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Resumen

Los antibiéticos son un grupo importante de productos farmacéuticos en la
medicina actual. Ademas de utilizarse en el tratamiento de infecciones humanas,
también se usan en medicina veterinaria. Los residuos de antibiéticos representan
un grave problema medioambiental por su consumo excesivo e introduccién
continua. La presencia de antibiéticos y sus metabolitos en los ecosistemas
acudticos, en concentraciones que van desde ng/L hasta mg/L, afecta a los
hidrobiontes. Los efectos ecotoxicolégicos varian en funcién del tipo de farmaco, la
sensibilidad de las especies, la concentracion del téxico y el tiempo de exposicion.
Estos efectos los producen los residuos de antibidticos, los metabolitos formados
y/o los productos de degradaciéon que, en algunas ocasiones, generan sustancias
mas tdxicas que el compuesto original. Este trabajo revisa y recopila la informacion
sobre los principales ensayos de ecotoxicidad de los antibiéticos, considerando las
diferentes vias de entrada en el ambiente acuatico, su destino y la toxicidad que
producen en las especies més relevantes de los ecosistemas acuaticos.

Palabras clave: antibidticos, ecotoxicidad, ambientes acuéticos
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1. Antibiéticos

Se denomina antibidtico a cualquier sustancia quimica producida por un
microorganismo, utilizada para eliminar o inhibir el crecimiento de otros
microorganismos infecciosos. Una propiedad comin de todos los antibidticos es la
toxicidad selectiva; presentan una toxicidad hacia los organismos invasores superior
a la que muestran frente a animales o seres humanos. En un principio, el término
antibidtico sélo se empleaba para referirse a lo compuestos orgénicos de origen
biolégico, los cuales se obtienen de cultivos de bacterias u hongos, que resultan
toxicos para otros microorganismos. En la actualidad también se emplea para
denominar compuestos sintéticos, los producidos exclusivamente por sintesis
quimica, o semisintéticos, cuando a partir de un nucleo bésico del antibidtico
producido por el microorganismo, se modifican algunas de sus caracteristicas
quimicas para mejorar sus propiedades farmacocinéticas o su espectro o, incluso,
para disminuir su toxicidad (Lorenzo et al., 2008).

Su clasificacién puede realizarse con base a diferentes criterios. Segun la
presencia de grupos quimicos particulares se dividen en (Mestres & Duran, 2012):

b-lactdmicos

Son un grupo de antibidticos de origen natural o semisintético que se
caracterizan por poseer en su estructura un anillo betalactamico. Acttan inhibiendo
la dltima etapa de la sintesis de la pared celular bacteriana. Constituyen la familia
mas numerosa de antimicrobianos y la méas utilizada en la practica clinica ya que
presentan caracteristicas favorables, tales como: una buena absorcién oral, buena
difusién, escasos efectos adversos, asi como el amplio y diferente espectro de
accién alcanzado por los diversos farmacos. Forman parte de este grupo: a)
penicilinas: destacan aquellas que son naturales, como penicilina G, aquellas con
actividad antiestafilococica como cloxacilina, las de espectro amplio como
amoxicilina o ampicilina, o las antipseudomonas como piperacilina y b)
cefalosporinas: las cuatro generaciones diferentes que existen se diferencian en el
espectro antibacteriano. De 1 generacién destacan cefalexina, cefalotina o
cefadroxilo; de 2° generacién: cefuroxima o cefoxitina; de 3* generacion:
cefotaxima, ceftriaxona, cefixima o ceftazidima y de 4 generacién: cefepima.
Inhiben la sintesis de la pared bacteriana y promueven la activacién de enzimas
autoliticas que producen la lisis de la bacteria (Seija & Vignoli, 2016).
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Aminoglucdsidos

Este grupo de antibidticos contienen dos o més aminoazicares unidos por
enlaces glucosidicos a un anillo aminociclitol. Se unen de forma irreversible a la
subunidad 30S del ribosoma, interfiriendo la lectura correcta del cédigo genético
con el consiguiente bloqueo de la sintesis proteica de la bacteria. Forman parte de
este grupo: estreptomicina, neomicina, gentamicina, amikacina, kanamicina,
tobramicina y netilmicina. ActGan inhibiendo la sintesis de proteinas bacterianas.
Son antibiéticos que no se absorben por via oral por lo que se administran via
intravenosa o intramuscular. Son antibidticos muy activos contra bacilos
gramnegativos y generalmente se suelen asociar a otro antibiético. Las reacciones
adversas mas importantes son: ototoxicidad y nefrotoxicidad (Seija & Vignoli, 2016).

Macrélidos

Se caracterizan por tener como nucleo un anillo macrociclico de lactona
multimembrado al cual se unen desoxiazlcares aminados. Se unen a la subunidad
50S del ARN ribosémico en forma reversible. La uniéon se realiza mediante la
formacién de puentes de hidrégeno entre diferentes radicales hidroxilo del
macrélido y determinadas bases del ARNr. Esto provoca un bloqueo en las
reacciones de transpeptidacion y traslocacién. Forman parte de este grupo:
eritromicina, claritromicina, azitromicina y espiramicina. Actlan por inhibicién de la
sintesis de proteinas. Se pueden administrar por via oral o parenteral para tratar
infecciones por bacterias poco sensibles a otros antibidticos. Entre los efectos
adversos mas frecuentes se encuentra el dolor abdominal, principalmente por
eritromicina, debido a su efecto sobre la motilidad gastrointestinal, asi como
hepatotoxicidad (Lucas et al., 2007).

