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RESUMEN

La inclusién de oxitetraciclina (OTC) en concentraciones de 1, 5 y 10 ppt, en dietas para
camarones, generé concentraciones maximas (Cpq) en el tejido muscular de Penaeus
vannamei de: 3.1, 12.2 y 16.6 ppm de OTC, respectivamente, luego de transcurrir 5
dias de medicacién. Después de completar 14 dias de tratamiento, los niveles de OTC
se mantuvieron relativamente estables. Finalizado el tratamiento, se determiné una
rapida pérdida del antibidtico en todos los animales; esto permitid obtener niveles
inferiores al limite maximo de residucs (LMR) establecido por la FDA (2.0 ppm) tras la
primera semana de retiro. Luego de un periodo de eliminacién del antibiético de 10
dias, concentraciones por debajo del LMR vigente en Europa para la OTC (0.1 ppm), se

determinaron en los animales alimentados con la dieta de menor concentracion.

Paralelamente, se estudid la tasa de lixiviacion del antibidtico a partir del alimento
medicado, observandose como la mayor parte de la OTC se pierde en las primeras 2
horas de permanencia en el agua. Adicionalmente, se determiné la alta influencia de la

salinidad en la lixiviacion de este medicamento.

Los resultados aqui descritos muestran una parte de las aplicaciones, que el desarrollo
del método cromatografico para la deteccion y cuantificacion de OTC puede brindar,
una vez que se tiene la capacidad de analizar concentraciones de hasta 0.05 ppm de esta

tetraciclina en muestras de diferente naturaleza.



INTRODUCCION

En los inicios de la actividad camaronera, el acelerado incremento de la produccidn no
fue de la mano con el desarrollo de tecnologias y practicas de manejo sustentables. Es
asi como este sector, procedié de manera independiente con el fin de satisfacer sus
legitimas necesidades, especialmente en lo referente al control de las enfermedades

infecciosas (Bell, 1992).

Como consecuencia de esto, un indiscriminado y equivocado uso de una gama de
antibioticos se registré tanto en piscinas camaroneras, como en laboratorios de larvas del
Ecuador (Baptista, 1998); problema que ha sido similar al experimentado por otras

industrias dedicadas a la cria de animales en cautiverio (Feedings Times, 2000).

Es asi como, el incremento de la resistencia bacteriana, la creciente preocupacion
internacional sobre la calidad de los alimentos y las presiones de grupos ecologistas que
amenazan con Testricciones a los productos en los cuales se utilicen sustancias que
puedan afectar al medio ambiente, estan generando que en la actualidad el empleo

veterinario de los antibioticos sea revisado (Subasinghe et al., 1999).

Preocupaciones de este tipo han impulsado que instituciones gubernamentales de
diferentes paises tomen una serie de medidas, como el establecimiento de limites
méximos de residuos (LMR) para los alimentos que ingresan por sus fronteras
(GESAMP, 1997). Estos nuevos requerimientos, intentan asegurar la inocuidad de los

productos provenientes de naciones donde las regulaciones veterinarias son irrespetadas.



La camaronicultura ecuatoriana, la cual exporta la mayor parte de su produccion a
Estados Unidos y Europa, se encuentra sometida a este tipo de controles, siendo
necesario para asegurar el futuro de la industria el desarrollo de: a) protocolos de
medicacion que aseguren la ausencia de residuos quimicos en los camarones y b)

metodos analiticos que permitan determinarlos.

Uno de los focos de las preocupaciones gira alrededor de la aplicacion de antibi6ticos,
los cuales son empleados por el 100% de las camaroneras en el Ecuador (CENAIM,
1998). Dentro de estos, la oxitetraciclina, uno de los antibiéticos mas utilizados en el
pais y en la acuacultura a nivel mundial, ha sido objeto de numerosos estudios destinados
a evaluar su residualidad en peces y crusticeos (Ueno ef al, 1999), asi como al

desarrollo y optimizacion de las técnicas de deteccidén y cuantificacion (FDA, 1998).

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

los métodos cromatograficos para este tipo de analisis (Medina, 1994).

De esta forma, la presente investigacion pretende mediante el desarrollo de una técnica
cromatografica utilizando un sistema de HPLC (High Performance Liquid
Chromatography), estudiar en un bioensayo la acumulacién y pérdida de la
oxitetraciclina en el camardn Penaeus vannamei, empleando una de las principales
técnicas de medicacién en acuacuiltura, es decir, el suministro de antibioticos via el

alimento balanceado.



1. ANTECEDENTES

1.1. ANTIBIOTICOS

1.1.1. Generalidades

La antibiosis es el mecanismo mediante el cual un microorganismo es capaz de inhibir o
suprimir las funciones vitales de otro microorganismo. Este concepto, contrario al de
simbiosis, fue postulado en 1877 por Pasteur y Joubert, quienes, basados en los
resultados de sus investigaciones, llegaron a la conclusion de que entre las especies

inferiores, la vida es capaz de destruir a la vida (Goodman ez af., 1981).

A pesar de que Pasteur y Joubert especularon sobre la singular importancia de sus
observaciones en el futuro control de las enfermedades originadas por infecciones
bacterianas, no llegaron a conocer los mecanismos ni los compuestos involucrados en los

procesos que describieron (Goodman ef al., 1981).

Aproximadamente 30 afios después, Paul Erlich planteaba la existencia de unas “balas
magicas” capaces de encontrar y eliminar a los patogenos sin afectar al huésped portador
de la infeccion. Las ideas de este cientifico fueron la base para el futuro concepto de

quimioterapia (Litter, 1973 fide Tortora et al., 1998).

Posteriormente, Alexander Flemming observé en 1928 como el crecimiento de una cepa

de Staphylococcus aureus que cultivaba, fue inhibido por un tipo de moho que habia



contaminado accidentalmente una seccién de la caja Petri utilizada. El investigador
analizd detenidamente el cultivo para tratar de entender que habia impedido el
crecimiento de las bacterias. Este acierto, junto con la identificacion del moho causante
de la inhibicion: Penicillium notaium, y el posterior aislamiento del compuesto activo
responsable de la antibiosis, generaron el descubrimiento del primer antibiotico, la

penicilina (Tortora ef ai., 1998).

Doce afios después, un grupo de cientificos de la Universidad de Oxford, comenzaba a
buscar las especies de Penicillium mas efectivas como fuente del antibittico, una vez
que habian conseguido tener éxito en las pruebas clinicas utilizando la droga en
humanos. Poco después, la produccion a gran escala de la penicilina habia comenzado,
marcando el inicio de la denominada “época dorada” de la medicina (Tortora et al.,

#

1998).

En la :actualidad, desde el descubrimiento de la estreptomicina en 1944, muchos otros
antibioticos han sido obtenidos a partir de diferentes bacterias, actinomicetos y hongos.
Mas de la mitad de los agentes son producidos por Streptomyces spp., género de
bacteria filamentosa que habita cominmente los suelos. También se han desarrollado los
antibidticos semisintéticos, que resultan de alteraciones quimicas de algunos antibitticos

(Goodman et al., 1981),

Si bien, actualmente existe una gran variedad de quimicos antibacterianos, fueron los
primeros antibioticos desarrollados los que permitieron frenar las masivas mortalidades

causadas por enfermedades, tales como tuberculosis, fiebre tifoidea, difteria, entre otras



(Salyers & Whitt, 1994). Una de las principales razones que elevo la imagen de los
médicos hasta su actual status de profesionales respetados, fue precisamente el hecho de
que los antibidticos les permitieron combatir enfermedades que previamente eran
incurables, en una épaca que fue considerada inicialmente como la era dorada de la
medicina. No obstante, la aplicacién de los antibidticos no estuvo libre de problemas y

desventajas.

Los principales inconvenientes se han centrado en el uso indiscriminado de estos
medicamentos y la consecuente generacién de una amplia gama de bacterias

quimiorresistentes (Threlfall, 1992).

La generalizacion de esta inefectividad sobre las bacterias, es producto de una serie de
4

equivocaciones en la aplicacién de los antibidticos. Entre las préicticas generalmente

sefialadas como responsables de este fendmeno, se cuentan (Ratdesky, 1998):

a) Exceso de tratamientos profilacticos,

b) Aplicacion de antibiGticos en casos que no ameritan (cualquier fiebre o resfrio),
¢) Desconacimiento de las dosis adecuadas (niveles subdéptimos basicamente),

d) Trrespeto de los tratamientos y automedicacion por parte de los pacientes.

¢} Uso generalizado de los antibidticos en la cria de animales en cautiverio.

En la actualidad, la continua formacion y propagacion de cepas resistentes es una
preocupacion de caracter global. Para evitar el incremento de este problema, se han

planteado diferentes soluciones, apoyadas en dos puntos fundamentales. EI primero



consiste en campafias educativas, que concienticen a la poblacién y a los profesionales
responsables de las quimioterapias, sobre los riesgos que se corren si se mantienen las
practicas de medicacion tradicionales. La segunda opcidn busca el desarrollo de nuevos
antibiéticos, especialmente de fuentes no tradicionales, tales como los océanos y ciertos
vegetales y animales terrestres (Discover, 1999). El inconveniente de este enfoque
radica en que las compafilas farmacéuticas han recortado significativamente sus
programas de investigacién, debido a los altos costos que estos trabajos representan, y al
hecho de que se necesitan alrededor de 20 afios para que un antibidtico llegue al

mercado, luego de haber sido descubierto (Salyers & Whitt, 1994).

Otras investigaciones que buscan reducir el empleo de quimicos para el control de los
microorganismos patogenos en humanos y animales, son aquellas dirigidas al desarrollo
de ;os probidticos. Estos son células microbianas vivas que se administran como
suplemento en la dieta con el objetivo de mejorar la salud (Tannock, 1997 fide
Gatesoupe, 1999). En acuacultura, el uso de los probidticos es reciente (KKozasa, 1986),
por lo que en la actualidad se estan generando las publicaciones que cientificamente

intentan corroborar los resultados analizados empiricamente en las primeras pruebas

(Gatesoupe, 1999).

De esta forma, se observa con claridad que soluciones inmediatas no se encuentran a la
disposicion, lo que ha obligado a las instituciones gubernamentales de control de
diferentes paises, a adoptar medidas regulatorias y restrictivas, que comiencen a detener
la masiva y exagerada aplicacion de los antibioticos a todo nivel. Salyers y Whitt (1994),

mencionan en su libro, que es una realidad la presencia de bacterias patogenas resistentes



a casi todos los antibiéticos en hospitales norteamericanos. Podria ser cuestion de
tiempo para que estas cepas bacterianas adquieran inmunidad a los pocos agentes
antimicrobianos aun efectivos contra ellas. Por lo tanto, el momento para actuar y
comenzar a utilizar los antibiéticos racionalmente es ahora, comentan los investigadores
sefialados, de lo contrario la humanidad posiblemente regresaria a la “Bra pre-

antibioticos™.

1.1.2. Mecanismos de accion

En la naturaleza existe una gran variedad de antibidticos, desafortunadamente no todos
pueden ser utilizados en los tratamientos de enfermedades infecciosas. Un aspecto a
considerar es la toxicidad selectiva del farmaco, caracteristica que radica en la inocuidad

que debe tener el agente antimicrobiano sobre los tejidos del huésped (Goodman et al.,

1981).

Esta inocuidad sobre el organismo atacado por un patdgeno, se explica porque los
antibidticos actiian principalmente sobre procesos celulares particulares de las bacterias,
mismos que a pesar de también presentarse en las células de humanos y animales (células
eucaribticas), se diferencian de los realizados por las células bacterianas (procaridticas)

en los aspectos basicos que se detallan a continuacion:

a) Generacion de la pared celular: recubrimiento de las bacterias, adicional a la

membrana celular que rodea el citoplasma.



b) La sintesis de proteinas: a pesar de ser igual en todas las células, se diferencia por la
estructura de los ribosomas (maquinaria responsable del proceso) entre células
procaridticas y eucaridticas.

¢} Ciertos procesos metabolicos: si bien pueden ser muy similares, se distinguen por la

secuencia que siguen y los compuestos que utilizan.

Como se puede observar de lo descrito anteriormente, la mayoria de antibidticos ejercen
sus efectos en el interior de las células. Esto determina que el primer obstaculo que
deben traspasar estos firmacos, son la pared y la membrana celular del patogeno.
Debido a que no todas las bacterias tienen el mismo tipo de pared celular, es importante
revisar como estas diferencias pueden afectar el espectro de accién de un antibibtico

determinado.

Las bacterias se dividen en dos grandes grupos: bacterias Gram negativas y Gram
positivas,  Esta clasificacion se basa exclusivamente en la habilidad de los
microorganismos para tefiirse superficialmente con un determinado colorante. Dicha
capé.cidad esta relacionada directamente con la estructura de la pared celular (Salyers &

Whitt, 1994).

Las bacterias Gram negativas, a diferencia de las Gram positivas, poseen una pared
celular de mayor complejidad, por lo que son mas selectivas al permitir el paso de
sustancias hacia su interior. Esta selectividad es valida para variadas sustancias,
incluyendo a ciertos antibiéticos. Las bacterias Gram positivas en cambio, poseen una

pared celular mas porosa, que permite el paso de compuestos de mayor tamafio. Esta



caracteristica es responsable de que las bacterias Gram positivas sean susceptibles a una

mayor variedad de antibidticos (Salyers & Whitt, 1994).

De esta forma, una primera clasificacion de los antibidticos se da en funcién de su
capacidad para atravesar la pared celular. Aquellos agentes antimicrobianos capaces de

ingresar en la mayoria de bacterias patdgenas, son denominados antibidticos de amplio

]
i

"
espectro, contrariamente a los antibidticos de espectro reducido, caracterizados por

e

tener un rango limitado de acci6n antibacteriana (Tortora et al., 1998).

Otra clasificacién de los antibiéticos estd vinculada por sus efectos sobre los
microorganismos patégenos. Partiendo de esta premisa existen dos tipos de antibidticos:
los bacteriostaticos, capaces de detener la multiplicacion celular; y los bactericidas,
caracterizados por originar la muerte de las bacterias. No obstante, esta division no es
determinante, va que el efecto de un antibiético puede variar con relacion a la dosis
suministrada y al tipo de patogeno (Goodman ef al, 1981). Por esta razon, la
clasificaciéon mas utilizada para agrupar a los antibidticos, estd basada en sus principales

mecanismos de accion.

1.1.2.1. Inhibicién de la sintesis de la pared celular

La forma e integridad de todas las bacterias es responsabilidad de la pared celular. Esta
pared previene ademds la incontrolada expansion de la membrana celular producida por

la constante captacién de agua por procesos osmaéticos.



10

A pesar de las diferencias estructurales entre la pared celular de las bacterias Gram
negativas y positivas, ambos tipos estdn constituidos fundamentalmente por los
peptidoglucanos. Consecuentemente, todos los antibiéticos que trabajan deteriorando la

estructura de los peptidoglucanos son bactericidas, ya que generan la lisis celular.

Entre los antibioticos mas representativos de este grupo se encuentran las penicilinas,
cefalosporinas v los glucopéptidos. La mayoria actian sobre las bacterias Gram
positivas (penicilinas y glucopéptidos), aunque algunos afectan particularmente a las

Gram negativas (cefalosporinas).

Este tipo de firmacos ejerce sus efectos mediante dos mecanismos basicos; interfiriendo
en los procesos enziméticos que producen los peptidoglucanos, o también, activando las
enzimas internas encargadas de destruirlos. Estas enzimas son propias de los

microorganismos y son necesarias para viabilizar la mitosis (division celular).

Como las células humanas y animales carecen de paredes o membranas formadas por
peptidoglucanos, la toxicidad de este tipo de antibidticos no perjudica significativamente
a los tejidos del huésped (Tortora et al, 1998). Inclusive, muchos mecanismos
inmunitarios de defensa de una serie de animales, se basan en el reconocimiento de los

peptidoglucanos bacterianos para atacar y fagocitar a los patogenos.
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1.1.2.2. Lesion de la membrana plasmética

Este grupo de antibidticos altera la permeabilidad de la membrana citoplasmatica
bacteriana, interactuando con los fosfolipidos presentes en ella. Los efectos bactericidas
de este tipo de drogas son inmediatos y producen la pérdida de importantes metabolitos

intracelulares.

La polimixina es el agente antibacteriano més representativo de esta clasificacion y

concentra su accién sobre las bacterias Gram negativas, especialmente el género

Pseudomonas.

1.1.2.3. Inhibicion de la sintesis proteica

La sintesis de proteinas es una funcién vital, tanto en células eucaridticas como
procaridticas. Este proceso se realiza exclusivamente en los ribosomas, componentes
celulares que se encuentran dispersos en el citoplasma. Los ribosomas elaboran las
proteinas celulares uniendo los distintos tipos de aminoacidos en una secuencia

codificada en el ADN.

Cada ribosoma o unidad ribosomal estd compuesto por dos subunidades desiguales.
Svedberg desarrolld un sistema de comparacion para diferenciar las unidades
ribosomales y las subunidades que los conforman, basandose en su tasa de sedimentacion

durante una ultracentrifugacion. Los valores obtenidos se determinan en funcion del
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tamafio, forma y peso de los ribosomas y se simbolizan con la letra S (Tortora ef al.,

1998).

Mediante esta caracterizacion, se puede explicar la inocuidad de los antibiéticos de este
grupo sobre las células del huésped, ya que las unidades ribosomales de células
procaridticas y eucaridticas son estructuralmente diferentes, 70 y 80S respectivamente.
De igual forma las subunidades que los conforman son distintas, 50 y 308 para células

bacterianas y 60 y 408 para células animales y vegetales.

Los antibidticos que interrumpen la sintesis de proteinas, tienen efectos bacteriostaticos

en su mayoria, aunque pueden Ilegar a ser bactericidas en concentraciones muy elevadas

(Goodman ef al., 1981).

El sitio de accién de estos farmacos puede dirigirse a cualquiera de las dos subunidades
ribosomales. Las tetraciclinas y los aminoglucosidos, por ejemplo, se unen a la porcion

308 de los ribosomas, en cambio, los antibioticos pertenecientes al grupo de los

R

g

macrolidos actian sobre la subunidad 508. %l cloranfenicol es? un antibidtico que

también se adhiere a la porcién 508 de los ribosomas bacterianos, no obstante, su uso 1o
es generalizado, ya que puede tener efectos toxicos al ser capaz de interferir en la

produccion de proteinas mitocondriales en los mamiferos (Goodman et al., 1981).

S AR

La mayoria de estos agentes antibacterianos tienen un amplio espectro de accién. La

inaj(macrolido) es una excepcidn, ya que no puede traspasar adecuadamente la
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pared celular de las bacterias Gram negativas, concentrando su accién en las Gram

positivas,

1.1.2.4. Inhibicién de la sintesis o actividad de los dcidos nucleicos

Dentro de esta clasificacion se incluyen una serie de antibidticos que interfieren en los
procesos de replicacién y transeripcion de los microorganismos, Algunas drogas de este
grupo no son de utilidad por su capacidad inhibitoria sobre la sintesis del ADN y ARN

en células de mamiferos,

.Las quinolonas y fluoroquinolonas, en cambio, tienen una mayor toxicidad selectiva.
Son agentes bactericidas de relativo amplic espectro de accién (no afectan a bacterias
anaerobias). Trabajan inhibiendo la actividad de la ADN-girasa, enzima esencial para la

sintesis y plegamiento del ADN.
Por otro lado, las rifamicinas agrupa una familia de farmacos bactericidas, caracterizados
por interferir en las funciones de la ARN-polimerasa, enzima responsable de la sintesis

del ARN.

1.1.2.5. Inhibicion de la sintesis de metabolitos esenciales

Las enzimas son compuestos que catalizan las reacciones quimicas, actuando con una
determinada sustancia (sustrato) para producir un complejo. Son catalizadores muy

eficientes y reconocen a los sustratos especificamente. En este sentido, antibiGticos que
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sean estructuralmente similares a ciertos sustratos enzimaticos, pueden interferir en el
normal desarrollo de una reaccién.

Por ejemplo, el acido foélico (PGA) es una vitamina esencial que act(ia como coenzima en
la formacidn &e algunos aminoécidos y en la sintesis de las bases pirimidinicas y purinicas
de los 4cidos nucleicos. Compuestos como las sulfonamidas previenen la formacién del
PGA, por ser analogas del acido para-aminobenzoico (PABA), precursor en este

importante proceso., Como la sintesis del PGA es comin en una extensa gama de

microorganismos, este tipo de agentes presentan un amplio espectro de accion,

Ormetropin es otro antibidtico dentro de esta clasificacion, que ha demostrado tener un
importante efecto sinérgico cuando actiia en conjunto con ciertas sulfonamidas. La
toxicidad selectiva de estos antibioticos radica en la imposibilidad que tienen los animales

superiores de sintetizar el acido folico.

1.1.3. Tipes de Antibiéticos

Los principales grupos de antibidticos y su mecanismo de accion son resumidos en la

Tabla 1.

1.1.3.1, Tetraciclinas

Dentro de los antibidticos desarrollados por la ciencia médica, aquellos que se

caracterizan por poseer un amplio espectro de accién y una elevada toxicidad selectiva,
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han sido preferidos. Las tetraciclinas, al cumplir con estos dos requisitos, se mantienen

como uno de los grupos de antibiéticos mayormente utilizados.

Tabla 1. Principales tipos de antibidticos  «

Familia Antibiotico Mecanismo de accién
B-lactanos Penicilina G Inhibicién de la sintesis de la pared
Gentamicina celular
Glicopéptidos Vancomicina Inhibicion de la sintesis de la pared
celular
Aminoglucosidos Kanamicina Inhibicion de la sintesis de proteinas
Gentamicina
Tetraciclinas Tetraciclina Inhibicién de la sintesis de proteinas
Clortetraciclina
Oxitetracichina
Macrolidos Eritromicina Inhibicion de la sintesis de proteinas
Quinolonas Acido nalidixico Inhibicidn de la replicacion del ADN
Acido oxolinico
Flumequina
Sarafloxacina
Norfloxacina
Enrofloxacina
Sulfonamidas Acido aminobenzoico  Inhibicién de la sintesis de metabolitos
Sulfonamida esenciales
Cloranfenicol Cloranfenicol Inhibicién de la sintesis de proteinas

Adicionalmente, los reducidos niveles de toxicidad de estos medicamentos, han facilitado

su administracién por la via oral y han permitido también que sean aplicados inclusive

para el tratamiento de infecciones superficiales de la piel (tratamiento del acné).
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Desafortunadamente, estas son las caracteristicas que han difundido su empleo y abuso

en las practicas médicas (Tortora ef al., 1998).

