UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS Y PECUARIAS
ESCUELA DE CIENCIAS VETERINARIAS

DISEMINACION DE ANTIBIOTICOS EN MATRICES
AMBIENTALES: IMPORTANCIA DE LA DETECCION Y
CUANTIFICACION DE OXITETRACICLINA Y 4-EPI-OTC EN

SUELOS AGRICOLAS

Lilibeth Ninoska Castillo Zambrano

Memoria para optar al Titulo Profesional de Médico Veterinario
Departamento de Medicina Preventiva

PROFESOR GUIA: DRA. JAVIERA CORNEJO KELLY
Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias, Universidad de Chile

PROYECTO COORDINADO DE LA INTERNATIONAL ATOMIC ENERGY AGENCY (D52041)

SANTIAGO, CHILE
2020



TABLA DE CONTENIDO

RESUDMEN ...t seesseesseesseesseeseesseesesssaessasssasssasssnessnessassseessnessnesseessanssanssnnssanssens 1
ABSTRACT ...ttt sttt st st st s st st st s s s e b s s s s s s b s b e b e b e sb e ssssssasssassanssnnssnns 2
INTRODUCCION..........cveereressssessssssssssssssssssssssssesssssssasssssssssssssesssssssesssssssassssssssssssssssssssassssssnans 3
REVISION BIBLIOGRAFICA ...........ccomviiemneeenssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassens 4
1.= INDUSTRIA PECUARIA ..ottt istssse sttt sttt sse st ss st s ettt s et s st se st nne 4
2.- EL SUELO, DESTINO DE LOS RESIDUOS ......vueiriireisrensseessssssssssesssssssesssssssesssssssessssesssssssesssssssesssssssesssns 5
3.- CONSECUENCIA DE LA DISEMINACION DE LOS ANTIBIOTICOS AL MEDIO AMBIENTE .....c.cevveveiviainanns 6
4.- OXITETRACICLINA, ANTIBIOTICO DE IMPORTANCIA CRITICA.....oviiveirririeieieieieissse s ssssssesssens 7
OBJETIVO GENERAL ...ttt sss s st ssss s st ssssssssss st sasssnsssssssssssnssns 9
OBIETIVOS ESPECIFICOS..........eicesessesesssssssassssssssssssess s ssssssass st sssssssssssssssssanns 9
MATERIALES Y METODOS .........ccoommrreeensssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssasasssssss 10
1. RECOPILACION DE INFORMACION......cooveveteteteteteteaeeeteeetetesesesesessassssesesesesesesesesesesessassesesesesesesesessssasassnsas 10
2. ANALISIS DE INFORMACION .....ctvviriieiniseeeeseseteesssessssssessssssessesesessssssssssesessssessssssesssssssssssesesssssssssssesassssesnns 11
3.- IMPLEMENTACION DEL METODO ANALITICO.....c.ciuitiuiiecieeeietetetetceeeeee sttt vt s s st eaess s s 11
RESULTADOS. ...ttt sssssas s s s s s s s s s as s as s as s st s ssssssssssasssssssssssanssasssasssasssssssasssans 14
1. OBJIETIVO ESPECIFICO 1 ..ottt sttt b b sss st sesesesnss 14
2. OBIJETIVO ESPECIFICO 2 ...ttt sttt sttt ns e 16
3. OBJIETIVO ESPECIFICO 3 ...oiiieiirieteteiiiissesesiete st sssss et sttt be st sss st et ese s s s s ssssssesesessnsns 19
DISCUSION .........oomreeteereeteeessssssessssssessssssssssssssesssssssesssssssesssssssssssssesssb s s s s s ssasessssasassssane 24
CONCLUSION ........cooreeveerseteeesssssssssssses st ssssssssssssesssssssass s sss s ssssessssssssssssssssssssssssssnnns 28
BIBLIOGRAFIA ..........ooomrieterceesssstees st sssssssssssssessssssssssssssesssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssassssans 30
AINEXOS ...ttt st st s s s e s s s s se st s s s n s as s s s b s ae e e sR s s e e s ae s s s s e neeRe s R s ssnnnans 37



RESUMEN

En la actualidad, los contaminantes emergentes de mayor impacto ambiental son los farmacos,
dentro los cuales se encuentran los antimicrobianos, siendo la oxitetraciclina (OTC) la mas
usada en medicina veterinaria. Esta es considerada "de importancia critica”, por su uso como
tratamiento para infecciones graves en animales. La OTC llega al ambiente por medio de las
heces excretadas al suelo agricola, las que son utilizadas cominmente como abono. Su
diseminacion puede afectar la eficacia de los antibidticos como tratamiento, modificar las
poblaciones bacterianas en el ambiente y microbiota de organismos, y favorecer la masificacion
de genes de resistencia.

En este estudio, se recopilan antecedentes bibliograficos sobre la diseminacion de
oxitetraciclina y su epimero en suelo. Ademas, se implement6 un método analitico que permitid
detectar y cuantificar estos compuestos. Los resultados obtenidos demuestran que es capaz de
extraer correctamente la OTC y su epimero, desde suelo, con caracteristicas de deteccion
lineales. Actualmente no existe un marco regulatorio eficaz de concentracion de OTC en suelo,
por lo que este trabajo es un inicio para el estabelecimiento de normas de utilizacion de

antimicrobianos y su correcta administracion.



ABSTRACT

At present, the emerging contaminants with the greatest environmental impact are drugs, among
which are antimicrobials, with oxytetracycline (OTC) being the most used in veterinary
medicine. This is considered "of critical importance”, for its use as a treatment for serious
infections in animals. OTC reaches the environment through faeces excreted to agricultural soil,
which are commonly used as fertilizer. Their dissemination can affect the efficacy of antibiotics
as treatment, modify bacterial populations in the environment and the microbiota of organisms,
and rising the massification of resistance genes.

In this study, bibliographic antecedents are compiled on the dissemination of oxytetracycline
and its epimer in soil. In addition, an analytical method was implemented that allowed the
detection and quantification of these compounds. The results obtained show that it is capable of
correctly extracting OTC and its epimer, from the ground, with linear detection characteristics.
Currently there is no effective legal regulations for the concentration of OTC in soil, so this
work is a beginning for the establishment of standards for the use of antimicrobials and their

correct administration.



INTRODUCCION

Durante décadas los contaminantes emergentes habian pasado inadvertidos en el medio
ambiente. Sin embargo, en la actualidad se han transformado en un tema de gran interés debido
al aumento de las concentraciones de estos, tanto en el ambiente como en los alimentos,
representando un riesgo para la salud publica. Actualmente los contaminantes emergentes de

mayor impacto son los farmacos, tanto de uso humano como veterinario.

En medicina veterinaria, los farmacos de mayor uso son los antimicrobianos, entre los cuales
encuentra la oxitetraciclina (OTC). Esta es considerada por la Organizaciéon Mundial de la
Salud (OMS) como "de importancia critica”, debido a su uso como un tratamiento alternativo
para infecciones graves en animales. Los residuos de OTC llegan al suelo por medio de las
heces, generando una presion selectiva sobre bacterias resistentes lo que sugiere un potencial
escenario para la salud publica, dado que no existe una regulacién a la eliminacion de residuos
de antibioticos en suelo. En la actualidad se busca estimar su persistencia en el ambiente, como

en aguas subterraneas o suelo, y asi determinar el potencial efecto sobre la salud humana.

El suelo, un factor de produccion esencial en el sector agropecuario, es considerado uno de los
compartimentos ambientales mas afectados, debido a la constante introduccion de antibidticos a
través de diferentes fuentes, como la excrecion directa del ganado al suelo por medio de las
heces o el uso de guano como fertilizante. Considerando esto, se hace necesario estudiar la

diseminacion de este antibiotico en matrices ambientales, como el suelo agricola.

