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Resumen

Aunque los antimicrobianos son grandes aliados en producciéon animal, su uso masivo ha contribuido
a la aparicion de antibiorresistencias. Ademas, cuando los periodos de supresion no se respetan, sus re-
siduos pueden llegar a la cadena alimentaria, provocando toxicidad directa, alergias y/o disbiosis en la
microbiota intestinal de los consumidores.

Puesto que Espafia y Francia son los mayores productores de carne en la UE y estan entre los principa-
les consumidores a nivel mundial, el objetivo de nuestro estudio fue investigar la presencia de antimi-
crobianos en carne comercializada en el drea transfronteriza Espafia-Francia. Se recogieron 5.357 mues-
tras de carne de diferentes especies animales en Espafia (Zaragoza, Bilbao y Logrofio) y Francia (Toulouse
y Perpignan), que se analizaron por un método de cribado (Explorer®+QuinoScan®, Zeulab S.L., Zara-
goza, Espafia), obteniendo 194 muestras positivas, que se analizaron por cromatografia UPLC-QTOF para
su confirmacion. Los analisis cromatograficos revelaron presencia de residuos en 30 muestras, aunque
solo 5 de ellas (0,093 % de las muestras iniciales) fueron no-conformes de acuerdo a la legislacién. Ana-
lisis posteriores sugirieron que esta divergencia entre el cribado y la confirmacién se debe a la presen-
cia de metabolitos biolégicamente activos derivados de los antimicrobianos originales, no identificados
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por el método dirigido UPLC-QTOF, generando la inhibicién del test Explorer®. Asi, aunque las técnicas
cromatograficas detectan el compuesto marcador indicado por la legislacion y son los métodos de elec-
cion para control oficial de antibidticos en alimentos, sus metabolitos pueden escapar al monitoreo, lo
que sugiere que los test biolégicos son mas adecuados para proteger la salud de los consumidores.

Palabras clave: Carne, antibioticos, control de residuos antimicrobianos, test bioldgico de cribado, cro-
matografia QTOF.

Antimicrobial residues assessment over commercialized meat samples from the cross-border area
Spain-France: a new approach for effective monitoring

Abstract

Although antimicrobials are valuable allies in animal production, their extended use has led to the emer-
gence of antimicrobial resistance. Moreover, when withdrawal periods in food-producing animals are
not observed, antimicrobial residues can access the food chain, causing direct toxicity, allergies, and/or
intestinal microbiota dysbiosis in consumers. Given that Spain and France are the largest meat produ-
cersin the EU and are among the top consumers, our study’s aim was to investigate the presence of an-
timicrobials in commercialized meat purchased in the Spain-France cross-border area (POCTEFA region).
5,357 meat samples were collected from different animal species and a variety of different retailer types
in Spain (Zaragoza, Bilbao, and Logrofio) as well as in France (Toulouse and Perpignan). Meat samples
were analysed by a screening method (Explorer®+QuinoScan®), yielding 194 positive samples, which were
further evaluated by UPLC-QTOF (Ultra Performance Liquid Chromatography-Quadrupole Time of
Flight) for confirmation. Chromatographic analyses found antimicrobial residues in 30 samples, although
only 5 of them (0.093 % of initial samples) were non-compliant according to the current legislation. Fur-
ther studies suggested that this mismatch between screening and confirmatory analyses might be due
to the presence of biologically active metabolites derived from antimicrobials unidentified by the tar-
geted UPLC-QTOF method, causing inhibition of the biological Explorer® test. Although chromatogra-
phic techniques detect the marker compounds determined by legislation and are the methods selected
for official control of antimicrobials in food, metabolites might escape their monitoring. This thus sug-
gests that biological tests are the most adequate ones in terms of ideal consumer health protection.

Keywords: Meat, antibiotics, metabolites, antimicrobial residues control, biological screening test,
QTOF chromatography.

Introduccion ., . . 3
cién se ha revertido, siendo mas alto en me-

dicina humana. Aun asi, su uso en ganaderia

La situacion sanitaria actual, marcada por la . . S
tiene repercusién en la salud publica (Brown

pandemia, ha evidenciado la importancia de
una buena salud global bajo el enfoque
“One Health”. En este contexto, los antibio-
ticos se dibujan como herramientas muy Uuti-
les en la salvaguarda de la salud humana 'y
animal. Mientras que en 2014 un 70 % de los
antibioticos se destinaban a animales de pro-
duccién (Centro Europeo para la Prevencion
y Control de Enfermedades; ECDC et al.,
2017), los ultimos datos publicados para Eu-
ropa (ECDC, 2021) muestran que esta situa-

et al., 2017; Diana et al., 2020).

Por un lado, la ingesta de carne contamina-
da con residuos de antibiéticos puede tener
graves consecuencias para los consumidores,
generando toxicidad directa, reacciones alér-
gicas y/o disbiosis de la microbiota intestinal,
por no mencionar el incremento de resis-
tencias a antibioticos (AMR) que se pueden
acumular en nuestra microbiota intestinal
(Wang et al., 2016). Por otro lado, la libera-
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cién al medio ambiente de los residuos anti-
microbianos utilizados en las granjas puede
contribuir al incremento del ya grave pro-
blema de AMR (Hamscher et al., 2005; Sar-
mah et al., 2006; Zhou et al., 2020), tanto que
la OMS (Organizacién Mundial de la Salud)
ya la considera como uno de los 10 mayores
retos a los que se enfrenta la humanidad en
las préoximas décadas (OMS, 2021).

