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RESUMEN

El uso de antimicrobianos en la industria agropecuaria es un recurso ampliamente utilizado,
donde su principal funcién es controlar los brotes de enfermedades infecciosas de origen
bacteriano. Sin embargo, esta practica ha generado controversias asociadas a su USO
indiscriminado, lo que ha obligado a establecer normativas para evitar repercusiones
negativas a la salud publica, animal y ambiental. Para asegurar este cumplimiento, se han
desarrollado métodos analiticos para detectar y cuantificar su presencia en diferentes
matrices de origen animal. Sin embargo, entre los métodos desarrollados, no ha sido
considerado que entre el 30 y el 90% de los farmacos aplicados en animales son eliminados
inalterados a través de las heces. Por lo tanto, en este estudio se implementé un método
analitico confirmatorio para la presencia de penicilina G, neomicina y espectinomicina en
deyecciones de pollos Broiler a través de la técnica HPLC-MS/MS Q3, cumpliendo con los
criterios de tiempo de retencion, especificidad, LD, LC y linealidad asociados a la normativa
2002/657/CE, logrando establecer un LD para estos analitos de 30, 400 y 250 pg/kg
respectivamente. Ademas, al ser el primer estudio en implementar un método confirmatorio
con estas caracteristicas, permitiria a futuros estudios a establecer relaciones causa/efecto
entre la concentracién de residuos antimicrobianos en deyecciones y su impacto, planteando
la posibilidad de caracterizar el perfil de distribucion de estos farmacos segin su
farmacocinética y extrapolar las concentraciones presentes en deyecciones a las
concentraciones plasmaticas, obteniendo informacion relevante previo a la faena del animal

productivo mediante una matriz poco invasiva.

Palabras clave: betalactamicos, aminoglucosidos, deyecciones, HPLC-MS/MS Q3.



ABSTRACT

Antibiotic usage is a common practice in the agricultural sector, where its main function is
to control outbreaks of infectious diseases of bacterial origin. However, this practice has
generated controversies associated with its indiscriminate use, which has forced the
establishment of regulations to avoid negative repercussions to humans, animals, and the
environmental. To ensure this compliance, analytical methods have been developed to detect
and quantify its presence in different matrices of animal origin. However, among the
developed methods, it has not been considered that between 30 and 90% of the drugs applied
in animals are eliminated unchanged through the feces. Therefore, in this study, a
confirmatory analytical method was implemented for the presence of penicillin G, neomycin
and spectinomycin in Broiler chicken droppings through the HPLC-MS/MS 3Q technique,
meeting the criteria of retention time, specificity, LoD, LoQ, and linearity associated with
regulation 2002/657/CE. Managing to establish an LoD for these analytes of 30, 400 and 250
ug/kg, respectively. In addition, being the first study to implement a confirmatory method
with these characteristics, it would allow future studies to establish cause/effect relationships
between the concentration of antimicrobial residues in droppings and their impact, raising
the possibility of characterizing the distribution profile of these drugs. according to its
pharmacokinetics and extrapolate the concentrations present in droppings to plasma
concentrations, allowing relevant information to be obtained prior to the slaughter of the

productive animal through a slightly invasive matrix.

Key Words: HPLC-MS/MS Q3, beta-lactams, aminoglycosides, droppings



INTRODUCCION

El uso de antibioticos en la industria agropecuaria es una practica ampliamente utilizada,
siendo su principal funcion, el controlar brotes de enfermedades que puedan afectar la
produccion animal de forma general. Si bien la utilizacion de antibi6ticos es comun en
medicina veterinaria, esta actividad no ha estado exenta de cuestionamientos por organismos
internacionales encargados del resguardo de la salud publica. Algunos ejemplos de malas
practicas de uso son la administracion de antibioticos como promotores del crecimiento, o
bien, como uso profiléctico en los sistemas de produccion animal (Gutiérrez, et al., 2013;
Espinosa, et al., 2019), practicas que en la actualidad se encuentran normadas en nuestro pais

y la comunidad europea.

La problematica que se desprende de este punto consiste en que los antibidticos, luego de ser
consumidos por los animales, pueden estar presentes como residuos en el individuo ya sea
como moléculas precursoras del compuesto o como metabolitos activos (Massé et al., 2014),
los cuales posteriormente se depositaran o distribuiran en tejidos tales como higado, rifiones,
musculos o grasa (Lees y Tountain, 2012). EI consumo de productos originarios desde
animales tratados farmacoldgicamente sin sus respectivos resguardos representa un peligro
para la salud publica, tomando en cuenta la posibilidad de generar reacciones adversas debido
al consumo unico o crénico de estos residuos, como también por la generacién de bacterias
multirresistentes en el individuo o en el ambiente (Espinosa et al., 2019; Mella et al., 2004).
Lo anterior, ha impulsado la creacion y aplicacion de multiples métodos analiticos que
buscan detectar la presencia de residuos antimicrobianos en distintos tejidos de origen
animal, utilizando para este fin, matrices de analisis diana o “target” tales como higado, rifdn
y musculo (Ujueta y Aranque, 2016). El analisis de estas matrices se basa en los tejidos que
estan dirigidos a consumo humano y ademas en la farmacocinética de los antimicrobianos
utilizados, considerando las caracteristicas fisiologicas propias de la especie animal tratada,
lo que explica su absorcion, distribucion, metabolizacion y excrecion en los diferentes
compartimentos del individuo. Estos residuos pueden distribuirse a mdsculo, grasa u otros
tejidos, y se excretan principalmente a través de los rifiones, posterior a la metabolizacién

hepatica de la molécula (Levison M. y Levison J. 2009). Este tipo de enfoque, si bien es



correcto, debe ser complementado por otras investigaciones que entreguen informacion del
traspaso de estos residuos al ambiente y sobre su posible recirculacion, puesto que otra
caracteristica farmacocinética importante de los antibioticos es que entre un 30-90% de la
dosis total aplicada es excretada a través de la orina y heces hacia el medioambiente
dependiendo del principio activo del farmaco utilizado (Peng et al., 2016). Este problema
productivo y ambiental, implica la necesidad de realizar un control preventivo sobre estos
residuos, utilizando una matriz analitica de origen animal coherente segln el requisito

mencionado y poco invasiva.

Las deyecciones de pollos Broiler son una alternativa valida para evaluar el traspaso
ambiental de las moléculas excretadas desde los individuos tratados, puesto que muchas
veces estas Ultimas son utilizadas como fertilizantes en siembras de alimento para el ganado
(Sarmah et al., 2006; Xiangang et al., 2010), o0 como subproducto alimenticio, como es el
caso de la cama de Broiler (Cornejo et al., 2017; Rojas y Manriquez, 2007), aumentando la
vida media del residuo en la cadena productiva y en el ambiente. El uso de estos productos
bajo cualquiera de las circunstancias sefialadas anteriormente, podria tener un efecto
bioacumulativo en el ecosistema y en el individuo tratado aumentando la persistencia del
principio activo en al ambiente (Sarmah et. al., 2006; Xiangang et al., 2010). Como respuesta
a este problema, el presente estudio desarrollara la implementacién de un método analitico
instrumental confirmatorio para deyecciones de pollos Broiler mediante HPLC MS/MS, para
cinco moléculas antibacterianas, tres de la familia de los beta-lactamicos (amoxicilina ,
ampicilina y penicilina G), y dos aminoglucésidos (neomicina y espectinomicina), moléculas
ampliamente utilizadas en la medicina veterinaria, y que se caracterizan por su dificil
extraccion desde matrices organicas y complejo analisis instrumental. Esta metodologia no
invasiva, permitira evaluar la presencia de residuos en animales tratados, facilitando la
opcién de tomar medidas preventivas medioambientales, productivas, y relevantes para la
salud publica, aplicando un enfoque integral y con perspectiva sobre la posible recirculacion

de residuos antimicrobianos y como identificar o mitigar su impacto.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Uso de antibidticos en la industria

