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RESUMEN

Los antimicrobianos son la principal herramienta terapéutica para el tratamiento de
enfermedades bacterianas en animales de produccion. Sin embargo, los residuos de estos
farmacos pueden permanecer en productos y subproductos de origen animal, causando
diferentes efectos adversos sobre la poblacién humana. La cama de broiler, compuesta
principalmente por deyecciones, es un subproducto importante de la industria avicola debido
a su uso en sistemas agricolas y su uso como suplemento alimenticio para animales de
produccién. No obstante, se ha descrito que residuos de antimicrobianos pueden persistir en

este subproducto por tiempos prolongados y en altas concentraciones.

A pesar de esto, hasta la fecha no se ha descrito un método de deteccion de residuos de
antimicrobianos en la matriz de deyecciones de aves, que sea rapido y de bajo costo. Por esta
razon, en la presente tesis se implementé un método de screening microbioldgico en base a
cilindros en placas, para la deteccion de residuos de B-lactamicos, macrolidos, sulfonamidas,

quinolonas, tetraciclinas y aminoglucésidos, en muestras de deyecciones de pollos broiler.

Para implementar del método de screening, primero se realizaron ensayos de sensibilidad
para determinar las cepas bacterianas mas susceptibles a cada una de las familias de
antimicrobianos. Luego se desarroll6 un método de extraccion de residuos de
antimicrobianos desde la matriz de deyecciones de pollos broiler para ser utilizado por el
screening microbioldgico. La metodologia fue verificada posteriormente por un analisis de
cromatografia liquida asociada a espectrometria de masas (LC-MS/MS), para asegurar que

el método de extraccidn extraiga los analitos de interés desde la matriz.

Se logr6 implementar un método de screening microbioldgico para detectar cinco familias
de antimicrobianos en deyecciones de pollos broiler, en concentraciones cercanas al limite

méaximo residual definido por la Comision Europea para musculos de aves.

Palabras clave: Implementacién, Residuos antimicrobianos, Deyecciones de aves,

Screening microbioldgico.



ABSTRACT

Antimicrobials are the main therapeutic tool for the treatment of bacterial diseases in
production animals. However, residues of these drugs can remain in products and by-
products of animal origin, causing different adverse effects on the human population. Broiler
litter, composed mainly of droppings, is an important by-product of the poultry industry due
to its use in agricultural systems and its use as a feed supplement for production animals.
However, it has been described those antimicrobial residues can persist in this by-product for

long periods of time and in high concentrations.

Despite this, to date no method of detecting antimicrobial residues in the bird dropping matrix
has been described, that are fast and inexpensive. For this reason, in this thesis a
microbiological screening method based on cylinders in plates was implemented, for the
detection of residues of B-lactams, macrolides, sulfonamides, quinolones, tetracyclines and

aminoglycosides, in samples of droppings of broiler chickens.

To implement the screening method, sensitivity assays were first performed to determine the
bacterial strains most susceptible to each of the antimicrobial families. A method of
extracting antimicrobial residues from the dropping matrix of broiler chickens was then
developed to be used by microbiological screening. The methodology was subsequently
verified by a liquid chromatography analysis associated with mass spectrometry (LC-
MS/MS), to ensure that the extraction method extracts the analytes of interest from the

matrix.

It was possible to implement a microbiological screening method to detect five families of
antimicrobials in broiler chicken droppings, in concentrations close to the maximum residual

limit defined by the European Commission for bird muscles.

Keywords: Implementation, Antimicrobial residues, Bird droppings, Microbiological

screening.



INTRODUCCION

Los antimicrobianos poseen un rol importante en la medicina veterinaria, ya que son la
principal herramienta terapéutica utilizada a nivel mundial en animales de produccion para
el tratamiento de enfermedades infecciosas. Entre las familias de antimicrobianos usados se
encuentran los B-lactdmicos, las tetraciclinas, los aminoglucésidos, los macroélidos, las
sulfonamidas y las quinolonas. A pesar de sus beneficios sobre la salud animal, su uso puede
representar un riesgo para la salud publica, debido a que pueden persistir residuos de estos
farmacos en los productos de origen animal. Estos residuos podrian causar diversos efectos
en la salud de los consumidores, pérdidas econdmicas en la industria alimentaria, y actuar
como presion de seleccion para el desarrollo de cepas bacterianas resistentes a los
antimicrobianos por lo que es de suma importancia mantener la vigilancia en las posibles

fuentes de residuos de estas drogas.

Cabe destacar que otra de las fuentes de origen animal que disemina residuos de
antimicrobianos son las excretas de animales productivos tratados previamente con
antimicrobianos, y entre éstas se encuentran las deyecciones de las aves de produccion,
componente principal de las camas broiler, que es un subproducto de la industria avicola.
Este subproducto es utilizado como suplemento alimenticio para algunas especies de
animales productivo, y ademas es utilizado como fertilizante en sistemas agricolas, actuando
este subproducto como una ruta de entrada de antimicrobianos al medio ambiente, ya que
existe evidencia que indica que, incluso una vez finalizado tanto el tratamiento en los
animales como los periodos de resguardo establecidos para la formulacion farmacéutica

utilizada, residuos de estos antimicrobianos siguen eliminandose a través de las heces.

De esta forma, el uso de las deposiciones de los animales productivos como una matriz de
analisis, es una alternativa para el monitoreo de las buenas practicas en el uso de
antimicrobiano y la contaminacion cruzada. Ademas, al ser una matriz no invasiva, permitiria
detectar residuos de antimicrobianos durante la crianza y previo a la faena, para asi evitar los

efectos adversos al medio ambiente y a la salud de los consumidores.

Es por esto que el objetivo de esta memoria de titulo es implementar una metodologia de
screening microbiolégico como herramienta de bajo costo para la deteccion rapida y

temprana de residuos de antimicrobianos pertenecientes a las familias de las tetraciclinas, 3-



lactamicos, macroélidos, quinolonas, sulfonamidas y aminoglucésidos en deyecciones de

pollos broiler.



REVISION BIBLIOGRAFICA

En el mundo, un porcentaje significativo de farmacos son utilizados en animales de
produccién debido a su importante rol en la medicina veterinaria como herramienta
terapéutica (Tasho y Cho, 2016). Entre ellos, se encuentran los antimicrobianos, y algunas
de las familias mas usadas en estos animales son los g-lactdmicos, las tetraciclinas, los
aminoglucosidos, los macrélidos, las sulfonamidas y las quinolonas (Gaudin et al., 2004;
Muhammad et al., 2020). Si bien estos pueden ser beneficiosos para la salud de los animales,
entre las consecuencias del uso de antimicrobianos esta la presencia de sus residuos en
alimentos de origen animal, como por ejemplo en la leche, huevos y en la carne (Pikkemaat
et al., 2009; Gaudin, 2017; Ozdemir et al., 2018). Estos pueden causar diversos efectos
adversos en la salud de los consumidores, como es el trastorno de la microbiota intestinal,
carcinogenesis, mutagénesis, teratogénesis, reacciones de hipersensibilidad en personas
alérgicas, peérdidas econémicas en la industria alimentaria al afectar los procesos
tecnoldgicos, y propiciar el desarrollo de cepas bacterianas resistentes a los antimicrobianos
(Gaudin et al., 2004; Berendsen et al., 2015; Gouvéa et al., 2015; Kozarova et al., 2020).

Estos residuos no solo puedes persistir en los productos animales destinados al consumo
humano, también se ha descrito que, en los subproductos de la industria avicola, como las
plumas y garras de pollos de engorda, persisten residuos de antimicrobianos por un tiempo
mas prolongado que el periodo de resguardo y en mayores concentraciones que los limites
maximos residuales (LMR) establecidos para los tejidos comestibles (Berendsen, et al., 2015;
Cornejo et al., 2017; Cornejo et al., 2018; Pokrant et al., 2018). Estos subproductos pueden
ser utilizados como materia prima en la elaboracion de harinas para la alimentacion de
especies animales productoras de alimento, debido a su alto valor nutricional (Cornejo et al.,
2017; Pokrant et al., 2018). Asi mismo, las deyecciones de pollos de engorda son otro
subproducto importante al ser el principal componente de las camas de broiler (Sanchuki et
al, 2011). Se debe tener en cuenta que en Chile se faenaron aproximadamente 289.785.747
unidades de pollos broiler durante el afio 2021 (Instituto Nacional de Estadistica de Chile,
2021), lo que generaria 289.785 toneladas de cama de broiler como estimado, considerando
que cada pollo broiler produce durante su etapa productiva, 1 kg de cama de broiler. Estas
grandes cantidades de cama de broiler son utilizadas en sistemas agricolas como fertilizante

0 incluso como suplemento alimenticio para animales productivos, debido a que son una
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opcion nutricional especialmente en el caso de rumiantes (Tasho y Cho, 2016; Universidad
de Arkansas, 2021).

El riesgo del uso de camas de broiler en sistemas agricolas reside en la evidencia de que los
animales excretan en sus heces y orina hasta un 90% de una dosis administrada de
antimicrobianos en forma no metabolizada o como metabolitos activos, es decir, persiste en
ellos su actividad antimicrobiana (Massé et al., 2014; Pokrant et al., 2021). En este contexto,
Daghrir y Drogui (2013) reportaron que mas del 70% de las tetraciclinas son excretadas y
liberadas al medio ambiente en su forma activa a través de la orina y heces, tanto en humanos
como en animales. Otras investigaciones demuestran que algunos antimicrobianos de las
familias de las tetraciclinas, sulfonamidas, quinolonas y macrélidos persisten en deyecciones
de aves tratadas previamente, incluso por tiempos mas largos que los periodos de resguardo;
por lo tanto, podrian mantenerse y propagarse por el ambiente o0 a otros animales como parte
de la dieta (Massé et al., 2014; Pokrant et al., 2021). De esta forma, el uso de las deposiciones
de los animales productivos, como las deyecciones de pollos broiler, es una alternativa como
una matriz no invasiva de analisis para el monitoreo de las buenas practicas en el uso de
antimicrobianos y la contaminacion cruzada durante la crianza y previo a la faena, para asi

evitar los efectos adversos al medio ambiente y a la salud de los consumidores.

Relacionado a lo anterior, la implementacion de una metodologia de andlisis en heces,
permite establecer una estrategia de vigilancia simple y no invasiva para controlar
eficazmente el uso de antimicrobianos en la crianza de animales, estudiar las tendencias sobre
el uso de drogas en los sistemas productivos, obtener informacién sobre la diseminacién de
antimicrobianos al medio ambiente y ademas, obtener conocimiento sobre el desarrollo de
cepas resistentes a los antimicrobianos en el intestino de animales domésticos (Berendsen et
al., 2015). Si bien en la actualidad, existen diversas metodologias analiticas ampliamente
disponibles que permiten determinar los residuos de antimicrobianos (Chen et al., 2019),
estas son técnicamente complejas, costosas, requieren de mucho tiempo, y a veces solo
pueden detectar un numero limitado de analitos de forma simultanea. Entre ellas, se
encuentran metodologias instrumentales cromatograficas acopladas a espectrometria de
masas, que permiten la deteccion de maultiples familias de antimicrobianos en heces de
animales de produccion (Pokrant et al., 2021). A pesar de ser metodologias sensibles y

confirmatorias, requieren una capacidad analitica instalada de alto costo, asi como de un alto
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nivel de capacitacion técnica. Esto hace que su acceso sea dificil para los productores, por lo
que los métodos rapidos de screening han sido ampliamente utilizados para monitorear la
presencia de residuos de antimicrobianos en alimentos por su alta efectividad y bajo costo
(Pikkemaat, 2009).

