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RE EN

Se realizaron dos experimentos: uno “in situ” y un bioensayo experimental para evaluar la
persistencia de los antibidticos Oxitetraciclina (OTC) y Florfenicol (FLO) y su impacto
sobre la microflora bacteriana presente en el sedimento de piscinas camaroneras.

Las muestras de sedimento recolectadas mediante tubos CORE a profundidades de 5 (OTC)
y 2 (FLO) cm fueron analizadas en su contenido de antibiéticos mediante técnicas de
cromatograffa liquida (HPLC). Las mismas muestras sirvieron para el andlisis
microbiolégico que contemplé la preparacién de diluciones y siembras en medios de agar
marino (AM) y Tiosulfato citrato bilis sucrosa (TCBS). Conteos realizados a las 72 horas
permitieron la seleccién de bacterias persistentes durante los tratamientos; y su resiembra en
TSA el aislamiento, identificacién bioquimica y pruebas de concentracién minima
inhibitoria (MIC).

Se estimaron porcentajes de deposicién para OTC menores al 1%. Alcanzéindose niveles
promedio de acumulacién de 0.69 ppm. Este antibi6tico mostré una distribucién espacial
acumulativo desde la entrada, hacia la parte media y salida de las piscinas. Estimandose en
las salidas una mayor acumulacién de OTC durante el muestreo. La permanencia del agente
en el sedimento fue posiblemente afectada por procesos ambientales u otros factores no
controlados.

El FLO en sedimentos presenté valores de deposicién cercanos al 16%, reportandose niveles
promedios de hasta 0.08 ppm durante la medicacién. El tiempo medio de vida en el
sedimento de este firmaco fue de 5 dfas. Durante el ensayo, un metabolito del FLO de
mayor concentracion y persistencia, FLO-amina fue reportado. Los resultados de las pruebas
de caracterizacion fenotfpica clagificaron a 5 bacterias persistentes para el tratamiento con

OTC (V. alginolyticus, V. anguillarum, V. vulnificus, Aeromonas spp.y Staphylococcus
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spp.) y 7 bacterias para el tratamiento con FLO (V. anguillarum, V. alginolyticus, V.
pelagius, Aeromonas spp., Bacillus spp., Staphylococcus spp. y Micrococcus roseus). Las
pruebas de MIC para las bacterias aisladas mostraron valores superiores a 1000 ppm y
menores a 1 ppm para OTC y FL.O, respectivamente.

Ambos antibiéticos mostraron comportamientos distintos de acumulacién en el sedimento,
las concentraciones reportadas para OTC variaron incluso durante el tratamiento, mientras el
FLO presenté concentraciones que incrementaron a lo largo de la medicacion. La OTC
presentd una répida degradacién en el sedimento, no obstante FLO mostré una mayor
estabilidad después del tratamiento. La poblacién bacteriana de las piscinas tratadas con
OTC no fue afectada por la residualidad de esta droga, a diferencia del FLO que si redujo
significativamente la comunidad bacteriana en sedimentos. Esta investigacion revalida el
enfoque del uso indiscriminado de antibidticos, mecanismo que a largo plazo puede

conducir a una resistencia bacteriana en el medio ambiente.



INTROD TON

En 1998 las exportaciones de camardn ecuatoriano llegaron a superar las 110 mil
toneladas y 800 millones de délares, convirtiéndolo en uno de los mayores productores
de camardn a nivel mundial. A partir de mediados de 1999, la produccién comenzo a
decaer, a consecuencia del virus de la mancha blanca (Intriago 2001). Para el afio 2001,
la produccién de camarén se estimé en alrededor de 45.3 mil toneladas, registrandose a
comienzos de este afio un incremento del 4% en la produccién con respecto a los meses
anteriores, generando un promedio de 281 millones de délares (Fuente: Estadisticas de
CNA).

El cultivo de camardn a nivel mundial ha tenido un proceso acelerado, sin embargo
conforme esta industria se ha ido desarrollando, un amplio rango de enfermedades
bacterianas han causado los mayores problemas en la produccidn de los cultivos e
interferido en la salud de los animales (Alderman y Hastings 1998).

Las enfermedades en camaronicultura se dan como una respuesta del animal frente a un
cambio en las condiciones del cultivo. El origen de estas enfermedades para muchos
investigadores (Bell 1992; Flegel 1996; Jiménez 1997; Peeters y Rodriguez 1999;
Lightner 2001) es una consecuencia de las condiciones de estrés a la que son sometidos
los animales con respecto a la densidad de cultivo. El cambio de sistemas extensivos a
semi-intensivos e intensivos, provoca variaciones en la respuesta del ecosistema frente a
un mayor ndmero de animales que interaccionan con el medio acuético representando
esta condicidn, una situacién ventajosa para los patégenos sobre el huésped (CNA en

prensa).



Entre las principales patologias que ha tenido que afrontar el sector camaronero en el
Ecuador se cuentan:

Sindrome de la Gaviota, que aparecié entre 1989 y 1990. Denominado de esta manera
por la presencia de gaviotas y otras aves marinas que capturaban camarones moribundos
al borde de las piscinas. La mortalidad se debia a bacterias del género Vibrio spp
principalmente, que originaba infecciones caracterizadas por bacteremia-septicemia
(Jiménez et al. 1995).

Sindrome de Taura (TSV), enfermedad viral que aparecié en 1992, descrito por Brock
et al. (1995); Hasson et al. (1995); también denominado TS (Taura syndrome) por
Jiménez (1992). Posteriormente entre 1993-1995 aparecié la hepatopancreatitis
necrotizante (HPN), originada por bacterias intracelulares, dando un fuerte golpe a la
industria camaronera ecuatoriana (Jiménez 1997). Entre las de menor incidencia se
cuentan la presencia de bacterias intracelulares tipo rickettsias, sindrome de bolitas,
sindrome de zoea, necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa (NHHI) en
Penaeus stylirostris y Litopenaeus vannamei (Lightner 1996; Pillay 1997).

A partir de Mayo de 1999 el Sindrome de la mancha blanca (WSSV) causé pérdidas de
$ 1.200 millones en la industria acuicola ecuatoriana al término del afio 2000 (CNA
2001). Siendo esta ultima patologia la que mayores pérdidas econémicas ha causado a
nivel mundial en la industria camaronera.

Numerosas estrategias han sido empleadas para el control y tratamiento de
enfermedades en el cultivo de camarones peneidos. Estas estrategias han ido desde el
uso de practicas mejoradas de larvicultura para tener organismos libres de patégenos o
especies resistentes a los patégenos (Lotz 1997), programas de seleccidn genética que

aseguren una produccién de crias resistente a las enfermedades principales que atacan al



camardn (Lightner 2001), hasta nuevas alternativas que involucran el desarrollo de
vacunas a partir de proteinas virales, como es el caso de la protefna VP-28, capaz de
neutralizar la infeccién por WSSV en Penaeus monodon (van Hulten et al. 2001).

En este mismo orden, la industria acuicola ha incluido en la prevencién de
enfermedades, la inmunoestimulacién a través de la alteracién de la dieta, mediante la
aplicacién de B-glucanos, lipopolisacdridos y péptidoglicanos lograndose un incremento
significativo de actividad fenoloxidasa y generacién de anidn superdxido - mecanismos
de defensa relacionados a la liberacién de componentes celulares en el plasma de
camarones - (Vargas-Albores et al. 1996; Otero 2001). Otra alternativa es el empleo de
probiéticos administrados como suplemento en la dieta con el objetivo de competir con
organismos patdégenos y evitar las enfermedades (Gatesoupe 1999).

Sin embargo, las técnicas alternativas mencionadas tienen sus limitaciones, en cuanto se
refiere al porcentaje de eficiencia de las vacunas, el costo de las técnicas inmunoldgicas,
asi como la mayor parte de tratamientos con células vivas, se los realiza de manera
preventiva; mas en el momento que estd presente el patégeno, los antibidticos resultan
ser agentes de primer orden para controlar un brote de la enfermedad.

Los antibiéticos han sido empleados como herramienta para combatir las enfermedades
en acuacultura y en su mayoria no parecen representar un riesgo potencial para la salud
humana y el ambiente, mientras sean aplicados de forma técnica (Subasinghe et al.
1999). Una de las grandes ventajas de los antibiéticos radica en que su campo de accién
en el animal es diverso, debido a su forma de actuar para combatir infecciones en la
piel, branquias, érganos internos y aletas; asi también su medio de aplicacién es muy

variado (bafios, puncién, mediante el alimento).



El método més conveniente para tratar a camarones y peces con antibiéticos es el uso de
alimento medicado, por la facilidad que implica en el tratamiento de una enfermedad.
Sin embargo de investigaciones realizadas por Pouliquen ez al. (1993), establecen que
debido a la reduccién en la alimentacién del animal, producto de las enfermedades
bacterianas y la poca palatibilidad del alimento conferida por la adicién del agente
terapéutico, solo un 20-30% de los antibidticos administrados por este método son
absorbidos. En este mismo orden Samuelsen (1989; 1991; 1993), establece que la
mayor parte (70-80%) de los antibidticos suplementados en dietas artificiales, como
efecto directo de la lixiviacién tienen como destino final el ambiente.

Si consideramos estos niveles de distribucién, las concentraciones de antibidticos
presentes en sedimentos de sistemas acuicolas podrian revelar valores elevados como
consecuencia del uso de agentes antibacteriales en acuacultura.

El uso de antibiéticos en alimentos animales estd causando preocupacién entre los
microbidlogos clinicos o médicos debido a que la transferencia de la resistencia a
antibidticos de bacterias asociadas con animales hacia patégenos de humanos se esté
volviendo muy comun. La mayor preocupacién que ha surgido es la posibilidad de
acelerar los procesos de resistencia bacteriana, misma que se desarrolla rdpidamente,
conllevando a una reduccién de la capacidad de los antibidticos para controlar las
enfermedades (Samuelsen 1993), surgiendo ademds bacterias patdgenas resistentes no
solo a uno, sino a muchos de los antibidticos utilizados hoy en dfa (Smith ez al. 1994).

A pesar que la terapia antibidtica puede ser la forma mas rdpida de combatir a una
enfermedad bacteriana en una instalacién acuicola, a menudo esta puede ser
contraproducente, debido a que los antibidticos también pueden causar un incremento

en la virulencia de los patégenos (Price 2000 fide Moriarty 2001)



En Asia y América Latina, los camaroneros utilizan antibiéticos en grandes cantidades,
incluyendo fluoroquinolonas tales como la sarafloxacina, norfloxacina y enrofloxacina.
En ambas regiones no se tiecnen estadisticas de la cantidad de antibidticos destinados
para acuacultura, pero un estimativo conservador podria estar entre 1.000 a 2.000
TM/afio (Moriarty 2001). En Ecuador, un monitoreo (1998) realizado en 1800
camaroneras de Ecuador (Informe interno CENAIM 1998), revela que el 100% de las
camaroneras encuestadas utiliza antibidticos, 60% de manera profilactica y el restante
40% como terapéutico. Este mismo estudio estima los tipos de antibidticos mayormente
aplicados a los cultivos acuicolas siendo estos la oxitetraciclina, enrofloxacina,
furazolidona, 4cido oxolinico y el florfenicol. La mayor parte de estos antibidticos
terminard produciendo bacterias con resistencia antibidtica multiple en desechos de
camaroneras que contaminardn las aguas costeras, presentando un impacto potencial
significativo sobre la salud humana (Gémez-Gil 1998).

Una gran parte de los trabajos sobre antibiéticos en peces mencionan que el destino de
estos quimicos es desconocido tanto en el suelo como en el agua (Jacobsen y Berglind
1988; Bjorklund er al. 1991; Samuelsen 1993; Smith er al. 1994; Smith 1996).
Tentativamente las cantidades usadas en el alimento contribuirfan para que en el
ambiente se desarrolle la resistencia bacteriana (Hansen et al. 1992; Hektoen 1995;
Tendencia y de la Pefia 2001), mas hasta el momento trabajos sobre niveles de
acumulaciéon de antibidticos en piscinas camaroneras no han sido reportados,
desconociéndose hasta cierto punto el impacto que pueda tener la residualidad de estas
drogas sobre la flora bacteriana presente en el sedimento.

En la presente investigacion se realiza una evaluacion de la residualidad de dos de los

antibidticos mayormente empleados por la industria acuicola del pais, la oxitetraciclina



y el florfenicol y ademds se evaluari su efecto residual sobre la comunidad bacteriana
presente en sedimentos de piscinas camaroneras, luego de un tratamiento terapéutico

con dietas medicadas.



1. ANTECEDENTE
1.1. DESCRIPCION DE LOS AGENTES ANTIBACTERIALES
1.1.1. xitetraciclin

Su férmula quimica es C,,H, N,O,

e 3 !
HO  CHy dn  jicwy,

Figura 1. Estructura quimica de Oxitetraciclina

La oxitetraciclina (OTC), cuya derivacién microbiana es Streptomyces rimosus, €s un
antibiético perteneciente al grupo de las tetraciclinas, llamadas as{ por los 4 anillos
arométicos que las conforman. Sus bases cristalinas son compuestos ligeramente
amarillos, inodoros y relativamente amargos. Los hidrocloruros y las bases de las
tetraciclinas son muy estables en su forma seca.

La OTC es un agente de amplio espectro, su campo de accién incluye bacterias Gram
negativas y positivas, rickettsias (bacterias intracelulares), micoplasmas, micobacterias
y espiroquetas, virus grandes, actinomicetes y plasmodium (Samuelsen 1993).

El mecanismo de accién se basa en la inhibicidn de la sintesis de proteinas bacteriales y
su sitio de accidon es el ribosoma de 1a bacteria. Dentro de la célula bacterial, la OTC se
liga a la sub-unidad 30S de los ribosomas bacteriales, evitando de esta manera el acceso

del t-RNA aminoacilo al sitio aceptor sobre el complejo m-RNA-ribosoma,



impidiéndose la adicién de los aminoécidos hacia la creciente cadena peptidica (Sande y
Mandell 1985 fide Samuelsen 1993; Brock 2000).

Debido a su amplio espectro bacterial y alta potencia, la OTC es usada en acuacultura
para combatir enfermedades de tipo bacteriales tales como vibriosis, furunculosis, y la
peste roja en peces (Cravedi et al. 1987; Jacobsen 1989; Frelier et al. 1994; Bjorklund y
Bylund 1990; Ueno et al. 1999). En camarones se usa para tratar la hepatopancreatitis
necrotizante, vibriosis y rickettsias (Frelier er al. 1994; Park et al. 1994 fide Carson et
al. 1998; Ueno et al. 1999). La administracién de este antibidtico para peces incluye
dosis junto con el alimento a una concentracién terapéutica promedio de 50-100 ppm de
biomasa corporal/dia durante 8-10 dfas (Pouliquen et al. 1992). En camarones las
concentraciones mas comunes de OTC en las dietas medicadas se encuentran entre 1000
y 5000 ppm (Peeters y Rodriguez 1999), sin embargo dosis de hasta 7000 y 8000 ppm
han sido aplicadas.

