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RESUMEN

A nivel mundial, una de las principales preocupaciones de las autoridades reguladoras es la
presencia de residuos de antimicrobianos en los alimentos y la necesidad de establecer

programas adecuados para monitorear el peligro.

La mayoria de los programas de vigilancia, se centran en la deteccion de los residuos de los
antimicrobianos en el producto final, empleando matrices invasivas. Hasta la fecha, no
existen métodos de screening microbiologico, que estén registrados para la deteccion de
residuos de antimicrobianos en matrices no invasivas, es decir, que no requieren que el

animal sea faenado para su obtencion, como son las heces de los animales de produccion.

Por esto, el objetivo de esta memoria de titulo fue verificar in vivo una metodologia de
screening microbioldgico, para la deteccion de seis familias de antimicrobianos en

deyecciones de pollos broiler y posteriormente se cuantificd la concentracion de los residuos.

Para el desarrollo de esta tesis, se utilizaron 48 pollos broiler machos de genética Ross 308,
los que se distribuyeron en seis grupos experimentales, compuestos por seis animales tratados
y dos animales sin tratar, que correspondieron a los blancos. Todos los antimicrobianos se
administraron via oral mediante una sonda oro-esofagica, excepto en la ampicilina; ya que al
no existir una formulacion farmacéutica oral autorizada para pollos broiler se utilizé un
estandar certificado, el cual fue administrado via endovenosa en dosis Unica. Posteriormente,
se recolectaron las muestras de deyecciones a las cuatro y ocho horas post-tratamiento,
durante dos dias consecutivos. En el caso de la ampicilina, se realizaron los muestreos a las
horas uno, dos, cuatro y seis post-tratamiento, completando cuatro puntos de muestreo.
Posteriormente, se realizo la extraccion de las muestras mediante el método de screening
microbioldgico, se midi6 el radio del halo de inhibicidn y este se registré en milimetros. Las
muestras positivas se confirmaron mediante LC-MS/MS, el método de extraccion utilizado
correspondi6 a un método analitico multi-residual implementado y validado previamente y
se comparo si los resultados obtenidos mediante LC-MS/MS eran mayores o iguales a la
capacidad de deteccion (CCP) del método de screening microbiologico.

Respecto a los resultados, para enrofloxacino y su metabolito activo ciprofloxacino,
oxitetracicilina y su epimero 4-epi-oxitetraciclina, sulfacloropiridazina, eritromicina,

ampicilina y lincomicina, las muestras analizadas mediante el método de screening
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microbioldgico provenientes de aves tratadas fueron positivas y las concentraciones
cuantificadas por LC-MS/MS fueron superiores a la CCB del método de screening
microbiologico. Respecto a los blancos, todos los antimicrobianos en estudio fueron
negativos al screening microbiolégico y no se detectaron concentraciones de los residuos
mediante LC-MS/MS.

En conclusién, la metodologia de screening microbioldgico es capaz de detectar residuos de
antimicrobianos en deyecciones de pollos tratados y existe concordancia entre lo obtenido en

el método de screening microbiolégico con los resultados obtenidos mediante LC-MS/MS.

Palabras clave: Verificacion, screening microbioldgico, residuos de antimicrobianos, pollos
broiler, LC-MS/MS.



ABSTRACT

Globally, one of the main concerns of regulatory authorities is the presence of antimicrobial

residues in food and the need to establish adequate programs to monitor the hazard.

Most surveillance programs focus on the detection of antimicrobial residues in the final
product using invasive matrices. To date, there are no microbiological screening methods
registered for the detection of antimicrobial residues in non-invasive matrices, i.e., those that
do not require the animal to be slaughtered to obtain them, such as feces from production

animals.

Therefore, the objective of this thesis was to verify in vivo a microbiological screening
methodology for the detection of six families of antimicrobials in broiler chicken droppings

and subsequently the concentration of the residues was quantified.

For the development of this thesis, 48 male broiler chickens of Ross 308 genetics were used,
which were distributed in six experimental groups, composed of six treated animals and two
untreated animals, which corresponded to the blanks. All the antimicrobials were
administered orally through an oro-esophageal tube, except for ampicillin; since there was
no authorized oral pharmaceutical formulation for broiler chickens, a certified standard was
used, which was administered intravenously in a single dose. Subsequently, droppings
samples were collected at four and eight hours post-treatment, for two consecutive days. In
the case of ampicillin, samples were taken at one, two, four and six hours post-treatment,
completing four sampling points. Subsequently, samples were extracted using the
microbiological screening method, the inhibition halo radius was measured and recorded in
millimeters. Positive samples were confirmed by LC-MS/MS, the extraction method used
corresponded to a previously implemented and validated multi-residual analytical method
and it was compared whether the results obtained by LC-MS/MS were greater than or equal

to the detection capacity (CCp) of the microbiological screening method.

Regarding the results, for enrofloxacin and its active metabolite ciprofloxacin,
oxytetracycline and its epimer 4-epi-oxytetracycline, sulfachloropyridazine, erythromycin,
ampicillin and lincomycin, the samples analyzed by the microbiological screening method
from treated birds were positive and the concentrations quantified by LC-MS/MS were

higher than the CCP of the microbiological screening method. Regarding the blanks, all
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antimicrobials under study were negative to the microbiological screening and no

concentrations of the residues were detected by LC-MS/MS.

In conclusion, the microbiological screening methodology is capable of detecting
antimicrobial residues in treated chicken droppings and there is concordance between the
results obtained in the microbiological screening method and the results obtained by LC-
MS/MS.

Keywords: Verification, microbiological screening, antimicrobial residues, broiler chickens,
LC-MS/MS.
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INTRODUCCION

Segun datos de la Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
(FAO) en el afio 2020, de los 328 millones de toneladas de carne mundial producida, la carne
de ave correspondio a un 36,5%; lo que equivale a 134 millones de toneladas, siendo sus
principales productores China, Brasil y Estados Unidos. Se prevé que el crecimiento del
consumo mundial de proteinas carnicas durante esta década aumentara un 14% hacia el 2030,
impulsado en gran medida por el aumento de los ingresos y el crecimiento demografico,
mientras que la disponibilidad de carne de aves de corral se incrementara un 17,8% para el
2030. Es asi como el consumo de carne ha ido cambiando hacia las aves de corral en
comparacidn con otras carnes. En los paises en desarrollo de ingresos mas bajos esto refleja
el menor precio de los productos carnicos de las aves de corral, en comparacion con otros
animales productivos; en tanto que en los paises de ingresos altos indica la mayor preferencia
de carnes blancas, que son mas faciles de preparar y se perciben como una opcion alimentaria
mas saludable. Por otra parte, a nivel nacional y segin datos de la Oficina de Estudios y
Politicas Agrarias (ODEPA), en el afio 2020 se produjeron mas de 760 mil toneladas de carne
de ave, siendo 690 mil toneladas de pollo broiler, lo que equivale al 91% del total de la

produccion de carne de ave.

Es asi que, debido a la gran produccién de animales para consumo humano, el uso de
antimicrobianos sigue siendo la principal herramienta para tratar las enfermedades de origen
bacteriano. Dependiendo de la estructura, los antimicrobianos solo se absorben parcialmente
en el intestino de los animales. En consecuencia, los antimicrobianos son eliminados a la
orina y a las heces. Asi, se ha descrito que entre un 30 a 90% del compuesto original se
excreta. La tasa de excrecion varia segun el antimicrobiano, siendo de un 75% para

clortetraciclina, 90% para sulfametazina, 50%-100% para tilosina y 74% para enrofloxacino.

Para detectar los residuos de los antimicrobianos en los productos comestibles de origen
animal existen diferentes técnicas analiticas. En primer lugar, estan los métodos de screening,
dentro de los que se encuentran los métodos inmunologicos y microbioldgicos. Los métodos
de screening microbiolégico permiten la deteccion de una o varias familias de

antimicrobianos, utilizando microorganismos identificadores.



Por otra parte, los métodos analiticos confirmatorios basados en la técnica de cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-MS/MS), se utilizan para confirmar el
resultado positivo de los métodos de screening. Si bien estos métodos son sensibles, precisos
y cuantitativos, requieren de equipos costosos y personal calificado para la obtencion de

resultados.

Hasta la fecha, existen pruebas patentadas de analisis de residuos de antimicrobianos
mediante el método de screening microbioldgico, las que emplean matrices invasivas
obtenidas después de la faena; es decir, que la deteccidon se realiza en el producto final. No
existen métodos de screening microbiolégico que estén registrados para la deteccion de
residuos de antimicrobianos de diferentes familias utilizadas en la produccion animal en

matrices no invasivas, como son las heces de los animales de produccion.

