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1. INTRODUCCION

Laacuaculturaen € Ecuador constituye una de las industrias mas importantes, la
produccion de camaron cultivado esta dirigida a la exportacion hacia diferentes
mercados tales como: Estados Unidos, Europa, Asia, entre otros (CNA, 1999), con
una produccién de 68 millones de libras de camardn, con ingresos por divisas de U.S.
$ 249 millones (CNA, 2000), y 90.000 empleos tanto directos como indirectos (CNA,
1999). Edta actividad ocupa € segundo lugar en las exportaciones de productos
tradicionaes, durante 1997-1998 Ecuador se situé como € tercer exportador de
camaron a nivel mundia por debgo de Talandia e India (CNA, 2000) con 205.000
hectareas alo largo de la costa ecuatoriana dedicadas a la camaronicultura.

Desde losinicios de esta actividad, |os pequefios y grandes camaronicultores han
actuado en forma independiente para resolver sus necesidades tecnolOgicas, dentro de
elas. practicas de mango en € cultivo de camardn, control de patologias, etc.
(Caderdn et al., 1997; Mialhey Cedefio, 1997). Este ha sido uno de los motivos por €
cua la vision positiva de la industria camaronera se ve empafiada, debido a que desde
susinicios € desarrollo de lamisma ha adolecido de précticas de mangjo estandarizadas
y de condiciones adecuadas para su industriaizacion (Pillay, 1997).

Peeters y Rodriguez (1999), establecen que las patologias mas comunes en €
ciclo dd camaron estén estrechamente relacionadas a las practicas de mango de esta
actividad. Por otro lado también se ha establecido que € uso no controlado de los
alimentos artificiaesy fertilizantes, lamalacaidad del suelo (Liao, 1989; Chamberlain,
1997), d ma empleo de quimicos incluyendo los antibidticos y pesticidas (Miahe y
Cedefio, 1997), la excesiva produccion y la introduccion de especies exdticas de
camaron (Flegel et al., 1998; Flaherty y Karnjanakesorn, 1995; Macintosh y Phillips,
1997; Primavera, 1993; Spaargaren, 1998) asi como d deficiente mango medio
ambienta (Flegel, 1996) favorecen la aparicion de enfermedades infecciosas y no
infecciosas (Lightner y Redman, 1998; Mialhe y Cedefio, 1997).

En los dltimos 30 arfos, € cultivo del camaron en  mundo ha mostrado un
marcado incremento en la presencia de enfermedades infecciosas (bacterias, virus y
hongos) y no infecciosas, gemplos de estas. sindrome de la gaviota, sindrome de
bolitas, sindrome de zoea, Baculovirus monodon (BVM) en P. monodon, necrosis
hematopoyética (NHHI) en P. stylirostris y P. monodon respectivamente (Lightner,
1996; Pillay, 1997), sindrome de Taura en P. vanname reportado en € Ecuador en
1992, sumandose recientemente a estas @ denominado sindrome de la mancha blanca



(WSS) de origen asiético, que se reportd en @ mismo pais en 1999 como una seria
amenaza (CENAIM, 1999; Siqueira, 1997).

Estas patol ogias han originado repercusi ones econdmicas notorias, un gemplo de
elo: @ sindrome ddd WSS con pérdidas de $ 1.200 millones a término del afio 2000
(CNA, 2000).

Ante la presencia de enfermedades infecciosas y no infecciosas, una dternativa
para contrarrestarlas fue la aplicacion y/o utilizacion de una serie de antibi6ticos dentro
de los sistemas de cultivos en granjas camaroneras, misma que a corto plazo se hizo
comun (Trevifio et al., 1993; Valle, 1999). No obstante & uso indiscriminado de estas
drogas ha traido como consecuencia € deterioro de la calidad del medio ambiente
(Medina, 1994), d riesgo de la posible acumulacion en sedimentos (Jacobsen y
Berglind, 1988; Bjorklund et al., 1991). y uno de sus principales efectos secundarios la
resistencia bacteriana (Kupkaet al., 1992)

Los antibidticos aprobados por organismos internacionales como la FDA
(Administracion de drogasy alimentos), para uso en acuicultura (Cevallos et al., 1999)
son pocos, sin embargo en nuestro medio es una practica de prevencion establecida
(Cenaim, 1999). Estas drogas han sido cominmente empleados primeramente como
promoteres de crecimiento, especificamente como estabilizadores de |a flora bacteriana
(Chamberlain, 1995), y recientemente como agentes profilacticos tanto en laboratorios
como en piscinas camaroneras (Brown, 1989). A pesar de los beneficios que se ha
obtenidos de esta actividad Esta préctica junto con la carencia de normativas estatales
gue regulen @ uso de estas sustancias podria ser la causa de la aparicion de nuevas
enfermedades parael camardn (Plumb y Vinitnantharat, 1990; GOmez et al., 1998).

