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énfasis en la especie Litopaneaus. vannamei Yy alternativas
gue favorecen la disminucidn o sustitucion de su aplicacion -
Use of oxytetracycline in shrimp culture with emphasis on the
species Litopaneaus. vannamei and alternatives favoring the
reduction or substitution of her application
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Resumen

El camardn Litopaneaus vannamei constituye una de las especies mas
cultivadas en las granjas camaroniculas a nivel mundial, y con frecuencia su
produccién se ha afectado por la aparicion de enfermedades basicamente
virales y bacterianas. Para controlar estas Ultimas, se han empleado
sustancias antimicrobianas como es el caso de la oxitetraciclina (OTC),
suministrandose fundamentalmente de manera profilactica a través de piensos
medicamentados, para lo cual se han considerado los tiempos de su retiro con
el fin de evitar danos en la salud publica y cumplir con las especificaciones de
las instituciones reguladoras. En el caso de la OTC el Codex Alimentarius
establece para musculo de camaron un limite maximo de residualidad (LMR) de
100 ng/g; sin embargo, la Food and Drug Administration (FDA) establece 200
ng/g en ese tejido, siendo la metodologia analitica mas empleada para su
cuantificacion la Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (CLAR). En la
actualidad los paises importadores tienen politicas de monitoreo muy rigurosas,
por lo que es necesario garantizar un adecuado uso de los antibidticos en la
camaronicultura, teniendo en cuenta sobre todo, el fendmeno de la resistencia
bacteriana; de ahi, que se estén aplicando alternativas en este cultivo para
evitar su empleo, mediante el uso profilactico de probiodticos, prebioticos,
plantas medicinales entre otras.

La presente revisidon tiene como objetivo brindar una informacidon relacionada
con el empleo de la OTC en el cultivo del camarén y analizar las alternativas
existentes al empleo de la misma.

Palabras claves: camarén| oxitetraciclina| periodo de latencia| residualidad]|
métodos analiticos| alternativas aplicadas en la camaronicultura.
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Abstract

The shrimp Litopaneaus. vannamei is one of the most cultivated species in
shrimp farms worldwide. Its production has repeatedly been affected by the
occurrence of viral and bacterial diseases. The genus Vibrio spp. is predominant
in bacterial infections. To minimize them, antimicrobial substances such as
oxytetracycline (OTC), primarily as a prophylactic way through medicated feed,
have been used. In order to avoid damages to public health, humerous studies
have been carried out to determine the withdrawal period of food containing the
drug to comply with the specifications established by various regulatory
agencies. In the case of the OTC, the Codex Alimentarius has established an
LMR 100 ng/g for a shrimp muscle; however, the FDA establishes 200 ng/g in
muscle tissue, being the High Performance Liquid Chromatography (HPLC) the
most common analytical methodology for quantification. Currently, importing
countries have strict monitoring policies, thus it is necessary to guarantee the
proper use of antibiotics in shrimp farms, especially considering the ability of
bacteria to develop resistance to these drugs. For this reason, many
alternatives are being applied to this crop to avoid the use of antibiotics
through the prophylactic use of probiotics, prebiotics, herbs and others.

This review have as objective to give an information relational with the employ
of oxytetracycline in shrimp culture and to analyzer the actual alternatives for
to avoid her use.

Key words: shrimp| oxytetracycline| withdrawal period| residual| analytical
methods| alternatives applied in shrimp farms.

Introduccién

La pesca y acuacultura son renglones fundamentales en los programas de
seguridad alimentaria en muchos paises, donde sus producciones a nivel global
en el afno 2009 alcanzaron valores de 144.6 y 55.7 millones de toneladas
respectivamente (1). En esta ultima se reporta que el cultivo del camardn L.
vannamei alcanzé producciones que oscilaron entre 145 386 - 2 259 183
toneladas en el periodo 2000-2008 (2); siendo los principales productores
Tailandia, China, Vietham, Indonesia, India, Ecuador, Brasil y México. Cuba
tuvo su record productivo en esta especie en el ano 2006 con 4 323 t (3).