Quinolonas

Las quinolonas de uso clinico tienen una estructura formada por dos anillos,
con un nitrégeno en la posicién 1, un grupo carbonilo en la posicién 4 y un grupo
carboxilo en la posicién 3. La potencia y espectro aumenta cuando lleva un d&tomo
de fltor normalmente en la posicién 6, dando lugar a las fluoroquinolonas. Las
quinolonas son antibidticos bactericidas y actdan inhibiendo la ADN girasa,
enzima que cataliza el superenrollamiento del ADN cromosémico, que asegura
una adecuada division celular. Forman parte de este grupo: norfloxacino,
ciprofloxacino, levofloxacino, moxifloxacino. Acttan inhibiendo la sintesis de ADN
bacteriano. Existen formas de administracién por via parenteral o via oral. Tienen un
espectro de accion amplio y variado, asi norfloxacino y ciprofloxacino presentan
actividad especialmente frente a gramnegativos. Otros como levofloxacino y
moxifloxacino presentan un espectro mas amplio cubriendo incluso Streptococcus,
Moraxella o Haemophillus sp. Son antibidticos bien tolerados y con baja incidencia
de efectos adversos, destacando como mas grave la toxicidad articular (a nivel de
cartilago) (Alds, 2009).
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Tetraciclinas

Estos compuestos se derivan de las sustituciones de 4 anillos en el nicleo
hidronaftaceno, son derivados analogos de la naftaceno-carboxaneda policiclica.
Actlan inhibiendo la sintesis de las proteinas bacterianas mediante la unién a la
subunidad ribosomal 30S de las bacterias. Forman parte de este grupo: tetraciclina,
clortetraciclina, minociclina, doxiciclina, oxitetraciclina y tigeciclina. Actdan
inhibiendo la sintesis de proteinas. Presentan un amplio espectro antibacteriano
(gramnegativos, grampositivos, y otras bacterias poco frecuentes) (Vicente & Pérez-
Trallero, 2010).

Sulfonamidas

Su estructura quimica contiene azufre, oxigeno y nitrégeno que forman el
niucleo de la molécula de las sulfamidas. Su estructura es similar al acido
paraaminobenzoico, un factor requerido por las bacterias para la sintesis del acido
folico. Forman parte de este grupo: sulfametoxazol, sulfasalazina, sulfadiazina.
Acttan inhibiendo la sintesis de &cido félico necesario para la replicaciéon del ADN.
Relacionado con el grupo estd el trimetoprim que también inhibe esta sintesis,
aunque en un paso diferente. Generalmente se suelen utilizar asociados. Poseen un
amplio espectro de acciodn si bien se suelen utilizar para el tratamiento de Nocardia
sp, la enfermedad inflamatoria intestinal (sulfasalazina), quemaduras y Ulceras
(sulfadiazina) o en la profilaxis de neumonia por Pneumocystis carinii en pacientes
inmunodeprimidos (Vicente & Pérez-Trallero, 2010).

1.2. Uso y consumo de antibidticos

Los patrones de uso pueden ser distintos en diferentes paises (Kimmerer,
2009b). Wise (2002) estima que el consumo de antibiéticos en todo el mundo se
encuentra entre 100,000 y 200,000 toneladas por afo. El consumo humano total,
per cépita y la proporcién individual de cada compuesto, asi como las tasas de

prescripcién de antibidticos y la ingesta sin receta varian notablemente entre paises
(Mdlstad et al., 2002).

Los antibidticos B-lactdmicos, incluidos los subgrupos de penicilinas,
cefalosporinas y, como fracciones marginales, carbapenémicos y otros, constituyen
la mayor parte de los antibiéticos de uso humano en la mayoria de los paises.
Representan aproximadamente el 50-70% del uso total de antibidticos. En la
mayoria de los paises, las sulfonamidas, los macrélidos y las fluoroquinolonas siguen
un orden decreciente de uso (Goossens et al., 2005; Kimmerer, 2003).

Si los antibiéticos se venden en el mostrador, es decir, sin receta, el
consumo podria ser ain mayor. De acuerdo con las diferentes legislaciones y los
diferentes grados de importancia atribuidos al uso de antibidticos, existen datos
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confiables que brindan informacién sobre el uso total y los patrones de uso de
antibidticos y el consumo per capita para solo unos pocos paises (Kimmerer, 2003).

Debido a que los datos internacionales se basan Unicamente en
estimaciones, se desconoce el verdadero volumen de uso de antimicrobianos en el
sector agroalimentario. Las cantidades de antibidticos utilizadas estan sujetas a
confusién; para la mayoria de los paises no hay datos o sélo se dispone de valores
aproximados (Kiimmerer, 2009b).

