;‘{gfi L = F 51%* o n
%"%E? 55‘ ?l,;;i

URIVERSIDAL ﬁ%fg

FACULTAD DE CIENCIAS BiOl (}L’;E( A‘
DIVISION DE ESTUDIOS DE POST GRADO

EVALUACION DEL USO DE VIRGINIAMICINA
COMO ADITIVO PROMOTOR DE CRECIMIENTO
N EL CAMARON BLANCO (Penceus vonnomeil

Por -
SR, DR A
Laura Monica Trevifio Carrillo
Hidrobidioge
Universidad  Acstdnoma Metropolitana
Unidad [ztapoiapa

1989

Como requisito parcial para obtener el Grado de
MAESTRO EN CIENCIAS
con bspecialided en Ecologio Acuatica y Pesca

Marzo, 1994






LTI

0000000000



UNIVERSIDAD "AUTONOMA DE NUEVO LEON

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
JIVISION DE ESTUDIOS DE POSTGRADO

' EVALUACION DEL USO DE VIRGINIAMICINA
COMO ADITIVO PROMOTOR DE CRECIMIENTO
EN .EL CAMARON BLANCO (Penazus vannamei).

Por:

Laura Ménica Trevifioc Carrillo
Higrobislogo
Universidad Auténoma Metropolitena
Unidad |ztopalops
1989

.Como requisito parcial pare obtgner el Grado de
_ MAESTRO EN CIENCIAS
con Especialidad en Ecologia-Acudtica y Pesca.
Marzo, 1994,



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSTGRADO

EVALUACION DEL USO DE VIRGINIAMICINA COMO,
ADITIVO PROMOTOR DE CRECIMIENTO EN EL CAMARON
BLANCO (Penaeus vannamei).

Por

LAURA MONICA TREVINO CARRILLO
Hidrobiologo
Universidad Auténoma Metropolitana
Unidad |ztapalapa
1989

Como requisito parcial para obtener el Grado ae
MAESTRO EN CIENCIAS con Especialidad en
Ecologia Acuatica y Pesca.

Marzo, 1984.

corvns%!fé/
'RESIDENTE: o

DRA. L/ELIZABETH CRUZ SUAREZ.

SECRETARIO: %

—""DR. PENIS RICQUE MARIE.

VOCAL:

DR. LUIS GALAN WONG.

MONTERREY, N.L. MARZQ 1994,






UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS |
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSTGRADO

EVALUACION DEL USO DE VIRGINIAMICINA COMO
ADITIVO PROMOTOR DE CRECIMIENTO EN EL CAMARON
BLANCO (Penaeus vannamei).

Por

LAURA MONICA TREVINO CARRILLO
Hidrobiologo
Universidad Auténoma Metropolitana
Unidad 1ztapalapa
1989

Como requisito parcial para obtener el Grado de
MAESTRQO EN CIENCIAS con Especialidad en
Ecologia Acuatica y Pesca.

Marzo, 1994,

ASESORES ]
DIRECTOR: | , W%

DRA. L. EJZABETH CRUZ SUAREZ.

CO-DIRECTOR:

DR. DEN{$ RICQUE MARIE.

ASESOR INTERNO: @
memw WONG. -
ASESOR EXTERNQI==f s 71044, / Sl

ASESCOR & NO:

DR. HOQUE#%REZ LOZANO.

MONTERREY, N.L. MARZO DE 1994.



AGRADECIMIENTO!

Agradezco en especial consideracion a la Dra. L. Elizabeth Cruz
Suérez y al Dr. Denis Ricque Marie por su amistad y sobretodo su
apoyo y direccion en la realizacién del presente trabajo asi como
también quiero agradecer a los Doctores Warren Dominy, Roberto
Mendoza y Luis Galan Wong por sus comentarios que me fueron de
mucha utilidad.

A todos mis companieros y amigos del Laboratorio de Maricultura‘
en donde pasamos grandes vivencias personales y profesionales..

El presente trabajo fué apoyado en parte por los Laboratorios de
SmithKline & Beecham, México, D.F. proporcionandonos el STAFAC
25, la cepa utilizada y apoyando econémicamente este trabajo mi
. especial reconocimiento al M.V.Z. Jaime Munoz; al personal de
Nutrimentos Pecuarios del Pacifico, S.A. de C.V. (Nutrlpac) Culiacan,
Sinalca por su colaboracion en la elaboracion de los alimentos
experimentales; al Dr. Inocencio Higuera-Ciapara por su asesoriay a
la Quim. en Alimentos Lorena Noriega Orozco quienes me brindaron
su- amistad y el apoyo material y logistico para los analisis
microbiolégicos realizados en el Centro de Investigacién en
Alimentacion y Desarrollo (CIAD) en Hermosillo, Sonora v al el Ing.
Enrique Diaz quien muy amablemente nos facilitd sus instalaciones de
la granja "Las Lomitas" en Escuinapa, Sinaloa; en donde se llevg a
cabo el bioensayo nutricional. A todos ellos mis mas "sinceros
agradecimientos.



DEDICATORIA

A Beto

Por tu amor y por tu absoluta e incondicional comprensic
y sobre todo, paciencia que me has dedicado,
por tu apoyo en los momentos de desesperacién
Y por que sin ti no hubiera sido posible mi superacién
pérsonal y profesional.
Te amo.



HCI
AQAC
a.m.
com.pers,
cm
CIAD
Col.
CONACyYT
OBO
DE
Le.
E.U.A.
etc.
ELN
M,

S,
FDA
°‘C

g
HPLC
hr

Kg
Ib/in®

NRC

NO,

NGO,

ND

N

No.
NUTRIPAC
O,dis

" LISTA DE ABREVIATURAS

Acido clorhidrico
Association of Official Analytical Chemists

-Antes meridiano

Comunicacion personal
Centimetro

Centro de Investigacidn en Alimentacién y Desarrollo *
Colaboradores

Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia
Demanda biolégica de oxigenac
Desviacién estandar (siglas en inglés SD)
Es decir {abreviatura en latin)

Estados Unidos de Norteamérica

Etcetera

Extracto Libre de Nitrégeno

Factor M, de la virginiamicina

Factor S, de la virginiamicina

-Food and Drug Administration

Grados’ Celcius

Gramos

High performance liquid chromatography
Hora

fgual

Kilogramo

Libra por pulgada cuadrada
Marca Registrada

Mayor que

Menor que

Metro

Metro cuadrado

Metro ctbico

Microgramo por Kilogramo
Microgramo por mililitro
Mililitro

Milimetro

Molaridad-

Multiplicacion

National Research Council
Nitratos

Nitritos

No determinado
Normalidad

Numero

Nutrimentos Pecuarios del Pacifico
Oxigeno disuelto



ot
pm
am.
>C
%

seg
s/aho
sp
S.A.
SCPA
SPSS

TCA
TC
™
TS
ton

- UANL
& .

&t al
VM

Partes por mil {siglas en inglés)

Partes por millon (siglas en ingles)

Pasado meridiano

Personal computer

Porciento

Potencial Hidrégeno

Probabilidad estadistica

Segundos

Sin afo

Sin especie

Sociedad Anénima

Sociedad Cooperativa de Produccion Acuicol
Statistical Package for the Social Sciences
Suma

Sustraccidn

Tasa de Conversion Alimenticia

Tasa de Crecimiento

Tasa de Mortalidad

. Tasa de Sobrevivencia

Tonelada
Universidad Autdnoma de Nuevo Ledn

Y
Y Asociados (abreviacion en Latin)

Virginiamicina



RESUMEN

El antibidtico virginiamicina es un promotor de crecimiento usado en especies bovina
porcinas y aviares con excelentes resultados y recientemente utilizada en especie
acuicolas. Se determinaron sus efectos como promotor de crecimiento al suministrarl
en dietas para camardn (Penaeus vannamei ) estimando las tasas de conversiol
alimenticia, crecimientc y sobrevivencia por medio de un bioensayo alimenticio. L:
virgintamicina fue anadida en niveles de 50, 80, 100 y 200 ppm en una dieta comercic
con 35% de proteina, mientras que una dieta sin virginiamicina sirvié como control. Et
el bioensayo se utilizaron camarones de origen silvestre con un peso promedio inicial de
1.64 g (DE = 0.03) a una densidad de 22 organismos/m?®. Cada dieta fue evaluada po
cuadruplicado, (excepto la dieta control por 6 replicados y la dieta 200 ppm por duplicado
en jaulas de 1 m® en una granja de produccidn comercial en Escuinapa, Sinaloa, México
Después de 6 semanas de experimentacion, los camarones alimentados con las dosis
80, 100 y 200 ppm de virginiamicina tuvieron una mejor tasa de crecimiento (325, 322 y
323% respectivamente) que aguellos alimentados con la dieta control y la dieta de 50
ppm (306 y 300% respectivamente); sin embargo las diferencias no fueron
estadisticamente significativas (P = 0.54). Las tasas de mortalidad semanal promedio asi
como las tasas de conversion alimenticia variaron entre 5.6 y 6.6% y entre 26 y 2.8
respectivamente, no encontrandose diferencias significativas en ambos casos. Se
examinaron muestras de tejido abdominal de los camarones a los 28 y 42 dias. No se
detectaron residuos de virginiamicina superiores a 0.4 ppm (limite de sensibilidad del
método). La determinacion de actividad residual de virginiamicina fue realizada por medio
del Método Microbioldgico de Smith & Kline. También se evalud la actividad de
virginiamicina en las dietas experimentales después del peletizado, almacenamiento y
lixiviacién por medio del mismo método. Los resultados muestran gran variabilidad entre
los replicados de las muestras de peilets analizadas, causada por una extraccion
deficiente de la virginiamicina de las dietas, debido entre otros factores al método de
extraccion, al alto porcentaje de grasa animal contenida en las dietas y posiblemente al
aglutinante utilizado. Los resultados anteriores muestran que el usc de aditivos
antibacterianos en alimentos balanceados para especies acuicolas, debe adaptarse para
franquear barreras como son: el proceso de mezclado, el peletizado o extruido: el pH, la
salinidad, la soiubilidad del aditivo en el agua, el almacenamiento y el efecto de (os otros
ingredientes de la dieta sobre los mismos antes de usarse comercialmente. Por los
resultados obtenidos, el uso de virginiamicina a nivel comercial no puede ser
recomendade para &l cultivo de camardn.




ABSTRACT

Virginiamycin is an antibiotic used as a growth factor used with excellent results on cattle,
pigs, poultry and recently on aquatic species. Effects of diefs, containing virginiamycin, fed
to Penaeus vannamei, were determined by a feeding trial. Growth, survival and feed
conversion ratio were estimated. Virginiamycin was added at levels of 50, 80, 100 and 200
ppm in a commercial diet with a 35% protein content. A diet with no virginiamycin was
used as control. The initial body weight was 1.64 g (SD = 0.03). Wild shrimp juveniles
were stocked at a 22-shrimp/m® density. Each diet was evaluated by four replicates,
except the control diet by six replicates and 200 ppm virginiamycin diet by two replicates.
The assay was carried out in 1 m® cages in a commercial farm at Escuinapa, Sinaloa,
Mexico. After six weeks of experiment, shrimps fed 80, 100 and 200 ppm virginiamycin
diets had slightty better growth ratio (325, 322, and 323% respectively) than those fed with
the control and 50 ppm virginiamycin diets (306 and 300% respectively). However there
were no significant differences between treatments (P = 0.54). Mean weekly mortality
ratios were 50 ppm VM diet = 5.7%, 80 ppm VM diet = 6.6%, 100 ppm VM diet = 5.7%,
200 ppm VM diet = 5.7%, and control diet = 5.7%. There were no significant differences
found either (P = 0.57). Feed Conversion ranged from 2.6 to 2.8 with no significant
differences between treatments (P = 0.94). Shiimp abdominal muscle samples, were
examinated on 28 and 42 days of the experiment. No virginiamycin residues over 0.4
ppm were found (method lowest limit sensibility). Residual virginiamycin activity was
determined by Smith & Kline Microebiological Method. Virginiamycin activity was also
evaluated in the experimental diets after the pelleting process, storage and leaching by
the same method. Results show lack of homogeneity between samples replicates, related
to the inefficient virginiamycin extraction from the diets, due to the extraction method, the
high fipid content and the binder added at the feed formula. Previous results show thal
before adding any additive to aquatic species feeds, many obstacles should be exceeded
like: diet formulation, mixing process, pelletizing or extrusion process, solubility in water,
diet storage and leaching process. Due to the previous results, we cannot recommend

virginiamycin use in commercial shrimp feeds.
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INTRODUCCION

El acelerado desarrollo de la camaronicultura a nivel mundial y en particular
en México, ha provocado que diversas fuentes de inversidn empleen sus recursos
econdmicos para ef desarrollo de empresas acuicolas, ya que éstas cuentan con
un mercado potencial abierto en los tres principales mercados mundiales: Japon,
Europa Occidental y los Estados Unidos de Norteamérica (Arredonde, 1986 visto
en Zendejas 1989 a).

