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Laburpena

Azken urteotan, antibiotikoen kutsadura ingurunean areagotu da eta, honen ondorioz, eratorritako
arazoak ere bai, bakterio erresistenteen agerpena esaterako. Antibiotikoen eta beraien degradazio
produktuen presentzia monitorizatzeko beharrak, konposatu horiek guztiak ingurumeneko matrize
desberdinetan (uretan, lurzoruetan eta abar) kuantifikatzeko metodoak garatu behar dira,
erresistentziak non eta nola sortzen diren argitzeko, besteak beste. Lan honetan hogeita-lau
antibiotiko, hiru fungizida eta hauen degradazio-produktuak aldi berean analizatzeko metodo
analitikoak optimizatu eta balioztatu dira barazkietan, lurzoru:konpost nahasteetan, simaurrean eta
Eisenia foetida zizareetan. Metodoen sentikortasunak lagin errealetan kontzentrazio baxuan egon
daitezkeen antibiotikoen kuantifikazioa bermatu du, eta antibiotikoak elikadura-katean metatzen
diren ere aztertzeko aukera eman du.

Hitz gakoak: Antibiotikoak, transformazio produktuak, kutsadura, ingurumena, likido-
kromatografia, masa-espektrometria

Abstract

The increased antibiotic contamination in the environment and the associated problems, such as
the emergence of resistance, pose the necessity of developing new analytical methodologies to
quantify antibiotics and their degradation products in order to broaden the knowledge about where
and how resistance occurs. In this work, analytical methods for the simultaneous analysis of twenty-
four antibiotics, three antifungals and their degradation products were developed in vegetables,
soil:compost mixtures, animal manure and Eisenia foetida earthworms. The calculated limits of
quantification were low enough to allow the detection of antibiotics in the different environmental
compartments, demonstrating their accumulation in the food-chain.

Keywords: Antibiotics, transformation products, contamination, environment, liquid-
chromatography, mass-spectrometry

1. Sarrera eta motibazioa

Antibiotikoak gizakien zein animalien ongizatea bermatzeko ezinbesteko sendagaiak izan
dira, praktika klinikoan prebentziorako zein bakterio-infekzioak tratatzeko agente gisa
erabiliz. Azken urteotan, ordea, gizarteak antibiotikoekiko duen kezka areagotu da,
antibiotikoen etengabeko erabilera hedatuaren ondorioz beraien presentzia ingurumenean
zeharo nabarmendu baita (Garcia et al., 2020).

Edozein gizaki zein animaliak antibiotiko bat hartzen duenean, organismoek antibiotikoak
partzialki baino ez dituzte metabolizatzen, eta, ondorioz, kontsumitutako antibiotikoen
gehiena (% 30-90) gernuaren eta gorozkien bidez iraizten da (He et al., 2018; Scaria et al.,
2021). Gizakiek antibiotikoak modu desegokian erabiltzeak (tratamendua erdira uztea, dosi
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desegokiak hartzea edo gaizki agindutako hartualdiak, esaterako) edota abeltzaintzan hauen
erabilera masiboek antibiotikoen presentzia ingurumenean areagotzen dute. Beste zenbait
kutsatzaileekin batera, antibiotikoak hirietako ur-araztegietara heltzen dira. Araztegietako
irteerako urak antibiotikoak ingurumenera heltzeko beste bide bat direla ere esan daiteke. Ur
horietan maiz detektatu izan dira antibiotikoak, araztegietan erabiltzen dituzten tratamenduak
ez baitiria guztiz eraginkorrak antibiotikoak ezabatzeko. Bestalde, hiri-araztegiko lohiak eta
animalia-jatorriko azpiproduktuak (simaurra, minda, konposta) nekazaritza-lurzoruetan
ongarri organiko gisa erabiltzeak sustatu dezake antibiotikoen sarrera nekazaritzarako
erabiltzen diren zoruetan (Feng etal., 2018; He etal., 2018), eta bertatik, landare eta
barazkietara hel daitezke, elikadura-katean sartuz (Boxall et al., 2006; Kang et al., 2013).