En la industria agropecuaria, el uso de antibidticos ha sido ampliamente cuestionado debido
a que durante mucho tiempo fueron utilizados de forma excesiva a causa de los beneficios
productivos que generaban, llegando incluso a administrarse como promotores del
crecimiento, o también con fines profilacticos para evitar el desarrollo de enfermedades, sin
cumplir con criterios de aplicacion asociados (Millanao et al., 2011). Posteriormente,
comenzaron a surgir investigaciones que sugerian que estas practicas favorecian el desarrollo
y multiplicacion de bacterias multirresistentes inducidas por la presion de seleccion que
generaba la aplicacion de estos farmacos (Espinosa et al., 2019). La repercusion que podria
generar este fendmeno en la salud humana fue la razon que impulsé el desarrollo de diversas
politicas publicas tanto nacionales como internacionales, con la finalidad de controlar el

riesgo que podria suponer este hecho para la salud publica (Gatica y Rojas, 2018).

Las consecuencias del uso indiscriminado de estos farmacos no solo tienen una repercusion
en la salud humana, sino que también a nivel animal y ambiental, situacion que reafirma la
importancia de trabajar bajo el enfoque de una salud (One Health) (Gatica y Rojas, 2018).
Un claro ejemplo de esta situacidon queda en evidencia en la publicacion de Xiangang et al.,
(2010) donde se investigo la presencia de antibioticos comunmente utilizados en medicina
veterinaria a nivel productivo en suelos, vegetales y aguas subterraneas, confirmando su
presencia y encontrando una correlacion positiva entre la concentracion de antibiéticos en
vegetales y el nivel de solubilidad que estos presentaban con respecto al agua. También
propusieron que los antimicrobianos pueden bioacumularse en vegetales a bajas
concentraciones y causar efectos negativos en la microflora del suelo, perjudicando también
a plantas y siembras. Un claro ejemplo de esto, es el efecto que generan los residuos
antimicrobianos en el trigo, donde se ha demostrado bajo condiciones de laboratorio, que

estos causan una disminucion en la tasa de elongacion del brote y sus raices (Jin et al., 2009).

Las heces y deyecciones contaminadas con residuos antimicrobianos, al utilizarse como

fertilizantes, también pueden generar efectos negativos en la biota a diferentes niveles
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troficos. Ademas de ser absorbidos por las plantas las cuales seran destinadas a consumo
animal continuando el ciclo de contaminacién, también pueden interferir en sus procesos
fisioldgicos. Estos efectos negativos han sido registrados a través de pruebas de toxicidad
agudas y cronicas, revelando un impacto negativo de los antibidticos en el proceso de
fotosintesis, afectando la expresion de genes del cloroplasto y su proliferacion celular,
ademas de generar dafio en la mitocondria, causando una respuesta oxidativa en las plantas
(Polianciuc et al., 2020).

Toxicidad ambiental de Betalactdmicos y Aminoglucésidos

Los antibioticos pueden generar diversos grados de toxicidad en el ambiente y en el
consumidor, dependiendo de la dosis o concentracion utilizada, de su estructura molecular,
y/o de sus propiedades fisicoquimicas. Por ejemplo, los betalactdmicos suelen considerarse
que tienen una baja toxicidad para humanos y animales, pero se ha demostrado que su
presencia puede afectar la division de plastidios en plantas menores, como también inhibir la
actividad de la enzima catalasa en el cerebro de ejemplares de Danio rerio adultos, una
especie de pez cebra utilizada como modelo in vivo para distintos modelos experimentales
(Polianciuc et al., 2020).

La presion selectiva asociada a la contaminacion por antimicrobianos ademas de generar
resistencias bacterianas puede afectar la composicion de la microbiota ambiental, reduciendo
su variabilidad taxonémica y modificando su composicion. Esto puede generar la pérdida de
microorganismos con roles criticos en ecosistemas. En ambientes acudticos pueden ser
responsables de afectar especies participantes del ciclo del carbono y de la produccion
primaria, mientras que, en ambientes terrestres, pueden generar una pérdida de biomasa y la
reduccion de actividades tales como la nitrificacion, desnitrificacion y respiracion (Kraemer
et al., 2019). Otro efecto relevante informado, es que pueden generar disrupcion en las
distintas comunidades microbianas afectadas, aumentando la presencia de parasitos y
especies patdgenas en aguas Yy suelos, hecho que ha sido demostrado en ambientes acuaticos,
donde se ha evidenciado que los antibidticos generaron un aumento de la presencia de
especies toxicas de Cianobacteria, causando una eutroficacion de aguas que previamente

habian sido constatadas como limpias (Drury et al., 2013).
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Efectos sobre la salud publica y animal de Betalactdmicos y Aminoglucosidos

El consumo de residuos farmacoldgicos por parte de la poblacion a través de alimentos de
origen animal tratados con antibidticos representa un riesgo en la salud de la poblacion,
pudiendo desencadenar reacciones adversas de distinto tipo ligadas a las caracteristicas
fisico/quimicas de cada antibiotico (Polianciuc et al., 2020). Tal es el caso de las penicilinas,
las cuales pueden desarrollar reacciones alérgicas en los individuos tras un consumo
prolongado (Guzméan et al., 2004), ademas de que representan la mayor cantidad de casos de
hipersensibilidad en comparacion a otros tipos de farmacos. La manifestacion clinica de esta
hipersensibilidad puede manifestarse de manera inmediata, en caso de ser mediada por
inmunoglobulinas o anticuerpos clase IgE, donde el paciente presenta signos caracteristicos
de urticaria, angiedema y broncoespasmos, 0 una reaccién tardia mediada por anticuerpos
IgG donde el paciente desarrolla toxidermia y exantemas méaculopapulares (Guzman et al.,
2004).

Por otro lado, el consumo o la aplicacién de aminoglucosidos puede presentar una potencial
nefrotoxicidad y ototoxicidad en el individuo (Mella et al., 2004). En el caso particular de
neomicina y espectinomicina, estos se consideran principalmente cocleotdxicos, esto ocurre
debido a que provocan destruccion de las células ciliadas externas de la coclea (Quintero et
al., 2018). Por su parte, la nefrotoxicidad de estos farmacos radica en que, debido a su tamafio
y alta carga policatidnica, son pobremente absorbidas por membranas bioldgicas, lo que
implica su acumulacion en las células tubulares proximales del rifién. Se cree que, por esta
razén, entre el 8-26% de los individuos que reciben aminoglucdsidos como tratamiento por
varios dias presentan trastornos renales (Pérez-Barriocanal et al., 2000). Estos efectos
adversos adquieren una mayor relevancia considerando que un porcentaje de estas moléculas
no son metabolizadas, y que, por ende, se excretan inalteradas hacia el ambiente, pudiendo
ser consumidas indirectamente por especies productivas, generando los efectos toxicos
anteriormente descritos por bioacumulacion como consecuencia de un consumo cronico en
bajas dosis (Kraemer et al., 2019; Xiangang et al., 2010; Krauser et al., 2016).