Segtn Lovell (1991) el abasto, precio y calidad de la pesqueria marina
fluctia considerablemente debido a que el océano es un recurso no manejable,
cuyas producciones son dificiles de predecir. Pero cuando las especies son
cultivadas, el abasto y precio pueden ser controlados mas eficientemente. La alta
calidad de los productos puede mantenerse debido a que las condiciones de
produccion y cosecha son controladas y a gue los organismos cultivados
generalmente van a las plantas procesadoras en el transcurso de Ias 24 hr
siguientes a su cosecha. : .

El cultivo del camarén es el cultivo con mas potencial de desarrollo y de
mdas rapido crecimiento de la acuacuitura, con un crecimiento promedio anual
mundial de 6.5% (Higuera, 1992). Debido al alto valor del producto.en el
mercado, a la viabilidad de su tecnologia de cultivo v a los recursos favorables
para su crecimiento en las dreas tropicales del mundo.

En México contamos con 5 Comparias que se dedican a fabricar alimeritos
balanceados para camardn; éstas compafias son: Purina, Anderson Clayton, El
Barrio, Nutripac, y Pyasa; y dos alimentos importados: Rangen y Charoen
Pokhand {Cruz, 1994 com.pers.).

Considerando que la produccién de camardn mexicana reportada en 1992
fue de 10,000 ton y que con los alimentos comerciales en promedio se esta
obteniendo una tasa de conversidn alimenticia de 1.8 a 2.5, en 1992 se debieron
haber consumido de 18,000 a 25,000 ton de alimento balanceado, dos veces més
que el afio anterior y se prevé un incremento anual en la produccion de al menos
un 40% durante los proximos anos, lo que mdlca el potencial de crecimiento de
esta industria en México.

En acuacultura, asi como en otras empresas pecuarias, el alimentoc es uno
de los principales insumos en los sistemas de produccidén, que en algunas
ocasiones representa entre el 60 y 80% de los gastos de operacion de dichas
empresas. Debido a que el acuacultor busca hacer mas eficiente su granja para
poder obtener mas beneficios econpmicos de ella, cualquier mejora en los
alimentos balanceados permitira maximizar éstos beneficios.



El alimento suministrado va a determinar en gran medida el crecimiento
y hasta cierto punto las caracteristicas nutritivas e inclusive el sabor del producto;
esto pone de manifiesto la necesidad de fabricar alimentos balanceados que
permitan un crecimiento homogéneo en toda la produccion (Martinez-Vega, 1991),
asi como también una mejor calidad de la misma.

La produccion eficiente y econdémica del camardn requiere del uso de
alimentos balanceados que cubran los requerimientos nutricionales de la especie
y del empleo de una técnica adecuada de alimentacion (Zendejas, 1988 b).

Por lo anterior, en las practicas de alimentacion.se deben de considerar
los siguientes factores: [a especie a cultivar, el estadic de desarrollo (postlarva,
juvenil é reproductor), el sistema de cultivo empleade (Intensivo 6 Semi-intensivo),
las técnicas de alimentacion, el uso de aditivos en la formulacién de alimentos,
la frecuencia y la tasa de alimentacién a suministrar y por Ultimo aqueilos factores
ambientales que afectan el consumo del alimento, como son la calldad del agua

y el estado del suelo.

Con el afan de maximizar los beneficios econdmicos producto de las
unidades de produccidn, desde hace aproximadamente tres’ décadas se han
estado utilizando aditivos en la formulacién para la alimentacion animal debido a
que han probado su accion promotora de crecimiento en los animales. Entre
estos adifivos se encuentran los antibidticos, hormonas y otras sustancias

quimicas (Cuardn, 1990).

L.os antibidticos son medicamentos, no nutrientes y sus efectos sobre ia
nutricion de los animales representan caracteristicas de tipo secundario (Maynard,
et al, 1983) por sus efectos sobre la flora gram positiva del segmento proximal del
sistema gastro intestinal. Los antibidticos son afiadidos en dosis terapéuticas a los
alimentos para prevenir ¢ controlar enfermedades, en dosis subterapeuticas para
estimular el crecimiento y para mejorar la eficiencia alimenticia; los antibidticos
usados como aditivos tienen la caracteristica comin de poseer una accidn
antimicrobiana contra bacterias gram positivas. Lukey (1952} y Forbes y Park
(1989) encontraron que los antibidticos no estimulan el crecimiento en anlmales
libres de germenes (Eyssen et al 1962)

-

Se han propuesto diversas hipdtesis para explicar el mecanismo de la
accion promotora del crecimiento de los antibidticos:

1) Los antibidticos producen un efecto ahorrador de nutrientes
reduciendo la destruccién bacteriana de las vitaminas y los
aminodcidos, al favorecer la proliferacién de bacterias que sintetizan
nutrientes esenciales o disminuyendo la competencia entre la
microflora intestinal del animal.



2) Los antibidticos inhiben a las bacterias nocivas del tracto intestinal
que producen toxinas y provocan engrosamiento de la pared
intestinal.

3) Los antibidticos evitan el engrosamiento de la pared intestinal
" mejorando asi la absorcidon de nutrientes (Eyssen et al, 1962;
Maynard et al, 1983; Visek, 1978).

La presencia de aditivos en &l alimento debe obedecer estrictamente a
razones econcmicas de retorno de ia inversion, partiendo de la premisa de que
la adicidn de estos productos mejora ios indices de eficiencia originales y es
redituable su uso, puesto que proporciona utilidad expresada en varias veces su
costo original en el alimento. Aungque no se cuenta con estimaciones publicadas
de los beneficios econdmicos de los aditivos en los alimentos balanceados en
paises de América Latina, es claro que su usc estd generalizado y su empleo
obedece también a razones econdmicas (Avila, et al 1990).

Para que un aditivo entre en el mercado, éste debe cumplir con ciertas
restricciones de orden legal Su uso estd regulado por instituciones
gubernamentales con el fin de proteger la salud humana, antes de aceptar su uso
generalizado se debe demostrar la ausencia de residucs en la camne que puedan
perjudicar la salud del hombre (Cruz, 1994, com. pers.)

Cabe hacer notar, que los estudios del uso de antibidticos como promotores
de crecimiento en la alimentacién animal han estado enfocados a animales
terrestres, es decir, vacas, cerdos, aves y muy recientemente a animales de
procduccién acuicola: trucha, bagre, camardn, debido al auge que han tenido las
empresas acuicolas en los dltimos afios. Considerando el riitmo creciente de la
produccién de camardn en Mexico, Centro y Sudamérica, se puede definir como
un mercado atractivo para productos aditivos alimenticios, como la virginiamicina,
Si 5e puede demostrar que estos productos son capaces de aumentar la
produccion comercial de camarodn afectando positivamente el crecimiento vy la tasa
de conversidn alimenticia y la sobrevivencia de los camarones cultivados en las

condicicnes propias de cada pals.

No obstante que el empleo de los aditivos en ios alimentos es ung practica
econdmicamente redituable para el productor pecuario, e importante para la
industria de alimentos halanceados para mantener sus niveles de competencia,
es necesario dejar establecido la intervencidn decisiva de los investigadores en
la determinacidn de la efectividad de los aditivos bajo diferentes condiciones y en
la explicacion de los medios de accidn, terreno casi exclusivo de los ambitos

academicos.



Se espera que los datos que se obtuvieron de este trabajo sean de utilidad
para la elaboracion de dietas mas eficientes que aporten un mejor margen de
utilidad para el productor comercial de camardn tanto en México como en America
Latina; para las compafias que fabrican alimento balanceado y para los
laboratorios farmacéuticos que elaboran promotores de crecimiento.



OBJETIVO GENERAL

Conocer el efecto que tiene la inclusion del antibidtico virginiamicina en la
formulacién de dietas comerciales para camarén Penaeus vannamei en una granja

de produccién comercial en Sinaloa, México.

OBJETIVOS PARTICULARES

1.-  Evaluar la merma de actividad del antibidtico en el alimento antes de que
éste sea ingerido por el camardn debido a:
a) Pelletizado
b) Aimacenamiento
¢) Lixiviacion.

" 2.- Evaluar el efecto promotor de crecimiento en camarén (Penaeus
vahnamei) de la inclusidn de virginiamicina en la formulacion de alimentos

balanceados en 4 niveles: 50, 80, 100 y 200 ppm.

3.- Determinar los residuos de este producto en el tejido muscular abdominal
del camardn.
HIPOTESIS

La inclusién de virginiamicina en la formulacion de dietas para Penaeus
vannamei permite obtener mayores tasas de crecimiento y mejores tasas de
conversion alimenticia sin dejar residuos en el masculo abdominal del camaron.



ANTECEDENTES

"Desde el hailazgo de las sulfas y la penicilina, se han aislado, cristalizado,
identificado e introducido para su uso comercial un sin nimero de antibidticos:
bacitracina (1943), estreptomicina (1944), polimixina B y cloranfenicol (1947),
clortetraciclina (1948), neomicina (1949), oxitetraciclina (1950), eritromicina {1952),
vancomicina {1956), gentamicina (1963}, ampicilina (1964), lincomicina (1965), las
cefalosporinas (1968), rifampicina (1971), etc., se ha generado un nuevo
antibidtico a nivel comercial a una tasa aproximada de uno por afo" (Cuardn,

1990 visto en Avila, 1980).

"A pesar de lo anterior, en la industria alimenticia animal no se usan mas
de 20 principios activos antimicrobianos gque incluyen: bacitracinas,
clortetraciclinas, bambermicinas, eritromicina, neomicina, avilamicina,
virginiamicina, oxitetraciclina, oleandomicina, penicilina, estreptomigcing, tilosina,
sulfas, arsenicales, nitrofuranos y sulfato de cobre. De los actualmente
empieados, algunos son mas efectivos como promotores de crecimiento, otros, no
mencionados, muestran potencial y otros mds no se emplean como aditivos; perc
si con fines terapeuticos. Aunque la lista es considerable, se han mencionado
mds de 300 antimicrobianos que de una forma u otra se han empleado como
promotores del crecimiento;, por lo tanto, sélo un pequeno porcentaje han
resultado en aplicaciones préacticas, siendo la mayoria no aptos dada su baja
actividad 6 por su toxicidad para el animal o debido a la generacién de residuos
en los tejidos o productos de origen animal* para consumo humano (Cuardn, 1990

visto en Avila, 1990).

Desde hace aproximadamente tres décadas se usan aditivos en la
alimentacion animal bajo el concepto generalmente aceptado de su accidn
promotora del crecimiento, mismo que ha sido revisado por un gran nimero de

investigadores.

Se han comparado Ios efectos promotores del crecimiento de diversos
antibidticos: clortetraciclina, oxitetraciclina, oleandomicina, bacitracina zinge, tilosina,
eritromicina (Jukes, 1955; Combs y Bossard, 1963), virginiamicina (Miies et al,
1984 y 1987; Cupo y Rogers,s/afo), lincomicina (Buresh et al, 1986),
bambericinas (Waldroup et al, 1985), roxarsone (Stokstad y Jukes visto en
Khajarern et al, 1983) sdlos o en combinacién con aigunos coccidiostatos
(Keshavarz v McDougald, 1982; Ofori, 1988).

Existen diversas publicaciones en donde se mencionan ios efectos positivos
de la suplementacién de antibicticos en el‘alimento provocando un aumento en el
crecimiento, asi como en conversion alimenticia en pollos (Morehouse y Mayfield,
1946 y Stockstad y Jukes 1850a visto en Khajarem, et al, 1983; Waibel et al,
1954; McGinnis et al 1958; Wiegers y Sullivan, 1959; Yates y Schaible, 1962;



Combs y Bossard, 1963; Nelson et al 1963; Mameesh et al, 1959; March gt al,
1978; Waldroup et al, 1986; Ofori, 1988; Stutz y Lawton, 1984), en pavos
(Waldroup, 1985; Salmon y Stevens, 1990a), en becerros, corderos y cerdos (Knot
y Lassiter visto en Jukes, 1955; Decuypere et al,1991). :

Un gran nimero de investigaciones han demostrado que de forma general
los antibidticos producen una mayor respuesta durante la primera parte del
periodo de crecimiento en los animales a los que se les administra {animales
jovenes) (Visek, 1978; Waidroup, 1985, Salmon y Stevens, 1990b; Green, 1993;

Buresh et al, s/afio).