A pesar de que un buen control de los trata-
mientos antimicrobianos implementados a
nivel de granja es suficiente para evitar su
aparicién en la carne, la administraciéon tam-
bién lleva a cabo controles exhaustivos. La
union del buen hacer de ganaderos y veteri-
narios, apoyada en recomendaciones para
un uso racional emitidas por organismos
como la Agencia Europea del Medicamento
(EMA, 2020), en unién con una legislacion
conservadora, han conseguido rebajar la no-
tificacion de muestras no-conformes hasta
un 0,14 % en 2019 en Europa (EFSA, 2021).
Sin embargo, no existen datos sobre las mues-
tras que contienen residuos de antibiéticos
por debajo de los LMR (Limites Maximos de
Residuos; Reglamento (UE) n° 37/2010).

Puesto que la regién POCTEFA comprende te-
rritorios transfronterizos de Espafia y Francia,
paises con la produccién carnica europea mas
alta (EUROSTAT, 2020), y entre los mayores
consumidores europeos (Kanerva, 2013) e in-
cluso a nivel mundial (FAOSTAT, 2021), el ob-
jetivo de este trabajo es evaluar la incidencia
de residuos antimicrobianos en carne co-
mercializada en la zona, procedente de 5 de
las ciudades POCTEFA mas pobladas, proce-
dente de 12 especies animales y diferente ti-
pologia de detallista, y tipificar las tendencias
de su aparicion mediante un andlisis secuen-
cial (mediante método de cribado y confir-
matorio; Reglamento (UE) 2017/625) analogo
al propuesto en control oficial.

Material y métodos

Recogida de muestras comerciales

La region POCTEFA comprende territorios de
la frontera entre Espafa y Francia. Desde
enero de 2020 hasta febrero de 2021, se re-
cogieron 5.357 muestras de carne comercial de
5 ciudades de esta zona: Zaragoza, Logroio,
Bilbao, Perpignan y Toulouse, de distinta ti-
pologia de comercio (grandes superficies, su-
permercados, comercio de proximidad, halal
y carnicerias rurales). La cantidad de muestras
recogida por especie se determiné en base a
datos de consumo (Ministerio de Agricultura,
Pesca y Alimentacion, MAPA, 2019; Agreste,
2020), disponibilidad y diversidad de marcas
comerciales, especialmente alta en carne de
vacuno. El nimero de muestras por especie y
ciudad se recoge en la Tabla 1.

Todas las muestras se analizaron de acuerdo
a la normativa vigente (Reglamento de Eje-
cucion (UE) 2021/808): se llevoé a cabo un ana-
lisis de cribado (Explorer® + QuinoScan®) se-
guido de un analisis cromatografico por
UHPLC-QTOF (Ultra High Performance Liquid
Chromatogrphy — Quadrupole Time of Flight)
de las muestras sospechosas (positivas a dos
analisis de cribado consecutivos) de acuerdo
a lo descrito por Serrano et al. (2022). El test
Explorer® es un test de base bioldgica para el
cribado de un amplio espectro de antibioti-
cos, y QuinoScan® detecta especificamente
quinolonas, familia para la cual no es sensi-
ble Explorer®: El programa GraphPad Prism®
(San Diego, California, USA) se utiliz6 para la
representacion de resultados y los analisis
estadisticos por ANOVA. Las diferencias se
consideraron estadisticamente significativas
cuando P <0,05.
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Tabla 1. Numero y porcentaje de muestras de cada especie recogido en cada ciudad.
Table 1. Number and percentage of samples of each species collected on each city.

Zaragoza Bilbao

Logrofio

Toulouse Perpignan TOTAL

No. % No. % No.

% No. % No. % No. %

Vacuno 299 259 233 242 334 26,7 355 345 210 21,9 1431 26,7
Pollo 300 260 307 31,9 258 206 319 31,0 146 152 1330 248
Cerdo 219 19,0 202 21,0 219 17,5 171 16,6 129 13,4 940 17,5
Pavo 109 94 112 11,6 103 8,2 77 7,5 152 15,8 553 10,3
Cordero 145 12,6 50 52 127 10,2 42 41 115 12,0 479 8,9
Conejo 83 7,2 59 6,1 109 8,7 14 1,4 52 54 317 59
Pato 31 2,5 48 4,7 94 9,8 173 3,2
Caballo 19 1,5 1 0,1 60 6,3 80 1,5
Codorniz 37 3,0 37 07
Cabra 11 0,9 11 0,2
Pintada 2 0,2 2 0,2 4 0,1
Perdiz 2 0,2 2 0,04
TOTAL 299 259 233 24,2 334 26,7 355 345 210 21,9 1.431 26,7

No: Nimero de muestras totales recogidas; %: Porcentaje de muestras de cada especie.

Estudios adicionales para detectar

las causas de la divergencia entre los
resultados del cribado y la confirmacién
cromatografica

Por su parte, la cromatografia detecta las mo-
|éculas buscadas en una muestra en base a su
composicidon quimica. Es por ello que se plan-
tearon diversas hipotesis que pudieran expli-
car la presencia de estas moléculas que inhi-
ben el test biolégico Explorer® pero que no
son detectables por la cromatografia dirigida.

a) La presencia de antimicrobianos no in-
cluidos en la lista de deteccidon de la cro-
matografia dirigida, como es el caso de los
aminoglucésidos. Sin embargo, ésta no
deberia ser la causa principal de las dife-
rencias entre los resultados de Explorer®y
QTOF, ya que la administracion de amino-

glucésidos en animales de produccién a ni-
vel europeo es, por ejemplo, 4 veces me-
nor a la de las penicilinas y 5 menor que la
de las tetraciclinas (EMA, 2021).

b

~

La presencia en carne de antimicrobianos
alternativos de origen natural del tipo de
los aceites esenciales, cuyo uso esta ac-
tualmente en auge.

¢) La presencia en carne de metabolitos bio-
I6gicamente activos procedentes de la de-
gradacion de los antimicrobianos originales,
que pasan desapercibidos para la croma-
tografia dirigida.

