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RESUMEN

La investigacion consistio en comparar dos métodos de adicion de oxitetraciclina (OTC) en el alimento para camaroén, asi como
el efecto en su desarrollo y en la acumulacion en musculo y hepatopancreas de Penaeus vannamei. Se realizé un bioensayo
durante 30 dias empleando 180 camarones juveniles utilizando dos formulaciones para alimentarlos con (OTC-1 y OTC-2).
Los alimentos medicados se administraron durante 14 dias, posteriormente se les dio alimento sin antibiotico por 16 dias mas,
y se determind la calidad fisicoquimica del agua. En los camarones se evalud lo siguiente: parametros biologicos y fisiologicos,
acumulacion (C,,;,) de OTC y tiempo de eliminacion en el mtsculo y hepatopancreas determinada por cromatografia liquida
de alta resolucion (HPLC). El desarrollo de los organismos mostré una sobrevivencia de 99.72% para OTC-1 y 100% para
OTC-2. La C,,;, de OTC en el musculo del grupo OTC-1 fue de 16.09 = 1.80 pgg'y en el de OTC-2, 6.62 + 0.87 pgg™’; en el
hepatopancreas fue de 105.85 + 17.56 ugg' con (OTC-1) y 79.16 + 15.61 pgg! con (OTC-2), encontrando una asociaciéon en
la C,,;, de OTC respecto al método de adicion (p < 0.05). El alimento medicado mediante un proceso industrial con (OTC-1)
y el adicionado con OTC en granja (OTC-2) requieren mayor control de calidad para asegurar la concentracion del antibiotico
deseada, antes de su administracion en los cultivos de camaron.
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Case study: Evaluation and effect of feed with oxytetracycline industrially prepared and with a farm-based
procedure on the development of Penaeus vannamei shrimp and its accumulation in muscle and hepatopancreas

ABSTRACT

This research consisted of comparing two methods of adding oxytetracycline (OTC) in shrimp feed, as well as its development
and its accumulation in muscle and hepatopancreas from Penaeus vannamei. A bioassay was carried out for 30 days using
180 juvenile shrimp testing two formulations to feed the organisms (OTC-1 and OTC-2). The formulations medicated were
administered 14 days, and subsequently they were fed with a diet without antibiotic for 16 more days and water quality was
determinate by physicochemical data. In shrimps the following was evaluated: Biological and physiological parameters,
accumulation (C,,;,) of OTC and elimination time in muscle and hepatopancreas were determined by high performance liquid
chromatography (HPLC). The development of organisms showed a survival of 99.72% for OTC-1 and 100% for OTC-2. The
C,ie of OTC in muscle for the OTC-1 group was 16.09 £ 1.80 ugg' and the OTC-2 group was 6.62 + 0.87 pgg’'; in the
hepatopancreas it was 105.85 £ 17.56 with (OTC-1) and 79.16 £ 15.61 pgg-1 with (OTC-2) finding an association of C,,,;, of
OTC by the method of addition (p < 0.05). The medicated shrimp feed through an industrial process (OTC-1) and the addition
on the farm (OTC-2) require greater quality control to ensure the desired concentration of the antibiotic, before its administration
in shrimp cultures.
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INTRODUCCION
n paises con alta produccion de cultivo de
camaron Penaeus vannameli, el uso de antibioticos
incluidos en el alimento sigue siendo una practica
comun sin restriccion (Lunestad, Hannisdal &

Samuelsen, 2015). La informacion sobre el tipo y dosis de

antibiodticos utilizados en la acuicultura en el mundo es escasa.

La oxitetraciclina (OTC) es uno de los tres antibidticos

aprobados para su uso en la acuicultura de peces, de

acuerdo a la Administracion de Alimentos y Medicamentos
de los Estados Unidos por sus siglas en inglés (FDA), para
tratar enfermedades causadas por bacterias con capacidad
patogénica (Vorbach, Chandesana, Derendorf & Yanong,

2019). En el caso de México, los antibidticos mas utilizados

en la acuicultura, especificamente en el cultivo de camaron

P. vannamei son, oxitetraciclina (OTC), florfenicol (FFC) y

enrofloxacina (ENRO). Estos antibioticos han demostrado

su eficacia en el tratamiento de vibriosis y de infecciones
causadas por cocos Gram positivos y bacilos Gram negativos

(Soto-Rodriguez, Gomez-Gil, Roque & Lozano, 2008; Lara-

Espinoza, Espinosa-Plascencia, Rivera-Dominguez, Astorga-

Cienfuegos & Acedo-Félix, 2015).

El uso de alimentos suplementados con vitaminas, proteinas
adicionales y compuestos que promuevan el crecimiento de los
organismos en cultivo, ha sido implementado en los ultimos
afios. La generacion de nuevas formulaciones de alimentos
es una alternativa con la finalidad de prevenir posibles
enfermedades que puedan afectarlos estando en cultivo, sin
alterar las condiciones fisicoquimicas y ambientales para su
crecimiento y sin afectar la relacion costo-produccion (Zhou,
Thirumurugan, Wang, Lee & Davis, 2016). Las fabricas de
alimentos balanceados formulan alimento para camardn con
altos estandares de calidad, con la finalidad de prolongar su
vida de anaquel y mantener sus propiedades nutracéuticas.
Dentro de la relacion costo-produccion, el alimento utilizado
con los nutrientes y suplementos necesarios para el optimo
crecimiento de los organismos en cultivo, representa uno de los
mayores costos de produccion para los acuicultores (O Keefe
& Campabadal, 2015), principalmente las dietas adicionadas
con antibioticos, debido a su proceso de manufactura. En este
sentido, la porcion no consumida del alimento (60-70%) se
descompone por hidratacion, reduciendo su actividad quimica,
biologica y microbioldgica (Fox, Treece & Sanchez, 2001).
Factores como la solubilidad en el agua, la afinidad de las
particulas organicas a quelarse y la fotodegradacion, influyen
en la persistencia de la OTC en los sistemas de cultivo, lo que
favorece el desarrollo de resistencia a las bacterias que los
habitan (Samuelsen et al., 2015).