Como primera aproximacion cualitativa de screening, se encuentran los ensayos a base de
inhibicion microbiologica, los cuales son capaces de detectar una o varias familias de
antimicrobianos, y permiten analizar un gran nimero de muestras rapidamente y a bajo costo.
Esto, en contraste con los sistemas confirmatorios, como cromatografia liquida con
espectrometria de masas (LC-MS/MS), método utilizado para la deteccion y cuantificacion
de residuos de antimicrobianos en diversas matrices de origen animal de forma confirmatoria
(Maddaleno et al., 2019; Magalhaes et al., 2020; Ramos-Payan et al., 2020). Estos métodos
confirmatorios se aplican comiUnmente a compuestos previamente seleccionados como
objetivos, de modo que no serian capaces de detectar otro antimicrobiano presente. Por sus
caracteristicas, es que los métodos de screening microbiolégicos permitirian reducir la
cantidad de muestras que necesitan ser analizadas por los métodos confirmatorios, ademas
de un monitoreo rapido de productos alimenticios previo a la faena del animal, buscando
pesquisar la presencia de residuos de antimicrobianos (Pikkemaat et al., 2010; Kozarova et
al., 2020).

A la fecha, se han desarrollado distintos tipos de métodos de screening microbioldgico para
diversas matrices de origen animal. En este contexto, Sophila et al. (2018) optimizaron un
método de screening microbioldgico de cinco placas para la deteccion de residuos de
antimicrobianos en musculo de pollo, utilizando placas de agar Miller-Hinton sembradas
con Geobacillus stearothermophilus, Bacillus subtilis y Escherichia coli. Lograron detectar
enrofloxacino desde concentraciones de 1 ng/mL y oxitetraciclina desde concentraciones de
0,5 ng/mL. De igual manera, Tumini et al. (2019) desarrollaron un método de screening
microbiologico de cinco placas para la deteccion de residuos de antimicrobianos en leche,
pero utilizando placas de microtitulacion. Asi, lograron optimizar este método para la
deteccion de pB-lactdmicos, macrolidos, tetraciclinas, quinolonas y sulfamidas a
concentraciones cercanas al LMR, utilizando las bacterias indicadoras G.
stearothermophilus, B. megaterium y B. licheniformis. Posteriormente, Wu et al. (2020)

desarrollaron un método de sceening microbiologico utilizando G. stearothermophilus en
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placas de microtitulacion para la deteccion de residuos de antimicrobianos en musculos de
porcinos, bovinos, aves de corral y peces, el cual fue validado bajo la pauta establecida por
lanorma 1ISO13969:2003. Con el método desarrollado lograron detectar, en musculos de aves
de corral, concentraciones cercanas al LMR establecida por la Comision Europea (CE)
(2010): ampicilina y amoxicilina desde concentraciones de 10 ng/mL y 2.5 ng/mL
respectivamente; oxitetraciclina desde concentraciones de 100 ng/mL; y tilosina desde
concentraciones de 200 ng/mL. Para aminoglucdésidos, solo lograron detectar neomicina

desde los 1500 ng/mL superando el LMR de 500 ng/mL para musculos de aves de corral.

En cuanto al desarrollo de pruebas comerciales registradas para el screening in situ de
residuos de antimicrobianos, se encuentra Premi®Test, producido por DSM Food Specialties
Ltd., que esta disefiado como tubos listos para usar, que contienen microorganismos diana,
nutrientes, indicadores y una base de agar. Se basa en la inhibicion del crecimiento de una
cepa de G. stearothermophilus, una bacteria termofila sensible a diferentes antimicrobianos,
pero particularmente sensible a los PB-lactamicos (Pikkemaat, 2009). Premi®Test fue
validado de acuerdo con la AFNOR (Asociacion Francesa para la Normalizacion) y ha sido
autorizado para su uso en laboratorios de campo para la deteccion de antimicrobianos en
masculo y rifién desde el afio 2006. Sin embargo, no permite diferenciar entre familias de
antimicrobianos y presenta una alta tasa de falsos negativos (Pikkemaat, 2009; Pikkemaat et
al., 2011). Debido a su baja sensibilidad, este método de screening microbiologico debe ser
acompariado de una confirmacion posterior mediante LC-MS/MS (Ngoc Do et al., 2016).
Por otra parte, en Estados Unidos la US Food Safety (USDA-FSIS) utiliza un método como
confirmacion microbioldgica de residuos de antimicrobianos en carne y tejidos de aves de
corral, que consiste en siete placas. EI método se basa en la preparacion de placas con las
bacterias Kocuria rhizophila para la deteccion de p-lactamicos y macrolidos, B. subtilis para
la deteccion de estreptomicina, B. cereus para la deteccion de tetraciclinas, y Staphylococcus

epidermidis para la deteccion de aminoglucoésidos (USDA-FSIS, 2011).

Teniendo en cuenta que no se ha desarrollado una metodologia para realizar pruebas de
screening microbiolégicos para detectar residuos de antimicrobianos en heces, y
considerando la evidencia de actividad antimicrobiana en subproductos de origen animal
(Cornejo et al., 2018), es que se busca implementar una nueva metodologia que permita

detectar antimicrobianos en heces de animales de produccion. El uso de esta matriz permitiria
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realizar una deteccion temprana de residuos de antimicrobianos. De la misma manera,
también se podria monitorear el uso de estos farmacos durante toda la etapa productiva del
animal y asi determinar las rutas de contaminacion con residuos de antimicrobianos en estos

animales a otros animales o al ambiente.
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OBJETIVO GENERAL

Implementar una metodologia de screening microbioldgico para la deteccion simultanea de
residuos de antimicrobianos pertenecientes a las familias de las tetraciclinas, B-lactamicos,

macrolidos, quinolonas, sulfonamidas y aminoglucosidos en deyecciones de pollos broiler.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la susceptibilidad de las cepas bacterianas frente a seis familias de

antimicrobianos.

2. Estandarizar las condiciones experimentales, tanto para la extraccion como para la

deteccioén de residuos de antimicrobianos, en la matriz de heces.

3. Verificar el método de extraccion de analitos, utilizado en el screening

microbioldgico, mediante LC-MS/MS.
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MATERIALES Y METODOS

El desarrollo de la implementacion del método de screening microbiolégico fue realizado en
el Laboratorio de Inocuidad de los Alimentos (LIA) del Departamento de Medicina
Preventiva Animal de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de
Chile (FAVET), y el anélisis confirmatorio fue realizado en el laboratorio FARMAVET de
FAVET. Ambos laboratorios trabajan de acuerdo con estdndares internacionales de alta
calidad y procedimientos estandarizados, bajo la certificacion ISO 17.025. Ademas, el
Comité de Bioseguridad de FAVET ha certificado que el proyecto FONDEF 1D19110033
cumple con las normas de bioseguridad necesarias para su desarrollo (Anexo 1).

1. Cepas de referencia y su preparacion para los ensayos.

Para determinar la susceptibilidad a los antimicrobianos de las seis familias mencionadas, se
utilizaron las siguientes cepas pertenecientes a la coleccién americana de cepas de referencia
ATCC (American Type Culture Collection): B. subtilis ATCC 6633, B. cereus ATCC 11778,
E. coli ATCC 10536, S. epidermidis ATCC 12228, K. rhizophila ATCC 9341, y G.
stearothermophilus ATCC 10149. Las cepas de referencia B. subtilis, B. cereus, S.
epidermidis y K. rhizophila, son utilizadas por la USDA-FSIS (2011) para la deteccion de
estreptomicina, tetraciclinas, aminoglucésidos, y p-lactamicos y macrolidos
respectivamente, en mausculos y tejidos de aves de corral. Por otra parte G.
stearothermophilus ha sido utilizado para la deteccion de un amplio espectro de
antimicrobianos en leche y musculo de origen animal a concentraciones cercanas al LMR
establecidos por la CE (Tumini et al., 2019, Wu et al., 2020). E. coli ha sido utilizado para
la deteccion de quinolonas en musculos de aves de corral debido a su sensibilidad a esta
familia, ademas es resistente a multiples familias de antimicrobianos, como los macrélidos
(Sophila et al., 2018).

Los liofilizados adquiridos de la ATCC fueron rehidratados segln las instrucciones del
fabricante y almacenados en crio tubos de 2 mL con caldo glicerol a -20°C. Para ser utilizadas
en los ensayos, las cepas de K. rhizophila, E. coli y S. epidermidis fueron traspasadas de los
crio tubos a tubos estériles con 3 mL de caldo infusion cerebro corazén (BHI) e incubados a
35°C por 24 horas. Una vez transcurrido el tiempo, las bacterias se sembraron desde el caldo

BHI a placas de agar triptona-soya (TSA) e incubadas a 35°C por 24 horas, y posteriormente
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las placas se almacenaron a 4°C hasta por un mes. De las placas de TSA se traspaso una
asada a un tubo estéril con 3 mL de caldo BHI que luego se incubo a 35°C. De este Ultimo

traspaso se utilizan las bacterias el mismo dia, para realizar los distintos ensayos.

Las cepas de B. subtilis y B. cereus para ser utilizadas en los ensayos, son traspasadas de los
crio tubos a tubos estériles con 3 mL de BHI e incubados a 30°C por 24 horas, y a 55°C por
24 horas para G. stearothermophilus. Para la esporulacion de B. subtilis y B. cereus, se
transfirieron las bacterias del caldo BHI a una botella Roux con 250 mL de Medio N°1 con
0,3 g/L de sulfato de manganeso, y se incub0 la botella por 7 dias a 30°C. Una vez
transcurrido el tiempo de incubacion, se recolecté el crecimiento de la botella con 25 mL de
agua destilada estéril en tubos Falcon de 50 mL, y luego se centrifugd el tubo a 4000
revoluciones por minutos (rpm) por 10 minutos. Luego se elimino el sobrenadante y se lavd
el pellet resultante con 15 mL de agua destilada estéril y se centrifugd nuevamente a 4000
rpm por 10 minutos. Se repitié una vez més el Gltimo paso y se elimind el sobrenadante
resultante, para luego agregar 10 mL de solucién salina estéril al 0,8%. Posteriormente el
tubo se agito por 1 minuto en un vortex y luego se incubé a 70°C, en un bafio termorregulado,
por 30 minutos. Una vez incubado, el contenido del tubo se alicuot6 en tubos estériles con
sello hermético, y luego se almacenaros a 4°C hasta por tres meses. Para los ensayos, se
extraen las bacterias directamente de los tubos con sello hermético.

