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RESUMEN

Los antimicrobianos siguen siendo la principal herramienta terapéutica en el tratamiento de
enfermedades bacterianas presentes en la industria avicola. Sin embargo, no cumplir con las
indicaciones de dosis y/o periodos de resguardo, resultan ser causantes de efectos
toxicoldgicos, carcinogénicos, inmunolégicos, microbiolégicos y de contribucién a la
emergencia de resistencia bacteriana, generando una adversidad para el medio ambiente, los

animales y el ser humano.

Las sulfonamidas son un grupo de antibioticos sintéticos y uno de los mas utilizados en la
industria avicola para el tratamiento de enfermedades digestivas y respiratorias. En este
estudio se ha utilizado sulfacloropiridazina Coliprim 10% via oral durante 5 dias

consecutivos.

La cama broiler es un subproducto generado en la industria avicola, y sus diversas
utilizaciones significan un riesgo de transmision de bacterias patdgenas y residuos de
antimicrobianos que hayan sido administrados a los animales tratados. Existe evidencia
cientifica que residuos de variados antibioticos persisten en las heces de animales tratados,
este estudio tiene por objetivo identificar y cuantificar las concentraciones de sulfonamidas

en deyecciones de pollos broilers.

Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-MSMS) fue la metodologia
analitica empleada en este estudio, que para su implementacion y verificacion se trabajo en
las en las dependencias del laboratorio de farmacologia veterinaria de FAVET. Los
resultados obtenidos permitieron establecer un trabajo sustentado en la evaluacion de
pardmetros, que corresponden al tiempo de retencion del analito, especificidad, limite de
deteccidn (LD), limite de cuantificacion (LC) y linealidad de la curva de calibracion, cada

uno de ellos cumpliendo con sus criterios de aceptacion.

Las concentraciones de sulfacloropiridazina fueron cuantificadas a través de la ecuacion del

analisis de regresion lineal de las curvas de calibracion en matriz fortificada. El estudio de

deplecion determina que las concentraciones de sulfonamidas en deyecciones de pollos

broilers tratados, son detectables superando el limite maximo residual de 100 pg/kg para

tejidos comestibles hasta 5 dias postratamiento. Sin embargo, a los 32 dias postratamiento ya
v



finalizado el periodo de resguardo, las concentraciones de sulfonamidas en las deyecciones
de los pollos broilers tratados estan bajo el limite de deteccion.

En este estudio se evidencia que la cama broiler representa un riesgo de reingreso de residuos
de antibidticos para la cadena alimenticia y el medio ambiente, siendo una buena oportunidad

de muestreo no invasivo para el monitoreo de medicamentos veterinarios.

Palabras clave: Implementacion y verificacion de metodologia analitica, cromatografia
liqguida acoplada a espectrometria de masas, sulfonamidas, cama broiler, residuos

antimicrobianos, deplecion.

ABSTRACT

Antimicrobials are still the main therapeutic tool in the treatment of bacterial diseases present
in the poultry industry. However, failure to comply with the indications of dose and/or
periods of receipt, turn out to be toxicological effects, carcinogenic, immune microbiological
cause and contribution to the emergence of bacterial resistance, generating an adversity for

the environment, animals and human beings.

Sulfonamides are a group of synthetic antibiotics and one of the most used in the poultry
industry for the treatment of digestive and respiratory diseases. In this study has been used
sulfachloropyridazine Coliprim 10% orally for 5 consecutive days.

The broiler bed is a by-product produced in the poultry industry, and their various uses mean
a risk of transmission of pathogenic bacteria and antimicrobial residues that have been
administered to the animals treated. There is scientific evidence that various antibiotic
residues persist in the feces of treated animals, this study aims to identify and quantify the

concentrations of sulfonamides in chickens broilers manure.

Liquid chromatography coupled to mass spectrometry (LC-MSMS) was the analytical
methodology used in this study, for its implementation and verification were worked in the
in the outbuildings of the laboratory of veterinary pharmacology of FAVET. The results
obtained allowed to establish a work based on the evaluation of parameters, corresponding
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to the retention time of the analyte, specificity, detection limit (LD), limit of quantification
(LC) and linearity of the calibration curve, each of them fulfilling their acceptance criteria.

Sulfachloropyridazine concentrations were quantified through the equation of linear
regression analysis of the fortified matrix calibration curves. The study of depletion
determines concentrations of sulfonamides in chickens treated broilers manure, they are
undetectable to overcoming the residual maximum limit of 100 pg/kg for fabrics grocery
until 5 days after treatment. However, at 32 days post-treatment already finished the period
of receipt, the concentrations of sulfonamides in the manure of treated broilers chickens are

below the limit of detection.

This study shows that the broiler bed represents a risk of re-entry of antibiotic residues for
the food chain and the environment, being a good non-invasive sampling opportunity for the

monitoring of veterinary medicines.