Por lo anteriormente mencionado, en este estudio se verifico un método de screening
microbioldgico que ya se encuentra validado para la matriz heces, a través de muestras de
deposiciones de animales experimentales tratados, para la deteccién de residuos de
oxitetraciclina 'y su epimero 4-epi-oxitetraciclina, eritromicina, ampicilina,
sulfacloropiridizina, enrofloxacino y su metabolito activo ciprofloxacino y lincomicina.
Posteriormente se confirm6 la presencia y concentracién de los residuos de los
antimicrobianos presentes en las heces de los animales, a través de la metodologia analitica
confirmatoria LC-MS/MS.



REVISION BIBLIOGRAFICA
1. Produccion de cama de broiler

La cama de broiler constituye el principal subproducto de la industria avicola, y esta
constituido principalmente por las deyecciones de las aves, junto a los materiales de la cama,
plumas, restos de comida y agua y la microbiota (Santos Daldlio et al., 2017). Si se considera
que para el afio 2020 el nimero de pollos broiler beneficiados a nivel nacional correspondio6
a 297.285.853 (ODEPA, 2021) y que en promedio la produccién de cama de broiler por ave
por ciclo productivo es de 3,6 Kg (Santos Daldlio et al., 2017), se estima que la produccion

de camas de broiler para el afio 2020 correspondié a mas de un millén de toneladas.
2. Usos de los antimicrobianos en animales de produccion

Los antimicrobianos se definen como sustancias que pueden eliminar (bactericida) o inhibir
(bacteriostatico) el crecimiento de varios agentes bacterianos. Son producidos naturalmente
por organismos Vvivos o sintéticamente bajo condiciones de laboratorio (Bacanli y Basaran,
2019).

Los antimicrobianos se administran a los animales de diferentes formas: oral, parenteral o
topica. El principal uso de los antimicrobianos en los animales productivos es para el
tratamiento y prevencion de enfermedades de origen bacteriano, que incluyen mastitis,
artritis, enfermedades respiratorias e infecciones gastrointestinales. El uso de ellos como
promotores del crecimiento se describié por primera vez a mediados de los 40 y luego se
convirtié en una practica comun, a pesar de que en 2006 la Union Europea la prohibio
(Bacanli y Basaran, 2019). Por otra parte, en Argentina, Brasil, China, India, Indonesia,
Filipinas, Rusia y Sudafrica aun se encuentra autorizado el uso de los antimicrobianos como

promotores del crecimiento (Laxminarayan et al., 2015).

Es asi, como en el quinto informe anual de la Organizacion Mundial de Sanidad Animal
(OIE) sobre los agentes antimicrobianos destinados a ser utilizados en los animales, se
describe que 112 paises, , no utilizaron agentes antimicrobianos para la promocion del
crecimiento en los animales, ya sea tengan o no legislacion al respecto. Mientras que, 42
paises, informaron el uso de antimicrobianos como promotores del crecimiento. Los paises

restantes, correspondientes a seis, indicaron que no estaban seguros de si se estaban
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utilizando los antimicrobianos como promotores del crecimiento, cuatro paises no tienen
legislacion relacionada con el uso de los antimicrobianos como promotores del crecimiento
y dos paises explicaron que contaban con un marco regulatorio que prohibia parcial o
totalmente este uso. Cuando se diferencia por region, América, Asia, Extremo Oriente y
Oceania poseen los porcentajes mas altos de paises que utilizan antimicrobianos como
promotores del crecimiento. Mientras que, Europa ha estado trabajando durante muchos
afos, ya que esta region es la que presenta el porcentaje mas bajo de uso y autorizacion de

los antimicrobianos como promotores del crecimiento en los animales (OIE, 2021).

Durante el afio 2010 se estim6 que el uso de antimicrobianos a nivel mundial fue de 63151 +
1560 toneladas, en la produccion de leche, huevos y carnes, con un aumento proyectado de
105,596 + 3605 toneladas para el 2030 (Kumar et al., 2020). A escala mundial, el consumo
de antimicrobianos en promedio por afio por Kg de animal producido varia entre las especies,
con valores de 45 mg/Kg en bovinos, 148 mg/Kg en pollo y 172 mg/Kg en cerdo (Manyi-
Loh et al., 2018). China, con un 23%, es el pais que mas antibidticos usa en animales
destinados a consumo humano, lo siguen Estados Unidos con un 13%, Brasil con un 9%,

India y Alemania con un 3% (Bacanli y Basaran, 2019).

3. Legislacion internacional y nacional sobre el uso de antimicrobianos en animales

de produccién

A nivel internacional, el Reglamento de la Comision Europea N° 470/2009 establece los
limites maximos residuales (LMR) de sustancias farmacol6gicamente activas en los
alimentos de origen animal utilizadas en la medicina veterinaria, como los antibioticos,

incluyendo la carne, el pescado, la leche, los huevos y la miel (CE, 2009).

A nivel nacional el uso de los antimicrobianos se encuentra regulado por el Servicio Agricola
y Ganadero (SAG), como por la Resolucion exenta N°: 4854/2019 que autoriza el uso de los
antimicrobianos en los animales de produccién con los siguientes fines: terapéutico,
metafilactico, profilactico y extra-etiqueta (SAG, 2019). En la lista de la OIE de agentes
antimicrobianos importantes para la medicina veterinaria, se describe que los agentes
antimicrobianos de importancia corresponden a la biciclomicina, é&cido fusidico,
novobiocina, ortosaminas, quinoxalinas y estreptograminas. Los agentes antimicrobianos de
importancia elevada incluyen a rifamicinas, fosfomicinas, ionoforos, lincosamidas,
4



pleuromutilinas y polipéptidos. Mientras que, los agentes antimicrobianos de importancia
critica son los aminoglucoésidos, cefalosporinas, macrolidos, penicilinas, fenicoles,

quinolonas, sulfonamidas y tetraciclinas (OIE, 2019).

Por otra parte, el uso de los antimicrobianos como promotores del crecimiento en nuestro
pais se encuentra prohibido desde el afio 2006, bajo la Resolucién Exenta N° 1992/2006
(SAG, 2006). De forma similar, la Resolucion Exenta N° 3.599/1996 prohibe el uso de
farmacos que contengan cloranfenicol o cualquiera de sus sales, en animales cuyos productos
y subproductos sean destinados a la alimentacion humana. Asimismo, la Resolucién Exenta
SAG N° 1.500/ 1998 prohibe el uso de productos farmacéuticos de uso veterinario que
contengan sustancias derivadas de nitrofuranos y 5-nitroimidazoles, para ser administrados
a animales cuyos productos sean o puedan ser destinados a la alimentacion humana en
cualquier etapa de su vida (SAG, 2019).).

En el mismo contexto, la Resolucion Exenta N° 551/2014 del Ministerio de Salud (MINSAL)
fija los LMR de residuos de medicamentos veterinarios en alimentos destinados al consumo
humano (MINSAL, 2019).

4. Implicancias de los residuos de antimicrobianos en heces de animales productivos

El uso de los antimicrobianos y la presencia de sus residuos en las heces de los animales para
consumo humano tienen diversas implicancias. Una de ellas es la excrecion de
aproximadamente 30% a 90% de los antimicrobianos y sus metabolitos al medio ambiente a
través de los desechos animales. Los metabolitos activos de los antibidticos pueden llegar a
la capa superior del suelo a través de la fertilizacion con los desechos animales, transportarse
al agua superficial a través de la escorrentia y al agua subterranea a traves de la lixiviacion y
finalmente ingresar a la cadena alimentaria. Debido a la débil absorcién en el suelo, las
sulfonamidas se han detectado con frecuencia en las aguas superficiales, subterraneas e
incluso en el agua de los poros del suelo. Por otra parte, las tetraciclinas y las

fluoroquinolonas pueden persistir durante varios meses o afios en el suelo (Gu et al., 2019).

La microbiota fecal de los animales alberga una vasta reserva de genes de resistencia a
antibidticos (ARG) que podrian ser adquiridos por bacterias comensales y patdgenas, tanto
para humanos como animales. Los residuos de los antibioticos, las bacterias resistentes y los

ARG pueden ser transportados al medio ambiente a traves del estiércol de los animales
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(Xiong et al., 2018). La adquisicion de resistencia a los antibiéticos puede producir cambios
especificos en el metabolismo bacteriano, que pueden ser Utiles para el crecimiento
bacteriano en algunos habitats o en condiciones ambientales particulares. Se ha demostrado
que algunos elementos que sirven para resistir altas concentraciones de antibidticos también
tienen otras funciones en sus huéspedes originales, este fenémeno se conoce como pleitropia
(Por ejemplo: las bacterias que se adaptan al aumento de temperatura se volvieron resistentes

a la rifampicina) (Grenni et al., 2017).

Puede haber dos formas, es decir, directa o indirectamente, a través de las cuales estos
antibidticos podrian dafar al ser humano y al medio ambiente. Los antibiéticos y sus
metabolitos, incluso a niveles traza, tienen el potencial de bioacumularse y causar un riesgo
potencial para la salud humana y la microbiota presente en el suelo. Las pequefias
concentraciones de antibidticos afectan la actividad endocrina, el metabolismo y el desarrollo

en los humanos (Muhammad et al., 2019).