Al momento, € estudio de estos aspectos estd siendo considerado tanto a nivel
naciona (CNA, 2000) como internacional. Asi, la Comunidad Europea dictd una
normativa sobre €l uso de medicamentos que contengan sustancias farmacol ogicamente
activas en especies productoras de alimento, que entro en vigencia en enero de 1997.
Otros paises preocupados por esta situacion han desarrollado estudiosy métodos sobre:
distribucion y eiminacion de antibidticos para establecer los denominados limites
maximos de residuos (LMR) (Cevallos et al., 1999; Gesamp, 1998; Namdari et al.,
1996; O'Rellly & Smith, 1999). y en d Ecuador se ha planteado proyectos de
permanente monitoreo de calidad del producto de exportacion, residuos de antibidticos,
pesticidas y metales pesados, calidad de agua tanto en piscinas camaroneras como de
estuarios (CNA, 2000).



En € ciclo de vida de camardn, se utilizan una serie de sustancias quimicas.
oxilato verde de malaquita, cobre hidrosoluble (producto comercid: cutrine-Plus),
formalina, trifuralina, que utilizados adecuadamente dan buenos resultados (Pillay,
1997), y los antibidticos, que son moléculas que bloguean ciertos procesos metabolicos
bacterianos provocando de esta manera la inactivacion o muerte de las bacterias, los
mas comunes. oxitetraciclina, amoxacilina, sarafloxacing, tetraciclina, estreptomicina,
cloranfenicol, &cido nalidixico, eritromicina, entre otros.

Antibidticos de amplio espectro como las quinolonas de primera generacion
(&cido oxolinico, flumenquina, etc.) y fluoroquinolonas (sarafloxacina, norfloxacina,
etc.) son utilizadas tanto en medicina veterinaria como humana (Pascual, 1995) para d
tratamiento de varias infecciones (Paton y Reeves, 1998). En acuacultura las
guinolonas representan € mayor grupo de antibi6ti cos sintéticos ampliamente usados en
los dltimos quince anos (Backhaus et al., 1999) como agentes profilécticos y/o
quimioterapedticos e indicados para e tratamiento de varias especies de bacterias como
Vibrio harveyi en P. indicus y monodon (Abraham et al., 1997 a, b; Moriarty, 1998;
Pitogo et al., 1998), V. alginolyticus en camaronesy peces (Mishra, 1998).

La enrofloxacina, quinolona perteneciente a la tercera generacion, derivada del
acido carboxilico, obtenida por sintesis total, de amplio espectro de accion sobre
bacterias gram positivas y negativas. Este antibidtico ha generado estudios desde su
introduccion en la acuacultura (Alderman, 1988), que en su mayoria han sido
enfocados d area de piscicultura (Oshima et al., 1994; Rangdale et al., 1997). Su
mecanismo de accion se basa en su accion sobre los &cidos nucleicos, interfiriendo en
su sintesis por lainhibicién de laenzima DNA girasa. Por sus ventgjas se ha empezado
autilizar en e cultivo de camarones Penaeus vannamei (Valle, 1999).

No obstante, la enrofloxacina esta sefiddada como causante del desarrollo de
resistencias para las quinolonas en aislamientos humanos, por la inclusion de esta en la
medicina veterinaria (Gomez, 1998). Levinson y Jawetz (1998), indican que la
resistencia bacteriana por quinolonas (enrofloxacing), tiene su origen en dos factores:
mutaciones cromosomicas que modifican é DNA girasa, 6 cambios en las proteinas
exteriores de la membrana que reducen la captacion del farmaco en d interior de la
bacteria. hastael momento no se hareportado la existencia de plasmidos que codifiquen
para dichos factores (Valle, 1999).



Los métodos para la determinacion y cuantificacion de antibioticos en tgjidos de
diferentes especies marinas mas comunes son: pruebas microbioldgicas, discos de
sensibilidad, entre otros (Williams, 1997). Uno de los métodos de reciente aplicacion
para el estudio de residuos de antibidticos lo congtituye la cromatografia liquida de dta
performance (HPLC, siglas en inglés), gracias a la facilidad de trabajo, limites de
deteccion, cualificacion y cuantificacion presentados por este sistema, la mayoria de los
trabgjos redizados en este ambito se han llevado a cabo en base a esta herramienta
analitica (Bermingam et al., 2000; Garrelts et al., 1996; Intorre et al., 2000; Kasuga &
al., 1982).