Investigaciones desarrolladas para determinar el porcentaje de acumulacion de OTC en
tejido de peces (salmédnidos), reportan al misculo como el érgano de menor porcentaje
de residualidad (Namdari et al. 1996). Estos resultados son consistentes con los hallados
por otros autores, en donde ademds el higado y rifiones han sido descritos como los
tejidos con mayor contenido de OTC. Somsiri et al. (1997) reporta en un hibrido de
catfish (Clarias rariepinus x C. macrocephalus) que fue alimentado durante 12 semanas
a3 y 5 ppm, concentraciones elevadas (16-24 ppm) de OTC en sangre, misculo, rifién,
bazo e higado.

De estudios realizados en peces, la biodisponibilidad de 1la OTC es escasa. Trabajos en
Salmo salar reportan que existe apenas un 2% de recepcién del antibidtico (Elema et al.

1996). En estudios similares con otras especies de peces, valores bajos han sido



reportados. Bjorklund y Bylund (1991) luego de la administracion de OTC como una
suspensién en trucha arco iris, encontraron un valor de 5.6% de biodisponibilidad. Para
la misma especie Rogstad et al. (1991), al administrar OTC (mediante cépsulas de
gelatina) hallaron solo un 2.6%, siendo la distribucién de OTC en los tejidos
dependiente del volumen y la afinidad que tenga la OTC frente a ese tejido. En este
estudio se observd una lenta eliminacién de la droga, estimédndose que la OTC tiene un
tiempo de permanencia en la sangre de 11.6 dias. Trabajos como el desarrollado por
Uno (1996) en ayu (Plecoglossus altivelis) demuestran que existe un menor ¢ mayor
grado de biodisponibilidad para dietas medicadas con OTC (100 mg/Kg de peso
corporal) entre peces sanos (9.3%) e infectados con vibriosis (3.8%), no obstante la tasa
de eliminacién fue similar en ambos casos. Valores tan bajos como 0.38% han sido
reportados para Cyprinus carpio (Nouws ef al. 1992). En general los autores
mencionados explican esta baja biodisponibilidad como un efecto de la capacidad
formadora de complejos iénicos en el medio, demostrada para la OTC (Jacobsen y
Berglind 1988; Lunestad y Goksgyr 1990; Smith y Samuelsen 1996). No obstante en
camarones L. vannamei se ha reportado una biodisponibilidad de alrededor del 59%, al
cabo de 24 horas post-inyeccién (Park fide Mohney ef al. 1997). A diferencia de lo
citado por Mohney et al. (1997), Plakas er al. (1988) al realizar un tratamiento oral a
una concentracién de 80 ppm, determinaron una biodisponibilidad de 1.7%.

La residualidad y su impacto en organismos no-objetivo son otros de los aspectos
reportados para la OTC. En este orden Le Bris et al. (1995), compararon los niveles de
OTC en 3 especies comerciales de ostras (Crassostrea gigas, Ruditapes philippinarum 'y
Scrobicularia plana) expuestas a un efluente de una piscicola que habia recibido un

tratamiento con OTC por 7 dias, determinando una mayor permanencia del agente en C.
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gigas a una concentracién méxima de 1.42 pg/g de peso corporal al séptimo dia de
tratamiento y 0.68 ug/g a los 14 dias terminada la medicacién. Pouliquen et al. (1996),
demostraron la presencia y acumulacién de OTC en moluscos Mytilus edulis y
Crassostrea gigas (1.01 y 0.73 pg/g, respectivamente), 10 dfas después de haber
detectado OTC en el agua de estos bivalvos, como efecto de efluentes contaminados
con OTC procedentes de granjas piscicolas.

Al momento, gran parte de los trabajos sobre el uso de OTC en acuacultura han sido
orientados hacia su inclusién en dietas medicadas para peces, sin embargo durante
mucho tiempo la OTC también ha sido utilizada en dietas medicadas para camarones.
Estudios de pérdidas por lixiviacién en dietas medicadas (5000 ppm) para camarones
(Arango er al. 1996) concluyen que la OTC al cabo de 4 horas de permanencia del
alimento en el agua sufre una pérdida del 49.4% del antibiético. Este mismo objetivo
fue estudiado por Montoya y Reyes (2001), quienes observaron un répido
desprendimiento de la droga en las 2 primeras horas de experimentacién, obteniéndose
en el lapso de 6 horas de lixiviacién una pérdida total del 40%. Este estudio ademds
demostré la influencia directa de la salinidad en el incremento del nivel de pérdida del
antibiético.

La OTC, al igual que otros farmacos usados en acuacultura es regulada a través del
establecimiento de los lfmites maximos residuales (LMR) por entidades como la Food
and Drug Administration (FDA) y la European Agency for the Evaluation of Medicinal
Products (EMEA).

Chanratchakool et al. (1989), investigaron el tiempo de residencia de la OTC en
musculo de Penaeus monodon luego del suministro de dietas medicadas con 1000, 3000

y 5000 ppm de OTC, mientras que Chien y Chen (1998), realizaron un estudio similar
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en la misma especie con dietas medicadas similares, incluyendo ademds una
concentracién elevada de OTC (7500 ppm). Ambos experimentos determinaron un
tiempo minimo de retiro de 8 dias, después de la dltima medicacion, cuando las
condiciones de temperatura para Penaeus monodon oscilaron entre 28-30 °C.

Montoya y Reyes (2001), realizaron un ensayo similar a concentraciones elevadas del
antibiético (1000, 5000 y 10000 ppm) para determinar la acumulacién y eliminacién de
OTC en tejido de L. vannamei. Estos autores estimaron que las concentraciones
méaximas habfan sido alcanzadas para cada uno de los tratamientos al sexto dia de
medicacién. Asi también niveles inferiores a los tolerados por la FDA (2 ppm) en el
tejido crudo de camarones pudieron ser cuantificados después de 7 dias de suspender el

tratamiento con las concentraciones evaluadas.

1.1.2. Florfenicol

Su férmula quimica es C,H,,CL,LFNO,S

H,C—S0, — C— CHF

Figura 2. Hstructura quimica de Florfenicol

El florfenicol {FLO), antibidtico perteneciente a la familia de los fenicoles, es un
derivado fluorinado del tianfenicol. Es una molécula neutra no ionizable en el rango de
pH de 3 a 9, soluble en solventes polares inorgdnicos, y ligeramente soluble en agua
bajo diversas condiciones de pH. Es altamente soluble en lipidos, reflejando esta

caracteristica su distribucién extensiva hacia tejidos animales.
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Desarrollado por Schering Plough en los afios 80, el FLO surgié como una alternativa
frente a agentes antibacteriales como el tianfenicol y el cloranfenicol, este dltimo
asociado con reportes de anemia aplastica en humanos (Inglis y Richards 1991; Inglis et
al. 1991; Hottlet 2001). El FLO es un antibidtico de amplio espectro, usado contra
bacterias Gram positivas, negativas y rickettsias (Hormazabal et al. 1996).
Quimicamente se diferencia de sus predecesores (cloranfenicol y tianfenicol}, por la
presencia de un grupo metil-sulfonil en reemplazo del grupo nitro. El segundo cambio
se presenta en el grupo hidréxilo del carbono 3 del tianfenicol por un dtomo de flior no
acetilable lo cual protege a la molécula de la inactivacién con la enzima cloranfenicol
acetiltranferasa (CAT); de esta forma bacterias resistentes a cloranfenicol y tianfenicol
son altamente susceptibles al FLO (Cannon et al. 1990; Arcangioli et al. 1999; Schering
Plough 2000; EMEA/CVMP 2001).

El mecanismo de accidn de la molécula se traduce en el bloqueo de la formacién de
proteinas por accién directa sobre los ribosomas. Este efecto se produce por la difusion
del fairmaco en la célula bacteriana, la misma que en su interior se fija a la fraccién 508
ribosomal, evitando la transferencia de los aminodcidos por el RNA de transferencia a
las cadenas peptidicas durante la sintesis proteica (Schering Plough 2000).

A diferencia de otros antibidticos el uso y aplicacién de FLO es exclusivo para
medicina veterinaria, siendo uno de los pocos farmacos elaborados con este fin y que
mantiene los requerimientos bdsicos de aprobacidn, esto es seguridad para la salud
humana, eficacia para el animal que lo recibe y seguridad para el medio ambiente
(Greenless 1997).

A partir de enero de 1995, el uso de FLO fue aceptado por la Agencia Europea para la

evaluacién de productos medicinales veterinarios (EMEA) (Arcangioli et al. 1999). De
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acuerdo a informacién vertida por el proveedor (Schering Plough 2000) el FLO es
empleado para combatir enfermedades bacteriales en ganado como neumonia, causada
por bacterias del tipo Pasteurella haemolytica, P. multocida y Haemophilus somnus, asi
como para el tratamiento contra pododermatitis (inflamacién de la parte interdigital) en
ganado vacuno, enfermedad causada por Fusobacterium necrophorum y Bacteroides
melaninogenicus.

La forma en que el FLO es administrado varfa de acuerdo a la especie. La
administracién intramuscular, como se emplea en ganado y caballos a dosis de 20 a 22
mg/Kg de peso corporal ha demostrado una biodisponibilidad de alrededor del 80%
(Lobell et al. 1994, Soback et al. 1995; McKeller y Varma 1996). También puede ser
administrado oralmente en las mismas especies y a las dosis mencionadas. Un estudio
realizado por Varma et al. (1986), menciona una biodisponibilidad que varia de 44 a
86% en ganado vacuno cuando FLO fue administrado oralmente 5 minutos después de
la alimentacion.

En acuacultura el uso del FLO ha sido principalmente enfocado a controlar la
furunculosis causada por cepas de Aeromonas salmonicida en salmones (Inglis et al.
1991). También ha sido utilizado contra la pseudotuberculosis (Pasteurella piscicida)
en yellowtail (Seriola quinqueradiata), infecciones en dnguilas (Anguilla japonica)
provocadas por Edwarsiella tarda y vibriosis (Vibrio anguillarum) en goldfish
(Carasius auratus) (Martinsen et al. 1993). La dosificacién para peces se incluye en el
alimento a razén de 4-10 mg/Kg peso corporal/dia durante 5-7 dfas (EMEA/CVMP
2000). Siendo esta suplementacién relativamente baja en comparacién con otros

antibiéticos.
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El FL.O por su afinidad a moléculas lipidicas se almacena con facilidad en el tejido
muscular de los salménidos. Horsberg et al. (1994), determinaron que el FLO se
deposita mayormente en el misculo, estimando que un 80% del firmaco se presenta
como florfenicol y el 20% restante metabolitos, de los cuales el mds importante es
florfenicol amina. Este estudio cuantific un 96.5% de biodisponibilidad para el FLO en
salmones a dosis de 10 mg/Kg de peso corporal, cuando la temperatura fue de 10.8 =
1.5 °C. De acuerdo a los mismos autores, las concentraciones alcanzadas en misculo y
sangre fueron similares a la concentracién del plasma, esto es 4 ppm.

Otra de las caracteristicas demostradas para este antibidtico es su rdpida eliminacion de
los tejidos. Martinsen et al. (1993), determinaron el tiempo de eliminacidn en salmones,
siendo este relativamente rdpido cuando FLO fue administrado de manera intramuscular
(12.2 horas) y oral (10.3 horas). Estos tiempos son méas cortos que 1os reportados para
otros antibidticos usados en acuacultura.

Actualmente el LMR aceptado por EMEA en peces para FLO es de 1 ppm de masa
corporal (EMEA/CVMP 2001). Este limite incluye la suma de florfenicol y sus
metabolitos (florfenicol amina, florfenicol alcohol, florfenicol 4cido oxdmico,
monocloroflorfenicol}, cuantificados como florfenicol amina.

El FLO es un antibiético de uso reciente en camaronicultura y la informacién que se
tiene de su farmacocinética y residualidad es escasa. Entre los primeros reportes se
cuenta con investigaciones que estiman la concentraciéon minima inhibitoria (MIC)
realizadas por Williams et al. (1992), evaluindose el uso de FLO frente a 15 cepas
bacterianas. Valores de concentracion efectiva letal entre 32 y 84 ppm con indices
terapéuticos de 8 a 21 ug fueron reportados por este estudio. De manera similar estudios

de sensibilidad realizados por el Centro de Investigacién de Alimentacidn y Desarrollo
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(CIAD-Mazatldn) muestran un efecto notable contra 5 especies de Vibrio spp, aislados
de L. vannamei (Gémez-Gil y Tron 1996).

En la actualidad, el FLO estd siendo utilizado para controlar vibriosis en las piscinas
camaroneras, a concentraciones que van de 100-140 ppm de alimento balanceado,
siendo la forma mas comiin de emplearlo como recubrimiento en la dieta (Pozo 2001,

Informe técnico).

1.2. ANALISIS DE RESTDUOS

Para el desarrollo de estudios farmacocinéticos y/o de deteccién de residuos de
antibidticos y sus metabolitos en organismos, dietas o sedimentos existen varios
métodos.

Los métodos microbioldgicos, fueron los primeros métodos en ser utilizados (FDA
1968). Su empleo se basa en el uso de placas con agares que contienen medios
apropiados para el crecimiento de microorganismos. En el agar enriquecido se colocan
discos de sensibilidad, previamente humedecidos con el extracto de la muestra, donde
posiblemente se encuentra el agente terapéutico. Similar a los antibiogramas, se espera
que la presencia del antibiético sea evidente por la zona de inhibicién donde no se
observa crecimiento microbiano. El didmetro de la zona es proporcional a la
concentracién de agente antibacterial en la muestra.

La desventaja de este método es la falta de sensibilidad o especificidad. Los limites de
deteccidn citados son frecuentemente mayores a (.1 ppm, siendo este valor en muchos
casos superior a los LMR establecidos para los antibidticos regulados mediante esta
normativa (Samuelsen 1993). También merece citarse la escasa diferenciacidén del

método entre grupos de antibiéticos que pertenecen a una misma familia o sus
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diferentes metabolitos. A més de los reportes de falsos positivos como resultado de la
produccién de autoinhibidores (enzimas lisosomales) por ciertos microorganismos.

