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1. RESUMEN

Al medio ambiente receptor llegan un gran cumulo de re-
siduos de antibidticos de consumo humano que no se
encuentran incluidas en la legislacion actual de regula-
cion, pero que no por ello dejan de tener importancia ya
que son sustancias de produccion continua y uso de gran-
des cantidades que por tanto se estan vertiendo al medio
de forma continda. Una vez administrados y tras ser me-
tabolizados, se excretan en su mayor parte como el com-
puesto parental original y en menor porcentaje como me-
tabolitos. Estos residuos van a parar a través de las aguas
residuales urbanas a las Estaciones Depuradoras de
Aguas Residuales o EDARs, donde pueden persistir al
tratamiento en mayor o menor medida y por tanto alcanzar
el medio ambiente a través de la reutilizacion agraria de
los lodos. La cantidad de residuos de antimicrobianos va
a depender de la frecuencia y cantidad de su dosificacion
(pautas de consumo), el tipo de patron de excrecion del
compuesto original, de su metabolismo, la afinidad del
farmaco o sus metabolitos a ser absorbido por la materia
organica (propiedades fisico quimicas del principio activo)
y la capacidad de transformacion metabdlica de los mi-
croorganismos durante el tratamiento de las aguas resi-
duales o durante el almacenaje de las excretas animales.
Son sustancias que contintan siendo activas en el medio
produciendo efectos diversos en los organismos del medio
receptor (aguas superficiales, aguas profundas, suelo) a
través de exposiciones a largo plazo entre ellos la induc-
cion de resistencias en poblaciones bacterianas. El estu-
dio de su comportamiento ambiental y de su potencial
para producir efectos unicamente se encuentra regulado
por la legislacion vigente actualmente para la autorizacion
y registro de los medicamentos por las agencias europeas
del medicamento, que incluyen la obligacion de presentar
una evaluacion del riesgo ambiental de los medicamentos
previo a su autorizacion de venta y comercializacion. Por
esta causa, existe una necesidad de realizar estudios am-
bientales de monitorizacion de los residuos de medica-
mentos en diferentes compartimentos ambientales asi
como de realizar una valoracion de los diferentes efectos
que pueden llegar a producir, sopesando si las concentra-
ciones ambientales pueden suponer un riesgo de producir
efectos.

Palabras clave: medio ambiente, lodos, antibiodticos, resis-
tencias.

2. INTRODUCCION

Durante las ultimas décadas, los objetivos prioritarios den-
tro de la 1+D en materia de medio ambiente, se han enca-
minado casi exclusivamente al estudio de contaminantes
convencionales (p.e.: fitosanitarios) o contaminantes inclui-
dos en los listados de sustancias peligrosas prioritarias,
sustancias persistentes y/o altamente téxicos o carcinogé-
nicos. Sin embargo, la realidad es que al medio ambiente

receptor llegan un gran cumulo de sustancias quimicas de
origen antropogénico que no se encuentran incluidas en
la legislacion actual, pero que no por ello dejan de tener
importancia ya que son sustancias de produccion conti-
nua y uso de grandes cantidades que por tanto se estan
vertiendo al medio de forma continua. Estamos hablando
de las especialidades farmacéuticas, y concretamente del
grupo de los antimicrobianos. De un total de 200 antimi-
crobianos aprobados a nivel nacional, un 52% se destina
a consumo humano (uso terapéutico y profilactico, 10%
hospitalario y 90% de la comunidad) y un 48% para uso
veterinario (uso terapéutico y profilactico). Espana es uno
de los principales paises consumidores de antimicrobia-
nos de uso humano de la Union Europea, y el tercero
segun fuentes de la Red Europea de Vigilancia de Con-
sumo de Antimicrobianos (European Survillance of Antimi-
crobial Consumption). Ademas consume sobre todo, anti-
bidticos de amplio espectro que son los que tienen mayor
impacto en el desarrollo de resistencias.

Los antimicrobianos alcanzan el medio principalmente
a través de las aguas residuales. Otras rutas menos rele-
vantes incluyen el desecho descontrolado de los residuos
domésticos y hospitalarios de antimicrobianos no utiliza-
dos, o su vertido a través de los efluentes procedentes de
las industrias farmacéuticas (Kostich y Lazorchak, 2008).
En general, una vez administrados y tras ser metaboliza-
dos, se excretan en su mayor parte como el compuesto
parental original y en menor porcentaje como metabolitos
(Lienert y col., 2007). La cantidad de residuos de antimi-
crobianos en el efluente o en los lodos de depuradora va
a depender de la frecuencia y cantidad de su dosificacion,
el tipo de patron de excrecion del compuesto original, de
su metabolismo, la afinidad del farmaco o sus metabolitos
a ser absorbido por la materia organica y la capacidad de
transformacion metabodlica de los microorganismos del
medio o de las Estaciones Depuradoras de Aguas Resi-
duales (EDARs) (Kim y Aga, 2007).