La informacidn que existe acerca de las practicas empleadas
en las granjas acuicolas sobre el manejo del alimento es escasa
y es un aspecto que no esta legislado. Los procedimientos para
la adicion de antibidticos, las condiciones de almacenamiento

y el manejo de los alimentos medicados generalmente se
implementan con base en el criterio del responsable técnico
de la granja. Una practica comn en las unidades acuicolas es
adicionar el antibidtico a un alimento comercial, empleando
procedimientos con poca estandarizacion y control. Uno
de estos procedimientos consiste en agregar el antibiotico
en solucion a través de un atomizador sobre el alimento
comercial, o mezclarlo con el alimento y agitarlo por un corto
tiempo. Estos procedimientos no cuentan con un control de
calidad que garantice la homogenizacion del farmaco y la
concentracion final deseada de éste en el alimento, antes de
su aplicacion en los estanques de cultivo. Lo anterior, aunado
alaescasez de investigaciones que proporcionen informacion
relevante sobre las implicaciones que tiene la forma de
adicionar el antibiotico en el alimento, su acumulacién en
los tejidos y su efecto en el control de lesiones internas y
externas en el camarén P. vannamei, genera interés cientifico
debido al desarrollo de resistencia bacteriana, principalmente
en bacterias del género Vibrio, que son causantes de altas
mortalidades de camardon. Por ello, en esta investigacion
se planted evaluar dos procesos de adicion de la OTC en el
alimento para camardn, a fin de determinar su acumulacion
en los tejidos y el impacto en algunos parametros bioldgicos
y fisiolégicos de P. vannamei.

MATERIALES Y METODOS

Composicion quimica del alimento para camarén

Los alimentos adicionados con OTC y sin OTC fueron de
origen comercial, preparados de acuerdo a los requerimientos
nutricionales especificos para camaron. La composicion
quimica del alimento se muestra en la Tabla I.

Adicion de oxitetraciclina en los alimentos para camaron

Se utilizaron dos alimentos con distinto método de adicion
de OTC (OTC-1 y OTC-2). Para OTC-1, el antibidtico se

Tabla I. Composicion del alimento comercial para camaron.

Ingredientes Porcentaje (%)
Harina de pescado 26.20
Harina de soya 25.00
Gluten de maiz 6.00
Aceite de pescado 2.03
Lecitina de soya 2.03
Mezcla vitaminica 0.50
Vitamina C 0.05
Aglutinante 0.80
Fosfato monobasico 4.36
Metionina 0.02
Harina de camarén 0.80
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adiciono en una fabrica de alimentos para produccion animal,
empleando el protocolo de fabricacion estandarizado en
la empresa. En el caso de OTC-2, la adicion de OTC en el
alimento se realizo siguiendo el protocolo establecido en la
granja camaronicola, utilizando un alimento comercial para
camardn libre de antibidticos. Para este procedimiento se
prepar6 una solucion de OTC (Sigma Aldrich, EUA) a una
concentracion de 8,000 mg L, disolviendo 8 g de OTC en
250 mL de agua de mar estéril, y esta solucion se adiciond
a 1 kg de alimento. Para su homogenizacion se utilizé una
revolvedora mecanica (Cipsa Ultra 10) con motor Honda
de 9 hp, mezclando durante 15 min, obteniendo el alimento
impregnado con la solucion del antibidtico. Ambos
alimentos se prepararon para tener una concentracion final
de 8,000 mg Kg'!' de OTC.

Analisis de oxitetraciclina en los alimentos para camarén
La concentracion de la OTC en los alimentos OTC-1 y
OTC-2 se determind previo a su administracion a los
organismos, empleando para el analisis un método de
cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) con
deteccion ultravioleta, siguiendo el procedimiento descrito
por Houglum, Larson & Knutson (1997). Previamente se
realizo el analisis de OTC en el alimento comercial para
confirmar que estaba libre de antibioticos. Los analisis de las
muestras de alimento se realizaron por duplicado incluyendo
en cada corrida analitica, un control negativo (alimento sin
antibidticos) y uno positivo (alimento adicionado con OTC
a una concentracion conocida).

Disefio experimental del bioensayo

Se realiz6 un bioensayo en una granja acuicola ubicada en
Bahia de Kino, Sonora, México (28° 48’ 57.1” N 111° 54°
32.6” W) durante un periodo de 30 dias. Se emplearon 180
camarones juveniles de la especie P. vannamei que fueron
tomados al azar de los estanques de la granja acuicola y
colocados en peceras de 40 L, registrando su peso inicial.

Los organismos se distribuyeron en tres grupos (OTC-1,
OTC-2 y grupo control). Cada grupo estuvo conformado por
seis peceras con 20 organismos por pecera.

Los alimentos con OTC (OTC-1 y OTC-2) se administraron
a dos grupos de organismos, en dos fases: una primera de
tratamiento de 14 dias; y posteriormente una segunda de
eliminacion del antibidtico en la que se administr6 a ambos
grupos de organismos alimento sin antibidtico por 16 dias. Los
organismos del grupo control se alimentaron con una dieta sin
antibidtico durante todo el bioensayo. La tasa de alimentacion
fue al 4% de la biomasa, y se administréo 30% del alimento
por la mafiana, 30% en la tarde y 40% en la noche, de acuerdo
al protocolo de alimentacion para organismos en ectapa de
engorde implementado en la granja acuicola.

Se evalud dos veces al dia la calidad del agua mediante
la medicion de parametros fisicoquimicos como, pH,
temperatura, oxigeno disuelto (OD) y salinidad. Los niveles
de nitrégeno amoniacal total (NAT) y la alcalinidad expresada
como CaCOs se cuantificaron una vez a la semana. Todas las
peceras se mantuvieron con aireacion constante. El alimento
no consumido por los organismos, la coleccion de mudas y la
materia organica y fecal se eliminaron diariamente mediante
sifoneo, y se realizo recambio de agua de las peceras al 80%,
una vez a la semana.