Trabajos realizados sobre lafamacocinética de la enrofloxacina en varias especies
han utilizado esta técnica (Samuelsen & Lunestad, 1996; Lewbart, G., 1997,
Stoffregen, D., 1997; Intorre et al., 2000).

Reiteradamente se ha propuesto que d indiscriminado uso y abuso de ciertos
farmacos en d ambito globa de la medicina, trae consigo € incremento de bacterias
patdgenas haciala salud humana; aunque este uso representa un peligro potencial, aun
no esta confirmado (Gomez, 1998). Sin embargo en base a los diferentes mecanismos
deresistenciay teniendo en cuenta el peligro inminente de que se difundaen lafaz de la
tierra, es necesario llegar aun concepto globalizado y racionalizado sobre € uso de los
antibioticos.

De lo expuesto es menester de todas las ingtituciones ligadas a la acuacultura
lograr una accion conjunta para poder disminuir € uso de estas sustancias, tanto a nivel
nacional como internacional, y poder alcanzar las bases para unaindustria sustentable.

La propuesta de este estudio es determinar los residuos de enrofloxacina en
camaron blanco P. vannamel, para generar datos que ayuden en @ conocimiento de una
adecuada medicacion y/o necesidades terapéuticas, y por consiguiente estos datos
podran ser de utilidad sobre la farmacocinética de este antibi6tico.



2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Bioensayo: Condiciones experimentales

Con d objetivo de determinar la curva acumulacion y eiminacion de
enrofloxacina en tegjidos de camaron se administro dieta medicada por un periodo de
12 dias, luego de este tiempo se administro la dieta control (sin antibiotico).

2.1.1 Tanques

Las unidades experimentales fueron 12 tanques rectangulares de fibra de
vidrio; 8 tanques con un area de 0,95 m2y con un volumen de 600 |. 4 tanques 0,76
m2. de 400 I. (fig. 1).

Tg. 1 Tg.2 Tg.3 Tg. 4 Tg.5 Tg.6 Tqg.7 Tg. 8
30 30 30 Control.| | Control 300 Control 300
ppm ppm ppm ppm ppm

Tq.9| [Tg. 10| | Tq 11 | |Tq 12

300 600 600 600
ppm ppm ppm ppm

Fig. 1. Esquema de la disposicion de los tanques

2.1.2 Animales

Para € bioensayo se utilizaron postlarvas de maduracion de P. vanname,
originarios de laboratorio GCIF Marino (Mar Bravo-Ecuador), mantenidos hasta
obtener peso adecuado para bioensayo. Se sembraron 50 camarones por tanque con
un peso promedioinicial de 7,2 £ 0,44 g. Antes de iniciar € bioensayo se realizaron
andlisis para detectar la presencia de la enfermedad del punto blanco (white spot),
obteniéndose resultados negativos.

Los tanques fueron previamente lavados con solucion jabonosa y
desinfectados con cloro; Para la eliminacion del cloro residua se adicioné tiosulfato
de sodio (S,0,Na,); antes de |la siembra estos tanques se encontraron a la mitad de su
capacidad con agua de mar a una salinidad de 35 ppt y una temperatura de 26.°C,
colocandose 50 camarones por tanque que fueron previamente pesados con € objetivo
de obtener una minima desviacion estandar. Al terminar la sembra los tanques
recobraron paulatinamente su nivel normal de agua.

2.1.1.3 Dietas



Se prepararon 3 dietas experimentales tomando como base la composicion de
la dieta CENAIM 40. Las concentraciones escogidas fueron a partir de
concentraciones inhibitorias minimas (MIC's); estas pruebas fueron realizados en d
Laboratorio de Microbiologiadel CENAIM, por medio de la inoculacion de bacterias
aidadas en una serie de tubos conteniendo diluciones del farmaco (Levinson y
Jawetz, 1998).