Para comprobar el papel que jugaron las dos
Gltimas hipotesis en el gap detectado entre
los resultados del test biolégico y la croma-
tografia, se llevaron a cabo los experimentos
adicionales que se detallan a continuacién.
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Evaluacion de la actividad de aceites
esenciales como compuestos responsables
de resultados falsos positivos del

test bioldgico

En las ultimas décadas, las autoridades sani-
tarias, veterinarios y productores han cen-
trado sus esfuerzos en racionalizar el uso de
los antibiéticos a nivel de granja. Es por ello
que actualmente se afaden a piensos algu-
nos compuestos naturales con actividad an-
tibidtica, entre los que destacan los aceites
esenciales, ya que mejoran la salud general
de los animales, el rendimiento e incluso la
calidad de la carne (Omonijo et al., 2018). Los
aceites esenciales tienen una actividad anti-
bacteriana ampliamente reconocida y estu-
diada y pueden tener incluso efectos positi-
vos sobre el perfil de acidos grasos de la
carne (Smeti et al., 2018). De hecho, algunos
estudios han revelado que los aceites esen-
ciales pueden acumularse en musculo (de
Haro, 2015), y algunos autores han descrito
cdmo afectan a la capacidad de germinacion
y crecimiento de bacterias esporuladas, es-
pecificamente, de Geobacillus stearother-
mophilus (Voundi et al., 2015), microorga-
nismo esporulado en que esta basado el test
Explorer®. Asi, la bioacumulacion a nivel mus-
cular de los aceites esenciales afadidos a los
piensos podria ser responsable de su inhibi-
cion y, por tanto, de las altas tasas de mues-
tras positivas a Explorer® que no se confir-
maron por QTOF.

Con el objeto de evaluar esta hipétesis, se de-
terminaron inicialmente las concentraciones
minimas inhibitorias (MICs) de los aceites
esenciales o de sus componentes, usualmente
utilizados en alimentacién animal y que
eventualmente podrian acumularse en mus-
culoy ser responsables asi de la inhibicién del
test. Puesto que son practicamente inmisci-
bles en agua, se aplicé el método desarro-
Ilado por Friedman et al. (2002) para su adi-
cion a muestras de carne libre de antibiéticos.

Presencia en carne de metabolitos
biolégicamente activos derivados
de los antibidticos originales

En el caso de que estos metabolitos existiesen
en las muestras de carne, éstos deberian pro-
ceder, obviamente, de la degradacién de los
compuestos originales. A pesar de que estos
metabolitos podrian mantener su actividad
biolégica y ser responsables de la inhibicion
del crecimiento microbiano, dando asi lugar
a la alta tasa de positivos detectada por Explo-
rer®, su estructura quimica seria diferente a
la del compuesto original, pasando asi inad-
vertidos para las técnicas cromatograficas
empleadas en control oficial, dirigidas a la
deteccion de compuestos marcador definidos
por la legislaciéon (Reglamento (UE) n° 37/2010
para sustancias autorizadas y Reglamento
(UE) 2019/1871 para las no autorizadas). Para
comprobar esta hipotesis, se estudiaron 26
muestras de carne congeladas procedentes
del banco de muestras construido por Serra-
no et al. (2020), con concentraciones conoci-
das de antibidticos (determinadas por QTOF
en 2018), envasadas a vacio y mantenidas en
congelacion a —-20 °C desde entonces hasta su
re-analisis por Explorer® y QTOF en 2021.
Brevemente, el banco se construyé con mues-
tras pareadas de musculo, sangre y otros flui-
dos procedentes de 93 cerdos. De ellos, 15
fueron sacrificados sin recibir tratamiento,
considerandose animales blanco de referen-
cia 'y 78 fueron administrados via intramus-
cular con diferentes antibioticos (amoxici-
lina, oxitetraciclina, sulfametoxipiridazina,
oxitetraciclina y enrofloxacina). Estos cerdos
se sacrificaron a lo largo del periodo de su-
presion y las muestras obtenidas se caracte-
rizaron por cromatografia, determinando la
concentraciéon de antibiético presente, lo que
permitié estudiar tanto su evolucién en las
distintas matrices como estudiar comparati-
vamente su presencia en los diversos fluidos.
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Presencia de metabolitos de B-lactamicos
biolégicamente activos en muestras

de carne naturalmente contaminadas
con amoxicilina

BTScan® (Zeulab, Zaragoza, Espafia) es un test
actualmente comercializado, basado en inmu-
nocromatografia de flujo lateral que detecta
la presencia de B-lactamicos y tetraciclinas en
leche. Este test estd optimizado para leche,
por lo que para evaluar la presencia potencial
de metabolitos activos de B-lactdmicos en
muestras de carne, se comprobd la dilucién
mas adecuada de suero de carne en leche, que
resulté ser de 20/80 v/v.

Deteccion de metabolitos de sulfamidas
basada en inhibicion competitiva de
su actividad bioldgica

Las sulfamidas son antimicrobianos con acti-
vidad bacteriostatica relacionada con la inhi-
bicion de la sintesis del ADN. Concretamente,
son moléculas analogas al acido paramino-
benzoico (pABA), necesario para la sintesis de
acido folico en bacterias. Los folatos son cru-
ciales para la sintesis del ADN y el ARN en
mamiferos y bacterias, pero mientras que los
mamiferos pueden obtenerlo mediante su
ingesta a través de la dieta, las bacterias tie-
nen que sintetizarlo. El mecanismo de accién
de las sulfamidas reside en la competicién con
el pABA por su unién a la enzima dihidrop-
teorato sintasa y la consiguiente inhibicion
de la sintesis de folatos (Escribano Moriana et
al., 2002).

