éstos puede variar entre
especies, en la mayoria de los animales destinados a consumo, el principal metabolito en
tejidos es florfenicol amina, por lo que estd definido como un marcador de residuo de
florfenicol (Xie et al., 2011). A su vez, en Chile, el Ministerio de Salud (2014) establecio
los siguientes limites maximos residuales (LMR) para florfenicol en aves destinadas a
consumo: 100 pg/Kg en musculo, 200 pg/Kg en piel y grasa, 750 pg/Kg en rifion y 2500
ug/Kg en higado, siendo iguales a los establecidos por la Unién Europea (CE, 2009a).

Dentro de la industria avicola, la harina de plumas es un subproducto de las plumas de aves

de corral, y se utiliza como fertilizante, materia prima para biodiesel, ingrediente de
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bioplésticos, y como ingrediente de piensos, siendo evaluada por palatabilidad, contenido
nutricional y ganancia de peso animal (Love et al., 2012). Las garras de pollo (porcién de
las patas debajo del espoldn) se han convertido en un subproducto de exportacion altamente
rentable para la industria avicola (Bilgili et al., 2005), pudiendo obtenerse gelatina
comestible a partir de ellas (Almeida et al., 2012). Asi, las garras pueden ser destinadas a
consumo directo o rendering (Jayathilakan et al., 2012). Particularmente, el mercado chino
presenta una alta demanda, tanto de carne como de subproductos provenientes de aves, que
afios atras eran de bajo valor comercial (ODEPA, 2013). Por otra parte, la cama de broiler
es una buena fuente de proteina, energia y minerales, por lo que se utiliza como alimento de
ganado bovino, especialmente para cria y engorda, economizando la produccion, ya que su
uso como alimento cuadruplica su uso como fertilizante (Gadberry, 2014). Sin embargo, en
Chile, los productores que desean entrar al Nivel A del programa de Planteles Animales
Bajo Certificacion Oficial (PABCO A) no pueden realizar esa practica; mas aun,
importantes mercados de exportacion para el pais, como la Unidn Europea, prohiben la

comercializacion de rumiantes alimentados con desechos avicolas (Rojas y Catrileo, 2006).

Existe escasa informacion en la literatura sobre el comportamiento de las concentraciones
de antimicrobianos en subproductos no comestibles de aves. Estudios realizados por San
Martin et al. (2007) y Cornejo et al. (2012) evaluaron la deplecion de enrofloxacino y
ciprofloxacino en tejidos comestibles y plumas de aves ponedoras, y en plumas de pollos
broiler. Ademas, Cornejo et al. (2011) estudiaron la deplecion de tres formulaciones de
flumequina en tejidos comestibles y plumas de pollos. En dichos estudios, se describieron
concentraciones en plumas mas altas y por periodos de tiempo méas prolongados que en
tejidos comestibles. Berendsen et al. (2013) evidenciaron la bioacumulacion de residuos
farmacoldgicos en plumas de pollos tratados, incluso cuando las concentraciones en tejidos
comestibles (mdsculo e higado) no eran detectables, o eran menores a los limites maximos
residuales (LMR), habiéndose respetado los periodos de carencia respectivos. Heinrich et
al. (2013), por su parte, evidenciaron la bioacumulacion de ceftiofur en plumas, un
composito de matrices que incluia garras, y deyecciones de pollos tratados con este
antimicrobiano. De esta forma, el uso de estos subproductos puede contribuir al reingreso
de residuos antimicrobianos a la cadena alimenticia (Love et al., 2012). A la fecha, existen

escasos estudios de deplecion antimicrobiana en garras de aves, a pesar de que también
5



pueden ser reincorporadas a la cadena alimenticia como ingrediente de harinas de carne y
hueso, o bien, destinadas a consumo humano de forma directa. Cornejo et al. (2016)
evaluaron la deplecion de oxitetraciclina (OTC) y su metabolito (4-epimero) en garras de
pollos broiler tratados en dosis terapéuticas, evidenciando concentraciones por tiempos mas

prolongados al periodo de resguardo definido para el farmaco.

Una gran cantidad de antibidticos usados en animales productores de alimentos destinados
a consumo humano tienen una pobre absorcion, pudiendo excretarse hasta el 90% en orina
y un 75% en heces, por lo que es probable que, cuando los desechos animales se usan como
fertilizante, una importante cantidad de antimicrobiano pueda presentarse en el
medioambiente en forma de compuestos activos (Sarmah et al., 2006). De este modo, la
principal importancia del estudio de antibidticos en heces radica en que brinda informacion
sobre su diseminacion en el medioambiente; ademas, permite monitorear tendencias de uso,
asi como su uso indebido, y brinda informacion sobre la posible formacion de resistencia
bacteriana en la flora normal de los animales. Al respecto, se estudiaron muestras de heces
en granjas de cerdos y bovinos, detectandose antibidticos en el 80% vy 95%,
respectivamente, con un 34% del total de las muestras conteniendo dos o mas antibidticos,
y en algunos casos, hasta ocho (Berendsen et al., 2015). Por su parte, Berge et al. (2005)
estudiaron los patrones de resistencia bacteriana en Escherichia coli de muestras fecales,
luego de una dosis unica de florfenicol en ganado bovino, en donde se observo un claro,
pero transitorio, cambio a un nimero mayor de bacterias fecales resistentes. A la fecha, no
hay estudios publicados de deplecion de florfenicol en deyecciones de pollos broiler;
dichos estudios debieran realizarse bajo condiciones de uso terapéutico (Khalil et al.,
2012).

En consecuencia, en la presente memoria de titulo, se evaluaron las concentraciones de
florfenicol y su metabolito, florfenicol amina, en garras, plumas y deyecciones de pollos
broiler, tratados terapéuticamente, con una formulacion comercial de florfenicol 10%,
estudiando la transferencia y deplecion de este farmaco en esas matrices, para poder evaluar

su rol en el reingreso del farmaco en la cadena alimenticia y el medioambiente.