De igual forma, se ha investigado la presencia de residuos antimicrobianos en las heces de
animales utilizados para la alimentacion de otras especies tales como cerdos, bovinos y pollos
(Berendsen et al, 2015; Cornejo et al., 2017; Ji-Ran et al., 2017). Estos estudios se han
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enfocado principalmente en el peligro que implica la utilizacion de estas heces como
fertilizante, o bien, como subproductos de alimentacion, tales como la cama de Broiler
(Cornejo et al., 2017; Rojas y Manriquez, 2007). Esta preocupacion surge a raiz del efecto
acumulativo que podria tener el consumo, ya sea directo o indirecto de alimentos que
presenten estos contaminantes (Singer et al., 2016). Por su parte, Berendsen et al. (2015) ha
demostrado la viabilidad de la utilizacion de heces de animales productivos como matriz de
analisis, argumentando la importancia de un monitoreo no invasivo que permita reforzar las
politicas publicas de la Comunidad Europea ligadas al control de residuos antimicrobianos,
proponiendo también la implementacion de un método multiresidual que consista en la
utilizacion de esta matriz no invasiva y que permita determinar la presencia y concentracion

de multiples antibioticos en un solo analisis.

Analisis instrumental de residuos de Betalactamicos y Aminoglucdsidos

En general, el analisis de residuos antimicrobianos en distintas matrices de origen animal se
realiza mediante técnicas cromatograficas HPLC-MS/MS, sin embargo, para estas dos
familias de moléculas, se ha presentado un desafio analitico tanto para la inclusién en
métodos de analisis multiresiduales, como en su inclusion en métodos convencionales
analiticos, pues se ha descrito que, en el caso de los aminoglucosidos, su alta polaridad obliga
a establecer condiciones de extraccion y cromatograficas especificas para estas moléculas
(Van Dujikeren et al., 2019). En el caso de betalactamicos especificamente, no se ha logrado
establecer un método de analisis para la matriz heces, debido a que se ha descrito que el anillo
betalactdmico de su estructura es sensible a la hidrolisis de enzimas betalactamasas
producidas por bacterias presentes en esta matriz (Berendsen et al. 2015), ademas de que en
el caso de las deyecciones de Broiler, al presentar un bajo pH y una alta concentracion de
amonio y de fosfatos, favorecen la degradacion de la estructura de los betalactamicos
(Kakimoto y Funamizu, 2006; Berednsen et al., 2013). Es por esta razdn que se necesita un
método analitico capaz de determinar la presencia tanto de aminoglucésidos como de
betalactamicos en una matriz de andlisis compleja, como es el caso de las heces, con el fin
de obtener informacion respecto a las concentraciones de estas moléculas eliminadas por
estas vias, para posteriormente, evaluar el efecto de dichas concentraciones en el ambiente y

en su microbiota.



Siguiendo esa linea investigativa, el presente estudio tiene como finalidad implementar un
método analitico que permita contribuir a un adecuado control y monitoreo de betalactdmicos
y aminoglucésidos en deyecciones, simplificando la metodologia utilizada para este fin y
permitiendo establecer protocolos o tratamientos previos al beneficio o utilizacion de heces
de animales productivos tratados farmacoldgicamente evitando un ciclo de contaminacion,
ademas de permitir determinar la presencia de residuos farmacoldgicos antes del sacrificio
del animal productivo, ahorrando los costos asociados al decomiso y contribuyendo al
resguardo de la salud publica, animal y ambiental (Asenjo, 2016;Tamhankar y Lundborg
2019).



OBJETIVO GENERAL.:
Implementar un método confirmatorio mediante HPLC-MS/MS para la deteccion y
cuantificacion de amoxicilina, ampicilina, neomicina y espectinomicina en deyecciones de

pollos Broiler.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:
1.- Desarrollar un método de extraccion analitico quimico para la determinacion de residuos
farmacoldgicos de amoxicilina, ampicilina, neomicina y espectinomicina en deyecciones de

pollos Broiler.

2.- Evaluar pardmetros cromatograficos para el desarrollo de un método confirmatorio de
analisis mediante espectrometria de masas (HPLC MS/MS) en deyecciones de pollos Broiler

para la deteccion de amoxicilina, ampicilina, neomicina y espectinomicina.



MATERIALES Y METODOS

La presente memoria de titulo se realizé en el marco del proyecto FONDEF IDeA 1+D 2019
ID19110033 “Desarrollo y validacién de una metodologia rapida, econdmica y no invasiva
para la deteccion de residuos de tetraciclinas, quinolonas, sulfonamidas, aminoglucésidos,
macrolidos y betalactamicos”, en las dependencias del Laboratorio de Farmacologia
Veterinaria de la Universidad de Chile (FARMAVET).

Obtencion de muestras analiticas y n muestral

Se utilizaron deyecciones extraidas directamente de pollos Broiler sin tratamiento
farmacoldgico, obtenidas durante el desarrollo del proyecto FONDEF IDeA 1+D 2019
ID19110033. ElI numero de muestras fue determinado segun los requerimientos de la
normativa de validacion de métodos analiticos de la union europea 2002/657/CE (EC, 2002)
para cada parametro evaluado. Las deyecciones obtenidas fueron previamente analizadas

para determinar que estuvieran libres de residuos.

Ademas, las muestras fueron obtenidas bajo los requerimientos del comité de bioética segun
el certificado N° 19331-VET-UCH, cumpliendo, ademas, los requisitos del comité de
bioseguridad de la facultad de medicina veterinaria de la Universidad de Chile bajo
certificado N°153.

Reactivos y estandares

Como estandares analiticos se utilizaron amoxicilina trihidrato, neomicina sulfato y
espectinomicina dihidrocloruro pentahidratado, obtenidas de Dr.Ehrenstorfer®, mientras que
ampicilina de sodio y penicilina G fue obtenida de SIGMA-ALDRICH®. Como estandar
Interno (EI) de aminoglucédsidos se utilizaron gentamicina y estreptomicina mientras que
como El para betalactdmicos se utiliz6 amoxicilina D4. Todos los estandares fueron de

pureza certificada, obtenidos de Dr.Ehrenstorfer®.

Los reactivos y solventes usados para la implementacion de estas metodologias
correspondieron a agua, acetonitrilo (ACN) y metanol (MEOH) de grado HPLC, é&cido
formico grado reactivo ACS®, acetato de amonio, acido heptafluorobutirico (HFBA, por sus

siglas en inglés), acido tricloroacético (TCA, por sus siglas en inglés), fosfato monopotasico,
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fosfato disddico, cloroformo y hexano, todos pertenecientes a la marca MERCK®, todas ellos
de grado P.A. o similar. Las soluciones de extraccion utilizadas fueron TCA al 5% en agua,
buffer fosfato de pH 7,5 en agua, amoniaco diluido al 10% en agua, HFBA 0,02 M en agua,
HFBA 0,2 M en ACN, mientras que las soluciones para el método instrumental (fases
moviles) fueron HFBA 0,05 M en agua, HFBA 0,05 en ACN, acido férmico 0,01% con
acetato de amonio 0,2 mM en agua y acido formico 0,01% en ACN.