Tratando de explicar el mecanismo de accidén promotor de crecimiento de
los antibidticos, se han realizado diversas investigaciones en donde de manera
general se reporta la reduccién del peso del intestino con la suplementacion de
antibidticos en el alimento (Jukes &t al, 1956; Nelson et al, 1963; Stutz y Lawton,
1984; Dafwang et al, 1985; Henry et al, 1987; Izat et al, 1989), mejorando asi la
utilizacidon de las xantdfiias en polios de engorda cuando las dietas son
suplementadas con antibidticos como la virginiamicina (Miles, 1984), asf como un
incremento en la absorcién de minerales, especificamente Mn {(Nelson et al, 1963;
Henry, 1987} y de energia metabolizable (March et al, 1978). -

| Otras investigaciones, por el contrario, no han obtenido resultados
significativos en crecimiento ¢ en conversién alimenticia con la adicién de
antibidticos a las dietas (Henry et al, 1987; Miles et al, 1987). Las bases
cientificas para el efecto promotor de crecimiento ain no han sido bien
esclarecidas (Franco y col,, 1990 visto en Higuera, 1992), pero el uso de
antibidticos con este propésito se ha extendido practicamente a todas las

industrias de produccién animal (Higuera, 19382).

Debido a que la adicién de antibidticos se aplica a animales destinados al
consumo humano, se han realizado diversas investigaciones para determinar los
residuos y/6 los limites de tolerancia de los productos utilizados en los animales
0 en el ambiente de produccion (Gottschall gt al, 1987; Moats y Leskinen, 1988;
Cravedi et al, 1991). En E.U.A. se ha empezado a monitorear niveles de
cloranfenicol, droga particularmente nociva para el hombre por producir anemia
aplastica y leucemia a dosis muy bajas (Lightner, 1985 visto en Higuera, 1892;
Williams et al, 1992) en productos de acuacuitura.

Al igual que en la industria avicola y de engorda de ganado bovino y
porcino, la acuacultura ha tenido que depender de la disponibilidad de agentes
guimioterapetticos conocidos tanto para uso terapéutico (Higuera, 1982), como
para promotores de crecimiento. A medida que las operaciones se intensifican,
aumenta el uso de éstos productos, asi como también crece la preccupacion por
residuos y/o acumulacion de estas sustancias en los animales o en el ambiente.



En E.U.A. las reglamentaciones federales actualmente en vigor, unicamente
permiten el uso de cinco compuestos antimicrobianos en el cultivo de organismos
acuaticos: _

- Nifurpirinol Uso en. especies de acuario, no en especies
: destinadas al consumo humano.

- Oxitetraciclina Registrado para langosta, salmon, bacjré.
(Terramicina)

- Sulfadimetoxina y Registrada para salménidos y bagre.
Ormetoprina
(Romet-30; Romet-B)

- Sulfamerazina Registrada para trucha.

- Tricaina metasulfonato Registrado para ictaluridos y salmdnidos.

Los anteriores antimicrobianos aprobados por la Food and . Drug
Administration se utilizan con fines terapeuticos (FDA, 1992; Higuera, 1982) y no
como promotores de crecimiento, cabe mencionar que ninguno de ¢llos ha sido
aprobado especificamente para el cultivo del camardn.

Se han realizado investigaciones con diferentes antibidticos con’ fines
terapéuticos (Fisher y Nelson, 1978, Lightner, 1985, Acki y Kitao, 1985, Brown,
1989, Castille y Lawrence, 1986 y LePenneck y Prieur, 1972 vistc en Higuera,
1992) sobre diversas especies acuaticas ( M. edulis, cangrejo, peneidos, peces)
encontrando diversos resultados.

Con el afan de encontrar antimicrobianos efectivos, Takahashi et al, {1985)
administrd tabletas de oxitetraciclina para el tratamiento contra Vibriosis en
camaron y encontraron que [a mayoria de las cepas aisladas se inhibieron con 0.4
ug/ml de oxitetraciclina. Gaskin y Latchford (1993) obtuvieron resultados similares
pero con Macrobrachium rosenbergii.

Cravedi, et al, (1987) registraron las dosis de cloranfenicol, acido oxolinico
y oxitetraciclina en las dietas y en las heces, recuperando de 98.6 a 100% de las
dosis tedricas de las heces determinandolas por el éxido de cromo y midiendo con
cromatografia de gases para dcidos grasos el acido oxolinico y la oxitetraciclina.
El cloranfenicol se cuantificd con HPLC. El cleranfenicol es completamente
absorbido, mientras que la oxitetraciclina es escretada en un 90% via fecal. El
mismo autor utilizd en otro experimento virginiamicina en trucha Arcoiris, sin



encontrar diferencias significativas en cuanto al crecimiento con el uso de este
antibidtico.

Cravedi et al, (1931) realizaron otro experimento de la digestibilidad
aparente de la virginiamicina ['* C] en trucha Arcoiris en donde mencionan que la
digestibilidad aparente para el Factor M fue de 98% y para el Factor S de 75-90%.
No encontré evidencia de la acumulacion de virginiamicina, factor M o factor S o
metabolitos en tejidos, carcas ¢ visceras de los peces medicados, Las
concentraciones de residuos mas altas se encontraron en la vejiga natatoria y en
las visceras. Después de 15 dias de tratamiento se detectaron menos de 10 ng
de virginiamicina por gramo de musculo. -

Castro (s/ano), utilizando flavofosfolipol en salmdnidos, encontrd mayores
incrementos de peso por un 10% con respecto al control y mejor eficiencia
alimenticia (15%). Con este mismo producto; flavofosfolipol, la Compariia Quimica
Hoschst ha realizado investigaciones en camarones peneidos en Ecuador
reportando incrementos significativos en sobrevivencia y mejores tasas de
conversion alimenticia por un 15% respecto al control.

Higuera et al, (1991), no obtuvieron diferencias significativas en ganancia
de peso al tratar a postlarvas y organismos adultos de P. monodon sometidos a
un gran estrés debido a una infeccion con Vibrios sp tratados con oxitetraciclina
y sulfametazina. Pero la sobrevivencia de las postlarvas fue considerablemente
mayor que la de los adultos con los antibidticos utilizados. Los mismos autores
en 1992 mencionan la determinacién de residuos de estas sustancias por Charm-
7000 (el sistema Charm utiliza antibidticos marcados radioactivamente) donde
obtuvo residuos de oxitetraciclina al final del tratamiento de 150-200 nLg/Kg y de
sulfametazina de 200-250 ng/Kg en los camarones adultos. Ese mismo afio, en
otra investigacidn Brown e Higuera por el mismo método (Charm-7000)
determinaron residuos de tetraciclinas en camarones provenientes de Ecuador y

de Tailandia.

Existe una necesidad urgente de generar mas informacion en varios
aspectos del uso de antibidticos en el cultivo de camardn j.e. acumulacion de
residuos bajo condiciones de estrés y el efecto de tratamientos terapéuticos y
subterapéuticos sobre todo el ciclo del cultivo, Existe muy poca investigacion
referente a los periodos de retiro y a la efectividad de los antimicrobianos de uso
comun. {Corliss et al, 1977, Corliss, 1979 y Takahashi, 1985 visto en Higuera,

1991).

"Algunos antibidticos son totalmente inactivos en agua salada o bien tienen
baja solubilidad, lo que puede limitar muy seriamente las aplicaciones practicas
de estos compuestos. A pesar de la ampiia informacién disponible que sefnala
que la actividad microbiana es altamente dependiente de la capacidad de las



moléculas de los antibidticos por competir por un sitio de unidn especifico de los
componentes celulares y que debido a una gran variedad de factores (via de
administracion, pH, salinidad, temperatura, dosis, efecto de la formulacion de la
dieta) puedan determinar su efectividad, las recomendaciones generales para su
uso se han hecho bajo lineamientos muy generales y con pocas bases cientificas
en el caso del camardn" (Higuera, 1992).

Para incrementar la informacion existenie con respecto al uso de
antibicticos en camardn, el presente trabajo se propuso para evaluar el uso del
antibidtico virginiamicina en la formulacién de dietas para camardén Penaesus
vannamei como promotor de crecimiento, asi como mejorador de la conversion

alimenticia y sobrevivencia.
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VIRGINIAMICINA

El incremento en la absorcién de los nutrientes, en la pigmentacion, la
accion promotora de crecimiento, mejoradora de la conversion alimenticia y la
disminucidn de la mortalidad atribuibles a ia virginiamicina han sido reportados por
diversos investigadores (Yates y Schaible, 1962; Eyssen et al, 1962; Combs vy
Bossard, 1963; Nelson et al, 1963; March et ai, 1978; George et al, 1982; Miles
et al, 1984; Stutz y Lawton, 1984; Buresh et al, 1986; Buresh, s/afno;-Gottschall
et al, 1987; Henry et al, 1987; Miles et al, 1987; Moats y Leskinen, 1988; Salmon
y Stevens, 1990 a y b; Decuypere et al, 1991; Cravedi et al, 1991; Cupo vy
Rogers, s/afo; Waibel gt al, 1991).

La- virginiamicina es un compuesto natural formado de 2 peptdlidos
llamados Factor M, y Factor S, que poseen un efecto sinergético y su mayor
actividad se presenta en una relacion 4:1; ambos factores son secretados por el
mismo microorganismo Streptomyces virginiae y algunas otras especies de
Streptomyces aislade por De Somer y Van Dijek en 1855. - El Factor M es una
lactona macrociclica con dobies ligaduras muy activa frente a Micrococcus aureus.
El Factor S presenta una estructura ciclica polipeptidica pero también lactdnica,
muy activa frente a Bagillus subtilis (Norden, 1991b).

.. |
X C=0 CHy GH,
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N \
NH © CH; © CH: CH,
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CHa, —_CH,—éH—C—-NH—iISH—C-—N--CH
] =0
? /!IYC_Ha
C—CH—NH—C —CH—N — C—CH
Factor M, g gc/H, CIHz g cl:H:
([:. "_(_:Hz

Q

Factor 54

Figura 1.- couucina quimica de los factores M, y S, de la virginiamicina.
(Tomado de Gottschall, et al, 1987).
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La actividad antibacteriana del Factor M; es semejante a la de los
macrolidos: inhibicidn de la sintesis protéica a nivel de ribosoma 50S. Esta accion
bacteriostatica es potencializada convirtiéndose en bactericida por la accién del
Factor S que es igual a |la de polimixinas: perturbacion de funciones de membrana
por tensoactividad.

Debido a que la virginiamicina principalmente es activa en contra de
bacterias gram-positivas, no existe riesgo de transferencia de resistencia. La
virginiamicina no es activa en contra de Enterobacteriaceag. E! sinergismo de los
Factores S, y M, ha sido de un considerable interés bioquimico y ha sido sujeto
de extensas investigaciones. Los antibidticos de virginiamicina son ampliamente
utilizados en ia produccién animal, tanto como promotores de crecimiento como
para el -tratamiento de ciertas infecciones especificas, especialmente en la
disgnteria porcina (Milhaud, 1977; Molinero et al, 1989).

Desde hace algunos anos la Compafiia Smithkline & French, S.A. en
colaboracion con diversas Universidades ha realizado investigaciones en algunas
especies de explotacidén acuicola con el uso de virginiamicina reportando
significativos incrementos con respecto a sobrevivencia y mejores tasas de
conversion alimenticia, (Norden, 1991a). .

En la figura se muestra el espectro antibacteriano de la virginiamicina

(*Organismos gram-positives). El maximo sinergismo se logra en la proporcién
80 Factor M/ 20 Factor S (4:1) (Norden, 1991b).
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Figura 2. Espectro antibacteriano de la virginiamicina.

+ Proteus mirabilis -trichomonas vaginalis -Shigelia flexneri-Salmonella typhimurium
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AREA DE TRABAJO

Los lugares en donde se realizaron cada una de las diferentes fases de
este trabajo son:

El disefio experimental y la formulacién de las dietas se realizaron en el
Programa Maricultura de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la
Universidad Auténoma de Nuevo Ledn.

La fabricacion de las dietas se llevd a cabo en la compafiia de alimentos
balanceados Nutripac, Culiacan, Smaloa para conocer los efectos del
procesamiento comercial.

El andlisis proximal de las dietas elaboradas se llevé a cabo en el
Laboratorio de Ciencias de los Alimentos de la Facultad de Ciencias
Bioldgicas de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn..

La actividad del antibidtico después del procesamiento del alimenfo, y
residuos de antibidtico en tejidos, se determiné en el Centro de
Investigacion en Alimentacion y Desarrollo (CIAD) en Hermosillo, Sonora.