Tanto las bacterias resistentes a los antibidticos (ARB) como los ARG pueden reducir el
potencial terapéutico de los antibio6ticos contra bacterias, patdgenos humanos y animales. La
infeccion puede persistir en el hospedero por un tiempo mas prolongado y las bacterias que
tienen resistencia a los antibidticos pueden no ser eliminadas con los antibidticos de primera
linea. Los expertos internacionales consideran que la resistencia a los antibidticos es uno de
los principales problemas de salud. Asi, a nivel mundial se reportan 7 millones de muertes
humanas anuales asociadas a la resistencia a los antibioticos, con 23 mil muertes cada afio
solo en los Estado Unidos (Xie et al., 2018).

Debido a que las deyecciones de los pollos broiler se utilizan como fertilizante para la
fertilizacion de campos de agricultura, diversos estudios han mostrado que las plantas
cultivadas en el suelo modificado con las deyecciones absorben los antimicrobianos
presentes en estas. Estos antimicrobianos crean riesgos potenciales para la salud, lo que es
de especial preocupacion para las personas que son alérgicas a los antimicrobianos. Ademas,
se ha reportado que los antimicrobianos producen reacciones inflamatorias en el higado y

retraso del crecimiento de las células embrionarias (Li et al., 2014; Zhang et al., 2014).

Por otra parte, debido a que se generan grandes cantidades de estiércol de cerdo, estos deben
tener una adecuada gestion para evitar problemas ambientales graves, siendo el
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almacenamiento del estiércol en tanques o lagunas y la aplicacién a los campos de cultivo
como fertilizante sus usos mas habituales (Vazquez et al., 2015). En el caso de los bovinos,
el estiércol puede terminar como purin, que combina los excrementos producidos por el
ganado con agua de lluvia y agua de lavado, los purines y el estiércol sélido tradicionalmente
son esparcidos directamente sobre el suelo como fertilizante (Font-Palma, 2019). Es asi,
como varios estudios han revelado que la aplicacion de estiércol con antibi6ticos, residuos
de antibidticos o poblaciones resistentes a los antibiéticos ha conducido a una prevalencia de
ARG en los suelos (Wang et al., 2015).

5. Técnicas analiticas para la deteccidn de residuos de antimicrobianos en alimentos
de origen animal

Los métodos analiticos cuantitativos basados en cromatografia liquida de alto rendimiento

(HPLC), cromatografia liquida-espectrometria de masas (LC-MS), cromatografia liquida con

deteccion ultravioleta y la cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC-MS), son los

métodos estandar para detectar y cuantificar antimicrobianos (Majdinasab et al., 2020). En

algunos estudios, otros métodos basados en electroforesis capilar han demostrado ser

efectivos en la deteccion de residuos de antibioticos (Bacanli y Basaran, 2019).

Hoy en dia, los métodos basados en la cromatografia liquida-espectrometria de masas de
tiempo de vuelo cuadruplo (LC-QTOF-MS) proporcionan el grado de confianza necesario
para el andlisis de residuos de medicamentos veterinarios en muestras bioldgicas, debido a
su mayor confianza, sensibilidad y especificidad. Utilizando LC-QTOF-MS se han detectado
con éxito medicamentos veterinarios en diferentes matrices como piensos de bovinos,
conejos, aves, cabras y cerdos, leche, tejido de pescado, musculo de aves de corral, higado,
tejido renal y orina humana. La LC-QTOF-MS tiene una amplia gama de aplicaciones y
buena viabilidad; sin embargo, su aplicacion para la determinacién de varias clases de
antibidticos y hormonas esteroidales en heces de ganado y aves de corral sigue siendo
limitada (Wang et al., 2020).

El inconveniente con estas técnicas confirmatorias es que requieren una capacidad analitica
instalada de alto costo, asi como de un alto nivel de capacitacion técnica (Majdinasab et al.,
2020). Esto, hace que su acceso sea dificil para los productores, por lo que los métodos



rpidos de screening han sido utilizados para monitorear la presencia de residuos de
antimicrobianos en alimentos debido a la alta efectividad y bajo costo.

6. Meétodos de screening microbiolégico para la deteccion de residuos de

antimicrobianos

Los métodos de screening se basan principalmente en la inhibicion microbioldgica, que
fueron las primeras técnicas utilizadas para detectar residuos de antibidticos y todavia son
muy utilizados para la deteccion preliminar de residuos de antibi6ticos en tejidos animales
comestibles. Se utilizan debido a su bajo costo, portabilidad, facil uso, amplio espectro y alto
rendimiento. Se basan en la capacidad de los antibi6ticos de inhibir el crecimiento de
bacterias en los sistemas de deteccidn, por lo que tienen el potencial de cubrir y detectar todo
el espectro de antibioticos dentro de un sistema de deteccion. Los métodos de inhibicién
microbioldgica se dividen en dos categorias: métodos en placa de Petri y métodos en tubo.
Los métodos de placa o multiplacas consisten en varios medios de cultivo con distintos
valores de pH y con cepas bacterianas con sensibilidades variables a los antimicrobianos
correspondientes y, a veces, complementadas con sustancias que mejoran o inhiben la
actividad de ciertos antimicrobianos (Dang et al., 2011; Wu et al., 2021). Posterior a la
incubacidn de las placas a la temperatura 6ptima de crecimiento de la cepa bacteriana, la
presencia de un antimicrobiano se mostrard como una zona de inhibicién del crecimiento
bacteriano alrededor de la muestra. El didmetro de la zona de inhibicion se correlaciona

tedricamente con la concentracion del compuesto antimicrobiano (Pikkemaat et al., 2009).

Los metodos de tubo (prueba de vial o ampolla) contienen un medio de cultivo sembrado con
esporas de una bacteria sensible suplementada con un indicador de pH o redox.
Posteriormente se aplica la muestra a la prueba de tubo. A la temperatura adecuada, las
bacterias comienzan a crecer y a producir acido, lo que provocara un cambio de color. La
presencia de un compuesto antimicrobiano se hace evidente por un cambio de color retrasado
o0 ausente, debido al crecimiento deficiente de la bacteria en la prueba (Pikkemaat et al., 2011;
Gandova et al., 2016; Wu et al., 2021).

En los ultimos afios, se han desarrollado diversos métodos de inhibicién microbiol6gica para

la deteccion de residuos de antimicrobianos en matrices animales como leche, huevo,

mausculo, higado y rifion (Chafer-Péricas et al., 2010, Gaudin et al., 2010; Wu et al., 2021).
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Dentro de las pruebas de tubo se encuentran Charm®KIS y Premi®Test. Sin embargo, no
son lo suficientemente sensibles a algunos antimicrobianos de uso comun, incluidos los
aminoglucosidos, macrolidos y quinolonas, e incluso no pueden clasificar y determinar
diferentes grupos de antimicrobianos (Pikkemaat et al., 2011). Entre los diversos métodos de
placa Petri para la deteccion de residuos de antimicrobianos se encuentra el método Screening
Test for Antibiotic Residues (STAR), que consiste en una prueba de cinco placas desarrollada
en un laboratorio de Referencia de la Union Europea para la deteccion de residuos de
antimicrobianos en leche y musculo, y validado de acuerdo con la Decision Europea
2002/657/EC (Gaudin et al., 2010). Otro método validado para masculo y tejidos de pollo es
el de siete placas utilizado por los laboratorios del Servicio de Inspeccion y Seguridad
Alimentaria (FSIS) del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA, 2011).
En general, estos métodos en placa Petri utilizan varias placas, cada una con distintos medios
de cultivo y condiciones de pH para mejorar la sensibilidad del método (Gaudin et al., 2010;
Wu et al., 2021). A pesar de que estos métodos se utilizan frecuentemente en matrices
comestibles, hasta el momento no existe informacion en la literatura respecto a métodos de

screening en placa implementados y validados para la matriz heces.

El uso de las heces como matriz de anlisis de residuos seria una herramienta de deteccion
efectiva, ya que la mayoria de los compuestos farmacol6gicos son eliminados del organismo
a través de ellas. Por ello, los métodos de andlisis que permitan la deteccidn simultanea de
antibidticos en estas matrices, pueden convertirse en una herramienta Gtil para la deteccion
de residuos de antibidticos en animales productivos, de manera no invasiva y de forma
temprana, al ser posible su utilizacion durante toda la etapa productiva y previo a la faena.
Al mismo tiempo, puede ser una herramienta eficaz para obtener informacién sobre la
diseminacion de antibidticos al medio ambiente pudiendo convertirse en una valiosa
herramienta para monitorear las tendencias en el uso de antibidticos en las granjas (Berendsen
etal., 2015).