Métodos de extraccion y condiciones cromatogréaficas generales.

Para establecer los métodos de extraccion y las condiciones cromatograficas del estudio, se
utilizaron como referencia los parametros establecidos por el United States Department of
Agriculture para la deteccion de betalactamicos (USDA, 2011a) y aminoglucésidos (USDA,
2011b) a través de cromatografia liquida de alta performance asociada a un espectrometro de
masas tdndem de triple cuadrupolo (HPLC-MS/MS Q3, por sus siglas en inglés). Se
realizaron modificaciones en el método de extraccion para mejorar parametros como
recuperacion, resolucion, sensibilidad y especificidad, evaluando la capacidad extractiva de
diferentes solventes que cumplan con las caracteristicas fisicoquimicas que permitan la
extraccion de los analitos de interés, ademas de la utilizacion de cartuchos de extraccion en
fase solida (SPE, asociado a sus siglas en inglés) para optimizar la metodologia. Asimismo,
las muestras se liofilizaron con el fin de disminuir la dificultad analitica de esta matriz debido
a sus propiedades fisicoquimicas, aumentando su pH, y dificultando la presencia de bacterias
debido a la reduccidn de la actividad de agua en la matriz el pH de las muestras.

Proceso de extraccion de aminoglucésidos

En el caso de aminoglucosidos se pesaron 2 + 0,1 g de deyecciones previamente liofilizadas
en un tubo Falcon de 50 mL, afiadiendo una solucién de 10 mL de acido tricloroacético 10%
en agua y 10 mL de cloroformo para posteriormente agitar, sonicar y centrifugar durante 15
minutos a 4200 rpm. El sobrenadante se trasvasijo a otro tubo Falcon de 50 mL, repitiendo
la extraccion y mezclando ambos sobrenadantes, ajustando el pH de cada una de las muestras
entre 8,4 y 8,6 utilizando una solucion de amoniaco al 10% en agua. Se procedio a centrifugar
durante 5 minutos a 4200 rpm y a filtrar con filtros Whatman® de microfibra de vidrio cada
una de las muestras para luego pasar la muestra a través del cartucho de extraccion en fase

solida, previamente acondicionado con 6 mL de metanol seguidas de 5 mL de agua 'y 4 mL
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de HFBA 0,02 M. Luego de cargar el extracto, el cartucho debi6 ser lavado con 5 mL de
agua y posteriormente secado. Se realiz6 la elusion del contenido con 6 mL de HFBA 0,2M
en ACN recibiendo el eluido en tubos de vidrio de 10 mL secandolo bajo flujo de nitrégeno
en un bafio temperado a 40°C, reconstituyendo la muestra con 400 uL de HFBA 0,05 M, y
centrifugandola en un tubo Eppendorf a 13000 rpm por 30 minutos y filtrado con filtros
Millex® de 0,22 pum. Finalmente se agregé el contenido a un vial de vidrio para su lectura en

el instrumento.

Proceso de extraccion de betalactamicos

En el caso de betalactdmicos se pesé 2 + 0,1 g de deyecciones previamente liofilizadas en un
tubo Falcon de 50 mL, se agregd 5 mL de buffer fosfato Ph 7,5 y 5 mL de cloroformo. Se
agitd, sonicé y centrifugé la muestra durante 15 minutos a 4200 rpm, se extrajo el
sobrenadante, luego se repitio la extraccion, trasvasijando el contenido a otro tubo Falcon de
50 mL, agregando 5 mL de hexano, para posteriormente agitar, sonicar Yy centrifugar
nuevamente a 4200 rpm durante 15 minutos, descartando el sobrenadante y filtrando las
muestras con filtros Whatman® de microfibra de vidrio, se cargé el extracto al cartucho de
extraccion previamente acondicionado con 6 mL de agua, 6 mL de ACN y 6 mL de buffer
fosfato pH 7,5. Luego, la columna fue secada y eluido el contenido con 10 mL de ACN.
Posteriormente el eluido se concentrd bajo flujo de nitrégeno hasta llevar a sequedad,
reconstituyéndose con 300 uL de acido férmico 0,01% con acetato de amonio al 0,2 mM,
para finalmente ser filtrado con filtros Millex de 0,22 um y agregado el contenido a un vial

de vidrio para su posterior lectura.

Instrumentacién y evaluacion de pardmetros cromatograficos.

Los criterios de confirmacion por masas (Tabla 1) y las condiciones cromatogréaficas del
método analitico (Tabla 2) estan descritas y fueron modificadas y optimizadas de acuerdo
con las condiciones instrumentales y analiticas del Laboratorio de Farmacologia Veterinaria
de la Universidad de Chile (FARMAVET). Para el presente trabajo se utilizd un
cromatografo liquido HPLC, constituido por una bomba cuaternaria Agilent 1260, un
autosampler Agilent 1290 y un horno de columna serie Agilent 1290 acoplado a un detector
de espectrometria de masas de triple cuadrupolo modelo TQ 5500, ABSciex®. La columna

analitica (fase estacionaria) utilizada correspondio a una C18 Sunfire (3,5um x 2,2mm x 150
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mm) de Waters® para neomicina y espectinomicina, y una columna C18 Xbridge (3,5um x
2.1mm x 150mm) de Waters® para amoxicilina y ampicilina. Para el analisis espectroscopico
y cromatografico de las muestras, se utilizaron los softwares Analyst® version 1.6.2 y
MultiQuant® 3.0.

Tabla Nro. 1 Criterios de confirmacion de Betalactamicos y Aminoglucésidos.

Espectinomicina 351,0 333,0-207,0
Neomicina 615,0 293,0-161,0
Amoxicilina 366,074 114,018-349,120
Ampicilina 350,0 106,0-160,0
Penicilina G 335,0 217,0-202,0
Amoxicilina D4 371,09 1149
Gentamicina 464,0 322,0
Estreptomicina 582,0 263,0

(Fuente: USDA, 2011a y USDA, 2011b).

Tabla Nro. 2 Aminoglucosidos, configuracion instrumental modificada.

Aminoglucésidos 15,0 8 5000,0 550,0 50,0 40,0
Betalactamicos 15,0 8 5500,0 350,0 50,0 30,0

(Fuente: USDA, 2011a).
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La gradiente cromatografica de volimenes de fases moviles para el anélisis de amoxicilina y
ampicilina (Tabla 3) consistié en acido formico al 0,01% y acetato de amonio 0,2 mM en
agua (Fase A) y acido formico al 0,01% en ACN (Fase B). El volumen de inyeccidn que se

utilizo para el método analitico fue de 20 pL.

Tabla Nro. 3 Betalactamicos, gradiente de la bomba modificada.

0.00 80 20 0,35
3 80 20 0,35
6 20 80 0,35

12 80 80 0,35
15 80 20 0,35

(Fuente: USDA, 2011a).

La gradiente cromatografica en el andlisis de neomicina y espectinomicina consistio en
HFBA en agua al 0,05M (Fase A) y HFBA al 0,05 M en ACN (Fase B) (Tabla 4). Se utilizo

un volumen de inyeccién de 20 pL.

Tabla Nro. 4 Aminoglucoésidos, Gradiente de la bomba modificada.