La evaluacion bicldgica de las dietas experimentales y las pruebas de
lixiviacidn de las mismas se llevd a cabo en |a granja de produccion

- comercial semi-intensiva S.C.P.A. "Las Lomitas” localizada en Escuinapa,

Sinaloa. México.

El andlisis estadistico y el reporte de los datos se llevaron a cabo en el
Programa Maricultura de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la
Universidad Autdnoma de Nuevo Ledn.
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METODOLOGIA

FORMULACION Y FABRICACION DE DIETAS EXPERIMENTALES

La formulacidn de las dietas experimentales se realizd por medio del
programa MIXIT 2 + (1992}, de acuerdo a los requerimientos nutricionales de
camarones juveniles (Tacon, 1987a y b; Akiyama, 1991) (Tabla 1). Se utilizd una
misma férmula para todas las dietas y solo se varid la cantidad del STAFAC 25

y la harina de trigo (Tabla 2).

Se fabricaron 5 dietas experimentales de tipo comercial (500 Kg de cada
una), con niveles crecientes de virginiamicina: 50, 80, 100 y 200 ppm, asi como
una dieta control sin virginiamicina, en la Planta Nutrimentos Pecuarios del
Pacifico "NUTRIPAC", usando la tecnologia de rutina para fabricar alimento de

camardn.

Tabla 1.- Componentes constantes de las dietas experimentales.

INGREDIENTES CANTIDAD PARA |}
CONSTANTES % 500 Kg '

HARINA DE PESCADG | 26.2 181.00
(64.20)

dl| HARINA DE SOYA
dl(42.78) _
—

M GLUTEN DE MAIZ
{40.20)

ACEITE DE PESCADO

f[LECITINA DE SOYA

MEZCLA VITAMINICA

VITAMINA G

AGLUTINANTE

JIFOSFATO
MONCSODICO

METIONINA

HARINA DE CAMARON
Al (32.79)

Los valores entre paréntesis son los porcentajes de proteina de los
ingredientes.
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Tabla 2.- Componentes variables de la dietas experimentales (cantidad para 500

Kg).
INGREDIENTES DIETA DIETA DIETA DIETA DIETA
VARIABLES % CONTROL | 50 ppm 80 ppm 100 ppm | 200 ppm
HARINA DE TRIGC 32.24 161.20 160.2 169.6 159.2 157.2
STAFAC 25 MR | -=remmee | ceacennn 1.0 Kg 1.6 Kg 2.0Kg 4.0 Kg

El STAFAC 25 MR, (lote No. 41C0O2, Laboratorioc SmithKline & Beecham
con fecha de caducidad Abril de 1995, 25g de virginiamicina por Kg de producto
con harina de trigo como vehiculo) presentacion comercial de virginiamicina se
adicioné en sustitucién de la harina de trigo en cada dieta de la siguiente manera:

1) Dista base sin antibidtico (Dieta control).

2) Dieta base 499 Kg + 1 Kg STAFAC 25 (Dieta 50 ppm de virginiamicina).

3) Dieta base 498.4 Kg + 1.6 Kg STAFAC 25 (Dieta 80 ppm de
virginiamicina). -

4) Dieta base 498 Kg + 2.0 Kg STAFAC 25 (Dieta 100 ppm de virginiamicina).

5) Dieta base 496 Kg + 4.0 Kg STAFAC 25 (Dieta 200 ppm de virginiamicina).

Para facilitar la lectura de este manuscrito cuando nos referimos a
virginiamicina, estamos hablando del producto comercial STAFAC 25 MR. La
virginiamicina se mezcld con los ingredientes menores {vitaminas, aglutinante,
metionina y fosfato monosddico) en un costal y se agregd a la tolva de la bascula.
La capacidad minima reportada de la mezciladora es de 500 Kg, siendo una
mezcladora de tipo horizontal de listones y de capacidad maxima de 3 ton.

Para todos los alimentos, los ingredientes secos se mezclaron durante 2
minutos y 4 minutos adicionales con ios ingredientes liquidos, que para estas
dietas fueron aceite de pescado y lecitina de soya. La temperatura en el
acondicionador fue de 70 a 90 °C. El alimento tardé 12 seg en atravezar la
peletizadora. Se utilizé un dado de 3 mm para el peletizado, la temperatura dei
alimento después de pasar por el dado fue de 82°C. La peletizadora cuenta con
inyeccion de vapor, io que permitié al alimento recibir humedad y calor por lo
menos 12 seq antes de pasar por el dado. Todas las anteriores dietas fueron
evaluadas en bioensayos con Penaeus vannamsi por cuadruplicado, excepto la
dieta de 200 ppm que fue evaluada por duplicado vy la dieta control por 6

replicados.
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ANALISIS PROXIMAL

El analisis proximal de las dietas experimentales se realizd en el
Laboratorio de Ciencias de los Alimentos de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de
la Universidad Auténoma de Nuevo Leén para cada una de las dietas ya
elaboradas. Se contemplaron los siguientes pardametros (segun los Métodos de
la A.O.A.C.,1890): humedad, materia seca, extracto etéreo, fibra cruda, proteina,
ceniza, extracto libre de Nitrégeno.
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ANALISIS DE ACTIVIDAD ANTIBIOTICA EN PELLETS Y CAMARON

Se ascogieron muestras del costal No. 8 de cada una de las dietas
experimentales recien peletizadas y enfriadas. Ademas, para conocer el efecto del
almacenamiento en el alimento en condiciones propias de la granja se muestreo
cada uno de los alimentos al final del experimento zootécnico.

Para la valoracion de virginiamicina en dietas y musculo abdominal de
camarén, se utilizé el Método Microbioldgico propuesto por: SmithKline &
Beecham, México (Norden 1982).

Este metodo consiste en extraer la virginiamicina de la muestra utitizando
acido citrico y acetona para la extraccion, tomando una aiicuota y aforando con
buffer fosfatado para despues depositar el extracto en discos de papel filtro
colocados en agar inoculade con una cepa bacteriana conocida. El didmetro de
inhibicién obtenido para cada muestra es reportado sobre una curva estandar
establecida usando el STAFAC 25.

EQUIPO:

1) Cajas de Petri de plastico de 100 mm de didmetro y 15 mm de
altura, con base plana.

2) Discos de papel filtro Shigicher & Schueli del No. 740-E o similar.

3) Papel filtro Whatman No. 4. -

4) Aparato de lectura de zonas de inhibicidn.

5) Contador de colonias (Colony Counter Darkfield. Quebec. American
Optical).

6) Placas de agitacion (Corning Hot Plate Stimer PC351).

7) Vortex (VWR Vortexer 2).

8) Incubadora o estufa (VWR Scientific Inc. Subsidiary of Univar).

9) Autoclave (Market Sterilmatic hasta 148°C y 30 Ib/in®).

10}  Bafio ultrasénico (Branson 3200).

11)  Espectrofotdometro.

12)  Balanza Analitica.

MEDIOS DE CULTIVO:
1) Mantenimiento agar antibiético No.1

2) Inoculacidn agar antibidtice No, 11
3) Preparacion del inéculo caldo antibidtico No. 3
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REACTIVOS:

1) Acido citrico 0.1 M.

2) Acetona pura (grado reactivo).
3) Etanol (solucién estandar puro).
4) - Buffer fostatado pH 6.

PREPARACION DEL MICROORGANISMO

Micrococcus luteus (Cepa ATTC 9341, otorgada por SmithKline & Beecham,
México). Se pasd sl microorganismo cada 15 dias en tubos con agar antibidtico
No. 1 inclinado, se incubd 18 hr y se guardd a 4°C. De 2 tubos de 18 hr de
incubacidn se resembraron 2 fubos con medio fresco, el dia anterior a la prueba
y se incubaron 18 hr a 36°C.

Se agregd a cada tubo de cultivo 1 ml de medio antibidtico No.3 y con un
hisopo esteéril se removié el microorganismo a un tubo estéril vacio y se agité en
un vortex por 10 segundos para homogeneizar la suspension, se leyd en un
gspectrofotdmetro hasta obtener una lectura de 41.68 de transmitancia.

NOTA 1: Si la lectura obtenida es mayor a 190 Unidades Klett (190 Unidades
Klstt corresponden a 41.68 transmitancia), agregar medio antibidtico
No. 3, hasta obtener la lectura deseada; si la lectura es menor a 190
U Klett agregar mas microorganismao.

PREPARACION DE LAS PLACAS

Se fundié el agar antibidtico No. 11 y se dejd enfriar a 47°C
aproximadamente, se checd que el pH fuera de 8, y agrego la cantidad de indeuio
necesaria para preparar una suspension al 1%.

Se homogeneizé perfectamente la suspension y vacié 7 ml de esta en cada
caja, se rotaron las cajas para esparcir bien el medio y se dejaron solidificar a
temperatura ambiente. (Se recomienda guardar las placas ya solidificadas en
refrigeracién, mientras se preparan las diluciones, no guardarlas durante una

noche).
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PREPARACION DE LA CURVA ESTANDAR

Para establecer la curva estandar se extrajo la virginiamicina de cantidades
crectentes de STAFAC 25.

La metedologia utilizada para Ja extraccion fue la siguiente:

Se pesd una cantidad determinada de STAFAC 25 y se colocd en un-
matraz (2 replicados); se le agregd 125 ml de &cido citrico a cada matraz y agitd
ultrasonicamente por 10 minutos. A cada matraz se le agregd 125 mi de acetona
y agito mecanicamente por 90 minutos.

NOTA 2: Mantener el pH entre 4 y 5 con acido clorhidrico 1 N o hidréxido de
sodio 1 N.

La técnica marca que hay que centrifugar la solucidn perc no precisa a que
revoluciones por minuto, a.que temperatura, ni por cuanto tiempo. Por lo que se
dejé reposar hasta sedimentar y se pasé el sobrenadante en un filtro Whatman
No.4. Se tomaron 2 ml de este extracto y se aforo a 100 m! con buffer fosfatado
pH 8. Este extracto se us¢ para empapar los discos para después depositarlos
sobre el agar. . ° : o

NOTA 3: La prueba debe hacerse dentro de las 24 hr posteriores a la
preparacién de las diluciones.

Suponiendd un rendimiento de extraccién del 100%, se pesaron las
siguientes cantidades para obtener las concentraciones deseadas en los extractos:

Concentracion Cantidad pesada
en el extracto de STAFAC 25
ppm d

0.4 0.20

0.6 0.30

0.8 0.40

1.0 0.50

1.3 - 0.65

2.0 1.00

Se escogieron estas concentraciones debido a que la vugunanicinag
contenida en el STAFAC 25 utiliza harina de trigo como vehiculo y suponiamos
que las concentraciones de virginiamicina que encontrariamos en el musculo del
camardn estaria entre éstos valores si no es que inferiores a ellos.
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Para cada punto de la curva estédndar se hicieron 4 cajas. En cada caja se
humedecieron 3 discos con el extracto correspondiente a 1 ppm (estandar interno)
y 3 discos de la solucion correspondiente a los puntos de la curva estandar. Los
discos se escurrieron perfectamente y se colocaron scbre el agar presionandolos
ligeramente para tener la seguridad de que estuvieran en contacto con el medio.

PREPARACION DE LAS MUESTRAS DE PELLETS Y CAMARON

Se analizaron muestras de pellets recién fabricados. El bioensayo tuvo una
duracidn de 42 dias; a los 28 dias de experimentacion se extrajo una muestra
representativa de camarones de cada dieta para determinar la actividad residual
del antibidtico. A los 42 dias finalizd el bicensayo y se volvieron a extraer
muestras represantativas de camarones asi como de pellets almacenados vy
también de pellets aimacenados vy lixiviados.

En la siguiente tabla podemos observar el tipo de muestra y el tismpo en
el que fué analizada. '

Tabla 3.- Muestras analizadas para cada una de las dietas experimentales.

MUESTRA RECIEN ALOS ALOS
ELABORADAS 28 DIAS | 42 DIAS

PELETIZADOS *

ALMACENADOS b

ALMACENADOS Y
LIXIVIADOS

TEJIDO
ABDOMINAL DE
CAMARON -

Los camarones utilizados para la determinacion de residuos de
virginiamicina, fueron transportados vivos en bolsas dentro de una hielera via
agrea al CIAD en donde se llevd a cabo este andlisis. Estos mismos fueron
descabezados, pelados y cortados en pequefios fragmentos, ya que se trataba de
determinar si es que en el tejido abdominal del mismo se encontraban residucs

del antibidtico.