HIPOTESIS

“Los residuos de florfenicol y florfenicol amina, permanecen en plumas, garras, y
deyecciones de pollos broiler tratados con este antimicrobiano, en concentraciones mayores
a los limites maximos residuales establecidos para tejidos comestibles y por mas tiempo

que el periodo de resguardo definido para el farmaco”.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar las concentraciones de florfenicol y florfenicol amina, durante la fase de deplecion,

en subproductos de pollos broiler tratados con dicho antimicrobiano de forma terapéutica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar la deplecion de florfenicol y florfenicol amina en plumas de aves tratadas con

una formulacién farmacéutica comercial de florfenicol.

2. Evaluar la deplecion de florfenicol y florfenicol amina en garras de aves tratadas con

una formulacién farmacéutica comercial de florfenicol.

3. Evaluar la deplecion de florfenicol y florfenicol amina en deyecciones de aves tratadas

con una formulacién farmacéutica comercial de florfenicol.



MATERIALES Y METODOS

Esta memoria de titulo se encuentra inserta en el marco del proyecto FONDECYT de
Iniciacion en Investigacion 11140530 “Evaluacion de la bioacumulacion de residuos
antimicrobianos en plumas de pollos broiler tratados con formulaciones farmacéuticas

comerciales y su relacion con la concentracion de estos residuos en tejidos comestibles”.
Formulacion farmaceutica

Se utilizé un polvo comercial para administracion oral de florfenicol 10%, con un periodo

de resguardo de 30 dias, y cuyo uso se encuentra disponible para aves de corral.
Animales experimentales

Se utilizaron 80 pollos broiler de genética Ross 308, los cuales fueron mantenidos desde el
dia 1 en baterias de crianza bajo condiciones ambientales controladas (25 + 5°C de
temperatura; 50 - 60% de humedad relativa), agua ad libitum, y alimento libre de
medicacion, el cual se prepar6 de acuerdo a los requerimientos nutricionales de la raza. Las
jaulas contaron con un piso elevado de alambre, para prevenir contaminacion fecal. Las
aves fueron criadas y monitoreadas a lo largo de todo el experimento en las dependencias
del Laboratorio de Patologia Aviar de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la
Universidad de Chile. La mantencion y el sacrificio de los animales experimentales
cumplieron con las regulaciones de Bienestar Animal, aprobadas por el Comité de Bioética
de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile (Ver
certificado en el Anexo 1). El protocolo de manejo y supervision se basd en la Ley
N°20.380 “Sobre Proteccion de Animales” (Chile, Ministerio de Salud, 2009) y en Ia
Directiva 2010/63/UE, relativa a la proteccion de los animales utilizados para fines
cientificos (CE, 2010). Ademas, para el sacrificio de las aves, se acatd el Reglamento

N°1099/2009 sobre la proteccion de animales en el momento de la matanza (CE, 2009b).
Grupos experimentales y muestreos

Siguiendo las indicaciones de EMEA (1996), se considerd un total de 80 aves, las cuales
fueron separadas aleatoriamente en 2 grupos experimentales. EI grupo A conté con 64 aves,
las cuales fueron tratadas con la formulacion comercial de florfenicol 10%. EIl grupo B

contd con 16 aves, y fue mantenido como grupo control sin tratamiento. Para asegurar la
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ingestion completa de la dosis, los animales fueron tratados individualmente, administrando
una dosis terapéutica de 30 mg/kg PO una vez al dia, durante cinco dias consecutivos.
Debido al amplio periodo de resguardo, el tratamiento debi0 realizarse entre los dias 6 y 10
de vida de los animales experimentales. Se efectuaron 8 muestreos en los dias 5, 10, 15, 20,
25, 30, 35, y 40 post-tratamiento, sacrificando 8 aves del grupo Ay 2 aves del grupo B en
cada uno de ellos. Se obtuvieron muestras de las plumas y garras de las aves. En el caso de
las deyecciones, se obtuvo una muestra de la jaula del grupo A y otra del grupo B. Las
muestras fueron almacenadas a -20°C, para su posterior procesamiento, extraccion y

subsecuente analisis cromatogréfico.
Reactivos y estandares

Para el andlisis y la cuantificacion de los analitos, se utilizaron estandares de pureza
certificada, Dr. Ehrenstorfer Gmbh, Sigma Aldrich o equivalentes. Como estandar interno,
se utilizé un estandar isotdpico de pureza certificada: cloranfenicol-d5 (Dr. Ehrenstorfer
Gmbh o equivalente). Todos los solventes utilizados fueron de grado HPLC, mientras que

los reactivos, de grado analitico (Fisher, Merck o equivalentes).
Metodologia Analitica

Para la determinacion de florfenicol y florfenicol amina en plumas, garras y deyecciones de
pollos broiler, no existian métodos analiticos descritos a la fecha en la literatura, por lo que
se implementaron y validaron tres métodos de extraccion por cromatografia liquida
acoplada a un espectrometro de masas (LC-MS/MS), detallados en los Anexos 2, 3y 4. El
desarrollo de estas metodologias se realiz6 en base a las publicaciones de Hormazabal et al.
(1993), Li et al. (2006) y Zhang et al. (2008), en las cuales se detecta florfenicol y
florfenicol amina en musculo e higado de peces; masculo, higado y rifiones de cerdo; y

musculo de pollos, respectivamente.

Previa extraccién de los analitos, las muestras de plumas fueron molidas en una picadora de
alimento, y luego en otra, de nivel industrial, a la que se le agregd nitrogeno liquido. Las
garras, por otra parte, fueron trozadas y posteriormente molidas en una picadora de
alimento. Las deyecciones fueron homogeneizadas dentro de la misma bolsa en la que

fueron recolectadas.



Andlisis instrumental

El anélisis instrumental de las muestras se llevo a cabo por cromatografia liquida acoplada
a un espectrometro de masa API 5500 de AB Sciex. Como criterio de identificacion de los
analitos, se utilizaron los iones parentales y los iones productos cuantitativos y cualitativos,

especificados en la tabla nro. 1.