Los efluentes y lodos ya procesados y con ellos los
residuos de antimicrobianos, pueden verter directamente
a los rios y contaminar las aguas superficiales y sus sedi-
mentos (Kimmerer, K. 2008), o bien reutilizarse con fines
agricolas pudiendo dispersarse en el medio ambiente y
alcanzar diferentes compartimentos ambientales (Kinney y
col., 2006; Kimmerer, K. 2008).

En los ultimos afos, la producciéon de lodos proceden-
tes de depuradora se ha incrementado un 41% en Espafia
como consecuencia de la aplicacion de la Directiva
91/271/EEC, habiéndose destinado el 66,7% de ellos a
usos agricolas en 2007 (MARM, 2009). Sin embargo, los
datos sobre monitorizacion ambiental existentes en nues-
tro pais son todavia muy escasos. La informacion existente
esta orientada hacia el seguimiento de niveles de los far-
macos de mayor consumo humano en efluentes de depu-
radora y aguas superficiales, tanto de concentraciones
(Mufioz y col., 2009), como de resistencias bacterianas
(Kammerer, 2004; Baquero y col., 2008). Asi mismo, deter-
minados grupos espafoles del CSIC han participado en el
proyecto europeo UE Knappe que trata de conocer y va-
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lorar su presencia en aguas. Estos estudios se centran en
la zona de Cataluna, donde se esta realizando la caracte-
rizacion de efluentes de depuradoras, el desarrollo de me-
joras de los métodos de deteccion y la aplicacion de nue-
vas tecnologias de depuracion para la eliminacion de
estos compuestos (Petrovic y col., 2007). Sin embargo, no
existen estudios avalados por cientificos espafioles que
realicen un seguimiento de estos residuos en los lodos, ni
de su impacto tras su reutilizacion en suelos agricolas.

Los datos en efluentes procedentes de depuradoras
muestran una gran heterogeneidad asociada a numerosos
factores como densidad de poblacion, pautas de con-
sumo, o tipo de sistema de tratamiento de las aguas resi-
duales (Kimmerer, 2008). Los antimicrobianos que se
detectan con mayor frecuencia en este tipo de efluentes y
en lodos urbanos son los macrolidos: 36-2054 ng/L en
efluentes y 32-195 ug/kg en lodos; las fluoroquinolonas:
27-167 ng/L en efluentes y 40-886 ug/kg en lodos vy; las
sulfonamidas: 12-860 ng/L en efluentes y 0-31 ug/kg en
lodos (Golet y col., 2002; Gobel y col., 2005; Xu y col.,
2007).

Los estudios de monitorizacién ambiental realizados
en las ultimas décadas, han demostrado que los antibioti-
cos son bastante ubicuos. Se han detectado en suelos
agricolas a concentraciones maximas de 500 ug/kg (Mar-
tinez-Carballo y col., 2007; Karci y Bacioglu, 2009). Sirva
como ejemplo el caso de las tetraciclinas, que han llegado
a alcanzar valores de 86 -118 mg tetraciclina/Kg y 4,6-7,3
mg clortetraciclina/Kg (Hamscher y col., 2002; Jacobsen y
col., 2004; Martinez Carballo y col., 2007; Hamscher y
Hartung, 2008).

Uno de los principales problemas que genera la expo-
sicion crénica a los antimicrobianos, es que podrian estar
induciendo la aparicién de resistencias, bien dentro del
propio sistema de tratamiento, bien una vez liberados en
el medio receptor, entre las poblaciones bacterianas de
origen humano o veterinario y las poblaciones naturales
del ecosistema (Rodriguez y col., 2006). De esta forma,
bacterias patdgenas o no, pueden servir como reservorios
de genes de resistencia y contribuir a la evolucion y dise-
minacion de estas resistencias en el medio acuatico. A
partir de aqui, las poblaciones bacterianas resistentes
puede transmitir genes responsables de la resistencia, fre-
cuentemente insertados en elementos moviles (plasmidos,
transposones e integrones), de manera individual o agru-
pados dentro de estas estructuras (multi-resistencias), a
otros microorganismos patdégenos 0 no, que estan com-
partiendo el mismo ambiente, de aqui a los animales y
alimentos y de estos al hombre, creandose asi una espiral
que en cada ciclo aumenta su peligrosidad (Kim y Aga,
2007).