Con la finalidad de contrarrestar las enfermedades en el cultivo del camardn
(4), se han empleado antibiéticos como agentes profilacticos y/o terapeduticos,
son ejemplos: OTC, amoxicilina, estreptomicina, florfenicol entre otros (5). El
incumplimiento de sus tiempos de retiro, conlleva a la residualidad de los
medicamentos en el tejido, pudiendo afectar la salud humana (6). En este
sentido, organizaciones internacionales como el Codex Alimentarius han
2
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establecido LMR de muchos de los medicamentos veterinarios en los alimentos
(7). Los principales métodos para el control de sus residuos con énfasis en las
tetraciclinas incluyen los microbioldgicos, inmunoquimicos y cromatograficos
(8,9), los que para ser aplicados en los programas de vigilancia deben ser
oficiales o validados. Un fendmeno frecuentemente asociado al empleo de los
antibidticos es la resistencia bacteriana que inducen, por lo cual se justifica la
busqueda de alternativas a ellos. Esta revision presenta como objetivo: Brindar
una informacion relacionada con el empleo de la OTC en el cultivo del camardn
y analizar las alternativas existentes al empleo de la misma.

Desarrollo

La oxitetraciclina (OTC) y los métodos de analisis para su cuantificacion
en el camaron.

La OTC forma parte de la familia de las tetraciclinas, estas presentan
propiedades fisico-quimicas similares, son compuestos polares, solubles en:
acidos, bases, alcoholes, disolventes organicos polares y agua e insolubles en:
hidrocarburos saturados (10). Son antibiéticos de amplio espectro frente a las
bacterias Gram -, Gram +, Mycoplasmas, Rickettsias entre otros (11). Las
metodologias para su determinacion deben ser especificas, sensibles, exactas,
precisas, practicas y rapidas. En este sentido se han publicado diferentes
revisiones que abordan el tema relacionado con métodos cromatograficos y
microbioldgicos; proponiéndose métodos confirmatorios que incluyen el empleo
de detectores de masas acoplado a equipos de CLAR y cromatdgrafos gaseosos
(8,9). Las metodologias oficiales para la determinacién de tetraciclinas en tejido
animal aparecen en los Métodos Oficiales de la Asociacion Oficial de Anélisis
Quimico (AOAC) (12,13,14), los que contienen procedimientos microbioldgicos
y cromatograficos. Respecto a los primeros, para la cuantificacion de OTC,
particularmente en musculo de camarodn, se utiliza la técnica de difusion en
agar plato aprobado por la AOAC (13), y respecto a los segundos la CLAR
resulta el mas empleado debido a su elevada selectividad, exactitud, precision,
excelente sensibilidad, reproducibilidad, capacidad de cuantificacién y alto
desempefio (15).

Los métodos oficiales de la AOAC para la determinacidon de tetraciclinas estan
indicados para los tejidos de animales comestibles como musculo y rifiones de
las especies bovina y porcina (14), cuyos parametros de desempeno para el
analisis de OTC en musculo de camardon han brindado recobrados de un 78%
y un coeficiente de variacién de la repetibilidad (RSD) menor del 10% ((16)).
Ademas, existen otros estudios no oficiales, donde se reportan los analisis de
tetraciclina en musculo de camardn empleando sistemas de extraccion con
diferentes soluciones amortiguadoras (17), siendo la solucion tamponada de
Mcllvaine pH 4 la mas utilizada (18,19). En cuanto a los sistemas de
purificacidon con extraccién en fase solida (SPE) los mas empleados son las
columnas de fase reversa (20) y de sepharosa quelante (11), esta ultima es la
preferida por los analistas por el alto grado de afinidad que tiene por las
tetraciclinas, brindando un extracto altamente purificado.
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Otras columnas muy empleadas son las poliméricas, obteniéndose mejores
recobrados al no producirse las interacciones entre las tetraciclinas y los grupos
silanoles y las trazas de metales (11). En la actualidad una técnica mas
moderna es la aplicacién de la SPE acoplada a la CLAR, ofreciendo numerosas
ventajas al consumir menos reactivos y tiempo (21).