Los procedimientos para el andlisis mediante los métodos fisioquimicos, incluyen
precipitacién de proteinas, extraccidn, aislamiento y enriquecimiento de la muestra. La
extraccién por estos métodos es laboriosa, siendo esto considerado un factor limitante.
Otro factor enunciado es que el agente de interés puede combinarse con componentes
celulares de la muestra y de esta manera enmascarar su concentracién real. A mis de ser
un método costoso y de requerir de un alto grado técnico, las ventajas que presenta son
su estandarizacién y potencial para identificar de forma especifica el agente terapéutico
con precisién y alta sensibilidad.

Tradicionalmente, los residuos de drogas presentes en una gran variedad de muestras
biolégicas han sido determinados mediante métodos microbioldgicos, sin embargo, hace
mas de una década, es reconocida la mayor especificidad y sensibilidad de los métodos

cromatograficos para este tipo de andlisis (Medina 1994).

1.2.1. Métodos por HP1.C

El método preferido para el andlisis cromatogréifico de agentes antibacteriales es el
sistema HPLC (High Performance Liquid Chromatography). El andlisis por HPL.C
requiere de una técnica de alta especificidad y sensitividad para aislar el residuo del
antibiético de interés, siendo el método instrumental (FHIPLC) una forma cualitativa y
cuantitativa de determinar al agente. Una variedad de métodos por HPLC han sido
empleados para la determinacién de antibidticos en acuacultura. Las técnicas mds

comunes para el andlisis de drogas incluyen a la cromatografia de fase de reversa,
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basada en columnas analiticas (silica) de tipo C-8, C-18 o polistireno-divinilbenceno en

asociacion con deteccién espectrofotométrica (UV visible).

1.2.1.1, Oxitetraciclina

El andlisis de OTC mediante HPLC ha sido ampliamente documentado en trabajos de
residucs en tejidos de peces, moluscos, camarones, dietas y sedimentos. Los procesos
incluyen homogeneizacion y extraccién de la droga en solucidn acidica, diluida en una
solucién de acido fosférico con metanol o en buffer acidico en presencia de EDTA
(Jacobsen y Berglind 1988; Ueno 1989; Samuelsen 1989; Hansen ez al. 1992; Rogstad
et al. 1991; Bjorklund et al. 1991; Pouliquen et al. 1993; Coyne et al. 1994; Kerry et al.
1996). Los extractos son desproteinizados con cloruro de sodio o 4cido tricloroacético.
Pasos adicionales incluyen extraccion en fase sélida o liquida, requeridos para aislar y
concentrar las tetraciclinas antes del andlisis final (Samuelsen 1993).

Las tetraciclinas también han sido determinadas mediante extraccién liquida en fluidos
corporales y una variedad de tejidos animales y humanos (Blanchflower ef al. 1997,
Carson et al. 1998; Podhorniak et al. 1999). La extraccidn en fase sdlida aplicada con
cartuchos de silica del tipo C-8 o C-18, es otro de los procedimientos aplicados a
numerosos trabajos para la determinacidn de la concentracién del antibiético en plasma
de peces, tejidos, piel y sedimento (Samuelsen 1989; Pouliquen et al. 1993; Xu y
Rogers 1995; Uno 1996; Ueno et al. 1999; Delépée er al. 2000; Montoya y Reyes
2001).

El limite de deteccidén para los diferentes métodos desarrollados o modificados por los

autores varia entre 0.005 y 0.08 ug. Mientras que los porcentajes de recuperacion de los



18

métodos detallados estén en el rango de 53-102%, dependiendo de la matriz y el

proceso de extraccién (Samuelsen 1993).

1.2.1.2.  Florfenicol

Los primeros métodos desarrollados para la determinacidén de FLO por HPLC han sido
enfocados a la deteccidon del antibidtico en tejidos de animales terrestres (ganado) y
fluidos corporales (orina). Estos estudios ademds han descrito diferentes metabolitos del
florfenicol, asf: florfenicol amina, florfenicol alcohol, dcido oxdmico florfenicol,
monocloroflorfenicol y 2 metabolitos no identificados (Varma et al. 1986; Powers et al.
1988 fide Hormazabal et al. 1993; Hormazabal et al. 1993; Horsberg et al. 1994).

A diferencia de la variedad de métodos descritos para la determinacién de OTC, pocos
son los reportes para la estimacién de FLO en acuacultura. Nagata y Saeki (1992)
presentaron un método para la determinacién de residuos de FLO en misculos de
animales y peces de cultivo. Martinsen e? al. (1993), determinaron la concentracidn de
FLO en plasma de salmones mediante el sistema HPLC, mientras que Hormazabal er al.
(1993; 1996) realizaron un método para determinacién de residuos de florfenicol en
tejido de salménidos y sedimentos respectivamente.

En general la aplicacién de los métodos mencionados incluyen homogeneizacién de la
muestra con una fase mévil dcida al 35% de acetonitrilo en agua o también
heptanosulfonato y trifosfato sddico, precipitando con este solvente las proteinas. La
extraccién de FLO se realiza mediante la adicién de una solucién buffer fosfato y etil
acetato. Finalmente el solvente de extraccidn es rotaevaporado y la muestra rediluida en

fase movil.
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Los limites de deteccién reportados (Hormazabal et al. 1996) para FL.O y su metabolito
florfenicol amina en sedimentos estdn alrededor de 0.5 ug; mientras en tejido de peces
depende del 6rgano en que es determinado, variando de 0.02 pg en musculo y 0.05 ug
en el higado. El porcentaje de recuperacién de los métodos tiene un rango del 77 al

107% (Hormazabal et al. 1996).

1.3. CONSECUENCIAS E IMPACTO AMBIENTAL

1.3.1. Residuos en sedimentos marin

El conocimiento de los impactos ambientales de los antibiéticos usados en acuacultura
hasta hace unos afios era escaso. Al momento las rutas y/o mecanismos de degradacion
de los agentes terapéuticos son atin desconocidos.

Debido a los hdbitos alimenticios del camarén y a la poca atractabilidad del alimento,
existe una cierta cantidad del pellet que no es consumida. De acuerdo a Samuelsen
(1991), la mayor parte de los antibidticos lixivian en un 70-80%; en el caso de la OTC
este proceso es incrementado por el grado de dureza que tenga el cuerpo de agua. Los
cationes Ca*" y Mg*" presentes en agua de mar provocan una precipitacién del agente y
por consiguiente su acumulacién en sedimentos marinos (Lunestad y Goksgyr 1990).
Un caso similar para el FLO, se puede producir por un ligamiento a particulas lipfdicas
(Sams 1994 fide Micromedex 2000).

Otros destinos para los residuos de antibidticos provenientes de dietas medicadas para
acuacultura también han sido mencionados. Smith (1996), enuncia que un porcentaje
incierto de estas drogas debe ir hacia otros organismos presentes en el cultivo, la

columna de agua y sélidos suspendidos.
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Entre los primeros trabajos de residualidad de antibi6ticos en sedimentos de granjas
piscicolas mediante HPL.C, Jacobsen y Berglind (1988) concluyen que la mayor parte
de 1la OTC residual presente es ligada a diferentes particulas y al sedimento. Smith
(1996), también destaca al sedimento como el destino final o més importante de
acumulacién de OTC en granjas marinas de salmones. A paso seguido Kerry er al.
(1997) reportan en la mayoria de sus estudios niveles entre 1-10 ug de OTC/g de
sedimento en cultivo de salmones. Concentraciones superiores a los 300 pg de OTC/g
de sedimento también han sido reportadas (Samuelsen et al. 1992). De igual manera se
han descrito estudios paralelos que correlacionan la acumulacién de antibidticos
residuales y el incremento en la resistencia bacteriana de la microflora presente en
sedimentos. Kerry et al. (1995), estimaron las concentraciones de OTC en el sedimento
y la frecuencia de aumento de la resistencia microbiana en piscinas de salménidos, al
aplicar 1.5 Kg de OTC por 24 dfas; encontrando concentraciones de 4.6 + 3.7 ug de
OTC/g de sedimento al tercer dia de aplicacién, y un aumento del 28% en la resistencia
de la microflora al finalizar el tratamiento. De estudios publicados por Tendencia y de
La Peifia (2001), la OTC dentro de un grupo de antibiéticos empleados en medicacién
para camaronicultura demostré ser el agente que tuvo mayor incidencia (4.3%) en
cuanto a resistencia bacteriana a nivel del sistema acudtico (sedimento, camarén, agua
de la piscina, afluentes y efluentes).

La persistencia de OTC en sedimentos es variable y dependiente de factores como la
luminosidad, dureza, salinidad, pH, temperatura y tiempo del cultivo, fluctuando este
tiempo entre 9 a 419 dias (Bjorklund et al. 1990; Samuelsen et al. 1994). No obstante,

la mayorfa de los trabajos en sedimentos de granjas piscicolas destacan la alta
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residualidad y permanencia de la OTC, estiméndose valores promedios de residencia de
3-6 meses posterior al tratamiento (Jacobsen y Berglind 1988; Hektoen et al. 1995).
Dentro de los factores que podrian variar el tiempo de vida o residencia de la OTC en
sedimentos, se cuenta principalmente la velocidad de sedimentacién de la piscina o drea
de cultivo (para el caso de jaulas). Coyne et al. (1994) sostienen que a medida aumenta
la velocidad de sedimentacién, mayor serd la posibilidad de que el sedimento
conteniendo OTC sea cubierto por una capa de sedimento, incrementando el tiempo de
vida de la misma.

Factores como la luz y temperatura estén ligados a la eliminacién de OTC en el
sedimento (Samuelsen 1989; Lunestad ef al. 1995; Rigos et al. 1999). La OTC ademas
puede ser inactivada por cationes di y trivalentes, principalmente Ca* y Mg, asf como
también por formacién de cristales o ligamiento a particulas de arcilla, sustancias
himicas y proteinas (Lunestad y Goksgyr 1990; Vaughan y Smith 1996). Sin embargo
esta aparente inactividad de la OTC puede ser revertida por factores como la misma
naturaleza fisico-quimica del sedimento, la tasa de flujo sobre el sedimento y el grado
de bioturbacién en el sedimento (Smith et al. 1994; Vaughan y Smith 1996).

Otro efecto que se puede presentar por residualidad de OTC en sedimento fue
investigado por Klaver y Mattews (1994), estos investigadores estimaron que el proceso
de nitrificacién efectuado por las bacterias nitrificantes, Nitrosomonas y Nitrobacter se
ve afectado por la presencia de OTC. Reportdndose una inhibicién de la tasa de
conversién de amoniaco a nitrito y nitrato cuando la concentracién de OTC estuvo en
rangos de 12.5-75 mg/l. Pudiendo esta interrupcién del proceso alcanzar niveles toxicos

de amoniaco y nitrito, compuestos letales para los animales a ser cultivados.
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Un antibiético de reciente utilizacién en camaroneras, y que ha surgido como una
alternativa ante los problemas bacterianos es el FLO. Al momento son pocos los
estudios sobre este agente en camaronicultura, desconociéndose las rutas de
acumulacién y eliminacién que pudiera seguir en los cultivos.

Entre los trabajos que ayudan a explicar parte del mecanismo de liberacién del
antibiético al medio acuoso, recientemente en CENAIM, Pozo (Informe técnico 2001),
cuantificé los porcentajes de pérdidas por lixiviacién de FLO a partir de dietas
medicadas para camarones (50, 100 y 200 ppm), reportando valores cercanos al 60% al
cabo de 2 horas de inmersién.

Uno de los pocos trabajos de residualidad del FL.O en granjas piscicolas reporta la alta
degradacién del compuesto en sedimentos comparado con otras drogas cominmente
usadas en acuacultura. Hektoen er af (1995), determinaron que FLO tiene un tiempo
medio de vida de 7.3 dias, mas no se pudo determinar si la rdpida depuracién del
quimico es debida a la metabolizacién o lixiviacién en el sedimento. En este mismo
trabajo se reporta un metabolito aislado del sedimento denominado florfenicol amina,
siendo su presencia persistente hasta los 180 dias que duré el experimento y alcanzando
una concentracién méaxima de 1.2 ppm.

Estudios del FLO y sus efectos sobre los microorganismos presentes en sedimentos
marinos no han sido reportados, sin embargo el FLO in vitro ha demostrado un efecto
notable contra 5 especies de Vibrio spp., aislados de camarones L. vannamei enfermos
(Schering-Plough 2000). En otro estudio realizado por Inglis y Richards (1991), para
determinar la susceptibilidad en cepas de Aeromonas salmonicida, Yersinia ruckeri y

Vibrio spp, aislados de diferentes fuentes donde tratamientos medicados habian sido
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aplicados, el FLO mostré ser un antibiético con amplio rango bacteriano y uno de los
pocos con efecto bacteriostitico.

Experimentos desarrollados en laboratorio (Schering Plough 2000), demuestran que
tanto el FLO como sus metabolitos son estables y en sustratos acuosos ejercen un efecto
téxico sobre hongos, organismos invertebrados y mohos.

En general, la comunidad cientifica ha establecido que la presencia de antibiéticos en
sedimentos por un tiempo prolongado ha inducido a la resistencia bacteriana en el suelo,
existiendo ademds patégenos que pueden sobrevivir en el sedimento durante igual
perfodo de tiempo (Bjérlund et al. 1990, Bjorlund ef al. 1991; Nygaard et al. 1992;
Tendencia y de la Pefia 2001; Miranda y Zemelman 2001). Microfloras naturales
mantenidas bajo estas condiciones, sumado a las condiciones an6xicas del sedimento,
rednen los medios para exponer a los animales que estén siendo cultivados a patégenos

genéticamente modificados (Samuelsen 1993).

14. RESISTENCIA BACTERIANA

Existen diferentes medios, por los cuales una bacteria puede llegar a ser resistente al
antibiético que esté siendo o hubiese sido aplicado a los cultivos acuicolas. Entre los
més importantes: membrana externa Gram-negativa, inactivacién enzimdtica del
antibiético (B-lactamasas y aminoglicosidasas), efluencia activa del antibidtico,
plasmidos y genes codificantes (Levy 1992; Smith et al. 1994; Miranda y Zemelman
2001).

Un mecanismo que utilizan las bacterias para transferir esta resistencia a las
tetraciclinas es mediante genes que codifican protefnas efluyentes, es decir cuando estas

protefnas estdn presentes en el citoplasma bacteriano, la tetraciclina no se liga al
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ribosoma y de esta manera no puede impedir la sintesis de las proteinas bacteriales, esta
proteccién de las bacterias se presenta, tanto en bacterias Gram negativas (tet A-tet G)
como en Gram positivas (tet K-tet L) (Speer et al. 1992). La OTC en sedimentos es
capaz de inducir resistencia bacteriana mediante pldsmidos, este mecanismo confiere a
la bacteria la capacidad de transferir el factor de resistencia a otras bacterias (Sandaa er
al. 1992; Samuelsen 1993). Ademds la OTC puede inducir esta resistencia producto de
los cambios o mutaciones en las proteinas que conforman la membrana externa de las
bacterias (Hansen et al. 1992).