21



Cada muestra se coloco en un matraz (2 replicados); se ie agregd 125 ml
de acido citrico a cada matraz y agitd uitrasénicamente por 10 minutos. A cada
matraz se le agregé 125 mi de acetona pura y agité mecanicamente por 90

minutes,

Se -verificd que el pH estuviera entre 4 v 5 y se dejé sedimentar,
posteriormente .5e tomd una alicuota de 50 ml y se aforé a 100 mi con buffer

fosfatado pH 6.

Supeniendo un rendimiento de extraccion del 100% dél alimento recién
peletizado de cada una de las dietas, se pesaron las siguientes cantidades para
obtener los extractos cuyas concentraciones pudieran ser ubicadas en €l rango

abarcado por la curva estandar:

DIETA GRAMOS

5 ppm= 10¢g
80 ppm = 749
100 ppm = 649
200 ppm= 10g

Para cada dieta se realizaron 1, 2 ¢ 3 diferentes extracciones; se utilizaron
3 cajas a las que se les colocaron 3 discos humedecidos con el extracto de cada
una de las dietas y 3 discos el estandar interno (1 ppm).

NOTA 4: Pesar 10 g-de la dista 200 ppm es un error, ya que la cantidad -
" necesaria para obtener un extracto de concentracién cercana a 1

ppm debe ser 2.5 g.

INCUBACION Y LECTURA DE LAS PLACAS

Una vez depositados los discos se invirtieron las cajas y se incubaron a
36°C por 18 hr. Finalmente se leyeron los diametros de inhibicion de cada dilucién
empleada y se hicieron los célculos correspondientes.
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En ia anterior fotografia se muestran las zonas de inhibicién provocadas por
la actividad del antibidtico (antibiograma). Cada caja contenia 6 discos, 3 discos
empapados en la solucién estandar v 3 empapados en la solucién va sea de
pellets o de camarén. Lo anterior se hizo para cada una de las dosis de

virginiamicina'y para el control, tanto en pellets como en masculo abdominal de
camaron. -

En este caso se muestran las zonas de inhibicidn en pellets, lo que nos
indica que si hay actividad de la virginiamicina sobre el microorganismo
Microccoccus luteus. '

Las zonas de inhibicion de menor didmetro corresponden al estiandar
interne i.e. 1 ppm, los otros didmetros de inhibicién mostrados corresponden a las
diferentes dosis de virginiamicina empleadas. :
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CALCULOS (Metode SmithKline & French, S.A.)

1)

5)

Se leen los didametros de las dareas de inhibicion de las diluciones de
la curva estandar, se saca el promedio y se designan como D 0.4,
D06, D08 D1.0,D13yD2.0.

Se leen los diametros de los discos con dilucién 1 ppm de cada
caja de la curva estandar y se saca el promedio. Se designa como
M0d4, M0B MO8 M1.0,M1.3yM20. )

Se calcula la media de todos los valores obtenidos para la dilucién
1 ppm, de las cajas de la curva estandar y se designa como M.

Calcular el didmetro correcto E, de acuerdo a la siguiente formuta:

Ei=D - Mi
E=Ei+M
Donde: D= didmetro promedio de cada punto de la curva
estandar.

Mi = diametro promedio dela dilucién de 1 ppm de
cada punto de la curva estandar.

M = promedio de los diametros de la dilucién de 1
ppm en todos los puntos de la curva estandar.

Ei= diferencia entre el didmetro de cada punto de la
curva estandar y el de 1 ppm.

E = para cada punto de la curva se va a obtener el
diametro corregido que se va a designar como
EQ4, E06 E08 E1.0,E1.3yE20.

Para cada dilucion de la muestra: calcular el diametro del punto
central (ME) v el correspondiente a ia muestra (DE).

Ei = DE - ME
E=E+M

Ya que se obtuvieron los puntos alineados, se colocan en la
ecuacion de la recta de regresién de la concentracion del extracto
en funcion del didmetro de inhibicion. Se utilizd esta prueba para
determinar la actividad de virginiamicina a partir de los diametros
corregidos de cada muestra. -
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También se realizaron analisis de de determinacion de virginiamicina
para cada una de las dietas experimentales por el método de cromatogratia de
capa delgada en el laboratoric de control analitico auxiliar de la industria quimico
farmacedtica Alfrede Rodriguez G., S.A. de C.V. en la Ciudad de Meéxico,
fechados el 3 de enero de 1993.

LIXIVIACION

Las dietas desarrolladas para camarones requieren uria buena estabilidad
para evitar la desintegracion derivada de la exposicion al agua y del proceso de
manipulacién del alimento por el animal durante la ingestion (Meyers y Zein,
s/afno). Minimizar el tiempo de busqueda por el animal es un factor principai para
lograr maximizar la eficiencia alimenticia. La excesiva lixiviacién de los nutrientes
esenciales de las raciones pobremente ligadas con un aglutinante afecta la
disponibilidad del alimento al animal asi como modifica las existentes
caracteristicas microbicldgicas del ambiente.

Los alimentos balanceados que se fabrican para camardn contienen
ingredientes atractantes como harina de pescado, harina de camardn y aceite de
pescado y un aglutinante sintético a base de urea formaldehido tipo Basfin, que
polimeriza por accion de calor, humedad, metales y cierto pH.

Las pruebas de lixiviacidén se utilizan para determinar la estabilidad vy la
perdida de materia seca de las distas en sl agua.

Se colocaron 15 g de cada dieta en bolsas de tela mosquitero. Estas
bolsas fueron expuestas al agua del estanque durante 2 hr a 37°C y 48 ppt de
salinidad y posteriormente secadas al sol y trasladadas al CIAD para su posterior
analisis microbioldgico asi como para determinar la pérdida de materia seca de
cada una de ellas. ' .
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EVALUACION BIOLOGICA EN GRANJA

La evaluacion biolégica de las dietas experimentales se llevd a cabo en la
granja de produccion comercial semi-intensiva "Las Lomitas® ubicada en
Escuinapa, Sinaloa, México; por medic de un bicensayo nutricional con una

duracién de 42 dias utilizando como material biolégico juveniles de Penaecus
vannamei.

Se construyeron 20 jaulas experimentales de 1m® con un armazon de varilla
para construccion de 1/2 de pulgada y forradas con malla de polietileno de alta
resistencia con una luz de malla de 1/8 de pulgada. Asi como también se

construyeron charolas alimentadoras de alambrén y tela mosquitera (0.25mx0.25
m). '

Se probaron las 5 dietas, una sin ingrediente activo (control), otras con el
ingrediente activo virginiamicina (cuatro dosis, 50, 80, 100 y 200 ppm). Cada dieta
se evalud por cuadruplicado, excepto la dista de 200 ppm que fue por duplicado
y la dieta control por 6 replicados.

Figura 3.- Jaulas de experimentacién utilizadas en el bioensayo.
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Figura 4.- Charola de alimentacion utilizada en el bioensayo.
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MATERIAL BIOLOGICO:

- CAMARONES JUVENILES (Penaeus vannamei)

Se seleccionaron animales de 1.6 a 2.5 g de peso, de procedencia silvestre
(postlarvas colectadas en el Centro de acopio de Cospita, Sinaloa), que habian
sido sembrados en el estanque a una densidad de 20 organismos/m?® (siembra
directa), un mes antes.
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DISTRIBUCION Y ROTACION DE LAS JAULAS
DE EXPERIMENTACION EN EL ESTANQUE

El estanque que se escogié para colocar las jaulas de experimentacion fue
el estanque # 9 de un total de 20 estanques en produccién en la granja "Las
lLomitas", ya que era el Unico estanque con organismos de !a talla adecuada para
el experimento y también a que su profundidad era la nacesaria para colocar las
jaulas de experimentacién. Este estanque es de forma rectangular, cuenta con
8 hectareas de superficie, con un nivel medio de agua de 1.20 m.

Las jaulas de experimentacidén fueron colocadas préximas a una de las
orillas del estanque de produccion comergial, la distribucion de los tratamientos se
hizo al azar.

Figura 5.- Distribucion de las jaulas de experimentacion en el estanque (del
31/ago/ al 16/sept/92).
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Este experimento se corrid a la vez con otra investigacion, por lo que las
jaulas no especificadas corresponden al otro experimento.

DIETA JAULA

Control 1,2,12,15,18,27
50 ppm 6,13,22,28

80 ppm | ' 4,11,26,31

100 ppm 3,10,20,25

200 ppm 8,32

Figura 6.- Distribucién de las jaulas de experimentacion en el estanqus (del
16/sept/92 hasta terminar el bioensayo). :
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Se rotaron las jaulas debido a que se sospechaba que las jaulas de la orifla
tenian menor columna de agua y podia aiterar el consume, haciendo un analisis
estadistico por fila de jaulas segun su consumg, no se encontraron diferencias

significativas del consumo entre las filas.

29



DISTRIBUCION DE LOS ORGANISMOS Y DE LOS TRATAMIENTOS

Cada individuo fue secado en un trapo himedo (para quitarle el exceso de
agua) y pesado en una balanza digital (Ohaus E400D Modelo C305-P, capacidad -
300 x .1 g). Los organismos pesados se distribuyeron a una densidad de 22
organismos por jaula (22orgs/m?). Al dia siguiente de la seleccion, se
reemplazaron los individuos que murieron a causa del estrés de manegjo y se
empezd a alimentar a los animales con las dietas experimentales.

Los camarones fueron alimentados de forma racionada 2 veces al dia,
manana y tarde (40 y 60% de la racién respectivamenie) por medio de charolas
alimentadoras para tener un mejor control sobre el consumo y para poder calcular
l[a Tasa de Conversién Alimenticia aparente. Se usa el término aparente debido
a gue no se tomod en cuenta el aporte de alimento por la produccidon natural del
estanque.

El alimento no consumido, las mudas y los camarones muertos encontrados
en la charoia de alimentacién se eliminaron diariamente y se llevd un registro de
estas observaciones.

Los camarones fueron pesados al inicio, a 10s 7, 14, 21, 28, 35 y 42 dias
del experimento, sustituyendo a los camarones muertos o faltantes por camarones
vivos del estanque con el mismo peso promedio de cada jaula en cada semana.

Los dias 28 y 42 se extrajeron muestras de camarones representativas de
cada tratamiento para determinar si existian residuos de virginiamicina en e! tejido
abdominal de los ejemplares. Los camarones de estas muesiras fueron
guardados vivos en bolsas de plastico (una para cada tratamiento) dentro de
hieleras de polietileno y transportados via aérea al Centro de Alimentacién y
Desarrollo en Hermosillo, Son., para el posterior andiisis de actividad antibiGtica

de la virginiamicina.

La tasa de alimentacién se determind en base a la biomasa total por jaula.
Las raciones por dia que fueron administradas:

- 40% de la racién en la mafana
- 80% de la racion en la tarde

El disminuir la tasa de alimentacion conforme aumenta la talla del camarén
ha sido revisado por un gran numero de investigadores.
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Tabla 4.- Tasa de alimentacion suministrada para cada una de las semanas de
experimentacion.

SEMANA 1

SEMANA 2

SEMANA 3

SEMANA 4

SEMANA 5

SEMANA 6 ”

1%

10%

10%

8%

6%

|

Cada semana se pes¢ individualmente a los camarones de cada jaula, de
Sada tratamiento reemplazandose a los organismos faltantes por el mismo peso
bromedio, para evitar efectos de interferencia por la diferencia de densidad entre
bs tratamientos.
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PARAMETROS DE LA EVALUACION BIOLOGICA

La evaluacion biolégica consistid en comparar la tasa de crecimiento,
conversidn alimenticia y sobrevivencia obtenida por las diferentes dietas en
condiciones ambientales y de manejo similares.

Estas determinaciones se obtuvieron mediante las siguientes férmulas:
1) Tasa de Crecimiento (TC) = incremento en peso en porcentaje del peso inicial.
peso final {g) - peso inicial (g)

TC = X 100
peso inicial (g)

2) Tasa de Conversidn Alimenticia aparente (TCA) = g de alimento consumido por
g de peso corporal ganado.

alimento consumido (g)

TCA =
: peso ganado (g)

Se considera Tasa de Conversidn Alimenticia aparente ya que no se tomé -
en cuenta el aporte de alimento por produccion natural (s decir, lo que aporta el

fitoplancton v bentos).

3) Tasa de Sobrevivencia = sobrevivencia promedio en porcentaje del nimero
inicial de animales cada semana.

No. final de animales
TS = X 100 en 7 dias

No. inicial de animales

4) Tasa de Mortalidad (TM) = mortalidad promedic en porcentaje en base al
numero final de animales por semana.