2.1.3.1 Elaboracion

Paralaelaboracion de la aimento medicado, se trabgé con la formulacion de
ladieta CENAIM 40 (tabla1). Las dietas fueron elaboradas de forma experimental en
laplanta piloto de CENAIM, verificandose € siguiente procedimiento:

Tabla 1. Ingredientes de dieta CENAIM 40

Ingredientes Cantidad (g.)
Harina de camardn 26,77
Harina de pescado 15,0
Harina de calamar 5,0
Pasta de soya 17,99
Polvillo de arroz 5,0
Gluten detrigo 5,0
Higado de bacalao 52
Aceite de soya 0,53
Lecitinaliquida 1,0
Colesterol 0,5
Vitamina ler lote 4,0
Minerales ROCHE 2,0
Aglutinantes 0,08
Antioxidante 0,01
Maicena 11,82

Las cantidades de EF. necesarias para los diferentes niveles (30, 300 y 600
ppm) se calcularon tomando como base un 40% de pérdida por manufactura y
enrofloxacina d 10%. Para la inclusion del antibidtico en la dieta, la maicena se
sustituyd por € antibidtico. Se pesd y pulverizd los ingredientes y € antibidtico por
separado, en una bandgja metdlica los ingredientes se mezclaron de menor a mayor, d
antibidtico se adiciond en porciones pequefias y para asegurar una completa
homogenizacion por cada paso se mezcl6 durante 5 minutos, terminada la mezcla de
los ingredientes se agregd agua destilada 50 ml aproximadamente hasta llegar a
obtener una masa blanda. La mezcla de los ingredientes se lo reaizd en un lugar
protegido de la luz blanca (lamparas, focos, etc.) y solar. La masa obtenida se hizo
pasar dos veces através de un molino de carne (oster, didmetro del orificio igua a 3
mm), los espaguetis formados se los coloco en latas metdlicas dentro del secador por
2 horas a 60°C. y posteriormente se procedio a trocearlos para darles forma de un



pellet (7 mm x 3 mm), se enfundaron, etiquetaron y amacenaron a -20°C. hasta
momento de utilizacion.

2.3.1 Pérdidas por manufactura

Para determinar las pérdidas por proceso de manufactura se trabgo en dietas
balanceadas comerciades procedentes de compafiias productoras de aimento
balanceado (compaiia A, B y C), de las que se tomd muestras representativas (fig. 2)
en e mezclado, molido, expandido, acondicionado peletizado y producto final, que
fueron conservadas a- 20°C. para posterior andlisis en contenido de enrofloxacina via
HPLC.

| Mezclado e—— Ingredientes |
> muestra
v

| Molido |
—» muestra
[ Expandido |
—» muestra

| Acondi‘éionajo |
> muestra
Pdletizado |
> muestra
| Produc;{o Final |

i—b muestra

Fig. 2. Toma de muestra en proceso de manufactura
de dietas balanceadas comerciales.

2.3.2 Pérdidas por lixiviacion

Las pruebas de lixiviacion se realizaron por triplicado en fiolasde 175 ml, con
enrase a 100 ml. de agua de mar filtrada (0,2 pm). Las muestras utilizadas fuerdn
procedentes de las compafias A y B.

El método aplicado se describe a continuacion:

Enfiolasde 175 ml conteniendo agua de mar filtrada (0,2 um) se adiciono 1
g. de pellet; se colocaron en el agitador a 70 r.p.m. y 26°C. A tiempos de 15, 30, 45,
60, 90, 120, 240 minutos, se procedio a vaciar € contenido de las fiolas en mallas
metdlicas previamente pesadas y colocadas en la estufa por 24 horas a 60°C,
transcurrido este tiempo se las colocd en desecador por espacio de 30 minutos para su



enfriamiento, para luego ser pesadas y conservadas a -20°C. para su andliss en
contenido de enrofloxacinavia HPLC. Con los datos obtenidos se procedio a redlizar
los respectivos calcul os.

2.1.4 Protocolos

2.1.4.1 Parametros Fisicos y Quimicos

Para la determinacion de estos parametros se utilizaron los siguientes
materiales: termdmetro, medidor de pH TOA HM-5S, oxigendmetro Y SI 85, con los
cuales se obtuvo: 26.11 + 0.59 °C de temperatura, 3.5 £ 0.04 ppt de salinidad, 6.27
+ 0.59 mg/l de oxigenoy 7.9 + 0.07 de pH del agua durante el bioensayo.