Las tetraciclinas han sido también ampliamente utilizadas como promotores de
crecimiento y como terapéuticos en la cria de animales en cautiverio. En la actuahdad,
mas del 65% de los antibi6ticos prescritos para los tratamientos veterinarios dentro de la
Comunidad Europea, 2294 de 3494 toneladas, pertenecen al grupo de las tetraciclinas

(Kithne et al., 2000).
1.1.3.1.1. Historia

El desarrollo de las tetraciclinas fue el resultado de una seleccion sistematica de muestras
de suelos recogidas en muchas partes del mundo en busca de microorganismos
productores de antibidticos. El primero de estos compuestos, la clortetraciclina, se
introdujo en 1948, dos afios después se conocio la oxitetraciclina. La dilucidacion de la
estructura quimica de estos agentes confirmé su semejanza y sirvid de base para la
produccién de un tercer miembro del grupo, la tetraciclina. Estos tres miembros del

grupo, son conocidos como las tetraciclinas clésicas.

Posteriormente, a partir de 1957 se desarrollé una nueva familia de tetraciclinas, la
primera de ellas, la demeclociclina, se incorporo al uso general en 1959. La metaciclina,
" derivado de la oxitetraciclina, se introdujo en 1961, la doxiclina en 1966 y la minociclina

en 1972 (Goodman et al., 1981).
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1.1.3.1.2. Origen

La clortetraciclina y la oxitetraciclina son elaboradas por Streptomyces aureafaciens y
Streptomyces rimosus, respectivamente. La tetraciclina se produce semisintéticamente a
partir de la clortetraciclina, aunque también se ha obtenido de una especie de
Streptomyces. La democlociclina es el producto de un mutante de la cepa de
Streptomyces aureofaciens de la que se obtuvo por primera vez la clortetraciclina,

Metaciclina, doxiciclina y minociclina son derivados semisintéticos.
1.1.3.1.3. Quimica

La estructura caracteristica de este grupo de antibidticos, cuatro anillos arométicos, es la
que les confiere su denominacién, Sus bases cristalinas son compuestos ligeramente
amarillos, inodoros y algo amargos. Son poco solubles en agua a pH 7, pero forman
sales de sodio y clorhidratos solubles de color amarillo mas intenso. Aunque las bases y
los clorhidratos son muy estables en forma de polvo seco, casi todos estos agentes
pierden actividad antimicrobiana con relativa rapidez cuando estan en solucion, debido a

la formacion de epimeros (epi-tetraciclinas).

La habilidad de las tetraciclinas para formar complejos con cationes di- y trivalentes es
largamente conocida (Albert, 1953 fide Lunestad & Goksoyr, 1990). Esta caracteristica
es mas pronunciada en los miembros hidrofilicos del grupo, tetraciclina y oxitetraciclina.

Esta particularidad, junto con la alta fotosensibilidad de estos antibidticos, son factores

que reducen significativamente su actividad antimicrobiana.
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1.1.3.1.4, Accion

Para entender el mecanismo de accién de las tetraciclinas, hay que revisar el proceso de
sintesis de las proteinas, este se da cuando los aminoéacidos son conducidos por el ARN
de transferencia (ARNt) hacia la subunidad 30S del ribosoma. En este sitio, los
aminodcidos se iran encadenando de acuerdo al tipo de proteina que se esté formando.
Este orden esta determinado por las instrucciones codificadas en el ARN mensajero
(ARNm), el cual es capaz de reconocer a cada ARNt de acuerdo a una secuencia

especifica que posee para cada tipo de aminoécido.

Las tetraciclinas inhiben este proceso, interfiriendo en la unién del ARNm con el
complejo ARNt + aminoacido reconocido, impidiendo la formacién de la cadena
proteica. De esta forma, las bacterias no podran replicarse al no poder sintetizar nuevas

proteinas, aunque no moriran.

En lo referente al espectro de accion de las tetraciclinas, este abarca una amplia gama de
microorganismos, donde se incluyen: bacterias Gram negativas y Gram positivas,
rickettsias (bacterias intracelulares), micoplasmas, micobacterias y espiroquetas, virus

grandes, actinomices y plasmodium.

1.1.4, Oxitetraciclina (OTQC)

Llamada también Terramicina, tiene un peso molecular de 460.4 en forma de polvo seco

(CHa4N,0). Dos de sus presentaciones mas comunes son el dihidrato y el clorhidrato,. ..
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aunque esta tltima es mayormente utilizada por su alta hidrosolubilidad. Otra forma
comercial del antibidtico, caracterizada contrariamente por su baja solubilidad en el

agua, es la sal de amonio mono alquilo trimetilo.

La estabilidad del clorhidrato de oxitetraciclina en soluciones acuosas depende de
algunos factores, como la alealinidad y la temperatura. Por ejemplo, a PH3 -9yvauna
temperatura de 5 °C permanece estable durante 4 semanas (Dawson ez al., 1990). En
cambio, a mayor temperatura (25 °C) puede mantener su actividad por el mismo tiempo

Leo—

siempre y cuando el pH se encuentre entre 1 y 2.5 (The Merck Index, 1989),

Las demis caracteristicas de la OTC seran tratadas ampliamente en los siguientes

capitulos de este trabajo.

OH O OH 0
OH
[ CONH,
T OH
CH OH OH N (CH;),

Figura 1. Estructura quimica de la oxitetraciclina,
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1.2. MEDICACION EN ACUACULTURA

Cuando se cultivan animales de forma intensiva, las enfermedades que naturalmente
estan presentes en las poblaciones salvajes, se vuelven mas evidentes en los sistemas de
produccién. Condiciones estresantes junto con una mayor probabilidad de transmision
de las infecciones debido a las densidades de cultivo, brindan a los patégenos una
situacion ventajosa sobre el huésped. Adicionalmente, siendo el agua un medio
apropiado para la transmisidn de microorganismos, las enfermedades infecciosas

representan un factor determinante en el exito de cualquier sistema acuicola.

A diferencia de la produccién ganadera por ejemplo, donde cada animal es una unidad
valiosa v la viabilidad de los tratamientos preventivos o terapéuticos individuales se basa
en un retorno econémico importante, en acuacultura generalmente, el valor de cada pez
o crustaceo no justifica inversiones en manejos veterinarios individuales. De esta forma,
los tratamientos suelen realizarse sobre toda la poblacion, ya sea tratando el agua cuando
los voliimenes lo permiten, o mediante dietas medicadas, técnica reconocida como la
forma mas practica de suministrar antibioticos y demas drogas a los animales (Alderman,

1988).

No obstante, el uso de quimicos en el cultivo de peces estuvo relacionado inicialmente a
los intentos de controlar los ectoparasitos con sal (cloruro de sodio), y al empleo de
formalina para aquellas infecciones donde los bafios salobres no frenaban las infecciones.

[P R R——

El uso de compuestos antimicrobianos se inicio con el trabajo de Gutsell en 1946, quien
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reconocio la efectividad de las sulfonamidas para combatir la furunculosis en peces

(Austin & Austin, 1987).

Poco después, una vez que las antibidticos estuvieron disponibles para la medicina
humana y la veterinaria, se observd una rapida expansion de su uso en estaciones
piscicolas, luego de comprobar su reducida toxicidad y su efectividad. Estas practicas
incluyeron inicialmente al cloranfenicol en 1950 y a la oxitetraciclina (O1TC) en 1951; tan

solo un afio después de la introduccion de este ultimo en el mercado (Alderman, 1988),

Posteriormente, el surgimiento de la resistencia bacteriana impulsd nuevamente el interés
por desarrollar vacunas, el cual habia sido temporalmente rezagado por la efectividad
mostrada por los antibioticos. Luego de muchos afos de investigacion se pudo reducir
significativamente el empleo de estos quimicos, gracias a la introduccién de nuevas
vacunas y practicas sanitarias mejoradas en industrias tradicionales, tales como las del

cultivo de salmonidos (Alderman & Hastings, 1998).

Un ejemplo de este comportamiento puede observarse en la piscicultura noruega,
industria que en 1991 redujo aproximadamente hasta la mitad el total de antibioticos
consumidos 4 afios antes (49 TM). Esto fue posible luego del desarrollo de una vacuna
eficaz contra el patogeno (Vibrio salmonicida) responsable de la mayor parte de las
prescripciones de 1987. Mas tarde, la introduccion de vacunas con antigenos en contra
de la furunculosis en el afio de 1993, logré que para 1996 la acuacultura noruega haya

s6lo empleado 1.04 TM de antibioticos (Grave ef al., 1999).
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Una situacion diferente se vive en las naciones donde la acuacultura es una actividad
“““""’m-—

joven o donde las recuiaclones sobre eI uso de qulmlcos son llmltadas En estos paises,

B

¢l acelerado incremento de la produccic')n no fue de la mano con el desarrollo de
tecnologias y practicas veterinarias sustentables, tal como fue el caso de la

camaronicultura ecuatoriana (Baptista, 1998).

1.2.1. Objetivos del tratamiento

La clara definicion de los objetivos perseguidos al momento de aplicar quimicos
antimicrobianos, es una de las bases para desarrollar una correcta estrategia de
medicacién. Para combatir diversas bacterias patogenas se han clasificado dos tipos
principales de tratamientos: profilacticos y terapéuticos. Las variables que los
diferencian se centran en la duracion del tT?PFf"‘.‘??'%?f‘F% la dosis del farmaco y el estado de

la enfermgdagl.

1.2.1.1. Tratamiento profilactico

Es una estrategia que utiliza la aplicacion rutinaria de uno o varios antibioticos antes de

que los signos chmcos de la en enfermedad sean detectables. Usualmente la utihzacidn de

este tipo de régimen intenta evitar el ataque de infecciones comunes mediante dosis

bajas durante penodos relativamente prolongados
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Ventajas

a)
b)

4

Minimizan la posibilidad de una infeccion.

Aminoran el riesgo de una reduccion en el consumo de alimento (importante en la
medicacion oral) por la falta de apetito de los animales enfermos.

Permiten la adquisicidon temprana de los antibiéticos, evitando la pérdida de tiempo
originada por la compra y transporte de los quimicos.

No requieren de un diagnostico previo.

Desventajas

@)
)

Incrementan el riesgo de generar resistencia bacteriana.

Los procedimientos suelen transformarse en rutinas de manejo, dejando de lado el
analisis de la verdadera necesidad y efectividad de los antibioticos.

Si no se monitorean los resultados del tratamiento, se puede transformar en un costo

adicional innecesario.

1.2.1.1.1. Promotores de crecimiento

El incremento de la tasa de crecimiento en los animales criados en cautiverio (del 3 al

9%), asi como la reduccion de la conversion alimenticia (del 3 al 12%), debido al

suministro de dosis subterapéuticas de antibidticos, es uno de los argumentos que intenta

justificar el empleo de farmacos bajo conceptos profilacticos (Corpet, 2000).
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s

En un reporte inicial, aves de corral a las que se les incluia agentes antimicrobianos en el

agua, mostraron un incremento de peso mas acelerado, alcanzando las tallas comerciales

antes que los animales desprovistos del tratamiento (Herwig, 1979).

Este tipo de resultados impulsaron estudios similares en cultivos acuicolas. Ahmad y
Matty (1988) observaron un mayor aumento de peso y longitud en la carpa (Cyprimus
carpio) al utilizar virginiamicina como aditivo en la dieta artificial. Suministrando el
mismo farmaco, Treviiio ef al. (1995), intentaron corroborar el efecto promotor del
antibidtico en Penaens vannamei, no obstante, no detectaron diferencias significativas en
los valores de supervivencia y crecimiento. En el bagre de canal, dietas medicadas con
niveles preventivos de OTC y Romet-30" (sulfadimetoxina-ormetropin; Roche), no
produjeron un aumento en la ganancia de peso en comparacion con los controles
(Rawles ef al., 1997). De igual forma, el consumo de una dieta con 250 mg de OTCy ™

250 mg de sulfametazina por kg de balanceado, no generé ningun beneficio adicional en

b T L

la tasa de crecimiento del P. monodonﬁfliguera-Ciapara etal., 1991).

El incremento del aprovechamiento del alimento, es la hipdtesis mas comin para explicar
el efecto promotor de las dosis subterapéuticas de ciertos farmacos en la produccion

pecuaria. A su vez, varios mecanismos involucrados en este proceso han sido sugeridos,

aunque siguen siendo especulativos (Corpet, 2000; Visek, 1978 fide Trevifio ef al.,

1993). Entre estos se cuentan:
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a) Reduccion de la produccion de toxinas microbianas depresoras del crecimiento.

b) Reduccidn de la destruccion microbiana de los nutrientes esenciales en el tracto
digestivo.

¢) Aumento en la absorcion y utilizacion de los nutrientes.

d) Eliminacién de bacterias que compiten por los nutrientes, -~

¢} Reduccion del grosor de la pared intestinal.

De todas formas, este tipo de practicas, antes que generar mas estudios que aclaren su
verdadera utilidad como estimuladores del crecimiento, estan siendo revisadas, debido al
reconocido riesgo que representan para la salud humana, especialmente en lo referente a
la generacion de bacterias resistentes. Por ejemplo, en muchos paises europeos la’

practica del uso de antibidticos y promotores de crecimiento sintéticos para mejorar el

desempefio animal esta prohibida (Feedings Times, 2000).

/

1,2.1.2. Tratamiento terapéutico

Se basa en ef empleo de los medicamentos una vez que se ha confirmado la presencia de
los signos clinicos de la enfermedad. De forma contraria a la prevencidn, estos métodos
curativos se aplican por lapsos cortos y con mayores concentraciones de uno o mas

antibidticos.

Ventajas
a) Pueden reducir la mortalidad.

b) Minimizan el riesgo de generar cepas resistentes.
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Desventajas
a) Los tratamientos pueden llegar a ser tardios.

h) Requieren un diagnostico temprano.

1.2.2. Pricticas veterinarias tradicionales

Al momento de combatir un patégeno, es importante definir el sitio donde se requiere la
A

accién bacteriostatica o bactericida de las drogas; va sea en el huésped o en el medio
que lo rodea. En acuacultura, junto con el establecimiento de los objetivos del
tratamiento, se requiere establecer el sitio donde se ubica el patogeno, en los animales o
en el medio de cultivo. Para ambos casos existe una variedad de métodos, los cuales son
escogidos principalmente por su practicidad en cada uno de los diferentes sistemas de
cultivo y especies con que se trabaja. A continuacion se revisan las caracteristicas de las

principales técnicas de medicacion.

. 1.2.2.1. Bafio
\M

g T SO R PRSI

Es una practica comun en acuacultura, debido béasicamente a su simpleza, aunque se

limita al uso de antibidticos hidrosolubles. Se emplea para eliminar o reducir el nimero

4

de bacterias presentes en el agua o, como herramienta para suministrar agentes |

antimicrobianos cuando otros métodos no son viables. Por ejemplo, cuando la!

administracién por via oral no es posible; debido al estadio del animal o por el tiempo‘f

que involucra la preparacion del alimento medicado. Sin embargo, en ocasiones los

bafios no son una alternativa factible, especialmente cuando se trabaja con grandes




volimenes de agua, donde su uso resulta muy costoso y poco compatible con el medio

ambiente,

Dentro de este tipo de terapias, existen dos variantes principales: la inmersion y el
reflujo....La primera utiliza concentraciones ilwi\{gmc}M»Q§Mgﬁglm farmaco durante un tiempo
reducido, normalmente en sistemas independientes. El segundo, por lo contrario, suele
realizarse en el mismo sistema de produccion, mientras el ingreso constante de agua

disuelve la concentracion inicial del antibidtico. Este tipo de tratamientos son

preferentemente empleados con quimicos desinfectantes.

e

.,
\‘\

i

1.2.2.2. Administracién Parenteral

L

La inyeccion de soluciones antibidticas es una alternativa poco viable en la mayoria de
cultivos acuicolas. La cantidad y el tamafio de los animales, son los principales factores
limitantes, inclusive a pesar de trabajar con un numero reducido de organismos de
tamafio adecuado, el estrés provocado por la captura y la puncion suele limitar el uso de

esta técnica.

No obstante, los estudios farmacocinéticos y de biodisponibilidad de diferentes
antibidticos en peces (Abedini ef /., 1998; Uno, 1996; Uno ef al., 1997) y crustaceos
(Park et al., 1995), han preferido el tratamiento parental como herramienta para estudiar
la distribucion de los firmacos en los organismos, debido ha que a diferencia de otros
métodos, permite conocer con relativa certeza la real cantidad de droga suministrada

inicialmente.
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Asi como en la medicina humana, es el método de medicacion preferido. La generalidad
de practicas se basa en la inclusion del agente antimicrobiano en el alimento, aunque
existen otras posibilidades menos comunes. La ingestion voluntaria o forzada de tabletas
(Takahashi ef al., 1985) y la induccién a la toma de agua por la pérdida de liquidos

corporales, mediante bafios medicados hipersalinos (Herwig, 1979), han sido reportadas.

1.2.2.3.1. Dieta seca

Permite suministrar antibidticos a grandes poblaciones, sin requerir mayores
modificaciones en las operaciones estindares del sistema de cultivo. Se pueden utilizar
farmacos hidrosolubles, aunque son mas recomendables aquellos compuestos insolubles

en agua. Un importante aspecto de esta técnica, es la reduccion de las interacciones '

droga-medio de cultivo, al aislar en parte el antibiético de la carga organica e inorganica

L
del agua.

Existen dos formas basicas de incluir antibidticos en las dietas secas. Recubrir el
alimento con el farmaco o, mezclar el agente antes de la compactacion del pellet. El
primer método es practico cuando se escogen farmacos altamente susceptibles a las
temperaturas generadas en los procesos de peletizacion: sz_ - 9S°C, (C_qgon et al.,
1994), La preparacion requiere de un mediador que incremente la eficacia del
revestimiento. Se suelen utilizar diferentes agentes aglutinantes, tales como el aceite de

higado de bacalao, alginatos, almidon, entre otros. Un aspecto positivo de esta técnica
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radica en que el recubrimiento puede ser realizado en la misma estacion de cultivo,
permitiendo una respuesta terapéutica relativamente rapida. Sin embargo, las pérdidas

que se producen por la lixiviacion del antibidtico en el agua son importantes.

La inclusion de los quimicos antibacterianos en el proceso de elaboracion de las dietas es

j
la otra opcion disponible. Si bien, se esperan menores pérdidas por lixiviacion, la g
1
degradacion térmica del farmaco y la posible quelacién con los ingredientes de la ;
{

formulacién que se da durante la elaboracién del alimento, asi como el tiempo que

representa el traslado de las dietas, suelen reducir la efectividad del tratamiento.
1.2.2.3.2; Alimento vivo

Es una técnica donde el antibiético es bioencapsulado en organismos normalmente
utilizados como fuente de alimento: Artemia sp., rotiferos y neméatodos, principalmente
(Mohney ef al., 1990). Esta es una técnica muy util cuando se requiere medicar de
forma directa estadios tempranos de especies acuaticas, especiaimente con quimicos
insolubles en agua. No obstante, el uso de mediadores (Touraki ef al., 1995) y
emulsiones (Dixon ef al., 1998; Roque et al, 1998; Touraki ef al., 1996) para

bioencapsular drogas en la Arfemia sp., ha sido reportado a nivel investigativo.
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1.2.3. Antibi()ticog_ en el cultivo de camarén

La captura de camarén marino ha sido relativamente constante a partir de 1985,
2°000,000 de TM/afio; fruto de haber alcanzado los rendimientos maximos de los

océanos (Krauss et al., 1998).

La contribucién de la acuacultura a la produccion mundial del crustaceo en 1985 fue de
210,000 TM. En cambio, para 1998 este monto se triplico (660,200 TM), reflejando el
acelerado crecimiento de la industria a nivel mundial. Un ejemplo de esta tendencia es el
Ecuador, pais que exportd en 1985 tan solo un equivalente al 15% de su produccion

total de 1998 (Krauss ef al., 1998).

Este dinamico inicio de la actividad, no permitid el desarrolio de respuestas eficientes y
comprobadas, cuando surgieron los problemas patologicos. Para el caso de las
infecciones bacterianas, el uso de antibidticos fue la herramienta escogida (Lightner,
1983). Esta situacion fue comun en cada una de las fases del cultivo del camarén; como

se desprende de la siguiente revision.
1.2.3.1. Maduracion

Pobre es la informacion que existe sobre el empleo de antibioticos en las instalaciones de
produccion de nauplios de peneidos. Agentes desinfectantes, tales como la formalina y

el yodo, son ampliamente utilizados para la limpieza externa‘dé los huevos (Brock &

Main, 1994). En las instalaciones del CENAIM se ha incluido OTC en el pellet de
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maduracion para tratar exitosamente vibriosis severas en los reproductores de Penaeus

vannamei (Mendoza, com. pers.)

1.2.3.2. Larvicultura

Dentro de las bacterias marinas, los vibrios son identificados como uno de los principales
patégenos en la larvicultura de peneidos (Brock & Main, 1994). Lamentablemente,
cuando problemas infecciosos se presentan, urgen determinaciones rapidas debido a la
velocidad con la que se desarrollan las patologias. Los resultados de los andlisis toman
de» 2'_4”2}_‘3“_6 horas, lo que se considera un tiempo excesivo para tomar decisiones. Ante
esta situacién la mayoria de laboratorios productores de postlarvas recurre a los

antibioticos {(Peeters & Rodriguez, 1999).

Oxitetraciclina, furazolidona, eritromicina, cloranfenicol y 4cido oxolinico son los
antibidticos mas utilizados en los laboratorios de larvas ecuatorianos (CENAIM, 1999).
Los bafios representan la forma de tratamiento casi exclusiva, debido principalmente al

reducido tamafio de las larvas y al poco interés por desarrollar nuevos métedos.