TM = 100 - TS semanal
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ANALISIS ESTADISTICO

A los pesos individuales y finales se les aplicé una prueba de
homogeneidad de varianza seguido de un andlisis de varianza y de una prueba
de comparacion mdltiple de medias por el método de Duncan para determinar
diferencias significativas por medio de una computadora PC con el programa
SPSS PC+ (1986).

Para la tasa de crecimiento, sobrevivencia, consumo y TCA se les aplics
el mismo analisis estadistico a los valores promedio de los replicados por dieta
por lo que se contd con 4 datos para las dietas 50, 80 y 100, 2 datos para la dieta
200 ppm y 6 para la dieta control.

Asi mismo se aplicd un andlisis de varianza sobre los pesos individuales

cada semana en los diferentes replicados de una misma dieta con el fin de
comprobar la homogeneidad de replicados de cada dieta. -
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PARAMETROS FISICO-QUIMICOS DEL AGUA DEL ESTANQUE

El factor mas critico que gobiermna el crecimiento éptimo y la sobrevivencia

de los camarones es la calidad del agua. Todas las actividades del camardn son
afectadas por las condiciones fisicas del estanque y la produccidn dptima de
camaron esta directamente correlacionada al mangjo optimo de los parametros
hidrolégicos mas que a cualquier otro factor. Del mismo modo, Ia baja produccion,
en muchos casos, puede ser directamente atribuido a la pobre calidad del agua.
Consecuentemente, se deben de monitorear meticulosamente los parametros
hidroldégicos para un buen desarrrollo de la produccion.

Los parametros fisico-quimicos del agua del estanque que se registraron

siguiendo la metodologia usada por los técnicos encargados de la granja son los
siguientes:

1)

2)

3)

4)

5)

7)

Oxigeno disuelto. (diariamente a las 800 am. y 400 pm.
aproximadamente. Por-medio de un oximetro de bateria en la salida del
agua del estanque) '

lones amonio y pH. (cada 3 dias. Por medio de un kit colorimétrico en la
salida del agua del estanque [Sea test kit, Aquarium Systems])..

lones nitritos y nitratos. (cada 3 dias. Por medio de un kit colorimétrico en
la salida del agua del estanque [Sea test kit, Aquarium Systems]).

Turbidez (diariamente a'las 4:00 p.m. aproximadaments. Por medio de un

disco de Secchi en la salida del agua del estanqus).

Salinidad (diariamente, dependiendo de la hora de bombeo. Por medio de
un refractdmetro en la salida del agua del estanque).

Temperatura (diariamente a las 6:00 a.m. y 4:00 p.m. aproximadamente.
Por medio de un termdmetro en la salida del agua del estanque).

Recambio de agua (diariamente a las 6:00 am. y 4:00 p.m.

aproximadamente. Por un nivel con escala métrica colocado a un costado
de las jaulas de experimentacion).
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RESULTADQOS
FORMULACION Y FABRICACION DE DIETAS EXPERIMENTALES
ANALISIS PROXIMAL
Como se muestra en la tabla de andlisis proximal de las dietas en base
humeda, el nivel de proteina entre las dietas varid de 32.24 (dieta control) a
35.35% para la dieta de 100 ppm, esto es, una diferencia de 3.11% entre estas

dietas. El extracto etéreo varidé de 5.59 a 6.86%. El ELN varié en un rango de
36.99 a 41.37%.

Tabla 5.- Analisis proximal de las dietas en base humeda (%).

DIETAS EXPERIMENTALES

0 ppm 50 ppm 80 ppm 100 ppm | 200 ppm

" HUMEDAD 7.67 8.51 7.65 6.27 6.70

MATERIA 92.33 91.94 92.35 93.73 93.30
SECA

CENIZA 8.09 9.27 10.46 9.77 10.29

EXTRACTO 5.59 5.63 6.33 6.35 6.86
ETEREO

FIBRA CRUDA 5.04 3.41 3.83 5.27 3.03

PROTEINA 32.24 32.68 34.12 35.35 35.27

ELN 41.37 40.50 37.61 36.99 37.85

ANALISIS DE LA ACTIVIDAD ANTIBIOTICA EN PELLETS Y CAMARON
Primeramente se estandarizé la técnica microbiclogica gue marca el

Laboratorio de Smith & Kline, y se trazé una curva estandar obteniendose lo
siguiente:
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Tabla 6.- Valores de diametros de inhibicién para la curva estandar de
virginiamicina (STAFAC 25 MR).

CAJA DISCO 04 1 1] 1 08 1 1 1 1.3 1 2 1
PETRI ppm pRm ppm ppm ppm ppm ppm ppm ppm ppm ppm ppm
1 1 ) 10 13 14 14 123 12 I 14 13.5 16.6 15 18 13

2 i0 13 i2.5 13 125 13 14 13 16 14 17 13.5
3 1 i2 135 12.5 13 13.5 14 13 15.5 14 165 | 14.5
2 1 8.5 13 13 14 11 15 12 14 15 14 17 15
2 875 13 14 14 14.5 1& 13 14 1§ 13.5 18 14
3 10 12 13.5 13 1 14 13 13 t5 14.25 16.5 ND
3 1 9 12.5 12 13 12 13 13 4 15 16.5 18 15
2 8.5 13.5 12,5 125 13 13.5 14 13.5 16 13.5 17 13
3 10 12 12 13 12,5 135 4 14 16 14.5 17 13
4 1 85 13.5 135 15 1.8 14.8 13 13 i5 14.5 " 185 13,5
2 12 13 14 13.5 13 15 14 14 15 14 18 12.5
a 13 12 13 13 12.5 13.5 13 13.5 14,5 14.5 18 14
o= 10.1875 13.125¢8 12.41686 13.5000 15,4583 17.2916
1ippm = 12.70383 13.375 12,7916 13.5416 14.3541 13.7272
- 11.0601 13.3309 l 12.205% 13.3293 14.6851 17’.1453

ND = No determinado
D = diametro promedio de cada punto de la curva estandar.

M= promedio de los diametros de la dilucion de 1 ppm (estandar interng)
en todos los puntos de la curva estandar. _
E = diametro de inhibicidn corregido para graficar en la curva estandar.

La siguiente grafica nos permite observar los puntos que se determinaron

en base al método microbiclégico antes descrito y la recta de regresién calculada
a partir de éstos puntos, con la siguiente ecuacion: y = 10.1 + 3.5x.
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Grafica 1.-
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Tabla 7.- Puntos de [a Curva estandar.

Concentracion

de 04 0.6 0.8 1.0 1.3 2.0
virginiamicina

(ppm)
E = observado 11.0601 13.3309 | 12.2059 | 13.5393 | 14.6851 | 17.1453
E = calculado 0.27 0.92 Q.60 0.98 1.3 2.01

Los andlisis de la actividad antibidtica que se realizaron en ias dietas
experimentales para determinar ia actividad residual del antibidtico, asi como en
tejido abdominal de camardn a los 28 y 42 dias de experimentacion, se muestran

- a continuacion (Tabla 8 , Grafica 2).

37




Tabla 8.- Resultados obtenidos para cada una de las muestras de tejido
abdominal de camardn y de las dietas experimentales.

DIETA TEJIDO PELLETS RECIEN PELLETS PELLETS
REPLICADOS ABDOMINAL (ppm) FABRICADOS ALMACENADOQS ALMACENADOS Y
(ppm) {ppm) LIXIVIADOS (ppm)
0 ppm < .04 0.0 0.0 0.0
50 ppm <004 5£3.65 27.41 . 16.84
&0 ppm <0.04 47.31 37.65 35.10
promedio <0.0_4 50.48 32.73 25,97
D.E. 0 4,48 8.95 12.91
80 ppm <0.04 42.37 41,92 36.64
80 ppm <0.04 46.78 50.79 32.90
promedic <0.04 44.57 46.36 34.77
D.E. 0 an 8.27 2.64
100 ppm <0.04 -14.78 2.00 31.13
100 ppm «0.04 66,29 7.98 44,09
100 ppm (.04 -12.32 ND ND
promedio <0.04 66.29 7.98 37.81
D.E. 0 46.11 7.085 2.16
200 ppm <0.04 92,48 94,19 89.18
200 ppm d <0.04 103.56 91.61 102.95
premedio <0.04 98.02 92.90 96,07
D.E. ] 7.83 1.82 9.73

*" No se ooservg ninguna zona da inhibicion.
** Se obsavé un didmetre de inhibicién muy bajo, traduciendose en la recta de regresién

en un reésultado negativo de concentracién de virginiamicina.
El Iimite de deteccidn del métedo es de 0.04 ppm {Grdfica 1).
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Los resultados reportados del laboratorioc de control analitico Alfredo
Rodriguez G., S.A. de C.V., muestran que no se detectd virginiamicina en ninguna
de las muestras de las dietas experimentales analizadas por cromatografia de
capa delgada.

Como se observa en la Tabla 8, en las muestras de camardén no se detectd
residuo aiguno. El resultado con menos variacion entre los replicados se obtuvo
con la dieta 200 ppm. En cuanto a los pellets recién fabricados, los valores
promedios de actividad antibidtica corresponden al 0, 44.28, 33.71 y 50.89% de
pérdida con respecto al nivel de inclusion en las férmulas de 50, 80, 100 y 200
ppm respectivamente,

En cuanto a los pellets almacenados, la pérdida corresponde al 34.54,
42.05, 92,02 y 53.55% de las dosis respectivas. Y por llitimo en cuanto a pellets
almacenados v lixiviados, la pérdida corresponde al 48.06, 56.53, 62.39 y 51.96%

de las dosis antes mencionadas.

Grafica 2.-

ANALISIS DE ACTIVIDAD
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LIXIVIACION

Tabla 9.- Porcentaje de pérdida de materia seca de cada una de las dietas
experimentales.

DIETA PORCENTAJE
DE PERDIDA DE
MATERIA SECA
0 ppm 22.29%
50 ppm 22.60%
80 ppm 26.38%
100 ppm 30.93%
. 200 ppm 31.90%

Grafica 3.-

% DE PERDIDA DE MATERIA SECA
DE LOS PELLETS LIXIVIADOS

% PERDIDA
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TRATAMIENTOS
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DIETA 100 ppm EFE DIETA 200 ppm

El porcentaje de pérdida de materia seca, varié de 22.29% a 31.90% segin
las dietas {Tabla 9). De manera general a mayor concentracién de virginiamicina
en las dietas, se obtuvo una mayor pérdida de materia seca.

40



EVALUACION BIOLOGICA EN GRANJA

Alfinal 42 dias de experimentacion, se registraron los pesos finales de 6.68
a 6.88 g segun los tratamientos, es decir, tasas de crecimiento de 300 a 325%
{tabla 10, grafica 4). Las tasas de conversién alimenticia aparente variaron de
2.6 a 2.8 y la mortalidad semanal registrada de 5.6 a 6.6.

Tabla 10.- Resumen de resuitados zootécnicos obtenidos del bioensayo
nutricional.

PRUEBA DIETA DIETA DIETA DIETA DIETA P
CONTROL 50 ppm 80 ppm 100 ppm 200 ppm
DOsIS 0 50 80 100 200
DURAGCION (DIAS) 42 42 42 42 42
No. 22 22 22 22 22
CAMARONES
No. 6 4 4 4 ' 2
REPLICADOS
PESC INICIAL {(g) 1.68 1.87 1.59 1.63 1.61 0.37
a a a a a
OE 0.07 0.02 0.04 0.06 0.02
PESO FINAL (g) 6.74 6.63 6.77 6.88 6.83 0.93
a a a a a
DE 025 0.35 0.18 0.40 0.68
GANANCIA DE 5.08 5.0% 5.18 5.24 522 0.85
PESO (G) a a a a a
DE 0.25 0.34 0.21 0.38 0.70
\ % DE 306a 300 a 325 a 32a’ 323a 0.54
CRECIMIENTO
DE 22.93 17.17 22.60 28.23 48.76
TCA APARENTE 26 28 26 27 28 0.94
a a a a a
DE 0.29 0,15 0.53 0.60 0.81
% MORTALIDAD 57 5.6 6.6 57 5.7 0.98
SEMANAL a a a a a
DE 1.64 1.45 317 523 16

) F = probabiiidad del andlisis de vananza entie 1os tratamienios.
Valores con letras similares no musestran diferencia significativa.
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Los resultados obtenidos del bioensayo nutricional no muestran diferencias
significativas entre los tratamientos en cuanto a peso final, % de crecimiento, tasa
de conversidn alimenticia aparente y mortalidad.