Existen reportes de la contribucién de la agricultura, el ganado y, en general,
de los animales destinados al consumo, en la contaminacion por antibidticos en el
ambiente (estos compuestos son administrados en grandes cantidades a dichos
animales para promover su crecimiento), provocando una preocupacién creciente
en todo el mundo, debido al hecho de que tales antibiéticos pertenecen a la misma
clase de los utilizados en los seres humanos (como tetraciclinas y aminoglucésidos).
En respuesta a este problema, la Unién Europea ha prohibido el uso de antibiodticos
como aditivos en forrajes para estimular el crecimiento de estos animales, ya que
existe evidencia de resistencia cruzada a los agentes antimicrobianos utilizados en
tratamientos en humanos (Cromwell, 2002; Gaskins et al., 2002; Heuer et al., 2006).

Los antibidticos son utilizados de diversas formas en medicina veterinaria. Lo
que surge como obvio es su utilizacion en forma terapéutica, para el tratamiento de
determinadas enfermedades infecciosas, de la misma manera que en la medicina
humana. Sin embargo, existen otras formas de utilizacion: La metafilaxia es una
forma de uso que implica el control de ciertas variables clinicas de grupos de
animales, hasta que una de ellas, la temperatura, por ejemplo, aumenta por encima
de determinado valor limite, fijado de antemano. En este caso, todo el lote de
animales es tratado para evitar un brote de la enfermedad. La profilaxia, por su
parte, implica la utilizaciéon de medicamentos para la prevencién de enfermedad en
animales individuales o grupos de ellos. Finalmente, el uso de antimicrobianos a
concentraciones subterapéuticas, se puede utilizar con objetivos profilacticos y/o de
promocién del crecimiento (Errecalde, 2004).

Algunos compuestos pueden emplearse para fines distintos a la medicina
humana o veterinaria: los antibiéticos, como las estreptomicinas, se usan en el
cultivo de frutas, mientras que otros se utilizan en la apicultura (Kimmerer, 2009a).

Los antibidticos se han usado desde la década de 1950 para controlar ciertas
enfermedades bacterianas de frutas, vegetales y plantas ornamentales de alto valor.
Hoy en dia, los antibidticos mas cominmente usados en las plantas son la
estreptomicina y, en menor medida, la oxitetraciclina. Los usos principales son en
cultivo de manzanas, peras y arboles ornamentales para el control de la niebla del
peral y del manzano causados por Erwinia amylovora (Mcmanus et al., 2002).
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Para ser un candidato viable para el control de la enfermedad, el antibiético
debe estar activo en la planta o dentro de ella, y tolerar la oxidacién, la radiacién
UV, la lluvia y las altas temperaturas. Estas propiedades son exactamente las que
causan problemas en el ambiente. Sin embargo, faltan datos sobre las
concentraciones de estreptomicina en el suelo para el cultivo de la fruta.
Nuevamente, debido a las diferentes regulaciones, la situaciéon es distinta en
diferentes paises (Kimmerer, 2009a).

Otra fuente potencial de antibiéticos contaminantes en el ambiente es la
acuicultura que, de manera similar a la industria ganadera, utiliza antibidticos para
promover el stock de peces saludables (Pruden et al., 2013).

"

La definicion actual de acuicultura, segin la FAO, es “el cultivo de
organismos acuaticos, incluidos peces, moluscos, crustaceos y plantas acuaticas”. El
cultivo implica algin tipo de intervencién durante el proceso para aumentar la
produccién. En acuicultura, los antibiéticos se han utilizado principalmente con fines

terapéuticos y como agentes profilacticos (Hernandez-Serrano, 2005).

1.3. Ocurrencia y destino de antibidticos en ambientes acuaticos

Durante las Ultimas décadas, la presencia de antibiticos en el medio
acudtico ha despertado una preocupacién cada vez mayor en todo el mundo. Los
antibidticos, utilizados con mayor frecuencia en medicina humana y veterinaria,
pueden tomar varias rutas hacia el ambiente (ver Figura 1). Los antibidticos
consumidos se descargan continuamente en los ecosistemas naturales a través de la
excrecion (orina y heces) después de un corto periodo de residencia en los
organismos humanos y animales. Estos medicamentos pueden llegar al ambiente
acuatico mediante descargas directas de efluentes de plantas de tratamiento de
aguas residuales (PTAR) al agua superficial o subterranea, lixiviados, alcantarillas y
tanques de almacenamiento de estiércol o lagunas, escorrentias y lixiviacion de
tierras agricolas fertilizadas con estiércol, o por disposicion de aguas residuales en
areas agricolas, entre otras descargas (Heberer, 2002; Kemper, 2008; Li et al., 2014).
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Figura 1. Fuentes y vias para la presencia de antibiéticos en el ambiente.
Fuente: (Mili¢ et al., 2013)

La presencia en el ambiente de antibidticos utilizados en medicina humana
se atribuye principalmente a la descarga de aguas residuales tratadas (en PTAR) y no
tratadas, debido a que los procesos convencionales de tratamiento no eliminan
eficazmente estos compuestos (Homem & Santos, 2011; Watkinson et al., 2007).