El presente estudio se enfoca en reconocer la importancia de la presencia de esta molécula en
esta matriz ambiental, y la relevancia de poder detectarla y cuantificarla. Para esto, se realiz
una revisién bibliogréfica sobre el tema y se desarrollé un método analitico de cromatografia
liquida acoplado a espectrometria de masa (HPLC-MS / MS) capaz de detectar y cuantificar la
concentracion de OTC y su epimero, 4-epi-OTC en suelos agricola.



REVISION BIBLIOGRAFICA

1.- Industria Pecuaria

En la actualidad, la industria agropecuaria ha aumentado su produccion mundial debido a la
demanda de una poblacion humana en crecimiento. La FAO, en el 2018, menciond que la
produccién mundial anual de carne aumentd 1%, a 327 millones de toneladas (Mt), lo que
refleja un aumento principalmente en la produccién de carne de bovino, cerdo, y aves de corral.
Ademas, se prevé que esta crecera mas de 40 Mt en 2028, para llegar a casi 364 Mt (OCDE y
FAO, 2019). Debido al crecimiento de la industria pecuaria, ha aumentado el uso de farmacos
veterinarios, dentro de los cuales se encuentran principalmente los antibioticos. El dltimo
informe realizado por la OIE, que corresponde a la actualizacion del afio 2019, estimé que el
uso de antibioticos por kg de biomasa animal es de 144.39 mg para el afio 2015 y 153.02 mg
para el afio 2016, esto segun el andlisis y las estimaciones nacionales del nivel de datos
cubiertos para 2016. En este informe, indico que las cantidades notificadas de antimicrobianos
fueron 97,784 toneladas, lo cual corresponde a los datos entregados solo por 93 paises (OIE,
2019). Un estudio realizado por Van Boeckel et al., (2017) estim6 que para el 2030 el uso de
antibioticos en animales destinados a consumo se proyecta a 200.235 toneladas (Van Boeckel et
al., 2017).

Los antibidticos utilizados en aminales destinados a consumo humanos se administran
principalmente para tratar y prevenir enfermedades, los cuales son excretados a través de la
orina o las heces en su estado original o como metabolito activo, los que finalmente terminan en
abono usado como fuente de materia organica para mejorar la calidad del suelo (Kumar et al.,
2005; Ji et al., 2012, Quaik et al., 2020).

Para monitorear y controlar la presencia de residuos de medicamentos en los alimentos se han
determinado limites maximos de residuos (LMR) en los productos alimenticios con la finalidad
de evitar el impacto negativo en la salud humana (CE, 2009a; Berendsen et al., 2011; Codex
Alimentarius 2017). Sin embargo, en el caso de los subproductos de la produccion animal, como

las heces, no existen LMR establecidos, pues no son considerados alimento, por lo que no se
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controla la presencia y persistencia de antibioticos en estas matrices (Berendsen et al., 2015;
Berendsen et al., 2018).

2.- El Suelo, destino de los residuos

El suelo posee numerosas funciones ambientales, socioeconémicas y culturales, las cuales son
sefialadas por la Comision Europea (CE, 2002a), en su documento denominado “Estrategia
tematica para la proteccion del suelo”. Este define las principales funciones del suelo, como
fuente de alimentos, factor para la proteccidn del agua, fuente de materias primas, entre otros
(CE, 2002a).

El suelo es un recurso practicamente no renovable, con una cinética de degradacion
relativamente rapida, y tasas de formacion y regeneracion extremadamente lentas. Tiene una
gran capacidad de almacenamiento y amortiguacién, debido en gran parte a su contenido en
materia organica. Dicha capacidad esta relacionada tanto con el agua, los minerales y los gases
como con un gran numero de contaminantes quimicos (Pro, 2016). Algunos de estos
contaminantes quimicos, como los antibidticos de uso veterinario, ingresan al suelo
principalmente a traves de excrementos animales (Heuer et al., 2011; Ji et al., 2012; Chen,
2014). Una vez que un medicamento llega al suelo, puede dividirse entre las particulas del
suelo, transportarse a las aguas superficiales, lixiviar a las aguas subterraneas, o degradarse
(Boxall, 2008) o incluso podria ser absorbido por las plantas, dependiendo de las propiedades
fisicoquimicas de estos farmacos, asi como de las propiedades del suelo (Pan y Chu, 2017).
Esto dltimo fue confirmado por un estudio realizado en los Paises Bajos, el cual revel6 la
presencia de antibioticos en el suelo y su traspaso a los alimentos, como verduras y cereales, lo
que podria ser un riesgo para personas alérgicas a ciertos antibidticos, ademas de generar una
mayor resistencia bacteriana a los antimicrobianos (Kumar et al., 2005; Boxall et al., 2002

citado por Wang y Wang, 2015).

La situacion actual, ha generado una emergente preocupacion por los recursos no renovables,
como es el caso del suelo. Diferentes estudios dirigidos a monitorear la presencia de antibidticos
en el ambiente han encontrado concentraciones significativas de residuos de antibidticos en

diferentes compartimentos como suelo y agua (Martinez-Carballo et al., 2007; Hou et al.,
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2015). En el caso particular de las explotaciones ganaderas que producen grandes cantidades de
heces animal y / o purines, que posteriormente son aplicados a los suelos agricolas, se ha
detectado tetraciclinas en diferentes concentraciones (Boxall, 2008; Pro, 2016). Por ejemplo,
Martinez-Carballo et al., (2007) detectd altas concentraciones de tetraciclinas, clortetraciclinas

y oxitetraciclinas (3,3, 6,4 y 3,4 ug/kg; respectivamente) en suelos agricolas.

3.- Consecuencia de la diseminacién de los antibioticos al medio ambiente

Los antibidticos son una de las clases de agentes farmacologicos més utilizados en la medicina,
y debido a que pueden desafiar a las poblaciones microbianas ambientales, interfiriendo con el
funcionamiento del microsistema deben ser considerados como contaminantes importantes (Lin
et al., 2016; Lukaszewicz et al., 2018). La literatura sefiala que los residuos de antibi6ticos a
través de las deyecciones o deposiciones, genera una presion selectiva sobre bacterias
contribuyendo a la proliferacién de bacterias resistentes (Heuer et al., 2011; Ji et al., 2012;
Fletcher, 2015; Beyene 2016; Van Boeckel et al., 2017; Manyi-Loh et al., 2018). Las
concentraciones residuales de antibioticos en los suelos suelen ser bajas en la mayoria de las
marices ambientales, pero incluso esas bajas concentraciones pueden desencadenar respuestas
bacterianas especificas, alterando la flora y fauna del suelo (Aga et al., 2016; Armalyte et al.,
2019). La comunidad bacteriana del suelo alterada se distribuye principalmente dentro de los
phyla Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes, Bacterioidetes, Armatinonadetes,
Planctomycetes y Chloroflexi (Lin et al., 2016).

Muchos estudios han indicado que la OTC es un antibidtico residual comdn en suelos
fertilizado con estiércol, lo cual provoca la acumulacion de este antibiotico en los tejidos
corporales de los invertebrados del suelo. Esto puede afectar el funcionamiento del ciclo del
nitrégeno del suelo y la descomposicion de la materia organica (MA et al., 2019). Ademas, esta
comprobado que la disponibilidad de la OTC, genera una presion selectiva sobre las bacterias
contribuyendo a la proliferacion de bacterias resistentes en el intestino de invertebrados como
los gusanos blancos, propagando los genes de resistencia por excrecion y, por lo tanto, puede
transferirse a otra fauna del suelo, como la lombriz de tierra, al ingerir tierra, y puede

transmitirse a las verduras o plantas a traves de la ingesta de nutrientes del suelo, provocando
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finalmente, un dafio en la salud humana a través de las cadenas alimentarias (MA et al., 2019).
Pro (2016) sefiala que “La consecuencia mas clara de la liberacion de los antibidticos al medio
ambiente es seleccionar bacterias resistentes a antibioticos”. Por otra, parte la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), sefiala que el mayor problema no es la resistencia bacteriana en si,
si no que la pérdida de la eficacia de los tratamientos antibioticos, tanto en animales, como en
personas (OMS, 2014).