En sedimentos marinos, los mecanismos de resistencia bacteriana inducida por adicién
de FLO en los cultivos no han sido reportados, sin embargo la principal causa de
resistencia bacteriana encontrada hasta ahora para FLO es mediante genes codificantes.
Arcangioli et al. (1999), encontraron un gen que confiere resistencia bacteriana al
florfenicol, gen de resistencia de Salmonella typhimirium DT104, designado como floR.
Los autores concluyen que debido a la organizacién particular del gen y a la
localizacién cromosomal en el segmento 12 de la transmembrana, este puede estar
interfiriendo en la estabilidad del patr6n de antibioresistencia del gen DT104. Otro gen
denominado pp-flo, proveniente del plasmido de Pasteurella piscicida, también confiere
resistencia a FLO por un mecanismo similar al anterior (Kim y Aoki 1996).

Los genes mencionados han sido localizados en pldsmidos o estructuras transposonas
(llamadas también genes saltarines), estas estructuras se han relacionado con resistencia
cruzada a cloranfenicol, florfenicol y a los genes de resistencia a tetraciclinas (tet A -

tet R) (Cloeckaert et al. 2000).
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2.  MATERIALES Y METQODOS

En la presente investigacion se realizaron estudios de residualidad para la OTC (in situ) en
sedimento de 2 piscinas camaroneras, y para el FLO mediante bioensayo experimental.
Conjuntamente se evaluaron las influencias de los residuos de OTC y FLO sobre la
comunidad bacteriana presente en el sedimento a lo largo del perfodo de medicacidn y

durante su eliminacion.

DISENO EXPERIMENTAL

2.1. RESIDUALIDAD DE LA OTC E IMPACTO SOBRE LA MICROFLORA DE

PISCINAS CAMARONERAS

Para la coleccién de las muestras se realizaron un total de 12 visitas a una camaronera
ubicada en el sector de Las Esclusas del Puerto de Guayaquil, Provincia del Guayas,
Ecuador. Los primeros 2 muestreos tuvieron como finalidad determinar la carga bacteriana
inicial de las 2 piscinas seleccionadas para el tratamiento con OTC.

El disefio experimental tuvo un tratamiento (OTC) y 2 réplicas (piscinas), divididas
imaginariamente cada una de ellas en 3 partes: E = entrada; M = parte media y S = salida,
correspondiente a la parte de la compuerta de entrada de agua de las piscinas, niveles
intermedios y compuerta de salida de las mismas, respectivamente.

Las piscinas de 10.5 ha (0.90 m de profundidad) y 11 ha (0.84 m de profundidad); P1 y P2
respectivamente fueron sembradas el 30 de Enero del 2002 con larvas de laboratorio
(PL14) a densidades estimadas en 0.84 PL/m* (P1) y 0.79 PL/m? (P2). Ambas piscinas

fueron medicadas con balanceado recubierto con OTC (6.2 g/Kg dieta) a partir de la tercera
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semana del cultivo, durante 7 dias. El peso del camarén al momento de la aplicacion con
OTC erade 1.2 a 1.25 g en ambas piscinas.

A lo largo del perfodo de medicacion se usaron un total de 55 Ibs de alimento medicado en
cada una de las piscinas. Finalizado el tratamiento terapéutico con OTC, en ambas piscinas
se aplicaron 2 L/ha de Formyzin (Agripac®) para bajar la carga bacteriana a nivel de
sedimento.

El alimento fue suministrado dos veces al dia (08h00-14h00), mediante el método de voleo
a 5 metros de la orilla de la piscina, por razones de comportamiento de alimentacion del
camarén durante el estadio de juvenil. Durante el periodo de medicacién no se realizé
ningln tipo de recambio de agua.

El perfodo de muestreo se inicié a partir del 19 de Febrero hasta el 2 de Abril del 2002. Un
total de 10 muestreos fueron realizados en horarios similares (P1: 10h00 y P2: 12h00),
correspondientes al dia previo a la medicacién (Acy), 7 dias con intervalo de un dia
(perfodo_de medicacién Dfas 1 a 7) y para determinar la eliminacién del farmaco se
realizaron muestreos a intervalos de 2, 5, 11, 19 y 35 dias posterior al dltimo dia de
medicacién (Dias 9 a 42).

El protocolo de muestreo contemplé la coleccién de 3 submuestras por drea de las piscinas
(E, M y S). Las submuestras fueron homogeneizadas, dando origen a una muestra por irea.
Para el caso se empled un recolector de sedimentos CORE. La profundidad de sedimento a
recolectar fue de 5 cm. Para evitar la toma de muestra en el mismo punto, las dreas de las

piscinas donde se tomaron las muestras se marcaron con varillas de madera.
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Las muestras de sedimento fueron colectadas en fundas plésticas de color negro de 10 x15
cm para evitar la degradacién de OTC debido a su caracteristica fotosensible, rotuladas con
el niimero de piscina y tratamiento, guardadas en una hielera y mantenidas a 4 °C para su
posterior transporte. A lo largo de los muestreos se llevé un control de los pardmetros
abidticos: temperatura, salinidad, oxigeno disuelto registrados mediante el uso de un equipo
YSI-85, pH (TOA pHmeter HM-5S) y turbidez (disco Secchi).

Durante e} muestreo en campo, una parte de las muestras fue destinada para andlisis en el
laboratorio de microbiologia, donde se llevaron a cabo pruebas de crecimiento bacteriano,
conteo, seleccién, pruebas bioquimicas y pruebas de concentracién minima inhibitoria
(MIC) (item 2.3.1.). El sedimento restante fue mantenido a —80 °C para posteriormente

determinar la residualidad de OTC via HPLC (item 2.3.2.4).

2.2. BIOENSAYO: RESIDUALIDAD DE FLO EN SEDIMENTOS DE PISCINAS

CAMARQNERAS Y EL EFECTO SOBRE LA FLORA BACTERIANA.

En la visita inicial a la camaronera mencionada anteriormente, se recogié aproximadamente
1 TM de sedimento maduro con el fin de realizar el ensayo de FLO en las instalaciones del
CENAIM, San Pedro de Manglaralto, Provincia del Guayas, Ecuador. Este sedimento
provino de una piscina que no habfa sido tratada con algtin tipo de antibiético al momento
de su recoleccion.

El disefio experimental fue completamente aleatorio con 1 tratamiento y 3 réplicas (F1, F2,
F3) més un control con igual niimero de réplicas (C1, C2, C3). Se emplearon 6 tanques

plasticos con capacidad de 0.5 TM aproximadamente, provistos de una capa de 15 cm de
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sedimento maduro. El volumen operativo fue 400 L, y contd con lineas de aire. Los tanques
preparados se sembraron con juveniles de L. vannamei (3.9 0.3 g) a una densidad de 15
animales/tanque, provenientes de un levantamiento llevado en las instalaciones del
CENAIM.

Los animales fueron alimentados a razén del 10% de ]a biomasa por tanque, asumiendo que
los animales durante el tiempo que durd el ensayo crecfan 1 g/semana. La racién diaria fue
dividida en 2 porciones iguales, suministriandose a las 8h30 y 16h30.

Para el tratamiento terapéutico se empleé balanceado CENAIM 40 (Montoya y Molina
1995) recubierto con florfenicol a una concentracién final de 150 ppm y como agente
protector aceite de pescado. La dieta control, CENAIM 40 fue recubierta pero no
suplementada con FL.O.

El perfodo de muestreo se inicié a partir del 6 de Marzo hasta el 7 de Abril del 2002. Un
total de 11 muestreos fueron realizados en horarios similares (10h00). Durante el periodo
de medicacién (7 dfas) el muestreo se realizé a intervalos de 1 dfa, en cambio el periodo de
eliminacién de la droga sigui6é hasta 25 dias posteriores al tratamiento terapéutico, a
intervalos de 1, 3, 5, 7, 10, 18 y 25 dias.

El protocolo de muestreo contempld la coleccién de 6 submuestras por tanque. Las
submuestras fueron homogeneizadas, resultando en una muestra por tanque/dia;
recolectindose las mismas con tubos CORE a una profundidad de 2 cm. En cada uno de los
puntos muestreados se colocé una varilla pldstica, de forma que no se repitiera en los

siguientes muestreos un punto similar de recoleccién. Los pardmetros abidticos:



29

temperatura, salinidad, pH y oxigeno disuelto, también fueron registrados en este
experimento.

Las muestras de sedimento colectadas fueron almacenadas en fundas plisticas de 10 x 15
cm, rotuladas con la fecha de recoleccién y tratamiento. Inmediatamente las muestras
fueron trasladadas al laboratorio de microbiologia, donde se procedié a realizar las pruebas
descritas en el ftem 2.3.1. El sedimento restante fue congelado a —80 °C, para luego

determinar la residualidad de FLO via HPLC (item 2.3.2.5.).

2.3. METODOLOGIA

2.3.1. Microbiologia

2.3.1.1. Materiales v equipos

En el andlisis microbiolégico se emplearon agares para bacterias heterotrofas y especifico
de vibrios: Agar Marino (AM) y Agar Tiosulfato citrato bilis sucrosa (TCBS),
respectivamente. El agar utilizado para el aislamiento de bacterias fue Agar Triptico de
soya (TSA). El medio de preservacién de bacterias fue una mezcla de Caldo triptico de
soya (TSB) y glicerol (85:15). Los medios anteriormente empleados fueron adquiridos de
DIFCO®. El medio de enriquecimiento de bacterias fue Lennox L Broth Base (LB)
proveniente de Oxoid Laboratories Ltd. Todos los medios fueron preparados a una
concentracién final de 2% NaCl.

Las pruebas bioquimicas fueron realizadas a partir de reactivos Sigma y Difco®. Para las

pruebas de Concentracién minima inhibitoria (MIC), se realizaron una serie de diluciones a
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partir de soluciones stock, preparadas con estdndares de alta pureza: Oxitetraciclina (Sigma
Chemical Co.} y Florfenicol (Schering Plough).

La preparacién de agares se realizé en una cimara de bioseguridad (Air Tech Japan, Ltd.
Mod. BCM-1002W). Para el pesaje de reactivos y muestras se empleé una balanza analitica
tipo Mettler AE-240 (0.00001g). La lectura de Densidades dpticas (D.0.) fue realizada en
un lector de ELISA (Labsystems Multiskan Bichromatic, tipo 348) y en un

espectrofotémetro Jenway 6400 (Jenway Ltd, UK).

2.3.1.2.  Aislamiento de bacterias

En el laboratorio de microbiologia del CENAIM, se procedié a pesar por cada muestra 10 g
de sedimento. El contenido fue depositado en un frasco pldstico estéril conteniendo 90 mL
de solucién salina al 2% previamente esterilizada (121°C; 15 min; 1.1 Kgf/cm®) y se
realizaron las subsiguientes diluciones de 10 a 10°en tubos con 9 mL de solucién salina al
2% esterilizada sembrandose 100 uL de estas diluciones en el respectivo agar (Tabla # 1).

Tabla 1. Diluciones empleadas en las siembras de placas para cada experimento

Experimento AM TCBS
OTC 1072 107 10%a 10"
FLO 1072 10 10'a 107

La siembra fue de tipo directo, esparciéndolos con una varilla de vidrio estéril (método de

barrido) y se incubé a 28 °C por 3 dfas.

2.3.1.3. Conteo y seleccién de bacterias

Los conteos bacterianos fueron realizados a las 72 horas de haber realizado la siembra,

empledndose el criterio de contaje para bacterias totales reportado por Bonde (1977). Para
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la seleccién de las cepas bacterianas, las colonias se clasificaron de acuerdo a criterios
morfolégicos como tamafio, color, margenes y elevacién, segin el manual de Norrell y
Mesley (1997). Las colonias predominantes a lo largo del perfodo de observacién fueron
seleccionadas para las pruebas bioquimicas y de Concentracién Minima Inhibitoria (MIC).
Para el efecto, las bacterias fueron resembradas de los agares marino y TCBS a TSA,
tomando una pequefia cantidad de la colonia deseada con la punta de un asa de platino y
luego sembradas en el medio sélido rayando en forma de estrias. Esta siembra se realizé
por agotamiento y se incubd a 28 °C. A las 16 horas del agar TSA se tomé con un asa de
platino cada una de las colonias que habfan sido inoculadas y se procedid a colocarlas en
microtubos (Eppendorf®) de 1.5 mL (n=2), rotulados con el cédigo de bacteria respectivo,

llenados con la solucién de preservacién de bacterias y congeladas las cepas a —80 °C.

2.3.1.4.  Pruebas de identificacin bacteriana

De las cepas obtenidas en el ftem 2.3.1.3. se procedi6 a realizar una resiembra en agar TSA
y entre 8-12 horas de crecimiento se realizaron las pruebas basicas de identificacién, asi
como 18 pruebas bioquimicas de acuerdo a la metodologfa reportada por Solis (1996), con
una variacién en el uso de microtubos (Eppendorf®) de 0.25 mL.

En la identificacién de bacterias Gram positivas o negativas se empled el método de Ryus
(KOH al 3%). Mientras para la morfologfa celular se utilizé un microscopio de contraste de
fases (40x). La motilidad se establecid mediante la técnica de gota pendiente empleando

léminas excavadas de Koch y observacidn en el microscopio dptico (100x).
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Las pruebas bioquimicas aplicadas para la identificacién fenotipica fueron: catalasa,
oxidasa, caldo nutritivo, metabolismo oxidativo y fermentativo, produccién de indol,
reaccién de Voges-Proskauer, citrato de Simmons, ornitina descarboxilasa, arginina
dihidrolasa y fermentacién de carbohidratos (arabinosa, celobiosa, manosa, manitol,
sucrosa, glucoronato, gluconato y galactosa). Realizdndose la lectura cada 24 horas durante

3 dias consecutivos.

2.3.1.5.  Estimacién de la Concentracién minima inhibitoria (MIC)

Para realizar las pruebas de MIC se requirié preparar soluciones stock de antibidticos.
Partiendo de estas soluciones se seleccionaron diferentes rangos, de manera que se pueda
determinar la concentracién méas baja de ambos antibiéticos (OTC y FLO) que produjera la
completa inhibicién del crecimiento visible de bacterias. Las concentraciones ensayadas
para ambos fdrmacos estimaron valores comiinmente usados en medicacion, tanto
terapéutica como profilactica en las camaroneras.