La practica de la aplicacion de estiércol en la tierra con fines de fertilizacion
del suelo es la mayor contribucién de la medicina veterinaria para la contaminacién
del ambiente por antibiéticos. Una vez en el suelo, estos compuestos pueden
ingresar al medio acuético indirectamente a través de la escorrentia superficial hacia
las aguas superficiales y/o lixiviarse a las aguas subterrdneas y al agua potable
(Blackwell et al., 2009; Chee-Sanford et al., 2009; Sarmah et al., 2006).

Una via alternativa de aportes al medio acuatico se deriva de la aplicacion de
antibidticos para la acuicultura. Se espera que los derrames o las descargas
derivadas de incidentes durante la fabricacion, la eliminacién de los medicamentos y
contenedores no utilizados, y la dispersion atmosférica de polvo de piensos y
estiércol que contienen antibidticos sean minimos (Gothwal & Shashidhar, 2015).

Los antibidticos experimentan un cambio estructural en el organismo
humano y animal antes de su excrecién, lo cual genera metabolitos. Después de la
excreciéon, ambos compuestos, principales y metabolitos, pueden sufrir
modificaciones estructurales adicionales por procesos bidticos y abidticos en
instalaciones técnicas, tales como PTAR y plantas de tratamiento de agua, y en el
entorno natural, resultando en productos de transformaciéon. Los subproductos
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difieren en propiedades fisicoquimicas y farmacolégicas en comparaciéon con sus
compuestos originales (Carvalho & Santos, 2016).

Los antibidticos y sus subproductos en el ambiente pueden persistir a través
de un ciclo de transformacion parcial, bioacumulacién y deposiciéon gradual en el
suelo, el agua superficial y el agua subterrdnea. El ciclo de vida de estos
compuestos se rige por una serie de procesos biolégicos y fisicoquimicos en los
sistemas suelo-agua, particularmente estabilidad, sorcién, lixiviacion y degradacion,
los cuales dependen de las propiedades fisicoquimicas de los antibioticos, las
propiedades del suelo, y las condiciones climéticas (Manzetti & Ghisi, 2014; Zhao et
al., 2015).

Los antibidticos y sus subproductos en ambientes acuaticos pueden ser
absorbidos por animales (animales productores de alimentos y peces) o alcanzar el
agua potable, lo que también induce posibles efectos a largo plazo en los seres
humanos como parte continua de su dieta a través del agua o alimentos en bajas
concentraciones (Manzetti & Ghisi, 2014; Thiele-Bruhn, 2003).

Todavia no hay evidencia cientifica sobre la absorcidon sistematica y la
entrada de bajas dosis de antibidticos y su impacto en los humanos y el ambiente.
Las matrices bidtica y abidtica del ambiente se encuentran en un equilibrio dindmico
fragil y la presencia de contaminantes emergentes, que son toéxicos, peligrosos,
potencialmente mutagénicos y carcinogénicos, afectan poderosamente el estado

del ambiente y la salud humana (Vojinovi¢-Miloradov et al., 2011a; Vojinovié-
Miloradov et al., 2011b).

En contraste con la expectativa general, los hospitales no son la principal
fuente de productos farmacéuticos en las aguas residuales municipales (Kimmerer,
2009b; Schuster et al., 2008). Son la principal fuente de antibidticos sélo para el
grupo de las cefalosporinas.

En cuanto al metabolismo de los compuestos activos en humanos, existe un
amplio intervalo en el grado en que estos se biotransforman. Algunos agentes se
metabolizan en un 90% o mas, mientras que otros lo hacen sélo en un 10%, o
incluso menos. (Kimmerer, 2003; Lorian, 2005).

Se ha encontrado que las concentraciones de antibidticos medidas en
diferentes paises se encuentran en el mismo intervalo de concentraciones en los
diferentes compartimentos, como aguas residuales y aguas superficiales,
respectivamente (Batt & Aga, 2005; Botitsi et al., 2007; Chang et al., 2008; Duong et
al., 2008; Hernandez et al., 2007; Martins et al., 2008; Peng et al., 2008).
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En general, las concentraciones se encuentran en mg por litro en el efluente
hospitalario; en pg por litro, en las aguas residuales municipales y en diferentes
aguas superficiales, subterrdneas y agua de mar (Xu et al., 2007).

Los antibidticos humanos y veterinarios estan presentes en los sedimentos.
Kim & Carlson (2007) detectaron tetraciclinas, sulfonamidas y macrélidos. La
concentracién de sedimento medida en un rio influenciado por la agricultura fue
mucho mas alta que en la matriz de agua suprayacente, lo que indica la entrada de
antibidticos con la escorrentia superficial de los campos agricolas. En la acuacultura
intensiva, las infecciones se tratan mediante la adicién de agentes antimicrobianos al
agua. Los farmacos empleados pueden ingresar a los sedimentos directamente
desde el agua sin someterse a ningln tipo de proceso de purificaciéon. Esto resulta
en altas concentraciones locales en el compartimento de agua y en los sedimentos
adyacentes. Este fenédmeno ya habia sido investigado hace méas de 20 afios, y los
resultados habian demostrado la presencia de antibidticos aplicados extensamente
en la acuacultura en sedimentos debajo de granjas de peces (Bjorklund et al., 1990;
Coyne et al., 1994; Jacobsen & Berglind, 1988; Migliore et al., 1993).