Antibiotikoak kontsumitzen direnetik ingurumeneko matrize ezberdinetara heltzen diren
arte zenbait eraldaketa jasan ditzakete ingurumen-baldintzen (tenperatura, argi-erradiazioa,
etab.) edota mikrobioen jardueraren ondorioz. Beraz, jatorrizko antibiotikoaz gain
ezinbestekoa bilakatzen da antibiotikoen metabolizazio eta transformazio produktuen
jarraipena egitea, azken hauek jatorrizko antibiotikoa baino toxikoagoak izan baitaitezke.
Hala ere, oraindik ez dira guztiz ezagunak hondakin horien zeharkako esposizioak eragindako
ondorio kaltegarriak zeintzuk diren (Lillenberg et al., 2009).

Ingurune desberdinetan, antibiotikoak bakterio anitzekin kontaktuan egoten dira.
Antibiotikoak bakterioak hiltzeko kontzentraziotik behera daudenean, bakterioek hauekiko
erresistente bilakatzeko mekanismoak garatzeko gai dira eta gainerako bakterioen artean
barreiatzen dituzte (Cycon etal., 2019; Kristiansson etal.,, 2011). Antibiotikoekiko
erresistentziaren garapena gaur egungo arazo handienetako bat da, bereziki, erresistentzia
anitzeko bakterioen sorrera dela eta. lzan ere, bakterio horiekin infektatuz gero, sendatzeko
tratamendu eraginkorren gabezia dago (Gothwal & Shashidhar, 2015).

Ingurumenean antibiotikoen kontzentrazioa determinatzea garrantzitsua da, baina era
berean, erronka bat da. Alde batetik, determinatu beharreko kontzentrazio maila: oro har,
antibiotikoak kontzentrazio baxuetan (1 eta 1000 ng-L* arteko tarteak eta 1-1000 pg-g* lagin
urtsu eta solidoetan, hurrenez hurren) aurkitzen dira ingurumeneko laginetan (ura, lurzorua,
sedimentua, barazkiak,...). Bestalde, aztertu beharreko laginen konplexutasunak analisia
zailtzen du. Azkenik, antibiotiko bakoitza ezaugarri fisiko-kimiko ezberdinak dituztenez,
beraien aldibereko analisia zaila izaten da (Chuang etal., 2015; Yu et al., 2018). Hori dela eta,
antibiotikoen aldibereko analisia bermatzen duten metodo analitiko sentikor, eraginkor eta
zehatzak garatu behar dira. Helburu horri eutsi nahian, erauzketa eta garbiketa atalak
optimizatzea garrantzia handikoa da, aurre-kontzentrazio handiena lortu, matrize-efektua
minimizatu eta 0so kontzentrazio baxuetan dauden antibiotiko eta produktu eratorriak
determinatzeko. Konposatu hauen analisirako, likido kromatografia erabili ohi da, bereizmen
baxuko masa-espektrometriari akoplatuta (LC-MS/MS) konposatu ezagunak determinatzeko,
eta bereizmen handiko masa-espektrometriari (HRMS) akoplatuta konposatu ezagunak zein
beraien metabolito eta transformazio produktuak determinatu nahi direnean (Lariviére et al.,
2017).
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2. Arloko egoera eta ikerketaren helburuak

Ikerketa lan honetan antibiotikoak eta hauekiko erresistentzia ildo nagusi hartuta, giza
osasunaren, abeltzaintzaren, elikaduraren eta ingurumenaren arteko loturak aztertu nahi dira.
Testuinguru horretan, helburu nagusia da metodologia analitikoa garatzea, antibiotikoak eta
degradazio-produktuak identifikatzeko, ingurunean gehien atzematen diren antibiotikoak
zenbatesteko eta horiek ingurumenean izateak eragiten dituen ondorioak aztertzeko.
Horretarako, hiru helburu nagusi ezarri dira:

1) Konpostean, lurzoruetan, laboreetan eta ur-inguruneetan antibiotikoen presentzia
ebaluatzeko azterketa-metodo gidatuak garatzea. Horretarako, erauzketa-, aurre-
konzentrazio- eta LC-MS/MS bidezko analisiak optimizatu eta balioztatuko dira.

2) Metodo ez-zuzenduak garatzea, antibiotikoen hondakinak (degradazio produktuak)
xehetasunez  identifikatzeko, degradazio-prozesuak eta ingurunean duten
iraunkortasuna ulertzeko. Horretarako, lan-fluxuak eta informazioaren tratamenduko
fluxuak aplikatuko dira, LC-HRMS bidez analisiak eginda.