En las pruebas de MIC con OTC se preparé una solucién stock de 6250 ppm, pesindose
0.3125 g y se los disolvi6 en 50 mL de medio de cultivo LB. Mientras que para el FLO se
prepard una solucién stock de 25 ppm, se pesaron 0.00125 g y se disolvié en 50 mL de LB.

Las concentraciones usadas de los antibidticos se detallan en la tabla 2.
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Tabla 2. Concentraciones de antibiéticos empleadas en la determinacién de MIC

oTC FLO
{ppm) (ppm)
5.0E+03 5.0E+00
4.0E+03 1.0E+00
3.0E+03 2.0E-01
2.0E+03 4.0E-02
1.0E+03 8.08-03
5.0E+02 1.6E-03
1.0E+02 3.2B-04
5.0E+01 6.4E-05
2.5E+01 1.3E-05
5.0E+00 2.6E-06
Control + Control +

Control - Control ~

Las cepas seleccionadas e identificadas se resembraron en TSA, mediante la técnica por
agotamiento y al cabo de 12 horas se inocularon en medio liquido LB preparado con agua
de mar filtrada (55 pm) y esterilizada. A los in6culos se los colocé en fiolas de 50 mL con
LB y se dej6é en agitacién constante durante 8 horas a 28 °C, para posteriormente ser
diluidos a una concentracién de 1 millén de bacterias/pozo, considerdndose que en una
D.O. existen 1.2x10°bacterias/mL. Las lecturas de D.O fueron realizadas por
espectrofotometria a 550 nm.

A continuacidn se procedi6 a colocar en cada pozo de las microplacas 160 yL de medio LB
con antibidtico a diferentes concentraciones (tabla 2), agregidndose posteriormente 40 il de
suspensién bacteriana a la concentracién de 1x10° Se incubé a 28 °C, y se realizaron las
lecturas a las 24 horas y 48 horas. Cada concentracién de ambos antibidticos se realiz6 por
triplicado, existiendo un control positivo (medio mds bacterias) y un control negativo

(medio con antibidtico).
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2.3.2. nélisis de OTC vy FLO en sedimentos

2.3.2.1.  Reactivos y equipos

Los reactivos utilizados para la extraccién de OTC y su andlisis cromatografico, se detallan
a continuacién: acetonitrilo grado HPLC, nitrato de potasio y metanol grado HPLC (E.
Merck, Darmstadt, Alemania); n-hexano grado reactivo (Kanto chemical Co., Inc., Japon);
4cido citrico, 4cido oxalico dihidratado, dcido nitrico, dcido tricloracético y fosfato dcido
disédico grado reactivo (Mallinckrodt Baker, Inc., Kentucky); EDTA disédico dihidratado
grado reactivo (E. Merck, Darmstadt, Alemania);, solucién de amonio 29% (Kanto
Chemical Co., Inc., Japdn); estdndar de oxitetraciclina (Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO, USA).

Para la extraccion de FLO y anilisis mediante HPLC se emplearon los reactivos: acetona
grado HPLC (Mallinckrodt Baker, Inc., Kentucky); acetonitrilo grado HPLC (E. Merck,
Darmstadt, Alemania); cloruro de potasio grado reactivo (Kanto chemical Co., Inc., Japon);
estdndar de florfenicol (Schering Plough).

La totalidad del agua utilizada en la preparacién de soluciones provino de un purificador

Milli-Q SP Waters® (agua grado HPLC).

2.3.2.2. Instrumental

La deteccién de OTC y FLO en sedimentos empleé un sistema de Cromatografia liquida
HPLC, constituido por una bomba LC-10AT Shimadzu, inyector manual (50 pL) Rheodyne
77251 y un detector UV/VIS SPD-6AV Shimadzu, La separacién cromatogrifica —fase

reversa- empled columnas Shim-Pack CLC-ODS (15 cm x 0.6 cm, d.i.) conectadas en serie
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(para el caso de OTC se empled solo una columna) y mantenidas en un horno CTO-6A
Shimadzu. Los cromatogramas y su respectivo andlisis cuantitativo se realizaron en un

integrador/registrador Shimadzu C-R4A.

2.3.2.3. Soluciones estdndares v curva de calibracién

Se prepararon soluciones stock de concentracién similar (1 gg/mL) para los antibidticos
OTC y FLO. Para el caso se pesaron 10 mg de antibiético en balanza analitica llevdndose a
un volumen de 10 mL con la respectiva fase mévil. A partir de esta solucién se prepard el
stock mediante dilucién de 10 gL de la misma en 10 mL de fase mdvil. El stock obtenido se
usé para preparar las diluciones estdndares que sirvieron para elaborar la respectiva curva
de calibracién. La evaluacién de la linealidad entre la concentracién de los analitos y la
respuesta del detector se realizé entre los rangos de 500, 250, 125, 62.5, 31.2 y 15 ng/mL.
Cada punto fue preparado por triplicado.

Experimentos previos de HPLC estimaron los pardmetros de validacién de los métodos
empleados para la determinacién de OTC y FLO en sedimentos. Se identificd la no
presencia de picos enddégenos en el drea del cromatograma en la cual las drogas aparecen.
Las curvas de calibracién referencial para OTC y FLO fueron preparadas utilizando
sedimento homogeneizado (control negativo) suplementado con concentraciones conocidas
de los antibi6ticos en el rango de 31.2 a 500 ng de antibiético por gramo de sedimento.
También se realizaron ensayos por sextuplicado para estimar los valores de recuperacién de

concentraciones conocidas (250 y 125 ppb) mediante el método de spike.
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2.3.2.4.  Determinacién de OTC via HPL.C

El método aplicado para la estimacién de OTC en sedimentos es una modificacién de los
métodos descritos por Samuelsen (1989) y Pouliquen ez al. (1992).

Las muestras de sedimento mantenidas a -80 °C fueron descongeladas a temperatura
ambiente y homogeneizadas, previo a su extraccién.

Se pesé aproximadamente 1 g de sedimento (peso hiimedo) en tubos de centrifuga,
adiciondndose 100 mg de EDTA-Na,. La OTC fue extraida mediante 3 lavados con la
solucién de extraccién Mcllvaine (4, 4 y 2 mL). Durante los lavados el procedimiento
incluyé la homogeneizacién de la muestra mediante agitacién mecénica (30 s) y sonicacion
por 5 min en bafio frio. La muestra se centrifugé a 8000 rpm durante 5 min a 4 °C. Los
sobrenadantes se colectaron en un nuevo tubo de centrifuga, donde se realizaron 2 lavados
con 5 mL de n-hexano, para extraer cualquier residuo lipidico.

Luego de centrifugar, la fase orgénica fue descartada con pipetas Pasteur y la fase
inorgdnica filtrada a través de un cartucho Sep-Pack C18 (pre-activado). Luego de aplicar 3
lavados con agua, la OTC retenida en los cartuchos fue recuperada mediante 2 lavados (10
mL) de metanol, rotaevaporada la muestra a sequedad y reflujada con nitrégeno, siendo
esta finalmente rediluida con 1 mL de fase mévil, pasada a través de un filtro de 0.22 um y
colocada en un vial color d4mbar rotulado. De este extracto se inyectaron 50 gL en el
sistema HPLC.

El sistema de cromatografia liquida utilizé la fase mévil compuesta de acetonitrilo : agua
grado HPLC (14:86, v/v), conteniendo 0.001 M EDTA-Na,, 0.1 M de nitrato de potasio,

ajustando esta preparacién a pH 3.2 mediante 4cido nitrico 0.1 M. Esta fase mévil fue
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filtrada (0.45 pm) y desgasificada mediante sonicacién. La deteccién realizada a 365 nm y

a una velocidad de flujo de 1.5mL/min (93 Kgf/cm?).

2.3.2.5. Determinacién de florfenicol (FLO) via HPL.C

La determinacién de FLO en sedimentos estimé una modificacién al método desarrollado
por Hormazabal et al. (1996). Se adaptaron condiciones operativas diferentes a las descritas
por otros métodos al sistema HPLC para determinar FLO.

Las muestras fueron descongeladas y temperadas al ambiente, homogeneizadas, previas a la
extraccion.

Se pesaron aproximadamente 2 g de sedimento {peso hiimedo) en tubos de centrifuga de 50
mL, se adiciona 1 mL de agua grado HPLC y 3 mL de acetona. Se sonicaron las muestras
durante 5 min (2 veces), dejando que la acetona entre en contacto con la muestra por un
tiempo de 10 min. Las muestras fueron centrifugadas a 5000 rpm por 5 min a 4 °C. Se
descartaron los precipitados, siendo previamente el liquido sobrenadante trasvasado a tubos
limpios para centrffuga de 25 mL, se adicionaron 3 mL de Cloruro de potasio y 3 mL de
Diclorometano para eliminar cualquier tipo de residuo no deseado. Las muestras fueron
homogeneizadas mediante agitacién mecénicamente (30 s) y colocadas en la centrifuga
durante 5 min a 15000 rpm (4 °C). La fase inorgénica fue descartada y la capa inferior
colocada en balones de 50 mL, rotaevaporada y reflujada con nitrégeno. Finalmente las
muestras fueron rediluidas con 2 mL de fase mdvil, sonicadas por 10 s, filtradas (0.22 pm)

e inyectadas alicuotas de 50 pL al sistema HPLC.
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Para FLO el sistema cromatografico empled una fase mévil compuesta por agua grado
HPLC : acetonitrilo (80:20, v/v), previamente filtrada (0.45 pm) y desgasificada. La
deteccién de este analito fue realizada a una longitud de onda de 224 nm con una velocidad

de flujo de 1.3 mL/min (93-95 Kgf/cm?).

2.3, INGRESO DE DATOS

Para la tabulacién de datos en los contajes bacterianos (UFC/g de suelo) se realizd
transformacién logaritmica con base 10. Mientras que los valores de concentracién de
antibiGtico presente en sedimento fueron cuantificados mediante la aplicacién de métodos
estdndares en la preparacién de las muestras y en el volumen de muestra inyectada,
permitiendo que valores de cuentas de drea de los cromatogramas de muestras con
sedimento puedan ser directamente comparados a los obtenidos de las curvas de

calibracion.

2.4. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos durante la realizacién de la investigacién fueron analizados mediante
Anélisis de varianza (ANOVA, Software Data Desk), asumiendo un nivel de confianza del
95%. La identificacién de diferencias significativas entre las poblaciones bacterianas, tanto
para cada una de las partes de las piscinas (OTC), asf como el tratamiento con FLO versus
control se realizé utilizando Scheffe’s test. El test de normalidad Kolmogorov-Smirnov y la
prueba de homogeneidad de varianza de Bartlett, en su orden fueron empleados para

determinar la normalidad de los datos y la homogeneidad de varianzas (Statistica 4.3).
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3. RE TAD

3.1. METODOS ANALITICOS

Establecidas las condiciones operacionales para el anélisis de antibiéticos, se elaboraron
las respectivas curvas de calibracién para OTC y FLO por dilucién de estdndares en
fase mévil y mediante el método de “spike”. Las grificas de calibraci6n, tomadas como
cuentas de 4rea versus concentracion del antibiético diluido en fase mévil, mostraron
una elevada respuesta lineal dentro de los rangos estudiados (0.02 - 0.50 ppm): =
0.9994 (y = 4 x 10 (x) + 0.0058) para OTC y r* = 0.9979 (y = 3 x 107 (x) - 0.0099)
para FLO.

La estimacién de las curvas de calibracién (OTC/FLO) mediante el método de “spike”
también demostré valores elevados de correlacién lineal: 'y = 0.9897 y 1'p =
0.9963. La cuantificacién de OTC y FLO en los sedimentos de este estudio utilizé las
ecuaciones de regresién lineal obtenidas a partir de este procedimiento de calibracién
(Yore = 1 X 10 (x) + 0.0163; y 0 = 2 x 107 (x) — 0.0063).

El limite de cuantificacién establecido para ambos antibiéticos fue de 0.02 ppm,
mientras que los limites de detecci6n, estimados a partir de la capacidad del bucle (50
pL) que define el volumen de muestra inyectada en el HPLC, arrojaron valores deloby
0.8 ng para OTC y FLO respectivamente. Los porcentajes de recuperacion obtenidos
para OTC estuvieron en un promedio de 65.2 + 6.2% (n =6) mientras que para FLO los

valores fueron de 94.5 = 5.7% (n=6).

3.2. DESARROLLO DEL CULTIVO
Los valores promedio de los pardmetros abidticos obtenidos durante el ensayo in situ

para la OTC son resumidos en la tabla 3.
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Tabla3. Valores promedio (+ desviacién estdndar) de pardmetros abidticos obtenidos

en las piscinas P1 y P2 durante el experimento con OTC (n=10)

Piscinas Oxigeno Temperatura  Salinidad pH Turbidez
(mg/L) 'O (ups) (cm)

Pr1 58(14)a 299(1.)a 193 (4.8)a 85(0.1)b 66.6(7.2)b

P2 53(L.1)a 29509 a 188 (3.5)a 83(0.3)a 612(3.6)a

Letras iguales en una misma columna no son diferentes estadisticamente (P>0.05).

Durante los 42 dfas de ensayo en ambas piscinas se mantuvieron niveles similares de
oxigeno, temperatura y salinidad. Las variaciones de pH y mediciones de turbidez
fueron distintas en ambas piscinas. Siendo estos valores significativamente mayores en
Ia piscina P1.

Al final del perfodo del cultivo (111 dfas) la supervivencia en las piscinas de estudio

fueron bajas, 21 y 24% para P1 y P2 respectivamente. Los animales tuvieron un peso
promedio final de 14.5 ( 0.6) g. La biomasa promedio final de camarén en ambas
piscinas fue de 26.5 (x 0.2) Kg/ha, reflejando 1a baja densidad que operd la camaronera.
Es importante mencionar que durante el desarrollo de este experimento no se realizaron
recambios de agua por disminucién de oxigeno en el cultivo durante el perfodo de
muestreo.

El protocolo de desarrollo del bioensayo con FLO se mantuvo sin mayores cambios. Sin
embargo debido a precipitaciones durante el ensayo se realizé un ajuste del valor de
salinidad en cada uno de los tanques (reemplazo de agua), transcurridos 6 dias
posteriores al término del tratamiento terapéutico.

Los parimetros abiéticos medidos durante los 31 dfas de duracién del experimento con
FLO, se detallan en la tabla 4. Estos pardmetros no mostraron diferencias significativas

entre los tanques tratamiento y control.
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Tabla 4. Valores promedio (= desviacién estindar) de los pardmetros abidticos

obtenidos en los tanques control y tratamiento durante el bioensayo con FLO

(n=12)
Tanques Oxigeno Temperatura Salinidad pH
(mg/L) °C) (ups)
Control 55(07a 287@B.1Da 24 (43)a 83(0.2)a
Tratamiento 5507 a 284 (L.7)a 2544 a 83(0.2)a

Letras iguales en una misma columna no son diferentes estadisticamente (P>0.05)

El pardmetro de mayor variacién a lo largo del cultivo fue la salinidad (valor inicial de
35 ups), sin embargo este pardmetro cambi6 en todos los tanques y las altas variaciones
observadas se presentaron por las continuas precipitaciones durante los dias de
experimentacion.