Las penicilinas forman una de las familias mas importantes de antibioticos
usados en medicina veterinaria y humana. Su presencia en las muestras ambientales
es baja debido a su répida transformacion en el ambiente (hidrdlisis relativamente
facil del anillo B-lactdmico). A pesar del amplio uso de estos compuestos, algunos
investigadores informan la ausencia de residuos de penicilina en muestras de agua,
probablemente debido a la falta de métodos sofisticados y equipos analiticos
(Christian et al., 2003).

Los macrélidos se eliminan principalmente después de la administracién en
una forma inalterada. Algunos de estos (como la claritromicina y la
deshidroeritromicina), y las sulfonamidas (como el sulfametoxazol, la
sulfadimetoxina, la sulfametazina y el sulfatiazol) son los antibidticos méas prevalentes
detectados en el ambiente acuético en concentraciones de pg/L (Halling-Sgrensen
et al., 1998; Hirsch et al., 1999).

Las sulfonamidas son antibidticos ampliamente utilizados en la cria de
animales como aditivos para piensos. No se metabolizan por completo en el higado
y los rifiones y se excretan en forma inalterada y como metabolitos. El
sulfametoxazol es la sulfonamida mas detectada en las aguas residuales y sus
concentraciones varian segin el proceso aplicado de tratamiento de aguas
residuales y el consumo de antibiéticos (Le-Minh et al., 2010; Tong et al., 2009).

Las fluoroquinolonas se han usado principalmente en medicina humana,
pero mas recientemente el enrofloxacino, la sarafloxacina y el ciprofloxacino
también se han aplicado en medicina veterinaria, convirtiéndose en una gran
preocupacion debido a su amplio espectro de influencia y la posible resistencia
bacteriana (Angulo et al., 2004; Karthikeyan & Meyer, 2006).
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Las tetraciclinas son antibidticos de amplio espectro con actividad contra las
bacterias grampositivas y gramnegativas que se usan ampliamente para el
tratamiento de las enfermedades infecciosas en medicina veterinaria y humana, asi
como aditivos en los alimentos para animales. Las tetraciclinas son uno de los
grupos de antibidticos mas prevalentes en las aguas residuales. Por lo general, no
se detectan a niveles elevados en el medio acuatico, puesto que precipitan con
cationes como el calcio y se acumulan en los lodos o sedimentos de las aguas
residuales (Halling-Sarensen et al., 1998; Kolpin et al., 2002).

1.4. Deteccidn de antibidticos en ambientes acuéticos

En los dltimos afios, la creciente preocupacién sobre la aparicion de
contaminantes emergentes, como los antibidticos, en diferentes matrices
ambientales ha dado lugar a un enorme progreso en el desarrollo de técnicas para
la deteccion de trazas de estos compuestos. Los nuevos métodos analiticos son
cruciales para la evaluaciéon de su impacto ambiental y su efecto en la salud humana
a través de planes de monitoreo, que requieren datos precisos y confiables
(Buchberger, 2011).

Los antibidticos incluyen un amplio grupo de sustancias quimicas
caracterizadas por diferentes propiedades fisicoquimicas. Los contaminantes
considerados pseudopersistentes, los antibidticos y sus subproductos se han
detectado en el ambiente en baja concentraciéon (ng/L) (Seifrtova et al., 2009). El
analisis de antibidticos en matrices ambientales acuosas generalmente se lleva a
cabo por cromatografia liquida acoplada a espectroscopia de masas en tdndem (LC-
MS/MS) después de la limpieza de la muestra y la preconcentracion de los analitos
por extraccién en fase sélida (SPE) (Buchberger, 2007).

Dado que las matrices de muestras ambientales son complejas y a menudo
contienen elementos interferentes, que pueden enmascarar los compuestos de
interés, el andlisis directo puede no ser posible (Pavlovi¢ et al., 2007). Por lo tanto,
las técnicas de limpieza y extraccion, permiten obtener extractos con precision para
el analisis sensible, siendo estos procedimientos importantes previos al analisis
(Kostopoulou & Nikolaou, 2008).

La deteccidon de antibidticos en el medio acuatico presenta un verdadero
desafio analitico debido a sus bajas concentraciones (ppb, ppt o inferior), sus
diversas propiedades fisicoquimicas y biomatrices complejas. Hoy en dia, debido al
gran progreso en la quimica analitica instrumental, es posible detectar varios tipos
de antibiéticos en concentraciones de pg/L a ng/L usando la cromatografia liquida
(LC, Liquid Chromatography) y la cromatografia de gases (GC, Gas
Chromatography) junto con la espectrometria de masas (MS, Mass Spectrometry),
espectrometria infrarroja o cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC, High
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Performance Liquid Chromatography) acoplada a ultravioleta (UV, Ultraviolet),
arreglo de diodos (DA, Diode Array) y fluorescencia (FL, Fluorescence) o MS
después de la extraccion en fase sélida (SPE, Solid Phase Extraction) de la matriz de
agua (Samanidou et al., 2007).