Actualmente, nuestro grupo de investigacion, en el marco del proyecto FONDEF
ID19110033 ha implementado y validado un método de screening microbiolégico en la
matriz heces. Para verificar que este método sea capaz de detectar la presencia de antibioticos

en muestras incurridas, es decir provenientes de animales tratados, en esta Memoria de Titulo



se utilizaron aves tratadas experimentalmente con representantes de las familias de las
tetraciclinas, quinolonas, sulfonamidas, macrolidos, B-lactamicos y lincosamidas. Se verifico
la presencia de residuos de antibioticos en las heces y se confirmo la presencia y
concentracion de estos residuos mediante la metodologia analitica confirmatoria

correspondiente a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-MS/MS).

Esta propuesta constituye un nuevo enfoque para la deteccion temprana de antimicrobianos
en los animales productivos previo a la faena, con la finalidad de evitar o disminuir la
presencia de residuos en el producto final, mejorando asi la inocuidad de los alimentos y el

impacto ambiental de la produccion.
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OBJETIVO GENERAL

Verificar una metodologia de screening microbioldgico para macrélidos, sulfonamidas,
tetraciclinas, quinolonas, lincosamidas y B-lactamicos en muestras de deyecciones de aves

tratadas.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Detectar la presencia de seis familias de antimicrobianos en muestras de deyecciones de

aves experimentalmente tratadas, mediante el método de screening microbioldgico.

2. Evaluar la concordancia de lo obtenido en el método de screening microbiolédgico con los
resultados obtenidos mediante LC-MS/MS.
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MATERIALES Y METODOS

La presente Memoria de Titulo se realizo entre los meses de julio de 2021 y diciembre de
2021, en el marco del proyecto ID19110033 financiado por el Fondo de Fomento al
Desarrollo Cientifico y Tecnoldgico (FONDEF), cuya investigadora responsable es la Dra.

Javiera Cornejo.
Animales experimentales

Los animales experimentales correspondieron a pollos broiler machos, de genética Ross 308,
los cuéles fueron distribuidos en seis grupos experimentales, para el estudio de cada uno de
los antimicrobianos seleccionados,los que correspondieron a: oxitetraciclina, entofloxacino,

sulfacloropiridazina, eritromicina, ampicilina y lincomicina. .

Las aves fueron mantenidas desde el dia 1 de vida en baterias de crianza, con condiciones
ambientales controladas (25 + 5°C de temperatura, la que vario de acuerdo a la edad de las
aves 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 (Aviagen, 2018). Las
jaulas contaron con un piso de alambre elevado, con el fin de poder obtener las muestras
fecales. Las aves fueron criadas y monitoreadas durante todo el experimento en la Unidad de
Manejo Animal (UMA) del Departamento de Medicina Preventiva Animal de la Facultad de
Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la U. de Chile (FAVET). Para la mantencion de los
animales experimentales se respetaron las condiciones de bienestar animal, aprobadas por el
Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales (CICUA) de la Universidad de Chile
(Anexo 1). Ademas, se tomaron en consideracion las medidas de bioseguridad para el trabajo
con animales experimentales y el trabajo en laboratorios aprobadas por el Comité de
Bioseguridad de FAVET (Anexo 2).

Grupos experimentales y tratamiento

Para definir los tamafios de los grupos experimentales se considero el criterio establecido por
la Agencia Europea de Medicamentos, Guia: Aproximacion hacia la armonizacion de los
periodos de resguardo EMEA/CVMP/SWP/735325 (2016). De esta forma se conto con seis
animales tratados por cada punto de muestreo para asegurar la obtencién de minimo tres

resultados necesarios para entregar validez al estudio.
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Se trabajo con seis grupos experimentales diferentes, donde para cada grupo experimental se
siguieron las mismas condiciones de manejo. Al dia 21 de vida, las aves se pesaron y se
formaron dos grupos experimentales al azar. Grupo A (tratamiento) de seis pollos y un grupo
B (control) de dos pollos, los que se mantuvieron en las mismas condiciones que el grupo
experimental, pero sin tratamiento. La administracion de los farmacos fue via oral, mediante
una sonda oro-esofagica. En el caso de la ampicilina, al no existir una formulacion
farmacéutica oral autorizada para pollos broiler, se utilizo un estandar certificado, el cual fue

administrado via endovenosa en dosis Unica.

Se utilizaron formulaciones farmacéuticas autorizadas, para el tratamiento de los animales
experimentales. Los antimicrobianos seleccionados correspondieron a los representantes de
cada una de las familias de antimicrobianos mas utilizadas en los diferentes animales
destinados a consumo humano. Las formulaciones farmacéuticas correspondieron a:
sulfacloropiridazina (COLIPRIM®), eritromicina (ERITROFEED® 80%), enrofloxacino
(ENROMIC® 20%), oxitetraciclina (ZANIL® HCL 80%), lincomicina (FUROCICLINA®
4,4%) y ampicilina trihidrato (Sigma Aldrich CAS: 7177-48-2).

Los Grupos experimentales correspondieron a:

1. Grupo 1: Fue tratado con sulfaclorpiridazina con una dosis de 30 mg/Kg.
2. Grupo 2: Fue tratado con eritromicina con una dosis de 90 mg/Kg.

3. Grupo 3: Fue tratado con enrofloxacino con una dosis de 10 mg/Kg.

4. Grupo 4: Fue tratado con ampicilina trihidrato con una dosis de 10 mg/Kg.
5. Grupo 5: Fue tratado con oxitetraciclina con una dosis de 59 mg/Kg.

6. Grupo 6: Fue tratado con lincomicina con una dosis de 0,4 mg/Kg.

Las muestras fueron recolectadas posterior a la administracion, a las cuatro y ocho horas
post-tratamiento (PT) durante dos dias consecutivos, lo que da un total de cuatro puntos de
muestreos totales y de 160 muestras, con la finalidad de dar tiempo a la metabolizacién de
los antimicrobianos. En el caso de la ampicilina al ser dosis Unica endovenosa, se realizaron
los muestreos a las horas uno, dos, cuatro y seis PT, completando cuatro puntos de muestreos,
y un total de 32 muestras. Las muestras fueron almacenadas a -20°C de forma individual

hasta su anélisis.
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Objetivo N°1: Detectar la presencia de seis familias de antimicrobianos en muestras de
deyecciones de aves experimentalmente tratadas, mediante el método de screening

microbiologico.
Metodo de screening microbiolédgico
Procesamiento de las muestras

La preparacion y analisis de las muestras se realizo en el Laboratorio de Inocuidad de los
Alimentos (LIA) de FAVET, ya que este cuenta con todo el equipamiento de laboratorio
necesario para realizar la preparacion, fortificacion y extraccion de este tipo de muestras. Del
mismo modo, el laboratorio cuenta con todas las medidas de bioseguridad necesarias para
realizar este tipo de investigaciones tales como campanas de extraccion para trabajar con
compuestos volatiles y reactivos peligrosos, gabinete de bioseguridad para trabajar con las
cepas experimentales, zonas de manejo de estandares para evitar la contaminacion de las
muestras blanco, zona de preparacion de muestras y zona de pesaje separadas para evitar la
contaminacion cruzada. El LIA esta acreditado bajo las normas 1ISO 17025 Of.2017, por lo
tanto, se trabajo acorde a las normas de calidad establecidas en sus procedimientos

estandarizados.
Extraccion de residuos de antimicrobianos en deyecciones de pollos broiler

El protocolo consistié en una extraccion de los residuos de antimicrobianos con un solvente
organico, desde muestras de deyecciones de pollos. Para esto, se pes6 2,0 + 0,01 gramos de
muestra en un tubo de polipropileno de 50 mL y se agregd 1,5 mL de acetonitrilo (ACN)
LiChrosolv®, grado HPLC (Merck) y 1,5 mL de un buffer fosfato con un pH en especifico
segun el antimicrobiano a analizar, como se puede ver en la Tabla 1. Se agit6 cada muestra
en un agitador Multi Reax® (Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach, Germany)
durante 10 minutos a velocidad méaxima y luego se incubaron a -20°C por 10 minutos.
Posteriormente, las muestras se centrifugaron a temperatura ambiente en una centrifuga
Eppendorf® Centrifuge 5804 (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) por 10 minutos a 4000
rpm, se rescato el sobrenadante y se filtré utilizando un filtro de jeringa CLEAR PTFE-22/25
(Macherey Nagel) de 0,2 um de poro y 25 mm de didmetro. El extracto filtrado se transfirid
a un tubo de microcentrifuga estéril de 5 mL (Jet-Biofil®), e inmediatamente se inocularon

200 pL de este filtrado en cada cilindro dispuesto de forma vertical en la placa de Petri,
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incluyendo ademas un control con droga pura. Las placas se incubaron por 18 a 24 horas a la
temperatura 6ptima de crecimiento del microorganismo y, finalmente, con un pie de metro
se midieron los radios de los halos de inhibicion y se informaron en milimetros. La presencia

de un halo de inhibicién > 2 mm respecto al blanco indic6 una deteccion positiva del analito.