4.- Oxitetraciclina, antibiético de importancia critica

La oxitetraciclina (OTC), de la familia de la tetraciclina (TC), inhibe bacterias Gram positivas y
Gram negativas (Lukaszewicz et al., 2018). La amplia gama de sus aplicaciones, el tipo de
enfermedad y la variedad de especies de animales que trata, convierten a este agente en un
insumo sumamente importantes para la medicina (Chen, 2013; OIE, 2018). Por este motivo
grandes organizaciones a nivel mundial (FAO/OMS/OIE) la han categorizado como
"antimicrobiano de importancia elevada” para la salud humana, y “antibidtico de importancia

critica” para los tratamientos veterinarios (FAO, 2011; OIE, 2018).

Este antibiotico, dado su extenso uso, se ha detectado en diferentes compartimientos ecoldgicos,
entre ellos el suelo (Boxall, 2008; Ok et al., 2011; Daghrir y Drogui, 2013). Un estudio
realizado en Dinamarca sefiala que la familia de las TC posee tasas de adsorcidn (retencion)
méas altos que otros compuestos farmacéuticos, dentro de los cuales, la OTC es la mas
persistente (Rabglle, 2000 citado por Wang y Wang, 2015).

Dado el grado de persistencia en suelo de la OTC y su amplia utilizacion en animales
productivos, es importante determinar la magnitud de la diseminacion de los residuos de este
antibiotico. Slanaa y Dolencbh (2013), en “Environmental Risk Assessment of antimicrobials
applied in veterinary medicine—A field study and laboratory approach”, estudiaron la cinética
de la OTC, y descubrieron que, en el compostaje, la OTC se degradd en un 92%, mientras que
su epimero, 4epiOTC, se degradd en un 50% durante el mismo periodo de tiempo. Lo que
sefiala una mayor persistencia en el ambiente. Por este motivo, también, es necesario detectar y
analizar en conjunto con su epimero, 4-epi-OTC, ya que, si bien la OTC se excreta

practicamente en su forma original, un 10% es metabolizado y excretado como 4epiOTC
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(Slanaa y Dolench, 2013). Ademaés, es utilizado como marcador de residuos (Anadon y

Martinez-Larrafiaga, 2012).

Teniendo en cuenta toda la informacion sefialada, el objetivo principal de este estudio es
implementar un método capaz de detectar y cuantificar simultaneamente la concentracion de

OTC y 4-epi-OTC en suelo agricola.



OBJETIVO GENERAL

Estudiar la diseminacion de oxitetraciclina y 4-epi-otc en suelos agricolas y la relevancia de
poder detectar y cuantificar estos compuestos en esta matriz.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1.- Identificar el impacto y la diseminacion de los antibidticos de las familias de las

tetraciclinas como contaminantes ambientales en suelo agricola.

2.- Reconocer la importancia de contar con metodologias analiticas para detectar y

cuantificar tetraciclinas en suelo agricola.

3.- Implementar una metodologia analitica para detectar oxitetraciclina y 4-epi-otc en suelo

agricola y proyectar sus potenciales en la gestion de impacto ambiental de la produccion animal.



MATERIALES Y METODOS

1. Recopilacion de Informacion

Mediante la revision bibliografica y posterior busqueda se reine el material pertinente a los
antibioticos como contaminantes emergentes, impacto de los residuos de tetraciclinas en el
suelo agricola, y la importancia de contar con una metodologia analitica para detectar
tetraciclinas en el suelo. Luego de conocer toda la informacion sefialada se procede a
implementar un método analitico capaz de detectar y cuantificar la concentracién de OTC vy 4-
epi-OTC en suelo agricola.

1.1.- Fuentes de informacion

Se utilizaron repositorios locales como la biblioteca virtual de la Universidad de Chile,
accediendo a través de ella a bases de datos internacionales como ISI — Web of Knowledge,
Science Direct, y Wiley. También se utilizd el recurso online de ResearchGate y Google
Scholar. Dentro de la informacion de organizaciones internacionales como OMS, OIE y FAO,

se utilizaron sus propios dominios para realizar busquedas de documentos oficiales.

1.2.- Busqueda de informacién

Dentro de las palabras claves para este proyecto se utilizaron términos relevantes como: soil
pollutants, antibiotic residues, antibiotic residues in feces, tetracycline residues, oxytetracycline
in the soil, analytical methodologies, entre otros términos utilizados solos 0 en conjunto con

algunos de los términos indicados anteriormente para limitar los resultados de la busqueda.

1.3.- Criterios de elegibilidad

La busqueda de informacion se realizo en inglés, entendiendo que gran parte de la informacion
cientifica actualizada se encuentra en ese idioma. Las dudas respecto a traducciones de palabras
puntuales se hicieron mediante el traductor de WordReference en su dominio de Internet. Se
utilizaron articulos y libros actualizados, con informacion relevante para el proyecto, la cual se
analizo6 juzgando el titulo y el abstract de dichos articulos. Se excluyeron los documentos con
fecha anterior al afio 2015.
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Dentro de los documentos oficiales de organismos internacionales se realizé una busqueda en
inglés y espafiol ante la posibilidad de encontrar contenido de la region latina/hispanohablante

exclusivamente, de caracter relevante para este proyecto.

2. Anédlisis de Informacién

2.1.- Proceso de extraccion de datos

Posterior a la descarga de los documentos desde Internet, se cambiaron los nombres a los
archivos a su titulo de publicacion respectivo y luego se ordenaron de acuerdo al tipo (libro,
paper, documento oficial, entre otros) y tema (Residuos de productos farmacéuticos en el
ambiente, Toxicidad de los antibioticos, entre otros). Para lograr un analisis mas eficiente de los
documentos se procede a leer todo el articulo rescatando los datos relevantes y atingentes a los
objetivos de este estudio.

2.2.- Medidas de resumen y sintesis de resultados

Obtenida la informacion necesaria, se realiz6 una tabla resumen con todos los datos, esto
permitié manejar y combinar los resultados de los diferentes estudios de manera mas eficiente
identificando el impacto de los residuos de tetraciclinas en suelo agricola y reconocer la

importancia del método analitico.

3.- Implementacién del método analitico

El trabajo de implementacion del método analitico se realiz6 en el Laboratorio de Farmacologia
Veterinaria (FARMAVET) de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la
Universidad de Chile, acreditado bajo la norma ISO 17025.

Para la deteccién de OTC y su epimero, 4-epi-OTC en muestras de suelo se utilizd una
metodologia analitica para OTC por HPLC-MS/MS, la cual fue desarrollada en el laboratorio

basandose en las caracteristicas quimicas de la oxitetraciclina.
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3.1.- Procedencia de las muestras

Para la implementacion del método se utilizaron muestras de suelo agricola de la region central
obtenidas en las dependencias de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la
Universidad de Chile, las cuales fueron analizadas para verificar la oxitetraciclina.