Key words: implementation and verification of analytical methodology, liquid
chromatography coupled to mass spectrometry, sulfonamides, broilers bed, antimicrobial

residues, depletion.
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INTRODUCCION

Mundialmente el sector pecuario avicola ha mostrado un crecimiento explosivo en la historia
de la produccion animal, su tendencia al alza se ha dado en forma continua como respuesta
a una creciente demanda de proteina animal en paises como China, Brasil e India. El planeta
en 2014 alcanz6 una produccion de carne de ave de 108,7 millones de toneladas,

representando el 35% del total de carnes producidas.

En Chile la industria avicola esta consolidada como una de las principales del sector
agropecuario, esto se refleja en el beneficio total que ha crecido a una tasa anual promedio
de 3% en los ultimos veinte afios. La industria avicola chilena en 2014 produjo un total de
669.054 toneladas de carne de ave, de las cuales 84,7% correspondi6 a carne de pollos
broilers. Ademas, se destaca la inversidn en tecnologia, procesos productivos y capacitacion,
con especial preocupacién en temas relacionados con sanidad, inocuidad, trazabilidad,

sustentabilidad y bienestar animal.

Como en todo sistema productivo, los planteles avicolas se ven afectados por enfermedades
bacterianas, que son combatidas a través de diversas medidas, entre ellas la aplicacion de
diversos antibiéticos, siguiendo indicaciones de dosis y periodos de resguardos para cada
farmaco. Los manejos inapropiados pueden resultar ser causantes de efectos adversos en
animales, el ser humano y el ambiente. El uso de antibidticos aporta a la formacion de
resistencia bacteriana en el intestino de animales, siendo un efecto secundario de los sistemas
productivos; y un impacto en el ambiente, que es considerado como un efecto

ecotoxicoldgico.

Actualmente muchos sistemas productivos utilizan la cama broiler como pienso en
formulaciones alimentarias, transformandose en una fuente potencial de reincorporacion de
residuos a la cadena alimentaria. Por lo mismo, es necesario determinar la concentracion de

antibidticos presentes en las deyecciones de las aves una vez finalizado algan tratamiento.

En el presente estudio se trabajara con sulfacloropiridazina (Coliprim Solucion), para luego

identificar y cuantificar concentraciones en deyecciones de pollos broilers.



REVISION BIBLIOGRAFICA

El uso de antibidticos en el &ambito de la produccion animal data de hace medio siglo. Las
primeras experiencias en pollos que demostraron sus efectos beneficiosos se constatan a
finales de los afios 40, y en la década de los 60 su empleo comercial fue ampliamente
extendido en Europa (Cepero, 2006). Los antibidticos son ampliamente utilizados para el
tratamiento y prevencion de enfermedades en produccion aviar (APUA, 2010; Landoni y
Albarellos, 2015). Sin embargo, su uso en animales de produccién puede afectar la salud de
las personas, debido a la presencia de residuos de farmacos en los alimentos, que causan

diversos efectos adversos y propagacion de resistencia bacteriana (Martinez, 2012).

Las sulfonamidas son un grupo de antibiéticos sintéticos, que han cumplido un rol importante
como quimioterapéuticos eficaces en infecciones bacterianas y protozoarias. En medicina
veterinaria han sido utilizadas como promotores del crecimiento y en la prevencion de una
serie de enfermedades digestivas y respiratorias (Shao et al., 2005). En Chile se prohibe su
uso con fines exclusivamente preventivos y de promocion de crecimiento (SAG, 2017).

La multiplicacion bacteriana es inhibida por la accion de sulfonamidas al actuar como
inhibidor competitivo del acido p-aminobenzoico, que junto a pterdina forman moléculas de
acido félico (Yu et al., 2011), el cual es necesario para la sintesis de material genético de una
nueva bacteria; son compuestos que muestran una estabilidad considerable, de modo que no
pueden ser facilmente convertidos en productos seguros de degradacion por medio de
procesos metabdlicos (Chen y Schwack, 2014).

En la Unién Europea las sulfonamidas se encuentran en los grupos de antibi6ticos
mayormente administrados en la cria de animales. Por lo tanto, el control de sus residuos en
los tejidos comestibles de origen animal es de suma importancia en el marco de la inocuidad
alimentaria (Chen y Schwack, 2014). Los residuos de sulfonamidas en los alimentos de
origen animal son de gran preocupacion, debido a que son perjudiciales para la salud del
consumidor y podrian inducir el desarrollo de resistencia bacteriana (Yu et al., 2011). Los
efectos adversos destacados en la poblacion humana son reacciones alérgicas y toxicas

(Huang et al., 2013) y potencial factor cancerigeno (Fang et al., 2006).