Tabla Nro. 1: lones parentales y productos segun analito.

Analito I16n Parental lones Productos
Florfenicol (FF) 356,0 336,0 y 185,0
Florfenicol amina (FFa) 248,0 230,0y 130,0

(Zhang et al., 2008)
Cuantificacién de los residuos de antimicrobiano en las muestras

Las concentraciones de florfenicol y florfenicol amina fueron evaluadas en plumas, garras y
deyecciones de aves tratadas, cuantificando los residuos presentes en las matrices en los
dias de muestreo escogidos, utilizando la ecuacion del anélisis de regresion y = a + bx
(donde y es el area, a es el intercepto en vy, b es la pendiente y x es la concentracion) de las
curvas de calibracion de matrices fortificadas. Las plumas, garras y deyecciones del grupo
B de aves se utilizaron como muestras blanco para controles positivos y fortificados,
requeridos en cada lote de analisis, para la construccion de dichas curvas de calibracion.
Las muestras blanco fueron fortificadas a concentraciones diferentes y equidistantes, con un
coeficiente de determinacion R? > 0,95. El andlisis de los datos se realizd segin las
indicaciones de EMEA (1996).

Estudio de Deplecion

Los resultados de las muestras se llevaron a una grafica en escala semilogaritmica de
concentracion versus tiempo, a la cual se le realizd un andlisis de regresion lineal,
considerando un nivel de confianza del 95%. A partir de esta gréafica, se logro definir el dia
en que las concentraciones fueron iguales o menores al limite de deteccion (LD)

establecido para las técnicas.
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Bioseguridad

La extraccion de las muestras, y su respectivo andlisis cromatogréfico, se realizd en las
dependencias del Laboratorio de Farmacologia Veterinaria (FARMAVET) de la Facultad
de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile, el cual se encuentra
acreditado bajo la norma ISO 17025 Of.2005. Ademas, en cuanto al trabajo con animales
experimentales y manejo de agentes quimicos de riesgo, se consideraron las indicaciones
del Manual de Normas de Bioseguridad de CONICYT (2008) (Ver certificado en Anexo 5).
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RESULTADOS

Previa extraccion de los analitos, se realizd una validacion in-house de los métodos
analiticos utilizados para cada matriz, generando un protocolo interno, de acuerdo a las
recomendaciones de la Comisién Europea (2002) y la FDA (2011). Los parametros
evaluados fueron Tiempo de Retencion (TR), Especificidad, Limite de Deteccion (LD),
Limite de Cuantificacién (LC), Linealidad de la Curva de Calibracion, Recuperacion y
Precision (Repetitividad y Reproducibilidad Intralaboratorio). Los datos obtenidos en la
validacion de las metodologias utilizadas para plumas, garras y deyecciones de pollos

broiler, se encuentran en los Anexos 6, 7 y 8, respectivamente.

Obijetivo especifico 1: Evaluar la deplecion de florfenicol y florfenicol amina en plumas de

aves tratadas con una formulacion farmacéutica comercial de florfenicol.

Las concentraciones de FF y FFa en plumas de pollos broiler fueron cuantificadas mediante
un analisis de regresion lineal a las curvas de calibracion de matriz fortificada (r > 0,95). Se
evidencid una tendencia a la disminucion en las concentraciones de florfenicol y florfenicol

amina, especificadas en la tabla nro. 2.

Tabla Nro. 2: Deplecion de florfenicol y florfenicol amina en plumas de pollos broiler

Numero Dias Post Edad Concentraci_c')n Concentracic’_)n Promedio Final
de Tratamiento Po!los FF Promedio FFa promedio FF + FFa
Muestreo (Dias) (Mg/KQg) (M9/KQ) (Mg/KQ)
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 ND* 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 ND* 172,80
8 40 50 116,23 ND* 116,23

*No detectado (Bajo el Limite de Deteccidn)
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El tiempo de deplecion para plumas se establecié siguiendo las indicaciones de EMEA
(1996). Los resultados se llevaron a una grafica en escala semi-logaritmica de
concentracion versus tiempo (Figura nro. 1), y se les realiz6 un analisis de regresion lineal,
considerando un nivel de confianza del 95%. A partir de esta grafica, se definid el dia en
que las concentraciones fueron iguales o menores al LD establecido para la técnica. En el
caso de las plumas, el LD se alcanzé a los 98,930 dias. Debido a que este valor coincide
con una fraccion de un dia, el tiempo de deplecidn se considera adicionando otro dia, por lo

que finalmente seria de 99 dias.
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Figura Nro. 1: Deplecion de florfenicol y florfenicol amina en plumas de pollos broiler
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Objetivo especifico 2: Evaluar la deplecion de florfenicol y florfenicol amina en garras de

aves tratadas con una formulacion farmacéutica comercial de florfenicol.

Se evaluaron las concentraciones de FF y FFa en garras de pollos broiler, usando un
analisis de regresion lineal en las curvas de calibracion de matriz fortificada (r > 0,95). En

la tabla nro. 3, se aprecian las concentraciones obtenidas a lo largo del estudio.

Tabla Nro. 3: Deplecion de florfenicol y florfenicol amina en garras de pollos broiler

NuUmero Dias Post Edad Concentracién Concentracion  Promedio Final
de Tratamiento Pollos FF Promedio FFa promedio FF + FFa
Muestreo (Dias) (ng/Kg) (Mg/KQg) (Mg/KQ)
1 5 15 484,37 ND* 484,37
2 10 20 241,83 ND* 241,83
3 15 25 83,11 ND* 83,11
4 20 30 ND* ND* ND*
5 25 35 ND* ND* ND*
6 30 40 ND* ND* ND*
7 35 45 ND* ND* ND*
8 40 50 ND* ND* ND*

*No detectado (Bajo el Limite de Deteccidn)

Se establecio el periodo de resguardo para garras, siguiendo las indicaciones de EMEA
(1996). Las concentraciones se llevaron a una grafica en escala semi-logaritmica de
concentracion versus tiempo (Figura nro. 2), y se les realiz6 un analisis de regresion lineal,
considerando un nivel de confianza del 95%. Esto permiti6 definir el momento en que las
concentraciones alcanzaron el LD establecido para la técnica. En el caso de las garras, el
LD se alcanz6 a los 44,841 dias. Del mismo modo que para plumas, este valor coincide con
una fraccion de un dia, por lo que el periodo de resguardo se considera adicionando otro

dia, siendo finalmente de 45 dias.