Los porcentajes de supervivencia obtenidos en los tanques control y tratamiento con
FLO fueron altos y estadisticamente no presentaron diferencias significativas (P>0.05).
En ambos casos, la supervivencia promedio fue del 98%. Los resultados de biomasa
final e incremento de biomasa mostrados en la tabla 5, tampoco revelan diferencias
significativas (P>0.05) entre las biomasas ganadas de los camarones alimentados con

dieta CENAIM 40 (control) y los animales que recibieron la dieta tratamiento medicada.

Tabla5. Valores promedio (+ desviacién estindar) de pardmetros biométricos

durante el bioensayo con FLO (32 dfas)

Determinaciones Control Tratamiento
Peso promedio inicial (g) 39+04 39+03
Peso promedio final (g) 83+x04a 83x03a
Biomasa inicial (g) 58605 584138
Biomasa final (g) 1223+49a 122.1x4.6a
Incremento de biomasa (g) 63.7a 63.7 a

Letras iguales en una misma fila no son diferentes estadisticamente {P>0.05)
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3.3. RESIDUALIDAD DE ANTIBIOTICOS

3.3.1. Oxitetraciclina

La cantidad total de droga distribuida al sistema durante los 7 dias de medicaci6n fue de
156 gf/piscina. Esta cantidad de OTC mostré una distribucién acumulativa, desde la
entrada hacia la parte media y salida de la piscina.

En P1 (Fig. 3) donde se detecté OTC a partir del primer dfa de medicacién, los valores
estimados acumulativos de distribucién por zonas de la piscina fueron: 1.03 ppm (E),
0.85 ppm (M) y 2.10 ppm (S).
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Figura 3. Acumulacién y eliminacién de OTC durante el periodo de muestreo en la piscina P1. Las

barras verticales representan los valores de desviacion esténdar (n=2).

Esta piscina muestra un descenso en los valores de acumulacion del agente durante el
tratamiento, encontrandose al tercer dia cantidades trazas de OTC (0.03 ppm).
Siguiendo la distribucién anotada, al quinto dia de medicacién se presenté un
incremento de OTC, detectindose en este dia la concentracién mas elevada de la droga

(1.27 ppm). Durante el dltimo dia de medicacién (dia 7) se cuantificaron niveles
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cercanos al limite de determinacién del método (0.02 ppm), reflejando una baja
residualidad de 1a OTC en sedimento de piscinas camaroneras. Hasta el duodécimo dia
de muestreo se estimaron cantidades trazas en el rango de 0.03 a 0.09 ppm. Durante los
dfas subsiguientes las concentraciones de OTC se mantuvieron por debajo del limite de
deteccién del método (1.6 ng). Durante los dias en que la OTC fue detectada en el
sedimento de P1, los niveles acumulados por sectores de la piscina, fueron distintos. El
primer dfa de medicacién las concentraciones fueron mayores en la parte de salida con
respecto a las 4reas intermedias y de entrada. Este patrén fue observado de manera

similar durante el quinto de medicacién en las 3 dreas.
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Figura 4. Acumulacién y eliminacién de OTC durante el perfodo de muestreo en la piscina P2. Las
barras verticales representan los valores de desviacidn estindar (n=2).

A diferencia de lo encontrado en PI1, la piscina P2 mostré valores menores de

acumulacién de la droga (Fig. 4) aunque también una rapida eliminacién del farmaco,

inclusive durante el tratamiento. Al tercer dia de acumulacién, se detectaron las

concentraciones pico de OTC a lo largo del muestreo, siendo la parte media la de mayor

concentracién (0.42 ppm). A pesar de continuar con el tratamiento medicado, en los

dfas posteriores los niveles de OTC decayeron a las 48 horas de tomarse la muestra en
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el dia 3. Niveles de 0.17 ppm se reportaron durante el quinto dfa, mas al séptimo dfa no
se hallaron residuos de OTC en el sedimento. Exceptuando el dfa 12, los dias
subsiguientes mantuvieron esta caracteristica; la OTC no fue detectada en el sedimento.
Al igual que lo estimado en P1, en esta piscina el ingreso de OTC al sistema fue
detectado en forma acumulativa, estim4ndose valores promedios de: 0.14 ppm (E), 0.42
ppm (M) y 0.49 ppm (S) y observindose diferencias en la distribucion espacial del
agente. En el tercer dfa de medicacién, las 4reas de la piscina P2 mostraron diferentes
niveles de concentracién, siendo la parte M la de mayor acumulacién de la droga en este
dia. Durante el quinto dfa, la OTC se distribuyd de manera distinta entre las partes E-M
y S; en este dfa los sectores E y M presentaron valores cercanos al limite de deteccion
del sistema.

En general, las concentraciones de OTC halladas en los sedimentos de las piscinas de
este estudio (42 dfas) fueron bajas y significativamente distintas (P<0.05) entre sf.
Siendo P1 la de mayor acumulacién con un total reportado de 3.98 ppm de OTC frente a
1.05 ppm para P2. En P1 se lograron estimar concentraciones promedios de 0.03 a 0.69
ppm de OTC, mientras que en P2 valores de 0.07 a 0.29 ppm fueron detectados.

Al final del tratamiento ambas piscinas demostraron una mayor acumulacion promedio
del antibiético en el sector S de la piscina. Este valor en P1 (2.10ppm) fue 4 veces
superior al estimado para P2 (0.49 ppm) en el mismo sector de la piscina. Niveles de
residualidad por debajo del limite de deteccién del método, inclusive durante el periodo
de tratamiento, fueron hallados para ambas piscinas. En P1, estos valores se presentaron
luego del duodécimo dia de muestreo, mientras que en P2 existié una mayor
variabilidad de las concentraciones, presentindose cantidades no detectables de OTC

durante el primer y a partir del séptimo dia de acumulacién.
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3.3.2. Florfenicol

La figura 5 muestra el comportamiento del agente terapéutico en la capa de sedimento
(2 cm) durante el tiempo de experimentacién. Las concentraciones de FLO durante el
perfodo de medicacién promediaron (n=3) niveles de 0.02 a 0.08 ppm. El valor méximo
de concentracién del antibiético en sedimento se detecté el dltimo dfa de medicacién

(7™), correspondiente a 0.10 ppm.
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Figura 3. Persistencia de FLO en el sedimento de los tanques tratamiento. Las barras verticales

representan los valores de desviacion estdndar (n=3).

Una répida y sostenida acumulacién de! antibi6tico se observé durante los primeros dias
del bioensayo. La curva polinomial (4° orden) usada para explicar la persistencia de la
droga, muestra al séptimo dia de medicacién un pico miximo de acumulacién con
valores promedio de 0.10 ppm.

Luego de suspender el suministro de alimento con FLO, un total de 7 dias fueron
necesarios para estimar niveles residuales por debajo del limite de deteccion (0.8 ng) del
método. Al octavo dia de seguimiento del agente, este se mantuvo en niveles promedio

de 0.05 ppm hasta los dfas de muestreo duodécimo y décimo cuarto.
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Adicionalmente, un tiempo de vida medio de 5 dias fue determinado para el FLO (Fig.
6) a partir de las concentraciones del firmaco y los dias en que este fue detectado en el

sedimento (Jacobsen y Berglind 1988).
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Figura 6. Concentracién de FLO versus tiempo de permanencia en el sedimento durante el ensayo.

Scatter plot y regresién lineal calculada, Tiempo medio de vida estimado: 5 dias

Similar a investigaciones precedentes, el andlisis cromatografico de este estudio
identificé la presencia de concentraciones elevadas de un metabolito del FLO. El FLO-
amina fue cuantificado junto al FLO mostrando una concentracién variable y de mayor
residualidad a lo largo del periodo de muestreo. La incidencia de este metabolito en el

sedimento se representa en la figura 7.
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Figura 7. Persistencia de FLO-amina en sedimentos de piscinas camaroneras luego de un perfodo de

medicacién con FLO.

La grifica muestra que a partir del quinto dfa de medicacién con FLO, se detecta un
pico igual a 1,24 ppm de FLO-amina. Observdndose un descenso en la acumulacion del
metabolito al séptimo dia (0.36 ppm), alcanzando un pico médximo de concentracion al
décimo dia de muestreo (2.16 ppm). Los dias subsiguientes denotan fluctuaciones de los
valores de concentracién, estabilizdndose hasta el final del bioensayo en valores

promedios de 0.93 a 0.95 ppm.

3.4. IMPACTO SOBRE LA MICROFLORA

3.4.1. Oxitetraciclina
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Figura 8. Relacién entre los promedios de las poblaciones de bacterias totales expresadas en funcién

de log,, v 1a concentracién de OTC en sedimento de Piscina P1 (a) y Piscina P2 (b).
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La figura 8 muestra el comportamiento de las poblaciones bacterianas presentes en el
sedimento de las piscinas P1 y P2 versus las concentraciones promedios de OTC
hallada en ambas piscinas. Los contajes iniciales y finales de bacterias totales en ambas
piscinas no mostraron diferencias significativas (P>0.05) entre si. Los niveles
promedios de las poblaciones bacterianas durante el periodo de medicacién se
mantuvieron en valores de 3.6 x 107 y 2.8 x 10" UFC/g de sedimento para P1 y P2,
respectivamente.

La mayor carga bacteriana estuvo presente en la parte baja de las piscinas. No obstante,
el anélisis estadistico entre contaje de bacterias totales a nivel de lugar (E, My S)y
entre las piscinas (P1 y P2) no estimé diferencias significativas (P>0.05).

Cabe indicar que, si bien en los dias posteriores a la medicacién se aprecia una
disminucién significativa en la poblacién bacteriana total, este efecto fue producto de la
adicién de formazin y de furazolidona en el dia E1. En su orden este desinfectante y
antibi6tico fueron utilizados con el propésito de bajar la carga bacteriana del suelo, y no
estaban relacionados con el objetivo de nuestro estudio. Los niveles promedios de las
poblaciones bacterianas en este Japso de tiempo presentaron valores de 9.5 x 10° (Pl y
de 1.1 x 107 (P2) UFC/g de sedimento. Existiendo en este perfodo (Dia 8 a 42) un
descenso significativo (P<0.05) en las poblaciones bacterianas, sin embargo, de forma
similar al perfodo de medicacién, los niveles de bacterias totales por 4reas entre piscinas
no presentaron diferencia estadistica (P>0.05).

Las estimaciones de colonias de vibrios muestran resultados que estuvieron en rangos
comprendidos de 1.0 x 10° a 2.2 x 10° UFC/g de sedimento y de 1.0 x 10° a 5.5 x 107
UFC/g de sedimento en Pl y en P2, respectivamente. Encontrandose diferencia

significativa (P<0.05) entre la poblacién inicial y final; pero no entre los lugares
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muestreados entre piscinas. En la figura 9 se observa el comportamiento de ambas

piscinas con respecto a la carga de vibrios.
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Figura 9. Promedio de vibrios totales expresados en log,, hallados en el sedimento de las piscinas P1

y P2.

Las curvas de relacién polinomial de ambas piscinas describen un ligero incremento en
el tiempo, de la poblacién total de vibrios. Estas poblaciones, a diferencia del contaje
bacteriano total, no fueron afectados por la adicién de formazin y furazolidona en
ambas piscinas durante el cultivo.

En el perfodo de investigaci6n, un total de 39 cepas bacterianas fueron aisladas del
sedimento para ambas piscinas. Selecciondndose 5 cepas por su niimero, frecuencia y
persistencia durante la medicacién, para las pruebas bioquimicas de identificacion y
concentracién minima inhibitoria (MIC).

Las bacterias identificadas que correspondieron al género Vibrio fueron clasificadas en
tres especies: V. alginolyticus, V. anguillarum, V. vulnificus, todas Gram-negativas al
igual que el género Aeromonas, también identificado; solo una bacteria fue Gram-

positiva y pertenecié al género Staphylococcus.
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Figura 10.  Concentracién minima inhibitoria (MIC) de OTC y su relacién con las densidades Gpticas

(D.Q.) frente a las bacterias aisladas de las piscinas P1 y P2.

Las bacterias seleccionadas presentaron niveles elevados de inhibicién (Fig, 10). Las
especies V. alginolyticus, V. anguillarum y Aeromonas spp., mostraron inhibicién de su
crecimiento a los 3000 ppm de concentracién de OTC, mientras que Staphylococcus
spp. y V. vulnificus se inhibieron a niveles de 1000 y 2000 ppm, respectivamente. Por
debajo de estas concentraciones, las bacterias fueron consideradas resistentes frente a la
accién del antibidtico utilizado.

El criterio de densidad 6ptica (D.O.) se utiliz6 para estimar la actividad bactericida y/o
bacteriostitica de la droga. Valores de D.O. menores a 0.1 se consideraron como efecto
bactericida, mientras que lecturas superiores a 0.1 fueron interpretadas como efecto
bacteriostitico (modificado de Spanggaard ef al. 1993). Hasta las 48 horas de lectura,
los valores de D.O. indicaron que la OTC fue bacteriostética para V. anguillarum, V.
alginolyticus y Aeromonas spp (0.14, 0.32 y 0.17, respectivamente). La OTC presentd

un efecto bactericida para V. valnificus (0.07) y Staphylococcus spp (0.08).
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3.4.2. Florfenicol

La figura 11 muestra el comportamiento de las poblaciones bacterianas totales en el
sedimento de los tanques medicados con FLO y control. Las poblaciones bacterianas en
los tanques tratamiento variaron significativamente (P<0.05) en nimero durante los
perfodos de tratamiento y residualidad de la droga con respecto a la poblacién de los
tanques control. La poblacién de bacterias totales en los tanques control presentd rangos
de 3.5x 107 - 1.1 x 10® UFC/g de sedimento comparados a los valores reportados de 2.0

x 107 - 6.9 x 10" UFC/g de sedimento durante el tratamiento con FLO.
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Figura I1.  Comportamiento de la poblacién bacteriana total presentes en sedimentos de tanques
medicados con FLO y control. ® = Promedio de log UFC/g de sedimento (Control); B =
Promedio de log UFC/g de sedimento (FLO); ¢ = Valores promedio de concentracién de
FLO en sedimento. Las lineas entrecortada, continua y punteada, en su orden representan

las curvas de tendencia polinomial para cada uno de los datos anteriormente anotados.
Previo a la medicacién, las poblaciones bacterianas de los tanques FLO y control no
presentaron diferencias estadisticas (P<0.05) entre si. Al comienzo del tratamiento,

durante el proceso de acumulacién de la droga en el sedimento, no se observé un efecto

aparente del FLO sobre la poblacién bacteriana (Fig. 11). A partir del séptimo dia de
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medicacién la poblacién bacteriana decrece, cuantificando valores promedios de
5.1x10” UFC/g de suelo. Este efecto se mantiene durante los dfas de residualidad de la
droga, alcanzédndose al décimo dfa niveles promedio de 2.0 x 10" UFC/g de sedimento,
valor que fue estadisticamente diferente (P<0.05) de la poblacién inicial (Dia 0). Este
comportamiento se prolonga hasta el dfa décimo cuarto (2.5 x 10" UFC/g de sedimento),
dia a partir del cual la microflora, producto de la eliminaci6n del FLO en el sedimento,
comienza nuevamente a repoblarse en el suelo. Las bacterias al final del ensayo
tuvieron niveles (6.3x107 UFC/g de sedimento) estadisticamente no significativos
(P>0.05) con respecto a los valores iniciales de bacterias.