Asi, se han encontrado bacterias resistentes a antimi-
crobianos en aguas superficiales (Watkinson y col., 2007)
y en suelo (Schmit y col., 2008), y se ha visto la relacion
existente entre las bacterias resistentes en rios y en efluen-
tes de EDARs (Watkinson y col., 2007). Finalmente, se han
descrito en la literatura casos y brotes de toxiinfeccion
alimentaria en los que el vehiculo de la intoxicacion ha

sido un alimento contaminado por aguas depuradas (Mu-
niesa y col., 2006). En la actualidad, los microorganismos
resistentes estan incluidos dentro de los principales pro-
blemas en salud publica (Mulvey and Simor, 2009).

Diferentes organismos internacionales han alertado
sobre el incremento en la aparicion de resistencias bacte-
rianas a antimicrobianos (FAO/OIE/WHO, 2003, 2004 y
2007) y se han puesto en marcha numerosas iniciativas en
los ultimos 10 anos, como la Red Europea de Vigilancia de
la Resistencia a los Antibidticos (EARSS), la creacion del
Laboratorio Central de Referencia para la Resistencia a los
Antimicrobianos (CRL-AR), el Grupo Cientifico Asesor en
Resistencias Antimicrobianas (SAGAM-EMEA) o el Grupo
de Trabajo sobre Resistencia Antimicrobiana (OIE, FAO,
OMS). A nivel nacional, cabe destacar la creacion de la
Red de Vigilancia Veterinaria de Resistencias a Antimicro-
bianos. Los ultimos avances en este campo han permitido
priorizar los antimicrobianos que se consideran criticos
para preservar la salud tanto de personas como de anima-
les (cefalosporinas, macrélidos, penicilinas, quinolonas y
aminoglucosidos), detectandose la necesidad de poner en
marcha medidas que permitan mitigar la diseminacion de
las resistencias frente a ellos y mantener asi su eficacia
terapéutica.

La vigilancia de la resistencia bacteriana se ha reali-
zado, en la mayoria de los casos, con microorganismos
aislados de muestras clinicas pero, sin embargo, es im-
portante estudiar también las bacterias aisladas de mues-
tras ambientales a fin de conocer su posible papel como
reservorio de genes codificadores de resistencia (Watkin-
son y col., 2007). El mecanismo de aparicion de resisten-
cias en el medio ambiente todavia no esta muy estudiado.
Recientemente se ha detectado, en rios contaminados con
quinolonas, la presencia de bacterias con genes que con-
fieren resistencia a las quinolonas (Cattoir et al., 2008).

3. OBJETO Y ALCANCE

El objetivo principal de este trabajo consiste en generar
informacion relativa a los niveles ambientales de residuos
de antibidticos y de resistencias bacterianas en lodos de
depuradora. Para ello: a) se establecen los niveles de emi-
sion en los lodos procedentes de estaciones depuradoras
de aguas residuales, como principal fuente emisora de
residuos de antimicrobianos utilizados en clinica humana
que alcanzan el medio ambiente de manera indirecta tras
su reutilizacion agraria; como b) se realiza una caracteri-
zacion del incremento o emergencia de resistencias en
poblaciones bacterianas de los lodos de EDARs.

4. METODOLOGIA

Seleccion de los antimicrobianos objeto de este
estudio

Los antimicrobianos seleccionados inicialmente para este
estudio lo fueron atendiendo a su grado de consumo en
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medicina humana; a su capacidad de resistir a los trata-
mientos de depuracion de las aguas residuales o persis-
tencia; y atendiendo al nivel de resistencia bacteriana que
presentan de acuerdo a los datos obtenidos por el grupo
del Servicio de Enterobacterias del Centro Nacional de
Microbiologia. Se seleccionaron inicialmente del grupo de
las tetraciclinas, la tetraciclina; del grupo de las sulfonami-
das, el sulfametoxazol; del grupo de las quinolonas, la ci-
profloxacina y del grupo de los beta-lactamicos, la amoxi-
cilina o en su defecto el acido clavulanico (el anillo beta
lactamico de la amoxicilina es facilmente hidrolizable
frente a beta lactamasas, y sin embargo el acido clavula-
nico es resistente a la accion de estas enzimas).