Determinacion de los parametros bioldgicos en los
camarones

Al inicio del bioensayo los organismos se pesaron en una
balanza analitica digital Scout Pro 400 g EMAUS (México) y
se midieron desde la parte proximal del rostro hasta el telson,
empleando un vernier Foy con escala milimétrica (Querétaro,
México). Durante el periodo del bioensayo (30 dias) se
realizaron muestreos cada tercer dia, tomando tres camarones
de cada pecera, los cuales se pesaron y midieron, registrando
los datos para calcular la ganancia de peso, el incremento en
talla, el porcentaje de sobrevivencia de los organismos, la Tasa
Especifica de Crecimiento (TEC) y el Factor de Conversion
Alimenticia (FCA). Todas las ecuaciones correspondientes a
estas mediciones se muestran en la Tabla II.

Determinacion de las lesiones externas e internas en los
camarones

La evaluacion de las lesiones externas e internas en los
organismos se realizd aplicando los criterios establecidos
por Lightner (1996). La valoracion de las lesiones externas
se realizd tomando cada tercer dia un camarén de cada
pecera. Se registraron los cambios de coloracion en la
cuticula y/o pledpodos y pereidpodos, deformaciones en el
rostro, exoesqueleto y necrosis o melanizacion en la cuticula,
posteriormente se hizo la evaluacion de las lesiones internas,
extrayendo de cada organismo las branquias, intestino, ciego
y hepatopancreas (HP), observando estos 6rganos en fresco al
microscopio (Nikon Eclipse E200, EUA). En las branquias se
determind la presencia de necrosis, ectoparasitos y bacterias
filamentosas, en hepatopancreas el dafio en tibulos, contenido
de lipidos y en intestino y ciego la presencia de gregarinas y
gametocitos. Se utilizaron los criterios propuestos por Lightner
(1996) para estimar las lesiones observadas al microscopio en
los distintos o6rganos del camardn, utilizando una escala con
valores categoricos de cero a cuatro, dependiendo del grado
de severidad de las lesiones en los distintos érganos (0 = no
existe lesion en el 6rgano y 4 = dafio severo).

Para estimar el contenido de lipidos en el hepatopancreas se
consideraron los criterios descritos por Tapia-Salazar et al.
(2012), utilizando una escala de L0 a L4, siendo L4 = 76-100%
de los tibulos llenos de vacuolas de lipidos; L3 = 51-75% de
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Tabla II. Ecuaciones utilizadas en el cilculo de los parametros biologicos de crecimiento del camarén Penaeus vannamei.

Ecuacion Parametros Foérmulas utilizadas Referencias
1 Ganancia de peso (GP) Peso final - Peso inicial Xu, Morris & Samocha,
GP = ; :
Dias transcurridos 2016
2 Incremento de talla (IT) IT= Talla final - Talla inicial Xuetal., 2016
Dias transcurridos
3 Porcentaje de (No.organismos vivos - No.organismos muertos)-100 Lietal., 2007
o . S= .
sobrevivencia (S) (%) No.organismos en total
4 Tasa especifica de TEC = In Peso himedo final - In Peso hiimedo inicial 1, Valverde-Moya &
crecimiento (TEC) Tiempo en dias Alfaro-Montoya, 2015
5 Factor de conversion FCA = Alimento total administrado Arnold, Coman, Jackson
alimenticia (FCA) Ganancia total de biomasa & Groves, 2009

lipidos; L2 = tibulos con moderada cantidad de lipidos (26-
50% del nivel L4), L1 = escasa cantidad de lipidos (10% del
nivel L4) y LO = nula presencia de vacuolas de lipidos (< 10%
del nivel L4).

Aseguramiento de la calidad de los datos

El método utilizado para la cuantificacion de oxitetraciclina
por HPLC fue desarrollado tomando como base la
metodologia publicada por Bermudez-Almada, Pérez-
Tello, Valenzuela-Quintanar & Vazquez-Moreno (1999)
y validado en un estudio previo de nuestro grupo de
trabajo (Espinosa-Plascencia, Lopez-Arvayo, Gonzalez-
Carrillo & Bermudez-Almada, 2012), con el propdsito de
establecer los parametros de desempefio y compararlos con
las especificaciones de validacion de métodos analiticos
(USDA, 1987). Los parametros de desempefio del método
empleado fueron: linealidad (1> = 0.9999); limite de
deteccion (0.01 pgmL-"); limite de cuantificacion (0.05 pgg™');
exactitud (91.5 £ 12.7% de recuperacion para musculo y
90.1 + 17.3% para hepatopancreas).

Determinacion de la acumulacion de oxitetraciclina en los
tejidos de los camarones

La extraccion de OTC de musculo y hepatopancreas de los
camarones se¢ realizd siguiendo la metodologia reportada
por Gomez-Jiménez, Espinosa-Plascencia, Valenzuela-Villa
& Bermudez-Almada (2008). La eliminacion de lipidos y
compuestos cromoéforos interferentes de las muestras se
hizo utilizando 10 mL de hexano grado reactivo (Sigma-
Aldrich, EUA) en musculo y 16 mL en hepatopancreas.
La elucién de OTC se llevo a cabo con 15 mL de una
mezcla de acetonitrilo:metanol (1:1 v/v) con 0.06% (p/v)
de butilhidroxianisol (BHA) y butilhidroxitolueno (BHT)
(Sigma-Aldrich, EUA). El extracto obtenido se llevd a
sequedad total en un bafio de agua (VWR Scientific Products,
EUA) a 40 °C, con un flujo de aire constante.

Las muestras secas se resuspendieron en 1 mL de una
mezcla de 4acido oxalico 0.02 M:acetonitrilo:metanol
(70:27:3 v/v/v), y se agitaron a alta velocidad por 30 s en un
vortex. Posteriormente, las muestras fueron sometidas a un
proceso de sonicacion por 30 min (Sonicador Cole Parmer,
Chicago, IL.) y se centrifugaron a 2,800 g por 15 min a 4 °C
(Heracus Megafuge 8 Benchtop Thermo Scientific, EUA).
Las muestras se filtraron usando acrodisc con tamafio de poro
de 0.20 um (Acrodisc LC13 PVDF), y 200 pL del extracto se
inyectaron en el cromatdgrafo de liquidos de alta resolucion
(HPLC) Varian Prostar 210, utilizando el programa Galaxie
Chromatography Data System Version 1.9 (Varian Co. Walnut
Creek, CA. EUA). El HPLC fue conectado a un detector
UV-Vis Prostar 325 programado a una longitud de onda de
365 nm. Se utiliz6 una columna nucleosil C,g de 150 x 4.6 mm
con tamafo de particula de 5 um (Supelco, Co., St. Louis,
MO. EUA) y la fase movil consistio en una mezcla de acido
oxalico 0.02 M:acetonitrilo:metanol (70:27:3 v/v/v) a un
flujo isocratico de 1 mL min™'. El tiempo de corrida fue de
7 min.