14



&h
=]

45 s

40
‘e
% 3.5
Z 30
=
g 25
= v=-0,076%x + 30809 v=0,0602x +4,8001
20 e oS T RP=08003 N
E T ey PP S U R
213
z
~ 10

0.5

0.0

o 10 20 30 40 30 60 70
Tiempo (Dias)

® ConcentracionEFF yFFa ® Concentracion FF y FFacon 93% de confianza
e LDpgKg o LMR muasculo (100 pz/Kg)

Lineal (Concentracion FE y FFa) —--—- Lineal (LME musculo (100 pe/Kg))

Lineal (Concentracion FF vy FFacon 93% de confianza) —— Lineal (LD pgkz)

Figura Nro. 2: Deplecion de florfenicol y florfenicol amina en garras de pollos broiler
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Objetivo especifico 3: Evaluar la deplecion de florfenicol y florfenicol amina en

deyecciones de aves tratadas con una formulacion farmacéutica comercial de florfenicol.

Las concentraciones de FF y FFa en deyecciones de pollos broiler se evaluaron con el
analisis de regresion lineal en las curvas de calibracion de matriz fortificada (r > 0,95). La

tabla nro. 4 denota las concentraciones de los analitos obtenidas en cada muestreo.

Tabla Nro. 4: Deplecion de florfenicol y florfenicol amina en deyecciones de pollos

broiler
Numero Dias Post Edad Concentraci_c')n Concentracic’_)n Promedio Final
de Tratamiento Po!los FF Promedio FFa promedio FF + FFa
Muestreo (Dias) (Mg/KQg) (M9/KQg) (Mg/KQ)
1 5 15 455,63 112,72 568,35
2 10 20 71,61 64,62 136,23
3 15 25 ND* ND* ND*
4 20 30 ND* ND* ND*
5 25 35 ND* ND* ND*
6 30 40 ND* ND* ND*
7 35 45 ND* ND* ND*
8 40 50 ND* ND* ND*

*No detectado (Bajo el Limite de Deteccidn)

Se determind el tiempo de deplecidén para deyecciones, siguiendo las indicaciones de
EMEA (1996). En la figura nro. 3 puede apreciarse la gréafica en escala semi-logaritmica de
concentracion versus tiempo, en la que se ingresaron los resultados, y a la cual se le realiz6
un analisis de regresion lineal, considerando un nivel de confianza del 95%. Gracias a esto,
se definio6 el dia en que las concentraciones alcanzaron el LD establecido para la técnica.
Para las deyecciones, el LD se alcanzd a los 26,392 dias, por lo que el tiempo de deplecién,

finalmente, es de 27 dias.
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DISCUSION

Antes de evaluar las concentraciones de FF y FFa, su metabolito activo, en las distintas
matrices escogidas (plumas, garras y deyecciones de pollos broiler), se realizd una
validacién in-house, generando un protocolo interno, basado en las normativas de la
Comisién Europea (2002) y la FDA (2011). Las tres metodologias analiticas
implementadas fueron validadas, para comprobar que dichos métodos eran aptos para su
uso. Los resultados obtenidos confirmaron que los parametros evaluados, para cada método
(tiempo de retencidn, especificidad, LD, LC, linealidad de la curva de calibracion,
recuperacion y precision), cumplian con los criterios de aceptacion estipulados en el
protocolo de validacion. De esta forma, las metodologias analiticas implementadas en este
estudio demostraron ser aptas para la deteccion y cuantificacion de los analitos en cuestion,

en las matrices respectivas.

Para el analisis instrumental de las muestras de la presente memoria de titulo, se utilizé
cromatografia liquida de alta eficacia, asociada a espectrometria de masas (LC-MS/MS),
debido a que es altamente selectiva y especifica, y es un método confirmatorio, lo cual
permitio la determinacién de FF y FFa en las matrices utilizadas para este estudio. Del
mismo modo, la deteccidon y la cuantificacién por LC-MS/MS ya fueron utilizadas antes,
para fines similares, por San Martin et al. (2007) y Cornejo et al. (2011, 2012, 2016).

Se utilizaron pollos broiler de genética Ross 308, ya que eS una raza que presenta una
rapida tasa de crecimiento y buena eficiencia de conversion alimenticia (Aviagen, 2016).
La crianza y el sacrificio de estas aves cumplieron con las normativas vigentes de bienestar
en animales de experimentacion, la Ley N° 20.380 “Sobre Proteccion de Animales” (Chile,
Ministerio de Salud, 2009), la Directiva 2010/63/UE, relativa a la proteccion de animales
utilizados para fines cientificos (CE, 2010) y el Reglamento N° 1099/2009 sobre proteccion