Los antibiéticos a menudo poseen nlcleos no polares y grupos funcionales
polares, por lo que se disocian o protonan dependiendo del pH del medio. Las
fases muy polares y no polares pueden causar una extracciéon incompleta de
antibidticos y presentar un problema analitico grave (Juhel-Gaugain et al., 2000).
Diversos compuestos organicos pueden interferir significativamente con los
resultados del analisis (Baquero et al., 2008; Petrovi¢ et al., 2003; Tong et al., 2009).

El desarrollo de los métodos de extraccidon simultdnea en cartuchos de
balance hidréfilo-lipéfilo (HLB, Hydrophilic-Lipophilic Balance) presenta una mejora
significativa en la extraccién de diferentes antibiéticos con menor tiempo y consumo
de material (Pailler et al., 2009; Terzié et al., 2008).

Se pueden utilizar métodos inmunoquimicos, voltamperometria y deteccién
amperométrica, cromatografia en capa fina (TLC, Thin Layer Chromatography) y kits
comerciales para monitorear los antibiéticos en concentraciones mas altas (ppb) en
diferentes biomatrices (huesos, leche, carne, sangre, etc.), pero no en las muestras
de agua. Sélo el radioinmunoensayo, como técnica inmunoquimica, muestra su
eficacia para la detecciéon de antibidticos en la matriz de agua. Los métodos LC-
MS/MS han ganado popularidad y se han convertido en una de las técnicas favoritas
para analizar productos farmacéuticos como antibidticos y productos de
transformacion de las reacciones que ocurren en el medio acuédtico, entre otros
métodos analiticos (LC-UV/FL y GC-MS). La especificidad, la precision, la
estabilidad, la recuperacion, la linealidad, la reproducibilidad, el limite de decisién y
el limite de deteccién son algunos de los criterios de rendimiento que deben
examinarse (Radjenovic¢ et al., 2007).

Los métodos analiticos basados en LC se han utilizado para la identificacion
y cuantificacién sensible y selectiva de antibidticos como contaminantes
ambientales. En la mayoria de los estudios la deteccion por MS se usa para
identificar, cuantificar o confirmar inequivocamente el analito objetivo; este método
que implica la ionizacidn quimica a presion atmosférica (APCI, Atmospheric Pressure
lonization), asi como la ionizacién por electropulverizacién (ESI, Electrospray
lonization), representan actualmente el estado del arte. El andlisis cuantitativo de los
analitos presentes en matrices simples, como el agua potable, puede realizarse
utilizando cromatografia liquida acoplada a espectroscopia de masas (LC-MS). Sin
embargo, en matrices complejas, como las aguas residuales, se requiere de LC-
MS/MS para la cuantificacion y la confirmacién inequivoca de los compuestos. La
LC-MS/MS adicional permite limites de deteccién en el rango de ng/L, lo que hace
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que su aplicacion en la deteccion de antibidticos presente en matrices ambientales
sea muy comun. Ademas, los detectores de masas mas sofisticados que los de
cuadrupolo simple; por ejemplo, de tiempo de vuelo (TOF, Time of Flight) o
cuadripolar se emplean con frecuencia en el andlisis multirresiduo, ya que ofrecen
mayor sensibilidad y selectividad (Pozo et al., 2006).

1.5. Efectos toxicos de antibidticos en organismos acuaticos

Los antibidticos se usan especialmente para combatir bacterias patégenas.
Sin embargo, en el ambiente los organismos no objetivo estédn inevitablemente
expuestos a sus residuos y subproductos. Los productores primarios y los
descomponedores, que son esenciales para el funcionamiento sostenible de los
ecosistemas, pueden ser vulnerables a los antibiéticos. En consecuencia, estos
farmacos y sus subproductos pueden alterar los procesos vitales del ecosistema
acuatico. Estos potenciales efectos ecotoxicolégicos son dificiles de predecir,
especialmente en matrices complejas. La ecotoxicidad aguda o crénica de los
antibidticos y sus subproductos se ha evaluado mediante ensayos de ecotoxicidad
estdndar en organismos de diferentes niveles tréficos, como bacterias, algas,
invertebrados y peces (Carvalho & Santos, 2016).

Lanzky & Halting-Serensen (1997) probaron la toxicidad aguda del
metronidazol en organismos de agua dulce y marinos (las algas verdes Chlorella y
Selenastrum capricornutum, el copépodo Acartia tonsa y el pez cebra Brachydanio
rerio). Las pruebas mostraron efecto sobre Chlorella'y S. capricornutum, pero no se
observé efecto letal agudo en los organismos acuaticos A. tonsa y B. rerio.
Reportaron valores de concentracién efectiva media (CEso) para este farmaco de
12.5 mg/L y 40.4 mg/L sobre Chlorella y S. capricornutum, respectivamente. El
estudio demostré el potencial ecotéxico del metronidazol.