A pesar de que Brock y Main (1994) recomiendan de entre 5 a 25 ppm de OTC para
controlar la vibriosis en larvas y postlarvas de camarén, y que Stuck y colaboradores
(1992) sefialan que larvas de P. vannaiei tuvieron una mejor tasa de crecimiento al ser
sometidas a un tratamiento profilactico de 25 y 50 ppm de OTC en el dltimo estadio
q_qupl_iar, el 73% de los laboratorios ecuatorianos emplean regularmente dosis de entre 1

y 2 ppm del medicamento como estrategia de manejo preventivo (CENAIM, 1998).
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Por otro lado, Williams y colaboradores (1992), estudiaron la toxicidad de 11
antibidticos en larvas de P. vannamei, encontrando los niveles letales (LC50) y toxicos
(EC50; mortalidad + letargia) para el 50% de la poblacion después de 24 horas de
exposicion (Tabla 2). La OTC resulté ser el segundo medicamento mas seguro, luego

de una fluoroquinolona no especificada.

Tabla 2. Concentraciones de OTC téxicas para larvas de P. vannamei (Williams ef al., 1992)

LCS0 EC50

Estadio . .

(ng OTC.mL") (ng OTC.mL")
Nauplio 1 > 160 > 160
Zoea l 135.7 61.1
Zoea 3 — Mysis | 238.4 2141
Mysts 1 > 160 > 160
Postlarva 1 > 160 > 160

En lo referente a resultados obtenidos por investigadores nacionales, Intriago (1998)

comenta que con 40 ppm de OTC se obtuvo un 100% de desinfeccion bacteriana en
nauplios de P. vannamei, acompafado por una ligera reduccion en la supervivencia del

6.5%.

Claramente se observa, que la aplicacion de antibidticos en la larvicultura ecuatoriana de
peneidos, es un area que no se ha beneficiado de la informacion publicada tanto

internacional, como nacionalmente,
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1.2.3.3. Engorde

En el pais, el sistema semi-intensivo es aplicado en la mayoria de las 200,000 hectareas
disponibles para el cultivo del crustaceo. Caracterizado por siembras iniciales de entre
80,000 y 150,000 postlarvas/ha, el sector fundamenta buena parte del crecimiento animal

en el suministro de alimento balanceado.

Segtin los resultados de la encuesta realizada por el CENAIM en 1998, la totalidad de
las aproximadamente 1,800 camaroneras utilizan antibioticos en la formulacion del
alimento, siendo preferidos los métodos preventivos por el 60% de las empresas. Las
formas genéricas de OTC, cloranfenicol y furazolidona se cuentan entre los antibioticos
mas usados, en tanto que las quinolonas, sulfonamidas y algunas tetraciclinas se

comercializan bajo diferentes marcas (Peeters & Rodriguez, 1999).

En lo referente a los patégenos, los principales responsables de enfermedades infecciosas
en los estanques de engorde son las bacterias del género Vibrio junto con las bacterias
tipo-rickettsias (Lightner, 1996). El “Sindrome de la Gaviota” en 1989-1990 y la
hepatopancreatitis necrotizante (HPN) en 1993-1995, originadas por vibrios y bacterias
intracelulares, respectivamente, dieron fuertes golpes a la industria camaronera
ecuatoriana (Jiménez, 1997). Identificados los agentes causales de las patologias, el

tratamiento aplicado consistié en la inclusion de antibidticos en la dieta.

No obstante, pruebas de resistencia llevadas a cabo con los microorganismos

responsables de la vibriosis han demostrado la sensibilidad que poseian ante la OTC, el
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et

4cido oxolinico, la nitrofurantoina y el Romet 30% (Mohney ¢/ al., 1994). En cambio, la

OTC resultod ser el arma mas efectiva contra las rickettsias (Frelier, 1995).

Brock y Main (1994), recomiendan dietas medicadas con 1.6 g OTC/kg alimento
durante 10 a 14 dias para juveniles y adultos de peneidos infectados por vibrios, Por
otro lado, para HPN los tratamientos con 3 g OTC/kg dieta durante 14 dias (Frelier,
1995), 0 2.5 — 4 g/kg dieta durante 7 - 10 dias (Jiménez, 1995}, han sido recomendados

especialmente cuando se ha diagnosticado tempranamente la enfermedad.

En el Ecuador, las concentraciones mas comunes de OTC en las dietas medicadas se
encuentran entre 1 y 5 ppt, utilizandose mayoritariamente la sal en forma de clorhidrato
(Pecters & Rodriguez, 1999). Sin embargo, el sector productor nacional en momentos
de apremio, ha aplicado dosis de hasta 7 y 8 ppt de OTC en el alimento, de forma muy

similar como lo hicieron los camaroneros tailandeses {(Chanratchakool ef al., 1995).

Si bien no existen estadisticas, la OTC ha dejado de ser en la actualidad el antibidtico
preferido por la industria camaronera para el tratamiento de infecciones bacterianas,
debido al incremento de la resistencia bacteriana y a la comercializacion de nuevos
antibioticos.  Sin embargo, su eficacia en el combate de las rickettsias la mantendra

vigente,
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1.3. PROBLEMATICA DEL USO DE ANTIBIOTICOS

En este numeral se trataran las principales caracteristicas de un antibiético junto con los
factores que deben tomarse en cuenta si se desea efectuar una medicacion efectiva. La
influencia de factores ambientales tales como, la temperatura e intensidad luminosa,
sobre la estabilidad, efectividad, hidrosolubilidad y residualidad del farmaco, por
ejemplo, seran tratados. Lamentablemente, varios son los puntos que deben analizarse

a la vez, lo que hace que el empleo de antibisticos sea relativamente complejo.
Mas adelante, se trataran puntualmente los dos principales inconvenientes que se
generan por la equivocada aplicacién de los antibidticos: la resistencia bacteriana y la

presencia de residuos en los alimentos.

1.3.1. Factores influyentes en la eficacia de los métodos

Representantes del Departamento de Pesquerias de la FAO (Food and Agricultural
Organization), comentaron en la conferencia mundial de acuacultura organizada por la
World Aquaculture Society en Sidney-Australia, que la mayoria de antibidticos
utilizados en acuacultura no parecen representar un riesgo potencial para la salud
humana y el ambiente, mientras sean aplicados de forma técnica (Subasinghe ef af.,

1999),

Sin embargo, para ciertos antibidticos comunes en las practicas veterinarias acuicolas,

se han generalizado una serie de regulaciones y restricciones sanitarias a nivel mundial.
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Estas han sido impulsadas por la forma inaceptable como se han manejado las
enfermedades infecciosas en la industria, donde se han reconocido como puntos

perjudiciales (Subasinghe ef al., 1999):

)" La escasez de personal capacitado

b) El abuso de los métodos profilacticos
¢) La ausencia de regulaciones nacionales
d) El insuficiente entendimiento del modo de accion

e) La eficacia de ciertos farmacos
1.3.1.1, Caracteristicas del antibiotico

La oxitetraciclina (OTC) posee ciertas propiedades fisico-quimico-bioldgicas que deben

tomarse en cuenta a la hora de emplearla de manera preventiva o terapéutica.
1.3.1.1.1 Fotosensibilidad

La fotosensibilidad es el proceso mediante el cual un componente es alterado por accion
de la luz visible (300 ~ 800 nm). Lunestad y colaboradores (1995), examinaron Ia
fotosensibilidad de 8 soluciones antibioticas en tubos de cuarzo sumergidos un metro en
agua de mar. LaOTC perdlo qua su actividad antibacteriana despuég;ig 7 dlas dg
exposicion. Au;;wu.éwen este trabajo no se tomaron en cuenta los valores de la
temperatura, Samuelsen (1989) ha demostrado la influencia de la misma en el

desarrollo del proceso fotodegradativo.
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1.3.1.1.2. Formacion de complejos

Se destacd con anterioridad la conocida habilidad de las tetraciclinas para formar
complejos con cationes di y trivalentes. Considerando este hecho, Goodman ef al.
(1981) mencionaron que la pérdida de la actividad antibacteriana por parte de la OTC
unida con los iones dngai‘myMgz*, debe producirse por la alteracion de la carga
molecular del antibi6tico, lo que impide su paso a través de las membranas bitlogicas

lipidicas, junto con la consecuente incapacidad de ingresar en las células bacterianas

para actuar sobre los ribosomas.

Posteriormente, Lunestad y Goksoyr (1990) demostraron que al diluir OTC en
concentraciones de 0.5 a 100 ppm en agua de mar, tan solo el 5% del antibidtico se
mantiene libre, debido a que el restante 95% demostr6 su capacidad de qugiggiéfi_ con
los iones de c_aflcic'). y inagﬁési& presentes en el agua. Basados en estos resultados, los
autores recomiendan que la preparacion de medios de cultivo, destinados a determinar
las concentraciones inhibitorias del farmaco en bacterias marinas, debe incluir un 70%
de agua salada natural, de lo contrario, se subestimardn los resultados entre 4 y 32

VeCes.

Dentro del mismo topico, Vaughan y Smith (1996) observaron una inactivacion similar
de la OTC en agua dulce ante la presencia de sedimentos disueltos. Aunque no
plantean el probable mecanismo responsable de este proceso, sugieren la posibilidad de

que la inhibicion de la actividad antibacteriana del farmaco por la unidén con iones o
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sedimento, sea un proceso reversible, aunque al momento no hay datos que lo

demuestren.
1.3.1.2. Calculo de dosis

La estimacion inicial del tipo de antibidtico y su dosis requerida para combatir un

microorganismo especifico, debe combinar la siguiente informacion:

a) Minima concen_trac‘:_‘i‘én inhibitoria (MIC, siglas en inglés) para los patogenos de
interés.

b) La farmacocinética y biodisponibilidad del antibiotico en el animal infectado.

¢) El conocimiento de la influencia de las var_iac_i_qnes ambientales en los dos primeros L
literales.

d) El nivel toxico de la droga en el animal, tomando en cuenta su estadio.

Sin embargo, el desconocimiento de estos datos, ya sea por la falta de interés o por el
tiempo que se requiere para los analisis, no ha limitado la aplicacion de dietas

medicadas en la acuacultura.

1.3.1.3. Biodisponibilidad y farmacocinética

La biodisponibilidad de un antibidtico se refiere a la fraccidén del compuesto que es

farmaco en los tejidos y fluidos del animal.
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El conocimiento de estos parametros es parte fundamental para obtener concentraciones
medicinales apropiadas en los sitios de accidn, ya que los niveles alcanzados dependan

de (Goodman ef al., 1981):

Ta) Cantidad de droga administrada

b) Grado y velocidad de la absorcion/distribucion

¢ i)eposicién en los tejidos

d) _jBiotransformacién

e);{ Excrecidn

En acuacultura el estudio de la farmacocinética y biodisponibilidad de la OTC en peces
es amplio (Doi ef al., 1998; Namdari ef al., 1996 y 1999; Rogstad ef al.,, 1991, Uno ef
al., 1992 y 1997). Mediante estos trabajos, los investigadores han reconocido que
variaciones en las condiciones ambientales (temperatura y salinidad), ruta de
administracion, metodologia de extraccion-analisis, talla y especie del animal, entre
otras, juegan un papel importante en la disimilitud de los datos de biodisponibilidad
calculados para peces (Tabla 3). Igualmente, mencionan que factores como la alta
capacidad que tiene el antibiético de formar complejos con iones metalicos y proteinas
del alimento, son los responsables de los bajos valores obtenidos (Abedini ef al., 1998;

Elema ef al., 1996, Ueno el al., 1995).

En lo referente a crustaceos, Park ef al. (1995) encontraron que la biodisponibilidad de

la sulfadimetoxina vy la ormetropina en el P. vannamei fue del 30 y 32%,
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respectivamente. Estudios similares utilizando la OTC en algiin otro tipo de peneido no

han sido publicados hasta el momento.

Tabla 3. Biodisponibilidad de la OTC en peces luego de su administracion por la via oral.

Especie Biodisponibilidad Fuente

Salmo salar 2% Elema ef al., 1996
Oncorhynchus tshawytscha 30.3 % Abedini ef al., 1998
Oncorhynchus mykiss 24.84 % Abedini ef al., 1998
Oncorhynchus mykiss 5.60% Bjorklund & Bylund, 1991
Oncorhynchus mykiss 1.25% Nouws ef al, . 1992
Cyprinus carpio 0.38% Nouws et al., 1992
Cyprinus carpio 0.60% Grondel et al., 1987

s R S

1.3, 1{:4. Pren'é.r.;lci(')n de dieta‘;\ﬁ
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La inclusion del antibiético previo al proceso de peletizacion suele reducir el porcentaje
de compuesto activo, debido al incremento de la temperatura que degrada y afecta de
diferente manera a los distintos antibioticos. Para el caso de la OTC, Frelier (1995)
menciona que la degradacion del farmaco esta influenciada por la humedad, presién y el
tiempo de manufacturacién del alimento, pudiéndose obtener pérdidas de entre el 10 y

40%. No obstante, las fabricas de alimentos balanceados suelen compensar este

desperdicio agregando mayor cantidad de antibiético a la mezcla inicial.




1.3.1.5. Palatabilidad

Es conocida la reduccion en el consumo de alimento por parte de especies acuéticas
sometidas a cambios en el tipo de dieta (Bell, 1992). Con mas razon aun, se puede
observar este fendémeno al utilizar antibidticos en el alimento, ya que estos disminuyen
la palatabilidad del balanceado. Este efecto ha sido demostrado por Hustvedt e/ al
(1991), quienes determinaron una reduccion del 61% en la captacion de alimento

medicado con OTC por parte de la trucha arco iris.

Estudios con el P. aztecus demostraron una decreciente captacién de alimento en
relacién con una ascendente concentracion de OTC en la dieta (Corliss ef al., 1977).
Mohney ef al. (1997) argumentan que uno de los motivos por los que juveniles de F.
stylirosiris consumen en menor medida pellets con 1.5 g de OTC/kg de balanceado en
comparacion con aquellos sin farmaco, es la disminucién en la palatabilidad del

alimento.

Tratando de reducir el impacto de este fendmeno, se han planteado una serie de

recomendaciones:

a) \Detener la alimentacion antes de iniciar el tratamiento, y asi incrementar el apetito.

b) Utilizar dietas de diferente composicion, eligiendo aquellas con mayor grado de
atractabilidad.

¢) Recubrir con sustancias atractantes (aceite de pescadocaiamar,por gjemplo) los

pellets con el fin de enmascarar el efecto del farmaco.
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1.3.1{6. Lixiviacién’

La medicion de la tasa de lixiviaciéon de los compuestos hidrosolubles de las dietas es
un indicativo de su calidad (Lim & Cuzon, 1994). De igual forma, alimentos
medicados que mantengan por mayor tiempo los antibidticos en su composicion,

permitiran un incremento en el aprovechamiento del tratamiento.

Varios factores influyen en la tasa de lixiviaciéon de una droga. En el caso de la OTC,
las pérdidas del medicamento desde el alimento balanceado han demostrado estar
influenciadas por la temperatura, el pH y la relacion volumen-area de los pellets
(Fribourgh ef al., 1969 fide Duis et al., 1995). En forma especifica, Sermwatanakul y
Ounkon (1997) sefialan que el incremento de la lixiviacidon del antibidtico estd

relacionado con el aumento del area superfical del pellet y de la salinidad.

De las publicaciones sobre ¢l tema, la mayoria describen trabajos en que la droga es
utilizada como un recubrimiento medicinal. Pearson y Charatchakool (1994)
determinaron una pérdida de OTC en la dieta artificial mayor al 40% después de 30
minutos de inmersion en agua salobre a 27 °C. De igual forma, un trabajo que compard
el efecto aglutinante del aceite de higado de bacalao versus el alginato en dietas
recubiertas con OTC, obtuvo pérdidas del 50.5 y 24.1%, respectivamente, después de
15 minutos de lixiviacién en agua dulce a 12 °C, pH 6.5, con aireacién constante (Duis

et al., 1995),
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Recientemente, Rigos y colaboradores (1999) comprobaron como el alimento medicado
pierde mas OTC (47%) si esta es aplicada como recubrimiento del pellet junto con
aceite de pescado, antes que si se la incluye en la mezcla (pérdida del 6%) después de

haber permanecido 3 minutos en agua salada a 24 °C. Los autores concluyen que la

inclusién del antibidtico en la mezcla de los ingredientes de las dietas origina una

reduccion importante en las pérdidas por lixiviacién. .

1.3.1.7. Estado del animal

Las quimioterapias curativas, a diferencia de las preventivas, deben tomar en cuenta el
estado de salud del animal. Es frecuente la pérdida del apetito en peces enfermos. Uno
(1996) determiné una reduccion del 60% en la biodisponibilidad de la OTC en peces
(Plecoglossus altivelis) infectados por vibriosis en comparacion con los animales sanos.
Para camarones se asumen efectos similares, aunque no existen publicaciones al

respecto.

Dentro del tratamiento oral voluntario de camarones, poco se ha estudiado sobre la

influencia del ciclo de muda en el consumo del alimento medicado. Los crustaceos se

caracterizan por suspender su alimentacién antes, durante y poco después de la

‘exuviacion. No obstante, los estudios destinados a cuantificar la acumulacion y pérdida..

s

de antibidticos en peneidos sometidos a tratamientos orales (Bermidez-Almada et al.,
1999; Corliss, 1979, Higuera-Ciapara ef al., 1991, Mohney et al., 1997, Park et al,
1995), no han analizado el papel de la muda en la variacion de los niveles corporales

del farmaco.
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1.3.2. Residualidad

La seguridad de los alimentos destinados al consumo humano, es un tema que en la
actualidad ha sobrepasado las esferas cientificas, llegando a ser una preocupacion de los
consumidores. La presencia de residuos de antibidticos en los animales comestibles y
sus productos, ha generado que por ejemplo en Europa, algunos paises soliciten la
prohibicién total del uso de estos quimicos en la produccion ganadera, avicola y porcina

(Feedings Times, 2000).

Los residuos de antibidticos generan preocupacion por dos razones basicas. Primero, !
|
por los posibles efectos toxicos o alérgicos que tienen algunas de estas drogas sobre los |
J

humanos, y segundo, por el incremento de bacterias resistentes que su generalizado mal

uso fomenta (Threlfall, 1992).

Ao

En acuacultura, la aplicacién de antibidticos es probablemente el tema mas
controversial sobre el manejo de quimicos en la industria (Golburg & Triplett, 1997),
por lo que constantemente se estan desarrollando y perfeccionando las metodologias
para la determinacion de sus residuos en especies cultivadas (Houglum ez al., 1998,

Meinertz ef al., 1998; Stehly er al., 1999; Ueno ef al, 1999).

Parte de las investigaciones han estudiado algunos de los efectos de los residuos
quimicos, sefialando por ejemplo, como el uso de dietas medicadas incrementan las
sateparade T

concentraciones de antibidticos en los sedimentos (Bjorklund er al, 1991), al mismo

‘\\;“‘”-w:“m-‘ - e 34
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tiempo que fomentan la resistencia bacteriana (Kerry ef al., 1995) e inhiben el proceso

de nitrificacion (Klaver & Matthews, 1994).

No obstante, la mayor parte de los trabajos han sido enfocados a la cuantificacion de los
residuos en peces y crustaceos de interés comercial, considerandose dentro de estas el
calculo de los tiempos de retiro, necesarios para asegurar la eliminacion del antibidtico
del tejido muscular animal antes de la cosecha (Corliss, 1979, Du ef al,, 1995; Mohney

et al, 1997, Xu & Rogers, 1995).

Otros en cambio, han estudiado la presencia de los farmacos en los productos que se
expenden al pablico. Por ejemplo, entre octubre de 1990 y octubre de 1991 se detectd

una incidencia de hasta el 37% de residuos de acido oxolinico y OTC, en muestras de /.

M it

monodon_obtenidas mensualmente de mercados en Bangkok (Saitanu ef al,, 1994). De

igual forma, presencia de niveles superiores a los permitidos de estos mismos
antibidticos, fueron detectados en salmones y truchas comercializados en el Reino

Unido (Woodward, 1996).

1.3.3. Resistencia bacteriana "

La resistencia que han desarrollado las bacterias a uno o varios antibioticos fue
explicada inicialmente como un mecanismo de defensa generada por estos
microorganismos, a partir del uso masivo de los quimicos antimicrobianos en la
medicina. Sin embargo, la diversidad genética mostrada por los distintos tipos de

resistencia, sefiala un proceso de evolucion prolongado. Esto ha llevado a formular dos
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hipétesis alternativas para explicar este fenomeno. La primera plantea que los genes de
resistencia siempre se han encontrado presentes en las bacterias productoras de
antibidticos, tales como Streptomyces spp., con el dnico objetivo de protegerlas de si
mismas. La otra explicacion indica que los genes de resistencia pudieron haber
evolucionado a partir de genes responsables de funciones vitales en la célula, como por
ejemplo, las proteinas que bombean las tetraciclinas fuera de las bacterias, pudieron
haber evolucionado a partir de las proteinas encargat;;s del transporte de nutrientes

(Salyers y Whitt, 1994).

No obstante, existe un consenso a nivel mundial sobre las razones del por qué la
resistencia bacteriana es un problema en la actualidad. FEl uso indiscriminado de los
antibioticos en la medicina humana, en la veterinaria, en la agricultura, en los productos
caseros de limpieza, entre otros, es sefialado como la principal causa que ha fomentado

la seleccion de las cepas bacterianas mas capacitadas para resistir el ataque quimico.

Sumado a esto, la relativa facilidad con que las bacterias adquieren y transmiten los
genes de resistencia, agrava el problema. Cepas de Enterococcus fecalis, Pseudomonas
aeruginosa, Mucobacterium {(uberciulosis (patégenos humanos), han desarrollado
resistencia a casi la totalidad de los antibidticos en algunos hospitales de los Estados

Unidos (Ratdesky, 1998).
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1.3.3.1. Adquisicidn de resistencia

Las bacterias pueden volverse inmunes a los antibidticos debido a la mutacion de genes
propios o, como en la mayoria de casos, por la obtencion de nuevos genes. La
adquisicion de material genético ajeno puede darse por fransduccion via bacteridfagos o
por la toma de genes libres (transformacion). Este tipo de procesos tiende a ocurrir
entre bacterias de la misma especie, sin embargo la transferencia de resistencia entre
diferentes géneros podria generar un problema clinico mayor. La conjugacion, el
traspaso de ADN por poros formados al unirse las membranas de dos bacterias,
representa la mayor preocupacion sobre el intercambio de resistencia entre
microorganismos de diferente género, al poder transmitirse la resistencia a bacterias que

no han sido expuestas previamente a los medicamentos.