Una variedad de métodos se ha utilizado para medir residuos de sulfonamidas en matrices
bioldgicas, incluyendo cromatografia en capa fina (TLC), HPLC con UV, UV-DAD o
deteccion de fluorescencia, LC-MSMS, electroforesis capilar de alto rendimiento (HPCE),
electroforesis capilar de alta eficacia (HPCE), cromatografia de gases (GC), junto con
inmunoensayos enzimaticos (ELISA), biosensores de inmunoensayo Yy métodos
microbioldgicos (Chitescu et al., 2014). Yu et al. (2011) utilizaron un método cuantitativo
de HPLC y un método confirmatorio de LC-MSMS para la determinacién simultanea de 18
sulfonamidas en musculo, higado y rifiones de cerdos, bovinos y cerdos, resultando ser una

metodologia rapida, precisa y sensible.

Existe evidencia que los animales en sus heces y orina excretan de un 30 a 90% de una dosis
administrada de antibi6tico en forma no metabolizada o como metabolitos activos (Massé et
al., 2014). Berendsen et al. (2014) encontraron trazas de 44 tipos de antibioticos, analizaron
40 sistemas productivos de cerdos y terneros, tomando un total de 680 muestras de heces. En
todas éstas encontraron altas concentraciones de antibidticos, el 55% de las muestras de heces
de cerdos y el 75% de las muestras de heces de bovino, mostraron al menos un antimicrobiano
detectado, mas del 34% de las muestras mostraron 2 0 mas tipos de antibioticos (hasta ocho
en un solo animal). Considerando estos resultados, los investigadores concluyeron que el

traspaso de éstos en los sistemas productivos puede ser de importancia.

Estudios cientificos han evidenciado que en deyecciones de aves se encuentran altas
concentraciones de antibioticos, presentando actividad microbioldgica, las cuales son
liberadas al ambiente. Rosenblatt-Farrell (2009) document6 que la aplicacion de heces de los
sistemas productivos sobre las praderas es una practica habitual que busca fertilizar los
cultivos. Sin embargo, tal acto genera aparicion de bacterias resistentes a nivel de suelo y en
los cursos de agua mas cercanos. Martinez et al. (2016) hicieron aislamiento de cepas de
Salmonella multirresistentes en rios y canales de la Region Metropolitana de Chile,
correspondiendo a serotipos zoonoticos, por ende, se sugiere que el agua de riego representa
un riesgo sanitario para la poblacion humana, ademas los resultados indicaron que la
dispersion ambiental de las cepas esta probablemente relacionada con actividades humanas

como aguas residuales o escorrentias de granjas de produccion animal.



Al respecto, es importante sefialar que la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha
declarado que la resistencia bacteriana, es una amenaza para la seguridad sanitaria, que
genera limitaciones en las opciones terapéuticas y que, debido al aumento del comercio
mundial y viajes internacionales, se propicia que los microorganismos resistentes se
propaguen rapidamente a otros paises y continentes por medio de las personas y los

alimentos.

La cama broiler es uno de los subproductos derivados y comercializados a partir de la
industria avicola, se constituye por las deyecciones de las aves, material absorbente o cama
propiamente tal, que generalmente es viruta de madera, paja de trigo o capotillo de arroz,
plumas y restos del alimento suministrado a las aves (Van der Watt et al., 1994). En Chile se
estima una produccion anual del orden de las 200.612 toneladas (SAG, 2006). Algunos
productores la consideran una buena opcidn alimenticia, sobre todo para rumiantes, que por
sus caracteristicas digestivas pueden hacer mejor uso de sus nutrientes. No obstante, existe
el riesgo de transmitir bacterias patdgenas, como lo es Salmonella spp., al igual que los
residuos de antibioticos excretados por los pollos (Gadberry, 2014). A nivel nacional se
prohibe su uso para entrar en el programa de Planteles Animales Bajo Certificacion Oficial
A (PABCO A) (SAG, 2016). También, algunos mercados de exportacion importantes para
el pais, como la Union Europea, prohiben la comercializacién de animales rumiantes
alimentados con desechos avicolas (FABBL, 2016). Sin embargo, puede ser utilizada en
aquellas producciones que estén fuera del control de estos programas.

Ante todas las problemaéticas ya expuestas, es necesario establecer un método que monitorice
cuantitativamente los residuos traza de sulfonamidas en deyecciones de pollos broilers. En
este sentido es menester desarrollar técnicas analiticas, especificas y sensibles que permitan
el monitoreo del uso de antibioticos en las deyecciones para asi poder detectar y cuantificar
los residuos de antimicrobianos. Esto permitira estimar la diseminacion de los residuos de

medicamentos veterinarios a través de las heces de los animales tratados al medio ambiente.



HIPOTESIS

Los residuos de sulfonamidas en deyecciones de pollos broilers tratados, permanecen en altas
concentraciones superando los LMR establecidos para tejidos comestibles una vez finalizado
el periodo de resguardo de la formulacion utilizada.

OBJETIVO GENERAL

Identificar y cuantificar las concentraciones de sulfonamidas en deyecciones de pollos

broilers.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Implementar y verificar una metodologia analitica por LC-MSMS que permita la
deteccion y cuantificacion de sulfonamidas en deyecciones de pollos broilers.