Resultados y discusion

Cribado
Resultados de Explorer®

Las Tabla 2 muestra los resultados de los ana-
lisis por Explorer® de las 5.357 muestras de
carne comercial, clasificados por especies y

ciudades. Globalmente, un 3,5 % de las mues-
tras recogidas resultaron positivas (185 mues-
tras). Los mayores porcentajes se describieron
en aves (pato, pavo y pollo), mientras que los
menores se describieron en vacuno (P < 0,05).
Aunque la positividad observada en cabray
pintada destacé por valores altos, y la de co-
dorniz y perdiz, por lo contrario, no se consi-
deraron en la comparativa ya que el tamafo
muestral no fue representativo (n < 50).

Resultados de QuinoScan®

Los resultados se muestran en la Tabla 3, cla-
sificados por especies y ciudades. En total, el
0,2 % de las muestras resultaron positivas a
la presencia de quinolonas.

Resultados del cribado

Los resultados finales del cribado estan re-
presentados en la Tabla 4, organizados por
especies y ciudades, y son resultado de sumar
los resultados de Explorer® y QuinoScan®. En
total, 194 muestras fueron positivas al criba-
do (2 de ellas a los dos métodos de cribado),
lo que corresponde a un 3,6 % de las mues-
tras recogidas.

Anélisis cromatograficos de confirmacién

Tras el cribado, los 194 positivos se analizaron
por UPLC-QTOF (de aqui en adelante, QTOF),
por el Laboratorio de Salud Publica del Go-
bierno Vasco (Derio, Espafia), autorizado pa-
ra el andlisis de antibiéticos en el marco del
control oficial. Se confirmé que 30 de ellas
(Tabla 5) contenian residuos (15,2 %), con la
siguiente distribucion: tetraciclinas (40,6 %),
sulfamidas (37,5 %), quinolonas (18,8 %) y
lincomicina (3,1 %). Sin embargo, sélo el
0,093 % del total de las muestras recogidas
fue no conforme, es decir, contuvo residuos
antibiéticos por encima de los niveles que
marca el Reglamento (UE) n° 37/2010 (Limi-
tes Maximos de Residuos, LMR), valor incluso
mejor que los ultimos datos publicados por la
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Tabla 2. Nimero y porcentaje de muestras de cada especie positivas a Explorer® recogidas en cada ciudad
(comparadas con el nUmero total de muestras de cada especie recogidas en cada ciudad).

Table 2. Number and percentage of samples of each species positive to Explorer® collected on each city
(compared to the total number of samples of each species collected on each city).

Zaragoza Bilbao Logroio Toulouse Perpignan TOTAL

No. % No. % No. % No. % No. % No. %

Vacuno 7 2,3 3 1,3 4 1,2 5 1,4 0 0 19 1,3
Pollo 14 4,7 7 2,3 5 1,9 25 7,8 1 0,7 52 3,9
Cerdo 10 4,6 12 5,9 2 0,9 11 6,4 0 0 35 3,7
Pavo 7 6,4 5 4,5 6 5,8 12 15,6 5 3,3 35 6,3
Lamb 5 3,4 3 6 2 1,6 0 0 1 0,9 1 2,3
Conejo 4 4,8 4 6,8 1 0,9 0 0 3 5,8 12 3,8
Pato 1 35,5 5 10,4 0 0 16 9,2
Caballo 0 0 0 0 2 3,3 2 2,5
Codorniz 0 0 0 0

Cabra 2 18,2 2 18,2
Pintada 1 50 0 0 1 25
Perdiz 0 0 0 0

TOTAL 47 4,1 34 3,5 33 2,6 59 5,7 12 1,3 185 3,5

No: Numero de muestras positivas a Explorer®; %: Porcentaje de muestras positivas a Explorer®.

Tabla 3. Numero y porcentaje de muestras de cada especie positivas a QuinoScan® recogidas en cada
ciudad (comparadas con el niUmero total de muestras de cada especie recogidas en cada ciudad).
Table 3. Number and percentage of samples of each species positive to QuinoScan® collected on each
city (compared to the total number of samples of each species collected on each city).

Zaragoza Bilbao Logrofio Toulouse Perpignan TOTAL

No. % No. % No. % No. % No. % No. %

Vacuno 0 0 0 0 0 0,6 1 0,3 1 0,5 2 0,3
Pollo 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0
Cerdo 0 0 0 0 0 0,9 1 0,6 0 0 1 0,3
Pavo 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0
Lamb 0 0 0 0 2 1,6 0 0 0 0 2 04
Conejo 1 1,2 1 1,7 0 0 0 0 2 3,8 4 1,3
Pato 0 0 0 0 2 2,1 2 1,2
Caballo 0 0 0 0 0 0 0 0,0
Codorniz 0 0 0 0,0
Cabra 0 0 0 0,0
Pintada 0 0 0 0 0 0,0
Perdiz 0 0 0 0,0
TOTAL 1 0,1 1 0,1 2 0,5 2 0,2 5 0,5 11 0,2

No.: Numero de muestras positivas a QuinoScan®; %: Porcentaje de muestras positivas a QuinoScan®.
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Tabla 4. Niumero y porcentaje de muestras de cada especie positivas al cribado recogidas en cada ciu-
dad (comparadas con el niUmero total de muestras de cada especie recogidas en cada ciudad).

Table 4. Number and percentage of samples of each species positive to the screening collected on each
city (compared to the total number of samples of each species collected on each city).

Zaragoza Bilbao

Logrofio

Toulouse Perpignan TOTAL

No. % No. % No.