2.1.4.2 Alimentacion

Previo a la dimentacion con dieta medicada se mantuvo a los camarones en
ayuno por dios diasy durante el bioensayo los animales fueron aimentados a 7% de
su biomasaen dosis repartidas alas 09:00 AM y 17:00 PM. En los primeros 12 dias
se administro dieta medicada, y a partir del dia 13 hasta d 33 se administré dieta
CENAIM 40 (sin antibidtico), para determinacion de aimento consumido y para la
correccion de los valores diarios de alimentacion, se consideré & nimero de animales
muertos y los de muestreo. Para €llo € aimento sobrante de la primera y segunda
alimentacion se sifoneo alas 16:30 PM y 08:30 AM respectivamente, colocado sobre
una malla previamente pesada, lavado en agua dulce, destilada y finalmente secado en
una estufa por un tiempo de 24 horas a 60 °C,.

2.1.4.4 Frecuencia de muda

Con d objetivo de obtener datos que ayuden en la interpretacion de los
resultados se sifoned siguiendo @ horario de sifoneo en la aimentacion. Para la
cuantificacion de las mudas y para evitar problemas de confusion, la parte restante del
cefalotorax fue tomada como unamuda, paraluego clasificarlaen latabla.

2.1.4.5 Muestreo

Con lafinalidad de determinar la distribucién de enrofloxacina en hemolinfa 'y
tgidos (hepatopancreas y musculo) del camardn, se muestrearon aeatoriamente 2
animales de los cuales se extrgjo la hemolinfa, que junto a anima fue conservada a -
80 °C. hasta su posterior analisis segun el esquemaen latabla 2.

Tabla 2. Diasy nimero de animales
muestreados durante el bioensayo



Muestreo (dia) [ # de animales
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2.1.4.5.1 Muestreo de hemolinfa

Se extrgjo € plasmadd camarén con ayuda de una jeringa estéril conteniendo
citrato de sodio a 10% en volumen adecuado para obtener una relacion plasma-citrato
de sodio (1:1), colocandoselo en tubos eppendorf de 1,5 ml. con la precaucion de que
estos se encuentren marcados y a baja temperatura (con hielo) y se procedié a iguaar
el volumen con citrato de sodio a 10%. para luego centrifugarlos a 5000 r.p.m. a
1°C. y por 15 minutos, trasvasando € sobrenadante a un tubo eppendorf marcado y
limpio.

2.1.4.5.2 Muestreo de tegjidos y dietas

De los dos camarones muestreados diariamente se extrgo € hepatopancreas
teniendo precaucion de no rasgarlo y se los colocd sobre papel de duminio para
redlizar € pesgje respectivo; se desechd € exoesgqueleto y € musculo fue colocado en
d vidrio reloj y se procedié a cortarlo en trozos muy pequefios para luego en tubos de
centrifuga pesar todo el hepatopancreasy en musculo se peso 5-6 g.

En balanceados se pulverizd y se tamizo6 las muestras por 500 - 700 um y en
tubos de centrifuga limpios y rotulados se pesd por separado 1 g. por triplicado.

2.2 Implementacién del método de andlisis de enrofloxacina
Para la implementacion de la metodologia de extraccion inicidmente se
probaron las metodologias descritas por Intorre et al., 2000, Oshima et al., 1996, y
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Ellerbroeck 1990, de las cuales se trabajo con la metodol ogia de Intorre eta al., 2000.
por su mayor practicidad y facilidad de trabajo.

2.2.1 Quimicos y reactivos

El acetonitrilo, etanol y metanol grado HPLC, € &cido fosférico, citrato de sodio y
trietilamina grado reactivo. El estandar fue obtenido desde laboratorios de Bayer-
Ecuador

2.2.2 Extraccion de enrofloxacina a partir de hemolinfa

2.2.2.1 Solucion de extraccion

La solucién de extraccion (SE) desde hemolinfa es: etanol con 1% de acido
acdtico y la solucién de reconstitucion es. solucion de extraccion y fase movil en
relacion 1:1

2.2.2.2 Procedimiento

En los tubos eppendorf se adiciond 1 ml. de etanol con 1% de écido acético
dentro de cada appendorf, se agito y degjo en reposo por 10 minutos, centrifugandose
luego a5000 r.p.m. a4°C. y 15 minutos y € sobrenadante se trasvasd a una pera de
vidrio para luego rotaevaporar € contenido a una temperatura de 40°C. hasta
sequedad. El remanente de la pera se reconstituyo con 1 ml. Fase movil se filtro a
través de 0,45 um. en viaes etiquetados color ambar y con tapa rosca de teflon,
inyectandose 50 . al sistemaHPLC.

Cabe destacar que lo anterior se o realiz a expensas de luz blancay solar y
encontrandose en un cuarto a temperatura ambiente de 21°C.