Los principales elementos conjugativos son: los plésmidos y los transposones. Los
plismidos son pequefias piezas circulares de ADN (1 — 5% del tamafio de un
cromosoma bacteriano) caracterizados por su capacidad de autorreplicacion y traslado
entre células. Aquellos plasmidos que llevan genes de resistencia son denominados
factores (R), y pueden contener genes de resistencia a una serie de antibioticos a la vez.
Los transposones son pequefios fragmentos de ADN capaces de moverse o saltar de una

regién del cromosoma a otra, o incluso, entre cromosomas y plasmidos.

s
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1.3.3.2. Mecanismos de resistencia a las tetraciclinas

Existen 3 tipos principales de mecanismos con lo que las bacterias inactivan la accion
antibacteriana. La accion de las tetraciclinas ha sido afectada en mayor o menor

medida por cada uno de estos.
1.3.3.2.1. Expulsion activa del antibiotico /

El principal método como las bacterias evitan alcanzar niveles inhibidores de una
tetraciclina en el citoplasma, consiste en el bombeo constante del agente hacia el
exterior. Este mecanismo de resistencia es catalizado por una enzima citoplasmatica
capaz de producir la expulsion del antibidtico mediante un gasto energético. Desde el
descubrimiento de esta proteina, se han identificado otros genes que codifican similares
tipos de resistencia en bacterias Gram negativas (fefA - fetG) y Gram positivas (fe/K,

tetl.) (Tortora et al, 1998).
1.3.3.2.2. Alteracion del blanco del antibiotico””

Se caracteriza por la proteccién del ribosoma bacteriano, gracias a una proteina
citoplasmatica que impide la accion del fairmaco. No se conoce bien como funciona la
alteracion a nivel del ribosoma, pero se han identificado tres genes que codifican este
tipo de resistencia: e/M, fefQ y 7efQ. Este es un mecanismo poco diseminado entre las

bacterias patogenas (Tortora ef al, 1998).
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1.3.3.2.3. Destruccidn o inactivacion del antibidtico

Se ha identificado una enzima capaz de inactivar a las tetraciclinas, Se ignora la
naturaleza de la modificacion, pero se sabe que la reaccién requiere de oxigeno (Tortora

el al, 1998). Esto limita la relevancia clinica de la resistencia a las bacterias aerobicas.

1.3.3.3. Resistencia bacteriana en acuacultura

Existen numerosas evidencias del aumento de la proporcién de bacterias
quimiorresistentes en los cultivos acuicolas (Aoki ef al., 1990; Bjorklund ef al., 1991;
Dixon, 1994, Herwig ef al., 1997, Inglis ef al., 1997, Karunasagar ef al., 1994; Kerry
et al., 1997, McPhearson ef al., 1991; Nygaard ef af., 1992; Samuelsen ef al., 1992;

Spanggaard et al., 1993; Vaughan ef al., 1996).

Si bien, es preocupante la generacion de nuevas cepas resistentes que podrian colapsar
la industria acuicola de algin pais o regién especifica, es verdad también que el
constante movimiento de personas, alimentos v demas bienes alrededor del planeta,
podrian diseminar los patogenos resistentes sobre distintas areas del globo (FAO,

1998).

Pero mas grave amn, es el peligro potencial que representa para los humanos el aumento | |

de este tipo de bacterias. Con bases en los distintos mecanismos de adquisicién de
resistencia, posibles interacciones entre patdégenos humanos y bacterias influenciadas

por la actividad acuicola podrian darse.
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Reportes sobre este tipo de preocupaciones han sido publicados. Rhodes e al. (2000)
sefialan haber encontrado evidencias de que plasmidos con genes de resistencia hacia
las tetraciclinas han sido diseminados entre bacterias (deromonas spp.) aisladas a partir
de humanos y microorganismos del mismo género presentes en granjas acuicolas

inglesas.

1.3.3.4. Resistencia bacteriana a la oxitetraciclina en acuacultura

La OTC ha sido probablemente el antibiotico mayormente utilizado en la acuacultura,
debido a su amplio rango de accién y por ser una de las pocas drogas autorizadas para

el cultivo de ciertos peces.

No obstante, su efectividad se estd viendo reducida por la creciente resistencia
bacteriana que se registra. En 1990, Baticados e al. reportaron como diferentes
especies de vibrios patdgenos de larvas de P. monodon mostraron una baja sensibilidad
a la OTC. Igualmente, Williams e/ al. (1992) comentaban que el incremento de la
frecuencia de nuevas cepas resistentes a la OTC, limita la aplicacion de este antibidtico

en el cultivo de camaron.

Chanratchakool et al. (1995), recuerdan como los camaroneros tailandeses obtenian
buenos resultados en 1985, al tratar la vibriosis con dietas medicadas con 1 ~ 3 g
OTC/kg. No obstante, tan solo tres afios mas tarde la dosis tuvo que incrementarse a 5

— 7 ¢ OTC/kg de balanceado, para poder combatir con éxito a los patogenos.
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En 1993, los niveles de sensibilidad a la oxitetraciclina fiueron determinados en
bacterias del género Aeromonas y Vibrio provenientes de facilidades acuicolas de 5
paises asidticos. La resistencia a la OTC (30 pg/mL) fue elevada tanto en las
aeromonas de Malasia (49%), Tailandia (48%) y Bangladesh (49%), asi como en los

vibrios de Malasia (46%) y Tailandia (42%) (Inglis et al., 1997).

En el mismo afio, Ruangpan ef a/. reportaron que 38 de 135 especies de vibrios aislados
en 1994 a partir del sedimento de piscinas camaroneras tailandesas, mostraron ser
insensibles a concentraciones de 100 ppm de OTC. Ademas, detectaron dos cepas
bacterianas capaces de transmitir la resistencia al antibidtico, mediante plasmidos o

factores (R).

Inconvenientes similares se observan y comentan en el Ecuador, aunque existen muy

pocos trabajos sobre el tema. Por ejemplo, niveles de resistencia a concentraciones de

60 ppm_de OTC han sido detectados en vibrios asociados a camarones juveniles
MMMNWMWM \"w....:.....\.,.h b ey, et ¢ rodomn SR SR

e

muestreados en el Golfo de Guayaquil (Peeters & Rodriguez, 1999).
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1.4. REGULACIONES: ORGANISMOS DE CONTROL

A inicios de 1991, las autoridades japonesas detectaron residuos de antibiéticos en el

P

camaron importado desde Tailandia, amenazando con prohibir el ingreso del crustaceo

proveniente de este pais. El éébierno tailandés, como respuesta, introdujo un sistema de

monitoreo en granjas y plantas procesadoras, para detectar y sancionar la presencia de

residuos quimicos. El efecto de esta medida fue inmediato, ya que si en marzo del
B N

o™ ™,

mismo{éﬁo 16% de las muestras resultaron contaminadas, los analisis realizados 4 meses

e 5

después no detectaron antibidticos en el camardén (Csavas, 1993). Este antecedente,
podria considerarse como una advertencia para los paises que no cuentan con

regulaciones y sistemas de monitoreo de residuos de antibiéticos.

La GESAMP (Grupo de Expertos de los Aspectos Cientificos para la Proteccion del
Ambiente Marino) reunida en Roma en 1997, recomienda que se eliminen las précticas
profilicticas en la acuacultura e insta a los gobiernos a que adopten programas de
monitoreo de residuos de antibidticos. Igualmente, solicitan que se desarrolle la
legislacion necesaria para que los paises puedan regular el uso de los quimicos en la

acuacultura.

En los Estados Unidos de Norteamérica, la FDA (Food and Drug Administration) es el
organismo federal responsable de asegurar la inocuidad y salubridad de los productos
alimenticios, ast como de la efectiva y segura aplicacion de las drogas en los tratamientos

destinados, tanto a humanos como animales.
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El Centro para la Medicina Veterinaria (CVM, siglas en inglés), entidad suscrita a la
FDA; se encarga de regular la manufactura, distribucion y uso de las drogas en los
animales, especificamente. Es responsable de asegurar que los quimicos utilizados para
tratar animales comestibles sean seguros, efectivos y no produzcan residuos

potencialmente peligrosos (Texas Agricultural Extension Service, 1994).

Ambas instituciones estan regidas bajo el Acta Federal sobre los Alimentos, Drogas y
Cosméticos (FFDCA, siglas en inglés), ley basica sobre el tema en los EE.UU. Este

cuerpo legal es aplicable tanto a las instituciones publicas, como a las industrias privadas.

En lo concerniente a la Comunidad Economica Europea (CEE), Woodward (1996)
menciona que los criterios sobre los cuales se evaluan las medicinas veterinarias son los
de calidad, eficacia y seguridad. En general, califica a la regulacion europea y la
norteamericana como muy similares, sefialando que probablemente la Unica diferencia se
observa en la rigidez como se establecen los limites maximos de residuos (LMR) por
parte de la CEE, contrastando con el enfoque de niveles tolerables que se les brinda en

los EE.UU.

En el Ecuador, el INP (Instituto Nacional de Pesca) es el organismo estatal encargado de
controlar la calidad de los productos acuicolas. En el “Plan para el Control y Evaluacion
de Residuos en los Productos de Acuicultura en el Ecuador” presentado por este
organismo en marzo del 2000, se menciona que durante 1999 no se realizaron analisis de
residuos de antibidticos y pesticidas en muestras de camaron. Sin embargo, indican que

han enviado muestras a tres calificados laboratorios de los EE.UU. para que efectien los
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respectivos analisis, ya que en la actualidad el Instituto carece del instrumental y el

personal capacitado para realizar este tipo de analisis mediante cromatografia.

A S

1.4.1. LMR: Limites maximos de residuos

La falta de control estatal sobre la actividad acuicola en las naciones subdesarroliadas
como el Ecuador, asi como las nuevas tendencias mundiales sobre la seguridad
alimenticia, han generado que los paises importadores de estos productos establezcan

nuevos requerimientos hacia los alimentos que ingresan por sus fronteras.

En marzo de 1998, por ejemplo, se instaurd con caracter obligatorio en las plantas
procesadoras ecuatorianas de camardn el sistema HACCP (Siglas en inglés, Analisis de
Riesgos y Puntos Criticos de Control). Este plan de prevencion establecido por los

EE.UU., brinda basicamente las pautas para producir alimentos seguros para los

consumidores {(Morales, 1997).

Dentro de los puntos de control que se han instaurado para asegurar la inocuidad de los
alimentos se cuentan los limites maximos de residuos (LMR), destinados a definir los

niveles seguros de cada uno de los quimicos en los alimentos.

Para el caso de la oxitetraciclina (OTC), el LMR en el misculo de especies acuéticas es
igual tanto para la regulacién europea (Woodward, 1996), como para la definida en el
Ecuador (Tabla 4). Por su lado, la FDA ha establecido un limite tolerable de residuos de

2.0 ppm para la OTC en los tejidos crudos comestibles de las especies donde se ha
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autorizado el empleo del antibidtico (salménidos, langosta y pez gato). No obstante, a
pesar de que la OTC no ha recibido la aprobacién para ser empleado en el cultivo de
camaron, el organismo de control ha establecido un “limite de seguridad” de 2.0 ppm

para el camaron (FDA, 1998).

Tabla 4. Limites maximos de residuos permitidos en el Ecuador (INP, 2000},

Familia Antibiético LMR*
Quinolonas Sarafloxacina 0.1 mg.kg™ ;5
Tetraciclinas Tetraciclina y 4 epimeros O 1 mg: k"ﬁ ”"’"“’% f

Oxitetraciclina y 4 epimeros | 0. mg kg‘ i §

Clortetraciclina y 4 epimeros o 0.} mg kg’ Z \}\
Amoxilinas Amoxilina 0.05 mg kg’ !

Benzilpenicilina 0.05 mg kg™ |
Ampicilinas Ampicilina 0.05 mg. kg™

*Limile maximo de residuos

Desde 1996 las regulaciones de la CEE han establecido que el LMR para la OTC (0.1
ppm en el muasculo) en los alimentos, debe calcularse sumando los residuos del
antibidtico junto con sus 4 epimeros (Commission Regulation, 1996 fide Blanchflower ef
al., 1997). Esta especificacion se observa también en las dispocisiones del INP, en
cambio esta ampliacion del concepto de LMR no ha sido contemplada por la FDA hasta

s

el momento.
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1.4.2. Aprobacion de drogas para uso en acuacultura -

La lista de los quimicos autorizados por la FDA para ser empleados dentro del territorio
norteamericano, brinda una guia para los demas paises productores de peces, crusticeos

y moluscos que dependen del mercado estadounidense para comercializar sus productos.

Si bien la prohibicidn legal que pueda existir para algin antibidtico en los EE.UU. u otro
pais, no se extiende para nuestra industria dentro de la legislacion nacional, esta influye
significativamente en el manejo que debe darsele al farmaco por parte de los productores
y exportadores. Por ejemplo, aquellos antibidticos prohibidos por la FDA para su
empleo en cualquier industria productora de animales comestibles, como el cloranfenicol
(Munns ef al., 1994) y la furazolidona (Rupp ef al., 1994), no deberian ser ﬁtiliiédds por
empresas camaroneras conscientes de las nefastas consecuencias que podria tener el

hallazgo de residuos de estos medicamentos en el camaron.

Para que una droga obtenga la aprobacién de la FDA y pueda por lo tanto, ser utilizada

en algtn tipo de cultivo acuicola, debe cumplir con tres requisitos basicos (Bell, 1995):

i a)  Ser segura para la salud humana.

) + Ofrecer un tratamiento seguro para el animal que lo recibe.

{ ¢) ;/Ser segura para el ambiente.

pr—

Estos puntos deben ser demostrados cientificamente por un auspiciante interesado en

obtener la aprobacion para un nuevo quimico. El auspiciante puede ser una compafiia
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farmacéutica, una agencia federal del area ambiental, una universidad y hasta un

productor individual (Texas Agricultural Extension Service, 1994),

La FFDCA establece que es ilegal utilizar un quimico no autorizado, a menos que esté
calificado como una “nueva droga para investigacién animal” {(NDIA). Excepcion que
se aplica tan solo para que se genere la informacidn necesaria para obtener la
aprobacién. Una vez completados los requisitos se presentan los datos al CVM, el cual

los revisara y podra extender una “aprobacién para una nueva droga animal” (ANDA).

Desafortunadamente, es limitada la cantidad de drogas aprobadas para la acuacultura;
principalmente porque la inversién econdmica y el tiempo requerido para completar los g
requisitos y obtener un ANDA, es muy elevado comparado con el retorno que genera la E
comercializacion del farmaco. Esto ha tratado de ser superado por la FDA calificando a §
los quimicos utilizados en las especies acuaticas, como de “uso menor” (Greenlees, f
1997). De esta forma, la informacién de un quimico aprobadoe en las industrias de “uso ‘}%
mayor”, como la ganadera o la avicola, puede extenderse a la acuacultura, reduciendo %
significativamente la necesidad de desarrollar nuevos datos. /
El CVM igualmente reconoce que existen patologias para las cuales no hay tratamientos
aprobados. Para estos casos, se estipuld una legislacion (Guia  Politica de
Complacencia, 7125.06) que permite la aplicacion de una droga autorizada de una
forma diferente a la indicada en el ANDA respectivo. Esta excepcioén puede ser solo

empleada por un veterinario registrado y para los casos en que los animales tengan una

alta probabilidad de morir. No se incluyen dentro de esta concesion tratamientos para
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prevenir enfermedades (profilaxis), incrementar la tasa de crecimiento y aumentar la
/./)J,f“’/‘
reproduccion o la fertilidad (Texas Agricultural Extension Service, 1994). /

e

1.4.3. Antibiéticos autorizados

e
- .

- i
La extension d r/ANDA___para el empleo de un quimico es muy especifico, ya que

e,

establece claramente (Bell, 1995):

(},‘\»{ﬁjw“ﬂg‘aso para el cual se debe aplicar el tratamiento

H

;‘; ;ff b) A%nimal que recibe el tratamiento

!'{ ¢} Dosis del quimico
i

i

d) ?l’iempo del tratamiento

! ! .
\ 7‘Tiempo de retiro del tratamiento

Las regulaciones de a FD han autorizado hasta el momento solo cuatro antibidticos

para el uso en ia acuacuitura Estos son: Romet 30 sulfamerazma mﬁzrp1rmol y OTC o

A

De estos ninguno ha recxbzdo la aprobacion que le perm:ta ser empleado en el cultivo de

- camardn espemﬁcamen;e (Greenlees, 1997).

Hasta enero del 2000, la FDA habia aprobado 46 diferentes compuestos cuyo agente
activo es la OTC (FDA, 2001), de los cuales solamente uno, la Terramicina®-para peces
(ANDA # 038-439, Pfizer, Inc.), ha sido admitida para ser utilizada en el cultivo de

distintas especies acuaticas (Tabla 5).
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Williams y Lightner (1988), mencionan que en 1984 la FDA emiti6 un NDIA a la

compafila Pfizer para que colaborando con la Empresa de Cultivos Marinos (Hawai,

EE.UU.) y la Universidad de Arizona, inicien los trabajos para obtener la aprobacion

para el uso de OTC en el cultivo de peneidos. Igualmente los autores comentan que

para la fecha de la publicacién del trabajo, el 50% del proceso de aprobacion habia sido

revisado y aceptado por la FDA.

Tabla 5. Indicaciones de la FDA para el uso autorizado de Terramicina® en la acuacultura.

Especies Usos Dosis y tiempe  Tiempo de retiro
del tratamiento -
Pez gato Septicemia hemorragica 25-3.75 21 dias
bacteriana e infeccion por £.100 Ib.dia™
Pseudomonas por 10 dias T
Langosta Gaftkemia 1 g.Ib™ alimento 30 dias
medicado
por 5 dias
Salménidos Ulceracion, furunculosis, 25-3.75 21 dias ..
septicemia hemorragica .100 Ib.dia”
bacteriana e infeccién por por 10 dias
Pseudomonas
Salmodn del Marcaje del esqueleto 250 mg kg.dia” 7 dias.-
pacifico por 4 dias

Sin embargo, en la actualidad no existe ningin antibidtico autorizado para ser empleado

en laboratorios y granjas camaroneras norteamericanas. Los Unicos quimicos aprobados

para el cultivo de peneidos son la formalina y el Aquatrine” (compuesto de sulfato de
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cobre quelado), aunque se pueden encontrar casos en los que la OTC ha recibido la
aprobacion federal, seguramente amparada en alguna de las excepciones que facultan la

aplicacion de una droga en acuacultura.

Por ejemplo, Frelier ef al. (1992 y 1994) sefialan que el Unico tratamiento antibidtico

eficaz contra las bacterias intracelulares causantes de la hepatopancreatitis necrotizante

o R

(HPN), es la aplicacion de OTC. Segin los autores, la administracién durante 10 dias de
e et g

B L E——— At

una dieta medicada con 1.5 g OTC/kg y su posterior retiro 15 dias antes de la cosecha

. 7T

como minimo, es el protocolo autorizado por la FDA para evitar la alta mortalidad que

«v""—"_#

originaban las rickettsias en el P. vannamei. Mf"“/

alimento durante 14 dias parecen ser efectivas contra el HPN en piscinas sembradas con

12 — 50 animales/m®, aunque la FDA sugiere un tiempo mayor de retiro del tratamiento, |

3 semanas (Frelier, 1995). e

P

.

Posteriormente, el mismo autor menciona que dosis terapéuticas de 3 g OTC/kg de

i
I
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1.5 CROMATOGRAFiA\LlQUIDA DE ALTA PERFORMANCE (HPLC)

1.5.1. Generalidades

La cromatografia es un método usado para la separacion de los componentes de una
muestra. La separacion se logra mediante la distribucion de las sustancias en dos fases,
una estacionaria y otra en movimiento o fase movil. La fase estacionaria puede ser un
solido, un liquido retenido sobre un solido o un gel. La fase movil, en cambio, suele ser

liquida o gaseosa.

La naturaleza de la fase movil separa a esta técnica analitica en dos grandes grupos: la
cromatografia gaseosa (CG) y la cromatografia de liquidos (CL). Dentro de este tltimo
grupo se incluyen la cromatografia de capa delgada, la cromatografia liquida en columna
abierta, y la cromatografia liquida de alta performance o resolucion, o mas conocida por
sus siglas en inglés, HPLC (High Performance Liquid Chromatography).

En la actualidad la HPLC representa una de las herramientas mas empleadas en el
laboratorio analitico moderno, ya sea éste dedicado a la investigacion basica o aplicada,
industrial, bromatologica o biologica (Quattrocchi ef al., 1992). Esta versatilidad ha sido
posible por el notorio avance que ha experimentado esta técnica, en especial en lo
referente al desarrollo de nuevas fases estacionarias, a la introduccion de equipos de alta
precision y al empleo de microprocesadores y computadoras que automatizan los

procesos.
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Basicamente, los equipos de HPLC pueden clasificarse en integrados y modulares. En los
primeros, cada una de sus partes (reservorio de la fase movil, bomba, inyector y
detector) estan reunidas en un gabinete y su intercambio o conexion con otros
componentes de la misma o diferente marca es dificil. Permiten en cambio un mejor
aprovechamiento del espacio, menos cables, tuberias y conexiones expuestas. En los
segundos, los modulos son instrumentos individuales que permiten no solo armar el
equipo segun las necesidades, sino aumentar su complejidad segun los requerimientos.
Ademas, esta conformacion permite la visualizacion de cada componente, lo que brinda

mejores posibilidades al momento de aislar y resolver problemas en el equipo.

1.5.2. Componentes del cromatografo de liquidos

La CL es en esencia, como todos los métodos cromatograficos, un método separativo.
Asi, el lugar donde se produce la separacion, la columna (que contiene a la fase
estacionaria), puede considerarse como el corazon del sistema. Alrededor de esta se
monta un equipo de mayor o menor complejidad, que en los casos mas simples consta de

los siguientes componentes (Figura 2):

e Reservorio: para la fase movil (o soluciones tampon).
e [nyector: para la introduccion de la muestra.
e Bomba: para forzar la circulacion de la fase movil y

la muestra a través de la columna.
e Detector: para monitorear la solucion que emerge
de la columna luego de recorrerla.

e Registrador:  para graficar y/o procesar la informacion generada por el detector.
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Figura 2. Esquema del sistema HPLC

Columna

inyector

Bomba

Registrador/
Integrador
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Como resultado del analisis cromatografico se obtienen dos productos: el cromatograma
y el eluido o eluato. El primero, es un grafico que relaciona la concentracion de las
sustancias separadas, en funcion del tiempo de elucion. El segundo, es el fluido
proveniente de la columna, que de recolectarse en diferentes intervalos de tiempo,
contiene separadamente los distintos componentes de la muestra disueltos en la fase

mowvil.