% No. % No. % No. %

Vacuno 7 2,3 3 1,3 4 1,8 6 1,7 1 0,5 21 1,5
Pollo 14 4,7 7 2,3 5 1,9 25 7,8 1 0,7 52 3,9
Cerdo 10 4,6 12 5,9 2 1,8 12 7,0 0 0,0 36 3,8
Pavo 7 6,4 5 4,5 6 5,8 12 15,6 5 3,3 35 6,3
Lamb 5 34 3 6,0 4 3,1 0 0,0 1 0,9 13 2,7
Conejo 5 6,0 4* 85 1 0,9 0 0,0 4~ 9,6 16 5,0
Pato 0 0 1 35,5 5 10,4 2 2,1 18 10,4
Caballo 0 0 0 0,0 0 0,0 2 3,3 2 2,5
Codorniz 0 0 0 0,0 0 0 0,0
Cabra 0 0 2 18,2 0 0 2 18,2
Pintada 0 0 0 1 50,0 0 0,0 1 25,0
Perdiz 0 0 0 0,0 0 0 0 0,0
TOTAL 48 4,2 34 3,6 35 2,8 61 5,9 16 1,8 194 3,6

No: NUumero de muestras positivas positivas al cribado; %: Porcentaje de muestras positivas positivas

al cribado.

*Se ha eliminado una muestra de conejo de Bilbao y otra de Perpignan porque daban resultado positivo

a ambos test.

Agencia Europea de Seguridad Alimentaria,
que declararon un 0,14 % de muestras no con-
formes para 2019 (EFSA, 2021). A pesar de que
estos datos apuntan a que la condicion de la
carne del area transfronteriza Espafia-Francia
es mejor que la de Europa, otras 5 muestras
contuvieron concentraciones préximas a los
LMR (56-96 pg/Kg), y otras 20, concentracio-
nes muy bajas, si bien no se identificaron re-
siduos de antibioticos en las 164 restantes.

No obstante, existe un amplio gap entre el
3,6 % de positivos al cribado y el ~0,1 % de
positivos a la cromatografia. Como ambos
test, Explorer® y QuinoScan®, estan validados
y ajustados a los LMR, no pueden ser respon-
sables de la desviacién.

Estudios adicionales para detectar

las causas de la divergencia entre los
resultados del cribado y la confirmacién
cromatografica

Los positivos al test Explorer®, el cual detec-
t6 el mayor porcentaje de positivos del criba-
do, son reflejo de la presencia de metaboli-
tos activos biolégicamente, ya que estos son
responsables de la inhibicion del crecimiento
del microorganismo en que se basa el test.

Antimicrobianos alternativos:
aceites esenciales

De entre todos los antimicrobianos testados,
el carvacrol, el orégano y el cinemaldehido
inhibieron el crecimiento de G. stearother-
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Tabla 5. Residuos de antibiético identificados por cromatografia QTOF entre las muestras positivas al
cribado (30 muestras en total).
Table 5. Antibiotic residues identified by QTOF chromatography between the samples positive to the
screening (30 samples in total).

Ciudad Especies Antibiotico Concentraciéon
(ug/kg)
No conformes Logrono Cordero Enrofloxacina 218,8
Ciprofloxacina 34,34
Cabra Sulfadiazina 164,3
Cabra Doxiciclina 813
Toulouse Cerdo Sulfadimetoxina 110
Perpignan Conejo Sulfadimetoxina 187
Conformes Cercanas al LMR Zaragoza Cordero Sulfadiazina 81,89
Bilbao Cordero Sulfadoxine 96,4
Oxytetracyclina 21,7
Logrofio Cordero Sulfadiazina 56,2
Toulouse Cerdo Enrofloxacina 88
Perpignan Conejo Sulfadimetoxina 80
Negativas Zaragoza Pollo Doxiciclina <LD*
Pollo Doxiciclina 25,46
Pollo Doxiciclina <LD*
Cerdo Doxiciclina <LD*
Cerdo Doxiciclina 9,24
Cordero Sulfadiazina 12,4
Cordero Sulfadiazina 14,68
Pavo Doxiciclina <LD*
Enrofloxacina 10,42
Pavo Doxiciclina <LD*
Conejo Sulfadimetoxina 22,7
Conejo Enrofloxacina 6,84
Bilbao Pollo Lincomicina 3,4
Pavo Doxiciclina 7,05
Conejo Enrofloxacina 39,5
Logrofo Pollo Doxiciclina 27,71
Cordero Enrofloxacina 9,7
Pavo Doxiciclina 6,6
Toulouse Pollo Sulfadimetoxina 12,5
Pollo Doxiciclina 31,5
Pavo Sulfadimetoxina <LD*

*LD: Limite de deteccion de la técnica cromatografica.
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mophilus, dando resultados positivos a Ex-
plorer®, tal y como se muestra en la Tabla 6.
No obstante, hay que sefialar que, para lograr
resultados positivos, fue necesario afadir con-
centraciones >200 pL/L, lo cual aportaria un
olor y sabor tan intenso que resultaria des-
agradable. Como las muestras de este estu-
dio no poseian un aroma especial y las con-

centraciones normalmente detectadas son
del orden de pL/mL (de Haro, 2015), lo que
significa 1.000 veces menores a la concen-
tracion inhibitoria descrita en este estudio, la
inhibicién de Explorer® por aceites esenciales
se descarté como responsable de la elevada
positividad de Explorer® (en comparacion
con los resultados de la cromatografia QTOF).

Tabla 6. Resultados de Explorer® obtenidos del analisis de suero de carne libre de antibiéticos conta-
minado con diferentes concentraciones de algunos de los aceites esenciales mas cominmente usados
y con mayor actividad antimicrobiana. Cada experimento se llevé a cabo por triplicado, y la ultima co-

lumna incluye el resultado del control blanco.

Table 6. Explorer® results obtained from the analyses of meat serum free of antibiotic stained with dif-
ferent concentrations of some of the most commonly used and higher antimicrobial activity essential oils.
Each experiment was performed in triplicate, and the last column shows the result of a blank control.