Identificacion y seleccion de los puntos de emision

Se han identificado como fuentes de emision, los lodos
procedentes de Estaciones Depuradoras de Aguas Resi-
duales (EDARSs). El area de estudio ha sido la CC AA de
Castilla y Ledn. Se han obtenido muestras de 2 EDARs: 1
EDAR disefiada para servir un nimero de e-h >15.000, y
una EDAR disefiada para servir un numero de e-h <15.000.
Las muestras se obtuvieron durante el mes de Julio de
2011.

Toma de Muestras

La planificacion y el desarrollo de los planes de muestreo
se realizd teniendo en cuenta la norma UNE EN de Cali-
dad del Agua: UNE-EN ISO 5667-13: 1998.

Caracterizacion de las muestras

Se ha realizado una caracterizacion fisico quimica de las
muestras obtenidas en funcion de los parametros fisico
quimicos y procedimientos descritos a continuacion: pH 'y
conductividad a 20°C mediante potenciometria de ion es-
pecifico (método ISO/DIS 11265), materia organica, hume-
dad y materia seca (Norma EN:12880:2000).

Preparacion de las muestras

Se han procesado siguiendo las recomendaciones indica-
das en el método “EPA 1694: Pharmaceuticals and perso-
nal care products in water, soil sediment, and biosolids by
HPLC/MS/MS” (EPA, 2007). Con la finalidad de realizar el
estudio de recuperacion del procedimiento empleado y
valorar el efecto de posibles interferencias debidas a la
elevada complejidad de la matriz de la muestra en la de-
teccion, identificacion y cuantificacion de cada antibidtico
se realizd un dopaje de una muestra conocida. Se dopo
una matriz de referencia similar en complejidad a los lodos
obtenidos con cada uno de los antibidticos objeto de es-
tudio (tetraciclina, ciprofloxacina y sulfametoxazol), a dife-
rentes concentraciones en progresion geomeétrica y selec-
cionadas en funcion del rango de concentracion esperada
en condiciones ambientales (0,25 — 20 mg/Kg). Se consi-
der6 como matriz de referencia un lodo de depuradora

procedente del centro investigacion donde se realizan
estos estudios.

Analisis Cromatografico

Se ha utilizado un Moédulo de Separaciones Alliance 2695
(Waters) con horno de columnas, inyector automatico y
espectrometro de masas 3100 MS (Waters). Se ha apli-
cado una cromatografia en fase reversa utilizando una
columna Gemini-NX C18 (5 um 110 150x4.6 mm) de Phe-
nomenex. 15 pL de volumen de inyeccion y una tempera-
tura en el horno de columnas de 40 +/- 5 °C. Las condi-
ciones cromatograficas utilizadas se han basado en el
método EPA 1694 (2007) para la separacion de los anti-
bioticos del grupo 1 (ciprofloxacina y sulfametoxazol) y 2
(tetraciclina).

Las condiciones del detector fueron las indicadas en
el método EPA. La identificacion de los antibidticos se ha
realizado en base a sus tiempos de retencion y en funcion
del iobn molecular. Los iones utilizados para la cuantifica-
cion y sus tiempos de retencion aparecen en la Tabla 2.

Tabla 1. Antibidticos en estudio, iones utilizados para su cuantifica-
cion y sus tiempos de retencion en la matriz utilizada.

m/z it
Tetraciclina 4452 13,75
Ciprofloxacina 332,2 15,14
Sulfametoxazol 2542 19,36

La calibracion del equipo para la cuantificacion de los
residuos se realizé mediante la realizacion de curvas de
calibracion para cada uno de los antibidticos en estudio
mediante el método de adiciones en matriz dopada, a di-
ferentes concentraciones en progresion geométrica y se-
leccionadas en funcién del rango de concentracion espe-
rada en condiciones ambientales (0,25 — 20 mg/KQg).

Screening genérico de resistencias / Caracterizacion
ampliada y entorno genético de resistencias

Se han analizado las mismas dos muestras de lodos del
objetivo anterior. Para ello, se prepard un homogeneizado
de los lodos cogiendo cinco puntos del mismo y prepa-
rando diluciones 1:10 y 1:100. Se sembraron 200 pL de
este homogeneizado en placas de MacConkey y Mac-
Conkey suplementado con antibiotico (acido nalidixico,
sulfonamidas, tetraciclina, y cloranfenicol). Antes de la lec-
tura de resultados se mantuvieron en incubacion a 37°C
durante 24h.