El porcentaje de crecimiento en todo el bioensayo fue de 306 para la dieta
control, 300, 325, 322 y 323 para las dietas 50, 80, 100 y 200 ppm
respectivamente. La dieta 80 ppm tuvo el mejor porcentaje de crecimiento,
aunqgue no se obtuvieron diferencias significativas entre los tratamientos. .

Gréfica 4.-

% CRECIMIENTO GLOBAL DE P. vannamei

con diferentes dosis de virginiamicina
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En la grafica 5 se muaestra la curva de dosis-respuesta con respecto al
porcentaje de crecimiento y de las dosis de virginiamicina administradas en las
dietas, donde se muestra que la dieta de 80 ppm se obtuvo &i valor mas alto (325)
con respecto al crecimiento.

Gréfica 5.-

CURVA DOSIS-RESPUESTA
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No se obtuvieron diferencias significativas. La adicién de virginiamicina no
mejord significativamente (P = 0.54) el crecimiento de los camarongs con respecto

al control,
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En la semana 4 la dieta 200 ppm tuvo el mayor incremento en peso,
obteniendo una diferencia significativa del 19% (P < 0.05) con respecto al control
y a la dieta 50 ppm. Pero globaimente no existié ninguna diferencia significatica
entre los tratamientos. En esta misma grafica podemos observar que en la
semana 5 existid una dlsmlnumon considerable del incremento en peso de todos
los tratamientos.

Grafica 6.-

INCREMENTO EN PESO DE P, vannamei
por semanda de experimentacion

Pesc en gramos

TIEMPO EN SEMANAS
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Se presentan en la Tabla 11 los pesos finales por semana con el resultado
de la comparacion de medias y en la grafica 7, la curva de crecimiento de los
diferentes tratamientos donde no se obtuvieron diferencias significativas entre los

{ratamientos.

Tabla 11.- Peso promedio y desviacidn estdndar por

semana.
DIETA PESO SEMANA 1 SEMANA 2 SEMANA 3 SEMANA 4 SEMANA 5 SEMANA &
INIGIAL

0 1.88 2.40 a.30 4,72 5.45 610 6,74

ppm
DE 0.07 0.2 0,20 0.18 0.22 0.18 0.25
&0 1.67 2486 329 4.57 5.42 6.06 8.68

ppm
-DE 0.02 0, 19_ 021 o4 0.37 0.32 035
50 1.59 2.38 356 4,49 555 6.05 ‘877

ppm
" DE 0.04 0.09 0.8 0.16 0.13 0.19 0.18
100 ppm 1.63 2,35 328 4.57 5.66 6.14 6.88
DE 006 .10 0,08 0.06 0.08 0.26 Q.40
200 ppm- 1.61 2N 3.13 4.42 5.54 5.90 6,83
CE 0.02 0.12 0.21 0,02 0.16 0.42 0.68
P 042 . 058 ) 0.297 0.78 0.30 0.44 0.57

~ P = probabilidad de que exisia dierencia entre los tralamientos cada semana.

Gréfica 7.-
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Gomo observamos de la grafica anterior, no se presentaron diferencias

significativas entre los tratamientos.

El consumo de alimento aumenté semana tras semana, debido al
incremento en biomasa y edad de los camarones en experimentacion, en la
semana Sy 6 el consumo de alimenio disminuyé en un 17.19% (DE = 4.10),

probablemente debido a la mala calidad d

4 del experimento.

Tabla 12.- Consumo de alimento por semana de cada tratamiento (g).

el agua registrada al final de la semana

DIETA SEMANA 1 SEMANA 2 SEMAMA 3 SEMANA 4 SEMANA 5 SEMANA &
C ppm 23.39 34.89 48.25 52.29 45.47 41,13
DE 1.82 2.56 2.69 2.1 4.94 1.14

£§0 ppm 24.31 3562 47,05 52.12 44.60 40.87
DE *1.03 1.66 4.19 548 8.15 1.32

80 ppm 24.46 34.28 49.35 54,20 44.71 40,99
DE 1.06 1.39 3.48 234 576 76

100 pom 24.03 35.08 48.94 54.10 44.73 41,84
CE 24 1.38 1,50 1.9 8.72 2.5¢

200 ppm 237 322 43.21 54,13 41.30 40.42
CE 43 3.83 1.37 a2 .79 1.88
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La tasa de conversion alimenticia aparente por tratamiento para cada
semana se obtuvo haciendo un promedio de cada tasa de conversién alimenticia

de cada una de las jaulas de cada tratamiento.

Tabla 13.- Tasa de conversid

n alimenticia aparente por tratamiento en cada

semana. )
DIETAS SEMANA 1 SEMANA 2 SEMANA 3 SEMANA 4 SEMANA 5 SEMANA 6

0 ppm 15 1.8 1.8 24 4 341
DE 643 0.29 022 0.36 170 0.41

50 ppm 1.8 2 1.8 3 37 33
DE 0.34 0.18 0.26 1.08 0.68 0.75

80 ppm 1.4 25 2 24 47 32
DE 0.1 1.35 0.15 022 3.14 0.38

100 ppm 1.5 1.9 1.4 24 &7 29
DE 0.12 0.23 0.25 0.08 3 0.42

200 ppm 18 1.7 15 23 7 23
DE 0.45 o1 012 .18 396 G.61

No hubo diferencias significativas entre los tratamientos para cada una de
Presentandose las mejores tasas de conversion alimenticia al
principio del experimento zootécnico. También cbservamos que las tasas de
conversion alimenticia con valores mas altos se presentaron en la semana 5,
volviendo a disminuir en la semana 6.

las semanas.
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La mortalidad semanal registrada cada semana por tratamiento se obtuvo
haciendo un promedic de los organismos faltantes para cada jaula para cada uno
de los tratamientos por semana.

Tabla 14.- Mortalidad promedio de Penagus vannamei registrada por tratamiento
en cada semana (%). -

| DIETAS SEMANA 1 SEMANA2 | SEMANA3 SEMANA 4 | SEMANAS SEMANA 6
© ppm 1.52 1.52 9.86 4.55 10,61 6.07
DE 3.71 234 7.82 497 7.95 371
60 ppm 2.28 2.28 6.89 3.42 12.65 7.96
DE 454 2.62 5.86 227 .42 9.35
80 ppm 4.55 6.83 2.28 3.42 12.51 10.24
DE 5.24 5.86 262 227 11.36 5.72

100 ppm 3.41 5.69 3.41 7.96 4.55 a1
DE 6.81 8.60 6.81 7.76 6.42 8.29
200 ppm 0 6.82 2,28 " 6.83 6.83 11.37
DE 0 9.63 3.21 3.21 3.21 3.21

De los datos obtenidos de la tabla 14, podemos mencionar que la semana
5 fué en donde se presentd mayor mortalidad, para todos los tratamientos;
presentandoe los tratamientos control, 50 y 80 ppm los vaicres mas altos.
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PARAMETROS FISICO-QUIMICOS DE LA CALIDAD DEL AGUA DEL
ESTANQUE EN EXPERIMENTACICN

OXIGENO DISUELTO:

Durante el bioensayo nutricionallos valores registrados de oxigeno disueito
en el agua del estanque por la mafiana variaron en un rango de 2 a 6 ppm, pero
en las semanas 4 y 5 los valores variaron de 2 ppm a 3 ppm, siendo el valor
minimo recomendable para el cultivo de camarén de 3 ppm (grafica 8). Los
valores registrados en la tarde fueron de 6 a 13.5 ppm.

Gréfica 8.-
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AMONIO IONIZADO:

En ocasiones la tasa de amonio ionizado alcanza valores de 0.065, 0.09 y
0.03 ppm sin peligro para los camarones; tomando en cuenta el pH, la salinidad
y la temperatura, éstos valores son inferiores a 0.1 ppm de amonio no ionizado

(nivel toxico para camarodn) (grafica 9).

pH:

El pH registrado durante el bioensayo nutricional varid de 8 a 8.2, siendo
éstos valores bajos si se compara con la lectura de Secchi registrada (gréfica 9.

Grafica 9.-
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NITRITOS Y NITRATOS:

El registro de los iones nitritos y nitratos se llevd a cabo cada-3 dias. No

se obtuvo lectura para nitritos por lo que no se presentan en la grafica. Los
valores del ion nitrato variaron de 0 a 4 ppm, presentando el valor més alto en la

semana 4 de experimantacion (gréfica 10).

Gréafica 10.- ’__;
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TURBIDEZ:

Los valores de turbidez registrados con el disco Secchi variaron en un
rango de 20 a 40 cm, considerados rangos normales para el cultivo de camarén

en estanques (grafica 11).

Grafica 11.~

cm Secchl
o}

Turbidez del agua del estanque
registrada per medio del Disco de Secchi

45

:::W[;XMTTT

30[

25

20

15+

24-AGOSTO A1 az7 4 ] 28 05
Dias Bloensdyo

—— Turbidez

LV. WA

12

Ie

1020091548

51



SALINIDAD:

Los valores de salinidad registrada durante el bioensayo variaron de 47 a
58 ppt. Siendo registrados los valores mas altos en las dos primeras semanas de
experimentacién, posteriormente se presenté una estabilizacion en cuanto a los
valores de salinidad hacia -las dos ultimas semanas del experimento (49 ppt)

(grafica 12).

Grafica 12.-
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Las temperaturas registradas durante el experimento variaron de 26 a 37°C.
La temperatura dptima reportada del agua del estanque es de 25 a 30°C, siendo
las temperaturas registradas en la tarde generalmente superiores a las dptimas,
lo que pudo contribuir a incrementar el estrés de los animales en experimentacion.

Grafica 13.-
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DISCUSION
COMPOSICION DE LAS DIETAS EXPERIMENTALES

Aunque las dietas experimentales fueron formuladas con gl fin de ser
isoproteicas (35% base himeda), la diferencia en los porcentajes de proteina
encontrados (maximo 3%) no corresponde a lo esperado, posiblemente aebido a
la falta de precisién en el pesado de los ingredientes a escala comercial y a la
variabilidad del analisis bromatoldgico (cosficiente de variacion del orden del 10%).
Los niveles de lipidos encontrados en las dietas variaron en 1.2% probablemente

por las mismas razones.

Si consideramos cuales dietas fueron afectadas por esas variaciones
aleatorias en nutrientes, constatamos (Tabia 5) que las dietas con 80, 100 y 200
ppm fueron favorecidas simultaneamente en proteina (+2%) y en lipidos (+1%)
resultando en un contenido mas alto en energia. Eso podria ser una de las
~ razones de la ligera ventaja en el crecimiento para esas 3 dietas; sin embargo, se

trabajé con niveles de nutrientes para cubrir los requerimientos (Akiyvama et al,
1991) con cierto margen de seguridad: los valores protéicos obtenidos en base
himeda 32.24 a 35.35 % en las dietas experimentales se encuentran dentro del
rango propuesto por New (19786), aunque, Convin (1976) y Colvin y Brand (1977}
consideran que los niveles éptimos de proteina varian desde 25 a 40% para
Penaeus vannamei y el porcentaje de proteina que recomiendan es del 30%
(Smith et al, 1985 en Akiyama, et al 1991). Los niveles de lipidos encontrados
en nuestra dieta variaron de 5.59 a 6.86%, estos se encuentran dentro de los
niveles recomendados por Akiyama et al (1991), de 6 a 7.5% para camaron,

En nuestra dieta encontramos de 36.99 a 41.37% de ELN, esas diferencias
son ligadas al aumento en proteina vy lipidos en ias dietas 80, 100 y 200 ppm.
Cabe senalar que la adicion creciente de Stafac 25 no es la causa del cambio de
compaosicion bromatolégica de la dieta por dos razones: 1) por los bajos niveles
de inclusion (maximo 0.8% de la férmuia). 2) porque se adicioné en sustitucion
de harina de trigo, que es exactamente el mismo vehiculo de este aditivo.

Por lo tanto, podemos considerar que las ligeras diferencias en el
contenido de proteinas, lipidos y carbohidratos de las dietas experimentales no

afectaron el resultado del experimento

El aglutinante utilizado en alimentos para especies de produccidn acuicola
es de naturaleza diferente a los utilizados en alimentos para aves, cerdos o
rumiantes; esto se debe a que el alimento de especies acuicolas debe
permanecer cierto tiempo en el agua sin perder su integridad ni permitir la perdida
de los nutrientes por el proceso de lixiviacion y por el manipulec de los alimentos
por el camarén. El aglutinante utilizado en las dietas experimentales fué a base
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urea formaldehido, tipo Basfin; este polimeriza por efecto de humedad y
temperatura el radical amino de la urea pero también puede polimerizar con los
radicales amino de otros componentes de la dieta disminuyendo su solubilidad,
por lo que puede bajar la digestibilidad de los nutrientes. Los factores M, y S, de
la virginiamicina no tienen radicales aminc libres por i0 que se desconoce €l tipo
de reaccidn quimica gue pueda ocurrir entre la virginiamicina y el aglutinante.