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

El periodo de resguardo es el intervalo de tiempo que debe transcurrir entre la ultima

administracion de un producto farmacéutico de uso exclusivamente veterinario, en las

condiciones recomendadas en su rotulado, y la obtencion, desde dicho animal, de productos

alimenticios destinados a consumo humano, asegurando que las concentraciones de

residuos antimicrobianos no superen los LMR permitidos. Para las plumas y deyecciones,
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como no son productos que van a consumo humano directo, no puede hablarse de periodo
de resguardo propiamente tal (no asi las garras, que si son consumidas directamente), por lo
que se habla de tiempo de deplecion. En esta memoria de titulo, para el calculo de los
tiempos de deplecion, en el caso de plumas y deyecciones, y del periodo de resguardo, en el
caso de las garras, se utilizaron las concentraciones de los residuos, expresadas como la
sumatoria de las concentraciones de FF y FFa, y se siguieron las directrices de EMEA
(1996). Las concentraciones de FFa también fueron evaluadas, debido a que es el principal
metabolito de FF, y que ademas posee actividad antimicrobiana. Ahora, solo para dar una
idea aproximada de las concentraciones en cada matriz, se tabularon los valores promedio
obtenidos en cada muestreo. No obstante, es importante destacar que las concentraciones de
la columna “Promedio Final FF + FFa (ug/Kg)” no representan necesariamente la suma
directa de los promedios indicados en las columnas “Concentracion FF promedio (ug/Kg)”
y “Concentracion FFa promedio (ug/Kg)”, debido a que el nimero de observaciones pudo
variar en cada una, al tener que considerar sélo los valores superiores al LC de cada técnica.
Debido a esto, primero se sumaron las concentraciones individuales de FF y FFa obtenidas

en un mismo animal, para calcular posteriormente el promedio de cada muestreo.

Aungue no se habian realizado estudios de deplecién de FF y FFa en plumas de pollos
broiler a la fecha, la bioacumulacion de residuos de otros antimicrobianos en esta matriz si
habia sido evidenciada anteriormente. Se evalu6 la deplecion de enrofloxacino vy
ciprofloxacino en plumas y tejidos comestibles de aves ponedoras, y plumas de pollos
broiler, en los estudios de San Martin et al. (2007) y Cornejo et al. (2012), respectivamente.
Por otra parte, la deplecion de tres formulaciones de flumequina fue estudiada por Cornejo
et al. (2011) en tejidos comestibles y plumas de pollos. Mas aun, los estudios de Berendsen
et al. (2013) y Heinrich et al. (2013) describieron la bioacumulacion de residuos
farmacoldgicos en plumas de pollos tratados, incluso cuando las concentraciones en tejidos
comestibles eran menores a los LMR, y habiendo respetado los periodos de resguardo

respectivos.

En ese sentido, los resultados obtenidos en esta memoria de titulo siguen la tendencia que
han descrito los autores mencionados, ya que la deplecion de FF y FFa, en plumas de pollos

broiler, fue considerablemente lenta, evidencidndose concentraciones por sobre los 100
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png/Kg (LMR establecido para musculo), durante todo el estudio. Es mas, al dia 30 post
tratamiento (dia correspondiente al final del periodo de resguardo establecido para
florfenicol 10%) las concentraciones fueron superiores al doble del LMR de musculo. De

hecho, de las tres matrices estudiadas, el tiempo de deplecion en plumas fue el mas alto.

Las altas concentraciones obtenidas en plumas no pueden ser atribuidas a contaminacion
externa, ya que las aves fueron criadas en jaulas cuyo piso se encontraba elevado del suelo.
Sin embargo, podrian explicarse por las caracteristicas farmacocinéticas de FF, 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 (Anadon et al., 2008; Chang et al., 2010). San Martin et al. (2007), por su parte,
mencionan a la glandula uropigial de las aves como mecanismo alternativo de
contaminacion, ya que residuos antimicrobianos presentes en su secrecion aceitosa podrian
llegar a las plumas, por el comportamiento de acicalamiento de las aves. Cornejo et al.
(2011), por otra parte, sugieren que concentraciones de antimicrobiano llegarian a las
plumas durante su maduracién, ya que, en ese periodo, las plumas presentan una pulpa
irrigada que llena el raquis. Dicha pulpa es reabsorbida posteriormente, lo cual explicaria
que concentraciones de farmaco se detecten en las plumas. Ambas hipotesis de traspaso de
antimicrobiano a plumas son apoyadas por los resultados obtenidos por Berendsen et al.
(2013).

De este modo, la harina de plumas podria representar potencialmente una fuente de
reingreso a la cadena alimenticia de residuos de antimicrobianos, y una fuente de liberacion
de dichos residuos al medioambiente, ya que es incorporada en dietas de animales
productivos, por su contenido de aminoacidos (Divakala et al., 2009), siendo utilizada

ademas como fertilizante (Love et al., 2012).

Por otra parte, el estudio de deplecion en garras evidencié que esta matriz puede
representar, al igual que la harina de plumas, una potencial fuente de reingreso de
antimicrobianos a la cadena alimenticia, ya que se evidenciaron concentraciones por sobre
el LMR establecido para masculo, hasta 10 dias post tratamiento. Sin embargo, aunque las

concentraciones de FF y FFa no se mantuvieron tan altas como ocurrié con la matriz
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plumas, de todos modos, el tiempo de deplecion obtenido super6 el periodo de resguardo
establecido para la formulacion comercial de florfenicol 10% utilizada.

Los resultados obtenidos en este estudio, son similares a los encontrados por Odore et al.
(2015), quienes analizaron muestras de muasculo y hueso de pollos broiler tratados
terapéuticamente con una formulacion de OTC 20%, evidenciando una alta bioacumulacion
de OTC en los huesos. De forma analoga, Cornejo et al. (2016) evaluaron la deplecion en
garras de pollos broiler de una formulacion comercial de OTC, obteniendo altas
concentraciones por tiempos mas prolongados que el periodo de resguardo establecido para
el farmaco. La bioacumulacion de FF en esta matriz se explicaria por las caracteristicas
farmacocinéticas del farmaco, las cuales, como ya se menciond, le brindan la capacidad de

alcanzar incluso tejidos poco irrigados.

Finalmente, en el caso de las deyecciones, los resultados obtenidos en esta memoria de
titulo evidencian que esta matriz es capaz de eliminar residuos de FF y FFa en
concentraciones superiores al LMR establecido para muasculo. Sin embargo, y a diferencia
de las otras dos matrices, plumas y garras, los 30 dias de periodo de resguardo, definidos
para la formulacion farmacéutica utilizada, si fueron suficientes para que la deplecion del

farmaco alcanzara concentraciones por debajo del LMR establecido para musculo.