3) Ingurumenean bildutako laginak analizatzea balioztatutako metodo analitiko bideratu
eta ez-bideratuak erabilita. Honekin, EAE-an antibiotikoek duten egungo hedapena
zein den aztertu eta antibiotikoekiko erresistentziarekin erlazionatu nahi da.

3. Ikerketaren muina

Lan honetan, zortzi familia kimikoko hogeita-lau antibiotiko (makrolidoak, bentzimidazolak,
diaminopirimidinak, fluorokinolonak, imidazolak, sulfamidak eta sulfonamidak, tetraziklinak eta
triazolak) eta hiru fungiziden aldibereko determinazioa ahalbidetzen duten metodo analitikoak
garatu eta balioztatu dira barazkietan (letxuga, tomate, azenario eta tipula), lurzoru:konpost
nahasteetan, simaurrean eta Eisenia foetida zizareetan.

Matrize solidoen kasuan (1.lrudia), antibiotikoen erauzketarako erabilitako estrategia orokorra
solido-likido erauzketan oinarritzen den QUEChERS (Quick Easy, Cheap, Effective, Rugged and
Safe delakoa) metodologia erabiltzea izan da, hain zuzen. Erauzketaren ondoren, erauzien garbiketa
egin da fase solidoko erauzketa konbentzionala edo sakabanatuaren bitartez. Azkenik analisia LC-
MS/MS bidez egin da.

1.lrudia. Lagin solidoen analisirako metodo analitikoa.

Fase solido
sakabanatukc erauzketa
Lagin solid - toile
agin solidoa
+ Vortex Analisia S~
£ - — T
E Erauzketa . o
E gatzak eta Zentrifuga gdo ket [p—=—r—w |
disolbatzailea E'lj‘ Ho D LU”U - f.
FouL ‘- e \\S\a p————
[ And CHER

Fase solidoko
erauzketa
konbentzionala
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Antibiotikoen galerak metodoan zehar trazagarrien bidezko edo matrizean egindako
kalibratuaren bidez zuzendu dira, kasuan kasu, metodoaren zehaztasuna bermatuz. Horretaz gain,
kuantifikazio muga baxuak lortu dira (1.Taula). Garatutako metodo analitikoak ingurumeneko
laginetan antibiotikoak determinatzeko erabili dira.

1.Taula. Matrize bakoitzean antibiotiko eta antifungiko bakoitzaren kuantifikazio-muga.

Kuantifikazio mugak (ug-kg?)
Lurzoru:konpost | Simaurra | Zizarea | Letxuga | Tomate | Azenarioa | Tipula
Sulfamidak eta 0,5-7,5 0329 1539 0112 0105 0110 01-13
sulfonamidak
Tetraziklinak 2,0-4,3 26-32 2534 0307 0811 0237 04-10
(Fluoro)kinolonak 5,8-9,9 1,2-158 16-96 0549 0534 05-100 0,7-32
Makrolidoak 1,3-7,3 0,3-2,2 19-10,3 0,2-22 0,2-23 0221 0,1-33
Tiabendazol 4,7 0,9 33 0,9 0,5 0,6 0,6
Trimetoprima 1,1 2,0 1,4 0,2 0,5 0,2 0,3
Flukonazol 2,4 0,9 5,6 1,5 1,2 0,7 0,9
Azido
mikofenolikoa 4,7 2,1 1,9 2,2 0,6 1,0 0,3
Mikonazol 0,7 2,1 34 11 0,6 1,6 0,5

Barazki-laginei dagokienez, laborantza ekologiko eta konbentzionaleko letxuga, tomate,
azenario eta tipularen hogeita-lau lagin aztertu ziren, EAE-ko hipermerkatu, supermerkatu eta
merkatuetan batutakoak (Vergara-Luis et al., 2022). Bi sulfonamida detektatu ziren lagin horietan,
horien kontzentrazioa < 1 pg-kg? izanik. Kontzentrazio horiek Munduko Osasun Erakundeak
ezarritako eguneko irenste-atalasea gainditzen ez dutenez (50 pg gorputz kg bakoitzeko), euskal
eskualdean landatutako barazkiak antibiotikoz libre daudela ondoriozta daiteke.