1.5.3. Bases del analisis mediante cromatografia liquida

Cuando la muestra y la fase mévil son forzadas a atravesar la fase estacionaria (relleno de
la columna), entran en juego distintos tipos de interacciones entre cada uno de estos
componentes. Estas interacciones son responsables de la mayor o menor afinidad de
cada una de las sustancias presentes en la muestra, por la fase movil o por la fase
estacionaria. De esta forma, los compuestos mas afines a la fase estacionaria se retienen
mayor tiempo (variable denominada “tiempo de retencién™) y tardaran mas en recorrer la
columna. En cambio, los componentes con mayor afinidad hacia la fase movil, se
retendran menos tiempo y fluirdin mas rapidamente a través de la fase estacionaria

(Figura 3).

De acuerdo, al tipo de interacciones que ocurren entre los componentes de la muestra, la
fase movil y la fase estacionaria, la CL se divide en 4 grupos basicos, descritos a

continuacion:
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Cromatografia de Fase Normal

Cromatografia de Fase Reversa

Cromatografia de Intercambio Ionico

L

Cromatografia de Exclusion Molecular

Columna

. o P B B e By By B '.'7-_%'-'
Tuberia de entrada ;‘.'i'.':-'.'.‘.'-:ﬂ_-:_.'_:.--". TEate

Tuberia de salida

Pl o
#+0%+HO0+04+0% m%% +4+
—> +H0+0HO+ RO+ & +++++4++ —_—
O+#+80+#0+%0 +4+

o
i b
g -ﬂ"""-'-':-'-":-?:'l":l:'.-:}':l- watng®

Relleno de
la columna

Figura 3. Representacion de la separacion cromatografica. En el ejemplo. la muestra se
encuentra compuesta de tres analitos: #, + y ©; disueltos homogéneamente en la fase movil que
circula en el sistema. Una vez que ingresa a la columna experimenta la separacion de sus
componentes. El compuesto con menor capacidad para interactuar con la fase estacionaria (+)
eluye primero. Luego, tomando en cuenta la fuerza de la interaccion, el compuesto mas afin al
material de relleno (#) recorrera mas lentamente la columna, eluyendo al final. El compuesto con
una afinidad intermedia (©) eluira en segundo lugar. Las flechas negras representan el flujo de la

fase movil.

La CL de fase normal es la modalidad cromatografica mas antigua. Sus origenes se
remontan a los trabajos del botanico M. Tswett publicados en 1906 (Quattrocchi et al.,
1992). Esta técnica produce la separacion de las sustancias de acuerdo a su polaridad,
caracteristica de ciertos compuestos que se genera cuando los electrones que comparten
los atomos que conforman una molécula, se encuentran mayormente concentrados en
torno a uno de los extremos de esta. En consecuencia, un extremo de la molécula es
relativamente negativo (donde se concentran los electrones) y el otro positivo (donde la

concentracion de electrones es menor).
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Inicialmente, las fases estacionarias estaban compuestas por materiales con una alta
polaridad (polares), y las fases moviles se caracterizaban por ser de baja polaridad (no
polares). Asi, sustancias polares podian ser separadas por su afinidad con la fase
estacionaria. Mas adelante, cuando se presento la necesidad de analizar sustancias de
reducida polaridad, se utilizaron los mismos compuestos empleados para las fases
estacionarias polares, como la silicagel (0xido de silicio hidratado), pero recubiertos con
quimicos que formaban una pelicula superficial que invertia las caracteristicas del
material, volviéndolo no polar. Debido a la profunda variacion entre ambas modalidades,
los métodos que utilizaban fases estacionarias polares y fases moviles no polares, fueron
denominados como de fase normal, por haber sido utilizados inicialmente. En cambio,
las técnicas que se basaban en el empleo de una fase estacionaria no polar junto con una

fase movil polar, se denominaron como de fase reversa.

A partir de la década de los setenta, la cromatografia de fase reversa comenzo a ser
preferida sobre la de fase normal, debido al desarrollo de un material de recubrimiento
no polar de muy buena calidad, conocido comercialmente como ODS o Cyg
(Octadesilsilano), que permitié prescindir del riguroso control que se requeria sobre la
humedad presente en los sistemas (equipos, reactivos y ambiente) con fases estacionarias
polares. El agua, al ser un compuesto polar, puede ocupar los sitios de interaccion de la
fase estacionaria, reduciendo su capacidad de retencion de solutos y dificultando a la vez
la obtencion de resultados reproducibles. Mediante la fase reversa, el agua paso a ser el
solvente preferido antes que un problema, disminuyendo los costos, mejorando la

reproducibilidad y reduciendo los controles (Lindsay, 1992).
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En la actualidad, el recubrimiento de matrices de silicagel (el material mas utilizado para
la elaboracion de fases estacionarias) con compuestos de variados niveles de polaridad,
ha conducido al desarrollo de la denominada cromatografia de fase ligada, y puede ser
empleada tanto para fase normal como para fase reversa. Sin embargo, mas del 70% de
los analisis se efecttian mediante esta Gltima, pudiéndose trabajar con una gran variedad
de compuestos, como alcaloides, acidos carboxilicos, carbohidratos, aminoacidos,

pesticidas, hormonas, vitaminas, antibioticos, etc. (Quattrocchi ef al., 1992).

La cromatografia de intercambio ionico se basa en las caracteristicas ionicas (carga
eléctrica) de los compuestos que intervienen en la separacién. Debido a que los polos
con carga eléctrica opuesta se atraen, la separacion se da cuando la carga eléctrica de la
fase estacionaria es opuesta a la de las sustancias disueltas en la muestra (soluto). En
esta modalidad, la fase moévil contiene iones afines a la fase estacionaria, por lo que las
moléculas del soluto deberan desplazar a los iones de la fase movil que se encuentran
interactuando con la fase estacionaria. Esta competencia por los sitios de interaccion de
la fase estacionaria, genera la separacion de las sustancias presentes en la muestra, ya que
las moléculas con mayor fuerza idnica podran permanecer mayor tiempo dentro de la
columna, mientras que aquellas moléculas que interactiian débilmente con la fase

estacionaria seran reemplazadas nuevamente por los iones de la fase mowil,

Finalmente, /a cromatografia de exclusion molecular separa sustancias sobre la base de
su tamafio mientras se encuentran en solucién. Esta variante cromatogréfica se utiliza
basicamente para el analisis de compuestos de alto peso molecular (> 2,000), los cuales

suelen presentar problemas con los otros métodos de CL. En esta técnica la separacion
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ocurre debido a que los solutos de mayor peso molecular toman mas tiempo en recorrer
la columna, rellena normalmente con un gel de diferentes grados de porosidad. Como el
tamafio de una molécula en solucion y su peso molecular son parametros proporcionales,
esta modalidad suele utilizarse para la determinacion del peso molecular de los
compuestos. La exclusion molecular es considerada una de las técnicas de cromatografia
liquida mas simples, ya que requiere menor esfuerzo en cuanto al desarrollo de nuevas

metodologias (Quattrocchi ez al., 1992).

1.5.4. Aspectos importantes e implementacion del analisis cromatograifico

Para definir los pasos a seguir en un trabajo cromatografico, se requiere primero
determinar los objetivos perseguidos; 1) obtener una sustancia pura de interés
separandola mediante métodos cromatograficos, o 2) detectar y cuantificar compuestos

para generar datos.

Para el primer caso o cromatografia preparativa, el objetivo primordial es la obtencion de
la mayor cantidad posible de una sustancia determinada. En estos procesos, la variable
mas importante es la capacidad de carga de la columna, es decir, la cantidad de sustancia
que se podra separar y purificar de la muestra inicial. Por el contrario, la eficiencia del
sistema y la geometria del pico que se grafica en el cromatograma, son los factores mas

trascendentales para el analisis cromatografico cuantitativo.
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1.5.4.1 Cromatografia preparativa

Los procedimientos de extraccion, paso previo para la cromatografia cuantitativa, son
decisivos para poder obtener las sustancias que se desean analizar y suelen incluir algan
tipo de procedimiento cromatografico preparativo. Para estos trabajos, es basico el
conocimiento de algunas caracteristicas del analito, como las que se describen a

continuacion:

¢ Propiedades fisico quimicas:
Estructura quimica
Peso molecular
Solubilidad
Propiedades acido-bases
Respuesta frente a los detectores
o Concentracion del analito en la muestra
e Naturaleza de la matriz de la muestra
¢ Compatibilidad de los medios de solubilizacion y el sistema HPLC
¢ Tipo de detector

e Compatibilidad de los medios de solubilizacion y el detector

Una vez que se conocen las caracteristicas propias de las sustancias de interés, se definen
las operaciones tradicionales de la quimica analitica que se emplearan para el tratamiento
de las muestras, entre las que se cuentan: la liofilizacidn y evaporacion para concentrar
el analito, la filtracion y centrifugacion para separar los liquidos de los sélidos, y la
precipitacién para separar al analito de sustancias que puedan interferir, contaminar las
columnas o el equipo cromatografico. Sin embargo, la purificacion final de los g;;tractos

suele estar representada por técnicas de cromatografia preparativa.
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Una modalidad de cromatografia preparativa ampliamente difundida es la extraccion en
fase solida (EFS). Consiste en una extraccion liquido-sélido a través de una columna o
cartuchos de plastico, rellenos con cantidades variables de distintos materiales similares a
los empleados en las columnas de HPLC (C;s, Cs, silicagel), de mayor granulometria
(tipicamente de 40 pum) y con una pequefia distribucion de tamafios de particula.
Mediante esta técnica la separacion puede lograrse bajo los mismos conceptos de la CL

de fase normal, reversa o de intercambio idnico.

1.5.4.2. Cromatografia cuantitativa

Aunque en muchos casos, el desarrollo de un método de cromatografia cuantitativa se
encara desde un punto de vista empirico, mediante ensayos de prueba-error, es preferible
emplear caminos sistematicos (figura 4), tratando de evitar el desperdicio de tiempo y
recursos.  Consecuentemente, el primer paso deberia consistir en una revision
bibliografica, con lo que se podrian reemplazar semanas de trabajo por unos pocos

minutos de consulta.

Dentro de los aspectos mas importantes de la cromatografia cuantitativa, se cuentan una
serie de pasos. El primero es la preparacion de la muestra, tema que se tratd en el

numeral anterior, por lo que a continuacion se describen los siguientes.
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1. Informacién del compuesto a analizar,
definir objetivos de la separacion

v

2. Necesidades de un sistema especial de HPLC:
procedimientos, compuesto, pre-tratamiento, etc.

v

3. Escoger el detector y
definir sus variables

v

4. Escoger método de HPLC: Analisis preliminares,
estimacion de mejores condiciones de separacion

y

5. Optimizacién de condiciones de separacion

v

6. Revision de problemas o requerimiento de
procedimientos especiales

v

7. Validacién del metodo para analisis
rutinario de laboratorio

w vy

Figura 4. Pasos fundamentales para el desarrollo de una metodologia analitica via HPLC (Snyder

et al., 1988)

1.5.4.2.1. Inyeccion de la muestra

Uno de los requerimientos para obtener resultados confiables en un sistema de HPLC, es
la capacidad de inyectar muestras con la menor variabilidad posible. Para esto, existen
dos tipos basicos de inyectores: los manuales y los automaticos. Los primeros, como su
nombre lo indica, se basan en el empleo de jeringas volumétricas por parte de un

operador, tanto para introducir la muestra directamente en el cromatégrafo, como para
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llenar un bucle (volumen nominal de 20, 50 o 100 ul) que transferira su contenido al
sistema. Los segundos, operan bajo los mismos principios basicos que los inyectores
manuales, aunque su precision generalmente es mejor, ya que dependen en menor medida

de la habilidad y experiencia del operador,
1.5.4.2.2. Separacion cromatografica

Si bien, ya se comentd sobre los fundamentos de la separacion cromatografica, existen
algunos factores que pueden afectar este proceso. Por ejemplo, las interacciones entre el
analito y el cromatdgrafo, han sido un problema al trabajar con sustancias afines a las
tuberias de acero inoxidable, como en el caso de las tetraciclinas y sus derivados. Para
evitar que los #mtibidticos—se—complejen con las tuberias, se agre ~"EDTA “('sig-llas en

j
inglés de, acido etilén diamino tetraacético) a las fases moviles, y asi quelar los posib@
\\-\““‘—w _.-——"/
sitios de interaccion del acero inoxidable.

1.5.4.2.3. Deteccion del analito

Para sistemas de HPLC se pueden emplear una serie de detectores, los cuales son
escogidos de acuerdo a la naturaleza del analito con que se trabaja. l.os mas utilizados
son los espectrofotometros UV y UV-Visible, siendo capaces de emitir longitudes de
onda de entre los 190-350 nm, o llegando hasta los 700 nm, respectivamente. Estos
equipos se caracterizan por poseer una buena sensibilidad y linealidad, permitiendo
detectar analitos en el orden de los nanogramos. Buscando obtener una mayor

sensibilidad, la longitud de onda de trabajo suele fijarse en las proximidades del maximo
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utilizados, son los especirofotometros de {luorescencia y los espetrofotdmetros de

masas,

1.5.4.2.4. Integracion de la sefial y calculo de la concentracion

[n Ja figura 5 se puede observar un cromatograma tipico. In este, el eje X representa al
tiempo y el eje Y representa la respuesta del detector. Cada pico es originado por una
sustancia en particular y el 4drea bajo estos es directamente proporcional a su
concentracién en la muestra.  Los integradores se encargan de calcular esta area
empleando unidades adimensionales, asi como de establecer el tiempo de retencion, que
constituye el tiempo transcurrido desde fa inyeccién hasta que se alcanza la maxima
altura del pico. Cada sustancia, siempre y cuando se mantengan constantes las
condiciones analiticas, posec un tiempo de retencion particular, por lo que esie se
utiliza para identificarla, Finalmente, la concentracion de cada analito en la muestra,
puede obtenerse al relacionarla con el area que genera un pico de concentracion

conocida, Ll método mds comin incluye la elaboracion de una curva de calibracion,

Respugstic
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Figura 5. Cromatograma tipico. Pico 1. Analito muy concentrado; 2 y 3: picos montados sobre

cola pico 1; 4: pico sin bucna separacion de pico 3; 5 pico negativo; 6 pico ideal; 7y 8 picos

sin buena separacion; 9: pico con colay forma inadecuada. Eje X! tiempo, Eje Y respuesta.
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1.5.5. Analisis de antibidticos mediante métodos analiticggM

Tradicionalmente, fos residuos de antibiéticos presentes en los alimentos, tejidos u otro
tipo de muestras biologicas han sido determinados mediante métodos microbiolégicos
(FDA, 1968). En estos, una cepa bacteriana de reconocida sensibilidad hacia un
antibiético en particular, es cultivada en cajas Petri. Sobre el agar nutritivo se colocan
discos de sensibilidad, previamente humedecidos con el extracto de la muestra donde
presumiblemente se encuentra el medicamento. Tal como sucede con los analisis MIC
(Minima concentracion inhibitotia, siglas en inglés), se espera que la presencia del
antibiotico sea evidente por la inhibicién del crecimiento bacteriano ocurrida alrededor
del disco. A su vez, la determinacion de la concentracion del antibidtico en el extracto,
se obtiene luego de relacionar el tamafio del alo de inhibicion, con el obtenido

previamente con niveles conocidos de la droga.

Como se puede observar, este tipo de métodos analizan los antibidticos Gnicamente de
forma cuantitativa, ya que son incapaces de separar entre diferentes medicamentos de
una misma familia. Por ejemplo, la cepa de Bacillus cereus (Codigo 11778, American
Type Culture Collection) establecido como el microorganismo estandar para la
cuantificacion de los residuos de oxitetraciclina (OTC) en los alimentos mediante el
método oficial 968.50 de la AOAC (Association of Official Analytical Chemists, 1990),
es una bacteria sensible también frente a otras tetraciclinas: clortetraciclina, tetraciclina,

minociclina, doxiciclina y democlociclina.
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 Desde mas de una década atras, es reconocida la mayor especificidad y sensibilidad de
los métodos cromatograficos comparados con los microbiologicos (Austin & Austin,
1987), ya que los primeros permiten analizar individualmente los diferentes antibidticos

de una misma familia,

Para el caso de las tetraciclinas, técnicas que emplean equipos de HPLC han sido
utilizadas para la deteccidn y cuantificacién de residuos de estos antibidticos en muestras
de leche (McEvoy ef al., 2000; Podhorniak et al., 1999), miel (Kochansky ef al., 1999),
huevos (Furusawa, 1999), tejidos de origen vacuno, porcino y avicola (Holland ef af.,
1991; Posyniak ef al., 1999) y alimento balanceado (Houglum ef al., 1998).

La CL de fase reversa ha sido preferida para estos analisis, a pesar de haberse reportado
la utilizacion de una técnica de intercambio ionico (Knox & Jurand, 1979). White y
colaboradores (1993) publicaron un estudio comparativo de los métodos de fase reversa
para la determinacion de tres tetraciclinas, oxitetraciclina, tetraciclina y clortetraciclina,
En este, los autores basandose en la forma de los picos, la separacion de estos y el
porcentaje de recuperacion de los estiandares inyectados, determinaron los tipos de fase

movil y estacionaria mas apropidados.

La FDA publico en 1998 un método de cromatografia liquida para el analisis de residuos
de OTC en el tejido crudo de camarones. Si bien, el método no es oficial, basicamente
porque el antibidtico no ha recibido la autorizacion para ser empleado en el cultivo de
camaron, la agencia considero necesario disponer de un método para poder monitorear la

presencia del medicamento en el crusticeo.
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De igual forma, instituciones gubernamentales nacionales como el INP, han establecido
que para el estudio de residuos de una serie de antibidticos en muestras de alimentos de

origen acuicola, los sistemas cromatograficos deben ser los escogidos (INP, 2000).
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. BIOENSAYO

El bioensayo fue dirigido a estudiar la acumulacién y pérdida de la oxitetraciclina (OTC)

en juveniles de Penaeus vannamei, alimentados con dietas medicadas de distintas

concentraciones, empleando ademéas como control una dieta no medicada (libre de
OTC). Las tres concentraciones nominales del antibiotico utilizadas en la dieta: 1, 5y
10 ppt de OTC, representan niveles bajos, normales, v elevados aplicados en las piscinas
camaroneras del pais, respectivamente.

s
/2. 1.1, Sistema

El sistema const6 de 12 tanques rectangulares de fibra de vidrio, divididos en dos
grupos, 8 tanques con un volumen operativo de 500 L y un area de 0.95 m® y 4 tanques

con un volumen operativo de 300 L y un area de 0.74 m”.

El efecto de cada dieta se evalud por triplicado, otorgandole a cada tratamiento y al
control, dos tanques de 500 L y un tanque de 300 L. De esta forma, los tanques se
ubicaron en tres bloques de cuatro tanques cada uno (dos bloques conformados por los
ocho tanques de 500 L y el restante con los cuatro tanques de menor capacidad). Cada

bloque recibi6 aleatoriamente cada uno de los tres tratamientos y un control (Figura 6).
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Dentro de las facilidades experimentales cada tanque consté de: una linea de entrada de
agua salada regulada para obtener un recambio diario del 200% para mantener la calidad
del agua, un drenaje lateral superficial que mantuvo constante la altura operativa y una

linea de aire con una piedra difusora al final. Adicionalmente, una malla que recubria los

tanques impidio el escape de los animales y el salto de estos entre tanques.

s

Bloque A Blogue B Bloque C \
g B g & 5 - 5 - 2 - s —
o || = || § || =0l &8 || =8 = || & ||z ||=&
b Q ] S - o — o [[e]
(4] ke e O
\ Tanques de 300 L Tanques de 500 L Tanques de 500 L /

Figura 6. Diagrama del diseiio experimental del bioensayo.

5/2.1.2. Animales

Juveniles de P. vannamei fueron cedidos por la camaronera “Jestis del Gran Poder”,

cercana a la poblacion de Palmar, Peninsula de Santa Elena. Los camarones fueron

cosechados de una piscina de 8 has, sembrada con larva de laboratorio. Hasta el

momento de la captura, los animales no habian recibido ningln tipo de antibidtico como

parte de la rutina de manejo de la camaronera.

A su llegada al CENAIM los animales fueron colocados en 4 tanques de 500 L, donde se
mantuvieron por un lapso de tres semanas mientras se aclimataban a las condiciones del

sistema experimental. Durante este periodo los animales fueron alimentados ad libitum



79

con la dieta CENAIM-40 sin OTC. Diariamente sé sifonearon los tanques y se

removieron los animales muertos,

Para el inicio del bioensayo, se repartieron en cada tanque experimental 37 animales.m™,
los cuales fueron pesados individualmente y escogidos en base a su peso. Camarones de
entre 4.5 y 6.5 g fueron seleccionados, con lo que se obtuvo un peso promedio inicial de

5.6 g+0.89.

El experimento consto de dos etapas de alimentacion, la primera desde el inicio del
bioensayo hasta el dia 14, donde se emplearon las tres dietas medicadas junto a la dieta
control. Luego, a partir del dia 15 se suspendié el suministro del alimento con OTC,

empleando Unicamente la dieta control hasta completar 4 semanas de experimentacién.