3.2.- Soluciones estandar

Las soluciones estdndar para el analito (Dr Ehrenstorfer GmbH, Augsburg, Alemania, pureza
95,6%) se prepararon a una concentracion de 1,000 ng mL-1 disolviendo clorhidrato de

oxitetraciclina y 4-epi-oxitetraciclina en metanol.

Para el estandar interno (1S), se prepardé una solucién madre primaria a una concentracion de
1000 ng mL-1 disolviendo tetraciclina deuterada (TC-D6, Toronto Research Chemicals

Toronto, Canadé, pureza 80%) en metanol.

Se entiende por muestra en blanco aquella que contiene todos los componentes de la matriz
excepto el analito, por esta razon en este estudio a las muestras en blanco, no se les aplicé las
soluciones de trabajo de OTC y 4-epi-OTC, mientras que la solucién de trabajo TC-D6 se
agregd una concentracién de 25 ng mL-1. Todas estas soluciones se almacenaran a -80°C

durante todo el periodo de estudio.

3.3.- Solventes y reactivos

Para la extraccion, se prepar6 una solucion tampén de acido etilendiaminotetraacético (EDTA) -
Mcllvaine (pH 4 £ 0.1) mezclando 500 ml de solucién A (21 g de &cido citrico monohidrato en
1 litro de agua) con 280 ml de solucion B (35,6 g de fosfato disédico en 1 litro de agua), y luego

se agreg0 74,4 g de EDTA para completar la solucion.

Los disolventes de metanol, acetonitrilo y agua fueron de grado HPLC, mientras que el acido
citrico monohidrato, el fosfato disddico y los reactivos de &cido etilendiaminotetraacético

fueron de calidad analitica.
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3.4.- Procedimiento de Extraccién

Para la extraccion se estudiaron en paralelo dos procedimientos, los cuales fueron designados
como Método 1 (anexo 1) y Método 2 (anexo 2). El primero se basa en el andlisis realizado por
el autor Lukaszewicz et al. (2018), en su reciente estudio “A new approach for the extraction of
tetracyclines from soil matrices: application of the microwave-extraction technique”. Mientras
que el método 2 se basa en una investigacion realizada por Berendsen et al. (2015) en su estudio
“The analysis of animal faeces a tool to monitor antibiotic usage”. Los detalles de los métodos

estan incluidos como anexos en esta investigacion.
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RESULTADOS

1. Objetivo especifico 1

1.1.- Marco del estudio

El estudio se basa en 16 articulos publicados entre el afio 2015 y 2020. De la totalidad de los
articulos, 7 se centraron en la contaminacion de los residuos de los productos farmacéuticos en
el ambiente, siendo la principal matriz de estudio las heces generadas por la produccion animal
(Beek et al., 2016b; Zhang et al., 2016; Inyinbor, et al., 2018; Gros et al., 2019; Menz et al.,
2019; Ghirardini et al., 2020; Quaik et al., 2020). Por otra parte, los estudios dedicados a
verificar la toxicidad de los residuos de antibidticos en cultivos o en la microbiota del suelo
fueron 5, de los cuales 2 se dedicaron a estudiar exclusivamente a la Oxitetraciclina (CAO et
al., 2016; Qin et al., 2019). Los articulos restantes fueron investigaciones experimentales sobre
la absorcion de los antibioticos en el suelo o posibles soluciones para disminuir el impacto de

los residuos en el ambiente.

Articulos recopilados:

1) Ghirardini et al., 2020 9) Inyinbor, et al., 2018

2) Quaik et al., 2020 10)  Lukaszewicz et al., 2018
3) Menz et al., 2019 11) Klatte et al., 2017

4) Conde-Cid et al., 2019 12)  Zhangetal., 2016

5) Caoetal., 2016 13) Beeketal., 2016b

6) Gros et al., 2019 14)  Hussain et al., 2016

7) Qinetal., 2019 15)  Baileyetal., 2015

8) Goulas et al., 2018 16) Pany Chu, 2016
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1.2.- Sintesis de los resultados

Con la finalidad de relacionar y sintetizar los diferentes temas de los articulos recopilados, se
realizaron tablas que permiten cohesionar la informacion y mostrar un panorama de los puntos
abordados por estos estudios. En estas tablas se seleccionaron temas atingentes al estudio, y
mediante la lectura de los articulos se verifico si estos abordaban dichos temas. A continuacion,

se sefiala el tema y su descripcion respectiva.
Descripcion Referencias

Existe un aumento significativo en el
Beek et al., 2016; Klatte et al., 2017;

Lukaszewicz et al., 2018; Inyinbor,

et al., 2018; Qin et al., 2019; Menz

et al., 2019; Conde-Cid et al., 2019;
Quiaik et al., 2020.

consumo de productos farmacéuticos,
ANTIBIOTICOS EN principalmente de los antibioticos. Estos
EL AMBIENTE son una amenaza ambiental debido a la
acumulacion de sus residuos en los
distintos compartimentos.
FAMILIA DE LAS Las TC son consideras como uno de los Pan y Chu, 2016; Lukaszewicz et

TETRACICLINAS cinco antibidticos mas utilizados en al., 2018; Menz et al., 2019; Conde-
(TC) medicina y el més frecuente en medicina Cid et al., 2019; Quaik et al., 2020;
veterinaria. Ghirardini et al., 2020.

Tabla 1. Antibidticos.

Descripcion Referencias

Bailey et al., 2015; Hussain et al.,

Las TC son los antibi6ticos detectados con 2016; Zhang et al., 2016;
TETRACICLINA EN ) . )
mayor frecuencia en suelos fertilizados Lukaszewicz et al., 2018; Gros et
EL SUELO
con heces de animales. al., 2019; Menz et al., 2019; Conde-

Cid et al., 2019; Quiaik et al., 2020.

Estos autores detectaron Oxitetraciclinaen | Hussain et al., 2016; Zhang et al.,
OXITETRACICLINA ) )
el suelo, incluyendo algunos de ellos las 2016; Gros et al., 2019; Qin et al.,

EN SUELO ) B
cifras mas altas notificadas hasta la fecha. 20109.
o Lukaszewicz et al., 2018; Gros et
Las TC usadas en veterinaria se acumulan )
PERSISTENCIA EN . i ) al., 2019; Qin et al., 2019; Menz et
facilmente en el suelo agricola, siendo la )
EL SUELO al., 2019; Conde-Cid et al., 2019;

Oxitetraciclina el mas persistente. )
Quaik et al., 2020.

Tabla 2. Antibioticos en el suelo.
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Descripcion Referencias

Las TC se excretan principalmente como
o ) Pan y Chu, 2016; Beek et al., 2016;
el compuesto original, pero existe una

METABOLITOS » o o Zhang et al., 2016; Klatte et al.,
pequefia fraccion con actividad antibiotica -
ACTIVOS ) 2017; Menz et al., 2019; Ghirardini
y la capacidad de volver a transformarse al
o et al., 2020.
compuesto original.
Tabla 3. Metabolitos de los antibioticos.
Descripcion Referencias

Bailey et al., 2015; Zhang et al., 2016;

Estos autores concuerdan que los Klatte et al., 2017; Lukaszewicz et al.,

RESISTENCIA residuos de antibidticos en el suelo 2018; Inyinbor, et al., 2018; Goulas et

BACTERIANA facilitan la presencia de genes de al., 2018; Gros et al., 2019; CAO et al.,
resistencia a los antibioticos. 2016; Menz et al., 2019; Quaik et al.,

2020; Ghirardini et al., 2020.

Tabla 4. Resistencia a los antibioticos.