2. Analizary cuantificar las concentraciones de sulfonamidas por LC-MSMS en deyecciones

de pollos broilers tratados con formulaciones farmacéuticas comerciales.

MATERIALES Y METODOS

La presente memoria de titulo se realizé en el marco del proyecto FONDECYT de iniciacion
a la investigacion 11140530 “Evaluacion de la deplecion de residuos de antimicrobianos en
subproductos de aves y su relacion con la concentracion de estos residuos en tejidos

comestibles”.
1. Animales experimentales y tratamiento

Se utilizaron 70 pollos de raza Ross 308. Se escogieron de esta genética, debido a que son
animales precoces, de buena conversion alimenticia, gran rusticidad y adaptabilidad y por
presentar una tasa de crecimiento inferior a pollos de engorde de genética Cobb 500 (Marcu

et al., 2013). Estas caracteristicas favorecieron su uso experimental, ya que evitaron una

5



condicion de engorde excesivo, lo que colabord al bienestar animal en las condiciones

experimentales.

En la definicion del tamafio del grupo experimental se consideré el criterio establecido por
la Agencia Europea de Medicamentos, Guia: Aproximacion hacia la armonizacion de los
periodos de resguardo EMEA/CVMP/036/95 (1997).

Los animales experimentales fueron mantenidos desde el dia 1 de vida en baterias de crianza
en condiciones ambientales controladas (25 £5° C de temperatura y 50 - 60% de humedad
relativa), acceso ad libitum al agua y alimento no medicado. El alimento fue formulado de
acuerdo con los requerimientos de la raza. Las jaulas contaron con un piso de alambre
elevado, con el fin de evitar la contaminacion con heces. Las aves fueron criadas y
monitoreadas por un médico veterinario especialista, en las dependencias del laboratorio de
Patologia Aviar de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de
Chile. Para la mantencion 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 de 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).

El inicio del tratamiento con sulfacloropiridazina fue definido considerando la duracion del
tratamiento en condiciones terapéuticas (5 dias), la duracion del periodo de resguardo de la
formulacién en masculo (30 dias), y 10 dias méas una vez finalizado el periodo de resguardo
de la droga en musculo para continuar el monitoreo en heces y observar la deplecion de los

residuos en esta matriz.

Al dia 5 de vida de las aves se pesaron y se formaron 2 grupos experimentales al azar, Grupo
A de 56 pollos y Grupo B de 14 pollos. El Grupo A fue tratado con la formula comercial de
sulfacloropiridazina, y el Grupo B se mantuvo como control no tratado. Se administraron una
dosis terapéutica de sulfacloropiridazina de 30 mg/kg de forma oral una vez al dia durante 5
dias consecutivos, es decir hasta el dia 9. Los dias de toma de muestra fueron los siguientes

dias post tratamiento: 2, 5, 21, 30, 32, 34 y 36 (total 7 puntos de muestreo).
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Se asegurd la ingestion completa de la dosis a través de la administracion del farmaco via
sonda oro gastrica. Las muestras fueron recolectadas en bolsas de plastico y almacenadas a -

20° C de forma individual hasta su extraccion para analisis cromatografico.
2. Formulaciones farmacéuticas

Se utilizd la solucion oral “Coliprim Solucion” 10%. Formulacion escogida de acuerdo con
los farmacos que se encuentran autorizados por el Registro de Medicamentos de Uso
Veterinario del Servicio Agricola y Ganadero (SAG, 2015) disponibles para ser usados en

pollos broilers.
3. Tratamientos de las muestras y analisis cromatogréaficos

Se realiz6 la extraccion y analisis cromatografico de las muestras de las deyecciones de las
aves tratadas, en las dependencias del Laboratorio de Farmacologia Veterinaria de la Facultad
de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile, FARMAVET, el cual se
encuentra acreditado bajo la norma ISO 17025 Of.2005.

Para la deteccion de sulfonamidas en deyecciones de pollos broilers, se implement6 una
metodologia analitica a través LC-MSMS, que se sustenta sobre la base de metodologias
analiticas publicadas anteriormente: (Cherlet et al., 2002), (Prats et al., 2002) y (Thompson
et al., 2005).