0 72 28 0,3
3 35 65 0,3
5 10 90 0,3
7 10 90 0,3
7.1 72 28 0,3
14 72 28 0,3

(Fuente: USDA, 2011b).
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Criterios y parametros de verificacion

Los criterios que se utilizaron para implementar la técnica cromatografica se ajustaron a las

recomendaciones de la Decision de la Comision 2002/657/CE. Los parametros evaluados se

realizar

on para ambas familias de antibiéticos de forma independiente. Los parametros

analiticos que fueron definidos son los siguientes:

Donde;

Tiempo de retencion del estandar: se analizaron soluciones puras de los analitos.
Se realizaron seis replicados que se compararon con las muestras blanco. Se evalud
el CV% (Coeficiente de variacion) de las repeticiones, aceptando el pardmetro con
un CV% <a 5%

Especificidad: Se analizaron 20 muestras blanco de diferentes fuentes para evaluar
si existen interferentes en la region cromatogréafica de interés en la cual se espera la

elucion del analito.

Limite de deteccion (LD) y de cuantificacion (LC) del método analitico: se buscd
la concentracion mas baja donde la relacion sefial: ruido fuera a lo menos 3:1 para el
LD y a lo menos 10:1 para el LC. Para determinar el Limite de Cuantificacion se
analizaron 20 muestras de matriz fortificada de cada analito al nivel del limite de
deteccidn seleccionado, las que debian tener un CV% menor al 25%. Para el célculo

del limite de cuantificacion, se utilizé la siguiente formula;

LC=LD+ 1,64 * DS

LC: Limite de Cuantificacion

LD: Limite de Deteccion

DS: Desviacion estandar de las 20 muestras cuantificadas al LD.

Linealidad de las curvas de calibracion: Se analizaron 3 curvas, fortificadas al
menos a cinco concentraciones equidistantes a partir del limite de deteccion para cada
uno de los analitos, realizando un analisis de funcién lineal, siendo aceptadas al

presentar un coeficiente de determinacion (R?) mayor o igual 0,95.
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Cuantificacién y analisis de muestras

Para determinar la concentracion de cada una de las muestras, se efectu¢ una regresion lineal
de las curvas de calibracion en matriz fortificada, asociando las areas ratio obtenidas a partida
de las muestras a sus concentraciones correspondientes, donde las curvas de calibracién
debieron tener un R2 mayor o igual a 0, 95. Para la determinacion de las &reas ratio de cada
muestra se utiliz6 la siguiente ecuacion con las areas de los fragmentos de cada molécula

obtenidas desde los cromatogramas:
Area Ratio = Area del ion de transicion mayoritaria / Area de estandar interno

Luego de obtener los datos mencionados, se procedio a calcular la funcion lineal de la recta
de la curva de calibracién, para poder establecer la concentracion de analitos detectados en

cada triplicado, reemplazando el valor obtenido en la siguiente ecuacion:

Concentracion pg/Kg = Area ratio — Intercepto de la curva de calibracion / Pendiente de

la curva de calibracion
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RESULTADOS

Todos los anélisis realizados en este estudio fueron en las dependencias del laboratorio de
farmacologia de la universidad de Chile (FARMAVET), acreditado bajo NCh ISO/IEC
17025:2017 y centro de colaboracion asociado a la OMSA (ex OIE).

Objetivo 1. Desarrollar un meétodo de extraccion analitico quimico para la
determinacion de residuos de amoxicilina, ampicilina, neomicina y espectinomicina en

deyecciones de pollos Broiler.

Desarrollo de las condiciones de extraccion para la matriz deyecciones de pollos Broiler:
Las condiciones de extraccion de las metodologias se basaron inicialmente en los métodos
de la USDA (USDA, 2011a y USDA 2011b) para betalactdmicos y aminoglucésidos en
musculo, sin embargo, debido las caracteristicas fisicoquimicas de la matriz, durante el
proceso de elusion de la muestra a través del cartucho de extraccion en fase sélida (SPE),
hubo saturacion y obstruccién de los poros del material de relleno, por lo tanto, fue necesario
realizar cambios en el método de extraccion para continuar con este proceso. Para obtener un
mejor proceso de elucion desde la columna, fue necesario liofilizar las muestras de
deyecciones de pollos Broiler previamente, antes de iniciar la metodologia de extraccién
mejorando la recuperacion y determinacion de analitos que previamente no pudieron ser
evaluados tanto por la complejidad de la extraccion, como por la presencia de interferentes

en la posterior lectura en el instrumento como en el caso de penicilina G (Figura 1).
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Figura Nro.1. Cromatogramas de penicilina G extraida en matriz deyecciones
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Condiciones de extraccion desde deyecciones para aminoglucdsidos.

El método desarrollado para la extraccion de los aminoglucosidos debid incluir
modificaciones respecto a las metodologias seleccionadas inicialmente, modificaciones que
consistieron en aumentar la concentracion de &cido tricloroacético hasta alcanzar el 10% en
agua, con el fin de facilitar la precipitacion del contenido organico presente en la muestra,
incorporando ademas, un proceso de filtracion y centrifugacion en la metodologia luego de
ajustar el pH de las muestras con una solucion de amoniaco al 10%. Esto ayudo a eliminar
la capa de sobrenadante que generaba dificultades en el paso por la columna SPE. Otro
cambio que debid incorporarse por este motivo fue el aumento del tiempo de centrifugacion
en cada uno de los pasos correspondientes al método, ademas de incluir solventes de descarte
como hexano y cloroformo con el fin de eliminar compuestos organicos apolares de baja y

alta densidad respectivamente.

El método utilizado finalmente para la extraccion de aminoglucdsidos consistié en pesar 2g
+/- 0,5 de muestra liofilizada, a la cual se agreg6 10 mL de &cido tricloroacético al 10%,
cloroformo y hexano, fue centrifugada, ajustado su pH entre 8,4 y 8,6 y filtrada con
microfibra de vidrio. La columna SPE fue acondicionada, trasvasijado el contenido del
extractante, secado y eluido para posteriormente concentrar la muestra, llevarla a sequedad,

reconstituida, centrifugada y filtrada por filtros Millex de 0,22 pm.

Condiciones de extraccion desde deyecciones para betalactamicos.

En el caso del método de extraccion de betalactdmicos, fue necesario determinar la
estabilidad en diferentes solventes, concluyendo que el uso de buffer fosfato a pH 7,5, lograba
mantener estable las moléculas durante el proceso de extraccion (figura 2), en este caso
también fue necesario agregar cloroformo y hexano como compuestos de descarte para la
centrifugacion, ademas de aumentar los tiempos necesarios para separar cada una de las fases,
ientras que el uso de filtros de microfibra de vidrio también fueron criticos para una correcta

extraccién de las muestras.
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El método utilizado finalmente para la extraccion de betalactdmicos consistié en pesar 2g de
muestra, agregar 5 mL de buffer fosfato de pH 7,5, 5 mL de cloroformo y 5 mL de hexano.
La muestra fue centrifugada y recolectado el extractante. El cartucho SPE fue acondicionado,
trasvasijada la muestra en su interior, el cartucho fue secado y posteriormente eluida la

muestra. El contenido colectado fue llevado a sequedad, reconstituido centrifugada y filtrada
por filtros Millex de 0,22 pm.
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Figura Nro.2. Cromatograma de penicilina G mediante extraccion con buffer fosfato en

gua a pH 7,5 (arriba) y con acetato de etilo (abajo).