Para la identificacion de las colonias y dado que la
morfologia de las mismas era muy similar se optd por lle-
var a cabo la identificacion de una colonia de cada una de
las placas de MacConkey.

Se realizé una identificacion molecular basada en la
amplificacion y secuenciacion del ADN16S ribosomal em-
pleando los cebadores 11F (50-GTTTGATCMTGGCT-
CAG-30) y 1392R (50-ACGGGCGGTGTGTAC-30). La
reaccion de PCR se llevo a cabo en un volumen final de
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25 L utilizando el sistema Redy-To-Go de GE Healthcare,
5 pmol de cada primer y 5 yL de un hervido de la bacteria
que fue utilizado como ADN molde. La condiciones de
PCR fueron: 95 °C durante 5 min seguidos de 25 ciclos de
94 °C durante 30 seg, 58 °C durante 30 seg, y 72 °C du-
rante 50 seg. El ciclo final de extension fue de 7 min a 72
°C. Los productos de PCR fueron visualizados en un gel
de agarosa (1-%) y purificados. La secuenciacion se llevo
a cabo en un secuenciador ABI PRISM 377 DNA utilizando
el kit Tag Dye Deoxy Terminator cycle. Una vez obtenida
la secuencia se comprobo la identidad utilizando BLAST.

5. RESULTADOS

Caracterizacion general de las muestras

Se han obtenido los siguientes resultados en lo que se
refiere a la caracterizacion fisico quimica de las muestras
de lodos recibidas (Tabla 2).

Cuantificacion de residuos de antibioticos

Durante el desarrollo del proyecto se ha realizado una
puesta a punto y una optimizacion del procedimiento de
preparacion de muestras para cada antibiotico objeto de
estudio y para este tipo de matriz en concreto.

Se ha confirmado el efecto interferencia de la matriz
en este tipo de procedimiento que afecta principalmente
a la identificacion y a la cuantificacion de los compuestos
y a los tiempos de retencion, retrasandolos con respecto
al mismo compuesto en solucion patrén. No obstante, los
tiempos de retencion para cada uno de los antibidticos
cumplen los criterios de calidad del método EPA 1694,
que indica que las variaciones entre medidas deben estar
comprendidas en un rango de +/- 15 segundos. La pro-

porcién S/N en el punto de maximo nivel de pico para
cada compuesto cumplia el requisito de ser >/= 2,5 para
muestras establecidos en el método EPA 1694 (2007). La
cuantificacion de los antibidticos se ha realizado en base
al pico del ibn molecular para cada uno de los antibidticos
(Tabla 1).

Se confirmé también el efecto del procedimiento de
extraccion empleado en los porcentajes de recuperacion
de cada uno de los antibiodticos. Los porcentajes de recu-
peracion obtenidos se muestran en la Tabla 3.

Finalmente, la amoxicilina no se ha incluido en el es-
tudio, por la dificultad que entrana su rapida fotodegrada-
cién en el manejo de patrones y muestras y su rapida
degradacion en solucion debido a la hidrolisis de su anillo
beta lactamico. Hemos de recordar que este proyecto co-
subvencionado forma parte de un proyecto del plan nacio-
nal de tres afnos, por lo que se espera poder abarcar el
estudio de este antibidtico en los afnos proximos.

Se han obtenido rectas de calibrado para la tetraci-
clina, la ciprofloxacina y el sulfametoxazol con unos coefi-
cientes de regresion > 0,9989 en matriz dopada, lineales
en los rangos descritos en la Tabla 3 para cada antibio-
tico. En dicha tabla también se indican los Limites de De-
teccion y de Cuantificacion (mg/Kg) para el método anali-
tico empleado.

Todas las muestras analizadas presentaron niveles
por debajo del Limite de Deteccion del método analitico
utilizado en este estudio (Tabla 4).

Screening genérico de resistencias. Caracterizacion
ampliada y entorno genético de resistencias

A fin de una mayor comprension de estos objetivos se
describen de manera conjunta estos dos objetivos descri-
tos inicialmente en la metodologia por separado. Las acti-

Tabla 2. Resultados de los parametros fisico quimicos de los lodos analizados.

Materia Seca Humedad Sélidos Materia .
ARSI (%) Relativa (%) volatiles Organica o Celi eyt
Lodo 61 27,7 72,3 12,2% 43,9% 6,3 2,99 mS/cm
Lodo 62 15,8 84,2 9,6% 60,8% 7,6 1,491 mS/cm

Tabla 3. Resultados de las rectas de calibracion para cada antibiético, limites de deteccién, limites de cuantificacion y porcentajes de recu-

peracion para cada antibiotico.