En estas tablas podemos corroborar que el aumento del consumo de antibi6ticos es un tema
bastante mencionado en la literatura, y el principal factor del aumento de los residuos de
antibidticos en los compartimentos ambientales. Dentro de estos antibidticos, 6 de los 16
articulos estudiados, mencionan que los antibiéticos de la familia de las tetraciclinas son los
mas usados, tanto en medicina humana como animal (Tabla 1). Por este motivo, y por su alta
persistencia en el suelo, las tetraciclinas, especificamente la Oxitetraciclina, son los antibidticos
mas detectados en los estudios realizados en el suelo agricola (Tabla 2). Ademas, varios autores
confirman la necesidad de estudiar estos antibi6ticos en conjunto con sus metabolitos, ya que
estas sustancias tienen actividad antimicrobiana, la cual también afecta la microbiota del suelo

facilitando la presencia de genes de resistencia (Tabla 3 y 4).

2. Objetivo especifico

Analisis de la informacién

La produccidn de antibiéticos ha ido incrementando, y que la cifra del uso anual de antibidticos

es de 100.000 a 200.000 toneladas a nivel mundial, siendo destinado dos tercios solo para uso
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veterinario (Conde-Cid et al., 2019; Menz et al., 2019, Quaik et al., 2020). Muchos de estos
antibioticos terminan siendo excretados por las heces en grandes concentraciones siendo una
amenaza para el ambiente. En este tema, resaltd un articulo con datos sobre la aparicion de los
productos farmacéuticos en heces de origen animal entre los afios 1980 y 2019. Los
contaminantes monitoreados fueron 145 compuestos quimicos, de los cuales 85 corresponden a
antibioticos, siendo la familia de las tetraciclinas el contaminante detectado con mayor
frecuencia en las heces de origen animal y en suelos fertilizados (Quaik et al., 2020; Ghirardini
et al., 2020), lo cual puede ser explicado por la Agencia Europea de Medicamentos (EMA),
quien mencion6 que los antibioticos mas persistentes en suelo estaban correlacionados con la
linea de consumo, siendo nuevamente la familia de las tetraciclinas el mas abundante (Figura

1), destacandose la oxitetraciclina y la clortetraciclina. (Conde-Cid et al., 2019; Quaik et al.,
2020; Ghirardini et al., 2020)

Others, 2.7%_ Fluoroquinolones, Trimethoprim, 1.6
2o 1.9% %
Pleuromutillins, 2. s ’
) , 8% | i
Lincosamindes, 3. 2338 gvice
5% > %
so2l[|/%7
Aminoglycosides, +||||p%
3.5% >$4 {
rod I
*y || 7|
Polymyxins, 6.6% 'J',
Tetracyclines, 334
: Q %
Macrolides, 7.5%_ N »

\

%

- \Penicillins, 25.5%

Figura 1. Consumo de antibidticos para animales productores de alimentos (Quaik et al., 2020)

Otro tema importante es la seguridad ambiental de los nuevos productos farmacéuticos

veterinarios, la cual se determina actualmente segin las directrices GL6 y GL38 de la

Conferencia Internacional de Armonizacion Veterinaria (VICH), que se resume en dos fases. La

Fase | estima la liberacidn total de la sustancia al ambiente. Si la concentracion ambiental en el

suelo excede los 100 pg kg !, se requiere una evaluacion mas detallada en la fase 1. La Fase Il

evalla la toxicidad microbiana mediante dos pruebas: una prueba de transformacion de
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nitrégeno (OECD TG 216) para evaluar los efectos sobre los microorganismos del suelo y una
prueba de inhibicion del crecimiento (OECD TG 201) para determinar los efectos sobre las
cianobacterias de agua dulce. Sin embargo, muchos medicamentos veterinarios que ya circulan
por el mercado nunca han sido reevaluados segun la presente directriz, por lo tanto, se
desconoce su efecto potencial en el ambiente (VICH, 2000; VICH, 2004; EMA et al., 2016;
Menz et al., 2019). Estudios recientes evaluaron la Tetraciclina y encontraron concentraciones
residuales en suelo agricola de 2.316 pg kg ! los dias de la fertilizacion y de 115 pg kg ~! cien
dias despues de la aplicacion. En China, el afio 2016, se encontré una concentracion de 8.400 pg
kg !, el nivel mas alto que se haya reportado para la oxitetraciclina en el suelo. Ademas,
calcularon que la degradacion media de las tetraciclinas corresponde a 50 afios en el suelo
(Zhang et al., 2016; Qin et al., 2019; Menz et al., 2019). Estos resultados, se deben a que los
antibidticos de la familia de las tetraciclinas poseen una alta tasa de excrecion, del 80 al 90%, v,
ademas, son altamente persistentes en las capas profundas del suelo (Quaik et al., 2020). Las
tetraciclinas poseen un alto porcentaje de adsorcion por sus fuertes interacciones con los
componentes del suelo, como la arcilla y la materia organica (Conde-Cid et al., 2019). En los
suelos agricolas el porcentaje de arcilla es alto, lo que hace que sea predisponente a una mayor
adsorcién. Por otra parte, la materia organica en los suelos agricolas no sobrepasa normalmente
el 4%, pero con la constante aplicacion de heces como fertilizantes los porcentajes de adsorcion

se elevan cercanos al 100% (Conde-Cid et al., 2019).

En la actualidad, existe un control en las tasas de aplicacién de fertilizantes organicos para
prevenir la contaminacién de los recursos hidricos, sin embargo, ninguna de las politicas
actuales aborda efectivamente la contaminacion por productos farmacéuticos (Gros et al.,
2019). Los antibidticos de la familia de las tetraciclinas como nuevos contaminantes emergentes
no estan cubiertos por los programas de monitoreo ambiental y no hay regulaciones sobre los
niveles de concentracion permisibles de estos compuestos en los ecosistemas naturales (Klatte
et al., 2017; Lukaszewicz et al., 2018). Los residuos de antibidticos, las bacterias y los genes
resistentes a los antibidticos se introducen en el ambiente mediante la aplicacion constante de
los desechos de los animales amenazando la eficacia de los antibiéticos (Goulas et al., 2018).

Como resultado de su amenaza para la salud publica, la Organizacion Mundial de la Salud
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(OMS) ha clasificado su propagacion como una de las tres amenazas méas graves para la salud
publica en el siglo XXI (Beek et al., 2016b; Klatte et al., 2017; Inyinbor, et al., 2018).

Considerando los antecedentes recopilados se puede observar la importancia de contar con una
metodologia analitica capaz de detectar y cuantificar los antibioticos pertenecientes a la familia
de las tetraciclinas.

3. Objetivo especifico 3

Implementacion del método analitico

La implementacién del método analitico se desarrolld en el Laboratorio de Farmacologia
Veterinaria (FARMAVET) de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la
Universidad de Chile, de acuerdo con las caracteristicas quimicas que posee la Oxitetraciclina,
escogiéndose solventes que permitieran su extraccion de manera adecuada y asi tener una

recuperacion aceptable.