Bestalde, Bizkaian, Gipuzkoan, Araban eta Nafarroan kokatutako Idiazabal izeneko gazta-
ekoizpeneko lurzoru-laginak eta ardi-simaurra ere aztertu ziren, baita bildutako lurzoruaren
zatikiaren azalean hazitako landare-espezieak ere. Aipatutako matrize guztien artean, espero bezala,
simaurrean aurkitu ziren antibiotiko kontzentrazio altuenak. Zehazki, bi sulfonamida (sulfadiazina
eta sulfametazina), bi tetraziklina (oxitetraziklina eta klortetraziklina) eta fluorokinolona bat
(enrofloxazina) detektatu ziren 1,7-93,3 ug-kg™ kontzentrazio-tartean. Lurzoru-laginei dagokienez,
sulfametazina, trimetoprima eta danofloxazina detektatu ziren, 7,9 pg-kg?, 4,9 ug-kg? eta 27,1
ug-kg?! kontzentrazioetan, hurrenez hurren. Azkenik, belar laginetan lurzoru eta simaurrean
detektatutako antibiotiko familia berak behatu ziren, bereziki handia izanik kasu honetan
tetraziklinaren kontzentrazioa, 56,8 pg-kg®. Lagin hauetan determinatutako antibiotiko
kontzentrazio nabarmena kontuan hartuta, transformazio produktuen analisia ere egin nahi izan da
LC-HRMS erabilita. BioTransformer 3.0 software-a erabiliz, antibiotiko bakoitzak jasan zezakeen
degradazio-erreakzio desberdinak (abiotikoak edo biotikoak) aztertu ziren eta produktuak
susmagarrien zerrenda batean bildu ziren, guztira 22.281 izanik. Araban batutako simaur lagin
batean, bakterioen kontrako ezaugarriak dituzten beste konposatu batzuen artean (propikonazola,
piperonilonitriloa eta brefeldin A, esaterako) sulfametazinaren degradazio produktu bat, formil-
sulfametazina, aurkitu zen.

Zoruan ematen diren antibiotikoen degradazio prozesuetan gehiago sakondu nahian,
lurzoru:konpost  nahastea  abeltzaintzan  gehien  erabilienetarikoa den  oxitetraziklina
antibiotikoarekin dopatu zen, 1 mg-kg? eta 150 mg-kg? kontzentrazioetan. Hilabete batez
mantendu ziren dopatutako lagin hauek tenperatura eta hezetasun baldintza kontrolatuetan, eta
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esperimentuko 1, 9, 19 eta 30 egunetan laginak jaso ziren denboran zehar sor zitezkeen degradazio
produktu ezezagunen azterketa egiteko. Konkretuki, hiru degradazio produktu aurkitu ziren
(2.1rudia).

2. Irudia. Identifikatutako oxitetraziklinaren degradazio produktuak zoru:konpost nahastean.

Oxitetraziklina
m/z; 461.1553

D,
O Mgy BT00007
BT00006 ar,., miz: 475.1346

m/z: 447.1397

BT00005
m/z: 432.0824

Azkenik, zizare laginei dagokionez, hauek sulfametazina eta tetraziklina antibiotikoen
kontzentrazio desberdinen eraginpean jarri ziren bi OECD (207 eta 222) esperimentu eginez.
Lehenengo esperimentua zizareek lurzorua irenstean metatu dezaketen antibiotiko kantitatea
determinatzeko diseinatu zen. Horretarako, antibiotiko kontzentrazio ezberdinak zituzten (0, 10, 100
eta 1000 mg-kg?) zoruetan jarri ziren zizareak eta hamalau eta hogeita-zortzi egunen ondoren
zizareak aztertu ziren. Emaitzen arabera, antibiotikoen kontzentrazio handiagoa behatu zen hamalau
egun ondoren bildutako zizareetan, ziurrenik epe-luzeagoetan antibiotikoen degradazioa gertatzen
delarik (ikus 3. Irudia). Bigarren esperimentu batean, berriz, zizareek azalaren bitartez akumulatu
zezaketen antibiotiko kontzentrazioa determinatu nahi zen. Horretarako, 0, 5, 50, 500 eta 1000
mg-L* kontzentrazioa zuten iragazki-paperean kokatu ziren zizareak berrogeita-zortzi orduz.
Lurzoru kutsatuaren eraginpean hamalau egunez egondako zizareetan pilatutako antibiotikoen
kontzentrazioak, kutsatutako iragazki-paperaren eraginpean berrogeita-zortzi orduz egon zirenetan
detektatutakoekiko estatistikoki berdinak zirela ikusi zen. Hortaz, zizareek antibiotikoak azaleko
xurgapenaren bidez bizkorrago sartzen dituztela ondoriozta daiteke.
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3.Irudia. OECD esperimentuen ondoren zizareetan detektatutako antibiotiko kontzentrazioa.