Para la esporulacién de G. stearothermophilus, se transfirié la bacteria del caldo BHI a una
botella Roux con 250 mL de Medio N°1 con 0,3 g/L de sulfato de manganeso a pH 7.5, y se
incubd la botella por 3 dias a 55°C. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, se
recolecto el crecimiento de la botella con 25 mL de agua destilada estéril en tubos Falcén de
50 mL, y se prosiguio con el mismo protocolo de lavado y almacenamiento descrito para B.
subtilis y B. cereus. Para los ensayos, se extraen la bacteria directamente de los tubos con
sello hermético. Los protocolos de esporulacion utilizados corresponden a los documentos

internos del LIA sobre la esporulacion de B. subtilis y B. cereus.
2. Preparacion de los antimicrobianos para los ensayos

Para los estandares de referencia de cada familia de antimicrobianos, se utilizaron los
siguientes estandares de pureza certificada: para los macrolidos se utilizo eritromicina (ERI)

y tilosina (TIL); para los B-lactamicos se utilizo ampicilina (AMP) y amoxicilina (AMX);
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para las quinolonas se utiliz6 enrofloxacino (ENR) y ciprofloxacino (CIP); para las
sulfonamidas se utilizd sulfacloropiridazina (SCP); para las tetraciclinas se utiliz6
oxitetraciclina (OTC) y 4-epi-oxitetraciclina (EPI); y para los aminoglucdsidos se utilizo
espectinomicina (ESP) y neomicina (NEO). Todos los antimicrobianos fueron adquiridos de
Dr. Ehrenstorfer (Augsburg, Alemania). Estos antimicrobianos fueron seleccionados como
representantes de sus respectivas familias debido a su amplia utilizacion en la medicina
veterinaria (Gaudin et al., 2004; Muhammad et al., 2020). Para cada antimicrobiano, se
prepar6 una solucion stock (S.S.) de 1000 mg/L en metanol, los cuales se almacenaron a -
20°C. De estas S.S. se prepararon soluciones intermedias (S.1.) a 5000 ng/mL con agua
destilada estéril para ser utilizada en los distintos ensayos, las que fueron almacenadas a -

20°C hasta por 3 meses.
3. Método de analisis microbiologico utilizado.

La técnica de analisis utilizado para la implementacion del método de screening
microbioldgico corresponde a la técnica de cilindro en placa, basado en el método propuesto
en 1980 conocido como EU four-plate test (Bogaerts y Wolf, 1980). Este consiste en
depositar una muestra en un cilindro dispuesto en una placa de agar, que contiene un indculo
de una cepa bacteriana sensible al antimicrobiano que se quiere detectar. El resultado se
observa como la presencia 0 ausencia de una zona de inhibicion del crecimiento bacteriano
en torno al cilindro que contiene la muestra. El radio de los halos de inhibicién formados es

proporcional al efecto de los analitos presentes en la muestra.
4. Obtencion de las muestras utilizadas en el estudio

Las muestras utilizadas durante el desarrollo de esta tesis corresponden a deyecciones de
pollos broiler congeladas, provenientes del proyecto de investigacion titulado "Development,
Validation and Implementation of Isotopic Analytical Methods for Multi-Class
Contaminants in Animal Waste and Related Matrices: A Potentially Valuable Tool for
Monitoring Mixed Contaminants in Food Producing Animals™ del Coordinated project of the
International Atomic Energy Agency (IAEA). Estas muestras fueron analizadas por un

método confirmatorio, corroborando que no tienen antimicrobianos.
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5. Determinacion de la susceptibilidad de las cepas bacterianas frente a seis familias de

antimicrobianos.

Para cada antimicrobiano se deposité concentraciones de 25, 50, 100, 200 y 400 ng/mL y de
500, 600, 700, 800, 900 y 1000 ng/mL para aminoglucdsidos, en los cilindros dispuestos en
placas que han sido inoculada con distintas cepas de referencia, de tal manera que todas las
cepas fueron probadas con todos los representantes de las familias de antimicrobianos.
Ademas, como control negativo se depositaron 200 uL de agua destilada estéril en cilindros.
Se obtuvieron seis determinaciones, en dos ensayos independientes, por concentracién con
cada cepa de referencia. El resultado obtenido se observa como la presencia o ausencia de
una zona de inhibicidén del crecimiento bacteriano en torno al cilindro que contiene la
muestra. Se mide el radio de los halos de inhibicién en milimetros con un pie de metro, donde
el halo es proporcional al efecto de los analitos presentes en la muestra. Tanto el promedio
de los halos como su correspondiente desviacion estandar fueron considerados en el analisis
para elegir la cepa mas susceptible a los antimicrobianos de una familia. En la tabla 1 se

puede observar las condiciones de las placas definidas para cada familia de antimicrobianos.

Tabla 1. Condiciones de preparacion de medios de cultivos para las distintas familias de antibi6ticos.

Familia Representante Medio pH
. Eritromicina
Macrélidos o N°8 8
Tilosina
.. Ampicilina
B-lactdmicos - N°5 6
Amoxicilina
. Enrofloxacino
Quinolonas . . N°5 8
Ciprofloxacino
Sulfonamidas Sulfacloropiridazina MH* 7,3
. .. Espectinomicina
Aminoglucoésidos . N°5 8
Neomicina
o Oxitetraciclina
Tetraciclinas N°8 6

4-epioxitetraciclina

*Después de inocular del agar se adicionan 100 uL de TMP, de una S.I. de 5000 ng/mL, cada 100 mL de medio.

Los medios utilizados, para B-lactamicos, quinolonas y aminoglucosidos fueron el medio
antibidtico N°5, mientras que para macroélidos y tetraciclinas se ocupé el medio antibidtico
N°8. Para la familia de las sulfonamidas se ocupé el medio Mueller-Hinton (MH) al cual

ademas se le agrego 100 uL de trimetoprim (TMP), de una S.I. de 5000 ng/mL, cada 100 mL
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de medio para mejorar la sensibilidad de la placa para la familia de las sulfonamidas
(Pikkemaat et al., 2011; Wu et al., 2020). Los medios y sus respectivos pH fueron escogidos
segun el metodo de screening propuesto por la USDA-FSIS (2011). ElI medio MH para
sulfonamidas, fue seleccionado basandonos en lo descrito por Sophila et al. (2018), y el pH
es ajustado segun lo descrito por el método EU four-plate test para la deteccion de
sulfonamidas (Pikkemaat et al., 2011).

6. Estandarizacion de las condiciones experimentales del analisis microbioldgico.

La estandarizacion de las condiciones experimentales del analisis microbiolégico fue
realizada en paralelo a los ensayos de susceptibilidad. Los medios utilizados fueron
preparados segun las indicaciones del fabricante y luego se les ajusto el pH para favorecer la
deteccidn del analito. Estos medios fueron esterilizados y posteriormente inoculados con una
de las cepas bacterianas. Para el caso de los medios inoculados con B. cereus y B. subtilis,
estos requieren una incubacion a 48°C, en un bafio termorregulado posterior a la inoculacion,
por 45 y 75 minutos respectivamente (USDA-FSIS, 2011). La concentracion de cada
microorganismo en las placas de agar fue ajustada en UFC/mL, utilizando un
espectrofotometro (VIS-7220G/UV-9200, China), de modo que se logre un crecimiento
homogéneo, similar a un tapiz, en la placa y que permita visualizar los halos de inhibicion
mas facilmente. Para ajustar la concentracién se utilizaron tubos con 3 mL de BHI
previamente incubados que contengan E. coli, S. epidermidis o K. rhizophila, y para B.
subtilis, B. cereus y G. stearothermophilus tubos con esporas. Desde los tubos se depositan
alicuotas en tubos con 6 mL de NaCl 0,8% de los cuales se miden la concentracion de

bacterias utilizando el espectrofotémetro.

Posteriormente, se vertieron 10 mL de medio inoculado a una placa Petri estéril de 90 x 15
milimetros. Luego, las placas fueron incubadas por 18 a 24 horas a la temperatura 6ptima de
crecimiento para cada bacteria. Para K. rhizophila, S. epidermidis y E. coli, la temperatura
de incubacion es de 35°C, para B. cereus y B. subtilis, la temperatura de incubacion es de
30°C. Para las placas inoculadas con G. stearothermophilus, al ser incubadas a 55°C por 14
a 18 horas, se vierten 12,5 mL del medio para evitar que las placas se deshidraten rapidamente

durante el periodo de incubacion debido a la alta temperatura.
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6.1. Estandarizacion de las condiciones experimentales para la extraccion de residuos

de antimicrobianos desde la matriz heces.

Como no existe un método de extraccion de residuos de antimicrobianos desde heces para
analisis de screening microbiol6gicos, que sea rapido y que no requiera equipos sofisticados
de laboratorio, fue necesario desarrollar y determinar las condiciones para la extraccion de
residuos de las seis familias de antimicrobianos desde la matriz de heces, utilizando muestras
de heces de pollos fortificadas. Para la extraccion de residuos de antimicrobianos desde la
matriz heces, se utilizd como base el protocolo descrito por Berendsen et al. (2015), el cual
fue modificado para ser utilizado posteriormente en el screening microbioldgico. Este
protocolo involucra diversos pasos de lavado y extraccion, con el objetivo de analizar la
muestra mediante LC-MS/MS. Por esta razon, el protocolo fue modificado para ser utilizado
en un screening microbiolégico. De acuerdo con lo descrito en la literatura (Zhou et al.,
2012), los solventes organicos como metanol (MET), acetona (ACT) y acetonitrilo (ACN)
son los méas comUnmente utilizados para hacer extraccion desde matrices de heces, por lo que
se hicieron ensayos utilizando ACN (LiChrosolv® Merck, Darmstadt, Alemania), ACT y
MET (EMSURE® Merck, Darmstadt, Alemania) para determinar con cual se obtiene
mejores resultados de extraccion. Para la seleccion del solvente, primero se hicieron ensayos
con el fin de determinar si los solventes por si solos generan un halo de inhibicion. Los
ensayos consistieron en depositar 200 pL de cada solvente en cilindros dispuestos en las
distintas placas inoculadas con bacterias. Se realizaron seis determinaciones de cada
solvente, por cada placa definida en la tabla 1, las cuales estaban inoculadas con las distintas
bacterias. Como control negativo para este ensayo, se utilizé 200 pL de agua destilada estéril

depositado en los cilindros.

Para determinar la interaccion entre la matriz y los distintos solventes, se pesaron de 2,0 £
0,01 gramos de muestras blanco, las cuales fueron diluidas con 3 mL de cada solvente,
obteniendo seis muestras para cada solvente. Luego se continuo con el protocolo de
extraccion, y los extractos obtenidos fueron alicuotados en cantidades de 200 pL en los
cilindros dispuestos en las placas inoculadas con bacterias. Se realizaron seis
determinaciones diferentes por mezcla de solvente con la matriz, en las distintas placas con
el fin determinar si estas mezclas producen un halo de inhibicién. Como control negativo, se

utilizaron muestras de 2,0 £ 0,01 diluidas con 3 mL de agua destilada estéril. Se midi¢ el
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radio de los halos obtenidos, y tanto el promedio de los halos como su correspondiente

desviacion estandar fueron considerados en el analisis para elegir el solvente.

Para estandarizar la extraccién con muestras fortificadas, se pesaron muestras de 1,0 £ 0,01
y 2,0 £ 0,01 gramos, las cuales fueron fortificadas con concentraciones de 25, 50, 100, 200,
400 y 600 ng/mL para macrolidos, B-lactdmicos, quinolonas, sulfonamidas, y tetraciclinas; y
de 500, 600, 700, 800, 900 y 1000 ng/mL para aminoglucdsidos. Posteriormente para
aminoglucosidos se probaron concentraciones de 2000, 4000, 6000, 8000, 10000, 15000 y
20000 ng/mL. Latabla de fortificacion de muestras se encuentra en el Anexo 2. Se prepararon
seis muestras para cada concentracion de cada antimicrobiano. Como control negativo, se
utilizaron muestras de 1,0 + 0,01 y 2,0 + 0,01 diluidas con 3 mL de agua destilada estéril.
Después, se realizé el protocolo de extraccién, el cual fue estandarizado previamente, con
cada uno de los solventes, y el extracto obtenido se alicuot6 por triplicado en las placas
determinadas para cada antimicrobiano. Las placas fueron incubadas a la temperatura optima
de cada cepa bacteriana, y luego se midi6 el radio de los halos obtenidos. Se realizaron seis
determinaciones diferentes, por cada concentracion de antimicrobiano, en dos experimentos
independientes. Tanto el promedio de los halos como su correspondiente desviacion estandar
fueron considerados en el analisis para elegir el solvente que permite extraer la menor

concentracion de los antimicrobianos, desde la matriz de deyecciones.