Objetivo 2. Evaluar parametros cromatograficos para el desarrollo de un método
confirmatorio de analisis mediante espectrometria de masas (HPLC-MS/MS) en

deyecciones de pollos Broilers para la deteccion de amoxicilina, ampicilina, neomicina
y espectinomicina.

Para el calculo e interpretacion de los resultados, se siguio el reglamento de ejecucidn relativo

al funcionamiento de métodos analiticos de la union europea 2002/657/CE (EC, 2002).

Tiempo de Retencion

Luego de evaluar los tiempos de retencion de cada uno de los analitos presentes en este
estudio, se concluy6 que el CV de cada uno de ellos cumplié con el criterio de obtencidn de
un CV de las 6 repeticiones menor a un 5%, siendo cada uno de ellos menor al 0,5% (Tabla

5), aceptandose los criterios para establecer este parametro.
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Tabla Nro. 5 Tiempo de retencién de los analitos.

Espectinomicina 3,18 3,19 3,19 3,18 3,19 3,19 3,187 0,0052 0,16

Neomicina 6,96 6,97 697 6,96 697 6,97 6,967 0,0052 0,07
Penicilina G 8,65 8,65 8,66 8,65 8,66 8,66 8,655 0,0055 0,06
Ampicilina 341 34 34 338 337 339 3,392 0,0147 0,43

Amoxicilina 192 192 1,92 1,92 191 1,92 1,918 0,0041 0,21

Amox D4 (El) 192 192 192 192 191 192 1,918 0,0041 0,21

Gentamicina (EI) 6,69 6,69 6,69 6,69 6,69 6,69 6,69 0 0

Estreptomicina (EI) 5,14 514 513 5,12 5,12 5.13 5,13 0,0089 0,7

Especificidad.
Con respecto al parametro de especificidad obtenido a partir de las 20 muestras blanco de
distintos origenes, para el analito neomicina no se presentan interferentes cromatogréaficos en

los tiempos de retencidn obtenidos previamente para esta molécula. (figura 3).
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Figura Nro. 3 Muestra blanco (arriba) y muestra control a 400 ug/kg de

neomicina (abajo).
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Para el analisis de espectinomicina en cambio, si se presentan interferentes cromatograficos,

donde la media de las areas ratio de estos interferentes encontrados en las 20 repeticiones,

consistio en el 32,5% de las areas ratio presentadas en los controles, siendo posible descontar

este valor y corregirlo en la curva de calibracion y en los controles fortificados (Figura 4),

cumpliendo con cada uno de los parametros especificados para la determinacion del analito

luego del descuento aritmético.
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Figura Nro. 4 Muestra blanco (arriba) y muestra control a 250 ug/kg (abajo) de

espectinomicina respectivamente

Para amoxicilina y ampicilina no se logré cumplir con el criterio de especificidad, debido a

que se presentan interferentes en el tiempo de retencion de estos analitos. Ademas, no fue

posible identificar peaks correspondientes a los analitos en los controles fortificados

utilizados como controles (Figura 5).
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Figura Nro. 5 Muestra blanco de deyecciones (arriba) y muestras control fortificadas

(abajo) de ampicilina (izquierda) y amoxicilina (derecha).
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Entre los analitos utilizados como El, se observé que amoxicilina D4 si pudo ser determinada
en el tiempo de retencion correspondiente (figura 6), a diferencia de la molécula de

amoxicilina.
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Figura Nro. 6 Muestra control fortificado a 50 pg/kg de amoxicilina-D4

Durante el estudio, se incluyo el anélisis de penicilina G como otro representante de la familia
de los betalactamicos. Esta molécula (a diferencia de amoxicilina y ampicilina), si resulto ser
especifica frente a las condiciones presentes en esta metodologia, donde se determind su

presencia en los controles fortificados y no presentd interferentes asociados a su tiempo de
retencion (figura 7).
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Figura Nro. 7 Muestra blanco de deyecciones (superior) y muestra control fortificada de

penicilina G a 30 pg/kg (inferior).

Limite de deteccidn y limite de cuantificacion.

Con respecto a los limites de deteccion (LD) y cuantificacién (LC), tanto en aminoglucésidos
como en penicilina G se cumplié con el criterio inicial de ser al menos 3 veces la sefial ruido
en el LD y 10 veces la sefial ruido en el LC. Ademas, se cumplio el criterio de que los
controles fortificados evaluados al limite de deteccion presentaran un coeficiente de
variacién menor a un 25% (Tabla 6).
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Para espectinomicina se obtuvieron limites de deteccion y de cuantificacion de 250 pg/kg y
251,09 pg/kg respectivamente, mientras que el coeficiente de variacion entre los controles
fue de un 4,211% (tabla 6). Con respecto a neomicina, se obtuvo un LD de 400 pg/kg y un
LC de 400,09 pg/kg, mientras que el coeficiente de variacion entre los controles fortificados
al LD fue de un 7,29% (tabla 6). Finalmente, para penicilina G, se alcanzaron LD y LC de
30 pg/kg y 30,019 pg/kg respectivamente. En el caso del CV de los 20 controles al LD, este
correspondio a 3,038%, siendo el analito que menos variacion tuvo en este parametro (tabla
6).

Tabla Nro. 6 Parametros analiticos asociados al LD y LC de espectinomicina, neomicina y

penicilina G.
Analito Parametro Unidad de medida  Valores
LD Hg/kg 250
DS Hg/kg 0,661
Espectinomicina LC ug/kg 251,09
Media controles Area ratio 15,695
CV% controles - 4,211%
LD ug/kg 400
DS ug/kg 0,018
Neomicina LC Hg/kg 400,029
Media controles Area ratio 0,244
CV% controles - 7,29%
LD Hg/kg 30
DS ug/kg 0,011
Penicilina G LC ug/kg 30,019
Media controles Area ratio 0,369
CV% controles - 3,038




Linealidad.

La linealidad fue evaluada en cada una de las curvas de calibracion, cumpliendo en todas

ellas con el requisito minimo del parametro evaluado, que consiste en presentar un

coeficiente de determinacion (R2) mayor o igual a 0,95, obteniendo a partir de cada una de

ellas como resultado final un R? de 0,99. Para espectinomicina, se evaluaron cada una de sus

3 curvas de calibracion, fortificadas a 5 concentraciones equidistantes, que correspondieron
a 250, 300, 350, 400 y 450 pg/kg (Figura 8).
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Figura Nro. 8 Modelos de regresion lineal para espectinomicina.