Sulfametazina Tetraziklina

o0
0
o0

on

o~

Kontzentrazioa (pug-kg?)

16.0

ZORU TESTA (14 EGUN) IRAGAZKI-PAPERA TESTA ZORU TESTA (28 EGUN)
(48 ORDU)

4. Ondorioak

Antibiotiko hondakinek eta hauen degradazio-produktuek erresistentzien sorrerarako
presioa egiten dute, hortaz, garrantzitsua da antibiotikoak ingurumenean duten hedapena
kuantifikatzeko metodologia analitikoak eskura izatea. Lan honetan hogeita-lau antibiotiko,
hiru fungizida eta hauen degradazio-produktuak aldi berean analizatzeko metodo analitikoak
optimizatu eta balioztatu dira zenbait ingurumeneko laginetan. Orokorrean antibiotikoen
ezaugarri fisiko-kimiko desberdinak hauen aldi bereko analisia zailtzen dutenez, lan honek
aurrerapauso nabarmena suposatzen du. Balioztatutako metodoen sentikortasuna
ingurumenean kontzentrazio baxuan aurkitzen diren antibiotikoen kuantifikazioa bermatu du
eta hauen kutsadura elikadura-katean zehar egiaztatuta geratu da. lzan ere, behatu da
nekazaritzan antibiotikoak izan ditzakeen simaurrak ongarri gisa erabiltzen badira,
antibiotiko horiek landare eta organismo lurtarretan metatu daitezkeela. Hortaz, garrantzitsua
da aztertzea antibiotikoen eta hauen degradazio produktuek epe-luzean eragin ditzaketen
efektuak.

5. Etorkizunerako planteatzen den norabidea

Lan honetatik abiatuta lurzoruetan antibiotiko gehiagoren degradazio erreakzioak aztertzen
jarraitu nahi da bakoitzaren degradazio-produktu espezifikoak identifikatzeko. Horretaz gain,
ur laginen analisian ere sakondu nahi da. Orain arte araztegietako irteerako uren eta itsaso-
eta estuario- uretarako metodoak balioztatu dira, fase solidoko erauzketa konbentzionalaren
bitartez. Garatutako metodoen sentikortasuna hobetu nahi da erauzketa teknika desberdinak
frogatuz, hala nola, adsorbatzaile paketatuaren bidezko mikro-erauzketa (MEPS delakoa),
egitura metal-organikoen bidezko erauzketa (MOFs delakoa), edota antigorputz espezifikoak
dituzten irabiagailu magnetikoen bitartezko erauzketak eginez.
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7. Eskerrak eta oharrak

Egileek eskertu egiten dute “Emergencia y diseminacion de resistencia a los antibidticos:
vinculos entre salud humana, ganaderia, alimentacién y medioambiente (Elkartek 20/88)” eta
“Evaluacion del riesgo de aparicion y diseminacion de resistencias a antibiodticos en
productos vegetales frescos y suelos de cultivo de la comunidad auténoma del Pais Vasco
(PA21/05 and PA22/03)” proiektuen bitartez jasotako finantza-laguntza. Egileek eskertu
egiten dute, halaber, Euskal Herriko Unibertsitatearen (UPV/EHU) laguntza finantzarioa
“Assessment and preliminary diagnosis of dissemination of antibiotic resistance genes
through the food production chain in the Basque Country” COLAB 20/14 lankidetza-
proiektuaren bitartez jasotakoa; eta Eusko Jaurlaritza Ikerketarako Euskal Sistemaren talde
finkatu gisa emandako finantza-laguntzagatik (1T1446-22 and 1T1682-22). I. Vergara-Luis
EHU/UPV-ri eskertzen dio bere doktoregai beka.
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