7. Verificacion del método de extraccion estandarizado en la etapa anterior, utilizando
muestras de deyecciones de pollos fortificadas con concentraciones conocidas de los
analitos, mediante LC-MS/MS.

Una vez estandarizadas las condiciones de extraccion, se realizé el anélisis de determinacion
de la recuperacion de residuos de estos extractos obtenidos en el objetivo anterior, mediante
LC-MS/MS. Durante la fortificacion de las muestras que seran analizadas por LC-MS/MS se
afiadid, tanto a las muestras fortificadas como controles negativos, un estandar interno para
cada familia de antimicrobianos como parte de los protocolos establecidos por FARMAVET
para el anlisis confirmatorio. Los estandares internos corresponden a: Sulfametoxasol 13C6,
Enrofloxacino D5, Cloxacilina D6, Tetraciclina D6, Gentamicina (EIl) y Estreptomicina (EI).
El uso de un estandar interno proporciona una medida de control para la extraccion, inyeccion

de la cromatografia liquida y la variabilidad de ionizacion. Pese a que la metodologia de
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extraccion implementada sera disefiada especificamente para el método de screening, los
extractos igualmente se analizaron por LC-MS/MS para confirmar si el método en estudio

efectivamente extrae residuos de antimicrobianos desde las muestras fortificadas.

Una vez acabado el protocolo de extraccion para andlisis microbiologo, los extractos
obtenidos se llevaron a secado bajo un flujo suave de nitrégeno en bafio de agua a 40 - 50°C.
una vez secado la muestra, se reconstituyeron con 300 pL de metanol y con 200 pL de agua
HPLC, y posteriormente se transfirio la muestra a un vial rotulado, utilizando una jeringa de
1 mL con un filtro Millex® de 0.22 mm

7.1. Andlisis instrumental

El andlisis instrumental de las muestras fue mediante un cromatdgrafo liquido, constituido
por una bomba cuaternaria, un autosampler y un horno de columna (Agilent serie 1290
Infinity), acoplado a un espectrometro de masas de triple cuadrupolo (API 5500, AB Sciex,
Darmstadt, Alemania). La columna analitica fue una Synergi 4u fusion RP 30a 50 x 2,0 mm,
y el software para el manejo del equipo fue Analyst 1.6.3 (SCIEX, Framingham, MA, USA)
y para la integracion de las muestras se utilizé el programa Multiquant 3.0. Los parametros
para el analisis instrumental y deteccion de los residuos de antimicrobianos se encuentran en

el Anexo 3y 4.
7.2. Cuantificacion de los analitos y recuperacion de los analitos.

Los residuos de antimicrobianos detectados por LC-MS/MS fueron cuantificados mediante
la ecuacién de la recta (y = a + bx, en donde y = area, a = intercepto en el eje y, x=
concentracion, b= pendiente), la cual fue obtenida a partir del analisis de regresion lineal de

curvas de calibracién de matriz fortificada a concentraciones conocidas.

Para la recuperacion de los analitos, se seleccionaron nueve muestras blanco por
antimicrobianos, los cuales se fortificaron en concentraciones de 25, 60 y 100 ng/mL (3
muestras por concentracién). Mediante el siguiente calculo se determind la recuperacion para

cada nivel de concentracion:

R (%) = Concentracion Cuantificada x 100

Nivel de Fortificacién
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RESULTADOS
1. Ensayos de susceptibilidad frente a las seis familias de antimicrobianos.

Antes de realizar los ensayos de susceptibilidad, se establecieron las concentraciones de las
distintas cepas bacterianas en las placas de agar, para asi lograr un crecimiento homogéneo

en forma de tapiz. Las concentraciones estan detalladas en la tabla 2.

Tabla 2. Concentracion final en el medio de cultivo de las cepas bacterianas de referencia.

Estandar Volumen del Concentracion
Cepas de referencia McFarland estandar/100 mL de final en agar
medio (UFC/mL)

K. rhizophila ATCC 9341 0,5 1,0mL 1,5 x 108

E. coli ATCC 10536 0,5 200 uL 3x10°

B. subtilis ATCC 6633 1,0 1,0mL 3x10°

G. stearothermophilus ATCC 10149 1,0 15mL 4,5 x 108

S. epidermidis ATCC 12228 1,0 1,0mL 3 x10°

B. cereus ATCC 11778 1,0 1,0 mL 3 x 106

Los resultados de la medicion del radio de los halos corresponden, para cada antimicrobiano,
al promedio de seis determinaciones obtenidas en dos experimentos independientes con su
correspondiente desviacion estandar. Para cada cepa bacteriana se realizé una curva de droga
pura, entre 25 ng/mL y 400 ng/mL para las familias de los macrélidos, quinolonas, -
lactamicos, sulfonamidas y tetraciclinas, y entre 500 ng/mL y 1000 ng/mL para la familia de

los aminoglucoésidos.

Para las seis familias se considerd entre las concentraciones, el LMR establecido para la
matriz de musculo de aves de corral segin la CE (2010). Se pudo observar para la mayoria
de los casos, una relacion lineal entre el valor de los halos y las distintas concentraciones

probadas.

En la tabla 3 podemos evidenciar que para los representantes de los macrolidos (ERI'y TIL),
la cepa de E. coli no presento halo de inhibicion en ninguna de las concentraciones probadas,
lo que se anoté como halo de 0 milimetros. Por otra parte, la cepa que obtuvo los halos de
mayor tamafio a estos antimicrobianos fue K. rhizophila, que a una concentracion de 100
ng/mL, que corresponde al LMR de TIL, se obtuvo un halo en milimetros de 12,6 + 0,4 para
ERI, yde 7,7+ 0,6 para TIL.
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Tabla 3. Resultados del estudio de susceptibilidad a la familia de los macrdlidos en cepas de referencia.

. . . 2 1 2 4
Cepa Bacteriana Antimicrobiano (ng /r5n L) (ng?r(; L) (ng/orgL) (ng/orgL) (ng/On?L)
B. cereus Eritromicina 45+05 60+00 90+00 98+03 11,7+0,6
B. subtilis Eritromicina 30+10 52+03 72+06 78+03 82%0,8
E. coli Eritromicina 00+£00 00x00 00x00 00£00 0,0%0,0
G. stearothermophilus Eritromicina 20+17 47+08 58+03 80+£05 9005
K. rhizophila Eritromicina 88+08 11,3+08 126+04 132+10 148+1,2
S. epidermidis Eritromicina 39+04 52+03 58+03 75+05 88+09
B. cereus Tilosina 00+£00 00x00 32+x06 4500 5005
B. subtilis Tilosina 02+03 1509 3005 43+x10 6,7%x16
E. coli Tilosina 00+£00 00x00 00x00 00£00 0,0%0,0
G. stearothermophilus Tilosina 48+03 6806 75+00 88+03 95%05
K. rhizophila Tilosina 38+£0,7 60+x06 7,7+x06 10,7+x16 94%15
S. epidermidis Tilosina 00+00 18x06 23+£03 42+10 57x10

Como se puede observar en la tabla 4, para los representantes de las quinolonas (ENR y CIP),
las cepas de K. rhizophila y G. stearothermophilus no presentaron halos de inhibicién. En
este grupo las cepas mas susceptibles fueron E. coli y B. subtilis, con valores respectivos en
milimetros para el LMR de 100 ng/mL,de9,8+1,1y 138+ 13paraENR,yde 9616y
8,3 £ 1,1 para CIP.

Tabla 4. Resultados del estudio de susceptibilidad a la familia de las quinolonas en cepas de referencia.

. - . 25 50 100 200 400
Cepa Bacteriana Antimicrobiano (hg/ml)  (ng/ml) (ng/mL) (ng/ml)  (ng/mL)
B. cereus Enrofloxacino 23+08 32+28 58+03 65+00 7,7+£03
B. subtilis Enrofloxacino 64+07 76+07 96+16 104+20 10,9+0,9
E. coli Enrofloxacino 53+06 84+07 98+11 108+11 126+11
G. stearothermophilus Enrofloxacino 00+00 00+00 00+00 52+15 7,0+05
K. rhizophila Enrofloxacino 00+£00 00+x00 00+00 00+£00 1408
S. epidermidis Enrofloxacino 13+10 42+10 53+03 6,3+03 7,3+0,3
B. cereus Ciprofloxacino 0,0+00 00+00 52+06 58+03 6,7+08
B. subtilis Ciprofloxacino 50+06 73+07 83+11 10,2+1,7 10,8+1,0
E. coli Ciprofloxacino 10,5+06 122+09 138+13 143+04 148+17
G. stearothermophilus Ciprofloxacino 00+00 0000 30+x00 75+13 82%+10
K. rhizophila Ciprofloxacino 0,0+00 00+00 00x00 00+00 08zx11
S. epidermidis Ciprofloxacino 23+03 38+08 60+10 62+14 68+15
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Para los representantes de los B-lactdmicos (AMP y AMX), las cepas de E. coli, B. cereus,
B. subtilis y S. epidermidis no presentaron halos de inhibicion para ninguno de los dos
antimicrobianos. Por otra parte, la cepa mas susceptible a esta familia fue K. rhizophila, en
donde para el LMR de 50 ng/mL se obtuvo un halo en milimetros de 13,2 + 0,6 para AMP,

y de 8,7 £ 4,1 para AMX. Los resultados se pueden observar en la tabla 5.

Tabla 5. Resultados del estudio de susceptibilidad a la familia de los B-lactamicos en cepas de referencia.

25 50 100 200 400
Cepa Bacteriana Antimicrobiano (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
B. cereus Amoxicilina 00+00 00+£00 0000 0000 0,0%0,0
B. subtilis Amoxicilina 00+00 00+£00 00+00 00£00 0,0%0,0
E. coli Amoxicilina 00+00 00+00 00£00 0000 00+£0,0
G. stearothermophilus Amoxicilina 0,0+00 00x00 00x00 00+00 0,0£0,0
K. rhizophila Amoxicilina 72+24 87+41 98+31 115+20 149+0,7
S. epidermidis Amoxicilina 00+00 00+£00 00+00 00£00 0,0%0,0
B. cereus Ampicilina 00+00 00+00 00+£00 0000 0,0%0,0
B. subtilis Ampicilina 00+00 00+£00 00+00 00£00 0,0%0,0
E. coli Ampicilina 00+00 00+00 00£00 0000 0000
G. stearothermophilus Ampicilina 00+00 20x00 28+£03 55+00 92%0,8
K. rhizophila Ampicilina 85+05 132+06 152+10 16,3+05 176+0,7
S. epidermidis Ampicilina 00+00 00+00 00+£00 0000 0,0%0,0

En la tabla 6 se pueden observar los resultados para SCP representante de las sulfonamidas.
Las cepas de E. coli, B. cereus, B. subtilis y S. epidermidis no presentaron halo de inhibicion
para este antimicrobiano. La cepa mas susceptible a esta familia fue G. stearothermophilus,

cuyo valor en milimetros para el LMR de 100 ng/ml fue de 8,4 £ 0,8.

Tabla 6. Resultados del estudio de susceptibilidad a la familia de las sulfonamidas en cepas de referencia.