2.2.3 Extraccion de enrofloxacina desde tejidos y dieta artificial

2.2.3.1 Solucion de extraccion
La SE en tgidos y dietas utilizada fue: etanol con 1% de écido acético y la
solucion de reconstitucion: fase movil.

A cadatubo se agregd 15 ml. de solucién de etanol con 1% de écido acético,
se agito y se degjo en reposo durante 10 minutos. Las muestras fueron homogenizadas
a 13500 r.p.m. usando un biohomogenizador (Ultra Turrax T25) por 1 minuto
manteniendo la temperatura bgja con hielo, EI homogenado obtenido fue centrifugado
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por 15 minutos, 1 °C y a 3000 r.p.m. utilizando una centrifuga refrigerada (Kokusan
H2000B), &l sobrenadante se trasvaso a una perade vidrio limpiay etiquetada, con €
precipitado se repitié todo & proceso de extraccion y € sobrenadante se unié d
anterior. Se rotaevaporo las peras hasta sequedad usando un rotavapor (Buchi H-
2000B) a 40 °C., € remanente fue recongtituido con 1 ml. de fase movil y filtrado a
través de 0,45um. en viales etiquetados, color ambar y tapa rosca de teflén. En caso
de concentraciones altas se diluyeron hasta concentracion adecuada de andlisis.

2.2.3.3 Recuperacion del método

Para determinar la capacidad de recuperacion dd método se lo redizd por
medio de pruebas de spike, las cuales consisten en agregar una concentracion
conocida en la dieta y redizar d andisis de recuperacion utilizando la metodologia
establecida, la concentracion resultante de este analisis debe ser igua a la introducida
a inicié para que la recuperacion de la metodologia sea del 100%. Los andlisis para
determinar € porcentaje de recuperacion fue realizado en dietas obteniendo: 71 % de
recuperacion de lametodologia (tabla 3).

Tabla 3. Pruebas de recuperacion de la metodologia

Prueba Recuperacion
A 745 + 0.26
B 70.1 + 0.18
C 69.1 + 3.39
Promedio 71.2 + 1.28

2.2.4 Andlisis de enrofloxacina via HPLC

2.2.4.1 Instrumental

Sstema de Cromatografia liquida HPLC con inyeccién manual constituido de:
una bomba Shimadzu LC -10 AS, detector Shimadzu UV/VIS SPD-6AV, integrador
Shimadzu CR 501, la columna SORBAX-ODS (4.6 mm x 15 cm) en fase reversa,

horno Shimadzu CTO -6A paralacolumnay un bucle de 50 pl.

2.2.4.2 Condiciones de analisis

2.2.4.2.1 Flujo
En este sstemad flujo de lafase movil estuvo en 1,2 ml por minuto
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2.2.4.2.2 Presion
La presion generada por € flujo de lafase mévil en la columna 101 kgf/cm?

2.2.4.2.3 Temperatura

La temperatura en la cua se mantuvo € horno de la columna durante d
periodo de andliss de EF en las diferentes muestras fue de 30°C. y con una
temperatura ambiente de 21°C.

2.2.4.2.4 Longitud de onda
Para lograr la deteccion del la EF en € espectrofotdmetro se trabgjé a una
longitud de onda de 278 nm (Intorre et al., 2000).

2.2.4.3 Fase movil

La fase movil consta de &cido fosférico 0.025 M y acetonitrilo en relacion
87:13 (*/,) y gjustada a pH 3.00 con trietilamina. Se preparo la solucion de PO,H,
0.025 M., y se procedio alafiltracion (0,45 um) y desgacificacion, luego se procedio
amezclar el PO4H3 0.025 M. y € acetonitrilo en relacion 87:13(*/,) y se gjustd € pH
3.0 £ 0.01 con trietilamina

Lafase movil debe ser colocada en un recipiente de color ambar y tapado para
evitar la introduccion de gases. Cabe indicar que d proceso de desgacificacion tiene
gue ser muy eficiente ya que de lo contrario los gases contenidos en la solucion
afectarian luego en la veracidad de los andlisis cromatograficos.

2.2.5 Validacion del método

2.2.5.1 Curva de calibracion y estandares

Con la utilizacion de enfloxacina certificada por (Bayer) se prepararon estandares de
0.01, 0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 0.1.6, 3.2 pg EF. / ml. con 3 replicas por estandar e
inyectando al sistemade HPLC 50 pl. en forma aleatoria, con los datos obtenidos se
obtuvo lacurvade calibracion con unalinealidad de r2 = 0.9982 (fig. 3).
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Fig. 3. Curvade calibracion por medio de estandares

2.2.5.2 Limite de deteccion

Es la menor concentraciéon de la sustancia referida detectada, y se efectta
comparando este con la respuesta de un blanco, siendo positiva si la sefial supera la
relacion sefid/ruido en un factor de 2 a 3. Para este estudio se utiliz6 un factor de 3,
obteniendo un limite de deteccién de 0.1 ppm.