Metodologia de extraccion de sulfonamidas

Se pesaron 2 £0,02 g de muestra en un tubo de 50 ml. Se agregaron 10 ml de acetato de etilo
y 5 g de sulfato de sodio anhidro. Las muestras se llevaron a un vortex durante 15 min y se
sonicaron por 5 min. A continuacion, se centrifugaron a 3000 rpm durante 10 min. Se
vertieron los sobrenadantes en tubos de 50 ml. Los sélidos que quedaron al centrifugar se Re
hizo extraccién 2 veces con 10 ml de acetato de etilo. Las muestras se llevaron por 5 min en
vortex y se centrifugaron por 10 min a 3000 rpm cada vez. Los sobrenadantes se mezclaron
con los primeros de ellos. Los sobrenadantes de acetato de etilo se concentraron hasta 15 mi
en bafio de agua entre 40° a 50° C con corriente de nitrégeno. A continuacién, se
acondicionaron columnas de fase sélida de 6 ml y 500 mg SCX (J. Baker), tipo catiénico

acido sulfénico. El acondicionamiento se efectué pasando a través de la columna 6 ml de
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hexano y 6 ml de acetato de etilo, cuidando que no se secaran. Las muestras se pasaron a
través de las columnas acondicionadas, en forma lenta, ayudandose de vacio cuando fue
necesario. Las columnas se lavaron con 3 ml de agua y 3 ml de metanol. El eluido se obtuvo
con 10 ml de una solucion compuesta por metanol:amoniaco en razén 48,5:1,5. El eluido se
Ilevo a sequedad en bafio de agua entre 40° a 50° C con flujo de nitrdgeno. Las muestras se
reconstituyeron con 500 uL de fase mavil y se aplicé ultrasonido durante 5 min. Las muestras
se traspasaron a viales Eppendorf rotulados. Las muestras se centrifugaron por 10 min a 3000
rpm. Finalmente, las muestras se traspasaron a viales autosampler para su analisis

cromatogréfico.
Verificacion de metodologia analitica

Para el analisis instrumental se utilizé un cromatografo liquido acoplado a un espectrometro
de masas (API 4000, ABSCIEX). Este instrumento ha sido empleado para fines similares por
San Martin et al. (2007) y Cornejo et al. (2010, 2012 y 2018).

Para realizar la verificacion del método analitico, se siguid un protocolo interno basado en
las recomendaciones de La Union Europea: Decision de la Comision 2002/657/CE (EC,
2002) y la FDA: VICH GL49 validation of analytical methods used in residue depletion
studies (FDA, 2011), el cual contempla la evaluacién de diferentes parametros con el fin de
que la metodologia sea valida para su uso en el laboratorio: Tiempo de retencién del analito,
especificidad, Limite de Deteccién (LD), Limite de Cuantificacién (LC), y linealidad de la

curva de calibracion.
Bioseguridad

Se consideraron las medidas de bioseguridad tanto para el trabajo con animales
experimentales como el trabajo de laboratorio, sugeridas por el Manual de Normas de
Bioseguridad de CONYCIT (2008) y del comité de bioseguridad de la Facultad de Ciencias

Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile.



RESULTADOS
Parametros

La verificacion de la metodologia analitica para su uso en laboratorio se sustenta en la
evaluacion de parametros, que corresponden al tiempo de retencion del analito, especificidad,
limite de deteccion (LD), limite de cuantificacién (LC) y linealidad de la curva de

calibracion.

Tiempo de retencion del analito: Se realiz6 inyeccion de 6 drogas puras, cumpliendo con
el criterio de aceptacion de no existir una diferencia mayor al 5% entre las inyecciones, pues
los coeficientes de variacion de sulfacloropiridazina y el estandar interno fueron de 1,89% y

1,07% respectivamente.

Tabla 1. Tiempos de retencidn de 6 inyecciones de droga pura (sulfacloropiridazina) y

6 inyecciones de estandar interno (sulfametazina 13C6) y sus respectivos CV%.

. Tiempo de Retencién (min)
Analito -
1 2 3 4 5 6 Promedio Desy. Est. v
Sulfacloropiridazina 1,96 1,96 1,93 2,01 2,03 1,96 1,975 00,0373 1,89%,
Sulfametazina 13C6 2,03 2,02 199 2 1497 2 2,002 0,0214 1,07%

Especificidad: Se realiz6 inyeccion de 20 muestras blanco, cumpliendo con el criterio de

aceptacion de no presentar interferencia en la zona de interés.

Limite de deteccion (LD): Se establecio en 10 repeticiones cumpliendo con el criterio de

aceptacion de tener una relacion sefal/ruido de 2 0 3:1 y un CV <25%.

Limite de cuantificacion (LC): Se establecié en 10 repeticiones y por la formula LC = LD
+ 1,64*LD, cumpliendo con el criterio de aceptacion de tener una relacion sefial/ruido de
10:1.

Linealidad de la curva de calibracion: Se trabajé con una curva de calibracion de matrices
fortificadas, estableciendo una ecuacion del andlisis de regresion a partir de 5 puntos,

obteniendo un coeficiente de correlacion R?> 0,95 y un CV entre pendientes < 25%.



Tabla 2. Célculo del LC del analito sulfacloropiridazina a partir del analisis de 10

controles en matrices de heces de pollos broilers fortificadas.