Utilizando estas curvas de calibracion, se obtuvieron recuperaciones promedio de 103,2,

100,4 y 99,7 % correspondientes a las curvas 1, 2 y 3 respectivamente para cada punto de

fortificacion. Ademas, el CV de las tres pendientes fue de 12,55%, demostrando que las

cuantificaciones fueron coherentes y repetitivas en cada una de las curvas (tabla 7).
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Tabla Nro. 7 Pardmetros asociados a la linealidad de espectinomicina neomicina 'y

penicilina G.
Analito Parametro Curval Curva2 Curva3
Media %

L > 103,2%  100,4% 99,7%
Espectinomicina  recuperacion

Pendiente 0,1138 0,0933 0,0912

Media %
o » 92,90% 98,40% 97,80%
Neomicina recuperacion
Pendiente 0,0043 0,005 0,0059
Media %

o y 58,82% 80,27% 75,78%
Penicilina G recuperacion

Pendiente 0,0111 0,0127 0,0124

Al evaluar las curvas de calibracion para la molécula de neomicina, estas fueron fortificadas
a 5 puntos crecientes y equidistantes entre si, los que correspondieron a concentraciones de
400, 450, 500, 550 y 600 pg/kg (figura 9).
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Figura Nro. 9 Modelos de regresion lineal para neomicina

Se utilizaron las curvas para evaluar las recuperaciones al punto mas bajo de la curva de
calibracion observandose una mayor variabilidad entre sus tendencias en comparacion a
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espectinomicina, esto puede evidenciarse en el CV% calculado para sus pendientes,
correspondiente a 15,83% para neomicina, a diferencia del 12,55% de CV% entre las
pendientes del analito anteriormente mencionado, mientras que la media recuperacion de los

controles fortificados fue de 92,90; 98,40 y 97,80 % para las curvas 1, 2 y 3 respectivamente.

Finalmente, la linealidad de las curvas de penicilina G fue evaluada con 6 puntos fortificados
a concentraciones crecientes y equidistantes entre si, las que correspondieron a 30, 60, 90,
120, 150 y 180 pg/kg figura 10).

e CURVA ]
¢« CURVA 2
CURVA 3

Area ratio

30 60 90 120 150 180

Concentracion del analito (ug/kg)

Figura Nro. 10 Modelos de regresion lineal para penicilina G.

La recuperacién obtenida de los controles al punto méas bajo de la curva de calibracion
consistio en 58,82; 80,27 y 75%, siendo inferior a las recuperaciones obtenidas en los demas
analitos analizados en este estudio, sin embargo, el limite de deteccion de penicilina G
consistio en 30 pug/kg, mientras que para espectinomicina y neomicina fue de 250 y 400 pg/kg
respectivamente. En complemento a estos resultados, el CV entre las tres pendientes fue de
un 7,04%, presentando menor variabilidad en comparacion a neomicina y espectinomicina,

que consistieron en 15,83 y 12,55% respectivamente (Tabla 7).
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DISCUSION

Durante el desarrollo de este estudio, se presentaron una serie de dificultades que estan
asociadas a las propiedades fisicoquimicas de la matriz y los analitos evaluados, siendo un
desafio constante lograr establecer condiciones de extraccion e instrumentales que
permitieran mantener la estabilidad de las moléculas para su posterior lectura y
cuantificacion, con el fin de completar el objetivo general propuesto. Estos problemas ya
habian sido descritos anteriormente por otros autores, asociandolos a la implementacion y
validacion de moléculas pertenecientes a la familia de los betalactamicos en matrices
similares. Por ejemplo, Beredsen et al. (2015), intent6 incluir estas moléculas a un método
multirresidual que utilizaba como matriz de analisis heces de cerdo, atribuyendo la dificultad
para determinar su presencia a la carga de bacterias productoras de betalactamasas. Sin
embargo, los resultados obtenidos en este estudio muestran que, si bien no fue posible
determinar amoxicilina ni ampicilina, si fue posible determinar la presencia de penicilina G,
lo que podria deberse a diferencias en la estabilidad de la molécula frente al proceso de
extraccion o las condiciones de pH de la matriz, ya que amoxicilina y ampicilina a diferencia
de penicilina G, presentan un comportamiento anfdtero (Settimo et al., 2014), teniendo un
pKa éacido y uno bésico, lo que podria facilitar su interaccion y/o degradacién con un espectro
mas amplio de moléculas, mientras que penicilina G solo presenta un pKa correspondiente a

2,72 (Settimo et al., 2014), entre otras posibles causas asociadas a la estructura de las mismas.

Otro antecedente obtenido en esta investigacion consiste en la deteccién de amoxicilina
deuterada en muestras fortificadas con este estandar interno, sin interferentes en su tiempo,
lo que contrasta los resultados obtenidos con la molécula de amoxicilina. Una razon que
podria estar asociada a este resultado consiste en que, si bien, la optimizacion de las
condiciones de extraccion e instrumentales con el fin de conservar la estabilidad una
molécula son factores criticos, también es necesario realizar una seleccion adecuada de los
fragmentos idnicos utilizados para determinar y cuantificar la presencia de un analito, no sélo
considerando la abundancia de ese fragmento y la intensidad de su respuesta instrumental, si
no, que considerando la especificidad de esos fragmentos frente a una determinada matriz y
las limitaciones de la técnica utilizada para evaluarlos. En el caso de la técnica de HPLC-

MS/MS, se debe considerar que, aun siendo una técnica altamente sensible y especifica, la
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variedad de compuestos que pueden estar presentes en una matriz compleja como las
deyecciones de pollos Broiler, permite que existan interferentes que tengan una relacion
masa/carga similar a la de los analitos de interés, pudiendo confundirse con la molécula o
simplemente dificultando determinar su presencia por un incremento de la linea base. Esta
situacion podria explicar los resultados asociados a la ausencia de amoxicilina y ampicilina
en las muestras fortificadas y también explicaria por qué, amoxicilina D4, al ser una molécula
que debiese tener un comportamiento equivalente al de amoxicilina, pudo determinarse sin
problemas. Esto se podria explicar debido a que amoxicilina D4, al tener cuatro &tomos de
hidrdgeno sustituidos por &tomos de deuterio, le entrega como caracteristica una masa/carga
ligeramente distinta a la molécula original, obteniéndose (en este caso) un peso molecular de
cuatro Dalton (Da) por sobre la amoxicilina, y, por lo tanto, presentando interferentes
distintos asociados al filtro de masa/carga especificos realizados por el instrumento al
momento de seleccionar una masa para su analisis. Es debido a esto, que los betalactamicos
han sido analizados en distintos tipos de detectores tradicionales a lo largo del tiempo, como,
por ejemplo, detectores de fluorescencia, pero incluso en ese tipo de técnicas es necesario
realizar procesos adicionales para facilitar la determinacion de este tipo de compuestos y
aumentar su expresion cromatogréfica. En el caso de la utilizacion de un detector de
fluorescencia, es necesario realizar un proceso de estabilizacion y adicion de grupos

fluoréforos a traves de la derivatizacion del compuesto (Lara et al., 2012).

Otra alternativa relacionada a superar las dificultades asociadas a la inestabilidad de los
betalactamicos y su especificidad en esta matriz, es el andlisis los productos de degradacion
de estas moléculas, los cuales ya han sido determinados previamente mediante HPLC-
MS/MS, destacando principalmente, los productos generados a partir de amoxicilina, de los
cuales, los méas importantes corresponden al &cido amoxiciloico, el cual es un metabolito
activo de esta molécula, y a amoxicilina 2,5-diketopiperazina, que corresponde a un isbmero
generado por un reordenamiento interno de los &tomos de amoxicilina que ocurre al abrirse
el anillo betalactdmico presente en su estructura. (Freitas et al., 2012; Nagele y Moritz, 2005;
Chen et al., 2019). Esto podria permitir establecer una relacion entre la concentracion de
estos productos de degradacion (o al menos uno de ellos) y la concentracion inicial de
amoxicilina, permitiendo una cuantificacion indirecta de su presencia. Esta metodologia

podria ser uatil como alternativa, sobre todo considerando que ambos productos de
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degradacin, si bien no presentan efecto antimicrobiano, si son capaces de generar resistencia
en bacterias expuestas a estos compuestos, como también, a generar reacciones de
hipersensibilidad en humanos (Freitas et al., 2012), y al no ser determinados habitualmente,
se desconoce el impacto que generan, lo que podria marcar un precedente también, para la
determinacion de la concentracion original de otros antibiéticos mediante el analisis de sus
productos de degradacion. Es debido a estos problemas asociados a la sensibilidad y
especificidad de los meétodos orientados al analisis de estas moléculas, que estudios
relacionados, plantean la necesidad de hidrolizar estos analitos, utilizando piperidina, con la
finalidad de romper el anillo betalactdmico y formar productos estables para su posterior
analisis (Beredsen et al., 2013), sin embargo, la matriz utilizada en ese estudio corresponde
a musculo de pollo, por lo tanto, la eficacia de ese tratamiento ain no esta comprobado en

deyecciones.