1000 /L 600 pL/L 400 pL/L 200 pL/L 100 pL/L Blanco
Carvacrol 1 + + + - — _
Carvacrol 2 + + + + - _
Carvacrol 3 + + + - — _
Orégano 1 + + - - - _
Orégano 2 + + + + - _
Orégano 3 + + + - - _
Cinemaldehido 1 + - - - - —
Cinemaldehido 2 + + - - - -
Cinemaldehido 3 + + - - - -

+: El simbolo + se corresponde con resultados positivos a Explorer®.

—: El simbolo - se corresponde con resultados negativos a Explorer®.

Presencia de metabolitos bioldgicamente
activos procedentes de la degradacion
de los antibidticos originalmente
presentes en musculo

Aunque diferencias en la sensibilidad entre
el método de cribado y el método confirma-
torio podrian explicar desviaciones en los re-
sultados de las 25 muestras en las que, aun
siendo conformes, se detectaron residuos de

antibidticos, debian existir otras razones que
explicaran las desviaciones en el resto de las
muestras de carne (159 muestras en total, 5
menos que las 164 restantes, ya que hubo 5
muestras en las que si se detecté el compues-
to antibidtico aunque a concentraciones ba-
jas, menores al limite de deteccién de la téc-
nica). Es por ello que se planted la necesidad
de profundizar en la posible presencia de
residuos antibidticos en muestras conformes,
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incluso moléculas con propiedades antimicro-
bianas no incluidas en la lista de compuestos
diana de los analisis cromatograficos QTOF,
como los metabolitos de los compuestos ori-
ginales con los que se trataron los animales.

1. Analisis confirmatorios de residuos anti-
bidticos en muestras aleatorias negativas
al cribado.

De entre las muestras de carne comercial ne-
gativas a Explorer®, se tomaron 138 (2,7 %)
de forma aleatoria y se analizaron por QTOF

para comprobar la presencia de trazas de
antibiodticos entre las muestras negativas y
corroborar el buen funcionamiento de los
test, ya validados. Tal y como muestra la Ta-
bla 7, 17 de las 138 muestras (12,3 %) conte-
nian residuos de antibiéticos siempre por de-
bajo de los LMRs (no se encontraron falsos
negativos, es decir, todas ellas eran conformes,
lo que corrobora el buen funcionamiento
del método de cribado). De nuevo, la familia
mas detectada fueron las tetraciclinas (63,2
% de las muestras con residuos), seguida por

Tabla 7. Residuos de antibioético identificados por cromatografia QTOF entre 138 muestras negativas

E71?|atca';Ieb;.d;\)})t‘ibiot‘ic residues identified by QTOF chromatography between 138 samples negative to the
screening.
Ciudad Especie Antimicrobiano Concentracion (uk/kg)
Bilbao Conejo Enrofloxacina <LD*
Oxitetraciclina <LD*
Cerdo Lincomicina 14
Pavo Doxiciclina <LD*
Doxiciclina 21
Doxiciclina 13
Cordero Sulfadiazina 16,2
Zaragoza Conejo Oxitetraciclina 20,9
Oxitetraciclina 1
Doxiciclina 33,5
Oxitetraciclina 9,8
Pollo Norfloxacina 7,3
Cerdo Doxiciclina 11,5
Flumequina 31,6
Dicloxacilina 10,9
Lincomicina 7,8
Pavo Doxiciclina 8,27
Cordero Doxiciclina <LD*

* LD. Limite de deteccion de la técnica cromatografica.
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las quinolonas (15,8 %), lincomicina (10,5 %)
y sulfamidas y B-lactamicos (5,3 % para cada
una de ellas).

La diferencia entre el porcentaje de muestras
positivas al cribado que contenia residuos de
antibidticos identificados por QTOF (15,5 %)
y el porcentaje de muestras negativas al cri-
bado que contenian estos residuos analiza-
das por el mismo método (12,3 %), fue del
3,2 %. Este valor es muy préximo al porcen-
taje de muestras positivas al cribado, exclu-
yendo aquellas que fueron no-conformes (5
muestras) y aquellas conformes préximas al
LMR (5 muestras), que resulta en un 2,4 %
(184 de 5.357). Estas muestras adicionales,
positivas a Explorer® y con trazas de antibio-
ticos, podrian contener metabolitos biol6gi-
camente activos derivados del compuesto
original. Asi, tanto los antibioticos originales

como sus metabolitos, que pasarian inadver-
tidos para la cromatografia dirigida, serian
responsables de la inhibicién de Explorer®,
dando lugar a muestras de carne comercial
positivas al cribado que no son detectadas por
cromatografia. No obstante, aunque estos
resultados apoyan la hipétesis de la presen-
cia de metabolitos biolégicamente activos,
fue necesario llevar a cabo experimentos adi-
cionales para demostrar su presencia.

2. Presencia en carne de metabolitos biolo-
gicamente activos derivados de los anti-
bioticos originales.

Los analisis cromatograficos detectaron de-
gradacién de los antibiéticos (P < 0,05) en
14 muestras congeladas en magnitud dife-
rente en funciéon del compuesto (Figura 1).
Mientras que la oxitetraciclina no mostré de-
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Figura 1. Concentraciones de antimicrobianas detectadas por cromatografia HPLC-FLD en
2018 (M) y QTOF en 2021 (M) en muestras de carne del banco de muestras contaminadas
de forma natural con amoxicilina (A1, A2, A3, A4), sulfametoxipiridazina (51, S2, S3), oxi-
tetraciclina (O1, 02, 03, 0O4) y enrofloxacina (E1, E2, E3).