ANTIBIOTICO LD (mg/Kg) LQ (mg/Kg) % Recuperacion
Tetraciclina 0,585 1,123 66
Sulfametoxazol 0,0033 0,011 100
Ciprofloxacina 0,567 1,888 85

Tabla 4. Resultados obtenidos tras el analisis de las muestras para cada uno de los antibidticos objeto de este estudio.

MUESTRA Tetraciclina (mg/Kg) Sulfametoxazol (mg/Kg) Ciprofloxacina (mg/Kg)
Lodo 61 < LD <LD < LD
Lodo 62 < LD < LD < LD
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vidades realizadas en este objetivo se han llevado a cabo
por la Unidad de Enterobacterias del Centro Nacional de
Microbiologia.

* Lodo 61: No se obtuvo crecimiento de ningun mi-

croorganismo.

 Lodo 62: Se obtuvo crecimiento de colonias homogé-

neas en las placas de Agar MacConckey con y sin
antibiético. A continuaciéon se llevé a cabo un re-
cuento de colonias por placa y la identificacion de las
bacterias obtenidas. Se indicara el recuento del ho-
mogeneizado sin diluir, dilucion 1:10 y dilucion 1:100.
— Recuento:
* Agar MacConkey: 956 colonias de morfologia
similar. 27 colonias de morfologia similar.
+ Agar MacConkey + Acido Nalidixico: 474 colo-
nias de morfologia similar.
* Agar MacConkey + sulfometoxazol: 736 colo-
nias de morfologia similar.
« Agar MacConkey + tetraciclina: 232 colonias de
morfologia similar.
» Agar MacConkey + cloranfenicol: 228 colonias
de morfologia similar.

Identificacion: dado que la morfologia de las colonias
era muy similar se opto por llevar a cabo la identificacion de
una colonia de cada una de las placas de MacConkey. Los
primeros resultados (colonias no fermentadoras de lactosa,
oxidasa positivas, catalasas positivas) nos indicaron que no
se trataba de bacterias de la familia Enterobacteriaceae por
lo que se llevd a cabo una identificacion molecular basada
en la amplificacion y secuenciacion del ADN16S ribosomal
empleando los cebadores 11F (50-GTTTGATCMTGGCT-
CAG-30) y 1392R (50-ACGGGCGGTGTGTAC-30).

La secuencia del ADN 16S ribosomal reveld que el
crecimiento que habiamos obtenido en todas las placas
correspondia a la bacteria Pseudomonas pseudoalcalige-
nes. Esta especie bacteriana forma parte de los biofilms
que se utilizan en los procesos biologicos de depuracion
de agua y su caracterizacion no forma parte de este pro-
yecto por lo que no se llevaron a cabo estudios posteriores.

6. DISCUSION

Los niveles presentes en los lodos considerados en este
estudio, se encuentran por debajo del limite de detecciéon
del método analitico empleado para cada uno de los anti-
bidticos en estudio.

Los tres antibioticos estudiados se encuentran referen-
ciados por su fuerte afinidad por los lodos, constituyén-
dose esta via como su principal ruta de eliminacion de las
aguas tratadas (Golet y col., 2002; Carballa y col., 2008;
Radjenovic y col., 2008). Por ello, la ausencia de residuos
de estos antibidticos podria ser debida a un descenso en
los niveles de consumo de antibioticos en medicina hu-
mana durante los meses estivales (Castiglioni y col., 2006,
Choi y col., 2008). Debemos recordar que las muestras
estudiadas se correspondian con lodos procedentes del
tratamiento de aguas residuales del mes de Julio.

El uso de antibioticos en Espafa tiene un marcado
caracter estacional presentando el maximo en los meses
invernales. La estacionalidad afecta fundamentalmente a
los antibidticos que se emplean para infecciones de las
vias respiratorias, como las penicilinas, cefalosporinas y
macrélidos (Lazaro Bengoa y col., 2010). En este estudio
no se ha podido confirmar este descenso en el caso con-
creto de la amoxicilina. La ausencia de tetraciclina y sul-
fametoxazol en los lodos, aunque no se trate de antibioti-
cos utilizados en clinica de vias respiratorias, podria
responder a la diferencia en el consumo. En el afio 2009,
el 62,6 % (12,3 DHD) del consumo de antibioticos se con-
centra en el subgrupo de las penicilinas (Lazaro-Bengoa
y col., 2010). Los subgrupos mas utilizados después de
las penicilinas son las quinolonas (12,2%), los macrolidos
(9,7%) vy las cefalosporinas (7,9%) (AEMPS, 2009). Por
principio activo, la amoxicilina + inhibidor de la beta lacta-
masa (acido clavulanico) se encuentra en primer lugar,
seguido por la ciprofloxacina y la claritromicina y por ul-
timo el sulfametoxazol (Figura 1).