4.1.- Metodologia de extraccion

Para la extraccion se estudiaron en paralelo dos procedimientos, el Método 1 basado en el
andlisis realizado por el autor Lukaszewicz et al. (2018), y el método 2 por Berendsen et al.
(2015). EI método 1 no dio resultados concluyentes (Figura 1 y 2), por lo que se procedié a
implementar el método 2 de la siguiente forma: Las muestras de suelo (1 £ 0.01 g) fueron
pesadas en tubos Falcon de 50 ml para ser fortificadas con el Estandar Interno de TC-D6, y
segun corresponda con OTC y 4-epi-OTC (Anexo 3). Estos se mezclaron con 2 ml de
Acetonitrilo (ACN) y 8 ml de 0.1 M EDTA: tampdn Mcllvaine (pH 4.0). Posteriormente fueron
agitadas en vortex por 10 segundos, sonicadas por 5 minutos a una potencia de 400 W y
centrifugadas por 10 minutos a 3.360 g. A continuacion, se filtrd el sobrenadante por lana de
vidrio en jeringas de 10 ml con filtro de jeringa millex de 0.2 um rescatando el filtrado en un
tubo Falcon limpio de 50 ml. Se presiond con el embolo para pasar la totalidad de la muestra y
diluir acondicionando con 13 ml de EDTA: tampon Mcllvaine. Las muestras fueron agitadas
por 2 minutos y centrifugadas por 10 minutos a 3.360 g. Luego se acondicionaron las columnas

de extraccién de fase solida (SPE) Oasis HLB (6cc) con 5 ml de metanol y 5 ml de agua MiliQ
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para cargar la muestra. Una vez eliminado el filtrado, se lavaron las columnas con 5 ml de agua
MiliQ y se secaron al vacio por 5 minutos. Las muestras fueron eluidas con 10 ml de metanol y
llevadas a sequedad bajo flujo de nitrégeno en bafio de agua entre 40 a 50 °C. Finalizado el
secado, se reconstituyeron con 500 uL de solucion metanol-agua grado HPLC (2:3), se agitaron
en vortex por 5 minutos, se sonicaron por 5 minutos y se centrifugaron a 3.360 g por 5 minutos,
posteriormente fueron trasladadas a un tubo de 1,5 ml para ser nuevamente centrifugadas por 10
minutos a 2.245 g y pasar rapidamente a un vial de vidrio mediante filtro de jeringa millex de

0.2 um.

4.2 .- Condiciones instrumentales

Las condiciones para el espectrometro de masas de triple cuadruplo, APl 5500° de Applied
Biosystems Sciex, para la deteccion de los analitos de interés, OTC y 4-epi-OTC, desde la

matriz suelo se detallan en el anexo 4.

4.3.- Analisis de los datos

Se detectaron cromatograficamente los analitos OTC y 4-epi-OTC, para determinar si el método
analitico implementado extrae de forma adecuada los analitos a partir de la matriz (suelo), se
determind su expresion cromatografica mediante las masas y tiempo de retencion especifico
para OTC y 4-epi-OTC (Tabla 5), que se realizd con el analito puro, un blanco y un control del
método 1 (Figura 1 y 2) y del método 2 (Figura 3 y 4). Las masas del EI TC-d6 se pueden

observar en la Tabla 6.

Analito lon Precursor lon Producto Tiempo de Retencion
426 _
Oxitetraciclina 461 11,66 min
381
426 _
4-Epi-Oxitetraciclina 461 281 7,13 min

Tabla 5. Masas de ion precursor, iones producto y tiempo de retencién promedio de Oxitetraciclina y 4-eioxieraciclina.
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Analito

Tetraciclina-d6

lon Precursor
451

lon Producto

160

Tiempo de Retencion

9,99 min

Tabla 6. Masa de ion precursor, ion producto y tiempo de retencion del estandar interno TC-d6.

Figura 1. Expresion cromatografica de Oxitetraciclina en la matriz de suelo segun el méetodo 1

de extraccion. (A) Inyeccion con OTC. (B) Muestra blanco. (C) Muestra control
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Figura 2. Expresion cromatogréfica de 4-epi-Oxitetraciclina en la matriz de suelo segun el

método 1 de extraccion. (A) Inyeccion con 4-epiOTC. (B) Muestra blanco. (C) Muestra control
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C) Muestra control
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Figura 3. Expresion cromatografica de Oxitetraciclina en la matriz de suelo segun el metodo 2

de extraccion. (A) Inyeccion con OTC. (B) Muestra blanco. (C) Muestra control
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Figura 4. Expresion cromatografica de 4-epi-Oxitetraciclina en la matriz de suelo segun el
método 2 de extraccion. (A) Inyeccion con 4-epiOTC. (B) Muestra blanco. (C) Muestra control
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C) Muestra control
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La linealidad del método (R2 > 0,95) se determind con una curva de calibracion fortificada a
cinco concentraciones: 25, 50, 75, 100 y 150 pg/kg, las cuales fueron extraidas mediante el

método 2 (Figura 5 y 6). Esto fue realizado bajo las condiciones cromatograficas descritas en el

anexo 4.

Figura 5. Curva de calibracion fortificada con Oxitetraciclina a cinco concentraciones.
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Figura 6. Curva de calibracion fortificada con 4-epi-OTC a cinco concentraciones.
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DISCUSION

De acuerdo con la informacion recopilada, se ha determinado que el crecimiento global de la
industria agropecuaria ha provocado un aumento en el uso de los farmacos veterinarios, dentro
de los cuales se encuentran principalmente los antibioticos (OCDE y FAO, 2019; OIE, 2019).
Autores sefialan que la produccion de antibidticos anual es de 100.000 a 200.000 toneladas a
nivel mundial, de los cuales, dos tercios son solo para uso veterinario (Conde-Cid et al., 2019;
Menz et al., 2019, Quaik et al., 2020). Cifra que esta subestimada, pues la OIE, en el afio 2019,
indic6 que las cantidades notificadas de antimicrobianos usados solamente en veterinaria fue de
97,784 toneladas.

Los antibidticos administrados a los animales destinados a consumo humano son metabolizados
y excretados a traves de la orina o las heces, con la finalidad de ser usados como abono para el
suelo (Kumar et al., 2005; Ji et al., 2012, Quaik et al., 2020). La aplicacion de los fertilizantes
al suelo tiene como objetivo mejorar la calidad de este, ya que también es un receptor de
variados contaminantes residuales, lo que hoy en dia ha sido gran motivo de estudio. Dentro de
los principales contaminantes residuales se encuentran los antibidticos (Heuer et al., 2011; Ji et
al., 2012; Chen, 2014: Pro, 2016). Este tema ha sido de gran interés a nivel mundial, por lo cual
hoy en dia, los nuevos productos farmacéuticos veterinarios deben ser evaluados para
determinar su seguridad ambiental, lo que no ha sido aplicado en muchos medicamentos
veterinarios que ya circulan por el mercado (VICH, 2000; VICH, 2004; EMA et al., 2016; Menz
et al., 2019). Por otra parte, los limites maximos de residuos (LMR) han sido establecidos con la
finalidad de evitar el impacto negativo en la salud humana (CE, 2009a; Berendsen et al., 2011;
Codex Alimentarius 2017). Sin embargo, no existen LMR para los subproductos de la
produccién animal, como las heces, ya que no son considerados alimento (Berendsen et al.,
2015; Berendsen et al., 2018). Por lo tanto, si bien, hay directrices que determinan las
concentraciones ambientales permitidas, aun no hay un marco regulatorio completo que asegure
la proteccion ambiental, humana y animal. Esto es confirmado por Gros et al., (2019), quien
sefiala que, ninguna de las politicas actuales aborda efectivamente la contaminacion por

productos farmaceuticos.
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Basados en la informacion recopilada en esta revision, se confirma que la familia de las
tetraciclinas son los antibi6ticos mas utilizados en medicina veterinaria, y por consecuencia es
el contaminante detectado con mayor frecuencia en suelos fertilizados (OIE, 2019; Quaik et al.,
2020; Ghirardini et al., 2020). Esto es afirmado por la Agencia Europea de Medicamentos
(EMA), quien mencionod que los antibidticos méas persistentes en suelo estaban correlacionados
con la linea de consumo, lo cual explica la alta frecuencia en la que es detectada la
oxitetraciclina (OTC) en suelo agricola (Boxall, 2008; FAO, 2011; Ok et al., 2011; Daghrir y
Drogui, 2013; OIE, 2018). Algunas de las concentraciones registradas en la literatura sobre
pasaron los limites establecidos por VICH (2000), en su informe “Environmental monitoring
study of selected veterinary antibiotics in animal manure and soils in Austria”, alcanzando
concentraciones de 2.316 pg kg —1 en suelos fertilizados, e incluso Ilegando a 8.400 pg kg —1
(Zhang et al., 2016; Qin et al., 2019; Menz et al., 2019).