P Concentracion : . Concentracion
Analisis (ng/gr) Area Ratio Cuantificada (ng/gr)
1 10 2,16 12,54
2 10 2.86 14,61
3 10 1,09 9,37
4 10 1,48 10,53
5 10 1,92 11,83
6 10 208 12,31
7 10 2,62 13,90
8 10 2,10 12,36
9 10 1,51 10,62
10 10 2,05 12,22
Promedio 1,987 12,030
Desv. Estandar 0,528 1,664
CV (%) 26,59 13
16,00
y = 0,1389x + 0,4698
14,00 R2 =0,9976 2
12,00 /
10,00
% 8,00
£ /
g
6,00 /
4,00 /
2,00 ¥
0,00 . . . . . ,
o 20 40 60 80 100 120

Concentracion ppb

LC=LD +1,64°LD
LD (ppb) 10
LC (ppb) 12,6
CURVA Sulfacloropiridazina
P Concentracion )
Analiziz (ppb) Area Ratio
Flc 10 1,70
Flc 20 343
Fic 40 6,12
Fic 80 11,20
F3c 100 14 60
[Pendiente 01389
[ntercepto 0.4698

Figura 1. Curva de calibracion de 5 puntos en matrices de heces de pollos broilers
fortificadas a 10, 20, 40, 80 y 100 ppb.
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Cuantificacién

Para realizar la cuantificacion de los 7 muestreos de la fase experimental, se trabajo con 2
curvas, una curva baja que cuantifico las muestras a partir de los 10 pg/kg hasta los 160 pg/kg
y una curva alta que cuantifico las muestras desde los 80 pg/kg hasta los 800 pg/kg. Ambas

curvas tuvieron un coeficiente de correlacion R?> 0,95.

y = 0,0048x 40,0121

Curva baja SCP HECES R?=0,9658

0,5

Area Ratio Corregida

T T T T T T T T
aQ 20 40 60 :10] 100 120 140 160 180

Concentracion (ng/g)

Figura 2. Curva baja para la cuantificacion de sulfacloropiridazina en la matriz de heces

de pollos broilers a partir de 4 puntos: 10, 20, 80 y 160 ng/g.

Curva alta SCP HECES ¥=0,0042x + 0,0679
R®=0,9952

/‘

/

w

Area Ratio Corregida
= %)

/

T T T T T T T 1
[} 100 200 300 400 500 600 700 B0O 900

Concentracion (ng/g)

Figura 3. Curva alta para la cuantificacion de sulfacloropiridazina en la matriz de heces

de pollos broilers a partir de 4 puntos: 80, 160, 600 y 800 ng/g.
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Estudio de deplecion de sulfacloropiridazina en heces de pollos broiler

Inicio del periodo postratamiento

[ II'|
[ 1 111
11 T T

| Ll
I I
Dia 1 45 9 11 14 19 39 41 43 45
II § ‘I II II | |
l I | l |
Crianza Tratamiento I'. Término del PR 'I

(5 dias) para misculo

Muestreos dias 2, 5, 21, 30, 32, 34 y 36 postratamiento

Figura 4. Linea de tiempo de la fase experimental.

Deplecién

Los primeros 4 muestreos estuvieron sobre el LD, y los ultimos 3 muestreos estuvieron bajo

el LD. Cabe destacar, que el muestreo 5 corresponde a los 32 dias postratamiento, es decir

supera en 2 dias al periodo de resguardo de sulfacloropiridazina en musculo, siendo el dato

que determina que el estudio realizado no cumple con la hip6tesis propuesta (encontrar una

permanencia de los residuos de sulfonamidas en deyecciones de pollos broilers tratados, en

altas concentraciones superando los LMR establecidos para tejidos comestibles una vez

finalizado el periodo de resguardo de la formulacién utilizada). Sin embargo, las

cuantificaciones de los 2 primeros muestreos son considerables en el estudio, debido a que

superan los 100 pg/kg, que corresponde al LMR de sulfacloropiridazina para alimentos de

origen animal destinados a consumo humano.
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Tabla 3. Cuantificacion de sulfacloropiridazina en heces de pollos broilers de los 7

muestreos postratamiento.

N° de muestreo Dias post tto Edad de pollos (dias) Concentracion SCP

(ng/kg)

1 2 11 382,318

2 5 14 124,748

3 10 19 38,186

! 21 30 14,420

5 32 41 <LD

6 34 43 <LD

7 36 45 <LD

9,0

8.0
9 7.0
)
=60 .
E ¥=-0,2079x + 11,327
‘; 5.0
£ Aok A T A
=
= 4.0
=
g 30
<
g U 55O UOUEUUURS FUOUOROOO OV (URVUIVUUU PRI Doy, UG SURUUUUP HNUUURNOURIUOUIUURUUO Moo SO SEIGUUVUUR SURNUURIUUUVPIS VN (VEOSUUOOUVPY AV
o 2.0

10 y =-0,2062x + 9,2222

: R?=10,9398
0,0 | \
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Tiempo (dias
L Concentracion SCP P ( )
4 LD (10 pgkg) A LMR (100 ng/kg)
Lineal (concentracién SCP)

Figura 5. Gréafico de deplecion de las concentraciones de sulfacloropiridazina en heces
de pollos broilers.
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DISCUSION

El andlisis de los antibidticos en las heces de los animales es importante para obtener mas
informacion sobre la posible formacion de resistencia bacteriana en el intestino de los
animales, para aprender sobre la diseminacion de los antibidticos al medio ambiente, para
monitorear las tendencias en el uso de antibidticos y para detectar los efectos ilegales
(Berendsen et al., 2014).