Tabla 1: Solvente utilizado para la extraccion de cada antimicrobiano.

Cepa de referencia Familia Representante Solvente
Kocuria rhizophila Macrdlidos Eritromicina ACN
ATCC 9341
Kocuria rhizophila B-lactamicos Ampicilina ACN + Buffer
Fosfato pH 8
ATCC 9341
Bacillus subtilis Quinolonas Enrofloxacino + ACN + Buffer
Ciprofloxacino Fosfato pH 8
ATCC 6633
Geobacillus Sulfonamidas Sulfacloropiridazina ACN + Buffer
stearothermophilus Fosfato pH 6
ATCC 9341
Bacillus cereus Tetraciclinas Oxitetraciclina + 4- ACN + Buffer
epi-oxitetraciclina Fosfato pH 8
ATCC 11778
Kocuria rhizophila Lincosamidas Lincomicina ACN + Buffer
Fosfato pH 8
ATCC 9341

Preparacion de los medios de cultivo

Para la deteccion de cada antimicrobiano se utilizé un medio de cultivo especifico al que se
le ajusto el pH para favorecer la deteccion del analito: (Difco™) Antibiotic Medium 5 (Ref.
N° 227710), (Difco™) Antibiotic Medium 8 (Ref. N° 266710), y (Difco™) Mueller Hinton

Agar (Ref. N° 225250). Estos medios fueron esterilizados y posteriormente inoculados con
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una cepa de coleccion sensible al analito en estudio. Posteriormente, se vertieron 10 mL de
medio inoculado a una placa Petri estéril de 90 x 15 mm. Una vez solidificado el medio, se
colocaron cilindros metalicos de 8 mm de diametro sobre cada placa, en donde se depositaron

por triplicado 200 pL del filtrado obtenido con el proceso de extraccion.

Kocuria rhizophila ATCC 9341: se inoculd a una concentracion final de 1,5 x 10° UFC/mL
en: Medio N° 8 a pH 8,0 para la deteccion de eritromicina, Medio N° 5 pH 6,0 para la
deteccion de ampicilina, y Medio Mueller Hinton (MH) pH 8,0 para la deteccion de

lincomicina. Las placas fueron incubadas a 35°C por 18 — 24 horas.

Bacillus subtilis ATCC 6633: se inocul6 a una concentracion final de 3,0 x 10°® esporas/mL
en Medio N° 5 pH 8,0 para la deteccion de enrofloxacino y su metabolito activo

ciprofloxacino. Las placas fueron incubadas a 30°C por 18 — 24 horas.

Geobacillus stearothermophilus ATCC 10149: se inocul6 a una concentracion final de 4,5 x
10° esporas/mL en Medio MH pH 7,3 para la deteccion de sulfacloropiridazina. Las placas

fueron incubadas a 55°C por 18 horas.

Bacillus cereus ATCC 11778: se inocul6 a una concentracion final de 3,0 x 108 esporas/mL
en Medio N° 8 pH 6,0 para la deteccion de oxitetraciclina y su epimero 4-epi-oxitetraciclina.

Las placas fueron incubadas a 30°C por 18 — 24 horas.
Las condiciones experimentales para las cepas de referencia se encuentran en la Tabla 2.

Tabla 2: Condiciones experimentales de las cepas de referencia.

Familia Representante Agar* pH Cepade T (°C)
referencia incubacion

Macrdlidos Eritromicina N°8 8 Kocuria rhizophila 35
ATCC 9341

B-lactamicos Ampicilina N°5 6 Kocuria rhizophila 35
ATCC 9341

Quinolonas Enrofloxacino + N°5 8 Bacillus subtilis 30
Ciprofloxacino ATCC 6633
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Sulfonamidas Sulfacloropiradizina MH+5ppb 7,3 Geobacillus 55

T™MT stearothermophilus
ATCC 10149
Lincosamidas Lincomicina MH 8 Kocuria rhizophila 35
ATCC 9341
Tetraciclinas Oxitetraciclina + N°8 6 Bacillus cereus 30
ATCC 11778

4-epi-oxitetraciclina

*Medio antibiético N°5, Medio antibiético N°8, y Medio MH (Mueller Hinton) son medios de cultivo usualmente
recomendados para la preparacion de placas para ensayos microbioldgicos de antibi6ticos. Para la deteccion de sulfonamidas
mediante sinergia in vitro con trimetoprim (TMP), se agregdé TMP al medio MH, a una concentracion final de 5 ng/ml para
mejorar la deteccion de los halos de inhibicion.

Objetivo N°2: Evaluar la concordancia mediante lo obtenido en el método de screening

microbioldgico con los resultados obtenidos mediante LC-MS/MS.
Deteccion y cuantificacion de residuos en deyecciones mediante LC-MS/MS

Las muestras positivas al screening microbiol6gico se confirmaron mediante un método
analitico multi-residual implementado y validado previamente en el laboratorio de
Farmacologia Veterinaria (FARMAVET) de FAVET. Para el analisis de las muestras se
utilizé un cromatografo liquido, constituido por una bomba cuaternaria, un autosampler y un
horno de columna, (Agilent serie 1290 infinity) acoplado a un espectrdmetro de masas de
triple cuadrupolo (APl 5500, ABSCIEX). La columna analitica correspondio a Synergi 4u
fusién RP 30a 50 x 2,0 mm. El software para el manejo del equipo correspondié a Analyst
1.6.3 y para la integracidn de las muestras se utilizé el programa Multiquant 3.0. El protocolo
del método confirmatorio se basé en la metodologia analitica publicada previamente por
Pokrant et al. (2021) (Anexo Nro.3), la cual fue optimizada para detectar y cuantificar
residuos de antimicrobianos en heces de animales de produccion mediante cromatografia
liquida de alta resolucidon acoplada a espectrometria de masas (LC-MS/MS. Durante la
confirmacion, tanto las condiciones cromatograficas como las condiciones espectrométricas

utilizadas, son las que se indican en esta publicacion.
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Los solventes usados para el analisis fueron: agua, metanol (MET) y ACN de la linea
LiChrosolv®, grado HPLC. El buffer EDTA-Mcllvaine se prepar6 con &cido citrico
monohidrato, hidrogeno fosfato disodico dihidrato y acido etilendiaminotetraacético
(EDTA). Todos los solventes y reactivos fueron fabricados por Merck KgaA (Darmstadt,
Germany). Las concentraciones de los residuos detectados fueron determinadas mediante la
ecuacion de la recta, la que fue obtenida partir de un analisis de regresion lineal de curvas de
calibracion en matriz fortificada, las que fueron analizadas junto a las muestras

experimentales. Ademas, se considerd un coeficiente de determinacién mayor o igual a 0,95.

Finalmente, se comparo6 si los resultados obtenidos mediante LC-MS/MS eran mayores 0

iguales a la capacidad de deteccion (CCP) del método de screening microbiolégico.
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RESULTADOS
Verificacion del método de screening microbiolédgico

En el proceso de verificacion de la metodologia de screening microbiolédgico de seis placas,
la lectura de los resultados se realizo entre 18 y 24 horas posteriores a la incubacion de los
extractos de deyecciones, y se registro su radio en milimetros. Dependiendo de las muestras,
estas contenian antimicrobianos representantes de las siguientes familias de antimicrobianos:
tetraciclinas (representadas por la pareja de analitos oxitetraciclina y su epimero 4-epi-
oxitetraciclina), B-lactamicos (representados por ampicilina), macrolidos (representados por
eritromicina), quinolonas (representadas por la pareja de analitos enrofloxacino y su
metabolito activo ciprofloxacino), sulfonamidas (representadas por sulfacloropiridazina) y
lincosamidas (representadas por lincomicina). Posteriormente, las muestras que resultaron
positivas al screening microbioldgico, fueron analizadas mediante LC-MS/MS y se
cuantificd su concentracion. Tanto el promedio del radio de los halos y las concentraciones
cuantificadas para todos los antimicrobianos en estudio se encuentran en la Tabla 3.

Respecto a enrofloxacino y su metabolito activo ciprofloxacino, el promedio del radio de los
halos de las muestras analizadas mediante el screening microbiolédgico estuvo entre los 13,4
+0,7 y 15,8 + 0,3 mm; mientras que los halos de los blancos, que corresponden a pollos sin
tratar, fueron de 1,2 + 0,6 y O mm. Por lo que las muestras de los cuatro tiempos de muestro
analizadas fueron positivas al screening microbioldgico. En la Figura (a) se puede ver el halo
de inhibicién correspondiente a una de las muestras analizadas para enrofloxacino mas
ciprofloxacino. Posteriormente, se cuantificd la concentracion de las muestras positivas al
screening por LC-MS/MS, obteniéndose concentraciones que fueron desde 15.111 + 9.107
hasta 46.882 + 4.568 ng/g. Por otra parte, en los blancos no se detectaron concentraciones de
estos residuos mediante LC-MS/MS. Es asi como en las Figuras 2 (a) y (b) se muestran dos
cromatogramas representativos de las inyecciones de las muestras de enrofloxacino y
ciprofloxacino, en donde se observan los peaks cromatograficos a los 12,41 minutos para

ambos analitos.