2.1.3. Dietas Medicadas

2.1.3.1. Elaboracion

Al momento de la elaboracion de las dietas medicadas en la planta piloto del CENAIM,
se desconocian dos parametros basicos para lograr las concentraciones deseadas de
OTC: 1) el porcentaje de pureza del farmaco (porcentajes de clorhidrato de OTC y
excipientes) y 2) la magpnitud de la pérdida de OTC originada por la manufactura del
alimento medicado. De esta forma, y dado que al momento de iniciarse el bioensayo, no
se habia definido ain la metodologia para la determinacion cromatografica de la OTC, lo

que habria permitido calcular anticipadamente tanto el porcentaje de pureza del
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medicamento, asi como las pérdidas debidas al proceso de elaboracion de las dietas, se
decidié trabajar con valores estimados. Asi, para el porcentaje de pureza se utilizo el
88%, valor recomendado por la persona que doné el antibidtico grado técnico; y para el
porcentaje de pérdida se decidié utilizar el valor minimo del rango recomendado por
Frelier (1995), 10 — 40%, ya que estas pérdidas de OTC fueron determinadas en plantas
comerciales, donde la condiciones de presion y temperatura son mas exigentes que las de

la planta piloto del CENAIM.,

Adicionalmente, para calcular la cantidad final de clorhidrato de OTC (OTC-HCI) que se
necesitd para elaborar las dietas, se debié realizar una correccion adicional, tomando en

cuenta que la sal del antibiético (clorhidrato)} posee un 90.6% de OTC.

La férmula balanceada (tabla 6) que se utilizé para la aclimatacién y el desarrollo del
bioensayo fue la dieta CENAIM-40. Inicialmente, se mezclaron todos los ingredientes de
la formulacién para elaborar 4 kg de alimento. Una vez terminada la mezcla se pesaron
tres porciones de 670 g, cantidad que se obtuvo estimando la cantidad de dieta de cada
una de las concentraciones que requeria el bioensayo. Asi, se agregé la cantidad de
OTC-HCI grado técnico correspondiente (en forma de polvo seco a la mezcla de los
ingredientes), luego de realizar los siguientes calculos:

OTC,=(M x D)
Donde:
OTC, = OTC-HCl necesaria (g) sin tomar en cuenta la pureza y las pérdidas
M = Concentracion nominal de la dieta medicada (g OTC kg™)

D = Total de alimento preparado (kg)
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OTC,= [(OTCy/P1)/(100%-P2)]/P;

Donde:
OTC, = OTC-HCl necesaria (g) para pfeparar las dietas
P, = Porcentaje de pureza de la OTC-HCI
P, = Porcentaje de pérdida por elaboracion
P; = Porcentaje OTC en el clorhidrato de OTC

Tabla 6. Composicién de la formula basc para las dictas experimentales (CENAIM-40).

Componentes gramos/
100 ¢ de dieta seca
Harina de cabeza de camarén 31.50
Harina de pescado 10.75
Harina de calamar 4,25
Harina de trigo 5.00
Salvado de trigo 5.00
Harina de soya 18.20
Aceite de pescado 4,20
Lecitina de soya 1.00
Colesterol 0.50
Almidén de maiz 13.00
Premezcla de vitaminas 4.50
Premezcla de minerales 2,00
Poliacrilato de sodio 0.10

Tomado de: Manual de técnicas de nutricion acuicola, 1997.

Definida la cantidad de antibistico correspondiente para cada una de las dietas (Tabla 7),

se prepararon los pellets mediante un molino de carne casero. Este equipo comprimio la

masa dandole una forma a manera de “spaghetti”, mientras atravesaba una matriz de 2.5

mm de didmetro a una temperatura de 35 — 40 °C. Luego, se secaron las dietas durante

4 horas a 60 °C en una secadora de granos y se trocearon manualmente en pedazos de

entre 1 y 1.5 cm. Finalmente, se enfundaron, se saturaron conm nitrogeno y se

mantuvieron a =20 °C. La dieta control, sin el antibidtico, fue elaborada siguiendo el

mismo procedimiento.
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Tabla 7. Cantidad de dieta elaborada, junto con el correspondiente peso de antibidtico adicionado.

Dietas Conc. nominal  Cantidad de Cantidad de
(ppt OTC) alimento (g) OTC-HCl (g)
Control 0 1500 0
A 1 670 0.94
B 5 670 4.70
C i0 670 9.41

2.1.3.2. Pérdidas por elaboracidén

Para la determinacion de la pérdida real de OTC ocurrida en el proceso de elaboracion
del alimento medicado, se tomaron muestras por duplicado tal como se presenta en la
Figura 7. Estas muestras fueron liofilizadas, guardadas en fundas saturadas con

nitrégeno y mantenidas en un congelador a —20 °C, hasta ser analizadas.

Mezcla de
ingredientes
\_______/—"__—\

5| Muestra
\ 4 4 ¥
[ Compactacion }
7
> Muestira
Y -

\ Secado /
~—— Y

o Muestra
Foal
Y S

C Enfundado )

Figura 7. Esquema del muestreo realizado para determinar los valores reales de pérdida del

antibiético en la elaboracion de las dietas.
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La humedad del alimento fue determinada de acuerdo al procedimiento estidndar del

laboratorio de nutricion del Centro (CENAIM, 1997).

2 1.3.3. Pérdidas por lixiviacidn

En términos generales, la cantidad de una sustancia que se disuelve en el agua a partir del
alimento medicado por lixiviacion, puede cuantificarse mediante dos métodos: a)
midiendo la cantidad de medicamento que permanece en el alimento luego de haber
estado sumergido en el liquido, o 4} determinando la concentracion de la droga
alcanzada en el agua, debida a la disolucion del farmaco. Para nuestra investigacion, la
segunda alternativa de cuantificacion fue la escogida, debido a que no se dispuso para el
momento del ensayo, de todo el material necesario para extraer la OTC de las dietas

medicadas.

De esta forma, el procedimiento de evaluacion de la pérdida del antibiotico en el
alimento, se bas6 en la metodologia aplicada regularmente en el CENAIM para
determinar la estabilidad de las dietas artificiales. La adaptacion de este procedimiento,

se describe a continuacion:

a) Nueve fiolas de 125 mL de capacidad (prueba realizada por tnplicado), son
adicionadas con 100 mL de agua. Para el ensayo con agua dulce, se utilizé agua
grado HPLC, en cambio, para la prueba con agua salada se emple6 agua de mar

filtrada por 50 pum.



b)

h)
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Se colocaron las fiolas en el agitador, y se esperé hasta que la temperatura del “bafio
Maria” se regule en 23 & | °C.

Aproximadamente se utilizé 1.0 g de dieta por fiola.

Homogenizar manualmente el tamafio de los pellets (entre 0.5 y 1 cm) y agregarlos a
cada una de las fiolas.

Encender el agitador y ajustarlo a 70 RPM.

Luego de los primeros 15 minutos, detener el agitador e iniciar el muestreo del agua.
Tomar 500 uL de liquido con una micropipeta automatica. Filtrar la muestra por 0.2
um (filtro descartable Schleicher & Schuell®) y recogerla en un vial ambar,
Inmediatamente después de concluir con el primer muestreo, reiniciar la agitacion.
Continuar con la toma de muestras después de media, 1, 2 y 6 horas de haberse
iniciado la prueba.

Guardar los viales en un congelador a —5 °C (si se va a inyectar en pocas horas).
Inyectar 20 uL de las muestras de liquido en el cromatografo.

Efectuar los calculos para cuantificar la pérdida de OTC sufrida por el alimento
balanceado.

Es importante que durante el periodo del ensayo, se protega el sistema de la luz

(natural y artificial) para evitar la degradacion del antibiotico.

Luego de inyectar las muestras en el cromatografo, los valores de cuentas de area

arrojados por el integrador del equipo, se transformaron en un valor de concentracion

(ng de OTC.mL™"), mediante la ecuacion de regresién lineal obtenida para el antibiotico

durante la calibracion del sistema (el método empleado para obtener esta ecuacion se
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explicara mas adelante). Con este valor, se continué con los calculos de acuerdo a las
siguientes formulas:

OTC;]gun = Cagua X V

Donde:
OTC,eu = Cantidad de OTC desprendida de la muestra de alimento (ug)
Cia = Concentracion de OTC en la muestra de agua (ug OTC.mL™)
A% = Volumen de agua en la fiola antes de tomar la muestra (ml.)
Pr. = [OTCogua/ (Cpetir ¥ A)] % 100
Donde:

Py = Porcentaje de OTC perdido en el agua por lixiviacion
Cpue = Concentracion real de OTC en la dieta (mg OTC. g'])

A = Peso de muestra de alimento (mg)

2.1.4. Protocolos

2.1.4.1. Parameiros fisicos y quimicos

Diariamente s€ monitored la temperatura del agua en cada tangue con un termometro de
mercurio. Para medir el oxigeno disuelto se utilizé un oxigenémetro HORIBA® 660
(Japén) y para el pH un medidor de pH TOA® HM-55 (Japén). Ambos parametros se

midieron cada 4 dias.

2.1.4.2. Manejo de la alimentacion

Dos dias antes del inicio del bioensayo, se suspendié la alimentacién buscando

imcrementar el apetito de los animales. Por esta razon, solo en el primer dia del
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experimento se suministro el 7.5% de la biomasa. Para la continuacion del bioensayo los
animales recibieron el 5% de su biomasa, dividida en dos raciones iguales, la primera

entre las 8 y las 9 de la mafiana y la segunda entre las 6 y las 7 de la tarde.

El calculo de Ia alimentacion diaria se basd en la biomasa de cada tanque. Diariamente se
hicieron correcciones de la biomasa total presente en los tanques, eliminando de acuerdo
a su peso, a aquellos animales que salian del sistema. Adicionalmente, se asumi6 un
crecimiento semanal de 1 gramo para todos los camarones que continuaban en el
experimento, debido a que este crecimiento ha sido reportado anteriormente en ensayos

realizados en ¢l CENAIM.

Antes de iniciar el bioensayo, se calculé la cantidad aproximada de alimento que se tba a
utilizar por dia, sobre la base del nimero y peso de los animales y al porcentaje de
biomasa que se iba a suministrar diariamente. Con este dato se pesaron y enfundaron
pequefias porciones de cada una de las dietas, con el objetivo de utilizar una funda diaria
para cada uno de los tratamientos y mantener de esta forma la calidad del alimento. Las
fundas se saturaron con nitrogeno y se mantuvieron a una temperatura de —20 °C. El

alimento sobrante de cada dia de experimentacién no fue utilizado posteriormente.

2.1.4.3. Consumo de alimento

Diariamente se limpiaron los tanques mediante el sifoneo. Simultaneamente, este
procedimiento fue utilizado para determinar el consumo de alimento, al recuperar el

balanceado sobrante del dia anterior antes de dar la primera dosis matinal. El alimento
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no consumido de cada tanque se acumuld en mallas metélicas, se enjuagd con agua
destilada y se limpié de segmentos de muda y heces mediante pinzas. Posteriormente, las
mallas con los sobrantes de balanceado se secaron en una estufa durante 24 horas a 60
°C, para finalmente recogerlos y pesarlos en una balanza analitica Mettler® AE-240
{0.0001 g). El consumo de alimento diario se calculod para cada uno de los 12 tanques
empleando la siguiente formula;

Ac = Ag- Ag
Donde:
Ac = Alimento consumido (g)
Ag = Alimento suministrado (g, en peso seco)

Ar = Alimento recuperado (g, en peso seco)

2.1.4.4. Frecuencia de muda

A pesar de que los camarones consumen buena parte de los hexoesqueletos desechados
durante la muda, la seccién aparentemente mas duradera es la del cefalotorax,
principalmente el rostrum. Tomando en cuenta esta observacién, diariamente se
considero la cantidad de animales que habian mudado en cada tanque de acuerdo al

numero de rostrums recuperados con el sifoneo.

2.1.4.5. Toma de muestras

El monitoreo de los camarones se dio en los siguientes dias: inicio o dia 0, 2, 4, 6, 9, 12,
15, 18, 21, 24 y 28. Luego de limpiar los tanques y recuperar el alimento sobrante del

dia anterior, se tomaron dos animales por tanque en cada dia de muestreo. Aunque la
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eleccion de los animales fue aleatoria, tan solo aquellos camarones que claramente
mostraban haber mudado recientemente fueron devueltos al tanque y no fueron tomados

en cuenta como muestra del dia.

Todos los animales seleccionados fueron enjuagados con agua destilada, pesados en una
balanza OHAUS® (0.01 g), guardados en fundas, etiquetados y mantenidos en un

congelador a —-80 °C hasta ser analizados.
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2.2. IMPLEMENTACION DEL ANALISIS CROMATOGRAFICO

o

H s
L N Y o . - .
~El método analitico implantado para la determinacion cualitativa y cuantitativa mediante

HPLC de la oxitetraciclina (OTC), incluyd una serie de pasos entre los cuales se cuentan:

muestreo, almacenaje, extraccion y analisis.

Debido a la conocida fotosensibilidad de la OTC, es importante evitar durante el
desarrollo de los analisis cualquier exposicion del antibidtico ante la luz y altas
temperaturas, principalmente. De igual forma, esta precaucion debe tomarse en cuenta

con soluciones o extractos que contengan OTC.

2.2.1. Quimicos y reactivos

Los reactivos utilizados para el procedimiento de extraccion de la OTC, como para su
analisis cromatografico, se detallan a continuacién: acido citrico hidratado 99.8%
(Riedel-de Hien. Seelze 1, Alemania); acetonitfrilo, n-Hexano, y metanol >99.5% (L.
Merck, Darmstadt, Alemania); acido oxalico dihidratado 99.5%, acido tricloracetico
99.5% vy fosfato acido disddico 99% (Mallinckrodt Baker, Inc., Kentucky 40361),
EDTA disodico dihidratado 99.5% (Dojin, Japdn), solucion de amonio 29% (Kanto
Chemical Co., Inc., Japdn), oxitetraciclina dihidratada (Sigma Chemical Co., St. Louis,

MO, USA); y clorhidrato de oxitetraciclina 85.5% (generico).

La totalidad del agua utilizada en la preparacion de soluciones, el enjuague final de la

vidrieria y la limpieza de las lineas del cromatografo, provino de un purificador Milli-Q
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SP Waters®, Para la continuacion del trabajo el producto del equipo seré referido como:

agua grado HPLC.

2.2.2. Extraccion de OTC

2.2.2.1. Solucicnes de extraccion

Debido a que no se contaba con un método para la extraccion de OTC en el CENAIM,

“"Luego de esta
investigacion se observo que la principal variante entre metodologias se centraba en la
composicion de la solucidon de extraccion. De esta forma, previo a la definicion de la

solucion de extraccion mas apropiada para la obtencion de la OTC a partir del camaron,

se probaron tres soluciones que se detallan a continuacion:

a) Solucién al 5% de acido tricloracético + 0.5% de EDTA-Na; (Ueno ef al., 1989).

b) Solucién 0.1 M de fosfato diacido de potasio (KH,PO,), pH 4.5 (Mohney ef al.,
1997).

¢} Soluciéon tampon Mclivaine (McBuffer): 0.1 M de acido citrico y 0.2 M de fosfato
acido de disédico en una relacion 62:38, respectivamente, + 0.1 M EDTA-Na,, pH

4.0 (AOAC, 1990).

La eleccion de la solucion para la extraccion rutinaria de la OTC, se baso principalmente

en los siguientes puntos:
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Estabilidad de la solucion {formacién de precipitados).

Facilidad de trabajo con el extracto de la muestra. ' /""‘
o

-
P

" . . . Ay
Nivel de limpieza del extracto una vez que se inyectaba en el crommdtografo,

especialmente la posible interferencia de impurezas con el pico de la OTC.

2.2.2.2. Procedimiento

Para la extraccion de la OTC, tanto del muisculo de camarén como del alimento

balanceado, la metodologia escogida fue la publicada por Ueno ef al. (1989). Como se

mencion® anteriormente el Gnico punto que vari¢ fue la composicién de la solucion de

U————

extraccion.

T

e,

En el caso del alimento balanceado, éste se pulverizd en un mortero y se tamizo a través

de una malla de 500 — 700 um. En cambio para misculo de camarén, el procedimiento

tomé en cuenta algunas recomendaciones de Medina (1994). Este se describe a

continuacion;

d)

Desprender el cefalotérax del animal.

Retirar la cuticula y los pledpodos del abdomen.

Cortar el abdomen en pequefios trozos mediante una tijera de acero inoxidable,
mientras el animal se mantiene semicongelado.

Triturar el tejido en un homogenizador mientras se mantiene la temperatura baja con

un baiio de hielo.
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Para el analisis del alimento balanceado se pesaron 0.5 g de muestra (triturada y

tamizada), para el misculo de camarén se utilizaron 3 g de homogenizado. Asi, pesadas

las muestras en una balanza analitica Mettler® AE-240 (0.0001 g), ambas muestras

fueron colocadas en tubos de centrifuga Nalgene™ de 50 mL. Los siguientes pasos del

procedimiento, se aplicaron por igual para ambos tipos de muestra.

b)

d)

g
h)

J
k)
D

Agregar 15 mL de solucion de extraccion al tubo de centrifuga con la muestra.
Proceder a la extraccion mediante el uso de un bichomogenizador Ultra Turrax T25
durante 2 minutos a 13,500 RPM, manteniendo la temperatura baja con un bafio de
hielo.

El homogenizado resultante fue centrifugado durante 15 minutos a 15,000 RPM
manteniendo la temperatura a 4 °C mediante una centrifuga refrigerada Kokusan
2000 (Tokyo, Japon).

Recoger el sobrenadante en un tubo de centrifuga nuevo.

Agregar 15 mL de solucion de extraccion al remanente de la muestra original.
Biohomogenizar durante 1 minuto a 13,500 RPM, para extraer cualquier residuo de
OTC adicional.

Centrifugar 15 minutos a 4 °C y 15,000 RPM.

Recoger el sobrenadante y unirlo al anterior.

En los sobrenadantes colectados agregar 8 mL de n-hexano y mezclar vigorosamente
durante 3 minutos.

Centrifugar 10 minutos a 4 °C y 3,000 RPM.

Desechar el sobrenadante junto con cualquier residuo que se encuentre en esta fase.

Repetir dos veces mas este lavado y conservar la fase acuosa.
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m) La fase acuosa obtenida es filtrada por un cartucho Sep-Pak C,s (Waters Assoc.
Milford, MA., USA) previamente activado®, para eliminar impurezas del extracto.

n) Lavar el filtro con 10 mL de agua grado HPLC y desechar todo el liquido.

o} Repetir este lavado dos veces mas.

p)} Eluir la OTC retenida en el cartucho con 20 mL de metanol, mientras se recoge ¢l
eluyente en una pera de vidrio.

¢) Evaporar la totalidad del metanol a 35 °C utilizando un evaporador rotatorio Biichi®
H2000B.

) Rediluir el remanente de la pera con 1 mL de fase movil.

s) Recuperar este concentrado en una jeringa descartable de 1.5 mL y pasarlo por un
filtro descartable de 0.2 pm (Schleicher & Schuell®).

1) Recoger €l filtrado en un vial ambar con tapa rosca de teflon.

* Activacion de los cartuchos Sep-Pak Cig: Lavarlos con 10 mL de metanol, luego 10

mL de agua grado HPLC y finalmente con 10 mL de una solucion al 5% de EDTA-Na,.

2.2.2.3. Recuperacién del método iy

El porcentaje de recuperacion (PR) es un valor que define la capacidad extractiva del
método. Este porcentaje fue determinado mediante una técnica conocida en inglés como
“spiking”, que consiste en la comparacion de la concentracién de OTC cuantificada en el
extracto final de una muestra, con la cantidad conocida de medicamento incluida

previamente en la misma muestra antes de procesarla.
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Para el caso del procedimiento de extraccion descrito en este documento, 20 pL de un
stock de 10 ppm de OTC (2 pg de OTC/tubo) fueron agregados en el tubo de centrifuga
con la muestra justo después de haber afiadido los primeros 15 mL de solucién de

extraccion. Luego, el PR se calculé mediante la siguiente formula:

PR = OTC/(OTCy/V.) x 100
Donde:
PR = Porcentaje de recuperacidon
OTC; = Cantidad de OTC adicionada a la muestra antes de la extraccion (ug)
OTC; = Concentracion de OTC en el extracto (ug.mL™")

Ve = Volumen del extracto (mL)

2.2.3. Andlisis de OTC mediante HPLC

y

L//’

El primer trabajo cromatografico, consistio en verificar la capacidad del HPLC para
detectar la OTC empleando la fase mévil propuesta por Ueno ef al. (1989). Una vez que
se comprobo la efectividad del sistema para detectar el antibidtico, se procedié a definir
las principales variables cromatograficas, tales como: velocidad de flujo de la fase movil,
longitud y temperatura de la columna y longitud de onda del detector, con el objetivo de
obtener un pico de forma apropiada, que permitiera una confiable cuantificacion de la

OTC.
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2.2.3.1, Instrumental

Para el analisis se utiliz6 un sistema cromatografico HPLC modular que consistio en:
una bomba LC-10AT Shimadzu (S. Seisakusho, Japon), un inyector manual Rheodyne
77251 Shimadzu con un bucle de 20 uL y un detector UV/VIS SPD-6AV Shimadzu. El
mecanismo de separacion de fase reversa utilizado consistié en dos columnas Shim-pack
CLC-0ODS de 15 cm de longitud v diametro interno de 0.6 ¢m, ubicadas en serie dentro
un horno CTO-6A Shimadzu. Los datos generados por el detector fueron registrados y

analizados por un integrador/registrador Shimadzu CR-501.

2.2.3.2. Condiciones operacionales

2.2.3.2.1. Flujo

Para el analisis de OTC un sistema de flujo isocratico, es decir, donde el flujo de la fase

movil es constante durante todo el andlisis, fue aplicado. Este se fijo en 0.7 mL.min™",

2.2.3.2.2. Presion

La presion, al no ser una constante en nuestro sistema, fue utilizada como un indicativo
de las condiciones del cromatografo. Valores entre 94 — 97 kg.cm™ mostraron ser los
tipicos en el sistema una vez estabilizadas las condiciones de temperatura,

principalmente.
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2.2.3.2.3. Temperatura

La temperatura a la que se mantuvieron las columnas en el horno fue 30 °C. Este valor

fue bastante constante, mientras la temperatura ambiental del laboratorio fue de 22 °C.

2.2.3.2.4. Longitud de onda

El detector, que para el analisis de OTC fue un espectrofotdmetro UV-VIS (con un
espectro luminoso que comprende la luz ultravioleta y el rango de luz visible) fue fijado a

una longitud de onda de 365 nm.