Si bien la liofilizacién resultd ser un proceso efectivo para el tratamiento las deyecciones de
pollo Broiler como matriz, permitiendo mejorar su proceso de limpieza y mejorando la
recuperacion de penicilina G, esto no resulto ser suficiente para lograr determinar la presencia
de amoxicilina y ampicilina, aun favoreciendo el control de factores criticos para la
degradacion de estos betalactdmicos, como pueden ser la presencia de bacterias y el pH

(Kakimoto y Funamizu, 2006).

Este método analitico al ser capaz de determinar la presencia de estos farmacos en
deyecciones de pollos Broiler, permitiria evitar su uso como fertilizante en siembras y
praderas, previniendo modificar la microbiota de los suelos, principalmente al complejo de
bacterias fijadoras de nitrdgeno, que suelen estar presentes con mayor frecuencia en las raices
de especies leguminosas (Kraemer et al., 2019) ademas de disminuir el riesgo de seleccién
de bacterias resistentes desde el ambiente debido a la presencia de residuos eliminados por
las heces. Otro factor relevante que se podria evitar, también atribuido al impacto de los
residuos de antimicrobianos en suelos es la disminucion del crecimiento de especies
vegetales (Jin et al., 2009), lo que se traduciria en pérdidas econdémicas generadas por un
menor rendimiento de estos alimentos destinados a consumo animal. Finalmente, se podria
prevenir el consumo de especies vegetales o subproductos contaminados con residuos

antimicrobianos por parte de animales productivos (Cornejo et al., 2017), lo que evitaria una
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posible recirculacién de estos contaminantes y las pérdidas generadas por decomisos debido
a la acumulacion de antimicrobianos por consumo cronico a bajas dosis, ademas de controlar
la seleccion de bacterias multiresistentes en el ecosistema. Para esto, serian necesarios
estudios complementarios que pudieran relacionar la presencia de estos analitos en la matriz
en concentraciones capaces de provocar estos efectos y, ademas, cuantificar las pérdidas

econOmicas asociadas al productor.
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CONCLUSION

El método analitico implementado en este estudio permite la deteccion de aminoglucdsidos
y algunos betalactamicos en deyecciones de pollos Broiler mediante HPLC MS/MS, siendo
altamente sensible, especifico y lineal para los analitos espectinomicina, neomicina y
penicilina G, permitiendo cuantificar estas moléculas en deyecciones de pollos Broiler.

Amoxicilina y ampicilina no pueden ser determinadas mediante el método analitico
desarrollado en este estudio, debido a la poca estabilidad de los analitos en la matriz a causa

de sus caracteristicas fisico quimicas.

Los resultados presentes en este estudio, permitirian sentar precedentes para la
implementacién de limites maximos en deyecciones de pollos Broilers, pudiendo ser
establecidos en base a la ponderacion de distintos criterios, como la concentracion y el
impacto de estos residuos antimicrobianos sobre la industria agropecuaria y sus

consecuencias en los animales, el ambiente, y la salud publica.

El método analitico desarrollado en este estudio, permitiria ademas contribuir a futuras
investigaciones asociadas a la distribucion y farmacocinética de antimicrobianos en las
distintas matrices de origen animal, incluyendo las heces, lo que facilitaria relacionarlos a
sus tiempos de deplecion, permitiendo establecer una relacion y un perfil de estas variables
que ayudaria a establecer una relacion entre las concentraciones presentes en las heces y las
concentraciones plasmaticas del animal productivo, en pro de establecer controles
preventivos en las distintas areas relacionadas a la produccién de alimentos desde animales

tratados farmacologicamente.
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Anexo 2. Norma de bioseguridad.
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Anexo 3. Norma de bioetica.

CICUA

| Wesrmecnoels de brvessgackin y Dmay COMITE NSTITUOONAL DE
UNIVERSIDAD DE ClllLE CUADO ¥ USO DF ANIMALES

Santiago, 18 de Noviembre de 2019
Certificado N®: 19331-VET-UCH
CERTIFICADO

El Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales (CICUA) de la Universidad de Chile, certifica
que en el Protocolo 22-2019, del Proyecto de Investigacion titulado: “Desarrollo y validacion de
una metodologia rapida, econémica y no invasiva para la deteccién de residuos de tetraciclinas,
quinolonas, aminoglucésidos, macrolidos y 8-lactamicos en heces de animales de produccion”,
de la Investigadora responsable Javiera Cornejo Kelly, Profesor Asistente, Departamento de
Medicina Preventiva, Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias, Universidad de Chile, no se
plantean acciones en sus procedimientos que contravengan las normas de Bioética de manejo y
cuidado de animales, asi mismo la metodologia experimental planteada satisface lo estipulado en
el Programa Institucional de Cuidado y Uso de Animales de la Universidad de Chile.

La Investigadora se ha comprometido a la ejecucion de este proyecto dentro de las
especificaciones sefialadas en el protocolo revisado y autorizado por el CICUA, a mantener los
procedimientos experimentales planteados y a no realizar ninguna modificacion sin previa
aprobacion por parte de este Comité.

Se otorga la presente certificacion para el uso de un total de 60 pollos Broiler, genética Ross 308,
provenientes de un criadero comercial {Agricola Chorombo S.A., Region Metropolitana), desde
Dicdiembre de 2019 a Octubre de 2021, tiempo estimado de ejecucion del estudio, el cual sera
financiado por Concurso IDeA I+D 2019 Fondef = Conicyt Nro. ID19110033.

El CICUA de la Universidad de Chile, forma parte de la Vicerrectoria de Investigacion y Desarrollo, y
estd constituido por 53 miembros: 5 médicos veterinarios, 39 académicos (12 de ellos médicos
veterinarios), y 9 miembros no osociados a la ocademio o investigacion, y que cuentan con
experiencia en bioética relacionada a mantencion y uso de animales. El certificado que emite el
Comité procede de la aprobacion del “Protocolo de Manejo y Cuidado de Animales” después de un
estudio acucioso y de lo acogida de los investigodores de las observaciones exigidas por el Comité.

)@AP\

Dr? Emlllo Herrera Videla

Ronald Vargas Casanova

Director Presidente
CICUA=-VID CICUA -VID
Universidad de Chile Universidad de Chile

Comité Institucional de Culdado y Uso de Animales (CICUA)
Vicerrectoria de lnvesttgaddn y Desarrollo (VID) - Universidad de Chile

emall coordinador. dcuaeudule cl
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