Para oxitetraciclina y su epimero 4-epi-oxitetraciclina las muestras de los cuatro tiempos de

muestreo analizadas fueron positivas al screening microbiol6gico, con un promedio de radio
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de halo que estuvo entre los 14 £ 0,7 y 17,7 £ 0,7 mm, mientras que los halos de los blancos
fueron de 1,3 + 0,3 y 2,2 + 0,3 mm por lo que fueron negativos al screening. En la Figura 1
(b) se puede ver el halo de inhibicion para una de las muestras analizadas de oxitetraciclina
y 4-epi-oxitetraciclina. Las concentraciones cuantificadas de las muestras positivas al
screening fueron de los 4.442 + 3.998 ng/g hasta los 12.916 + 16.455, mientras que en los
blancos no se detectaron concentraciones de estos residuos. En la Figura 2 (¢) y (d) se
muestran dos cromatogramas representativos de las inyecciones de las muestras de
oxitetraciclina y 4-epi-oxitetraciclina, en donde se observan los peaks cromatograficos a los

13,82 y 11,71 minutos, respectivamente.

Para sulfacloropiridazina, al igual que los dos antimicrobianos anteriores las muestras de los
cuatro tiempos de muestreo analizadas fueron positivas al screening microbioldgico, con un
promedio de radio de halo que estuvo entre los 9,3 + 0,8 y los 22,5 + 0 mm, mientras que los
blancos fueron de 4,3 £ 0,3 y 4,5 £ 0 mm, por lo que fueron negativos al screening. En la
Figura 1 (c) se puede ver el halo de inhibicion para una de las muestras analizadas de
sulfacloropiridazina. Respecto a las concentraciones cuantificadas de las muestras positivas
al screening, estas estuvieron entre los 895 + 32 y 4.693 + 1.032 ng/g; mientras que en los
blancos no se detectaron concentraciones de estos residuos. En la Figura 2 (e) se muestra un
cromatograma representativo de la inyeccién de las muestras en donde se observa un peak

cromatografico correspondiente a sulfacloropiridazina a los 14,82 minutos.

Continuando con eritromicina, las muestras analizadas de los cuatro puntos de muestreo
fueron positivas al screening, con un promedio de radio de halo que estuvo entre los 15,3 £
0,4y los 17,4 £ 3 mm; mientras que los blancos fueron de 6,8 £ 1,4y 9,2 £ 1 mm, por lo que
fueron negativos al screening. En la Figura 1 (d) se puede ver el halo de inhibicidn
correspondiente a una de las muestras analizadas para eritromicina. Posteriormente, las
concentraciones cuantificadas de las muestras positivas al screening estuvieron entre los
13.076 + 1.772 y 46.193 + 28.545 ng/g; mientras que en los blancos no se detectaron
concentraciones de estos residuos. En la Figura 2 (f) se muestra un cromatograma
representativo de la inyeccion de las muestras, en donde se observa un peak cromatogréfico

correspondiente a eritromicina a los 15,75 minutos.
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Para ampicilina, el promedio del radio de los halos para las muestras analizadas mediante el
método de screening fue desde los 20,5 + 0 hasta los 28,8 + 2,9 mm, mientras que los blancos
fueron de 3+ 0,9y 4,5+ 0,9 mm, por lo que las muestras de los cuatro puntos de muestreo
analizadas fueron positivas al screening microbioldgico, mientras que los blancos fueron
negativos. Asi, en la Figura 1 (e) se puede observar el halo de inhibicion correspondiente a
una de las muestras analizadas de ampicilina. En cuanto a las concentraciones cuantificadas,
estas estuvieron entre los 14.491 + 16.133 y 57.751 + 7.007 ng/g, mientras que en los blancos
no se detectaron concentraciones de estos residuos. En la Figura 2 (g) se muestra un
cromatograma representativo de la inyeccion de las muestras, en donde se observa un peak

cromatografico correspondiente a ampicilina a los 13,09 minutos.

Por Gltimo, para lincomicina igual que los cinco antimicrobianos anteriores las muestras de
los cuatro tiempos de muestreo analizadas fueron positivas al método de screening
microbioldgico y los blancos fueron negativos, el promedio de radio de los halos de las
muestras analizadas estuvo entre los 15,3 £ 5y 17,9 £ 0,2 mm, mientras que los blancos
fueron de 0 mm, lo que quiere decir que no presentaron un halo de inhibicién, y 2,8 + 0,3
milimetros. En la Figura 1 (f) se puede ver el halo de inhibicion correspondiente a una de las
muestras analizadas de lincomicina. Por otra parte, las concentraciones cuantificadas fueron
de 404.562 + 313.206 hasta los 1.578.003 + 1.453.197 ng/g, mientras que en los blancos no
se detectaron concentraciones de estos residuos. En la Figura 2 (h) se muestra un
cromatograma representativo de la inyeccién de las muestras, en donde se observa un peak

cromatografico correspondiente a lincomicina a los 6,71 minutos.

Tabla 3: Promedio de radio de halos (mm) y concentraciones cuantificadas para
enrofloxacino + ciprofloxacino, oxitetraciclina + 4-epi-oxitetraciclina, sulfacloropiridazina,

eritromicina, ampicilina y lincomicina.

Antimicrobiano Muestreo Horas CCB Promedio Concentracion
postratamiento radio halo  cuantificada
(mm) (ng/gr)
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Enrofloxacino + T1 4 402 15,8 £0,3 46882 + 4568

Ciprofloxacino png/Keg
Enrofloxacino + T2 8 402 13,4+ 0,7 45759 + 4766
Ciprofloxacino ng/Kg
Enrofloxacino + T3 4 402 145+05 22725+ 3787
Ciprofloxacino nug/Kg
Enrofloxacino + T4 8 402 13,8 +0,3 15111 +£9107
Ciprofloxacino ng/Kg
Enrofloxacino + Bco Pollos sin 402 1,2+0,6 ND
Ciprofloxacino tratamiento ng/Kg
Enrofloxacino + Bco Pollos sin 402 00 ND
Ciprofloxacino tratamiento ng/Kg
Oxitetraciclina + 4- T1 4 103 16,4 £3,7 10769 £ 7544
epi-oxitetraciclina ng/Kg
Oxitetraciclina + 4- T2 8 103 14+£0,7 12916 + 16455
epi-oxitetraciclina ng/Kg
Oxitetraciclina 4- T3 4 103 17,7+£0,7 4442 £+ 3998
epi-oxitetraciclina ng/Keg
Oxitetraciclina + 4- T4 8 103 16,6 £0,4 11613 +11844
epi-oxitetraciclina ug/Kg
Oxitetraciclina + 4- Bco Pollos sin 103 2,2+0,3 ND
epi-oxitetraciclina tratamiento ug/Kg
Oxitetraciclina + 4- Bco Pollos sin 103 1,3£0,3 ND
epi-oxitetraciclina tratamiento nug/Kg
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Sulfacloropiridazina T2 8 203 192+17 982 + 297
ng/Kg

Sulfacloropiridazina T4 8 203 9,3+0,8 2578 + 136
ng/Kg

Sulfacloropiridazina Bco Pollos sin 203 43+0,3 ND
tratamiento ng/Kg

Eritromcina T2 8 103 16,8+0,4 13076 £1772
ng/Keg

Eritromicina T4 8 103 172+16 15368 + 7738
ng/Kg

Eritromicina Bco Pollos sin 103 92+1 ND
tratamiento ng/Kg
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Ampicilina T2 8 104 248+28 27934 + 26541
ng/Kg

Ampicilina T4 6 104 205+0 14491 + 16133
ng/Kg

Ampicilina Bco Pollos sin 104 3+£09 ND
tratamiento ng/Kg

Lincomicina T2 8 203 15,7+0,4 731288 + 4628
ng/Kg

Lincomicina T4 8 203 179+0,2 1578003 +
ng/Kg 1453197

Lincomicina Bco Pollos sin tratamiento 203 pg/Kg 00 ND

ND: No Detectado

Bco: Blanco
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Figura 1: Halos de inhibicion de (a) enrofloxacino + ciprofloxacino, (b) oxitetraciclina + 4-

epi-oxitetraciclina, (c) sulfacloropiridazina, (d) eritromicina, (e) ampicilina y (f) lincomicina.
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DISCUSION

Actualmente, a nivel mundial los gobiernos estan intensificando sus esfuerzos para mejorar
la inocuidad y calidad de los alimentos. Es asi como una de las principales preocupaciones
de las autoridades reguladoras es la presencia de contaminantes quimicos en los alimentos y
la necesidad de establecer programas adecuados para monitorear este peligro,
salvaguardando a los consumidores, ya que la variedad de residuos en los alimentos aumenta
continuamente como consecuencia del desarrollo industrial, las nuevas précticas agricolas,
la contaminacion ambiental y el cambio climatico. Uno de estos contaminantes son los
medicamentos veterinarios, y dentro de estos se encuentran los antimicrobianos, los que
tienen una gran importancia en la produccion de alimentos, ya que son utilizados como una
herramienta terapéutica en los animales productivos; por lo que existe un aumento en la
probabilidad de la presencia de estos residuos en los productos. La presencia de residuos de
antimicrobianos en los alimentos puede tener diversas consecuencias, afectando la actividad
endocrina, el desarrollo y el metabolismo en el ser humano, y, por otra parte, generando
resistencia a los antimicrobianos. Esto ha llevado a las autoridades a una busqueda constante
de nuevas metodologias de andlisis que permitan dar una respuesta rapida y efectiva tanto a

las necesidades de los productores como de los consumidores.