Al igual que en la poblacién de bacterias totales, el FLO también redujo
significativamente (P<0.05) la poblacién de vibrios en el sedimento durante el periodo
de medicacin. La figura 12 muestra las curvas de tendencia polinomiales (4 orden) y
el grado de ajuste de los datos para las poblaciones de vibrios en tanques medicados y
control durante el perfodo de muestreo.
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Figura 12.  Comportamiento de los vibrios presentes en el tratamiento con FLO y control a lo largo del
periodo de muestreo. Las barras verticales representan los valores de desviacién esténdar

(n=3).
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Al comienzo del ensayo, las poblaciones de vibrios no fueron estadisticamente
diferentes (P>0.05) en su carga bacteriana. A partir del quinto dfa de medicacidn los
vibrios decrecieron significativamente (P<0.05) en los tanques que recibieron el
tratamiento con FLO con respecto a los del control; reportindose al final de la
medicacién valores de 4.2 x 10° UFC/g y 7.6 x 10* UFC/g de suelo para los tanques
tratamiento y control, respectivamente. La grifica muestra un patrén paralelo de
disminucién que se presenté durante parte del perfodo de tratamiento y residualidad
Cabe destacar que a partir del dltimo dia de medicacién, los valores de salinidad
registraron una mayor variacién, como efecto de las continuas precipitaciones e
incidieron de forma similar en los tanques control y tratamiento. A partir del dia 25 y
hasta el final del bioensayo, no existié diferencia significativa (P>0.05) entre la
poblacién de vibrios de los tanques tratamiento y control. Observéndose en esta parte
del muestreo una disminucién de las colonias en forma simultanea, los contajes
estimados fueron de 3.5 x 10* y 8.5 x 10* UFC/g de suelo para FLO y control,
respectivamente.

Del total de 37 cepas bacterianas aisladas a lo largo del tratamiento, las pruebas
bioquimicas y de MIC se aplicaron a 7 de estas cepas, seleccionadas con el mismo
criterio enunciado para OTC,

Las pruebas bioquimicas identificaron 4 bacterias Gram-negativas, tres pertenecientes al
género Vibrio: V. anguillarum, V. alginolyticus y V. pelagius., y una cuarta identificada
como del género Aeromonas. Las 3 bacterias restantes fueron Gram-positivas: Bacillus
spp, Staphylococcus spp. y Micrococcus roseus. El aislamiento de ésta dltima bacteria
requirié de la preparacién de Agar marino enriquecido con misculo de camarén y

medio LB (modificado de Calero 1996).
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Figura 13.  Concentraciones minimas inhibitorias de las bacterias identificadas en el tratamiento con

FLO.
Las bacterias seleccionadas presentaron niveles de MIC inferiores a 1 ppm (Fig. 13},
exceptuando al género Staphylococcus, y rangos de absorbancia entre 0.05 a 0.07 para
todas las bacterias. Las pruebas de MIC mostraron que las bacterias Gram-negativas
inhibieron su crecimiento a valores de 0.2 ppm de FLO, mientras las bacterias Gram-
positivas presentaron valores de inhibicién de 1 ppm para Bacillus spp. y Micrococcus
roseus, mientras que 5 ppm de FLO fueron requeridos para inhibir Staphylococcits spp.
Los valores de D.O. menores a 0.1 obtenidos en todos los vibrios, indicaron que el

antibiético ejercié una accidn bactericida sobre la totalidad de las cepas bacterianas.
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4, DISCUSION

Coyne et al. (1994) reportan la ausencia de OTC a partir de los 10 cm de capa de
sedimento. Weston et al. (1994) en un estudio similar cuantifican una mayor concentracion
de OTC por debajo de los 2 cm de sedimento en jaulas de granjas piscicolas, una vez
transcurrido el perfodo de medicacién. La estimacién de los residuos de OTC en los
primeros 5 ¢cm de capa de sedimento de este estudio se fundamentd en los criterios
anotados. Sin embargo, cabe destacar que la cuantificacién vertical del agente con
intervalos menores a 5 ¢cm de profundidad, pudo significar la deteccidn de una mayor
cantidad de OTC, como lo reportan los diferentes estudios de distribucién vertical de
residuos de antibidticos en sedimento (Weston et al. 1994; Hektoen et al. 1995; Capone et
al. 1996).

Durante el perfodo de medicacién con OTC, niveles acumulativos promedios de 3.98 (P1) y
1.05 ppm (P2) se cuantificaron en las piscinas medicadas. Smith (1996), en su revisién de
residuos de OTC en sedimentos de granjas piscicolas, establece rangos promedios de
acumulacién entre valores de 0.1 a 10.9 ppm. Comparados con este reporte los promedios
de acumulacién aqui establecidos mantienen relacién con los niveles encontrados en
sedimentos de granjas piscicolas. El cdlculo de los porcentajes de deposicion de la droga,
basados en la cantidad promedio de ingreso (0.5 Kg - 35 Kg vs 0.16 Kg piscicolas y
camarones, respectivamente) y su acumulacién en ambos sistemas, muestran valores de
deposicién inferiores al 1% para cada uno de los sistemas, demostrdndose de esta forma la

ausencia de diferencias en la acumulacién de la droga, entre los sisteras comparados.
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Los resultados del experimento “in situ” claramente revelan diferencias en la concentracion
y distribucién espacial de la OTC entre piscinas. Las diferencias en los niveles de
acumulacién observados entre piscinas, a nuestro criterio podrian ser el reflejo de
pardmetros no determinados en este estudio. A saber, la composicién del suelo cuya carga
orgdnica y/o niveles de cationes divalentes (Ca** y Mg®") actdian como factores quelantes o
inactivadores de la droga (Vaughan y Smith 1996; Smith 1996); los procesos combinados
de velocidad de sedimentacién y lixiviacién del farmaco hacia capas inferiores del
sedimento (Le Bris et al. 1995); procesos no consideradas en el protocolo de muestreo de
este estudio, podrfan en mayor o menor grado explicar las diferencias en los niveles de
OTC reportados entre piscinas.

Smith et al. (1994) y Kerry et al. (1996) en sus observaciones al estudio de Samuelsen et
al. (1992) referente a su reporte de niveles de OTC (>300 pg de OTC/g de sedimento) en
sedimentos piscicolas, enuncian que un criterio basico en la estimacién de estos valores, es
el control de la medicacidn, artefacto que puede originar concentraciones anormales en este
tipo de estudios. Las variaciones observadas durante los procesos de acumulacion del
farmaco en ambas piscinas podrian explicarse por una heterogeneidad en el protocolo de
distribucién del alimento. Es importante mencionar que durante el desarrollo de este
experimento no hubo control directo de este proceso lo que pudo incidir en las variaciones
de concentracién estimadas.

Las figuras 3 y 4 muestran la distribucién espacial del agente, la misma que no fue
uniforme para cada una de las dreas de las piscinas, presentando diferencias entre las partes

E, M y S durante los dfas en que la OTC fue detectada. Estudios previos han reportado una
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distribucién hacia las partes centrales de las piscinas por accién del viento o ligeras
corrientes de agua (Coyne et al. 1994; Kerry et al. 1996), este efecto bien pudo incidir en
las cantidades de OTC reportadas para los sectores de las piscinas de este estudio.

En ambas piscinas las mayores concentraciones de OTC durante el experimento se
distribuyeron preferentemente en el sector S, a nuestro criterio como un posible efecto de la
pendiente y su incidencia en el movimiento de partfculas en la parte benténica de las
piscinas. Las variaciones observadas podrian también explicarse por la geometria propia de
las piscinas. La piscina PI present6 dreas uniformes (80 m de ancho c/u) en comparacion
con P2 (E =25 m: M =80 m y S = 50 m de ancho) cuyas dreas fueron heterogéneas una de
otra. Estas variaciones, en el caso de la piscina P2 habrian originado un desplazamiento del
antibiético hacia la parte central de la piscina, 4rea que abarcé un mayor espacio (parte
media). Este efecto de desplazamiento se ajusta a lo reportado por varios autores (Coyne et
al. 1994; Weston et al. 1994; Kerry et al. 1996; Smith y Samuelsen 1996), quienes han
demostrado que la distribucién horizontal de la OTC en sedimentos es fuertemente
influenciada por la direcci6n del flujo de agua dentro de las piscinas y jaulas.

Una gran variedad de estudios coinciden en que la persistencia de la OTC en sedimentos de
granjas piscicolas es elevada. Reportandose tiempos de residencia hasta de 18 meses y
demostrandose ademéas una minima degradacién (0.65 ppm a 475 ppm) del agente, luego
del perfodo de medicacién (Jacobsen y Berglind 1988; Bjorklund er al. 1991; Samuelsen et
al. 1992; Kerry et al. 1995; Hektoen et al. 1995; Kerry et al. 1996; Capone et al. 1996). En
oposicién a estos reportes, los resultados de las figuras 3 y 4 muestran una residualidad baja

y variable de la OTC en sedimentos de piscinas camaroneras. En ambas piscinas se
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cuantificaron niveles cercanos al limite de determinacién del método (0.02 ppm), durante el
primer dfa de residualidad, e incluso dentro del perfodo de medicacién la acumulacién fue
inestable y variable. Este comportamiento obedeceria a marcadas diferencias entre las
condiciones operativas y climdticas de los sistemas de cultivo usados para peces y
camarones, Diferente a los estudios realizados en salménidos, donde las temperaturas del
agua oscilan entre 5 a 15 °C, con profundidades promedio superiores (12-15 m) -menor
incidencia del factor luz sobre el agente (Samuelsen 1989; Lunestad et al. 1995)-,
registrandose durante este experimento mayores temperaturas promedio (30 °C) y menor
profundidad (P1 = 0.90 m; P2 = 0.84 m) de la columna de agua. Estos criterios nos
permiten concluir que la temperatura y fotosensibilidad del agente (mayor penetracién de
luz en las piscinas) incidieron en la mayor degradacién de la OTC en sedimentos de
piscinas camaroneras.

Si bien, la répida degradaci6n de la OTC aquf reportada, no nos permitié estimar el tiempo
medio de vida del antibiético; es importante anotar que la determinacién de este pardmetro
en la mayoria de los estudios, ha sido realizada mediante la mezcla directa del firmaco a
concentraciones conocidas en sedimento libre de antibiético. Los datos de acumulacién y
residualidad aqui reportados han sido establecidos bajo condiciones y cambios ambientales
propios de un cultivo; por lo tanto reflejan el comportamiento real de la droga en
sedimentos de piscinas camaroneras.

La carga bacteriana promedio (3.2 x 10’ UFC/g de suelo) hallada en este estudio,
corroboran los rangos de bacterias totales, previamente reportados para sedimentos de

piscinas camaroneras (1 x 107 - 1 x 10° UFC/g de suelo, Informe interno CENAIM 1998) y
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piscicolas (1.6 x 10* - 1.2 x 10'° UFC/g de suelo, Hansen et al. 1992; Spanggaard et al.
1993; Kerry et al. 1996; Herwig et al. 1997).

La ausencia de eficacia de la droga acumulada sobre los contajes de bacterias totales y
vibrios, estimados durante el perfodo de medicacién de ambas piscinas, es mostrada en las
figuras 8 y 9. Tendencia y de la Pefia (2001), establecen que la presencia de un agente
antimicrobiano en camaroneras a bajas concentraciones, conduciria al desarrollo de cepas
bacterianas resistentes al agente. Los valores de MIC (Fig. 10) reportados para las bacterias
aisladas en ambas piscinas —~Aeromonas spp., Staphylococcus spp. y vibrios- muestran
niveles de inhibicién elevados (mayores a 1000 ppm), comparados con los niveles
encontrados en bacterias provenientes de sedimento en granjas de salménidos, donde
valores inferiores a 100 ppm de OTC en placas de agar han sido reportados para las mismas
bacterias (Spanggaard et al. 1993; Pursell ez al. 1996). Segitin lo menciona Pursell ef al.
(1996), el tipo de agar empleado durante la prueba es uno de los factores que influye
significativamente en el reporte del MIC. En el presente estudio, se empleé un medio
liquido para llevar a cabo la determinacién de MIC. Este método presenta las ventajas de
una mayor sensitividad y facilidad para adaptarse a las diferentes concentraciones
ensayadas (British Society for antimicrobial chemotherapy 1991 fide Smith ez al. 1994);
considerdndose adems4s, que este medio refleja de mejor manera el efecto inhibitorio de los
cationes divalentes presentes en agua de mar sobre la OTC. La correlacién de los
pardmetros: bajas concentraciones de OTC en el sedimento y elevados valores de

inhibicidn, reportados para las bacterias persistentes aisladas durante el experimento,
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demuestran claramente la eficacia nula de los residuos de OTC para disminuir la carga
bacteriana total y de vibrios presentes en sedimentos de piscinas camaroneras.