Isidori et al. (2005) investigaron la ecotoxicidad de seis antibidticos
(eritromicina, oxitetraciclina, sulfametoxazol, ofloxacina, lincomicina y claritromicina)
en organismos acuaticos. Realizaron bioensayos sobre bacterias, algas, rotiferos,
microcrustaceos y peces (Vibrio fischeri, Brachionus calyciflorus, Thamnocephalus
platyurus, Daphnia magna, Ceriodaphnia dubia y Danio rerio) para evaluar la
toxicidad aguda y crénica. Los resultados ecotoxicolégicos mostraron que la
toxicidad aguda era del orden de mg/L, mientras que para los datos crénicos, los
antibidticos eran bioactivos en concentraciones del orden de pg/L, principalmente
para las algas. Los farmacos investigados fueron de uno o dos érdenes de magnitud
menos activos contra los rotiferos y crustdceos. La ofloxacina fue el Unico
compuesto genotoxico y el sulfametoxazol, la ofloxacina y la lincomicina fueron
mutagénicos. En cuanto al riesgo ambiental, se descubrié que los macrélidos son
los méas dafinos para el ambiente acuatico.
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Park & Choi (2008) evaluaron once antibidticos de uso comun (sulfonamidas,
tetraciclinas, aminoglucésidos, fluoroquinolonas y b-lactdmicos), utilizando
organismos de prueba estandar (V. fischeri, D. magna, Moina macrocopa y Oryzias
latipes). Entre los antibiéticos analizados en el ensayo agudo, la neomicina fue la
mas toxica, seguida del trimetoprim, el sulfametoxazol y el enrofloxacino. La
sulfametazina, la oxitetraciclina, la clortetraciclina, la sulfadimetoxina y el sulfatiazol
tuvieron una toxicidad intermedia, mientras que la ampicilina y la amoxicilina fueron
menos toxicas para los organismos de prueba. En el ensayo crénico, la neomicina
afecto la reproduccién y la supervivencia adulta de D. magna y M. macrocopa con
niveles bajos de exposicion a mg/L. Ellos concluyeron que se requieren mas
estudios que incluyan monitoreo y estudios toxicolégicos detallados para evaluar el
riesgo ecoldgico potencial de estos antibidticos veterinarios de uso frecuente.

van der Grinten et al. (2010) compararon la sensibilidad de algas,
cianobacterias y bioensayos bacterianos a diferentes clases de antibidticos en un
intervalo de concentraciones de 0.1 mg/L a 10 mg/L. En este estudio, no se
observaron efectos para ninguno de los compuestos de prueba. Para trimetoprim,
sulfametoxazol y estreptomicina, las cianobacterias eran méas vulnerables que las
algas verdes cuando se utilizaba la eficiencia fotosintética como punto final.

Li et al. (2014) encontraron que el difloxacino y el moxifloxacino exhibieron
un notable efecto téxico sobre la fotobacteria V. fischeri entre las 21 quinolonas
analizadas, con un 20% de concentraciones inhibitorias para la eliminaciéon de
luminiscencia (CLlx) de 19 y 23 pmol/L. Aunque las quinolonas mostraron una
toxicidad aguda limitada para V. fischeri, se detectd una elevaciéon de la toxicidad
después de su cloracién. Por lo tanto, el tratamiento de desinfeccién por cloracién
del agua que contiene quinolonas deberia ser una preocupacion.

Ebert et al. (2011) investigaron el efecto de inhibicion del crecimiento por la
presencia de fluoroquinolonas (enrofloxacino y ciprofloxacino) en cuatro especies
acuaticas fotoautotrdfas: la microalga de agua dulce Desmodesmus subspicatus, la
cianobacteria Anabaena flosaquae, la macréfita monocotiledénea Lemna minory la
macroéfita dicotiledénea Myriophyllum spicatum. Ambos antibidticos, que actdan
inhibiendo la ADN girasa bacteriana, demostraron una alta toxicidad para A.
flosaquae y L. minory toxicidad moderada o leve para D. subspicatus y M. spicatum.
La cianobacteria fue la especie mas sensible con valores de CEso de 173y 10.2 mg/L
para enrofloxacino y ciprofloxacino, respectivamente.

Rico et al. (2014) evaluaron el impacto ecolégico del enrofloxacino en la
estructura y el funcionamiento de los ecosistemas de agua dulce tropicales. La
fluoroquinolona se aplicé a concentraciones ambientalmente relevantes (1, 10, 100 y
100 pg/L) durante 7 dias consecutivos en microcosmos externos de 600 litros. Los
resultados de este estudio sugieren que no es probable que las concentraciones
ambientalmente relevantes del antibidtico produzcan efectos téxicos directos o

81



indirectos sobre la ecologia de los microcosmos eutréficos tropicales de agua dulce
(macroinvertebrados, zooplancton, fitoplancton, perifiton y bacterias).