En Chile, se estima una produccion anual del orden de las 200.612 toneladas de cama de
broiler (SAG, 2006), por lo que la bioacumulacion de altas concentraciones de residuos
farmacoldgicos de FF en deyecciones, evidenciada en este estudio, es importante, si se tiene
en consideracion que dicho subproducto puede ir destinado a consumo de ganado en
planteles sin certificacion, representando una via de reingreso de este antimicrobiano en la
cadena alimenticia; o ser utilizado como fertilizante, por lo que residuos de FF pueden ser

liberados al medio ambiente en altas concentraciones.

Para los estudios de deplecion llevados a cabo en esta memoria de titulo, se siguieron las

indicaciones de EMEA (1996). Ahi se estipula un minimo de tres puntos de muestreo, con

tres animales siendo sacrificados en cada uno, como minimo. En términos de planificacion,

en esta memoria de titulo, se llevaron a cabo 8 muestreos, sacrificando 2 aves control y 8

aves tratadas en cada uno. En ese sentido, en el caso de las plumas, se obtuvieron

concentraciones cuantificables en todos los muestreos realizados; mientras que, para garras,
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se obtuvieron concentraciones cuantificables a los dias 5, 10 y 15 post tratamiento,
correspondientes a los primeros tres muestreos realizados. Sin embargo, en el caso del
estudio de deplecion en deyecciones, el analisis de los residuos solo permitio graficar dos
puntos de muestreo con concentraciones cuantificables, a los dias 5 y 10 post tratamiento,
correspondientes a los primeros dos muestreos. El disefio de este estudio no pudo prever
esta situacion, debido a que, a la fecha, no existian datos que permitieran conocer el

comportamiento de residuos antimicrobianos en esa matriz.

La presencia de estos residuos antimicrobianos implica un riesgo para la Salud Publica,
debido al potencial reingreso a la cadena alimenticia de subproductos contaminados, y a la
liberacion de dichos residuos al medioambiente, al ser utilizadas como fertilizante, como es
el caso de la harina de plumas y la cama de broiler. Los efectos de los residuos sobre la
salud humana incluyen reacciones alérgicas, carcinogénesis, y mutagénesis, entre otras, y
ademas contribuyen al desarrollo de resistencia a los antimicrobianos. En este sentido, y
considerando que, en 2014, se produjeron en Chile aproximadamente 209.791,55 toneladas
de subproductos de aves (APA, 2015a), y se exportaron 14.990 toneladas de garras para
consumo humano (APA, 2015b), el tiempo de deplecion de una droga, cuando es
administrada en forma terapéutica a animales productores de alimentos, es un aspecto clave
desde el punto de vista de salud publica, y resalta el hecho de que FF y FFa puedan

bioacumularse en plumas y garras, y eliminarse en altas concentraciones en deyecciones.

Es indispensable que se sigan desarrollando investigaciones sobre las vias de reingreso de
antimicrobianos en la cadena alimenticia, ya sea a través de estas u otras matrices
alternativas. Al respecto, esta memoria de titulo constituye un precedente fundamental para
realizar futuros estudios de deplecion en matrices de plumas, garras y deyecciones de pollos
broiler. Ademas, sienta las bases para el establecimiento de una normativa legal sobre
limites maximos residuales permisibles, y de un sistema de vigilancia de residuos
antimicrobianos, de modo de asegurar la inocuidad de los productos en el consumidor final,

y prevenir la liberacion de residuos antimicrobianos al medioambiente.
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CONCLUSIONES

1.

La cromatografia liquida de alta eficacia asociada a espectrometria de masas (LC-
MS/MS), es un metodo altamente selectivo, especifico, y confirmatorio, que permite la
detecciodn y cuantificacion de FF y FFa en las matrices de plumas, garras y deyecciones

utilizadas para este estudio.

Plumas y garras de pollos broiler, tratados terapéuticamente con una formulacion
farmacéutica de florfenicol 10%, son matrices capaces de bioacumular residuos

farmacoldgicos.

Residuos de antimicrobianos pueden eliminarse en altas concentraciones en
deyecciones de pollos broiler, tratados terapéuticamente con una formulacion

farmacéutica de florfenicol 10%, hasta 27 dias post tratamiento.

El periodo de resguardo establecido para la formulacion farmacéutica de florfenicol
10%, utilizada en este estudio, no garantiza la ausencia de residuos de este farmaco en
concentraciones menores al LMR establecido para tejidos comestibles, en plumas y

garras de pollos broiler.

Es necesario que se monitoree y fiscalice el uso de piensos que contengan derivados de
plumas, garras y deyecciones de pollos broiler, para asi evitar el reingreso de residuos
farmacoldgicos en la cadena alimenticia. Del mismo modo, el uso de fertilizantes
derivados de la industria avicola también debe ser monitoreado y fiscalizado, para

evitar la liberacién de residuos antimicrobianos al medioambiente.

Esta memoria de titulo sustenta la hipotesis de un posible traspaso de residuos
antimicrobianos a la cadena alimenticia, mediante las matrices estudiadas. Asimismo,
sienta las bases para nuevos estudios de deplecién de FF en otras matrices, o bien, de

otros antimicrobianos, en plumas, garras y deyecciones de pollos broiler.