Cepa Bacteriana Antimicrobiano 25 50 100 200 400
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
B. cereus Sulfacloropiridazina 0,0+00 00+00 00+00 00+00 0,000
B. subtilis Sulfacloropiridazina 0,0+00 00+00 00+00 00+00 0,000
E. coli Sulfacloropiridazina 0,0+00 00+00 00+00 00+00 0,000
G. stearothermophilus Sulfacloropiridazina 2,4+0,7 53+06 84+08 118+10 13907
K. rhizophila Sulfacloropiridazina 4,210 48+44 48+0,6 8,3v25 90+2,2
S. epidermidis Sulfacloropiridazina 0,0+00 00+00 00+00 00+00 00£0,0
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Para los representantes de los aminoglucosidos, la mayoria de las cepas no presentaron halos
de inhibicion para alguna de las concentraciones probadas. En el caso de ESP, los halos
presentados en B. subtilis tenian desviaciones elevadas, y en S. epidermidis solo se
observaron halos en las concentraciones mas altas (900 y 1000 ng/mL). Para NEO al LMR
de 500 ng/mL, en B. subtilis se obtuvo un halo en milimetros de 3,1 £ 1,2 y en S. epidermidis

de 3,5 + 0,4. Los resultados se pueden observar en la tabla 7.

Tabla 7. Resultados del estudio de susceptibilidad a la familia de los aminoglucésidos en cepas de referencia.

Cepa Bacteriana Antimicrobiano 500 600 700 800 900 1000
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
B. cereus Neomicina 1,7+04 15+04 18+0,7 13+08 19+09 19%0,7
B. subtilis Neomicina 31+12 33+06 36+14 32+07 33+x06 42+14
E. coli Neomicina 00+00 00+00 00+00 13+14 10%+08 1,7+0,8
G. stearothermophilus ~ Neomicina 00+00 00%+00 0000 00+00 00+00 0,0%0,0
K. rhizophila Neomicina 23+07 22+09 27+11 24+06 18%+06 23+0,7
S. epidermidis Neomicina 35+04 36%+02 43+04 45+05 45+11 51+0,7
B. cereus Espectinomicina 0,0+00 00+00 00+00 00%x00 00£00 29%21
B. subtilis Espectinomicina 08+12 16+26 16+24 19+19 22+23 21+19
E. coli Espectinomicina 0,0+00 00+00 00+00 00+00 00+00 0,0+£0,0
G. stearothermophilus  Espectinomicina 0,0+0,0 00+00 00+00 00+00 00+00 00+0,0
K. rhizophila Espectinomicina 0,0+0,0 0,0+00 00+00 00+00 00+00 0000
S. epidermidis Espectinomicina 0,0+00 00+00 00+00 00+00 13+08 16+0,7

Los resultados para los representantes de las tetraciclinas (OTC y EPI) se pueden observar
en la tabla 8. Las cepas E. coli, G. stearothermophilus, K. rhizophila y S. epidermidis no
presentaron halos de inhibicion para ninguno de los dos antimicrobianos probados. Por otra
parte, la cepa mas susceptible a esta familia fue B. cereus, que para el LMR de 100 ng/mL se
obtuvo un halo en milimetros de 8,9 + 0,6 para OTC y de 6,7 + 0,3 para EPI.

Tabla 8. Resultados del estudio de susceptibilidad a la familia de las tetraciclinas en cepas de referencia.

25 50 100 200 400
Cepa Bacteriana Antimicrobiano (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
B. cereus 4-epioxitetraciclina  22+10 42+04 67+£03 79+10 75%0,7
B. subtilis 4-epioxitetraciclina  0,0+0,0 10+05 28+03 3703 45%+05
E. coli 4-epioxitetraciclina  0,0+0,0 00+00 00+£00 0,0+00 00x0,0
G. stearothermophilus 4-epioxitetraciclina  0,0+0,0 00+00 00£00 00+00 32%0,3
K. rhizophila 4-epioxitetraciclina  0,0+0,0 00+00 00+£00 00+00 00x0,0
S. epidermidis 4-epioxitetraciclina  0,0+0,0 00x00 00£00 00+00 00x0,0
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B. cereus Oxitetraciclina 48+05 62+04 89+06 95+08 93*14

B. subtilis Oxitetraciclina 1,3+06 32+03 47+06 62+03 7,2+0,6
E. coli Oxitetraciclina 00+00 00£00 00+00 0000 0000
G. stearothermophilus Oxitetraciclina 00+00 00+00 00+£00 2,7+06 6,0+0,0
K. rhizophila Oxitetraciclina 00+00 00+00 1,7+06 33+08 57=x0,7
S. epidermidis Oxitetraciclina 00+00 00+00 00+£00 00+00 0,0%0,0

En la tabla 9 se puede observar las bacterias que fueron utilizadas para el método de
extraccion de residuos de antimicrobianos, segun los resultados obtenidos en los ensayos de
susceptibilidad. Al ser K. rhizophila la cepa bacteriana mas susceptible, tanto como para la
familia de los macrélidos como de los B-lactamicos, se continuo con esta cepa en los ensayos
de extraccion de antimicrobianos desde la matriz de deyecciones de pollos broiler. Para la
familia de las sulfonamidas, G. stearothermophilus es la cepa bacteriana méas susceptible,
obteniendo los halos de mayor tamario a partir de los 50 ng/mL, por lo que se continuo con
esta cepa en los ensayos de extraccion. Si bien para la familia de los aminoglucésidos, S.
epidermidis obtuvo el halo de mayor tamafio para el representante NEO en todas las
concentraciones, B. subtilis obtuvo halos en ambos representantes de la familia desde la
minima concentracion analizada (500 ng/mL), por lo que se continuo con B. subtilis para los
ensayos de extraccion. B. cereus fue la cepa mas susceptible a la familia de las tetraciclinas,
obteniendo halos para ambos representantes desde la minima concentracion analizada (25
ng/mL), por lo que se continuo con esta cepa bacteriana en los ensayos de extraccion. Para
la familia de las quinolonas E. coli fue la cepa bacteriana mas susceptible, por lo que se
decidio continuar con esta cepa para los ensayos de extraccién de antimicrobianos.

Tabla 9. Condiciones de preparacion de medios de cultivos para las distintas familias de antibiéticos,

utilizadas para la extraccion de antimicrobianos.

Cepa Bacteriana Familia Antimicrobiano Medio pH
. . L. Eritromicina

K. rhizophila Macrolidos . N°8 8

Tilosina
. . . Ampicilina o

K. rhizophila B-lactamicos - N°5 6
Amoxicilina
. . . Enrofloxacino

B. subtilis/E. coli Quinolonas N°5 8

Ciprofloxacino
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G. stearothermophilus Sulfonamidas Sulfacloropiridazina MH 7,3

Espectinomicina
Neomicina

L Oxitetraciclina
B. cereus Tetraciclinas . . N°8 6
4-epioxitetraciclina

B. subtilis Aminoglucésidos N°5 8

2. Resultados de la estandarizacion de las condiciones experimentales para la extraccion

de residuos de antimicrobianos desde la matriz heces.

Para desarrollar el protocolo de extraccion, nos basamos en el protocolo descrito por
Berendsen et al (2015) para la extraccion de antimicrobianos desde la matriz de heces para
ser analizadas por LC-MS/MS. El protocolo final se encuentra en el anexo 5, y considera
siete pasos para extraer los residuos de antimicrobianos rapidamente para luego ser
analizados mediante el método de screening microbioldgico. Este es el protocolo utilizado

para estandarizar las condiciones experimentales durante el segundo objetivo del estudio.

Para la seleccion del solvente utilizado en el protocolo de extraccion se realizaron ensayos
con los distintos solventes. Los resultados obtenidos probando ACN, MET y ACT, mostraron
que estos solventes por si solos no producen halos de inhibicion en las placas, pero los
extractos de muestras blanco utilizando cada uno de estos solventes en la matriz resulto que
en la mayoria de los casos se produce un halo de inhibicion con una tendencia al aumento
del radio de este en los medios con pH més acidos (Tabla 10).

Tabla 10. Resultados de extraccion en muestras blanco (no fortificadas), con distintos solventes. Se utilizaron

dos gramos de muestras para cada solvente.

pH del Tamafno del halo pH del Tamarno del halo

Medio . Solvente Medio .~ Solvente
medio (mm) medio (mm)
ACN 0,5+0,6 ACN 43+04
N°8 8 ACT 0,3+0,3 MH 7,3 ACT 2,0+0,7
MET 0,6 +0,2 MET 42+05
ACN 3,3+0,5 ACN 51+0,9
N°5 6 ACT 52+0,6 N°8 6 ACT 2505
MET 48+0,4 MET 2,2+05
N°5 8 ACN 1,3+0,3
ACT 04+04
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MET 0,2+0,3

(1): Corresponde a las placas inoculadas con B. subtilis para la deteccién de quinolonas y aminoglucésidos

Si bien la cepa mas susceptible a las quinolonas fue E. coli, en los ensayos de extraccion de
residuos de quinolonas, los halos que se obtuvieron en concentraciones de 25 a 600 ng/mL
no se podian diferenciar de los halos de nuestros controles. Por esta razén, se realizaron
ensayos de extraccion de quinolonas con B subtilis y E. coli, utilizando distintos solventes.
En la tabla 11 podemos observar los resultados obtenidos durante este ensayo, que
corresponden al promedio de seis determinaciones diferentes para cada concentracion de
antimicrobiano. Con el fin de potenciar el tamafio de los halos de inhibicion con ACN, se

probd ambos representantes de la familia en conjunto (enrofloxacino y ciprofloxacino).

Tabla 11. Comparacién de los resultados de extraccién de quinolonas entre E. coli y B. subtilis, utilizando
distintos solventes.

Solvente 1ACN3 1ACT3 1IMET3 2ACN3
Cepa Antimicrobiano Tamafo del Tamafio del Tamafo del Tamafio del
bacteriana halo (mm) halo (mm) halo(mm) halo (mm)

QUI 25 ng/mL 1,3+0,5 0000 15+10 13+11
QUI 50 ng/mL 1,605 0,0+0,0 1,0+0,9 1,2+0,2
QUI 100 ng/mL 1,3+0,5 0,0+0,0 1,3+0,7 1,1+0,2

B.subtilis 1200 ng/mL  1.3+04 00400  15£09  14+07
QUI400ng/mL  1,4+02  13+07  16+03  33+04
QUIB0ONg/ML  1,6+02  21+05  20+05  38+03
QUI25ng/mL  00+00  00+00 00+00 0000
QUIS0Ng/ML  0,0£00  00+00 00+00 0000

. QUIloOngmL  00£00  00%00  00:00  02%04

QUI 200 ng/mL 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0£0,0 1,2+0,2
QUI 400 ng/mL 0,0£0,0 0,0£0,0 0,8+0,8 1,4+0,3
QUI 600 ng/mL 0,0+£0,0 0,3+£0,0 0,7+£0,5 1,8+0,2

QUI: Enrofloxacino + ciprofloxacino.

1ACNS3: Un mL de acetonitrilo cada tres gramos de muestra.

1ACT3: Un mL de acetona cada tres gramos de muestra.

1MET3: Un mL de metanol cada tres gramos de muestra.

2ACN3: Dos mL de acetonitrilo cada tres gramos de muestra.

Si bien en las pruebas de susceptibilidad a la familia de las quinolonas fue E. coli la cepa
bacteriana mas susceptible, en los ensayos de extraccion B. subtilis obtuvo los halos de mayor

tamafio, y en todas las concentraciones utilizando el solvente ACN. Por tanto, se escogio B.
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subtilis como la cepa bacteriana a utilizar en el método de screening microbioldgico para la
deteccion de quinolonas.