El uso inapropiado de antimicrobianos puede generar efectos ecotoxicologicos y contribuir
a la emergencia de resistencia bacteriana. Se estima que para el afio 2050 las muertes
atribuibles a resistencia a los antimicrobianos alcancen una cifra de 10 millones en todo el
mundo, y que genere un impacto de 100,2 trillones de ddlares en el Producto Interno Bruto a
nivel mundial (O’Neill, 2014).

En un estudio de tendencias globales en el uso de antimicrobianos en alimentos de origen
animal realizado por Van Boeckel et al. (2015), se proyecta un aumento excesivo en el uso
antibidticos, incluso en algunos paises como China se espera una duplicacion en las
cantidades de uso para el afio 2030. La OIE en un informe anual sobre el uso de agentes
antimicrobianos en animales, documenté que las sulfonamidas corresponden al grupo de
antimicrobianos mayormente utilizados, luego de las tetraciclinas y los macrélidos durante

el periodo 2010 — 2015 en 89 paises miembros.

En una investigacion realizada por Vann Epps y Blaney (2016) sobre residuos de antibioticos
en heces de animales, se determind que los antibidticos mayormente reportados
correspondieron a fluoroquinolonas, sulfonamidas y tetraciclinas. Ademas, en el mismo
estudio se da a conocer que las practicas convencionales de manejo de desechos agricolas no
aseguran la degradacion de antimicrobianos en las heces de los animales. Residuos de
clortetraciclina en heces de pollos en condiciones terapéuticas, fueron estudiados por Cornejo
et al. (2018) presentandose actividad antimicrobiana en todas las muestras del estudio. Sin
embargo, en el caso de las sulfonamidas Berendsen et al. (2018) en un estudio de persistencia
de una amplia gama de antibioticos durante el almacenamiento de heces de bovinos, cerdos

y pollos, establecieron que este tipo de antibioticos se disipan con relativa rapidez en todos
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los tipos de heces, y que en el caso especifico de sulfacloropiridazina la vida media es de 2,9

dias.

La cama broiler, es utilizada como fertilizante en la agricultura, por lo tanto, los residuos de
antibioticos presentes en ella pueden llegar de manera mas directa al medio ambiente, y en
el caso de las sulfonamidas ser disipados en gran magnitud al ser un antibiotico hidrosoluble.
Martinez-Carballo et al., 2007 en cultivos fertilizados con heces de pollos, detectaron por
medio de LC MSMS una concentracion méxima de sulfonamida de 91 mg/kg. Si bien las
sulfonamidas son metabolizadas a N4-acetilsulfonamidas, que tienen una menor actividad
microbiana activa en comparacion con los medicamentos originales, si presentan una gran
toxicidad (Anderson et al., 2012).

La bioacumulacién de residuos de sulfacloropiridazina en plumas de pollos broilers y su
relacién con la concentracion en tejidos comestibles fue publicada por Pokrant et al 2018.
Los resultados obtenidos mostraron que los residuos de sulfacloropiridazina en las plumas
de los animales tratados, persistieron en altas concentraciones hasta 55 dias después de cesar

el tratamiento y sus concentraciones fueron mas altas que en los tejidos comestibles.

El estudio de deplecion realizado en esta investigacién demuestra que altas concentraciones
de sulfonamidas en deyecciones de pollos broilers tratados, son detectables superando el
limite maximo residual de 100 pg/kg para tejidos comestibles hasta 5 dias postratamiento.
Sin embargo, a los 32 dias postratamiento ya finalizado el periodo de resguardo, las
concentraciones de sulfonamidas en las deyecciones de los pollos broilers tratados estan bajo
el limite de deteccidn, informacion que establece que no se cumple la hipotesis planteada en
este estudio. Estudios de persistencia de sulfacloropiridazina en heces de aves de corral
indican que las concentraciones de sulfacloropiridazina disminuyen de un 58 a 82% luego de
8 dias de compostaje (Van Dijk y Keukens, 2000), ademas la vida media de
sulfacloropiridazina en heces de pollos determinada por Berendsen et al., 2018 es de 2,9 dias,

caracterizandose por tener una disipacién rapida en todos los tipos de heces estudiadas

Se debe considerar que el periodo de resguardo de la formulacion farmacéutica utilizada en

este estudio es bastante largo en comparacién a otros antimicrobianos, por lo tanto, la
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administracion en pollos broilers no debiese ser posterior a los 15 dia de vida, sabiendo que
el beneficio de estas aves no supera los 45 dias de vida.