Por otra parte, se ha descrito que un gran porcentaje de los antimicrobianos administrados a
los animales son excretados en las heces de estos, tanto en su forma no metabolizada como
sus metabolitos activos (Kyakuwaire et al., 2019).Considerando la significativa produccion
de camas de pollos broiler a nivel nacional, y que esta es utilizada como fertilizante en la
industria agricola y como subproducto en la dieta de los bovinos, ya que contiene una amplia
gama de diversos nutrientes y elementos como nitrégeno, fosforo, potasio, cobre, zinc, calcio,

cobalto, hierro, selenio, molibdeno, manganeso y boro (Drézdz et al., 2020).

Para disminuir o eliminar la presencia de los residuos de los antimicrobianos se podria
realizar alguna practica de manejo a la cama de broiler antes de utilizarla. Dentro de los
procesos mas utilizados se encuentran el compostaje, la digestién anaerdbica y las lagunas
aerobicas y anaerdbicas. Se ha descrito que la eficacia del tratamiento para diversos
antimicrobianos es mas alta para el compostaje, en comparacion con la digestion anaerdbica

y las lagunas aerdbicas y anaerobicas. Sin embargo, dado que las remociones observadas
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dependen de la sorcion, los antimicrobianos no son transformados a través del proceso del
compostaje, y, por lo tanto, los residuos de los antimicrobianos permanecen en el estiércol
compostado. Por otro lado, la biodegradacion es mayor en la digestion anaerdbica, mientras
que la sorcién y la biodegradacion son mayores en las lagunas aerdbicas y anaerdbicas. Por
lo que, en la digestion anaerdbica y en las lagunas aerdbicas y anaerdbicas ocurre la
transformacion de los antimicrobianos, lo que da como resultado concentraciones més bajas
de estos en el estiércol tratado y en los efluentes resultantes del proceso. Sin embargo, aun
se debe investigar la presencia de los metabolitos activos y los epimeros en el estiércol
tratado. Dentro de los tres métodos mencionados, las lagunas anaerébicas son el medio mas
comun para tratar el estiércol, ya que requieren bajos costos y necesidades de mantencién.
Sin embargo, se ha demostrado que las lagunas anaerdbicas ofrecen las eficiencias mas bajas
para disminuir o eliminar la presencia de los residuos de los antimicrobianos. Por lo tanto, su
uso continuado asegura que los antimicrobianos permanezcan en el estiércol y en los

efluentes generados cuando son aplicados al suelo (Van Epps y Blaney, 2016).

Por lo anterior, la utilizacion de este subproducto avicola desde animales tratados con
antimicrobianos podria ser de gran utilidad para el desarrollo de una metodologia de
screening microbioldgico que permita detectar estos residuos de antimicrobianos, como una
herramienta de bajo costo, que utilice una matriz no invasiva y que permita monitorear el uso
de los antimicrobianos durante toda la cadena productiva de los animales. Asi, se podria
determinar si existen rutas no conocidas (no atribuidas al tratamiento) de contaminacién con

residuos de antimicrobianos al medio ambiente.

En esta memoria de titulo se realizd una verificacion in vivo, mediante la obtencion de
muestras incurridas. Como modelo animal, se utilizaron pollos broiler, ya que, para conocer
y estudiar la dinamica de diseminacion de los antimicrobianos desde los animales
productivos, en necesario realizar los estudios, en animales que puedan ser tratados con dosis
terapéuticas de los antimicrobianos de interés y mantenidos en condiciones experimentales.
El uso de pollos broiler permitié conocer la eliminacion de los antimicrobianos ampliamente
utilizados en produccion aviar, los cuales también son utilizados en las otras especies

productivas.
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Para todos los antimicrobianos los halos se pudieron delimitar claramente a vista directa,
excepto en el caso de la sulfacloropiridazina. Para este antimicrobiano, se observo una
inhibicién parcial ya que no se logrd apreciar el desarrollo bacteriano en “forma de tapiz”
para una lectura nitida. Esto es algo que se ha descrito en la validacion de otros métodos de
screening microbiolégico, como lo reportado por Gaudin et al. (2004), en donde realizaron
la validacion de un método de screening microbiol6gico de cinco placas en leche, y vieron
que en el caso de las sulfonamidas se observa un halo de inhibicion parcial, lo que
corresponde a un halo de inhibicion en donde el crecimiento por parte de las bacterias es
visible pero incompleto, es decir, que la mayoria, pero no el total de las bacterias son
inhibidas en la presencia del antimicrobiano. Ademas, las placas correspondientes a
sulfacloropiridazina fueron incubadas a 55°C, por lo que tendian a deshidratarse mas rapido
respecto a las otras placas, por lo que la lectura se hizo a las 18 horas de incubacion. Ademas,
para aplacar aun mas el efecto de la deshidratacion, en las placas incubadas a 55°C se
afiadieron 12,5 mL del medio de cultivo en vez de 10 mL, como en el resto de las placas.

Los resultados mostraron que el método de screening microbioldgico es capaz de detectar
todos los antimicrobianos en estudio en muestras de deyecciones de pollos broiler
provenientes de animales tratados. También se pudo observar que existe una diferencia
mayor a 2 mm para todas las muestras analizadas de los cuatro puntos de muestreo respecto
a los blancos, lo que indica que todas las muestras analizadas mediante el screening
microbioldgico fueron positivas y todos los blancos analizados fueron negativos para los seis
antimicrobianos en estudio. Posteriormente, mediante LC-MS/MS se confirmd la presencia
de los residuos de estos antimicrobianos en las muestras de los puntos de muestreo positivas
al screening. En todas las muestras analizadas las concentraciones cuantificadas fueron
mayores que la CCB del método de screening microbioldgico, mientras que en los blancos
no se detectaron concentraciones de los residuos. Y, por otra parte, se confirmo la presencia
de los residuos de antimicrobianos en estudio, en las muestras positivas al screening. Por otra
parte, a pesar que en los blancos se registré un halo pequefio en algunos antimicrobianos, se
pudo confirmar que no tienen residuos de los antimicrobianos en estudio, ya que no se
detectaron concentraciones de los residuos mediante LC-MS/MS, por lo que no corresponden

a falsos negativos del método de screening microbiologico. Por ello, existe concordancia
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entre los resultados obtenidos del analisis mediante el screening y las concentraciones
cuantificadas por LC-MS/MS.

La metodologia de screening microbiolégico verificada de las sesis placas posee un amplio
espectro de deteccion, y podria ser de gran utilidad en los sistemas de vigilancia, ya que
detecta las principales familias de antimicrobianos que se utilizan en los animales
productivos. Sin embargo, no detecta todas las clases de antimicrobianos que se utilizan en
la industria, quedando fuera otras familias de antimicrobianos que son de interés en la salud
publica, como es el caso de los aminoglucésidos, polimixinas, cefalosporinas vy
pleuromutilinas y otras sustancias que se encuentran prohibidas en nuestro pais, que
corresponden al cloranfenicol, nitrofuranos y nitroimidazoles, siendo esta una limitante y por

lo que se podria expandir el espectro de deteccidon del método de screening microbiolégico.

Una expansion a este método, es lo que plantean Tajik et al. (2010), un método de screening
microbioldgico para agregar al espectro de deteccion la identificacion de cloranfenicol, un
antimicrobiano prohibido en nuestro pais para ser utilizado en la industria de los animales
productivos, debido a la presencia de residuos de este antimicrobiano en animales destinados
al consumo humano, se han reportado diversos efectos adversos en las personas, como

nauseas, diarrea y anemia aplasica.