Analisis estadistico

El analisis de los datos obtenidos en la medicion de los
parametros fisicoquimicos del agua de las peceras, y de las
evaluaciones biologicas y fisioldgicas de los organismos se
realizd mediante estadistica descriptiva (media y desviacion
estandar). Se determind una correlacion entre los datos
de acumulacion de OTC y el desarrollo bioldgico de los
organismos mediante una prueba de Pearson. Adicionalmente,
se determinaron en los parametros de FCA y TEC las
diferencias significativas mediante un analisis de varianza de
una via. Los datos obtenidos de la acumulacion de OTC en
musculo y hepatopancreas de los camarones fueron evaluados
mediante un analisis de varianza de una via en cada uno de
los puntos de muestreo. Un valor de p < 0.05 se considero
estadisticamente significativo.
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RESULTADOS

Concentracion de oxitetraciclina en alimento para
camarén

El andlisis de los alimentos con OTC-1 y OTC-2 mostro
que la concentraciéon de OTC en ambos fue menor al nivel
teorico del antibiotico (8,000 mg Kg'). El alimento con
(OTC-1) fabricado en la planta de alimentos balanceados tuvo
una concentracion de 4,684.38 mg Kg! del antibiotico y el
alimento adicionado con OTC en la granja (OTC-2) presentd
una concentracion de 776.81 mg Kg™!.

Parametros fisicoquimicos

Durante el bioensayo, el valor més bajo registrado en la
temperatura del agua de las peceras fue de 29.3 = 0.7°C
por la mafiana y el mas alto de 34.8 = 1.6°C por la tarde,
permaneciendo en promedio una temperatura de 31.70 +
2.25 °C. El oxigeno disuelto (OD) presentd el valor mas
bajo de 3.6 £ 1.0 mgL! y el mas alto de 5.8 = 0.4 mgL.
La salinidad minima registrada de forma semanal en el
agua de las peceras fue de 34.6 = 7.3 %o y el valor maximo

fue de 40.8 = 2.4 %o. La salinidad promedio durante el
bioensayo fue de 37.97 + 0.53 %o, mostrando los organismos
una buena adaptacioén a estas condiciones. Los valores de
los pardmetros fisicoquimicos obtenidos durante todo el
bioensayo se presentan en la Tabla III.

Parametros biolégicos en los camarones

En los organismos tratados con el alimento OTC-1, la
ganancia de peso fue de 1.16 = 0.89 g, siendo mayor a la que
mostré el grupo de organismos que recibieron el alimento
OTC-2 y el grupo control, que fue de 0.69 +0.18 y 0.73+0.04 g
respectivamente. En relacion a la talla, se encontrd que en el
grupo tratado con el alimento OTC-1 se tuvo un incremento
de 4.40 £ 1.83 mm, observandose valores superiores a los
mostrados por los grupos tratados con el alimento OTC-2,
que fue de 3.03 £ 1.55 mm y en el grupo control, que fue
de 2.98 + 1.69 mm. El desarrollo de los organismos durante
el bioensayo se consideré adecuado en todos los grupos de
tratamiento. Los resultados de la evaluacion biologica de los
camarones que conformaron los grupos estudiados se muestran

Tabla III. Parametros fisicoquimicos del agua de mar utilizada en el bioensayo con camarén Penaeus vannamei tratado con alimento al

que se le adicioné oxitetraciclina.

Parametros Alimentos Valores Rangos de Referencias
(X +DE) referencia

pH OTC-1 7.78 £0.14 6.8-8.7 Venkateswara-Rao, 2009

Temperatura 31.78 £1.81 27-31°C Limsuwan, 2005

Salinidad 37.81+1.41 1-50 %o Liet al., 2008

Oxigeno disuelto 4.69 +0.35 3-5mgL! Venkateswara-Rao, 2009

Nitrogeno amoniacal total 3.64 £2.75 1.2-6.5 mgL! | De la Mora, Villarreal-Delgado, Arredondo-
Figueroa, Ponce-Palafox & Barriga-Sosa, 2003;
Franco, Blancheton, Deviller, Charrier & Le, 2004

Alcalinidad 100.17 +£21.04 | 125-200 ppm | Newman, 2015

pH OTC-2 7.95+0.31 6.8-8.7 Venkateswara-Rao, 2009

Temperatura 31.56 £1.59 27-31°C Limsuwan, 2005

Salinidad 38.09 + 1.31 1-50 %o Liet al., 2008

Oxigeno disuelto 4.96 +0.66 3-5mgL! Venkateswara-Rao, 2009

Nitrogeno amoniacal total 239+ 1.65 1.2-6.5mgL"! | De la Mora et al., 2003; Franco et al., 2004

Alcalinidad 106.17 £25.35| 125-200 ppm | Newman, 2015

Tabla IV. Parametros biolégicos en camaroén Penaeus vannamei tratado con distintos alimentos a los que se les adicioné oxitetraciclina.