Hasta el momento existen pocos estudios sobre la
ocurrencia de la presencia de residuos de antibioticos en
lodos procedentes de estaciones depuradoras de aguas
residuales. Los estudios de monitoring se han desarrollado
hasta el momento en los influentes y efluentes de EDARSs,
confirmando su ausencia o describiéndose sus niveles en
dichos efluentes. Sin embargo en muchas ocasiones el
hecho de que no se encuentren presentes en los efluen-
tes, no descarta que hayan sido eliminados, si no que se
encuentran en los lodos. Al nivel de conocimiento actual
se ha visto que en funcion de sus propiedades fisico qui-
micas, solubilidad, potencial de ionizacion, coeficiente de
distribucion octanol agua (K ,) y coeficiente de adsorcion
(K, pueden presentar una mayor o menor afinidad por la
materia organica, cationes, metales, etc. Y en funcién a su
vez de estas caracteristicas los residuos de los medica-
mentos se van a distribuir a lo largo de las lineas de trata-
miento de las estaciones depuradoras de aguas residua-
les bien en la linea de aguas o bien en la linea de lodos.

Dentro de los diferentes grupos de antibidticos, el grupo
de las fluoroguinolonas presenta por regla general una ele-
vada capacidad de adsorcion a los lodos, constituyéndose
esta via como su principal ruta de eliminacion de las aguas
tratadas (Golet y col., 2002). Se han detectado niveles de
fluoroquinolonas en lodos de 40-886 pg/kg, y en concreto,
la ciprofloxacina y la norfloxacina se han detectado a nive-
les de 1,4 — 3,1 mg/Kg peso seco. Las Fluoroquinolonas se
han identificado como contaminantes persistentes en suelos
tratados con lodos y sedimentos, por lo que radica su inte-
rés en estudios de monitorizacion (Golet y col., 2002). Los
estudios llevados a cabo tras la aplicacion de lodos en
campo demuestran que parecen acumularse en las capas
superficiales del suelo con una movilidad limitada y un re-
ducido potencial de alcanzar las capas freaticas.

Las tetraciclinas también se eliminan principalmente
de la linea de aguas, repartiéndose en mayor proporcion
en la linea de lodos, a los que presentan tendencia a ad-
herirse debido a su elevado coeficiente de adsorcion por
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Figura 1. Consumo de antibiodticos en Espafa en el 2009 con cargo al S.N.S. expresado en Dosis Diarias Definidas por 1000 habitantes y dia.

Fuente: AEMPS, 2009.

la materia organica y en concreto tienden a formar com-
plejos con los metales presentes en lodos (Kim y col.,
2005). Se han detectado niveles de tetraciclinas en lodos
de 86 -118 mq tetraciclina/Kg y 4,6-7,3 mg clortetraciclina/
Kg peso seco (Hamscher y col., 2002; Jacobsen y col.,
2004; Martinez Carballo y col., 2007).

Otros antibidticos como el sulfametoxazol, la trimeto-
prima y la claritromicina han sido reportados mas recien-
temente (Gobel y col., 2005) a concentraciones de 0,20
mg/Kg peso seco.

En el caso de las sulfonamidas se han llegado a de-
tectar a niveles comprendidos entre los 0 y los 31 pg/kg
en lodos (Golet y col., 2003; Gobel y col., 2005; Xu y col.,
2007), en otros estudios comparativos en los que se han
estudiado los niveles de sulfametoxazol en lodos en dife-
rente estado de tratamiento, los rangos van desde 88 mg/
Kg en lodos activados a niveles no detectados en lodos
digeridos (Lapen y col., 2008).

En el caso de los antibidticos beta-lactamicos, los nive-
les que se han detectado hacen referencia a residuos pre-
sentes en influentes y efluentes procedentes de EDARs, que
ademas se podrian considerar como reducidos (20-30ug/L)
si tenemos en cuenta que como vimos anteriormente son los
antibidticos de mayor consumo en medicina humana. Ade-
mas, resalta el hecho de la ausencia de referencias a este
tipo de antibidticos en los estudios publicados. Se desco-
noce si es por su corta vida media en el medio, por la hidré-
lisis del anillo beta-lactamico, o a las dificultades analiticas
que entrafa su deteccion (Kimmerer, 2008).