En los ensayos de extraccion de residuos de antimicrobianos desde deyecciones de pollos
broiler, los resultados para ACN mostraron desviaciones estandar mas bajas que para el caso
de MET y ACT. Adicionalmente, para el solvente ACN con el cual se presentaron mejores
resultados, se aumento la cantidad de muestra a dos gramos para asi disminuir la dilucién de
la muestra. Con el fin de potenciar el tamafio de los halos de inhibicion con ACN, se probo
una mezcla de antibioticos para los representantes de las tetraciclinas (oxitetraciclina y su
epimero 4-epioxitetraciclina). Las concentraciones de antimicrobianos presentes en la tabla
12 corresponden a las concentraciones desde las cuales se puede observar una diferencia
entre el halo de inhibicidn de las muestras fortificadas y de las muestras blanco, en muestras

de tres gramos con 2 mL de ACN. Los detalles de estos analisis estan en el Anexo 6y 7.

Tabla 12. Promedio de los resultados de los ensayos de extraccion utilizando distintos solventes.

1ACN3 1ACT3 1IMET3 2ACN3
Concentracion de Tamafo del Tamafio del Tamafio del Tamafio del
fortificacion halo (mm) halo (mm) halo(mm) halo (mm)
ERI 100 ng/mL 6,8+0,3 20+1,0 15+0,5 4,0+0,0
TIL 600 ng/mL 8,2+0,3 2,3+0,3 1,0£0,0 4,2+0,6
AMP 50 ng/mL 0,0£0,0 0,0+0,0 1,3+0,6 51+0,7

AMX 600 ng/mL 2,2+0,8 7,7+0,8 58+0,8 38+17
SCP 200 ng/mL 43+0,3 38+08 6,0+1,0 6,5+0,0

NEO 20000 ng/mL ~ 1,0£0,0 00+£0,0 00+£0,0 1306
ESP 20000 ng/mL 0,0+0,0 00+00 00+00 1,2+0,3

EPI 100 ng/mL 57+08 2,8+0,3 1,8+0,3 -
OTC 100 ng/mL 55+£09 25+00 2,8+0,6 -
TET 25 ng/mL - - - 74+09
TET 600 ng/mL - - - 4,2 £0,6

-: No se realizaron esos analisis.

TET: Oxitetraciclina + 4-epioxitetraciclina.

1ACN3: Un mL de acetonitrilo y tres gramos de muestra.
1ACT3: Un mL de acetona y tres gramos de muestra.
1MET3: Un mL de metanol y tres gramos de muestra.
2ACN3: Dos mL de acetonitrilo y tres gramos de muestra.
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Los resultados del screening utilizando extractos de muestras fortificadas mostraron que, para
las familias de los macrélidos, quinolonas, sulfonamidas y B-lactdmicos, a medida que
aumenta la concentracion de fortificacion, va aumentando el halo de inhibicion. En las
tetraciclinas (OTC y EPI), que fueron probados tanto por separado como en conjunto en una
misma muestra, se observé que a medida que aumenta la concentracion de fortificacion, el
halo tiende a disminuir su tamafio, contrario a lo esperado. En la concentracion de 25 ng/mL
de TET se logra diferenciar el halo de la muestra con el halo de la muestra blanco, pero a
medida que aumenta la concentracion se pierde la capacidad de diferenciar una muestra
fortificada de una muestra blanco. La TIL, representante de los macrélidos, tuvo un aumento
significativo del tamafio del halo de inhibicion a partir de los 400 ng/mL, en comparacion
con ERI, el otro representante de grupo, cuyo aumento del halo se produjo desde los 100
ng/mL. La AMX, representante de los 3-lactamicos, no obtuvo diferencias entre los halos de
inhibicion de las concentraciones analizadas. A la concentracion méxima analiza (600
ng/mL) de AMX no se logro diferenciar de una muestra blanco, en comparacion con AMP,
que a partir de los 50 ng/mL se obtuvo una diferencia entre la muestra fortificada y una
muestra blanco. Para los aminoglucdsidos, no se observd diferencias entre los halos de
inhibicion para las distintas concentraciones cuando se utiliz6 ACN y dos gramos de muestra
y tampoco se pudo diferenciar su tamafio del halo de las muestras blanco, incluso a una
concentracion de 20.000 ng/mL. Considerando los resultados de los ensayos de extraccién
de antimicrobianos, se estandarizaron las condiciones experimentales para los ensayos de
extraccion en la matriz de heces en 2 gramos de muestra y 3 mL de ACN. Debido a la baja
sensibilidad de los antimicrobianos AMX y TIL, con las condiciones estandarizadas para
nuestro método de screening microbioldgico, es que se decidid eliminarlos para el resto del

estudio.

3. Resultados de la verificacion del método de extraccion, utilizando muestras de

deyecciones de pollos fortificadas, mediante LC-MS/MS.

En la cuantificacion de los analitos en la matriz de deyecciones de aves, se logré determinar
las concentraciones de fortificacion en todos los analitos. La recuperacion fue calculada con
tres concentraciones distintas (25, 50 y 100 pg/kg), y con esto se determind una recuperacion
para la mayoria de los antimicrobianos, superior al 95% en muestras fortificadas a 25, 50 y
100 pg/kg, a excepcion de eritromicina a 25 pg/kg y oxitetraciclina a 50 pg/kg. En la Tabla
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13 se puede observar los porcentajes de recuperacion obtenidos para cada analito incluido en
el estudio, junto a la concentracion medida en la cuantificacion de los analitos.

Tabla 13. Tabla de resultados con el porcentaje de recuperacion, y la concentracién cuantificada mediante LC-
MS/MS.

Concentracion de Concentracion

Analito fortificacion medida Recuperacion

%
(g kg -1) (g kg -1) (%)
25 20,31 81,25
Eritromicina 50 57,02 114,05
100 97,65 97,65
25 24,53 98,15
Ampicilina 50 50,52 101,05
100 99,76 99,76
25 25,51 102,07
Sulfacloropiridazina 50 49,38 98,77
100 100,26 100,26
25 24,66 98,64
Ciprofloxacino 50 50,51 101,02
100 99,83 99,83
25 25,44 101,76
Enrofloxacino 50 49,33 98,67
100 100,22 100,22
25 27,55 110,21
4-epioxitetraciclina 50 46,17 92,34
100 101,27 101,27
25 34,36 137,44
Oxitetraciclina 50 35,96 71,92
100 104,67 104,67

No se describe la familia de los aminoglucosidos en la tabla 13, ya que no fue posible detectar
la sefial cromatogréfica en el tiempo de retencidn definido para el antimicrobiano neomicina,
representante de la familia, a partir de las muestras procesadas mediante el método de
extraccion para analisis microbiologico. En la figura 1, en el cromatograma superior se

observa un cromatograma representativo de la inyeccion de estandar certificado de
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neomicina en donde se observa graficamente la deteccion del estandar inyectado en el equipo
en la forma de un peak. Mientras que en el cromatograma inferior se observa la ausencia de
un peak representativo a partir de la inyeccion de muestras fortificadas con neomicina a 2000

ng/mL, extraidas mediante el método implementado en este proyecto.

Figura 1. Cromatogramas representativos a partir de la inyeccion de estandar certificado de neomicina (arriba)

y del andlisis de muestras de deyecciones fortificadas con neomicina a concentraciones de 2000 pg/kg (abajo).
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Esto sugiere que el método de extraccion para screening microbioldgico no es capaz de
extraer la familia de los aminoglucésidos. En comparacion, en la figura 2 se observa un
cromatograma representativo de la inyeccion de estandar certificado de los representantes de
cada familia de antimicrobianos versus un cromatograma representativo a partir de la
inyeccion de muestras extraidas mediante el método de extraccion implementado en este
estudio. Las muestras previo el analisis fueron fortificadas a una concentracion de 400 pg/kg

para todos los analitos de estudio.

34



Figura 2. Cromatogramas representativos a partir de la inyeccion de estandar certificado (izquierda) y del
analisis de muestras de deyecciones fortificadas a concentraciones de 400 pg/kg (derecha). (a.1y a.2: OTC +
EPI; b.1yb.2: ENR;c.1yc.2: CIP;d.1yd.2: SCP;e.lye.2: ERI; f.1yf2: AMP).
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Se observa graficamente la deteccion de un antibidtico inyectado en el equipo en la forma de
un peak. Para el caso de OTC y EPI, se observan otros peaks correspondientes a impurezas

propias de la matriz de heces.
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DISCUSION

Se logrdé implementar un metodo de screening microbioldgico para la deteccion simultanea
de residuos de antimicrobianos en la matriz de deyecciones de pollos broiler, lo cual hasta la
fecha no se ha publicado. EI método permite detectar antimicrobianos de las familias de los
macroélidos, B-lactdmicos, quinolonas, sulfonamidas y de las tetraciclinas. Cuando todas las
placas implementadas en este estudio son utilizadas, cada una especifica para una familia de
antimicrobianos, segun el patron de halos de inhibicion obtenido podremos dilucidar las
familias de antimicrobianos con mayor probabilidad de estar presentes en la muestra. Esto
permite reducir la cantidad de muestras que deben ser analizadas por un analisis

confirmatorio posterior.

En nuestro método, para considerar una muestra positiva, la diferencia entre el radio del halo
de una muestra y el radio del halo de una muestra blanco debe ser mayor o igual a dos
milimetros (Gaudin et al., 2010), permitiendo diferenciar definidamente el halo de inhibicion
en la muestra. En los analisis de muestras blanco, se observd la presencia de un halo en
muestras blanco con los distintos solventes, pero también se observo la ausencia de halos en
alicuotas de los solventes en ausencia de la matriz, lo que indicaria que un efecto propio de
la matriz analizada en conjunto con los solventes causaria un halo de inhibicién en las
distintas placas. Este efecto propio de una matriz ya ha sido descrito en otras metodologias
(Pikkemaat et al., 2010; Wu et al., 2020), y se puede deber a los distintos micro-elementos
que constituyen a la matriz de heces, como proteinas, grasas y metales, como también a una
alta actividad bacteriana propia de la matriz (Berendsen et al., 2015). La presencia de los
halos de inhibicion en las muestras blancos se puede deber también al efecto del pH propio
de la matriz que puede afectar el crecimiento de las bacterias inoculadas en las placas. Es
necesario continuar haciendo pruebas con la matriz, como por ejemplo la regulacién del pH
de las muestras con la utilizacion de un buffer, como el buffer fosfato, lo que ya ha sido
descrito en otros métodos de screening microbiolégico para matrices comestibles de origen
animal (USDA-FSIS, 2011).

Si bien el objetivo de este estudio era desarrollar un método de screening microbioldgico
capaz de detectar seis familias de antimicrobianos, durante el desarrollo de este método se

elimino los aminoglucdsidos como una de las familias que se buscaba detectar mediante el
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método implementado. Esto se debe a que, en los ensayos de extraccion de los representantes
de esta familia, no se observd diferencias entre los halos de inhibicion para las
concentraciones entre 500 y 20000 ng/mL, utilizando ACN y dos gramos de muestra.
Ademas, el tamafio de los halos no se pudo diferenciar del halo de las muestras blanco. Los
resultados sugieren que, mediante las condiciones experimentales del método de screening
implementado no es posible detectar aminoglucosidos en la matriz heces, razon por la cual
esta familia fue eliminada del estudio. Esto se relaciona con lo descrito en la literatura para
otras matrices, como musculo y leche, en donde se logran detectar concentraciones de mas

de 4000 pg/kg, pero no se logra validar la técnica (Gaudin et al., 2010).