Si bien, muchos autores sefialan que la consecuencia de la diseminacion desregulada de
antibidticos al medio ambiente, es la proliferacion de bacterias multiresistentes y la absorcion
de residuos por parte de verduras o plantas, la OMS insiste que el mayor problema es la pérdida
de la eficacia en los tratamientos con antibidticos, tanto en animales, como en personas (Heuer
et al., 2011; Ji et al., 2012; OMS, 2014, Fletcher, 2015; Beyene 2016; Pro, 2016; Van Boeckel
etal., 2017; Manyi-Loh et al., 2018).

Considerando los antecedentes recopilados, se puede observar y reconocer el impacto de la
diseminacion de los antibiéticos al ambiente y la necesidad de contar con metodologias
analiticas que detecten y cuantifiquen estos residuos. Para una revision futura, debe ser
necesario utilizar metodologias que aseguren la aleatoriedad de los estudios escogidos y su
representatividad, como la metodologia PRISMA (“Preferred Reporting Items for Systematic
Reviews and Meta-Analyses”, la que determina un flujo con una lista de pasos para el proceso

de seleccion de documentos en una revision sistematica o metaanalisis.

Los métodos analiticos para la deteccion de Oxitetraciclina descritos en esta memoria de titulo
fueron basados en las investigaciones de Lukaszewicz et al., (2018) y Berendsen et al., (2015),

quienes la implementaron en suelo y heces respectivamente. La investigacion descrita por
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Lukaszewicz et al., (2018), se centra en comparar distintas concentraciones de solventes y
reactivos para el proceso de extraccion y se escogid para el método 1, de este trabajo, aquellas
concentraciones donde se obtuvo mejores resultados por Lukaszewicz et al., (2018). El autor, en
este procedimiento, aplicé una técnica de extraccion asistida por microondas (MAE), la que
otorga una mayor solubilidad de los analitos en los solventes, la cual no se pudo implementar,
debido a que no se contaba con el instrumental descrito. Por otro lado, la investigacion realizada
por Berendsen et al. (2015), estudia varios compuestos, incluyendo la OTC. La diferencia
principal entre el método utilizado por este autor y el implementado en esta memoria, es la
cantidad de veces que se agita, sonica y centrifuga la muestra para aumentar la superficie de
contacto, ademas se decide filtrar dos veces méas que el original debido a la complejidad de la
matriz utilizada, en este caso suelo. Ambas metodologias se realizaron en el laboratorio
FARMAVET en paralelo, pero solo una mostrd resultados que permitieron implementar la

metodologia de forma exitosa.

El primer paso para el analisis fue inyectar 6 repeticiones del analito puro, y asi obtener el
tiempo de retencion para OTC y su epimero, de 11,66 min y 7,13 respectivamente. Esto permite
reconocer como se comporta el analito, y poder diferenciarlo de otras moléculas al momento de
evaluar las muestras de suelo. Las expresiones cromatogréaficas dispuestas en la figura 1 y 2,
muestran los resultados obtenidos por el método 1, donde la grafica A representa como se
comporta la OTC y su epimero, mientras que la muestra control, fortificada con 50 ng/g detect6
sefiales despreciables. Esto demuestra que el método 1 no extrae eficazmente la OTC y su
epimero. Por otra parte, la grafica de la muestra control del método 2 (figura 3 y 4), muestra
claramente el peak cromatografico de deteccién de OTC y 4epi-OTC. Por lo tanto, podemos
afirmar que el método 2 es capaz de extraer los analitos OTC y 4epi-OTC, desde la matriz

utilizada.

La curva de calibracion para determinar la linealidad del método fue realizada de acuerdo con
los siguientes intervalos de trabajo: 25, 50, 75, 100 y 150 pg/kg, con un R2 > 0,99 para OTC y
su epimero, superando el minimo establecido de 0,95 como criterio de aceptacion. EI modelo
matematico obtenido de las curvas de calibracion se condice con una regresion lineal, donde la

variable dependiente (y) corresponde al area ratio y la variable independiente (x) corresponde a
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la concentracion. Esto implica que la respuesta entregada por el espectrometro de masas (area
ratio), es directamente proporcional a la concentracion de analito detectada en la muestra

(Figura 5y 6). Esto fue realizado bajo las condiciones cromatograficas descritas en el anexo 4.
La implementacion de la metodologia analitica fue llevada a cabo segun los estandares de

calidad del laboratorio FARMAVET, el cual esta certificado bajo la norma ISO 17025, Of
2005.
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CONCLUSION

En base a una exhaustiva revision bibliografica y una metodica recopilacion de antecedentes, se
observa el presente aumento en el uso de farmacos veterinarios debido al crecimiento
exponencial de la industria agropecuaria. Si bien, la ultima actualizacion de datos notificada por
la OIE corresponde al afio 2019, esta cifra puede estar subestimada, debido a que la informacion
abarca datos recopilados entre el afio 2016 al 2018. Ademas, es importante destacar que, de un
total de 182 paises miembros de la OIE, s6lo 118 aportaron datos cuantitativos, por lo que,
aunque se desconoce la situacion actual global, se puede determinar claramente que desde el
2018 hasta la fecha existe un presente aumento en el nimero de animales destinados a consumo
humano, lo que producird un mayor uso en los farmacos veterinarios, especificamente, los

antibioticos de la familia de las tetraciclinas.

A pesar de que no existen datos suficientes para conocer la magnitud de la diseminacion de
estos residuos, si existe literatura capaz de evidenciar que esto representa un problema, pues
numerosos estudios han confirmado la presencia de tetraciclinas en suelo agricola. Por lo que
existe, la necesidad inmediata de contar con un marco regulatorio completo que monitoree y
controle las concentraciones residuales de antimicrobianos que estan siento acumuladas en las
diferentes matrices ambientales, siendo la mas importante el suelo. Como destacamos
anteriormente, el suelo es receptor de maltiples contaminantes quimicos por lo que se deteriora
con mayor rapidez, generando que su funcién agricola se vea perjudicada, afectando también la
industria pecuaria, e incluso toda la cadena productora de alimento.

La OTC es el antibiético mas usado en la industria pecuaria, y por lo tanto el mayor
contaminante residual en el suelo agricola. Las altas concentraciones residuales en suelo de la
Oxitetraciclina estan asociadas no solo a su linea de consumo, sino que también a la alta tasa de
excrecion que presenta este antibiotico, ademas la constante aplicacion de heces como
fertilizantes en suelo y su alta adsorcion a componentes del suelo. Considerando lo anterior,
comprobamos la importancia de implementar una metodologia analitica capaz de detectar y
cuantificar las tetraciclinas en suelo. En este trabajo se implement6 un método analitico capaz

de extraer correctamente los analitos, OTC y su epimero, de la matriz para ser posteriormente
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detectados. Ademas, los resultados obtenidos en la curva de calibracion demuestran que es un
procedimiento con caracteristicas de deteccion lineales, ya que supera el criterio de aceptacion
establecido. Por lo tanto, el siguiente paso para esta metodologia es hacer una validacion
completa, y asi poder usarse como metodo rutinario de laboratorio para andlisis de muestra y a

futuro, ser considerado como parte de un plan nacional de control de residuos en el ambiente.
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ANEXOS
Anexo 1. Metodologia analitica para extraccion basada en Lukaszewicz et al. 2018.