Considerando que en la composicién de la cama broiler hay restos de plumas, y que los
estudios demuestran que en esta matriz existe una bioacumulacion mucho més persistente en
comparacion a las deyecciones de los animales tratados, no debiese utilizarse como
subproducto destinado a la alimentacion de otros animales ni como fertilizante en la
agricultura, sin ser debidamente monitoreada. Por lo tanto, es relevante monitorear y
fiscalizar la industria avicola para asi evitar el reingreso de residuos farmacoldgicos en la
cadena alimenticia y su propagacion en el medio ambiente, significando un riesgo para la

salud publica y una contribucion en la emergencia de resistencia bacteriana.

Finalmente, a partir de los estudios de practicas convencionales de manejo de los desechos
animales, queda en evidencia que es necesario contar con tecnologias que aseguren una
degradacion completa de los antimicrobianos, si se decide continuar con los usos actuales de

la cama broiler.

CONCLUSIONES

La cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-MSMS), fue la
herramienta analitica utilizada en este estudio, que cumpli6 con sus caracteristicas de brindar
una alta rapidez, precision y sensibilidad para la identificacion y cuantificacion de las
concentraciones de sulfonamidas en deyecciones de pollos broilers. En cuanto a la
verificacion de la metodologia analitica para su uso en laboratorio, se consideré apropiada al
obtener resultados de evaluacion que cumplieran con todos los criterios de aceptacion para

los diferentes parametros.

Las sulfonamidas son una de las clases de antibidticos mas utilizadas dentro de la practica de
la medicina veterinaria, por lo tanto, la eventual reincorporacion de sus residuos por medio
de las heces de animales tratados podria estar significando un alto impacto en la salud
publica.
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Los resultados de este estudio muestran la presencia de residuos de sulfacloropiridazina en
altas concentraciones en las heces de pollos broilers tratados con sulfacloropiridazina
Coliprim 10%, los primeros 5 dias postratamiento superando el limite maximo residual para
tejidos comestibles de origen animal. Este subproducto de la industria avicola representa un
riesgo de reingreso de residuos de antibidticos para la cadena alimenticia y el medio

ambiente.

La utilizacion de la cama broiler, es una buena oportunidad de muestreo no invasivo para el
monitoreo de medicamentos veterinarios. Su destinacion como ingrediente en la dieta de
otros animales debiese ser reconsiderada, asi como también las medidas que podrian

implementarse para el manejo de este subproducto de la industria avicola.
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ANEXOS
Anexo 1

Certificado de comité de bioética

UNIVERSIDAD DE CHILE

Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias
Comité de Bioética Animal

Santinon, 20 de noviembre de 2004

CERTIFICADO N° 23-2014

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

A esie respecto este Comité entiende que €l Investigador Responsable
utilizard aves Ross 308 (total de 224) que serin mantenidos en la Unidad de
Patologia Aviar de la Facultad de Ciencias Veterinarias ¥ Pecuarias de la
Universidad de Chile. Al término del estudio las aves serdn eutangsiadas
de acuerdo a lo especificado en el formulario y segim las recomendaciones

de AVMA (2013) por personal competente.
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Anexo 2

Facultad de Ciencias Veterinarias v Pecuarias

CERTIFICADO N° 40

Santiago 21 de Noviembre 2014

El Comité de Bioseguridad de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la
Universidad de Chile, ha revisado el proyecto  titulado: “Evaluation of the
hisaccumulation of antimicrobial residues in feathers of broiler chickens treated with
commercial pharmaceutical formulations and their refation with the concentration of
these residues in edible tissues.” cuya Investigadora Responsable es la Dra. Javiera
Comejo K., y que fue presentado al concurso FOMNDECYT de Iniclacidn 2014,

En el proyecto se estipulan entre otras las sigulentes medidas de Bioseguridad:

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

2.- Los animales serdn manejados por médicos veterinarios 0 memoristas supervisados
con la vestimenta y medidas de manejo adecuadas.

.- La eliminacién de residuos téxicos se hara siguiendo las normas de bioseguridad y
mediante los protocolos que realiza el Laboratoric FARMAVET.

4.- Se realizara desinfeccidn con desinfectantes adecuados y en las cohcentraciones
adecuadas.

5.- Se utilizaran campanas de extraccidn y proteccién adecuada para el trabajo con
solventes y reactivos toxicos.

6.- Las carcasas y drganos de los animales serdn incineradas.

El proyecto fue revisado en base a las especificaciones contenidas en el “Manual da
Normas de Bioseguridad” editado por CONICYT versién 2008 y que previenen los
riesgos para las personas, los animales y el medicambiente.

Sy,

LISETTE %ERRE"RCEVEDG

Coordinadora
Comité de Bioseguridad
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