Nuestro método de screening microbiolégico estd basado en el método utilizado por la
USDA-FSIS (2011), pero este carece de una placa suplementada con TMP por lo que es
insuficiente para detectar sulfonamidas. Es por eso por lo que el método implementado en
este estudio contempla una placa especifica para sulfonamidas, la cual tiene TMP que actla
como un sensibilizador para esta familia (Pikkemaat et al., 2011; Wu et al., 2020). La adicién
de 5 ng/mL de TMP cada 100 mL de agar MH permite aumentar el tamafio de los halos de
inhibicidn, mejorando la sensibilidad del método para esta familia, detectando desde una

concentracion de 200 ng/mL, por sobre el LMR establecido para musculo de aves.

Tanto para la familia de las quinolonas como para tetraciclinas se decidi6 considerar a ambos
representantes de ambas familias, para asi mejorar la sensibilidad del método frente a estas
familias de antimicrobianos. En el caso de las tetraciclinas el halo aumento de 3 mm de cada
representante a 6 mm con los representantes en conjunto. La deteccion de las tetraciclinas y
las quinolonas en conjunto es considerada por la CE al establecer el LMR para matrices
comestibles de origen animal (CE, 2010). Esto se debe a que 4-epioxitetraciclina es un
epimero formado durante la biodegradacion de las oxitetraciclinas (Zhao et al., 2019), y el

ciprofloxacino es un metabolito activo del enrofloxacino (Rao et al., 2002).

En el caso de las tetraciclinas, se observo que a medida que aumenta la concentracion de
fortificacion, el halo tiende a disminuir su tamafio, contrario a lo esperado. Si bien a 100
ng/mL, que corresponde al LMR considerado por la CE para la matriz de mdsculos, se logra
obtener un halo promedio de 6,0 £ 1,0, no es posible diferenciar de las muestras blancos en

las cuales de obtuvo un halo promedio de 5,1 + 0,9, por lo que durante la validacion, posterior
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a este estudio, se realizaron ensayos de capacidad de deteccion de las tetraciclinas para
dilucidar si el método permite detectar bajas concentraciones de esta familia de
antimicrobianos. La baja sensibilidad hacia las tetraciclinas se puede deber a la presencia de
cationes divalentes en las deyecciones, como por ejemplo Ca?* (Dal6lio et al., 2017; Drozdz
et al., 2020), que pueden quelar tetraciclinas, disminuyendo la actividad bacteriostatica de
estos antimicrobianos (Kuang et al., 2009). Para disminuir el efecto de los cationes
divalentes, se podria optimizar el método utilizando carboximetilcelulosa de sodio para
quelar estos compuestos, aumentando la sensibilidad del método hacia las tetraciclinas,
incluso en medios de pH alcalino. (Wu et al.,, 2019). También se puede incorporar
cloranfenicol al medio utilizado para detectar tetraciclinas, para mejorar la sensibilidad del
método hacia esta familia (Nouws et al., 1999; Nagel et al., 2009; Wu et al., 2020).

El método implementado utiliza K. rhizophila para detectar antimicrobianos de las familias
de los macrélidos y B-lactamicos, al ser esta cepa la mas susceptible a esas familias segun los
resultados de este estudio. Esto causa que en las placas de medio N°8 a pH 8.0, que si bien
estan designadas para la deteccion de macrolidos, presenten halos de inhibicidn causadas por
B-lactamicos, aunque de menor tamafio que las presentadas en las placas de medio N°5 a pH
6.0 (designadas para B-lactamicos). También, segun los resultados obtenidos en las pruebas
de susceptibilidad, G. stearothermophilus es sensible a -lactdmicos por lo que esta familia
puede presentar halos de inhibicion en las placas destinadas a las sulfonamidas. Debido a
esto, para poder discriminar la deteccion de los macrolidos y sulfonamidas de los f-
lactamicos, se puede utilizar penicilinasa en las placas destinadas a los macrolidos y
sulfonamidas para poder inactivar los B-lactamicos (Przenioslo-Siwczynska y Kwiatek,
2007, Pikkemaat et al., 2011).

Por otra parte, los ensayos de verificacion del método de extraccién de residuos de
antimicrobianos que se hizo mediante el método confirmatorio de LC-MS/MS, mostraron
que el método de extraccion desarrollado en este estudio efectivamente extrae los residuos
de antimicrobianos desde las muestras fortificadas, a excepcion de los aminoglucosidos. A
partir de las muestras procesadas mediante el método de extraccién, no fue posible detectar
una sefial cromatografica en el tiempo de retencion definido para el antimicrobiano
neomicina, representante de la familia de los aminoglucdésidos. Esto confirma que nuestro

método no logra extraer la familia de aminoglucosidos desde la matriz de heces.
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Teniendo en cuenta que hasta la fecha no se ha descrito un método de screening
microbioldgico que detecte residuos de antimicrobianos en la matriz de heces de forma rapida
y de bajo costo, es significativo la implementacidon, y su posterior validacion, del método
desarrollado en esta tesis. La informacion otorgada por estudios, en donde concluyeron que
residuos de antimicrobianos pueden permanecer por tiempos prolongados incluso més alla
que la faena de las aves (Pokrant et al., 2021), justifica que no solo se debe seguir
investigando sobre las posibles rutas de ingreso de residuos de antimicrobianos a la cadena
alimentaria, ademas, es necesario desarrollar métodos de deteccion rapidos y de bajo costo
de estos residuos para poder establecer un sistema de vigilancia y fiscalizacion nacional de
subproductos de origen animal.. Esto permitira dar los primeros pasos para poder establecer
un método de laboratorio para un programa de vigilancia de residuos de antimicrobianos en
subproductos de origen animal, como lo son las deyecciones de pollos broiler, siendo la
principal ventaja de esta matriz su obtencion previo a la faena del animal, evitando el ingreso
de residuos de antimicrobianos a la cadena alimentaria, y su potencial perjuicio a la salud

publica.
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CONCLUSION

Se logré implementar un método de screening microbiol6gico para la deteccion de cinco
familias de antimicrobianos en la matriz de deyecciones de pollos broiler, a concentraciones
cercanas al LMR establecido para la matriz de musculos de aves. Nuestro método logro
detectar ampicilina a 50 ng/mL, eritromicina a 100 ng/mL, quinolonas a 400 ng/mL y
sulfacloropiridazina a 200 ng/mL. Si bien oxitetraciclina con su epimero 4-epioxitetraciclina
se logré detectar a 100 ng/mL, pero con una baja especificidad, el analisis mediante LC-
MS/MS confirma que se extraen las concentraciones de TET desde la matriz. Las condiciones
para la deteccion de la familia de las tetraciclinas debieron ser optimizadas durante la
posterior validacién del método implementado, para detectar sus residuos en las placas. La
deteccidn de la familia de los aminoglucdsidos no se logré implementar, debido a que el

protocolo de extraccidn era incapaz de extraer esta familia.

Establecer un método de deteccidn rapido de residuos de antimicrobianos en deyecciones de
aves es de gran relevancia, debido a que las deyecciones de pollos broiler son el principal
material de las camas de broiler, que son utilizadas para la alimentacion de otras especies
productivas y como fertilizante en sistemas agricolas, actuando como via de entrada de
antimicrobianos hacia el medio ambiente. EI uso de esta matriz permitira detectar residuos
de antimicrobianos previo a la faena, facilitando las labores de vigilancia y fiscalizacion del
uso de estos subproductos, y asi evitar el reingreso de residuos de antimicrobianos en la

cadena alimenticia.

Con los resultados obtenidos en este estudio, se logré implementar las bases analiticas de un
método de screening microbioldgico, el cual se valid6 en otro estudio posterior, con el fin de
demostrar que el método tiene las caracteristicas adecuadas para poder desempefiarse como
un analisis para la deteccion de residuos de antimicrobianos en las deyecciones de pollos

broiler.
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ANEXO 2

Protocolo para la fortificacion de muestras deyecciones de aves para deteccion

mediante screening microbiologico

1. Pesar 1,0 + 0,01 0 2,0 + 0,01 gramos de muestra en un tubo Falcon de 50 ml.

2. Fortificar cada muestra con la concentracion de droga pura que corresponda (incluir

una muestra “blanco”, sin fortificar).

A partir de una solucion intermedia de 5.000 ng/mL de macroélidos, B-lactamicos, quinolonas,

sulfonamidas, tetraciclinas y aminoglucésidos:

I(;Orrrl](;eerg'ggcmn N1 volumen para 1,0 + 0,01 | Volumen para 2,0 + 0,01
(ng/mL) gramos de muestra (pl). | gramos de muestra (pl).
25 5 10
50 10 20
100 20 40
200 40 80
400 80 160
500 100 200
600 120 240
800 160 320
900 180 360
1000 200 400

47




ANEXO 3

Configuracion de cromatografia, parametros de fuente y especificaciones generales de
espectrometria de masas.

Columna: Sunfire ™ C 18 3.5 um, 150 x 2.1 mm (Waters Corp).
VVolumen de inyeccion: 20 pl
Temperatura de columna: 35°C +/-1°C
Flujo: 0,2 mL/min
Fase A: 0.1% Formic Acid in water pH 2.7 +/- 0.2.
Fase B: 0.1% Formic Acid in methanol pH 3.0 +/- 0.3.
lonizacion: Electrospray ionization (ESI)
Temperatura: 550 °C
Curtain gas: 30 psi
Collision gas: 10 psi
Voltaje de pulverizacién de iones:
Modo positivo: 3500V
Gas 1: 60 psi
Gas 2: 80 psi
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ANEXO 4

Condiciones del espectrometro de masas especificas para cada analito.

Analito lon Precursor (m/z) lon producto DP (V)EP (V)CE (V)CXP (V)
(m/z)
OTC/ 4-epi-OTC 461.0 426.0 720 10.0 28.0 25.0
381.0 73.0 36.0 220
ENRO 361.0 343.0 500 7.0 23.0 80
317.0 28.0 20.0
CIPRO 331.0 231.0 56.0 45 470 40
314.0 28.0 4.0
ERI 734.0 576.0 100.0 250 240
540.0 100.0 25.0 14.0
SCP 285.2 156.0 61.0 100 210 120
108.1 31.0 8.0
SMZ 13C6 (IS)  285.0 124.100 71.0 100 31.0 120
EFX D5 (IS) 365.0 321.000 500 7.0 230 80
TC D6 (IS) 451.0 160.000 340 100 25.0 30.0
ESPECT 351.0 333.0 80.0 10.0 24.0 220
207.0 320 130
NEO 615.0 293.0 60.0 10.0 37.0 22.0
161.0 400 80
GENTAEI 464.0 322.0 600 7.8 19.0 16.0
STREP EI 582.0 263.0 700 11.0 40.0 18.0
AMPI 350.0 106.0 500 7.0 25.0 10.0
160.0 170 21.0
CLOXAEI 436.0 277.0 510 58 21.0 18.0
160.0 210 180

DP: Declustering potential; EP: Entrance potential; CE: Collision energy; CXP: Collision
cell exit potential.
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ANEXO 5

Protocolo de extraccion de antimicrobianos desde muestras de deyecciones de pollos
broiler para anélisis microbioldgico.

Fortificar una muestra con la concentracion de droga pura que corresponda e incluir una muestra

L blanco, sin fortificar.