Figure 1. Antimicrobial concentrations detected by HPLC-FLD chromatography in 2018 (H)
and QTOF in 2021(M) in meat samples coming from the sample bank, naturally tainted with
amoxicillin (A1, A2, A3, A4), sulfamethoxypiridazine (51, S2, S3), oxytetracycline (O1, O2,

03, 04) and enrofloxacin (E1, E2, E3).
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gradacion, la amoxicilina se degradé de
forma completa. La enrofloxacina (26-55 %
de degradacién) y la sulfametoxipiridazina
(5-39 %) mostraron un comportamiento in-
termedio. La degradacion de antibiéticos tras
el almacenamiento en congelacioén ya ha sido
descrita previamente (Shaltout et al., 2019).

De acuerdo a los analisis cromatograficos, al-
gunas de las muestras de amoxicilina y sulfa-
metoxipiridazina (A1, A3, A4y S3; Figura 1),
experimentaron una degradacién a niveles
menores al LD de la técnica cromatografica,
pero seguian siendo positivas a Explorer®, lo
que apuntaba a la presencia de actividad an-
tibacteriana derivada de los compuestos de
degradacion de los antibidticos originales,
que pasarian desapercibidos para la técnica
cromatografica empleada. Para confirmarlo,
se llevaron a cabo los experimentos que se
detallan a continuacion.

2.1. Presencia de metabolitos de B-lactami-
cos biolégicamente activos en muestras
de carne naturalmente contaminadas
con amoxicilina: deteccion basada en re-
conocimiento bioquimico estructural.

Para evaluar la presencia potencial de meta-
bolitos activos de B-lactamicos en muestras
de carne, se tomaron 4 muestras de carne pro-
cedentes del banco de muestras construido
en 2018 por Serrano et al. (2020), caracteri-
zadas por cromatografia HPLC-FLD en 2018,
y se reanalizaron en 2021 con el test BTScan®.
La Tabla 8 muestra como, a pesar de que el
antibidtico se degradaba por completo tras 3
anos de almacenamiento, seguian siendo ca-
paces de inhibir el crecimiento del microor-
ganismo diana del test Explorer, no sélo en
2018, cuando se detectaban elevadas con-
centraciones, sino también en 2021, a con-
centraciones bajas incluso menores al LD del

Tabla 8. Analisis cromatograficos (HPLC-FLD) y resultados de Explorer® de 4 muestras de carne conta-
minadas con amoxicilina, obtenidos tras el analisis de estas muestras en 2018 y 2021, momento en el
cual también se analizaron por BTScan®. Los valores numéricos estan expresados en pk/kg, los resulta-
dos positivos con el simbolo +, y los resultados préximos al positivo, con el simbolo +.

Table 8. Chromatographic analyses (HPLC-FLD) and Explorer® results of 4 meat samples tainted with amo-
xicillin, obtained after the analysisof these samples in 2018 and 2021, when they were also analyzed
by BTScan®. Numeric values are expressed in puklkg, positive results with the symbol +, and those results

close to positive, with the symbol =+.

HPLC-FLD Explorer® BTScan® 1/5*
2018 2021 2018 2021 2021
Al 2254 <LD** + + +
A2 429 29 + + +
A3 532 <LD** + + *
A4 72 <LD** + + *

* Puesto que la técnica estd optimizada para el andlisis de B-lactdmicos en leche, para evitar el efecto
matriz, se llevé a cabo una dilucién 20/80 v/v de suero de carne en leche. Las muestras con resultados
+ se corresponden con muestras cuyos resultados encajan con la presencia de B-lactdmicos, teniendo

en cuenta el factor dilucién 1/5.

* LD. Limite de deteccion de la técnica cromatografica.
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QTOF, mientras que el analisis en tandem de
estas muestras con BTScan® demostro la pre-
sencia de metabolitos de B-lactamicos en to-
das las muestras analizadas. Es necesario
mencionar que el LD del test bioquimico esta
en torno a 15 pg/Kg, ligeramente por encima
al LD del QTOF (datos no mostrados), apun-
tando asi hacia un correcto reconocimiento
no sélo de la molécula parental sino de sus
derivados que mantienen propiedades bio-
l6gicas (detectadas por Explorer®) y estruc-
turales (detectadas por BTScan®).

Estos hallazgos revelan la presencia de me-
tabolitos biolégicamente activos de amoxici-
lina en muestras de musculo, procedentes
de su degradacién durante el almacenamien-
to en congelacién, y que podrian ser res-
ponsables de resultados positivos en tests de
cribado de base bioldgica como Explorer®, in-
cluso pasando desapercibidos para técnicas
cromatograficas empleadas rutinariamente
en control oficial, ya que estan dirigidas a la
deteccion especifica de compuestos diana in-
dicados por la legislacion.

2.2. Deteccion de metabolitos de sulfami-
das basada en inhibicion competitiva
de su actividad bioldgica.

Para comprobar la presencia de metabolitos
de sulfamidas, se tomaron 8 muestras de car-
ne procedentes del banco de muestras (Se-
rrano et al., 2020), contaminadas con sulfa-
midas a concentraciones menores al LMR, y
se analizaron con Explorer® antes y después
de la adicion de 50 g/mL de pABA (FIL/IDF,
1991; Sanz et al., 2015). Hay que puntualizar
que el test Explorer® ha sido validado para la
deteccion de sulfamidas (Mata et al., 2014) y
que los LDs son préximos a los LMRs estable-
cidos por la legislacién, oscilando entre 50 y
100 pg/kg. La Figura 2a ilustra la positividad
de las muestras antes de la adiciéon de pABA
(valores de Explorer® acoplado a e-Reader®
por encima del cut-off o valor del método
por encima del cual una muestra se considera
positiva) y como el efecto inhibitorio des-

aparecio tras la adiciéon de pABA (P<0,05), lo
que es muestra de la competicion de este
compuesto con metabolitos biolégicamente
activos presentes en carne, presumiblemente
procedentes de la degradacién de la sulfa-
mida original con la que se trataron a los ani-
males que no se detectaron por la técnica
cromatografica dirigida.