Peso (g) Talla (mm)
Grupos — - — - FCA TCE (% g/d)
Inicial Final Inicial Final
OTC-1 337 +1 .36 6.72+1.212 66.68 + 7.86? 85.7 +£5.43¢ 0.94+0.912 420+2.472
OTC-2 3.36+1.09% 6.18 £2.592 66.88 + 6.93° 82.0+15.61° 0.93 +£0.83? 379+1.182
Control 3.59+1.22 7.17+2.25% 68.45+7.07* 88.2+10.272 0.77 £ 0.44* 416 +2.38

FCA: Factor de Conversion Alimenticia; TCE: Tasa de Crecimiento Especifico.
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en la Tabla IV. No se encontraron diferencias significativas
entre los valores obtenidos de TEC y FCA respecto a los
alimentos administrados durante todo el bioensayo (p > 0.05).
La ganancia de peso promedio semanal fue de 0.60 =+
0.53 g y el crecimiento acumulado de 0.07 £ 0.01 mm para
los tres grupos. En este sentido, se determind la relacion de
la concentracion de OTC en los tejidos de camardn frente a
parametros como peso y talla mediante la prueba de Pearson.
El analisis de los datos aplicando esta prueba estadistica
demostré que el alimento OTC-2 presentd una asociacion
entre la concentracion del antibidtico y el incremento en la
talla (p < 0.05), mientras que en los camarones alimentados
con OTC-1 no se observo esta asociacion en peso y talla, los
resultados de la asociacion se muestran en la Tabla V. Entre
los aspectos de gran importancia que no se deben perder de
vista se puede sefalar, que el uso de alimentos con antibiotico
propicia la contaminacion de los estanques, generacion de
residuos de antibioticos en los tejidos de los organismos y el
desarrollo de resistencia bacteriana.

La sobrevivencia de los organismos tratados con el alimento
OTC-1 fue de 99.72 %, para los que recibieron el tratamiento
OTC-2 y el grupo control fue de 100%. Estadisticamente
se demostr6 que no hubo diferencia significativa en
la sobrevivencia de los organismos con respecto a los
tratamientos administrados.

Evaluacién de lesiones internas y externas en los camarones
Se encontréd que los organismos no presentaron lesiones
externas en los grupos OTC-1, OTC-2 y el control, esto se
atribuy6 al bajo niimero de camarones colocados en cada
pecera, lo que evitdo el hacinamiento. La observacion de

lesiones internas en el intestino de los organismos evaluados de
los grupos OTC-1y OTC-2, mostro la presencia de gregarinas
en el 1.11% del total de los organismos, y no se observaron
gametocitos. Uno de ellos presentd quistes de parasitos en la
region del ciego; los camarones pueden alojar estos parasitos
dependiendo del entorno en que se cultivan. La Figura 1
muestra fotografias microscopicas de drganos de camaron de
los grupos tratados con los alimentos medicados (OTC-1 y
OTC-2), no observandose diferencias entre ambos grupos y
con respecto al control. En el hepatopancreas, se observaron
los tabulos con un adecuado contenido de lipidos en el 95%
de los organismos; las branquias no presentaron ectoparasitos
o bacterias filamentosas; solo se detectd necrosis en el 1.94%
de los camarones. El resto de los organismos analizados
presentaron minimas lesiones externas e internas. En la
microscopia correspondiente al intestino se observa un gran
numero de compuestos cromoforos y ausencia de parasitos, y
en la region del ciego se aprecia la ausencia de quistes.

Concentracion de oxitetraciclina en los tejidos de camarén
Penaeus vannamei

Los niveles de acumulacion de OTC en miusculo y
hepatopancreas, asi como el tiempo requerido para su
eliminacion de los tejidos se presentan en las Tablas VI y
VII. En las muestras del grupo OTC-1, la concentracion
maxima (C,,;,) de OTC en musculo se obtuvo al noveno dia
de tratamiento y en hepatopancreas al décimo dia. Mientras
que en el grupo de organismos que recibieron el alimento
OTC-2, la C,,;, se alcanzo el décimo dia, tanto en musculo,
como en hepatopancreas. Se observo que la acumulacion
de OTC en el musculo de los organismos que recibieron el
alimento OTC-2 presentd diferencias significativas en los

Tabla V. Correlacion de Pearson en la acumulacion de oxitetraciclina en los tejidos del camarén Penaeus vannamei y parametros

bioldgicos.
Muisculo Hepatopancreas Peso Talla
OTC-1 OTC-2 OTC-1 OTC-2
. P =0.000*
Miisculo OTC-2 0.619
OTC-1 P =0.000* P=0.000*
Hepatopéncreas 0856 0560
OTC-2 P =0.009* P=0.000* P=0.004*
0.456 0.872 0.507
Peso P=0.220 P=0.286 P=0.378 P=0.438
-0.209 0.183 -0.154 0.142
Talla P=0.608 P=0.061 P=0.916 P=0.102 P=0.000*
-0.088 0.315 -0.018 0.294 0.961
TCE P=0.741 P=0.859 P=0.539 P=0.484 P=0.265 P=0.212
-0.057 -0.031 -0.107 -0.128 -0.191 -0.213

TCE: Tasa de Crecimiento Especifico; *Valor de p < 0.05.




https://doi.org/10.22201/fesz.23958723¢.2021.305
2021 Gamez-Bayardo, S. et al.: Evaluacién de oxitetraciclina en alimento para camaroén 7

Figura 1. Microscopia 40x de distintos 6rganos del camarén Penaeus vannamei, para la evaluacion de lesiones internas. (A)Tibulos
del hepatopancreas. (B) Branquias del camaron. (C) Seccion del intestino del camarén. (D) Seccion del ciego del intestino del camaron.

Elaboracion personal.

primeros seis muestreos (p < 0.05), en comparacioén con la
acumulacion del antibidtico que se obtuvo en el grupo que
recibi6 el alimento OTC-1. Mientras que en el hepatopancreas
la concentracion de OTC reflejé diferencias significativas
unicamente en el muestreo ocho, correspondiente al dia 24 del
tratamiento, al comparar ambos grupos. Durante la etapa de
retiro del antibidtico, en ambos tejidos evaluados se encontrd
que la eliminacion fue mas eficiente en los organismos que
recibieron el tratamiento con OTC-1 comparado con el
tratamiento OTC-2 (Tablas VI 'y VII).

Durante la etapa posterior al tratamiento con OTC, los
organismos tratados con los alimentos OTC-1 y OTC-2
requirieron quince dias para la eliminacion del antibidtico
del musculo; mientras que para la eliminacion en el
hepatopancreas se requirieron doce dias en el grupo que
recibio el alimento OTC-1 y quince dias en los organismos

tratados con el alimento OTC-2 (Tablas VI y VII). Es decir,
que después de esos tiempos el antibidtico ya no estaba
presente o bien se encontraba por debajo del limite minimo
de deteccion (0.01 pgmL!) establecido en este estudio
para el método analitico. Estadisticamente no se observo
diferencia significativa entre los grupos OTC-1 y OTC-2, en
las concentraciones de OTC acumuladas durante el periodo
de retiro del antibiotico.