La hipdtesis planteada en este estudio se acepta para las matrices plumas y garras de
pollos broiler, ya que el periodo de resguardo definido para la formula utilizada no es
suficiente, para que las concentraciones de los residuos sean menores a los limites

maximos residuales establecidos para tejidos comestibles.
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Considerando los datos obtenidos en el presente estudio, un futuro estudio de deplecion
en deyecciones de pollos broiler, tratados con florfenicol, deberia considerar un mayor
numero de muestreos durante los primeros diez dias post tratamiento, o bien, establecer

un limite de deteccion mas bajo para la técnica.
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ANEXOS

Anexo 1: Certificado del Comité de Bioética FAVET.

d UNIVERSIDAD DE CHILE

Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias
Comiié de Bioética Animal

Santiago, 4 de diciembre de 2013

CERTIFICADO N° 08-2013

En relacién con los procedimientos propuestos para ¢l uso de amimales
experimentales, tenida a la vista la metodologia del Proyecto: “Evaluacién
de la bivacumulacion de residuos de antimicrobianos en subpreductes
de aves y su relacién con la concentracidn de estos residuos en tejidos
comestibles” presentado al concurso U-Inicia-2013, cuyo investigador
principal es la Dra. Javiera Cornejo K., y sus detalles contenidos en el
Formulario para obtencién de certificado de Comité de Bioética de Ia
Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile,
este Comité certifica que ¢l Proyecto satisface lo estipulado en la guia de
principios directrices intermacionales para ¢l uso de animales en
investigacién biomédica, elaborada por el Consejo para las Organizaciones
Internacionales de las Ciencias Biomédicas, adecuada y adoptada por este
Comité, v se ajusta a la legislacion chilena vigente sobre la materia,
incluida la Norma NCh 324-2011.

A este respecto este Comité entiende que el Investigador Responsable tiene
Ia idoneidad necesaria para el mangjo de las aves que seran sujeto de
estudio, que cuenta con la colaboracién de Ia Unidad de Patologia Aviar de
FAVET y que estas permaneceran en un recinto adecuado para su manejo y
mantencion dentto de FAVET. '

Condité de Bioética Animal
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Anexo 2: Metodologia analitica para la deteccién de florfenicol y florfenicol amina en
plumas, por LC-MS/MS

a)
b)
c)
d)
e)
f)
9)
h)
i)
)
K)
1)

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

Fortificar muestras, utilizando Cloranfenicol-D5 como estandar interno.
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.

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

Agregar 15 ml de diclorometano.
Agitar por 5 min en vortex.

Centrifugar por 5 min a 4000 rpm.

m) Descartar la fase superior.

n)
0)
p)
q)

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

Agregar 1 ml de hexano.

Agitar por 5 min en vértex.

Sonicar por 5 min.

Centrifugar por 10 min a 4000 rpm.

Pasar 700 pl de la fase inferior a un microtubo Eppendorf de 1,5 ml.
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Anexo 3: Metodologia analitica para la extracciéon de florfenicol y florfenicol amina en
garras, por LC-MS/MS

a)
b)
c)
d)
e)
f)
9)
h)
i)
)
K)
1)

Pesar 2 + 0,02 grs de muestra en un tubo tipo Falcon de 50 ml.
Fortificar muestras, utilizando Cloranfenicol-D5 como estandar interno.
Agregar 10 ml de agua HPLC.

Agregar 10 ml de acetona.

Agitar 10 min en vortex.

Sonicar 5 min y dejar reposar por 5 min.

Agitar 5 min en vortex.

Centrifugar 5 min a 4000 rpm.

Pasar el sobrenadante a otro tubo tipo Falcon de 50 ml.
Agregar 15 ml de diclorometano.

Agitar 5 min en vortex.

Centrifugar 5 min a 4000 rpm.

m) Descartar la fase superior.

n)
0)
p)
q)

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

Agregar 1 ml de hexano.

Agitar 5 min en vortex.

Sonicar 5 min.

Centrifugar 5 min a 4000 rpm.

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

Centrifugar 10 min a 13500 rpm.

Utilizando una jeringa de 1 ml con filtro millex, traspasar a un microtubo Eppendorf

o vial rotulado.
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Anexo 4: Metodologia analitica para la extraccion de florfenicol y florfenicol amina en
deyecciones, por LC-MS/MS

a)
b)
c)
d)
e)
f)
9)
h)
i)

)
K)

Pesar 2 = 0,02 grs de muestra en un tubo tipo Falcon de 50 ml.
Fortificar muestras, utilizando Cloranfenicol-D5 como estandar interno.
Agregar 10 ml de agua HPLC.

Agregar 10 ml de acetona.

Agitar 15 min en vortex.

Sonicar 5 min y dejar reposar por 5 min.

Agitar 5 min en vortex.

Centrifugar 5 min a 4000 rpm.

Utilizando lana de vidrio y filtros millex en jeringas de 10 ml, filtrar el sobrenadante
a otro tubo tipo Falcon de 50 ml.

Agregar 7 ml de diclorometano.
Agitar 10 min en vortex.
Centrifugar 5 min a 4000 rpm.
Descartar la fase superior.

Acondicionar columnas de extraccion con 6 ml de solucion acetona/diclorometano
en relacion 7:3.

Eluir muestras, recogiendo el contenido en tubos de vidrio.
Evaporar bajo flujo de nitrégeno en barfio de agua a 40 - 50 °C.
Reconstituir con 700 ul de solucion metanol/agua en relacién 7:3.
Agregar 1 ml de hexano.

Agitar 5 min en vortex.

Sonicar 5 min.

Centrifugar 10 min a 4000 rpm.

Pasar 700 pl de la fase inferior a un microtubo Eppendorf de 1,5 ml.
Centrifugar 10 min a 13500 rpm.