Entre los detectores mas usuales acoplados a los sistemas cromatograficos se
utilizan ultravioleta variables, arreglos de diodo (17,19), fluorescente (20),
detectores de masas (22), siendo los espectrofotométricos los mas empleados
por su bajo costo y amplitud de analisis. Sin embargo, los organismos
reguladores recomiendan el uso de detectores de masas para la confirmacion
de los analitos, por su alta especificidad y sensibilidad (15).

Farmacocinética y periodos de latencia de la OTC en el camaron.

En los estudios de farmacocinética realizados en especies de camarones se
refieren diferentes tiempos de distribucion y eliminacion, se registran tiempo de
vida media de distribucién y volumen de distribucidén aparente (V4) menor de 2
h y mayor de 700 ml/kg respectivamente, cifras que dependen de diversas
variables: especie, edad, dieta, temperatura del agua, forma de administracién
y empleo de diversos modelos de estudio (23). También fue medida una unién
a proteina menor del 30% (5), valor que es diferente al reportado (60%) en
distintas especies de peces; existiendo una mayor biodisponibilidad de la OTC
en los camarones que en estos ultimos (5), lo cual indica que atraviesa mas
rapidamente el tracto digestivo de estos crustaceos. Este perfil farmacocinético
es relevante, porque a pesar de la simple anatomia del camardn, pequeia talla,
y corta vida de duracién muestra un comportamiento que revela altos V4 y una
depuracion lenta del farmaco, encontrandose los tiempos de vida media de
eliminacion en el rango de 16-30 h (5,24). Basados en estos resultados se han
establecido diversos regimenes de dosificacion a través del alimento,
determinandose asi su efectividad terapéutica (24). Convirtiéndose de esta
manera la residualidad en la variable fundamental a determinar, existiendo
numerosos trabajos en esta tematica que estiman el periodo de retiro del
alimento medicamentado para asi garantizar su inocuidad. Dichos estudios se
diferencian en algunas de las variables antes mencionadas, de ahi, que resulte
dificil una comparacion en igualdad de condiciones.

Sin embargo, existen cinco ensayos realizados en la especie de L. vannamei,
cuya diferencia fundamental consiste en el lugar donde fueron ejecutados,
donde se suministra durante 14 dias una dieta de 4g/Kg (aprobado por la FDA
para el tratamiento de la hepatopancreatitis necrotizantes). En la tabla 1 se
expresan los resultados.
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Tablal. Acumulacion y eliminacion de OTC en musculo de camardn L.vannamei
de acuerdo a lugar de ejecucion del estudio. Accumulation and elimination of
OTC in shrimp muscle L.vannamei according to place of execution of the study

Lugar de ejecucion | C max | Tiempo en que se alcanza Fuente
del estudio (ng/q) la C max (dias) (Referencia)
Laboratorio 33 540 8 (25)
Laboratorio 12200 6 (26)
Laboratorio 17210 7 (27)

Semi-estanque 4380 12 (27)
Estanque 1520 6 (17)

C max: Concentracion maxima que se alcanza durante el periodo de acumulacién
del antibidtico.

Reflejandose acumulaciones mayores en los camarones criados en el
laboratorio que en los semi-estanques y por consiguiente en los estanques.
Tales discrepancias pueden explicarse por a) la mayor lixiviacion del antibidtico
que ocurre en los estanques de engorde; b) absorcion de la OTC por otros
organismos existentes en el estanque; c) dispersion del antibidtico en los
sedimentos del estanque; d) los camarones consumen menos alimentos en
condiciones de explotacion debido a que encuentran otras fuentes de
alimentacion; e) la salinidad es mayor en condiciones de cultivo en estanque
que en el laboratorio potenciando la lixiviacion del antibidtico; f) Ia
temperatura es un factor potenciando la lixiviacion del antibiético; f) la
temperatura es un factor influyente pues cuando se incrementa su valor
aumenta la pérdida del antibiético; g) mayores cantidades de iones de Ca’* y
Mg?* en condiciones naturales de cria, que disminuyen la actividad de la OTC.
No obstante, la depuracion del antibiético fue similar en todos los casos,
observandose una eliminacién acelerada a las 72 horas, lo cual puede deberse
a que la velocidad con la que se elimina el medicamento en el camardn no tiene
relacion con los niveles acumulados durante el tratamiento (26). En nuestro
pais el estudio efectuado en estanques fue de gran significacién (tabla 2) ya
que hasta ese momento los tiempos de retiro se establecian a partir de los
datos reportados en la literatura, sin considerar la adaptacion de la especie L.
vannamei a nuestras condiciones ambientales y de explotacion, estableciendo
de esta manera un tiempo de latencia de 20 dias que permitié garantizar la
inocuidad del producto. (16)
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Tabla 2. Acumulacién y eliminacién de OTC en musculo de L.vannamei
cultivado en estanque. Accumulation and elimination of OTC in muscle
L.vannamei grown in pond