DiscuUSsION

La finalidad de formular un alimento con una concentracion
adecuada de antibidtico es la de aplicar una terapia apropiada
en los cultivos de camardn, cuando se requiere contener un
brote infeccioso por patdgenos emergentes bacterianos. Sin
embargo, para obtener un alimento medicado que contenga
la concentracion deseada de antibiotico se deben cumplir
ciertos requisitos. Entre los factores que influyen en la
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Tabla VI. Acumulacién de oxitetraciclina en musculo del camarén Penaeus vannamei.
Tejido Muestreos Alimentos Conix (ngg™? ANOVA *p (£0.05)

) OTC-1 2.88 +0.40 p=<0.05
OTC-2 0.44 +0.08

) OTC-1 5.45+0.95 p<0.05
OTC-2 3.83+£0.33

3 OTC-1 16.09 + 1.80 p=<0.05
OTC-2 6.27 £ 0.65

4 OTC-1 9.74 + 0.80 p=<0.05
OTC-2 6.62 +0.87
OTC-1 1.38 +0.30 p<0.05

Musculo 5

OTC-2 6.48 = 0.60

6 OTC-1 0.16 £ 0.09 p=<0.05
OTC-2 0.65+0.21

. OTC-1 0.25 +0.04 p=>0.05
OTC-2 0.38 £0.01
OTC-1 ND -

8 OTC-2 ND

9 OTC-1 ND -
OTC-2 ND

ND: No detectado.
Tabla VII. Acumulacion de oxitetraciclina en el hepatopancreas del camaron Penaeus vannamei.
Tejido Muestreos Alimentos C,uax (nggh ANOVA *p (£0.05)

OTC-1 3.73+0.74 p=>0.05

! OTC-2 3.83+0.54

) OTC-1 69.22 £3.44 p=>0.05
OTC-2 50.23 +1.87

3 OTC-1 104.24 £ 13.01 p=>0.05
OTC-2 71.63 +£4.22
OTC-1 105.85+17.56 p=>0.05

* OTC-2 79.46 £ 15.61

i OTC-1 1.78 £ 0.28 p=>0.05
Hepatopancreas 5

OTC-2 2.67+0.87
OTC-1 1.52 £0.15 p=>0.05

6 OTC-2 2.75+0.61
OTC-1 ND p=>0.05

! OTC-2 0.85+0.18

g OTC-1 ND p=<0.05
OTC-2 0.07+0.01
OTC-1 ND -

? OTC-2 ND

ND: No detectado.
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incorporacion adecuada de antibidtico esta su composicion
y la cantidad de los suplementos que integran la formulacion
del alimento. Ademas de la forma, tamafo y densidad de las
particulas, la presencia de ingredientes liquidos, el peso de
los ingredientes y su homogeneizacion asi como el orden en
el que éstos son mezclados, son factores que contribuyen a
que el antibidtico pueda no ser distribuido correctamente o
no se mantenga estable dentro del alimento. Ademas, existen
factores externos como la temperatura y la humedad durante
el almacenamiento, los niveles de CO,, presencia de hongos
e insectos, que pueden alterar la naturaleza del alimento
(FDA, 1994).

La diferencia en la concentracion de la OTC tedrica y la
determinada analiticamente en el alimento OTC-2, demostrd
que el procedimiento de adicion del antibidtico empleado
en la granja no fue el adecuado, provocando que éste no se
incorporara correctamente y tuviera una concentracion menor
al 10% del nivel tedrico calculado. En el caso del alimento
preparado industrialmente (OTC-1), también se observo
que la adicion del antibidtico no fue eficiente dado que solo
se recuperd el 58% de la concentracion adicionada. Si se
considera que el alimento representa entre el 50 y 70% de los
costos de produccion en el cultivo de camardn, es importante
garantizar que este sea lo mas eficiente posible (Faillace,
Vergara & Sudrez, 2016).

El preparar alimentos con antibidtico en las granjas de
cultivo de camaron con el propdsito de controlar las
infecciones bacterianas es una practica comun que se lleva
a cabo en la industria acuicola, y que tiene como finalidad
reducir los costos de produccion. Sin embargo, estos
alimentos pueden no contener la concentracion adecuada
del antibidtico, o presentar irregularidad en el tamafio
de las particulas, y no ser uniforme, lo que incrementa el
riesgo de que el antibiotico sea lixiviado en el agua de los
estanques. Aunado a esto, la administracion de alimentos
suplementados con antibidtico en dosis subterapéuticas
puede provocar el desarrollo de resistencia bacteriana en
patdgenos emergentes, e incrementar el indice de mortalidad
de los camarones en cultivo, debido al nulo efecto de los
tratamientos con antibioticos ante una infeccion bacteriana
(Achupallas, Zhou & Davis, 2016).

Por ello, se considera la alimentacion de los organismos
en cultivo como uno de los factores mas importantes
involucrados en su produccion, que debe mantenerse bajo
una observacion cuidadosa y permanente (Achupallas,
2000). Es recomendable llevar a cabo el analisis del alimento
adicionado con el antibidtico y sin antibidtico, empleando
métodos confiables para confirmar la concentracion
indicada, o bien, la ausencia de antibioticos en el alimento.
Un deficiente control de calidad durante la fabricacion del
alimento para camardn puede ocasionar que alimentos sin

medicar presenten residuos de antibiodticos, o bien un nivel
mayor o menor del antibiotico en los alimentos adicionados
(Gonzélez-Carrillo, Espinosa-Plascencia & Bermudez-
Almada, 2010).