2. Afiadir 3 mL de acetonitrilo a cada uno de los tubos.

3. Agitar cada muestra en un agitador rotatorio durante 10 minutos a velocidad maxima.

4. Incubar las muestras a -20 °C por 10 minutos.

5. Centrifugar las muestras a temperatura ambiente por 10 minutos a 4000 rpm

6 Aspirar el sobrenadante con jeringa y luego filtrar utilizando un filtro de membrana hidrofilica de 0,2
' um de poro y 25 mm de diametro. Transferir el extracto filtrado se a un tubo eppendorf.

7 Alicuotar, por triplicado, 200 uL de este filtrado a un cilindro dispuesto en la placa con la cepa
' bacteriana inoculada en el agar, y elegido para cada familia de antimicrobianos.

8. Incubar las placas por 24 horas a la temperatura 6ptima de crecimiento segun cada cepa bacteriana.

9 Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, medir el radio de los halos de inhibicion en

milimetros.
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ANEXO 6

Tabla de los resultados de extraccion de antimicrobianos desde deyecciones de pollos
broiler. Los resultados corresponden al promedio de seis determinaciones distintas.
(parte 1)

Concentracion de 1ACN3 1ACT3 1MET3 2ACN3

Representante fortificacion (ug/kg) Tamafio del | Tamafio del Tamafio del Tamafio del

halo (mm) halo (mm) halo (mm) halo (mm)
Eritromicina 25 6,0+/-1,0 0,0+/-0,0 0,0+/-0,0 2,0+/-0,0
Eritromicina 50 52+/-14 0,0+/-0,0 0,0+/-0,0 1,8+/-0,3
Eritromicina 100 6,8 +/- 0,3 2,0+4/-1,0 15+4/-05 4,0+/-0,0
Eritromicina 200 6,7 +/- 0,6 4,8+/-0,3 3,5+/-05 5,0+/-0,0
Eritromicina 400 7,3 +/-0,6 6,3 +/- 0,6 52+/-1,2 55+/-0,5
Eritromicina 600 8,0+/-0,0 9,5+/-1,3 7,7+/-0,3 | 10,0+/-0,0
Tilosina 25 4,0+/-35 0,0+/-0,0 0,0+/-0,0 1,2+/-0,3
Tilosina 50 53+/-0,6 0,0+/-0,0 0,0+/-0,0 1,0 +/-0,0
Tilosina 100 47 +/-1,0 0,0+/-0,0 0,0+/-0,0 0,8 +/-0,3
Tilosina 200 52+/-1,4 0,0 +/-0,0 0,0+/-0,0 1,5+/-0,0
Tilosina 400 7,0+/-0,0 1,5+/-0,0 0,7 +/- 0,3 3,0+/-1,0
Tilosina 600 8,2 +/-0,3 2,3+4/-0,3 1,0 +/-0,0 4,2+/-0,6
Ampicilina 25 0,5+/-0,9 0,0+/-0,0 2,3+/-0,8 2,74/-05
Ampicilina 50 0,0 +/-0,0 0,0+/-0,0 1,3+/-0,6 5,1 +/-0,7
Ampicilina 100 1,3+/-0,6 1,2+/-0,3 25+4/-1,3 7,6 +/-0,9
Ampicilina 200 3,0+/-1,8 4,8+/-0,3 3,3+/-2,0 8,8 +/-0,9
Ampicilina 400 6,0 +/- 0,0 6,7 +/- 0,3 50+/-10 | 10,1+4/-0,7
Ampicilina 600 6,0+/-0,0 8,8 +/-0,3 6,2+/-10 | 115+4/-05
Amoxicilina 25 0,0 +/- 0,0 0,0 +/- 0,0 0,0 +/- 0,0 3,2+/-1,3
Amoxicilina 50 1,7+/-0,6 0,0+/-0,0 0,0 +/-0,0 3,8+/-2,0
Amoxicilina 100 2,2+/-0,8 1,2+/-0,3 0,7+/-1,2 3,3+/-14
Amoxicilina 200 2,3+/-0,6 25+/-05 08+/-14 40+-13
Amoxicilina 400 2,3+/-0,8 5,7 +/-0,3 6,0+/-0,9 42+/-18
Amoxicilina 600 2,2+/-0,8 7,7+4/-08 5,8 +/-0,8 38+/-17
Ciprofloxacina (E. coli) 25 0,0+0,0 0,0+/-0,0 0,0+0,0 -
Ciprofloxacina (E. coli) 50 0,0+0,0 0,0 +/- 0,0 0,0+0,0 -
Ciprofloxacina (E. coli) 100 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+£0,0 -
Ciprofloxacina (E. coli) 200 0,0+0,0 0,0 +/- 0,0 0,0+£0,0 -
Ciprofloxacina (E. coli) 400 0,5+/-0,0 1,2+/-08 0,7 +/-0,3 -
Ciprofloxacina (E. coli) 600 0,7 +/-0,3 1,0 +/- 0,3 1,0+/-0,3 -
Enrofloxacina (E. coli) 25 0,0+0,0 0,0+/-0,0 0,0£0,0 -
Enrofloxacina (E. coli) 50 0,0£0,0 0,0 +/- 0,0 0,0+0,0 -
Enrofloxacina (E. coli) 100 1,4 +/-0,6 0,0+/-0,0 2,6 +/-1,7 -
Enrofloxacina (E. coli) 200 0,8 +/- 0,3 0,0 +/-0,0 0,7 +/-0,3 -
Enrofloxacina (E. coli) 400 1,0 +/-0,5 0,0+/-0,0 1,2 +/-0,6 -
Enrofloxacina (E. coli) 600 1,0+/-0,0 0,6 +/-0,0 1,0+/-0,4 -
Quinolonas (B. subtilis) 25 - - - 13+11
Quinolonas (B. subtilis) 50 - - - 1,2+0,2
Quinolonas (B. subtilis) 100 - - - 1,1+£0,2
Quinolonas (B. subtilis) 200 - - - 1,4+0,7
Quinolonas (B. subtilis) 400 - - - 33+04
Quinolonas (B. subtilis) 600 - - - 38+0,3
Quinolonas (E. coli) 25 - - - 0,0+0,0
Quinolonas (E. coli) 50 - - - 0,0+0,0
Quinolonas (E. coli) 100 - - - 02+04
Quinolonas (E. coli) 200 - - - 1,2+0,2
Quinolonas (E. coli) 400 - - - 1,4+£0,3
Quinolonas (E. coli) 600 - - - 1,8+0,2
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ANEXO 7

Tabla de los resultados de extraccion de antimicrobianos desde deyecciones de pollos
broiler. Los resultados corresponden al promedio de seis determinaciones distintas.

(parte 2)

Concentracion de 1AC~N3 1ACZT3 1MI?T3 ZAC~N3

Representante fortificacion (ug/kg) Tamafio del | Tamafio del | Tamafio del | Tamafio del

halo (mm) halo (mm) halo (mm) halo (mm)
Sulfacloropiridazina 25 4,0+4/-0,0 4,3+4/-0,3 0,0+/-0,0 5,7+/-0,3
Sulfacloropiridazina 50 3,8+/-0,3 4,2 +/-0,3 3,3+4/-0,3 6,2 +/- 0,8
Sulfacloropiridazina 100 4,7+/-0,3 5,0 +/- 0,0 4,0+/-0,9 5,5 +/- 0,5
Sulfacloropiridazina 200 4,3+/-0,3 3,8+/-0,8 6,0 +/-1,0 6,5 +/- 0,0
Sulfacloropiridazina 400 4,7+/-0,3 4,8 +/- 0,3 57 +/-0,8 6,2 +/- 0,3
Sulfacloropiridazina 600 5,2 +/- 0,3 4,3 +/- 0,6 4,0 +/- 0,5 6,8 +/- 0,3
Espectinomicina 500 0,0 +/- 0,0 0,0 +/- 0,0 0,0 +/- 0,0 1,7+/-05
Espectinomicina 1000 0,0 +/- 0,0 0,0 +/- 0,0 0,0 +/- 0,0 1,0+/-0,0
Espectinomicina 2000 0,0 +/- 0,0 0,0 +/- 0,0 0,0 +/- 0,0 1,3+/-0,3
Espectinomicina 4000 0,0 +/- 0,0 0,0 +/- 0,0 0,0 +/- 0,0 1,0+/-0,0
Espectinomicina 6000 0,0 +/- 0,0 0,0 +/- 0,0 0,0 +/- 0,0 1,3+/-0,3
Espectinomicina 8000 0,0 +/- 0,0 0,0 +/- 0,0 0,0 +/- 0,0 18+/-0,3
Espectinomicina 10000 0,7 +/-0,3 0,0 +/- 0,0 0,0+/-0,0 1,7+/-0,3
Espectinomicina 15000 0,0 +/- 0,0 0,0 +/- 0,0 0,0+/-0,0 1,2 +/-0,0
Espectinomicina 20000 0,0 +/- 0,0 0,0 +/- 0,0 0,0 +/-0,0 12+/-0,3
Neomicina 500 0,0+/-0,0 0,0 +/-0,0 0,0+/-0,0 1,8 +/-0,8
Neomicina 1000 0,0+/-0,0 0,0 +/-0,0 0,0+/-0,0 1,8 +/-0,3
Neomicina 2000 0,0+/-0,0 0,0 +/-0,0 0,0+/-0,0 1,3+/-0,3
Neomicina 4000 0,0+/-0,0 0,0 +/-0,0 0,0+/-0,0 1,0+/-0,0
Neomicina 6000 1,0+/-0,0 0,0 +/-0,0 0,0+/-0,0 1,8 +/-0,6
Neomicina 8000 1,2+/-0,3 0,0+/-0,0 0,0+/-0,0 1,8+/-0,3
Neomicina 10000 0,8 +/-0,3 0,0 +/- 0,0 0,0+/-0,0 1,7+/-0,3
Neomicina 15000 15+4/-05 0,0 +/- 0,0 0,0+/-0,0 1,2+/-0,3
Neomicina 20000 1,0+/-0,0 0,0+/-0,0 0,0+/-0,0 13+/-0,6
4-Epioxitetraciclina 25 2,7+/-0,8 3,0+/-0,9 12+/-13 -
4-Epioxitetraciclina 50 3,8+/-19 4,5 +/-0,5 1,0+/-1,0 -
4-Epioxitetraciclina 100 5,7+/-0,8 2,8 +/-0,3 1,8 +/-0,3 -
4-Epioxitetraciclina 200 6,8 +/- 0,6 2,7+/-0,6 3,0+/-0,9 -
4-Epioxitetraciclina 400 6,2 +/- 0,3 4,2 +/- 0,8 4,5+/-0,5 -
4-Epioxitetraciclina 600 5,3 +/- 0,3 4,7 +/- 1,3 3,7+/-0,8 -
Oxitetraciclina 25 5,7 +/- 0,6 3,0+/-0,9 3,0+/-05 -
Oxitetraciclina 50 4,8+/-0,8 2,7+/-14 2,3+/-15 -
Oxitetraciclina 100 55+/-0,9 2,5+/-0,0 2,8+/-0,6 -
Oxitetraciclina 200 7,7+/-0,8 30+/-10 45+/-15 -
Oxitetraciclina 400 6,3 +/-0,6 4,0+/-0,5 28+/-10 -
Oxitetraciclina 600 4,0+4/-0,0 3,8+4/-0,3 3,3+/-0,3 -
Tetraciclinas 25 - - - 7,4+/-09
Tetraciclinas 50 - - - 58+/-1,0
Tetraciclinas 100 - - - 6,3 +/-1,0
Tetraciclinas 200 - - - 48 +/-0,8
Tetraciclinas 400 - - - 3,7+/-0,8
Tetraciclinas 600 - - - 4,2 +/-0,6
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