Tratamiento con pienso | Post-Tratamiento Fuente

medicamentado con pienso sin (Referen
(Periodo de acumulacion medicamentar cia)
del antibidtico) (Periodo de

eliminacion del
antibiétco)

0] 3 6 10 14 | 3 10 16 (16)
di |dia |dia |dia |dia|dia |dias dias
as |s S S S S

Concentracion 25 | 152 | 105 |69 |<LC | <LC <LC

(OTC) ng/g 4,1 /0.2 |7.8 |6.1

LC: Limite de cuantificacién del método, LC= 170 ng/g

Existen otros reportes de acumulacién y eliminacién en otras especies de
camaron, donde se aplican diferentes dosificaciones y periodo de tratamiento,
variando en consecuencia los tiempos de aparicidon de la concentracién maxima
de la OTC, asi como los periodos de retiro del alimento medicamentado. Son
los casos de las especies de Paneaus stylirostris con una dieta de 1.5 g/Kg vy
14 dias de aplicacién, y en camardn gigante de rio Macrobrachium rosenbergii a
los que se les ofertd un pienso medicamentado con una dosis de 4 g/Kg por 5
dias, obteniéndose la concentracion maxima y los periodos de retiro a los 14 y
5 dias, asi como 5 y 8 dias respectivamente (13, 28).

A pesar de las variaciones que existen en los resultados de los trabajos
mencionados, de ellos se infiere , que la OTC se distribuye en las primeras 24
horas, alcanzandose el maximo valor de concentracion entre 4-7 dias y una
lenta eliminacién que generan tiempos de espera de 8 a 25 dias.

Indicacion de la OTC en la camaronicultura.

La OTC generalmente actia desde el punto de vista profilactico (19) como
bacteriostatico en la camaronicultura; pero a elevadas dosis es bactericida,
demostrandose que tales concentraciones en el pienso influyen negativamente
en el desarrollo del camardn L. vannamei, pues dietas con 11.3 y 22.5 g de
OTC/ Kg ocasionaron una disminucién del crecimiento, lo que puede estar
asociado a que las tetraciclinas son muy afines y dadas a formar quelatos con
iones divalentes y trivalentes, afectando la formacién del caparazén; también
fue observado una disminucion del consumo de alimento, lo que pudiera
vincularse a una menor palatabilidad; adicionalmente, se ha diagnosticado la
presencia de una moderada atrofia en los tubulos distales del hepatopancreas
(29).
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Regulaciones establecidas para la residualidad de OTC en Ila
acuicultura.

La residualidad de los antibidticos en las matrices alimentarias tiene
repercusiones en la salud del consumidor, que comprenden desde alergias (30),
apariciéon de bacterias resistentes (31) hasta anemia aplastica, y cancer (32).
Por esta razén, este tema ha sido ampliamente estudiado por diversas
organizaciones internacionales; en el caso de la OTC, la Unién Europea (UE)
para la especie de langostino gigante (Penaeus monodon) y el Comité Mixto
FAO/OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios (JECFA) para todas las especies
productoras de alimentos admiten un LMR de 100 ng/g. La FDA en salménidos,
bagre y langosta acepta 200 ng/g y Canada plantea en tejido comestible de
salmonidos y bogavantes 100 ng/g. En la actualidad, los paises importadores
tienen politicas de monitoreo de residuos de medicamentos veterinarios bien
establecidas. En el caso del camaron al realizar los analisis de cargamentos
provenientes de paises productores como China, Vietnam, Indonesia entre
otros se han detectado OTC y &cido oxolinico en P. monodon en Bangkok;
trimetoprim y gentamicina en el camarén kuruma en Southampon; vy
cloranfenicol en Alemania el cual esta prohibido debido a que produce en el
hombre la enfermedad de la anemia aplastica (6).