Una de las principales limitaciones que impiden asegurar la
concentracion correcta de los antibioticos en el alimento para
camaron es la falta de metodologias analiticas suficientemente
sensibles y confiables para la identificacion y cuantificacion
de estos compuestos durante su proceso de elaboracion y en
el producto terminado. El empleo de metodologias analiticas
validadas, como HPLC en la determinacion de la OTC en el
alimento para camardn, es una herramienta que proporciona
buenos resultados, por la sensibilidad y precision en la
deteccion de este antibidtico en matrices complejas como
lo es el alimento para camardn. Esta metodologia analitica
puede contribuir a mantener un mejor control de calidad
en el alimento destinado a especies acuaticas en cultivo,
para que su aplicacion sea segura, sin causar contaminacion
en los ecosistemas y el desarrollo de resistencia bacteriana
(Gonzalez et al., 2010).

En relacién a los parametros fisicoquimicos durante el
cultivo, Li et al. (2008) y Burbano-Gallardo et al. (2015)
expusieron que P. vannamei es una especie capaz de resistir
intervalos de salinidad de 1-50 %o, sin que se afecte su
desarrollo, lo cual se pudo constatar en este estudio, donde
tuvieron un adecuado desarrollo a una salinidad promedio
de 37.97 £ 0.53 %o. Las altas salinidades causan estrés y
obligan al camarén a utilizar recursos energéticos para
restablecer el equilibrio osmético causado por la diferencia
de osmolaridad entre los fluidos internos del organismo y el
agua marina (Yohenia & Bolafios, 2013). En este estudio los
parametros fisicoquimicos que prevalecieron en el agua de
las peceras no mostraron mayores diferencias al compararlos
con los valores reportados por otros autores, quienes los
seflalan como optimos para el desarrollo y sobrevivencia de
P. vannamei (Tabla III).

Torres & Zaragoza (2002) reportaron que los antibioticos
promueven el crecimiento de los camarones porque modifican
cuantitativa y cualitativamente la microbiota intestinal. Esto
ocurre debido a que las bacterias patdgenas y la microbiota
normal del intestino se ven disminuidas por la accion del
antibiotico, reflejandose esto en una mayor efectividad de
absorcion y asimilacion de los nutrientes, generando una
mejor conversion del alimento en biomasa y aumento de la
talla de los organismos. La calidad del alimento y la cantidad
ingerida influye en el peso y tamafio, ya que este provee
los nutrientes necesarios para su optimo desarrollo, como
lo mencionan Zhou et al. (2016). En este sentido, el factor
de conversion alimenticia es uno de los indicadores mas
importantes en la produccion de camarén, ya que permite
conocer si se alimentan y desarrollan adecuadamente.
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Boydetal. (2000) reportaron que el FCA debe mantenerse entre
1.5-2.0, para tener un adecuado crecimiento de los organismos,
y sus requerimientos energéticos y proteicos cubiertos.
Mientras que otros autores mencionaron que en camarones P,
vannamei alimentados con dietas con aditivos, un FCA en el
rango de 1.22+0.12 a 1.29 £ 0.11 puede ser adecuado (Apun-
Molina et al., 2015; Carvalho, Haruo-Ota, Kadry, Tacon &
Lemos, 2016). Los resultados obtenidos en el FCA de este
estudio fueron cercanos a los valores recomendados por estos
autores, y la diferencia pudo ser atribuida a la variabilidad
en el peso inicial de los organismos juveniles empleados, que
fue de 2.45 a 5.91 g. Mientras que Foes, Krummenauer, Lara,
Poersh & Wasieslesky (2016) sefialaron que la administracion
de alimento con antibidticos mejora el FCA a largo plazo. Bajo
las condiciones establecidas en el bioensayo, los parametros
de ganancia de peso, crecimiento, FCA y sobrevivencia se
consideraron adecuados en los grupos tratados con alimentos
adicionados con OTC y los valores fueron superiores a los del
grupo de control administrado con alimento sin antibidtico.

La alta sobrevivencia obtenida en el bioensayo, que fue de 99.8
y 100% para los grupos OTC-1 y OTC-2 respectivamente,
pudo ser el resultado de la baja densidad de organismos que
se mantuvieron en las peceras y el haberlos elegido para
este ensayo en la etapa juvenil que es cuando estin mejor
adaptados a las condiciones ambientales. Los porcentajes de
sobrevivencia fueron adecuados y superiores a los obtenidos
por otros autores en bioensayos con condiciones similares,
donde se reportan valores de sobrevivencia menores al 90%
en camaron P. vannamei (Gutiérrez-Dagnino et al, 2015; Foes
etal., 2016).

Gong, Jiang, Lawrence, Gonzalez-Félix & Pérez-Velazquez,
(2004) reportaron que para P. vannameilos lipidos almacenados
en el hepatopancreas, representan una reserva suficiente
de energia que podra ser utilizada durante la exposicion a
condiciones externas, por ello es importante que se mantenga
un nivel adecuado de lipidos en este organo. Tapia-Salazar
et al. (2012) reportaron que la atrofia en los tibulos del
hepatopancreas se relaciona directamente con la presencia de
infecciones bacterianas. Otro estudio realizado por Cuartas,
Diaz & Petriella (2002) reportaron que las deformaciones de
los tibulos, inflamacion y aumento de la actividad celular en
estos pueden ser causadas por estrés nutricional, presencia de
patégenos o alteraciones del medio ambiente. Sin embargo, en
nuestro estudio no se observaron manifestaciones de atrofia
severa en los tubulos, por lo que se descartd una infeccion
bacteriana y el desarrollo de los organismos en el bioensayo
fue dptimo.

El diagndstico oportuno de lesiones internas o externas en los
organismos ocasionadas por bacterias, favorece la correcta
aplicaciéon de terapias y dosis adecuadas de antibidticos.
Durante la etapa de tratamiento en el bioensayo, donde se

administro el alimento con antibidtico, la concentracion de
la OTC en los distintos tejidos (musculo y hepatopancreas)
presentd variaciones, esto fue debido al crecimiento de los
organismos, ya que durante esta etapa ocurrieron procesos de
muda y los camarones dejan de alimentarse, lo que provoca
cambios en su metabolismo y actividad celular, reflejandose
en las variaciones obtenidas en la acumulacion de OTC en los
tejidos (Uno, Aoki, Kleechaya, Tanasomwang & Ruangpan,
2006; Bermudez-Almada, Espinosa-Plascencia, Santiago-
Hernandez, Barajas-Borgo & Acedo-Félix, 2014).