2.2.3.3. Fase movil

La fase movil utilizada fue la propuesta por Ueno ef al. (1989), cuya preparacion se

describe a continuacion:

a) Preparacion: Elaborar una solucion 0.2 M de acido oxalico. Mediante un agitador
magnético mezclar esta solucion con metanol y acetonitrilo en una relacion 3:1:1
(acido oxalico 0.2 M: metanol: acetonitrilo) y ajustar e pH a 2.0 con una solucién de
amonio al 29%. Es importante agregar lentamente la solucion basica mientras la fase
moévil se mantiene en movimiento, ya que de no hacerse de esta forma, la lectura del
medidor de pH puede ser irreal. Ademas, la formacion de un precipitado puede ser

otro resultado negativo si se adiciona rapidamente la solucién de amonio.
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b) Filtracion: Preparada la fase movil, esta fue pasada por un filtro 0.45 pm
(Whatman®) con la ayuda de un sistema Kitasato.

¢) Desgasificacion: Hay varios métodos para realizarla, aunque el disponible en el
laboratorio de Cromatografia del CENAIM utiliza un sonicador Branson 5200
(Bransonic, Japon) junto con una bomba de vacio. El sonicador emite ondas de baja
frecuencia que desprende los gases disueltos, mientras el vacio provocado

simultaneamente por lo bomba, eleva la tasa de desgasificacion

2.2.4. Validacién del método /

2.2.4.1. Solucidon stock de OTC

e
-

Todas las soluciones stock, tanto para el célculo del porcentaje de recuperacion, como
para la elaboracion de curva de calibracién, fueron preparadas con dihidrato de
oxitetraciclina (CoHzaN2092H,0, 99.5% de pureza). Para la solucion stock de OTC, se
pesaron 10 mg de OTC+2H,0 en una balanza analitica Mettler® AE-240 (0.00001 g) y se
disolvieron en un matraz aforado color ambar con 50 mL de fase movil previamente
filtrada por 0.2 pm. La solucion stock de OTC se mantuvo en el refrigerador a -5 °C y se

utilizé para preparar las soluciones estandar del antibiotico en el mismo dia.

2.2.4.2. Curva de calibracidén vy estandares

Para la preparacion de los estandares y el calculo de la curva de calibracion, se siguieron

las recomendaciones de Passey et al. (1986), quienes sugieren utilizar no menos de cinco
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puntos con cuatro réplicas cada uno, para evaluar la linealidad de la respuesta de una

icenica analitica,
Basados en esto, la solucion stock de OTC (185.5 ppm de OTC), fue empleada para
obtener mediante dilucion los estandares del antibidtico. A partir de 4 diferentes
diluciones de la solucién stock del farmaco, se prepararon ocho diluciones con distintas
concentraciones por cuatriplicado:  0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1.6, 3.2 y 6.4 ppm,
agregando mediante una micropipeta automatica la cantidad requerida de solucion stock
a un vial ambar con 1.0 mL de fase movil previamente filtrada por 0.2 um. Estas
soluciones estandar de OTC, fueron inyectadas aleatoriamente en el HPL.C obteniéndose
las lecturas de cuentas de area para cada una de las concentracidnes y sus respectivas

réplicas.
De esta forma, los 32 resultados obtenidos se emplearon para elaborar una curva de
regresion lineal, con la que se relacioné la lectura del integrador con la concentracion de

cada estandar.

2.2.4.3. Limite de deteccidn

Para que la técnica cromatografica implantada demuestre su utilidad en el monitoreo de
residuos de oxitetraciclina, esta debe ser capaz de detectar niveles tan bajos como el
limite maximo de residuos (LMR) establecido internacionalmente para los productos
acuicolas.  Este valor, 0.1 pg de OTC.g’ de tejido comestible de camaron,

consecuentemente fue la base para definir que el equipo debia ser capaz de separar y
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detectar adecuadamente la mitad de esta concentracion. Simultdneamente, y tomando en
cuenta el concepto cromatografico que determina el limite de deteccion, la sefial
producida por esta concentracion debia generar una altura de pico que corresponda a por

lo menos tres veces el nivel de ruido del equipo.

-
o
y

},/ »2.2.5. Cilculo de concentracién en muestras

E e
'fif L

La determinacion de la cantidad de OTC presente, ya sea en las dietas o en el musculo de
camarones, requiere primero del empleo de la ecuacion de regresion lineal (descrita en
los resultados), que transforma el dato de cuentas de area en un valor de concentracion
(pg.mL") antibiotica en el extracto. Luego de tener este valor, se aplica la siguiente

formula para obtener el resultado de concentracion de la OTC en la muestra original:

OTCoucsia = (OTC#M x V.)/PR
Donde:

OTC e = Concentracion de OTC en la muestra original (ppm o pg.g™)

M = Peso de muestra sometido al proceso de extraccion (g)
OTC; = Concentracion de OTC en el extracto (ppm o pg.mL™)
Ve = Volumen del extracto (mL)

PR = Porcentaje de recuperacion
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2.3. EVALUACION ESTADISTICA

Se analizaron los resultados de: sobrevivencia, consumo de alimento y pérdidas de OTC
en el proceso de elaboracion de las dietas, por medio de un Analisis de Varianza

(ANOVA). Elintervalo de confianza empleado fue de £<0.05.
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3. RESULTADOS

3.1. ANALISIS CROMATOGRAFICO

3.1.1. Definicion de las condiciones analiticas cromatograficas

La experimentacion de diferentes variables del sistema cromatografico tuvieron como
objetivo primario la obtencién de un cromatograma donde el pico generado por la OTC
sé¢ graficara de forma adecuada y no tuviera interferencia con picos endogenos de la

muestra.

El desarrollo de este trabajo se basé en ensayos de prueba y error, manegjando tres
variables; temperatura de la columna, longitud de la columna (cantidad de columnas) y
la velocidad de flujo de la fase mdvil. La figura 8 muestra la secuencia como se

probaron estos parametros analiticos.

1 mL min” 0.5 mL.min"’ 0.5 mL.min™
1 columna 2 columnas 1 columna
22 °C 22 °C 30 °C
Figura 9 Figura 10 Figura 11

0.7 mL.min™! 0.5 mL.min™!
2 columnas 2 columnas |
30°C 30°C
Figura 13 Figura 12

Figura 8. Secuencia de pruebas para definir las condiciones analiticas del HPLC. En todas las

pruebas se trabajé con un estandar de 0.5 ppm de OTC. El cromatograma correspondiente a

cada prueba se muestra en las figuras de acuerdo a la numeracion indicada.
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Figura 10. Cromatograma de estandar de OTC con 2 columnas, 0.5 mL.min" a 22 °C
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Figrua 13. Cromatograma de estandar de OTC con 2 columnas, 0.7 mL.min" a 30 °C
Condiciones analiticas escogidas para Ia implantacién del método.
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Como se tratd previamente en los antecedentes de esta tesis, la eleccion de las
condiciones analiticas de un sistema cromatografico, suele ser un trabajo donde no
existen valores o datos que comparar, sino es una eleccion basada en la comparacion
visual de los picos que sé grafican en el cromatograma. Asi, la forma del pico originado
por el analito es un factor muy importante, ya que de esta depende el correcto calculo

del area bajo la curva que efectie el integrador (Lindsay, 1992; Snyder ef al., 1988).

La tabla 8 muestra los resultados de las 5 pruebas realizadas, basados en la calificacion
visual de cada uno de los cromatogramas. Luego de estudiar los resultados, se
definieron las condiciones analiticas del sistema, siendo estas las empleadas en el

analisis cromatografico que se muestra en la figura 13.

Tabla 8. Resultados visuales para calificar dos aspectos que definen la calidad de los picos

graficados en el cromatograma.

Figura Forma de pico Separacion con
el pico de aire

9 | &
10 @
11 @{’]
12 ge_d

13 IZI

=
EA
[ S

RRRK

Otra variable que se evaluo, fue la longitud de onda a la que opero el espectrofotometro.
De la revision bibliografica, se obtuvieron las longitudes de onda mayormente
empleadas con sistemas similares de HPLC, 355, 360 y 365 nm para el analisis de OTC.

Se probaron estos valores, sin obtener diferencias en su capacidad de deteccion.
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Finalmente, se resumen las condiciones establecidas para el analisis cuali y cuantitativo
de la OTC mediante HPLC en el laboratorio de Cromatografia y Espectrofotometria del
CENAIM (Tabla 9). Cromatogramas de dos estandares de OTC se muestran en las

figuras 14 y 15.

Tabla 9. Condiciones operacionales del sistema HPLC para el analisis de OTC.,

Temperatura de columna 30°C
Columnas (2) ODS (15 cmx 6 mm d.i.)
Presion 94 - 97 Kg.cm™
Flujo 0.7 mL.min™
Volumen de inyeccion 20 uL
Longitud de onda (detector) 365 nm

Tiempo de elucién 11 £ 0.05 min

#

(/ 3.1.2. Evaluacién del procedimiento de extraccion

v

Inicialmente el procedimiento de extraccion empleado fue el desarrollado por Ueno et
al. (1989). Al aplicarlo, la solucioén de extraccion presentd un problema recurrente de
precipitacion, lo que generd la busqueda de otras soluciones alternativas. Se probd la
solucion empleada por Mohney ef al. (1997) para extraer OTC de P. stylirosiris, pero
originé complicaciones en el procedimiento de extraccion, especificamente en el lavado
del extracto con hexano. Adicionalmente, se estimé que esta solucidn de extraccion no
era apropiada, ya que no fue utilizada junto con métodos de deteccion y cuantificacion
cromatograficos, sino microbiologicos, donde los extractos no requieren un alto grado
de pureza. Finalmente, [a solucién tampén Mcllvaine, fue evaluada por haber sido

utilizada ampliamente para la extraccion de OTC de varios tejidos.
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Figura 14. Cromatograma de estandar (0.07 ppm OTC) una vez establecidas las variables
analiticas. El tiempo de elucion se observa sobre el pico (11.012 min)
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Figura 15. Cromatograma de estandar (0.8 ppm OTC) una vez establecidas las variables analiticas.
El tiempo de elucion se observa sobre ¢l pico (11.071 min)
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Los principales beneficios de esta solucion se observaron en el procedimiento de
extraccion, que si bien no tuvo variaciones metodologicas, gener6 la obtencién de un
extracto con menores dificultades de manejo, especialmente en cada uno de los tres
lavados con hexano de las muestras de tejido de camarén. El mismo procedimiento de

extraccion fue utilizado para las dietas medicadas.

En la figura 16 se muestra un cromatograma tipico a partir de extractos de musculo de
animales sin OTC, en cambio, en la figura 17 se muestra un cromatograma de un
extracto de camaron alimentado con las dietas medicadas. En la figura 18 se muestra un

cromatograma tipico a partir de un extracto de la dieta A (1 ppt OTC).

3.1.3. Validacion del método

Establecidas las condiciones operacionales para el anélisis de la OTC, se elaboro la
curva de calibracién (figura 19). La ecuacién de la regresién lineal calculada:
4.84084x107+X + 2.2609x10, mostrd una respuesta lineal (r* = 0.9978) entre las

concentraciones de 0.05 y 6.4 ppm de OTC.

El limite de cuantificacidn se establecio en una concentracion de 0.05 ppm de OTC en
el extracto. De acuerdo a la capacidad del bucle que define el volumen de muestra
inyectado en el cromatdgrafo, 20 pL, el limite de cuantificacion del método establecido

es de 1 ng de OTC.
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Figura 16. Cromatograma de extracto de misculo de camarén sin OTC. La flecha seiiala el sitio en

el grafico (tiempo de clucion), donde el pico de OTC debe aparccer. No sc observa el pico.

oTC

¥

Figura 17. Cromatograma de extracto de musculo de camarén con OTC. Se observa el pico de

OTC eluyendo a los 10.975 min.

10,350

Figura 18. Cromatograma de extracto de dieta medicada de 1 ppt .
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Los porcentajes de recuperacion (PR) del procedimiento de extraccion, mostraron ser
dependientes de la matriz sometida a analisis. Para el caso de las dietas el PR promedio

fue de94.8%. En cambio, para las muestras de musculo la técnica de extraccion

JEr_ccﬁperc': en promedio el 68.1% del antibittico.

R? = 0.9978

ppm de OTC

2

1 ‘
| X
o)l‘x . : . . .

OE+00 2E+04 4E+04 6E+04  BE+4 1E+05 1E+05
cuentas de area

Figura 19. Curva de calibracion para la OTC en el sistema cromatografico empleado.

3.2. DIETAS

En la tabla 10 se muestran las concentraciones nominales de las tres dietas medicadas,
junto con la respectiva concentracion de antibidtico que se adiciono previo a la
elaboracion, y la concentracion final presente en el alimento cuantificada mediante

cromatografia.
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Tabla 10. Concentracion de OTC en las dietas pre y post-elaboracion de las dietas.

Concentracién (g OTC.kg” de dieta)

Dietas* Nominal Agregada Final
Control 0 0 0
A 1 1.04 0.81 (0.06)
B 5 5.44 4.47(0.1)
C 10 10.88 9.52(0.4)

Valores entre paréntesis = desviacidén estdndar

* Humedad promedio; 6.5%

Las pérdidas acumuladas del antibidtico que se originaron como efecto del proceso de

elaboracién en cada una de las dietas se muestran en la tabla 11,

Tabla 11. Pérdidas de OTC en cada uno de los pasos del proceso de claboracion de las tres

dietas medicadas.

Porcentaje de pérdida de OTC en dietas

Dieta Mezcla Compactacion Secado Acumulada
A 6.1 -0.4 20.7 25.8
B 34 2.3 12.1 17.8
C 9.8 -0.8 6.5 12.5

‘Luego del proceso de compactacion, el cual incrementd la temperatura de la mezcla a

fno mas de 40 °C, la pérdida acumulada del antibiotico fue negativa (promedio: -1.16%).
;.

Esto quiere decir, que no se degradé OTC en este paso del proceso de elaboracion, ya

que la pérdida que se cuantifico fue inferior a la determinada en la mezcla de las dietas.
i

H
1
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El nimero negativo se origind probablemente por la variabilidad intrinsica del método
de extraccion. En el proceso de secado, en cambio, la pérdida promedio fue
significativamente superior a la de los pasos anteriores (P<0.05), aunque no fue

homogénea para cada una de las dietas.

Estos resultados denotan como la mayor parte de las pérdidas de OTC se produjeron en
el secado de las dietas, como muestran los datos de pérdida individuales promedio de las

tres dietas medicadas (Figura 20).

24% T
DL 20% -
o8
B3 16% 18.7% —
E
gﬁ 12% — -
o O T 13.1%
To 8% —_— s
B = |
a O
i 4% 1—  6.4% — s
0% I
Mezcla Peletizacion Secado Acumulada

Figura 20. Porcentajes promedio de antibidtico perdido de las dietas en cada una de las etapas

del proceso de elaboracion.

La lixiviacion de la OTC fue un parametro adicional evaluado. Los resultados no
mostraron una relacion entre la concentracion del antibiotico en el alimento y el
porcentaje de OTC que se desprendio de este. En cambio, se observo una mayor
lixiviacion del antibidtico cuando se sumergian las dietas en agua de mar, comparado

con las pruebas utilizando agua dulce, como se muestra en la figura 21.
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—+— A (salada) —=— B (salada) —4— C (salada)
—#— A (dulce) —#— B (dulce) —+—C (dulce)

100%

80% -

80%

70%

OTC presente en el pellet

60%

tiempo (horas)

Figura 21. Porcentaje de OTC lixiviado en las dietas A, B y C en dos tipos de medios, agua de mar a 35

ups (salada) vy agua dulce.

3.3. BIOENSAYO

Durante los 28 dias de duracion del bioensayo la temperatura del agua se mantuvo a
23.3 £ 0.9 °C, y la concentracion de oxigeno disuelto se establecio en un nivel de 5.2 +
0.6 mg.L". La supervivencia de los animales en los tanques fue alta, 94, 95, 95, y 84%,
para el control y los tratamientos A, B y C, respectivamente. De estos, tan solo el
tratamiento con la mayor dosis de antibitico (C) mostr6 un porcentaje de supervivencia

significativamente inferior al del control y los demas tratamientos (£<0.05).
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Las curvas de acumulacion y pérdida de la OTC del musculo del P. vannamei se
muestran en la figura 22. La tabla 12 muestra las concentraciones maximas y minimas

determinadas en las muestras de camaron durante el bioensayo.

Tabla 12. Concentraciones promedio de OTC en el P. vannamei

s Tonax Conin Tonin
Tratamiento  (ppm OTC) (Dias) (ppm OTC) (Dias)
Control 0.0 0.0
A 3.1 4 0.07 7
B 12.2 6 0.13 10
C 16.6 4 0.17 10

Char: Concentracion maxima de OTC alcanzada después de iniciar el tratamiento.
Cpuin: Concentracion minima de OTC alcanzada después de suspender el tratamiento.
Taxe:  NUmero de dias transcurridos hasta alcanzar la C,,,, después de iniciar el tratamiento.

T,nin:  NUmero de dias transcurridos hasta alcanzar la C,,,;, después de suspender el tratamiento.

En todos los tratamientos se pudo observar una rapida acumulacion del antibiotico
después de iniciar el bioensayo. Transcurridos los primeros 6 dias de medicacion, ya se

habian alcanzado las maximas concentraciones de OTC en los tres tratamientos.

Pocos dias después de suspender el suministro de alimento con OTC (promedio: 5.3
dias), en todos los tratamientos se determinaron concentraciones musculares del
antibiotico, por debajo de 2 ppm, nivel tolerado por la FDA para las muestras de

camaron cultivado.
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Figura 22. Concentracién promedio de OTC en los camarones alimentados con las tres dictas
medicadas. Las lincas azules con rombos amarillos representan el periodo de medicacion.
La linea y los rombos de color lila representan el periodo sin antibiético en la dieta.



116

'SOJUATUIEIRI} S31} SO 10D DO ¥ 9P BPIP1d A UQIOR[NWINOE 3P SEAINY) "€T eInSig

(seip) odwiay

oL 8 9 0
! ' 1 ! i .go
) -

- €
pr e / H

b z
< //.a//..\ -
UQIoeIpaW 3p U4 | Blg — |

8l

©

[o7]
ojnaspw , 6010 brl

o™
ol

<) i - Y =0



116

La figura 23 muestra las curvas de acumulacion y pérdida del antibidtico en conjunto.
La concentracion promedio mantenida en los camarones desde el dia 2 hasta el dia 15
en el tratamiento A fue de 2.6 ppm de OTC, en cambio en el mismo periodo la
concentracion promedio alcanzada en el tratamiento B fue de 9.1 ppm de OTC. Esto
corresponde a una relacion de 3.5:1 entre las concentraciones promedio de los
tratamientos B y A, valor inferior comparado con el que corresponde a la relacion de las
concentraciones antibidticas entre las dietas B y A (5.5:1). Igualmente, la relacion
entre la concentracion promedio de OTC en los animales del tratamiento C (14.1 ppm
de OTC) con los del tratamiento B, fue menor a la relacion entre la concentracion del
antibiotico de la dieta C y la B; 1.5:1 para los camarones y 2.1:1 en las dietas. De esta
forma, no se observa una aumento de los niveles de OTC en el misculo del camaron, en
la misma magnitud en que se incrementan las concentraciones del antibiotico en la

dieta.

Como resultado de los diferentes tratamientos, se observo una relacion inversa entre el
consumo de alimento y el nivel de OTC en las dietas. La figura 24 muestra la tendencia
del consumo de alimento por animal para cada uno de los tratamientos. Se puede
observar como a partir del cuarto dia las lineas de tendencia polinomiales empiezan a
separarse entre si, manteniéndose distantes hasta el dia 15, donde comienzan a acercarse
nuevamente, llegando a igualarse desde el dia 21 hasta finalizar el bioensayo.
Igualmente, se observa que los tanques control fueron los que siempre consumieron mas
alimento, seguidos por los del tratamiento A. Entre los tratamientos B y C la diferencia
fue menos visible, ya que tan solo en los primeros dias fue claro un mayor consumo de

alimento por parte de los animales sometidos a la dieta B.
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El incremento de la frecuencia de muda registrada en todos los tanques, es decir, el
porcentaje de animales que mudaron en cada dia, coincidi6 con el inicio de los periodos
de quiebra (dia 3 hasta 10y, dia 18 hasta 24) (Inocar, 1999). En la figura 25 se muestra
como el promedio de la tendencia del consumo de alimento, mantuvo una relacion
inversa con la tendencia de la frecuencia de muda. Estos resultados sefialan unicamente,
que las oscilaciones observadas en la tendencia del consumo de alimento graficadas en
la figura 24, coinciden con los periodos en donde un mayor numero de animales
suspendian su alimentacion para dedicarse al desprendimiento de su exoesqueleto,

comportamiento normal de los crustaceos durante los procesos de muda.

+ Frecuencia de muda 4 Consumo de alimento

== Tend. consumo alimento - Tend. frecuencia de muda

- ey
quiebra quiebra

tiempo (dias)

Figura 25. Relacion entre la tendencia (polinomial) de la frecuencia de muda y el promedio del
consumo de alimento en todos los tratamientos. Los valores de los dos parametros fueron

normalizados, por lo que no tienen unidades.
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DISCUSION

El empleo de oxitetraciclina (OTC) para esta investigacion, se fundamenta en el hecho
de que las tetraciclinas representan aun una de las familias de antibioticos mayormente
utilizadas en la industria pecuaria a nivel mundial (Kiuhne er al, 2000), y que
posiblemente llegue a ser uno de los primeros antibioticos autorizados por la FDA para
el tratamiento de las enfermedades del camarén cultivado en cautiverio (Williams &
Lightner, 1988;  Greenlees, 1997). Caso distinto ocurre con otros agentes
antibacterianos ampliamente utilizados, como el cloranfenicol y la furazolidona, quienes
dificilmente podran recibir la autorizacién gubernamental por ser sefialados como

toxicos para los humanos (Munns ef al., 1994, Rupp et al., 1994).

De esta forma, el desarrollo de un método cromatografico para el analisis del
medicamento, incorpora una herramienta analitica no solo para la acuacultura, sino para

la veterinaria en general.