Alternativas al uso de los antibi6éticos en la camaronicultura.

El empleo indiscriminado e inadecuado de los antibidticos genera la persistencia
de las enfermedades (33), por lo que en la actualidad se exploran alternativas
para evitar o reducir su empleo, entre las cuales se encuentran los
prebidticos, probidticos, plantas medicinales entre otras.

Entre los probidticos que se reportan estdn presentes: las bacterias
acidolacticas (34), Vibrio spp, Bacillus spp (35) Lactobacillus spp (36), Yy
Pseudomonas spp (37). Los estudios realizados revelan su efectividad al lograr
un mejoramiento en los indices productivos debido a: una disminucién de la
mortalidad sobre todo cuando se asocia al tratamiento temperaturas alrededor
de los 35°C, mayor resistencia frente a cepas patdgenas como el V.harveyi,
aumento del crecimiento, colonizacién del tracto gastrointestinal y mayor
actividad de las enzimas digestivas.

Dentro de los prebidticos aplicados estan los B-glucanos, peptidoglucanos y
lipopolisacaridos (38). Se afirma que con el suministro de glucanos (37) se ha
observado mayor supervivencia y aumento de la velocidad de crecimiento. De
las plantas medicinales se han ensayado el Melén amargo o cundeamor
(Momordica charantia), asi como el llantén mayor (Plantago major) los que
producen un marcado efecto contra las bacterias del género Vibrio spp (39,
40). Existen opciones que aplican varias alternativas a la vez con el objetivo de
obtener un efecto sinérgico, un ejemplo es, el experimento realizado con una
mezcla de probidtico comercial (Aqualab) y la planta Cassia auriculat, la cual se
empled contra la infeccion de Vibrio parahaemolyticus en la especie de camaron
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de rio Macrobrachium rosenbergii, observandose una significativa disminucién
de la mortalidad (41).

En Cuba se han aplicado estas alternativas obteniendo resultados promisorios.
Una de las instituciones baluartes en esta tematica es el Centro de Ingenieria
Genética y Biotecnologia de Camagliey, con el proyecto de investigacion
relacionado con la obtencién de probidticos, donde ya uno de ellos estaba en
fase de desarrollo y se habia aplicado en la camaronicultura, logrando que los
animales alcanzaran un mayor fortalecimiento inmunoldgico (42). Referente a
los prebidticos se puede citar el producto Acuabio 1, el cual es una mezcla de
proteinas y aminoacidos que demostré su efecto estimulador en el sistema
inmune de camarones (Litopenaeus vannamei) (43). También se tiene
experiencia en el campo de las plantas medicinales, siendo un candidato el
llantén mayor (Plantago major) , aplicado en organismos acuaticos de cultivo ,
donde se registrd su efecto contra el Vibrio harvey (38).

Conclusiones

1. La oxitetraciclina es un medicamento de gran efectividad en el
tratamiento de las enfermedades en el cultivo del camarén. Pero
siempre hay que tener en cuenta el establecimiento de un periodo de
retiro del medicamento con el objetivo de garantizar la inocuidad
alimentaria y con ella la salud publica, que en este caso es el factor de
mayor significacion.

2. El uso de probidticos, prebidticos y plantas medicinales constituyen
alternativas al empleo de antibidticos en la camaronicultura, al estimular
su inmunidad disminuyendo la incidencia de enfermedades. En Cuba se
fomenta cada vez mas esta tendencia con el objetivo de evitar o
disminuir la aplicacion de antibioticos, lo que estd acorde con las
regulaciones internacionales.
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