Variaciones similares en la acumulacion de la OTC fueron
reportadas por Gomez-Jiménez et al. (2008) en un estudio
realizado con camaron P. vannamei alimentado con una dieta
con OTC a 5,000 mgKg™!, y mantenido bajo condiciones
de laboratorio, encontrandose acumulaciones de OTC en el
hepatopéncreas de 194.37 = 16.11 pgg! y en musculo de
33.54 £ 11.19 ugg!, valores similares a los que se detectaron
en los tejidos de los organismos que recibieron la dieta de
OTC-1. Cuartas et al. (2002) sefialaron que aun cuando las
concentraciones de OTC en hepatopancreas son altas, su
eliminacion se acelera debido a la funcion que este organo
tiene en el metabolismo del camardn, que es la asimilacion del
alimento mediante un proceso integrado en el que participan
enzimas digestivas, digestion y absorcion de nutrientes,
almacenamiento y disposicion de productos de desecho.

Existen estudios que han evaluado la acumulacion de OTC
en musculo y hepatopancreas de camar6on (Gomez-Jiménez
et al., 2008; Bermudez-Almada et al., 2014), estos autores
sefialan que la acumulacion de la OTC en los tejidos depende
de diversos factores. Dentro de estos estan los abioticos
(temperatura, salinidad y oxigeno disuelto, entre otros) y
los biologicos, donde interviene el metabolismo que se
considera muy importante en la acumulacion del antibidtico,
ya que durante los periodos de muda, los camarones dejan de
alimentarse, influyendo directamente en la acumulacion y por
ende en la C,,,, alcanzada en los distintos tejidos. También
la C,,, alcanzada dependera de la pureza de la molécula del
antibidtico, el proceso de adicion del antibidtico al alimento
y la efectividad del mecanismo de accion del antibidtico (Ma
etal, 2019).

Es importante determinar la C,,,, alcanzada de la OTC en
los tejidos de los organismos, dado que estos valores se
comparan con las Concentraciones Minimas Inhibitorias
(CMI) detectadas en las bacterias aisladas de esos mismos
tejidos, y se puede conocer si la concentracion del antibiotico
acumulada en los tejidos es suficiente para inhibir el
crecimiento bacteriano. Las bacterias aisladas del camaron
Penaeus vannamei en esta investigacion presentaron
valores de CMI de 0.5 pgmL! para OTC en especies de
Vibrio (Datos en prensa, Latin American Journal of Aquatic
Research), lo que demuestra la susceptibilidad a la OTC
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de las poblaciones bacterianas aisladas de los organismos
estudiados. Mientras que en un estudio realizado por
Santiago-Hernandez (2009) se reportaron acumulaciones de
OTC en musculo de 27.9 + 1.67 pgg™! y en hepatopancreas
de camar6n de 212.5 + 0.4 pgg™, que fueron consideradas
adecuadas cuando se relacionaron con las CMI de la OTC,
y oscilaron entre 0.75 a 100 ugmL™! en bacterias Vibrio sp
aisladas de un sistema de cultivo de camardn. Mientras
que Roque, Molina-Aja, Bolan-Mejia & Gomez-Gil (2001)
evaluaron la sensibilidad a 15 antibioticos mostrada por 144
cepas de Vibrio sp aisladas también de un sistema de cultivo
de camaron, cuyos resultados mostraron que el mayor nimero
de cepas fueron resistentes a la OTC y la concentracion
requerida de este antibidtico para lograr su inhibicion fue de
304 ugmL!, valor superior a las concentraciones maximas
que generalmente se acumulan en los tejidos.

Otro aspecto importante de resaltar es la relevancia que
tiene el establecimiento del periodo de retiro de la OTC en
los tejidos antes de su cosecha, con el propdsito de evitar la
presencia de residuos de antibidticos que rebasen los limites
méximos establecidos en otros paises como la FDA (0.2 pgg™)
y la Union Europea (0.1 ugg™'), que pueda repercutir en un
rechazo del producto con las consecuentes implicaciones
comerciales, asi como un riesgo a la salud de la poblacion en
general por el desarrollo de resistencia bacteriana.

CONCLUSIONES

Los parametros fisicoquimicos mantenidos durante el
bioensayo favorecieron una alta sobrevivencia de los
camarones P. vannamei, y la evaluacion de los parametros
bioldgicos arrojo resultados favorables para los organismos
tratados con los alimentos OTC-1 y OTC-2 con distintas
concentraciones del antibidtico.

El proceso industrial para la elaboracion del alimento OTC-1
mostro ser ineficiente debido a que se detectd que el alimento
no contenia la concentracion indicada de oxitetraciclina, por
lo que es necesario un mayor control de calidad en el proceso
de elaboracion del alimento medicado, que incluya analisis de
rutina empleando técnicas analiticas confiables para asegurar
la concentracion del antibiotico en el producto terminado que
sera utilizado en el tratamiento de enfermedades bacterianas
en camaroén de cultivo.

El procedimiento que se utilizd para la preparacion del
alimento OTC-2 en la granja no fue adecuado para obtener la
concentracion requerida de OTC. Por lo que se sugiere que no
se realicen este tipo de practicas en las granjas camaronicolas,
ya que si se aplican dosis subterapéuticas a los organismos en
cultivo, esto podria representar un impacto de contaminacion
con antibidticos al entorno de la produccion, lo que favorece
el desarrollo de resistencia bacteriana de agentes patdogenos,

representando un riesgo a la salud humana, ademas de afectar
la produccion del camardn.

Con base en los resultados obtenidos en este estudio,
se identifica la importancia de continuar realizando
investigaciones en este campo, con el proposito de recomendar
la implementacion de sistemas de calidad en las plantas de
fabricacion de alimentos destinados a la produccion acuicola,
asi como evitar practicas inadecuadas de medicacion de
alimento en las granjas de cultivo de camarodn, esto con el
proposito de que los alimentos adicionados con antibidtico
contengan la concentracion adecuada que pueda asegurar
terapias efectivas en el control de enfermedades bacterianas
en los cultivos acuicolas, minimizando el impacto al medio
ambiente y el riesgo a la salud humana por el desarrollo de
resistencia bacteriana.
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