En el presente trabajo, el enfoque que se le brindo a la aplicacion directa del método
para detectar y cuantificar los niveles del antibiotico via HPLC, se dirigio hacia el
estudio de la acumulacion y pérdida de esta droga en el tejido muscular del P.
vannamei, utilizando un procedimiento terapéutico comunmente empleado por la
industria camaronera, como lo es la inclusion de medicamento en el alimento

balanceado.
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Implementacion del analisis cromatografico

Amplias son las referencias sobre el empleo de técnicas de HPLC para el analisis de
residuos de tetraciclinas en diferentes tejidos animales. Estos trabajos en fase extractiva
han reportado porcentajes de recuperacion (PR) de: 74% (Ueno ef al., 1989), 92.5%
(Du et al., 1995), 97% (Touraki ef al., 1995), 59 — 82% (Blanchflower et al., 1997), 95
— 110% (Bermuidez-Almada et al., 1999). En el presente estudio, el PR para los
extractos de tejido de camaron fue del 68.1% (SD = 1.2), valor que se encuentra dentro
de los rangos obtenidos por otros investigadores. Para el caso del analisis de dietas,
Rigos et al. (1999) obtuvieron un 80% de recuperacion a partir de pellets con OTC. En
lo concerniente a este trabajo, el PR para las muestras de alimento balanceado fue

mayor, 94.8% (SD = 4.4).

Las diferencias observadas entre los PR de las muestras de camaron y alimento
analizadas, consideramos que podrian ser explicadas, como efecto de la naturaleza de la
matriz, ya que el procedimiento de extraccion en cada uno de sus pasos fue uniforme.
De lo observado durante la realizacion de los analisis de tejido, es probable que las
diferencias en la capacidad extractiva del método, fueran producidas por los lavados con
hexano, paso que origind dificultades para eliminar el sobrenadante. De esta forma,
optimizando el método y el nimero de lavados, seria posible incrementar la cantidad de

antibiotico recuperado del método aqui descrito.

Métodos microbiologicos para la determinacion de residuos de OTC en el P. stylirostris,

han obtenido limites de cuantificacion de 0.4 ppm (Mohney et al., 1997), aunque otros
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autores, utilizando metodologias similares, han trabajado con limites de cuantificacion
inferiores, 0.05 ppm de OTC en el masculo de la tilapia nilotica (Xu & Rogers, 1995).
No obstante, estos investigadores reconocen no haber empleado técnicas
cromatograficas, Unicamente por carecer del instrumental necesario. En lineas
generales, los métodos para el analisis de residuos de OTC via HPLC logran limites de
deteccion de 0.05 ppm en el tejido muestreado (Bermudez-Almada er al, 1999,
Borklund ef al., 1991; Du ef al., 1995, Ueno et al., 1989), y este trabajo no fue la

excepeion.

Analisis de las dietas

Los resultados de la cuantificacion cromatografica de la OTC en las muestras de los tres
alimentos medicados, tomadas antes de elaborar los pellets, determinaron un nivel
promedio de OTC equivalente al 93.6% (SD = 3.7) del antibiotico agregado
inicialmente. Luego de comprimir la masa de alimento, el analisis determino la
presencia del 94.7% (SD = 2.9) de la OTC en los pellets, porcentaje que no mostro
diferencias significativas (”<0.05) con el valor obtenido en las muestras de alimento

tomadas antes de este proceso.

La mezcla manual de las materias primas y el antibiotico, no significé un incremento de
temperatura de la masa de alimento, a diferencia de lo ocurrido en la elaboracion de los
pellets, donde la temperatura de las dietas alcanzo los 40 °C. Tomando en cuenta que la
degradacion de la OTC puede ocurrir a temperaturas por debajo de su punto de fusion

(188 — 200 °C), mediante la contribucion de diferentes factores como, el tiempo de
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exposicion, la humedad y la presion (Frelier, 1995), se esperaban encontrar pérdidas del
antibiotico luego de comprimir las dietas, y no en la masa sin compactar. Esto conlleva
a pensar, que las pérdidas de OTC registradas luego de mezclar las dietas pudieron
haberse originado por: a) el almacenamiento de las muestras a —20 °C durante 16
meses, tiempo que transcurrio hasta que pudieron ser analizadas, o por b) la posible
interaccion entre el antibiotico y los componentes de las dietas, debido a la conocida
capacidad de la OTC de formar complejos con cationes di- y trivalentes (Lunestad &
Goksoyr, 1990), y de unirse a proteinas (Kohn, 1961 fide Samuelsen et al., 1994). No
obstante, la segunda opcion es mas probable, ya que anteriormente Mohney et al. (1997)
no reportaron pérdidas de OTC en una dieta medicada almacenada a la misma

temperatura durante 6.5 meses.

Durante el secado de las dietas medicadas, las muestras tomadas luego de este proceso,
mostraron mantener el 81.3% (SD = 6.8) del antibiotico agregado inicialmente, lo que
representa una pérdida acumulada de OTC durante todo el proceso de elaboracion del
18.7%. Si de este porcentaje restamos la pérdida promedio ocurrida previo al secado de
los pellets, se observa que las condiciones de operacion del secador (4 horas a 60 °C) de
la planta piloto del CENAIM, representaron la fuente de mayor pérdida de OTC de todo

durante el proceso, 12.8% (SD = 6.7).

Frelier (1995), sefiala como normales valores de entre el 10 — 40% de pérdidas de OTC
durante la elaboracion de dietas medicadas a nivel comercial (Frelier, 1995). En el
presente trabajo, los porcentajes de pérdida de OTC originados por el proceso de

elaboracion, 25.8, 17.8 12.5%, para las dietas A, B y C, respectivamente, se
y p P
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encontraron dentro del rango sefialado. No obstante, cabe recalcar que estos valores han
sido obtenidos bajo condiciones no comerciales, por lo que se debe tomar en cuenta que
las temperaturas tipicamente alcanzadas en los procesos industriales de peletizacion, son
mayores, 75 — 95 °C (Cuzon ef al., 1994), de esta forma los resultados aqui obtenidos,
podran ser utilizados como indicadores al momento de ser aplicados para estimar las

posibles pérdidas de OTC en la elaboracion comercial de la formulacion CENAIM 40.

Por otro lado, se noto una diferencia significativa (P<0.05) en el porcentaje de pérdida
de OTC de la dieta A comparado con los calculados para las dietas B y C. Esto puede
ser explicado, si se considera que el secado de alimento degrada principalmente el
antibidtico ubicado en la superficie de los pellets, afectando en menor medida al

medicamento distribuido en la masa de alimento.

El ensayo de lixiviacion de OTC de las dietas medicadas, mostro la influencia directa de
la salinidad en el incremento del nivel de pérdida del antibiotico (Figura 1), tal como ha
sido reportado previamente (Sermwatanakul & Ounkon, 1997). Otros factores descritos
como responsables del incremento de la tasa de lixiviacion de la OTC: aumento de la
temperatura (Duis ef al, 1995, Rigos ef al., 1999) y mayor area superficial de los pellets
(Fribourgh et al., 1969 fide Duis et al, 1995), no afectaron los resultados del presente
trabajo, ya que en ambas pruebas se empleo el mismo alimento y se mantuvo la misma
temperatura (23 £1 °C). De esta forma, la afinidad de la OTC por cationes abundantes
en el agua de mar, como los de calcio y magnesio (Lunestad & Goksoyr, 1990),
seguramente fue el factor que increment6 el desprendimiento del antibidtico en las

dietas sumergidas en agua salada.
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El porcentaje de pérdida por lixiviacion de la OTC, fue independiente de la
concentracion antibiotica de las dietas (figura 21), tanto para la prueba con agua dulce
(0 ups), como para la de agua de mar (35 ups). Esto demuestra, que las pérdidas por
lixiviacion de un antibiotico hidrosoluble como el clorhidrato de OTC, se originan por
el desprendimiento uniforme del medicamento de la masa del pellet, y no tan solo desde
la superficie que esta en contacto directo con el medio liquido. Caso contrario se
observo en las pérdidas por el proceso de secado de las dietas, donde la mayor parte de

la degradacion de la OTC se dio en la parte externa del pellet.

Durante el ensayo de lixiviacion se observo adicionalmente, que las pérdidas de OTC no
fueron uniformes con respecto al tiempo. El 73% del antibiotico desprendido, de las
dietas medicadas durante las 6 horas de ensayo, se lixivio luego de cumplirse el primer
tercio del tiempo de experimentacion. Esto concuerda con reportes previos de
Fribourgh et al. (1969 fide Duis et al, 1995) y Rigos et al. (1999), quienes sefialan que
las mayores pérdidas por lixiviacion del antibiotico ocurren durante los primeros

minutos de exposicion al agua.

Estudios del efecto de los métodos de preparacion de dietas medicadas sobre la
magnitud de las pérdidas de OTC por lixiviacion, han determinado que estas pueden ser
reducidas significativamente mezclando el medicamento junto con las materias primas
del alimento (Xu & Rogers, 1994). Intentando reducir las elevadas pérdidas en las
dietas recubiertas con el antibiotico, se han aplicado agentes aglutinantes (aceite de
higado de bacalao, «-almidon) sobre la superficie de los pellets, aunque estos no

demostraron disminuir los porcentajes de pérdida significativamente, por ejemplo:
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40% después 30 minutos de estar sumergidos en agua salobre (15 ups) a 27 °C (Pearson

& Charatchakool, 1994).

Aunque en el presente trabajo las dietas perdieron apenas el 13% de la OTC después de
la primera media hora de lixiviacion, los resultados no son del todo comparables con los
obtenidos por Pearson y Charatchakool, debido a las diferentes salinidades,
temperaturas y dietas empleadas durante la prueba. No obstante, Rigos et al.(1999)
compararon bajo condiciones experimentales homogeneas la lixiviacion de la OTC
entre dietas recubiertas con el antibiotico y aceite de pescado, y dietas con la droga

incluida en la formulacion, encontrando pérdidas del 47% y 20%, respectivamente.

Efectos de la OTC en los animales

Los niveles de OTC en dietas medicadas, utilizadas para investigaciones destinadas a
evaluar la acumulacion y pérdida del antibiotico en diferentes especies de peneidos, han
ido desde 0.1 hasta 10 g.kg" de alimento (ppt). En uno de los primeros estudios sobre
el tema, Corliss (1979) alimento juveniles de P. setiferus con tres dietas medicadas
durante tres semanas;, 1, 5y 10 ppt de OTC. De forma similar, Chanratchakool ef al.
(1989) investigaron el tiempo de permanencia de la OTC en el musculo del P. monodon
luego del suministro de dietas medicadas con 1,3y 5 ppt de OTC, mientras que Chien y
Chen (1998), realizaron un estudio similar con la misma especie de peneido, pero con

dietas de 1.25,2.5, 5y 7.5 ppt de OTC.
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En el tnico estudio publicado sobre la acumulacion y el tiempo de permanencia del
antibiotico en P. vannamei, Bermudez-Almada er al. (1999) emplearon dietas

medicadas con bajas concentraciones; 0.1, 0.25 y 0.5 ppt de OTC, para determinar el

tiempo de residencia de la droga en el animal luego de 21 dias de tratamiento.

Claramente se observa, que en este trabajo no se tomo en cuenta la sugerencia de que
para lograr niveles antibioticos apropiados en el camaron, las dietas deben contener
concentraciones farmacologicas superiores a los 5 g kg de alimento (Higuera-Ciapara

et al., 1991).

En lo concerniente a las dosis de OTC utilizadas en las granjas de produccion del
crustaceo, Chanratchakool ef al. (1995) sefiala que para la época, dietas medicadas con
3 — 5 ppt de OTC lograban resultados aceptables en las camaroneras tailandesas, aunque
se han llegado a emplear niveles de hasta 7 ppt. En el Ecuador, las concentraciones mas
comunes de OTC en las dietas medicadas se encuentran entre 1 y 5 ppt (Peeter &
Rodriguez, 1999), aunque en momentos de apremio, dosis de hasta 7 y 8 ppt han sido

aplicadas.

De esta forma, las tres concentraciones nominales de droga escogidas para las dietas en
el presente trabajo; 1, 5y 10 ppt de OTC, representan niveles bajos, normales, y
elevados aplicados por la industria camaronera, respectivamente. Por otro lado, la
definicién de la duracion del tratamiento (2 semanas), se baso en las publicaciones que

recomiendan entre 7 y 14 dias de medicacion para el tratamiento de la
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hepatopancreatitis necrotizante (Frelier, 1995; Jiménez, 1995), y de 10 a 14 dias para

las infecciones bacterianas (Brock & Main, 1994; Mohney et al., 1997).

Palatabilidad

La inclusion de OTC en las dietas redujo ligeramente el consumo de alimento de los
animales (figura 24), a pesar de que las diferencias no fueron significativas (£<0.05).
En cambio, este efecto fue claramente reportado por Mohney et al. (1997), quienes
utilizaron una dieta con 1.45 ppt de OTC para alimentar P. stylirostris (11 g, peso
promedio) durante 14 dias. En este trabajo, los autores determinaron un consumo diario
de alimento de 0.57 g por animal del grupo control (sin antibiotico), en cambio, los
camarones que recibieron el tratamiento, consumieron 19% menos alimento hasta
finalizar el periodo de medicacion. Esta reduccion fue superior a la observada en el
tratamiento C del presente trabajo (13% menos consumo que el control), a pesar de que
la concentracion de OTC de la dieta C fue 6.9 veces mayor que la empleada por

Mohney.

Si bien, se ha sugerido que la disminucion de la palatabilidad en alimentos medicados
con OTC, es la responsable de su menor captacion por parte de peces (Hustvedt e al,
1991) y crustaceos (Corliss ef al., 1977), desde nuestro punto de vista consideramos que
existieron dos factores que pudieron haber reducido este efecto en el presente
bioensayo. El primero gira alrededor del método de elaboracion de las dietas medicadas;
se ha comprobado recientemente que peces (Dicentrarchus labrax L.) consumen 74%

mas alimento medicado (10 ppt de OTC), cuando el antibidtico se adiciona en la mezcla
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del alimento artificial, a diferencia de si se lo aplica en forma de recubrimiento junto
con aceite de pescado (Rigos ef al., 1999). Debido a que la el alimento medicado
empleado por Mohney et al., fue igualmente mezclado con los ingredientes, el factor
que posiblemente colabord en mayor grado con el superior consumo de alimento
medicado en el presente trabajo, nace de la alta atractabilidad de la dieta CENAIM 40,

observada con anterioridad en bioensayos realizados en el CENAIM.

Acumulacion vy pérdida

En todos los tratamientos se pudo observar que el comportamiento acumulativo de la
OTC en el musculo del P. vannamei no fue dosodependiente. De igual forma, la
velocidad con la que el antibiotico se perdid de los animales, no tuvo relacion con los

niveles de OTC acumulados durante el tratamiento.

Las Cpa de OTC en todos los tratamientos se alcanzaron entre el 4° y 6 dia de
medicacion. Comportamientos similares del antibiotico cuando se lo administra junto
con el alimento, han sido reportados anteriormente por Mohney ef al. (1997), quienes

encontraron las C,,.. al 7" dia de tratar P. stylirostris con una dieta de 1.45 ppt de OTC.
Y

Corliss (1979) utilizando tres dietas medicadas con OTC en concentraciones de 1, 5y
10 ppt, determind microbiologicamente niveles de la droga en el musculo muy
inferiores en sus juveniles de P. setiferus, comparados con los encontrados en el

presente trabajo (figura 26). Otros autores alimentado peneidos con dietas con OTC
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afirman haber obtenido de igual forma, concentraciones superiores a las de Corliss

(Bermudez-Almada et al., 1999, Mohney et al., 1997).

[1Corliss (1979) [iTesis actual
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ppt (nominal) OTC en alimento

Figura 26. Comparacion de las C,,. obtenidas en el presente cstudio y las de Corliss, quien

trabajé con P. setiferus, peso promedio 3.5 g, temperatura del agua 23 — 27 °C (1979).

En la figura 27 se muestra una comparacion de las Cpax de OTC en el misculo de
diferentes especies de peneidos, alimentados con dietas medicadas a diferentes
concentraciones. Se puede observar que el dato generado con la dieta A en el presente
trabajo, puede utilizarse junto con las Cy.x de otras publicaciones para calcular una

ecuacion de regresion que muestra una importante respuesta lineal.
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Figura 27. Correlacion de las C,,. de OTC obtenidas en diferentes ensayos con peneidos.
Rombo celeste: Higuera-Ciapara et al., 1991; P. monodon 12.2 g, 27 — 29 °C. Cuadrado
verde: Bermudez-Almada et al., 1999; P. vannamei, 17 g, 18 — 24 °C. Triangulo lila: Presente
trabajo, P. vannamei, 5.6 g, 22 — 24 °C. Circulo naranja: Mohney et al. 1997; P. stylirostris,
11 g 23 —25°C. Todas las dietas medicadas fueron preparadas mezclando el antibiético con

los ingredientes del balanceado. El nivel de OTC (ppt) de cada una de las dietas se muestra en

el grafico.

Cuando se incluye en la figura 27 el dato de Cya comrespondiente a la dieta B, la
respuesta de la ecuacion mantiene su linealidad (R* = 0.99). No obstante, cuando
adiciona la C,.x originada por la dieta C, la ecuacion pierde su respuesta lineal, como se
observa en la figura 28, indicando una reduccion en la capacidad de acumular el

antibidtico a medida que se incrementa la dosis de OTC para el P. vannamei.

Reportes sobre la utilizacion de dietas medicadas con mas de 1.45 ppt de OTC y donde
el disefio experimental haya sido similar, no han sido publicados. De esta forma, no

existen referencias que permitan corroborar estos resultados con peneidos.
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Figura 28. Datos de C,.. OTC obtenidas en diferentes ensayos con peneidos, junto con las Cpex
originadas por las trcs dietas medicadas en ¢l presente estudio. La simbologia es

correspondiente a la descrita cn la figura 27.

En lo referente a la eliminacidn de la droga, esta fue rapida en todos los tratamientos.
Los niveles cuantificados en los animales luego de recibir la Gltima dosis de alimento
medicado, 2.9, 7.8 y 151 ppm de OTC, para los tratamientos A, B y C,
respectivamente; redujeron su magnitud en promedio 96.7% (SD = 1.9) después de
transcurrir 7 dias alimentacion con la dieta control. Todas las Cym» alcanzadas en este
periodo se encontraban por debajo del LMR tolerado por la FDA para muestras de
camaron crudo (2.0 ppm de OTC), en cambio las concentraciones de los tratamientos B
y C no llegaron a ser inferiores al LMR establecido por la CEE, 0.1 ppm de OTC en los
tejidos. Unicamente la dieta A permitié obtener niveles de OTC por debajo del LMR

europeo después de 7 dias de retiro.
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Diez dias después de haberse suspendido la medicacion, los niveles de OTC en los
animales descendieron en promedio 98.1% (SD = 1.1) comparados con las
concentraciones promedio mantenidas durante el tratamiento. Los niveles de droga
alcanzados en los tratamientos A, B y C, fueron de 0.08, 0.13 y 0.17 ppm,
respectivamente. A pesar de que en los tratamientos B y C no se alcanzo el LMR
europeo, las concentraciones de OTC fueron inferiores a las determinadas 3 dias antes
(53% menos en promedio), indicando que los animales mantuvieron un proceso de
eliminacion del antibiotico, que probablemente permitiera obtener niveles inferiores al

LMR al cumplirse 14 dias de retiro.
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CONCLUSIONES

Método analitico

El porcentaje de recuperacion del procedimiento de extraccion para el musculo de

camaron se encuentra dentro de los rangos reportados.

El limite de cuantificacion del sistema HPLC empleado (0.05 ppm OTC) se encuentra

dentro de los mas bajos anteriormente descritos en la bibliografia.

Comparados con los tradionales métodos microbiologicos, un mayor nimero de analisis

pueden efectuarse mediante la metodologia cromatografica implantada. En 12 horas se

pudieron analizar 8 muestras.

Dietas medicadas

Las pérdidas de OTC durante el proceso de elaboracion fueron bajas (18.7%), siendo las
temperaturas de 60 °C el principal factor que degrado el antibiotico presente en el

alimento balanceado.

La lixiviacion del medicamento en el agua estuvo altamente influenciada por la
salinidad. La afinidad de la OTC por los iones de Ca y Mg, debio jugar un papel

importante en este proceso.
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Bioensayo

La dieta CENAIM-40 no redujo significativamente su palatabilidad con niveles de 1, 5

y 10 ppt de OTC.

Las C, reportadas en el tejido muscular del P. vannamei en el presente trabajo, son las

mayores descritas en peneidos.

Las Cyne para cada tratamiento, se alcanzaron luego de suministrar el medicamento
durante aproximadamente 5 dias. Los restantes dias del tratamiento, sirvieron para

mantener la concentracion del antibiético en el animal.

El incremento de las Cyuer de OTC en el tejido, no fue paralelo al aumento de la dosis
suministrada, observandose con la dieta C el inicio de una meseta de las Cyax en el

musculo del P. vannamei.

Niveles de OTC inferiores a los tolerados por la FDA en el tejido crudo de camarones,
fueron cuantificados después de 4 dias de suspender el tratamiento con las dietas A y B.

Para la dieta C, no obstante, se requirieron 7 dias de alimentacion sin el medicamento.

Dentro del periodo de eliminacion, niveles de OTC inferiores a los establecidos como
maéximos por las regulaciones de la CEE, solo fueron alcanzados por la dieta A (7 dias

después de retirar el tratamiento).
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RECOMENDACIONES

Las fabricas de alimento balanceado, podrian verificar las pérdidas del antibiotico
originadas por sus condiciones particulares de manufactura, mediante el método

desarrollado.

La industria, deberia reducir al minimo la aplicacion de OTC como recubrimiento en las
dietas medicadas. Preferentemente deberia ser incluida en el proceso de mezcla de los
ingredientes, para reducir las pérdidas por lixiviacion y para no afectar la palatabilidad
del alimento. No obstante, deberian investigarse agentes aglutinantes alternativos
capaces de mejorar la eficiencia de los tratamientos orales mediante alimentos

recubiertos con OTC.

Un tiempo de retiro de 2 semanas, es un lapso apropiado para eliminar los residuos de

OTC en peneidos cultivados en cautiverio, a temperaturas superiores o iguales a 23 °C.

El generalizado empleo de OTC en los laboratorios de larvas de camarén del Ecuador,
deberia ser revisado, mas ain ahora que se dispone de una herramienta analitica. Un
topico interesante gira alrededor de la bioencapsulacion de la OTC en organismos
regularmente empleados para alimentar larvas y postlarvas de camaron, Artemia spp.

por ejemplo.
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