Pese a que no se conté con un registro histérico del empleo de fdrmacos en las piscinas
usadas para el estudio y que la metodologia aplicada no evalué porcentajes de resistencia
bacteriana a lo largo del perfodo de muestreo, el conocimiento previo del empleo de OTC,
asi como de otros agentes terapéuticos en la camaronera donde se llevé el experimento, los
valores elevados de inhibicién registrados durante las pruebas de MIC y las altas
resistencias observadas en las bacterias aisladas durante el experimento, soportan la
hipétesis de una resistencia adquirida a lo largo del tiempo ante la presencia de residuos de
antibiéticos a bajas concentraciones en el sedimento. Este criterio es compartido por
Anderson y Levin (1999), al mencionar que la resistencia de las poblaciones bacterianas
esta en relacién directa con el volumen de antibiético empleado. Estudios como los
realizados por Angka (1997) e Inglis et al. (1997), quienes reportan elevada resistencia (42
al 100%) a la OTC en cepas bacterianas de vibrios y aeromonas aisladas de piscinas
camaroneras, producto del uso continuado de drogas y desinfectantes; ejemplifican este
planteamiento. No obstante, otros autores difieren con este criterio, mencionando que la
elevada resistencia es producto de los altos niveles de nutrientes incorporados a las dietas o
componentes del balanceado, considerados como portadores de factores de resistencia que
al estar presentes en ambientes acudticos de manera principal en sedimentos, aumentarian
la frecuencia del proceso (McPhearson et al. 1991; Kapetanaki et al. 1995; Vaughan ez al.
1996). A nuestro criterio, ambos factores (bajos niveles de antibidticos y altas cargas de

nutrientes en el alimento) han influenciado para que a largo plazo las bacterias del suelo de
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piscinas camaroneras hayan adquirido niveles elevados de inhibicién frente a un agente que
anteriormente era considerado de primer orden por su amplio espectro bacteriano.

Las disminuciones significativas de las poblaciones bacterianas totales registradas, luego
del tratamiento con OTC (Fig. 8), se presentaron como efecto de adicionar formazin y
furazolidona. La adicién de estos productos redujo temporalmente el contaje de bacterias
totales. En efecto, la poblacién que realmente se vio afectada fueron las colonias de
bacterias totales, compuesta en su mayor parte por Aeromonas spp. y Staphylococcus spp.
no asi la conformada por vibrios, como se demuestra en la figura 9. Estas (ltimas
presentaron un incremento significativo durante el perfodo de muestreo. Los niveles
iniciales en ambas piscinas fueron de 1.0 x 10° UFC/g de sedimento hasta valores
promedios finales de 3.6 x 10° UFC/g de sedimento. Este 1ltimo comportamiento podria
explicarse de acuerdo a los criterios enunciados por Kerry er al. (1995), quienes han
demostrado que la carga bacteriana, asf{ como la materia orginica introducida a través del
alimento ayudarfan a incrementar la microflora en sedimentos.

La aplicacién de calculos similares a los utilizados para la estimaci6én del porcentaje de
deposici6én de la OTC en el sistema cerrado utilizado para el bioensayo con FLO, permitié
registrar valores de deposicién cercanos al 16% de la cantidad total de antibidtico que
ingresé al medio. Estos niveles representan valores elevados de deposicién comparados con
el estimado para OTC (< 1% de deposicién). El FLO de igual forma que la OTC, se empled
como recubrimiento en la dieta, disuelto en un agente protector (aceite de pescado) de uso
comtin en el medio. Esta forma de medicacién, al igual que en este estudio ha demostrado

una mayor lixiviacién del antibiético al medio acuicola. Estudios recientes de lixiviacién en
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dietas medicadas para camarones, recubiertas con FLO, demuestran que el antibidtico
lixivia a valores promedios del 60% al cabo de 4 horas (Pozo y Montoya 2001. Resultados
no publicados) de exposicién en agua de mar. Explicando este criterio en parte el elevado
porcentaje de FLO depositado en el sedimento.

El tiempo de vida medio (t,,) reportado para el FLO (5 dias), en los primeros 2 ¢m de
sedimento de este estudio, demuestra la rdpida degradacién del antibiético en sedimentos
de camaroneras (Fig. 6). Este resultado corrobora el t,,, enunciado por Hektoen et al. (1995)
para el mismo antibidtico. Diferenciando el hecho de que estos iltimos autores calcularon
este parimetro en sedimento (granjas piscicolas) aditivado con FLO, y reportaron un t,,=
4.5 dias, la diferencia observada podria explicarse por la caracteristica mostrada por el FLO
a pasar hacia las capas subyacentes (5-7 cm) de sedimento, en donde t,,= 7.3 dfas han sido
reportados por los mismos autores. La relevancia de nuestro resultado, a diferencia de lo
enunciado por Hektoen er al. (1995), se fundamenta en que las condiciones de
experimentacidn, bajo las cuales se obtuvo el pardmetro, fueron las mas préximas a un
sistema acuicola para camarones y/o peces, existiendo la interaccion: animales-agua-
antibiético y bacterias.

Contrario a la baja y rdpida acumulacién-eliminacién mostrada por el FLO, el andlisis
cromatogrifico de las muestras también reveld la presencia de concentraciones elevadas y
persistente de un metabolito de la droga. El FLO-amina durante el ensayo estuvo presente
en concentraciones méaximas de hasta 2.16 ppm (Fig. 7). Este y otros metabolitos del FLO
han sido previamente reportados en estudios de peces y sedimento (Hormazabal et al. 1993;

Horsbergh et al. 1994; Hektoen et al. 1995; Hormazabal er al. 1996). La concentracién
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reportada de FLO-amina en sedimentos de camaroneras al final de los 32 dias de ensayo
(0.94 ppm) mostr6 niveles similares a los reportados por Hektoen et al. (1995). Estos
autores de igual manera que en el presente estudio, también registraron una alta
residualidad del metabolito; anotando las diferencias en tiempo del experimento realizado
por estos autores (180 dfas) en comparacién con nuestra investigacién. Apoyados en las
diferencias de tiempo de experimentacién anotados, al igual que estos autores, estimamos
que la residualidad de este metabolito puede ser prolongada y a concentraciones
relativamente estables en sedimentos marinos.

Los datos de este experimento demuestran que mientras existié una residualidad activa del
FLO en el sedimento, este ejercié una accién inhibitoria significativa sobre la bacterias
totales (Fig. 11) y la poblacién de vibrios (Fig. 12). Concentraciones promedios de 0.08 ug
FLO/g de sedimento redujeron significativamente la poblacidn bacteriana total (Fig. 11).
De igual forma, el comportamiento observado en la poblacién de vibrios refleja la accién
inhibitoria del FLO. En ambos casos este efecto inhibitorio es corroborado, por el
crecimiento exponencial en forma inversamente proporcional de la microflora frente a la
ausencia del fArmaco en el sedimento.

Las reducciones de bacterias marinas y especificamente de vibrios por disminucién en los
valores de salinidad han sido previamente reportados (Baumann y Schubert, 1980;
Miyamoto y Eguchi 1997). Este efecto manifiesto, en las poblaciones bacterianas totales y
de vibrios del tratamiento con FLO y control, como producto de las continuas
precipitaciones a partir del dfa 7 y los dfas subsiguientes, explica el comportamiento similar

en disminucién de ambas poblaciones (FLO y control) en el sedimento (Fig. 11 y 12).
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Los valores de inhibicién (MIC) y de D.O. mostrados en la figura 13, demuestran la accioén
bactericida del FLO sobre las bacterias persistentes (V. anguillarum, V. alginolyticus, V.
pelagius, Bacillus spp., Staphylococcus spp. y Micrococcus roseus) aisladas durante este
bioensayo. Estimindose valores de inhibicién de 1 ppm de FLO para las bacterias Gram-
positivas de los géneros Bacillus spp., y Staphylococcus spp., y 5 ppm para Micrococcus
roseus, mientras que niveles de 0.2 ppm de FLO inhibieron las bacterias Gram-negativas
aisladas (vibrios y aeromonas). Estos resultados son similares a los reportados para
bacterias tipo Aeromonas y Vibrio spp., provenientes de diferentes fuentes en granjas
piscicolas (Inglis y Richards 1991; Fukui et al. 1987). Gémez-Gil y Tron (1996) también
reportan valores de inhibicién menores a 0.72 ppm de FLO en varias cepas de vibrios
procedentes de la hemolinfa de camarones. Los valores de MIC con FLO mostrados en este
trabajo se mantienen dentro de los rangos de los estudios anteriormente expuestos,
mostrando el amplio espectro que tiene este agente sobre bacterias en general. No se tienen
registros de bacterias aisladas de sedimentos de piscinas camaroneras en las que pruebas de
este tipo hayan sido realizadas.

Asunciones del efecto antibacteriano del metabolito FLO-amina sobre la microflora
presente en sedimentos, no pueden ser extrapoladas mediante los resultados de este estudio.
Sin embargo, reportes previos estiman la capacidad de este metabolito para inhibir bacterias
del suelo como Bacillus, Clostridium y algas verde-azules (Schering Plough 2000).
Horsberg et al. (1994) reportan que el FLO y sus metabolitos son excretados por las vias
urinarias y Hquidos biliares; la existencia de mecanismos de eliminacién paralelos en

camarones podrfa resultar en la liberacién de estos compuestos, los mismos que podrian
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ejercer su accién en forma indirecta sobre la comunidad bacteriana presente en sedimentos
acuicolas.

De todas las bacterias que fueron afectadas por la accién inhibitoria del FLO en este
bioensayo, dos de las bacterias aisladas (Bacillus spp.y V. alginolyticus) han sido
consideradas como probidticos que ayudan en la respuesta inmunitaria del camarén de
manera competitiva con bacterias patGgenas a nivel de hepatopdncreas e intestino
(Gatesoupe 1999; Gullian 2001). A nuestro criterio esto seria una forma indirecta de afectar
a los animales por una interaccion suelo-bacterias probiéticas y camaron.

En términos generales, bacterias representativas Gram-negativas pertenecientes a los
géneros Vibrios y Aeromonas, fueron aisladas de los sedimentos en ambos experimentos;
reporte coincidente con los estudios realizados por Tendencia & de la Pefia (2001) en suelo
de piscinas de camaroneras tratado con antibioticos.

La acumulacién en el sedimento de los antibidticos estudiados, dependi6é de sus
caracteristicas propias para degradarse o ligarse a otras particulas (arcilla, cationes
divalentes, proteinas y lipidos), la columna de agua y tentativamente la fauna acompafante
en el medio acudtico. La forma y/o via de administracion del antibidtico al organismo
objetivo, es uno de los factores que incide mayormente en la liberacién de estos quimicos al
medio ambiente. Estudios sobre antibiéticos de mayor estabilidad en el medio acudtico,
acompafiados de la identificaciéon de agentes de recubrimiento que eviten lixiviaciones
elevadas, son parte de las opciones que deberia manejar la industria acuicola, para evitar el

impacto ambiental del uso de estos quimicos terapéuticos.
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Los resultados de residualidad demuestran una rdpida degradacién de los antibidticos, OTC
y FLO en sedimentos de piscinas camaroneras, bajo las condiciones de cultivo detalladas.
Bajas concentraciones de antibiéticos en sedimentos son las que han llevado a un
decremento en la sensibilidad de las bacterias a estos farmacos. Estudios sobre el grado de
distribucién de estos farmacos en el medio acudtico, su impacto sobre organismos no-
objetivo, eficacia y efectos de los diferentes metabolismos producidos son necesarios para

establecer el impacto de estas drogas en el ambiente acuético.
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CONCLUSIONES
Se estimaron porcentajes de deposicién de OTC en sedimentos de piscinas
camaroneras similares a los reportados para granjas piscicolas (menores al 1%). Los
valores promedios de acumulacién determinados fueron de 3.98 y 1.05 ppm para P1

y P2, respectivamente.

La OTC mostré una distribucién espacial acumulativa entre las partes entrada,
media y salida de las piscinas. En esta Gltima drea se reportaron las mayores

concentraciones promedios (P1= 2.10 ppm; P2= 0.49 ppm) de OTC en el sedimento.

La persistencia de la OTC fue variable e inestable en el sedimento, presentidndose
este comportamiento incluso durante los dias de medicacién. En general el firmaco

muestra una ripida degradaci6n en sedimento de piscinas camaroneras.

La OTC manifesté una eficacia reducida frente a las poblaciones de bacterias totales
y vibrios del sedimento. Resultado comprobado por los elevados valores de MIC
reportados (superiores a 1000 ppm) en las bacterias aisladas. Los vibrios aislados

presentaron niveles de inhibicién mayores a las bacterias Gram-positivas.

Un mayor porcentaje de deposicién del FLO fue determinado en sedimentos de

camaroneras (16%) con respecto a la cantidad de antibiético que ingreso al sistema.

El FLO fue rdpidamente degradado en el sedimento, presentando un tiempo medio

de vida de 5 dias.
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Los niveles residuales de FLO cuantificados en sedimento muestran un efecto

inhibidor del agente sobre la comunidad bacteriana total y vibrios.

La mayor parte de bacterias aisladas mostraron valores de MIC menores a 1 ppm de
FLO. Los vibrios fueron mayormente afectados que las bacterias Gram-positivas,

quienes ofrecieron una menor sensibilidad al antibidtico.

Se reporté un metabolito del FLO, FLO-amina. Este metabolito muestra

concentraciones y residualidad elevados comparado con el florfenicol.

En ambos experimentos las bacterias resistentes pertenecieron a los géneros

Aeromonas, Vibrios y Staphylococcus.
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RECOM ACIONE
Las bajas concentraciones de OTC reportadas en los 5 c¢cm de sedimento
recolectados, plantean la necesidad de realizar estudios de la distribucién vertical
del antibiGtico hacia diferentes niveles de profundidad, asi como la incidencia del
tipo de suelo sobre la distribucién vertical del firmaco. Este criterio también puede

ser aplicado a FLO en sedimentos.

La necesidad de revalidar la eficacia real de la OTC sobre las bacterias que
especificamente afectan al camarén u otro organismo objetivo, es soportada por el

reducido espectro mostrado por la droga sobre las bacterias aisladas del sedimento.

El FLO influyé de manera significativa en la poblacién bacteriana, no obstante su
amplio espectro también disminuyé bacterias benéficas presentes en el sedimento.
Se hacen necesario mayores estudios sobre el empleo adecuado del agente,
estimacién de dosis eficaces para la medicacién en camaronicultura, de tal forma se
vea reducida su incidencia sobre bacterias probidticas presentes en los animales y
que a largo plazo no conlleve a una alta resistencia bacteriana como lo observado en
OTC. Los resultados de FLO en el bioensayo pueden ser extrapolados a granjas
camaroneras y determinar en campo el impacto de FLO sobre la microflora

bacteriana.

Se requiere de mayor informacién sobre el mecanismo por el cual FLO-amina es
producido y su efecto sobre la comunidad bacteriana, asf como su permanencia en el

sedimento.
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Se debe reducir al minimo la aplicacién de agentes antibacteriales como
recubrimiento en dietas medicadas, siendo preferible aditivar el medicamento a
través de la formulacién del balanceado y disminuir el proceso de lixiviacion
mediante el empleo de aglutinantes alternativos capaces de mejorar la eficiencia de

los tratamientos orales, sin que influyan en la palatabilidad del alimento.
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