Utilizando una jeringa de 1 ml con filtro millex, traspasar a un microtubo Eppendorf

o vial rotulado.
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Anexo 5: Certificado Comité de Bioseguridad FAVET

Faeidtad de Ciencins Wetorinarias ¥ Pacuaras

CERTIFICADO N* 40
Santiago 21 de Noviembre 2014

E| Comité de Biosequridad de la Facultad de Genclas Vieberinarias y Peciarias de la
Universidad de Chile, ha revisade el proyecto  fitulado: "Evaluation of the
hinaccumudation of antimicrobial residues in feathers of broller chickens treated with
commerdial pharmaceutical formulations and thesr relation with the concentration of
these residues in edibe tissues.” cuya Investigadora Responsable es la Dra. laviera
Cornijo K., v gue fus mm#wmmmdﬂlnmﬁn 2014,

En el proyects s estipulan entre otras las siguientes madidas de: Bioseguridad:

1.- Usa de vestimenta y mascarilla adecuada para realizar el trabaje en terreno y para
¢l trabajo en laboratorio. Se le realizard inducciin al personal sobre medidas de
bloseguridad,

2 - Loz animales serdn manejades por médicos veterinarios o memaoristas supervisados
cor la vestimenta y medidas de manejo sdecuadas,

2.- La eliminacidn de residuos tidicos se hard siguiends las normas de bloseguridad y
mediante los protocolos que realiza el Laboratorio FARMAVET.

4. S realizard desinfeccitn con desinfectantes adecuados y en las concentraciones
adecuadas.

& - Sa utilizardn campanas de exiraccién y probeceidn adecuada para el trabajo con
sohwentes y reactivos toxdoos,

6.~ Las carcasas y drganos de |05 animales seran Incineradas,

Bl proyecto fue revisado en base & las especificaciones contenidas en el “Manual de

Mormas de Biosequridad” editado por COMICYT versidn 2008 y que previentn los
fiesgos para las personas, los animales y el medicambiente.

LISETTE %xmémzm

Coordinadora
Comité de Bioseguridad
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Anexo 6: Datos de validacion para la metodologia analitica de extraccion de florfenicol y
florfenicol amina en plumas, por LC-MS/MS

Tiempo de Retencién (TR)

FF 1,4 min (promedio); CV: 2,76%
FFa 1,07 min (promedio); CV: 0,70%
Especificidad

No hay interferentes en el TR de los analitos

Limite de Deteccion (LD)

FF 20 pg/Kg
FFa 20 pug/Kg

Limite de Cuantificacion (LC)

FF 24,4 ng/Kg
FFa 24,5 ng/Kg

Linealidad de la Curva de Calibracion

FF R2>0,99 ; CV de las pendientes: 0,04%
FFa R2>0,99 ; CV de las pendientes: 0,14%

Recuperacién

FF 20 pg/Kg: 100%; 100 pg/Kg: 99%; 200 pug/Kg: 100%
FFa 20 png/Kg: 102%; 100 pg/Kg: 99%; 200 pg/Kg: 100%
Precision
Repetibilidad Reproducibilidad
FF 20 ng/Kg: 10,1%; 100 pg/Kg: 3,6%; FF 20 png/Kg: 19,4%; 100 pg/Kg: 5,8%;
200 pg/Kg: 0,8% 200 po/Kg: 1,4%
FFa 20 ng/Kg: 15,6%; 100 pg/Kg: 5,8%; FFa 20 pg/Kg: 20,8%; 100 pg/Kg: 9,3%;
200 pg/Kg: 1,3% 200 pg/Kg: 1,9%
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Anexo 7: Datos de validacion para la metodologia analitica de extraccién de florfenicol y
florfenicol amina en garras, por LC-MS/MS

Tiempo de Retencién (TR)

FF 1,4 min (promedio); CV: 2,76%
FFa 1,07 min (promedio); CV: 0,70%
Especificidad

No hay interferentes en el TR de los analitos

Limite de Deteccion (LD)

FF 50 pg/Kg
FFa 50 pug/Kg

Limite de Cuantificacion (LC)

FF 68,9 po/Kg
FFa 53 ug/Kg

Linealidad de la Curva de Calibracion

FF R2> 0,97 ; CV de las pendientes: 0,31%
FFa R2> 0,98 ; CV de las pendientes: 1,18 %

Recuperacién

FF 50 pg/Kg: 100%; 200 pg/Kg: 99%; 400 pug/Kg: 100%
FFa 50 pg/Kg: 102%; 200 pg/Kg: 99%; 400 pg/Kg: 100%
Precision
Repetibilidad Reproducibilidad
FF 50 pg/Kg: 11,2%; 200 pg/Kg: 6,3%); FF 50 pug/Kg: 11,6%; 200 pg/Kg: 14,5%;
400 pg/Kg: 1,2% 400 pg/Kg: 3,8%
FFa 50 pg/Kg: 25,9%; 200 pg/Kg: FFa 50 pg/Kg: 34,2%; 200 pg/Kg: 20,7%;
17,2%; 400 pg/Kg: 3,1% 400 pg/Kg: 3,9%
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Anexo 8: Datos de validacion para la metodologia analitica de extraccion de florfenicol y
florfenicol amina en deyecciones, por LC-MS/MS

Tiempo de Retencién (TR)

FF 0,44 min (promedio); CV: 1,18%
FFa 0,35 min (promedio); CV: 1,81%
Especificidad

No hay interferentes en el TR de los analitos

Limite de Deteccion (LD)

FF 50 pg/Kg
FFa 50 pug/Kg

Limite de Cuantificacion (LC)

FF 52,2 ug/Kg
FFa 60,5 ug/Kg

Linealidad de la Curva de Calibracion

FF R2> 0,98 ; CV de las pendientes: 4,29%
FFa R2> 0,97 ; CV de las pendientes: 13,01%

Recuperacién

FF 50 pg/Kg: 95,9%; 200 pg/Kg: 101,5%; 500 ug/Kg: 99,8%
FFa 50 png/Kg: 97,5%; 200 pg/Kg: 101%; 500 pg/Kg: 99,9%
Precision
Repetibilidad Reproducibilidad
FF 50 pg/Kg: 17,4%; 200 pg/Kg: FF 50 pug/Kg: 22,5%; 200 pg/Kg: 15,3%;
10,4%; 500 pg/Kg: 15% 500 ug/Kg: 16,5%
FFa 50 pg/Kg: 15,8%; 200 pg/Kg: 21%; FFa 50 png/Kg: 25,4%; 200 pg/Kg: 9,6%;
500 pg/Kg: 18,9% 500 ng/Kg: 16,8%
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