Los resultados obtenidos en los estudios de resisten-
cia han resultado negativos para las especies y grupos de
antibioticos incluidos en esta investigacion. Una de las
causas podria ser el tratamiento a temperaturas de 500°C
que sufren los lodos de depuradora para poder ser reuti-
lizados cumpliendo los criterios sanitarios referentes a mi-
croorganismos (RD 1310/90).

Unicamente, se encontré crecimiento de colonias
pertenecientes a la especie Pseudomonas pseudoalcali-
genes, especifica de los biofilms de los sistemas de tra-
tamiento de aguas residuales. Existen pocos trabajos
que reflexionen sobre el papel que puedan jugar estas
bacterias una vez alcanzan el medio ambiente sobre
todo sobre la resistencia a antibidticos y su dispersion.
La resistencia fenotipica a los antibioticos en bacterias
de biofilms seria positiva desde el punto de vista del
funcionamiento del sistema de tratamiento que directa-
mente podria en cierto modo proteger el medio receptor
de eventos selectivos causados por la liberacion de an-
tibidticos (Baquero y col., 2008). Lo que si es cierto es
que las diversas poblaciones bacterianas presentes en
los sistemas de tratamiento de aguas residuales (perte-
necientes a biofilms, y aquellas excretadas por nuestro
organismo) favorecen el intercambio genético entre po-
blaciones y la diseminacion de plasmidos, transposones
e integrones, hecho referenciado en trabajos de investi-
gacion en los que se ha recuperado plasmidos de multi-
rresistencia de amplio espectro en las aguas y lodos
procedentes de EDARs (Schluter y col., 2007).
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No obstante, hasta el momento no se ha podido pro-
bar que las concentraciones extremadamente reducidas
de antibidticos en el medio puedan o no puedan ejercer
una presion sobre las poblaciones bacterianas ambienta-
les ni sobre la dispersion de los genes de resistencia (Ba-
quero y col., 2008).

7. CONCLUSIONES

Los trabajos realizados durante el desarrollo del presente
proyecto de investigacion han permitido poner a punto y
mejorar en nuestras condiciones un procedimiento de pre-
paracion de muestras ambientales tan complejas como son
los lodos de depuradora para conseguir un objetivo con-
creto: detectar, identificar y cuantificar antibiéticos de con-
sumo humano presentes a niveles traza en matrices comple-
jas donde el efecto de interferencia de la propia matriz se ha
corroborado como elevado en numerosos estudios (McAr-
dell y col., 2006). Este hecho resulta muy relevante dentro
de este pequefio mundo cientifico en concreto, donde la
demanda de procedimientos de preparacion de muestra y
de método analiticos para este tipo de compuestos quimicos
fiables esta a la orden del dia. Vamos a entender por pe-
quefnio mundo cientifico, a grupos de investigacion de expe-
riencia ampliamente reconocida por sus publicaciones y a
grupos de trabajo de evaluacion de riesgo ambiental de
medicamentos de consumo humano y veterinario que se
enfrentan diariamente con el reto de conseguir una sensibi-
lidad en sus métodos y unos limites de deteccion y/o cuan-
tificacion que les permitan determinar las concentraciones
ambientales reales de los antibidticos en concreto y de los
medicamentos en general. Muchas veces son estos estu-
dios de campo los que pueden ayudar en la toma de deci-
sion por las instituciones publicas para valorar algo tan im-
portante como la autorizacion de comercializacion de un
medicamento atendiendo a su posible riesgo ambiental (Di-
rective 2001/83/EC,), ya que alli donde en la estimacion de
su riesgo (Doc. Ref. EMEA/CHMP/SWP/4447/00) hay duda,
en muchas ocasiones se recomienda un estudio de campo
a llevar a cabo por la empresa farmacéutica.

Los resultados obtenidos, permiten incrementar la es-
casez de datos nacionales referentes a concentraciones
de antibidticos en lodos de depuradora.

Este estudio supone un paso innovador en el campo de
las resistencias bacterianas y en el de los residuos ambien-
tales de antibiodticos, pues es la primera vez que se intentan
relacionar ambos hechos vy rellenar un gap informativo alli
donde, como hemos visto anteriormente, lo habia.
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