3 RESULTADOS

3.1 Dietas

3.1.1 Pérdidas por proceso de manufactura

De un aproximado de 15 fébricas productoras de alimento balanceado para
camarones anivel nacional, tres fueron seleccionadas para este estudio. Se analizo por
triplicado, la concentracion de EF presente en muestras de diferentes etapas de
proceso de manufactura de una dieta medicada, latabla 4 muestra los resultados de
este ensayo, en la cud se observa la similitud en los resultados de pérdidas del
antibiotico.

Tabla 4. Pérdidas por manufactura de EF en dietas comerciales
(companias A, By C)

Compahias
Al A2 Al C
(120ppm) (60ppm) (120ppm) (120ppm)
Cantidad | Perdida | Cantidad | Perdida | Cantidad | Perdida Cantidad Perdida

Proceso ppm % ppm % ppm % ppm %
Mezclado 103.0 0.0 52.2 0.0 117.3 0.0 104.1 0.0
Molido 39.0 66.8 30.6 70.6
Expandido 36.2 64.9 258 50.6
Acondicionado 333 14.6 24.6 19.6
Pelletizado 26.2 21.3 28.0 0.0
Producto final 21.3 41.2 8.7 66.3 21.0 20.2 20.2 27.9
Pérdida 79.3 83.3 82.3 80.6
acumulada

3.1.2 Pérdidas por lixiviacion

En los andlisisalas dietas A, B y C se observo (fig. 4): pérdida acumulada:
90.1 % de Ay 8 %B; delascudesd 724 £ 1.92 y 70.9 £ 3.23 se lixivio en un
tiempo de 0.3 horas, y con una pérdida promedio de 17 y 184 % de Ay B en las
restantes 3.7 horas.
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Fig. 4. Pérdidas por lixiviacion en dietas comerciadles A, By C.

2.1.4.3 Consumo de alimento

Con los datos obtenidos de dimento no consumido se obtuvo las cantidades de
alimento consumido durante € bioensayo, en fig. 5. se observa la tendencia del
consumo de alimento.
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Fig. 5. Consumo de alimento por animal y por tratamiento durante el bioensayo.

3.2 Disposiciéon en el plasma



La concentracion de enrofloxacina (EF) que se observé en d plasma dd
camaron es dependiente de la concentracion de EF. en la dieta. En € dia 4 hay una
eliminacion de EF a diferencia dd sexto dia que existié un incremento de la misma
(fig.6) siendo este eliminado parcialmente en e octavo dia.

La absorcion de enrofloxacina ocurrida en los tratamientos disminuyo
lentamente presentando picos de concentracion maxima (C,,,,) con su respectivo tiempo
méaximo (T,.,), en: 30 ppm (C_,, 0.21 + 0.12 pg/ml y T, de seis dias), 300 ppm (C,..,
1.07 £ 0.43 pg/ml y T, de seis dias) y 600 ppm (C,_ 1.81 + 0.15 yg/ml y T, de
dos dias), con concentraciones promedios en |os tratamientos de 30, 300 y 600 ppm de:
(0.18 £ 0.02, 0.75 + 0.27 y 1.36 + 0.35 pg/ml respectivamente).
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Hg. EF / ml plasma
= = N
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©
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Tiempo (dias)

Fig. 6. Nivel de enrofloxacinaen e plasma de Penaeus vannamei

3.3 Disposicion en Hepatopancreas

Las pruebas redizadas en los hepatopancreas de P. vanname presentaron
diferencias significativas en los tratamientos 30 y 600 ppm respectivamente (tabla 5),
observandose tendencias similares de crecimiento en 30 y 300 ppm contra 600 ppm
entrelosdias (2 a 8).

Con concentraciones maximas alcanzadas por la absorcién de EF en 30 ppm
(Chax 348+ 1.18 pg/g. y T, de doce dias), 300 ppm (C,,, 4.26 + 1.24 pg/g. y T,
de ocho dias), 600 ppm (C,,,, 4.89 £ 3.54 pug/g. en T, de seis dias) y concentraciones
promedios en los tratamientos de 30, 300 y 600 ppm (0.71 + 1.25, 1.32 + 1.64, 2.0
2.04 pg/g. respectivamente). Durante € periodo de medicacion se observo una
acumulacion de EF, mientras que d aimentar con dieta no medicada a partir del
treceavo dia hasta @ final dd bioensayo las concentraciones de EF disminuyeron



consi derablemente hasta concentraciones por debgjo de los limites maximo de residuos
(LMR) (fig. 7).