A su vez, Wagil et al. (2014) informaron del riesgo ambiental moderado para
el enrofloxacino, el norfloxacino y el ciprofloxacino, en funcién de su concentracién
de ocurrencia en dos rios en el norte de Polonia y evaluaron la ecotoxicidad de
estos antibidticos en cuatro especies diferentes de organismos acuaticos: bacterias
bioluminiscentes marinas (V. fischeri), algas verdes (Scenedesmus vacuolatus),
plantas (L. minor o lenteja de agua) y crustdceos (D. magna). Los resultados
obtenidos demostraron que L. minor es la especie mas sensible a los farmacos
investigados con CEso de 0.13 mg/L, 0.22 mg/L y 0.34 mg/L para norfloxacino,
enrofloxacino y ciprofloxacino, respectivamente.

Gonzélez-Pleiter et al. (2013) probaron la toxicidad de diferentes clases de
antibidticos: amoxicilina, eritromicina, levofloxacino, norfloxacino y tetraciclina; en
concentraciones entre 0.01 y 1500 mg/L, 0.001-10 mg/L, 0.01-200 mg/L, 0.01-100
mg/L y 0.01-100 mg/L, respectivamente en cianobacterias (Anabaena) y algas
verdes (Pseudokirchneriella subcapitata), tanto en aislamiento, como en diferentes
combinaciones. Los resultados sugieren que la eritromicina fue altamente toxica
para ambos organismos acuaticos. En la mayoria de los casos, los efectos nocivos
de los antibiéticos aumentaron cuando se combinaron con otros. Por lo tanto, los
autores demostraron que los antibiéticos pueden tener un efecto téxico en los
ecosistemas acuaticos cuando se mezclan con otras sustancias, incluso en
concentraciones mas bajas.

Oliveira et al. (2013) evaluaron los efectos subletales de la oxitetraciclina y la
amoxicilina en embriones y adultos del pez cebra (D. rerio). La amoxicilina causoé la
eclosion prematura y malformaciones (como edema y deformidades de la cola),
mientras que la oxitetraciclina causé el retraso en la eclosién de los embriones.
Ademés, ambos antibiéticos inhibieron la actividad de la enzima catalasa e
indujeron la actividad de la enzima glutation-S-transferasa en los adultos expuestos.
Sin embargo, sblo la oxitetraciclina indujo la actividad de la lactato deshidrogenasa,
lo que indica que estos antibiéticos son capaces de modificar la actividad enzimética
normal en peces.

Elizalde-Veldzquez et al. (2017) evaluaron el estrés oxidativo inducido por
amoxicilina en cerebro, branquias, higado y rifién de Cyprinus carpio. Las carpas
fueron expuestas a tres concentraciones diferentes de dicho farmaco (10 ng/L, 10
ug/L y 10 mg/L) durante 12, 24, 48, 72 y 96 h, y se midieron los siguientes
biomarcadores: grado de lipoperoxidacién, contenido de hidroperéxidos, contenido
de proteinas carboniladas y la actividad de las enzimas antioxidantes superéxido
dismutasa, catalasa y glutatién peroxidasa. Los resultados mostraron incrementos
significativos en el grado de lipoperoxidaciéon, el contenido de hidroperéxidos y de
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proteinas carboniladas en todos los érganos del estudio, particularmente en rifién,
asi como cambios significativos en la actividad de las enzimas antioxidantes.

2. Conclusiones

Los antibidticos son un grupo de farmacos ampliamente utilizados alrededor
del mundo, tanto en humanos como en animales y en actividades econémicas del
sector primario como ganaderia, acuacultura, agricultura y apicultura. Diversos
estudios han reportado la presencia de antibiéticos no sélo en efluentes de PTAR,
sino también en aguas superficiales y aguas subterraneas e incluso en el agua
potable. La informacién disponible sobre toxicidad ecolégica estad limitada a los
efectos letales agudos. Para organismos acuaticos, tales como bacterias, algas,
invertebrados y peces, la toxicidad aguda se observa generalmente a bajas
concentraciones. Aunque los datos de toxicidad aguda pueden ser utilizados para
predecir el dafio por exposicién a altas concentraciones, estos datos no pueden
reflejar las consecuencias de la exposiciéon ambiental real, la cual involucra
generalmente bajas concentraciones, pero exposiciones a largo plazo.

Los resultados reportados por diferentes autores en diversos paises permiten
afirmar que las concentraciones ambientales de antibiéticos son potencialmente
dafinas para la vida acuatica, produciendo efectos téxicos sobre las bacterias y las
algas, organismos que forman la base de los ecosistemas acuaticos.

La mayoria de los estudios realizados utilizaron un solo compuesto. Se sabe
que los antibiéticos de los mismos o diferentes grupos pueden tener un efecto
aditivo, por esta razén, el impacto de los antibiéticos en el ambiente se subestima.
La posibilidad de su biodegradacién en el ambiente actualmente no estd bien
estudiada. Ademas de que la presencia simultdnea de varios antibiéticos con otros
productos farmacéuticos y/o xenobidticos puede resultar en un efecto sinérgico.

A pesar de los avances en el andlisis quimico, el desarrollo y la optimizacién
de las metodologias para el andlisis de antibiéticos en muestras de agua ambiental,
continda siendo dificil y desafiante, debido principalmente a sus diversas
propiedades fisicoquimicas y bajas concentraciones (ng/L) en el ambiente, y a la
complejidad de las matrices ambientales acuosas.
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