Por otra parte, al hacer una comparacién con las pruebas tipo tubo como Premi®Test (DSM),
Explorer (Zeu-Inmunotech), and Kidney Inhibition Swab (KIS™) test (Charm Sciences), las
desventajas del método estudiado serian que estos son métodos caseros y que requieren
mantener una cepa bacteriana, mientras que en las pruebas de tubo casi sin excepcion se
utilizan esporas del microorganismo G. stearothermophilus var. calidolactis, lo que le
permite una vida Util prolongada, por lo que la distribucion comercial es méas factible
comparado con el método de las seis placas. Ademas, las pruebas de placas de Petri requieren
un mayor tiempo de incubacion (15-24 horas), mientras que en las pruebas de tubo los
resultados se obtienen aproximadamente dentro de 4 horas. Respecto al equipamiento
utilizado, las pruebas de tubo solo requieren un dispositivo para obtener el liquido tisular y
una incubadora o bafio termorregulado a la temperatura adecuada. Pero, las desventajas de
las pruebas de tubo son que no tienen una sensibilidad tan alta y que presentan una tasa alta

de falsos positivos, comparandolas con las pruebas de placa de Petri.
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Dentro de los métodos de screening microbiolégico multiplacas y que se encuentran
registrados para su uso, se encuentran el método desarrollado por Okerman et al. (2001) para
la deteccion e identificacion presuntiva de tetraciclinas, B-lactdmicos y quinolonas en aves
de corral. EI mismo afio, Tsai y Kondo (2001) evaluaron los niveles de deteccion de 31
agentes antimicrobianos en varias combinaciones de siete cepas bacterianas y cinco medios
de cultivo. Estos incluyeron microorganismos de prueba que son poco utilizados en los
métodos de screening microbioldgico, los que corresponden a Clostridium perfringens y
Photobacterium phosphoreum. Por su parte, Ferrini et al. (2006) presentaron un método de
seis placas, un ensayo microbiano en placa combinada (CPMA), que consiste en el EU4pt,
ampliado con placas adicionales para B. cereus y Escherichia coli. Cuando las muestras son
aplicadas al doble o cuadruple y son complementadas con una de las soluciones
confirmatorias, que corresponden a penicinilasa, 4-aminobenzoato o sulfato de magnesio, la
prueba permite la identificacion presuntiva del antimicrobiano y el screening inicial en un

solo paso.

Por lo que, la tendencia mas importante que se puede observar en el desarrollo de los métodos
de screening microbioldgico para los antimicrobianos, es que la deteccion adecuada de un
amplio espectro de antimicrobianos solo es posible utilizando ensayos multiplaca basados en

una combinacion de diferentes microorganismos de prueba.

El método de screening verificado constituye una herramienta prometedora a la hora de
monitorear los antimicrobianos en la produccion animal, ya que permite la deteccion
simultanea de seis familias de antimicrobianos, utilizando una matriz no invasiva, con la
finalidad de evitar o disminuir la presencia de residuos en el producto final, lo cual permitira
aplicar politicas sobre el uso de antimicrobianos en la produccion animal durante toda la
cadena productiva. Se pudo desarrollar la adaptacion de la prueba de seis placas al propdsito
por el cual fue disefiada, ademas de prevenir futuros obstaculos al comercio cuando la
metodologia sea desarrollada y facilitar la cooperacion con otros grupos investigativos,
gracias a los datos obtenidos.
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CONCLUSIONES

1.

El método de screening microbioldgico, en la matriz deyecciones de pollos broiler,

es capaz de detectar todos los antimicrobianos en estudio.

Existe una diferencia mayor a 2 mm entre las muestras de los cuatro puntos de
muestreo y los blancos analizados, por antimicrobiano, mediante el screening

microbioldgico.

Las muestras de las aves que recibieron el antimicrobiano, analizadas para todos los

antimicrobianos resultaron positivas al screening microbioldgico.

Existe concordancia entre lo obtenido en el método de screening microbiol6gico con
los resultados obtenidos mediante LC-MS/MS.

Las concentraciones obtenidas mediante LC-MS/MS son mayores que la CCp del
método de screening microbioldgico, para las muestras de los cuatro puntos de

muestreo analizadas de todos los antimicrobianos.

De acuerdo al andlisis mediante LC-MS/MS, ninguno de los antimicrobianos en

estudio fue detectado en las muestras blanco, que correspondian a aves no tratadas.
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ANEXOS

Anexo 1: Certificado de Bioética del Comite Institucional de Cuidado y Uso de Animales
(CICUA) de la Universidad de Chile.

CICUA

Vicerrectoria de Investigacién y Desarrollo COMITE INSTITUCIONAL DE
—ZJ UNIVERSIDAD DE CHILE CUIDADO Y USO DE ANIMALES

Santiago, 18 de Noviembre de 2019
Certificado N2: 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 Investigacidn titulado: “Desarrollo y validacién de
una metodologia rdpida, econémica y no invasiva para la deteccion de residuos de tetraciclinas,
quinolonas, aminoglucdsidos, macrélidos y B-lactamicos en heces de animales de produccién”,
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 modificaciéon sin previa
aprobacidn 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., Regién Metropolitana), desde
Diciembre 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 asociados a la academia o investigacién, y que cuentan con
experiencia en bioética relacionada a mantencion y uso de animales. El certificado que emite el
Comité procede de la aprobacién del “Protocolo de Manejo y Cuidado de Animales” después de un

estudio acucioso y de la acogida de los investigadores de las observaciones exigidas por el Comité.
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Ronald Vargés Casanova
Director
CICUA-VID
Universidad de Chile

Presidente
CICUA - VID
Universidad de Chile

g Dr Emilio Herrera Videla

Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales (CICUA)
Vicerrectoria de Investigacién y Desarrollo (VID) — Universidad de Chile
http://www.uchile.cl/portal/investigacion/152120/comite-institucional-de-cuidado-y-uso-de-animales-cicua
email: coordinador.cicua@uchile.cl

39



Anexo 2: Certificado Comite de bioseguridad FAVET.

o,/

=% Universidad de Chile

favet

Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias

CERTIFICADO N° 153

Santiago, 15 noviembre 2019.-

El Comité de Bioseguridad de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la
Universidad de Chile, ha revisado el proyecto del Concurso FONDEF-IDeA 2019
ID19110033. “Desarrollo y validacién de una metodologia rapida, econémica y no
invasiva para la deteccion de residuos de tetraciclinas, quinolonas,
aminoglucésidos, macrélidos y B-lactamicos en heces de animales de
produccién” de la investigadora responsable Dra. Javiera Cornejo Kelly, Profesor
Asistente, académica del Departamento de Medicina Preventiva Animal, de la Facultad de
Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile.

La evaluacién del citado proyecto permite acreditar que las normas de bioseguridad que
se encuentran descritas en el mismo y en el formulario de solicitud de certificados de
bioseguridad de FAVET, son las adecuadas seglin las especificaciones contenidas en el
“Manual de Normas Bioseguridad y Riesgos Asociados Fondecyt — CONICYT, version 2018
y en el “Manual de Bioseguridad en el Laboratorio, de la Organizacién Mundial de la Salud
(versién 2005)", que previenen los riesgos para las personas, los animales y el
medioambiente.

Se otorga el presente certificado a solicitud de la interesada, para los fines que estime

conveniente.
/Zb
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Anexo 3: Carta de trabajo para la extraccion de oxitetraciclina, eritromicina, enrofloxacino,

sulfacloropiridazina, lincomicina y ampicilina en deyecciones de aves mediante LC-MS/MS.

Pokrant et al., 2021 Procedimiento de extraccién LC-MS/MS Matriz:

Heces

o H W pE

6.
7

Pese 1 £ 0.01 gramos de muestra en un tubo Falcon de 50 ml.

Fortificar y agregar los estandares internos.

Afadir 8 ml de MCllvaine-EDTA. (0.1 M, pH 4.0) y 2 ml de acetonitrilo.
Agitar la muestra en vortex durante 10 minutos.

Sonicar 5 minutos.

Centrifugar 10 minutos a 5000 rpm.

Usar filtros de microfibra de vidrio para filtrar el sobrenadante y transferir a otro

tubo Falcon de 50 ml.

8.
9.
10.
11.

Agregue 13 ml de solucion de MCllvaine-EDTA 0.1 M para diluir la muestra.
Agitar 2 minutos en vortex.
Centrifugar a 5000 rpm durante 5 minutos.

Acondicionar la columna de extraccién en fase sélida (SPE) OASIS HLB (6cc)

con 5 ml de metanol y 5 ml de agua HPLC.

12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.

Aplicar las muestras sobre la columna SPE OASIS HLB (6c¢c).
Lavar la columna SPE con 5 ml de agua HPLC.

Secar aplicando vacio por 5 minutos.

Eluir con 10 ml de metanol.

Evaporar bajo flujo de nitrégeno en un bafio de agua a 40 - 50 ° C.
Reconstituir con 200 pl de metanol y 300 pl de agua.

Agitar en vortex y sonicar por 5 minutos.

Centrifugar 5 minutos a 1.700 rpm.

Transferir la fase superior a un microtubo Eppendorf de 1.5 ml y centrifugar

5minutos a 3.500 rpm.

21.

Transfiera a un vial con una jeringa de 1 ml usando filtros Millipore.
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