Tabla 5. Probabilidad de significancia parala concentracion
de EF en hepatopancreas mediante tres métodos

Tratamientos M étodos
Scheffe | Bonferroni | LSD
600 - 30 0.0399 0.038 0.0128

300 - 30 0.4420 0.5082 0.2106
300 - 600 0.2148 0.3557 0.1363
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Fig. 7. Nivel de enrofloxacina en Hepatopancreas de Penaeus vannamel

3.4 Disposicion en musculo

En las concentraciones de EF. detectadas en muasculo no se observd diferencia
significativa (p > 0.05) entre tratamientos (tabla 6). con concentraciones maximas
alcanzadasen 30 y 300 pmm (C,__, 0.01 + 0.05, 1.55 + 0.92 yg/g y T, de dos dias
respectivamente) y en 600 ppm (C., 241 + 1.80 pg/g. y T,, de dos dias), con
concentraciones promedios en |os tratamiento de 30, 300 y 600 ppm (0.05 + 003, 0.56
+ 0.56, 0.99 + 1.08 ug/g. respectivamente) (fig. 8).



Tabla 6. Probabilidad de significancia parala
concentracion de EF en musculo mediante tres métodos
Tratamientos M étodos
Scheffe | Bonferroni | LSD

600 - 30 0.0993 0.0999 0.0344
300 - 30 0.4739 0.5422 0.2293
300 - 600 0.5746 0.6577 0.3005
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Fig. 8. Nivel de enrofloxacina en Musculo de Penaeus vannamei

3.5 Sobrevivencia

Con referencia a la sobrevivencia no se detecto diferencia significativa (p > 0.05),
durante el periodo de medicacion se observo un mayor porcentaje que fue del 98% en la
dieta de 30 ppm, € cua disminuyd hasta un 94% en la dieta de 300 ppm. pero se
observo que con la dieta de 600 ppm la sobrevivencia se mantuvo constante con un
promedio del 99% (fig. 9). En la dieta control la sobrevivencia fue del 98,15% sin
haber marcada diferencia con las dietas medicadas de las cuaes se obtuvo un promedio
del 98,28%. La sobrevivencia promedio obtenida durante & bioensayo fue del 95 +
0.04 %, en tratamiento control (95 x 0.03 %), 30 ppm (96 £ 0.03 %), 300 ppm (90 £
0.07 %) y en 600 ppm (97 £ 0.02 %).
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Fig. 9. Sobrevivenciade P. vannamel durante el periodo de medicacion

3.6 Frecuencia de muda

En los primeros cuatro dias de medicacion hay un minimo nimero de camarones que ha
mudado, pero a partir del cuarto dia se observa un mayor nimero de mudas (fig. 10).
En & periodo de medicacion se observa un mayor niumero de mudas en los dias sexto y
noveno paralos tratamientos de 300 y 600 ppm. Comparando |os primeros cuatro dias
con los restantes del periodo de medicacion no se observa una sincronizacion en las
mudas.

—6—30 ppm —A—300 ppm —E—600ppm —H—C

# de camarones
mudados/dia/tratamiento
[N N W H» O o N (o]
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Fig. 10. Frecuencia de Mudas en P. vannamei durante el bioensayo
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. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

la EF presenta un porcentaje acumulado del 90.1% de lixiviacion mayor comparado
con otros antibiéticos.

En € sexto dia se encontré la concentracion méxima de la EF en d plasma y
musculo, contra el hepatopancreas que presentd un pico elevado en € octavo dia, en
los primeros dos dias presentan una eliminacion del antibidtico.

En € plasmay en los tgidos (musculo y hepatopancreas) hubo una eiminacion del
antibidtico en € dia 4 a ecepcion de hepatopancreas, en las dietas 50 y 500 ppm
respectivamente; adiferenciadel dia sexto que presento un incremento.

La supervivencia no fue afectada por la EF.

El mal empleo ddl antibidtico traera como consecuencia pérdidas econdmicas.

Se recomiendatener un mejor control sobre @ proceso de manufactura, logrando un
ahorro de dinero y antibiético, pues en |os primeros procesos es donde se produce la
mayor pérdida.
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