Metodologia analitica para extraccion de OTC y 4-epi-OTC en Suelo mediante
HPLC-MS/MS

Metodologia de extraccion:

1. Pesar 1 £ 0.01 g de Suelo en un tubo Falcon de 50 mL.

2. Fortificar todas las muestras con Estandar Interno Tetraciclina D6 (curvas y controles
positivos fortificar con estandar OTC y 4-epi-OTC).

3 Agregar 20 mL de ACN (acetonitrilo) y 10 ml 0,1 M EDTA: tampon Mcllvaine (pH 4,0).
4 Agitar en vortex por 30 segundos.

5. Sonicar por 10 minutos a una potencia de 400 W.

6 Centrifugar por 10 minutos a 3.360 g.

7 Filtrar todo el sobrenadante por lana de vidrio en jeringa de 10 mL con filtro de jeringa
millex de 0.2 um, rescatar el filtrado en un tubo falcon limpio de 50 mL. Pasar toda la muestra y
presionar con émbolo.

8. Centrifugar por 10 minutos a 3.360 g.

Q. Acondicionar columna de extraccion de fase solida (SPE) Oasis HLB (6cc) con 5 mL de
metanol y 5 mL de agua MiliQ.

10.  Cargar la muestra por la columna Oasis HLB y eliminar.

11. Lavar las columnas con 5 ml de agua.

12.  Secar al vacio por 5 minutos.

13.  Eluir con 10 ml de metanol

14, Llevar las muestras a sequedad bajo flujo de Nitrgeno en bafio de agua entre 40-50°C.
15. Reconstituir con 500 pL de solucién Metanol-Agua grado HPLC (9:1).

16.  Agitar en Vortex por 5 minutos

17. Sonicar por 5 minutos y centrifugar por 5 minutos a 3.360 g.

18. Pasar a tubo eppendorf de 1,5 mL

19.  Centrifugar por 10 min a 2.245 g.

20. Pasar a vial vidrio mediante filtro de jeringa millex de 0.2 pum (rotulado con analito, matriz y

muestra).
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Anexo 2. Metodologia analitica para extraccion basada en Berendsen et al. 2015.

Metodologia analitica para extraccion de OTC y 4-epi-OTC en Suelo mediante

HPLC-MS/MS
Metodologia de extraccion:
1. Pesar 1 £ 0.01 g de Suelo en un tubo Falcon de 50 mL.
2. Fortificar todas las muestras con Estandar Interno Tetraciclina D6 (curvas y controles positivos

fortificar con estandar OTC y 4-epi-OTC).

3 Agregar 8 mL 0,1 M EDTA: tampén Mcllvaine (pH 4,0) y 2 mL de ACN (acetonitrilo).

4. Agitar en vortex por 10 minutos.

5 Sonicar por 5 minutos a una potencia de 400 W.

6 Centrifugar por 10 minutos a 3.360 g.

7. Filtrar todo el sobrenadante por lana de vidrio en jeringa de 10 mL con filtro de jeringa millex de
0.2 pm, rescatar el filtrado en un tubo Falcon limpio de 50 mL. Pasar toda la muestra y presionar con
émbolo. Diluir con 13 mL de tampdén EDTA:Mcllvaine

8. agitar en vortex por 2 minutos y centrifugar por 10 minutos a 3.360 g.

9. Acondicionar columna de extraccion de fase solida (SPE) Oasis HLB (6cc) con 5 mL de metanol
y 5 mL de agua MiliQ.

10. Cargar la muestra por la columna Oasis HLB y eliminar.

11. Lavar las columnas con 5 ml de agua.

12. Secar al vacio por 5 minutos.

13. Eluir con 10 ml de metanol

14, Llevar las muestras a sequedad bajo flujo de Nitrégeno en bafio de agua entre 40-50°C.

15. Reconstituir con 500 L de solucién Metanol-Agua grado HPLC (2:3).
16. Agitar en Vortex por 5 minutos

17. Sonicar por 5 minutos y centrifugar por 5 minutos a 3.360 g.

18. Pasar a tubo eppendorf de 1,5 m

19. Centrifugar por 10 min a 2.245 g.

20. Pasar a vial vidrio mediante filtro de jeringa millex de 0.2 um

(rotulado con analito, matriz y muestra).
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Anexo 3. Carta de fortificacion

PREPARACION SOLUCION INTERMEDIA
ANALITOS  S.S (ug/ml) (ppm) VOL. FINAL (mL)  ALICUOTA (mL)  CONC. FINAL S.I (ug/g) (ppm)

0,05 SS
oTC TOMAR 50 pl de
. 1000 50 . 1
4-epi-OTC cada estandarS.Sy

aforar en 50 ml con
Metanol grado HPLC

FORTIFICACION CURVA DE CALIBRACION
ANALITOS  S.I(ng/ml) (ppb) PESAJE MATRIZ (g) ALICUOTA (ul) CONC. FINAL (ng/g)

25 25
50 50
OTC; 4-epi-OTC 1000 1 75 75
100 100
150 150

PREPARACION ESTANDAR INTERNO

ANALITOS  S.S (ug/ml) (ppm)  VOL. FINAL (mL) ALICUOTA (mL) CONC. FINAL S.I (ug/g)
0,05 SS
Tetraciclina- TOMAR 50 pl de cada
D6 1000 50 estandar S.Sy aforar en 1
50 ml con Metanol
grado HPLC

FORTIFICACION MUESTRAS
ANALITOS  S.I(ng/ml) PESAJE MATRIZ (g) ALICUOTA (ul) CONC. FINAL (ng/g)

Tetraciclina-D6 1000 1 25 25
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Anexo 4. Condiciones cromatograficas del método analitico para la extraccion de
Oxitetraciclina y 4-epi-OTC a partir de suelo.

Condiciones cromatogréficas para el método de extraccion de OTC y 4-epi-OTC en

Suelo mediante HPLC-MS/MS

. Fases moviles:

o Fase movil A: 0.1% Acido formico en agua (pH 2.7 +/- 0.2).

o Fase movil B: 0.1% Acido formico en metanol (pH 3.0 +/- 0.3).
e  Flujo:

o 0,2 ml/min

° Columna analitica:

o Sunfire ™ C 18 3.5 um, 150 x 2.1 mm (Waters Corp).

. Volumen de Inyeccion:
o 20 pl.
. Temperatura de la columna:

o 35°C +/-1°C.
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Anexo 5. Carta Grantt

Objetivos Especificos

Actividades

Objetivo  especifico  1:
Identificar el impacto de los
antibidticos de las familias
de las tetraciclinas como
contaminantes ambientales

en suelo agricola.

Busqueda de informacion

M3

M4

M5

M6

Seleccién de los estudios

Analisis de la informacién

Objetivo  especifico  2:
Determinar la importancia de
contar con metodologias
analiticas para  detectar

tetraciclinas en suelo

Busqueda de informacion

Seleccién de los estudios

agricola. Analisis de la informacion
Revision  bibliografica de
metodologias analiticas para
extraccion de OTC y 4-epi-
Objetivo  especifico  3: oTc

Implementar una
metodologia analitica para
detectar oxitetraciclina y 4-
epi-otc en suelo agricola y
proyectar sus potenciales en
la gestion de impacto
ambiental de la produccién
animal.

Desarrollo de carta de trabajo
para extraccion de residuos
desde la matriz

Extraccion de OTC y 4-epi-
OTC desde suelo en base a
carta de trabajo establecida

Ajustes de  condiciones

cromatografias

Analisis de muestras

Analisis de resultados

Presentacion avance

Escritura proyecto final

Presentacion proyecto final
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