Se demostro la presencia de metabolitos bio-
l6gicamente activos de sulfamidas en mues-
tras de musculo conservadas en congelaciéon
durante 3 aios, procedentes de animales tra-
tados con sulfamidas. Ademas, se re-analiza-
ron 18 muestras de carne comercial recogidas
en el presente estudio, positivas a Explorer®
pero negativas de acuerdo a los andlisis cro-
matograficos por QTOF, tras 4 y 8 meses man-
tenidas en congelacién tras la compra. Des-
pués de 4 meses, Unicamente 7 muestras
siguieron siendo positivas al test biolégico,
mientras que solamente 4 siguieron siendo
positivas tras 8 meses (512-S14, Figura 2b).
Con el objetivo de evidenciar la presencia de
metabolitos en estas tres muestras, se afiadio
PABA, y se constaté que su adicion revertia el
efecto inhibitorio (P < 0,05) en 3 de las 4
muestras (513 y S14), hecho que apunta a la
presencia de metabolitos biol6gicamente ac-
tivos de sulfamidas. La fiabilidad del pABA
para revertir la inhibicion de las sulfamidas
sobre el test Explorer® se comprob6 con la
muestra S15, una muestra de carne comercial
que, caracterizada por QTOF, contenia 82
pg/kg de sulfadiazina en el momento de su
recogida, y positiva a Explorer incluso tras 8
meses de almacenamiento en congelacién,
ya que la Figura 2 muestra la pérdida de la
capacidad inhibitoria de la sulfamida tras la
adicion de pABA. Este hecho refuerza la hi-
potesis de la presencia en carne de metabo-
litos biolbgicamente activos procedentes de
la degradacién de sulfamidas como respon-
sables de la inhibicion del test Explorer® vy,
por ende, potenciales causantes de positivos
no detectados por cromatografia dirigida.



Serrano et al. (2024) ITEA-Inf. Tec. Econ. Agrar. (en prensa), Vol. xx: 1-18 15

a b

100 120+
®h
S go- o 1007
g [
e 6 § 80
[} -
8 cuSH1l--3--3--F-0--9--%--}- b3 69-
» o Cut-
o 40+ o
g 5 40
= ©
g 20 20
14

0- 0-
S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 SM1 $12 S13 S14 S§15

Figura 2. 2a. Resultados de Explorer® acoplado a e-Reader® tras el analisis de 8 muestras de carne de
animales tratados con sulfametoxipiridazina procedentes del banco de muestras antes (M) y después ()
de la adicién de pABA. La linea discontinua roja representa el cut-off del test Explorer® por encima del
cual los resultados se consideran positivas. 2b. Resultados de Explorer® acoplado a e-Reader® tras el ana-
lisis de 4 muestras de carne comercial recogidas en este estudio antes (M) y después (M) de la adicion
de pABA. La linea discontinua roja representa el cut-off del test Explorer® por encima del cual los re-
sultados se consideran positivas.

Figure 2. 2a. Explorer® coupled to e-Reader® results obtained after the analysis of 8 meat samples ob-
tained from animals treated with sulfamethoxypyridazine coming from the sample bank, before (M)
and after (M) the addition of pABA. The red dotted line corresponds to the cut-off value of Explorer®
test, over which results are considered positive. 2b. Explorer® coupled to e-Reader® results obtained af-
ter the analysis of 4 commercial meat samples collected in this study before (M) and after (M) the ad-
dition of pABA. The red dotted line corresponds to the cut-off value of Explorer® test, over which re-

sults are considered positive.

Estos hallazgos probaron la presencia en carne
de metabolitos biol6égicamente activos proce-
dentes de los antibidticos originales. Asi pues,
a pesar de que los analisis cromatograficos
ofrecen la ventaja de la caracterizacion de las
muestras en cuanto a la identificacion y cuan-
tificacién del antibiotico presente en una
muestra, su analisis no detecta la presencia de
estos metabolitos debido a su caracter diri-
gido. Es por esto que los test biolégicos de cri-
bado ofrecen ciertos beneficios, puesto que
son medida directa de la actividad biolégica
tanto de antibiéticos como de sus metabolitos.

Conclusiones

El anélisis secuencial (cribado + confirmacion)
de 5.357 muestras de carne comercializada

del area transfronteriza Espafa-Francia mos-
tré un 3,6 % de muestras positivas al cribado
mientras que los analisis cromatograficos di-
rigidos (QTOF) mostraron no conformidad
en el 0,093 %, datos similares a los publica-
dos por la EFSA para 2019. Las familias mas
detectadas fueron tetraciclinas, sulfamidas,
quinolonas, lincomicina y B-lactdmicos. Para
explicar las diferencias entre el 3,6 % de po-
sitivos al cribado y el 0,093 % de no confor-
mes detectadas por cromatografia, se lleva-
ron a cabo experimentos adicionales que
demostraron que estas muestras de carne,
aun siendo conformes, contienen metabolitos
biolégicamente activos procedentes de la de-
gradacion del compuesto original, que de-
tecta el test biolégico Explorer® pero no la cro-
matografia dirigida, empleada en este estudio
y utilizada en control oficial. Por consiguiente,
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la eleccién del test para control de residuos an-
tibidticos dependera del objetivo del analisis.
Cuando los requerimientos legales son priori-
dad, seran los andlisis cromatograficos dirigidos
a la detecciéon de los compuestos marcador
(Reglamento (UE) n° 37/2010) los de eleccion.
Sin embargo, los metabolitos derivados de és-
tos escapan a su vigilancia, por lo que, si se
busca ofrecer proteccién extra a los consumi-
dores, los test bioldgicos de cribado de tipo
biolégico seran los de eleccién.
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