ANALISIS DE ACTIVIDAD ANTIBIOTICA EN PELLETS Y CAMARON

De acuerde con los antecedentes, se esperaba encontrar una inactivacion
unicamente del orden del 8-12% en los alimentos por efecto del peletizado
(Norden, 1991a); de tal manera que nuestras dietas deberian tener una actividad
residual, al mencs después del peietizado, de 40, 70, 9C y 180 ppm
respectivamente. Sin embargo, la pérdida imporntante y variable encontrada con
el métedo microbioldgico asi como la ausencia total de virginiamicina reportada
por medio de un metodo quimico: cromatografia en capa fina (técnica
especializada de identificacion del antibidtico) son resuitados contradictorios que
llevan a poner en cuestion el mezclado, la metodologia de los andlisis y la
estabilidad del antibiético en los alimentos peletizados.

Si el problema hubiera sido la falta de homogeneidad del aditivo en el
alimento por el proceso del mezclado, la actividad antibidtica encontrada deberia
ser superior, menor o igual a la esperada. Sin embargo, la actividad encontrada
siempre fue menor a la esperada, por lo que esta hipdtesis puede ser aliminada.

Metodologia del andiisis: precision y extraccion. Seguin Ralph Fell de A.L
Laboratories (com. pers, 1894), los métedos microbiolégicos pueden tener un
porcentaje de variacion del orden del 30% y seguir considerandose dentro de los
valores normales de veracidad, o que lleva a una falta de exactitud en
determinaciones realizadas por este método. Salvatore (1993} menciona que casi
todos los sistemas de difusidn carecen de especificidad y requieren de
confirmacién por sistemas especiaies para la apropiada identificacidon de
antibidticos individuales. Estos métodos asumen que la dosis del antibidtico es
proporcional al tamario de la zona de inhibicién, por lo que la respuesta dei
organismo es primariamente responsable de la precision y estas determinaciones
son efectivas midiendo sélo en especies bioldgicam ente activas. En nuestro caso
no hay duda sobre la constancia de la sensibilidad de la cepa M. luteus, la cual
fue comprobada en cada caja gracias al testigo positivo de concentracién 1 ppm.
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Siguiendo el método que marca SmithKline & French, suponiamos una
extraccion del 100% del antibidtico a parir de las dietas experimentales.
Tomando en consideracién los porcentajes la pérdida de actividad de la
virginiamicina en los pellets recién fabricados, almacenados y lixiviados, vemos
que existe un incremento en el porcentaje de pérdida conforme aumenta la dosis
anadida en las dietas (sin tomar en cuenta a la digta 100 ppm, ya que los valores
de esta dieta presentan una gran desviacion con respecto a los resuftados de
todas las otras dietas), lo que hace suponer que la extraccion de ia virginiamicina
de los pellets, etapa previa al empapado de los discos del antibiograma, no fue

completa.

Varias etapas del proceso de extraccion presentan riesgos de pérdida de
la virginiamicina: 1) Etapa de contacto con los solventes: una cantidad excesiva
de material puede saturar l0s sclventes e impedir la extraccion completa de la
virginiamicina presente en la muestra. La saturacion de los solventes parecio
particularmente posible con la muestra de 10 g del alimento 200 ppm. La
extraccion completa de la virginiamicina de esta muestra deberia conducir a una
concentracién de 4 ppm en la solucidn depositada sobre los discos, con la
necesidad de extrapolar la curva estandar hasta un didmetro de inhibicidn cercano
a 30 mm; sin embargo, se obtuvieron diametros cercanos a 18 mm, llegando a la
conclusién de que se habia perdido la mitad del antibiético durante la extraccion.
2) El pH se mantuvo acido con las muestras de 10 ¢ de alimento por io que este
factor parece no haber influido én la eficiencia de la extraccidn. 3) LLas grasas
animales u otros componentes de las dietas como el aglutinante en las dietas
pudieron secuestrar la virginiamicina, disminuyendo la eficiencia de la extraccion.
4) Efecto "matriz": es probable que se haya extraido no solo la virginiamicina de
las muestras sino también ofras sustancias presentes en la muestra, llamadas
"matriz®, las cuales pueden limitar la difusién de la virginiamicina en el agar por
efecto de obstruccién de los poros. La matriz del alimento seguramente es mas
compleja que la de la harina de trige presente en el STAFAC, lo que conlleva a
una posible reduccion del diametro de inhibicion, que no se tomd en cuenta al
usar una curva estandar establecida con cantidades crecientes de STAFAC 25;
sin embargo, este efacto debid de actuar de ia misma manera con la dieta 50 ppm
que con las otras dietas; por lo tanto, se puede considerar que el efecto "matriz”
no fue importante. 5) Etapa de filtracion: el método original menciona una etapa
de centrifugacion antes de diluir una alicucta del extracto y de depositar en discos
de papel; sin embargo, en lugar de centrifugar se dejé decantar y se filtro el
sobrenadante sobre un fiitro de papel el cual pudo haber absorbido parte de la
virginiamicina. 6) Conservacion del extracto: desde la extraccién hasta el depdsito
en el disco pudieron haber transcurride varias horas a temperatura ambiente y en
presencia de luz, posibles responsables de la inactivacion de la virginiamicina en

ciertos extractos.

El problema de extraccién se reconfirma con los resultados de
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cuantificacién de virginiamicina, obtenidos por un laboratorio particular de control
analitico, mediante cromatografia de capa delgada los cuales reportan que no se
detectd la virginiamicina en los mismos alimentos, a partir de extractos con
metanol. Esto hace suponer que el método de extraccion del antibidtico para su
posterior analisis con cromatografia de capa deigada tampoco fue el adecuado.
Los resultados del andlisis microbioldgico demusestran que si existié virginiamicina
en las dietas experimentales, ya que se obtuvo didmetro de inhibicion- para las

muestras analizadas de pellets de [a diferentes dietas.

Por ofro lado, al no obtenerse diametros de inhibicidn para las muestras de
tejido abdominal de camardn extraidos de la misma forma, se comprueba que los
reactivos de extraccidn por si sélos no tienen un efecto antimicrobiano que fuera
la causa de los didametros de inhibicidon encontrados en ios alimentos.

Otra evidencia de la deficiente extraccidn la constituye las 3 extracciones
repetidas de la dieta 100 ppm recién peletizada. Cuando una de las extraciones
did 66 ppm, para los otros dos extractos se registrd un diametro de inhibicidn
inferior a 10 mm, dando como resultado un valor cercano a 0 ppm (Tabia 8,
valores negativos).

Del examen del método de extraccion, resaita que fendmenos tales como
la saturacidn de los solventes, el secuestro de la virginiamicina por las grasas de
la dieta, y [a filtracidn del extracto sobre &l papel, son factores que alteraron la
cuantificacién de la virginiamicina en el alimento. Siendo la hipdtesis del
secuestro de la molécuia de virginiamicina por algun ingrediente de la dieta la que
explicaria los resultados obtenidos tanto microbicldgica como quimicamente.

Para fines de las interpretaciones del bioensayo no podemos asegurar él
nivel de virginiamicina residual que realmente recibieron los camarones en el
alimento. Sin embargo, los resultados del bicensayo representan la respuesta al
gfecto del alimanto con virginiamicina fabricado comercialments ba jo condiciones

de cultivo comercial.

EVALUACION BIOLOGICA EN GRANJA

Considerando la forma de accidn de la virginiamicina sobre la flora
bacteriana del tracto digestivo, se hizo necesario evaluar este producto en granja
y no en [aboratorio, por la relacion de la flora microbiana en el medic ambiente.
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Se propuso un bicensayo en jaulas y no estanques porgue existen
variaciones muy importantes de las condiciones fisico-quimicas de un estangue
a otro, aun dentro de una misma granja. Ademas, &l costo del bioensayo es mas
econdmico y se puede considerar como representativo de la produccion a escala

comercial.

Los resultados obtenidos del bioensayo nutricional no muestran diferencias
significativas entre los tratamientos en cuanto al peso final, tasa de crecimiento,
TCA aparente y mortalidad. La ausencia de resultados positivos de la
virginiamicina en este expearimento pudo debsrse a razones ligadas al mecanismo
de accion del antibidtico utilizado en los camarones, a la necesidad de un disefio
experimental mas robusto y a las condiciories ambientales en el estanque durante

el desarrollo del experimento.

Cabe resaitar gue estos resuitados pudieron deberse a que el efecto
positive del STAFAC 25 MR es disminuido ¢ nulificado debido al alto % de grasa
en las dietas: retomando los resultados obtenidos del anaiisis proximal de las
dietas experimentales elaboradas, tenemos que, &l contenido de grasas en las
mismas varié de 5.59 a 6.86%, siendo las fuentes principales de lipidos la iecitina
de soyay el aceite de pescado. Existen recientes publicaciones en donde se ha
demostrado que el efecto positivo en crecimiento del STAFAC en raciones para
cerdos se reduce o es anulade cuando se agrega mas del 3% de grasa animal en
el alimento (A.L. Laboratories, 1994). Debido a esto, podriamos pensar que en &l
presente experimento la nula diferencia significativa en el porcentaje de
crecimiento, ganancia de peso, TCA y mortalidad con respecto ai control pudo
deberse al porcentaje de grasa anadida a las dietas. También este porcentaje
de grasa en las dietas experimentales pudc interferir en la extraccidén de
virginiamicina de las dietas, aumentando de esta manera el error en la
determinacién, asi como al tipo de agiutinante empleado que no permitié la
liberacién de los nutrientes y/o atractantes.

Por otro lado, si la extraccion de la virginiamicina debe hacerse a un pH
acido, es posible que este antibidtico no se solubilice en el agua del estanque de
cultivo de camardn, debido a que el pH es de 8 y el agua marina actiia como
buffer hacia el rango de la alcalinidad. Asi mismo, este antibidtico podria no ser
soluble y active en el tracto digestive del camardn peneido por tener este un pH
béasico en todo el recorrido del alimento por su tracto digestivo.

Ademas, el reemplazar a los organismos muertos o faltantes en cada jaula,
cada semana, con organismos de peso similar del estanque no sometidos a las
dietas experimentales, hizo gue el tiempo de accidn de la virginiamicina sobre
algunos camarones fuera reducido. Cabe resaitar que el pesar a los camarones
cada semana es un factor de estrés para los organismos en experimentacion.
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Todos los anteriores factores posiblemente contribuyeron a que no se
presentaran diferencias significativas entre los fratamientos y el control. La
funcionalidad de la virginiamicina pudo haber sido afectada por el alto porcentaje
y el tipo de grasas en la férmula, asi como, el pH del estanque y del tubo
digestivo del camardn. Otras limitantes para la sensibilidad del experimento
pudieron ser: el disefic experimental (numero limitade de animales vy jaulas), ei
tiempo reducido de accion de la vurglmam icina, asi como el estrés de manejo y

ambiental.

PARAMETROS FISICO-QUIMICOS DE LA CALIDAD DEL AGUA DEL
ESTANQUE EN EXPERIMENTACION.

La calidad del agua del estanque a lo largo del experimento no fue siempre
la mas adecuada para el éptime crecimiento de los camarones, problemas de
oxigene causado por la falta de bombeo o recambio de agua, asi como, una
. elevada salinidad fueron las principales dificuitades presentadas en el
experimento. Sin embargo, estas variables son propias de cualguier granja y
reflejan condiciones de aplicacién reales.

OXIGENO

El extremo agotamiento de oxigeno en un estanque de cultivo muchas
veces resulta en grandes mortalidades de camardn. Cuando las concentraciones
de oxigeno disuelio caen por debajo de 3 ppm se puede observar a los
camarones nadando en ia superficie (Villalon, 1991) tal y como ocurrid en [a
semana 5 de experimentacién en donde fueron mas frecuentes los niveles de
oxigeno por debajo de 3 ppm, lo que lleva a los camarones a un estrés muy
grande, provocando asi una disminucion de crecimiento, alta TCA aparente y una
marcada mortalidad. El oxigenc fue un factor muy importante que contribuyé ai
estrés de los organismos en experimentacién. El nimero de camarones muertos
en la orilla es generalmente una fraccion muy pequena de la probable mortaiidad

en el fondo del estanque

AMONIO

Los valores de amonio ionizado registrados no sobrepasan los limites de
tolerancia reportados para camardn (0.1 ppm), siendo estos valores considerados
como hiveles frecuentemente encontrados en estanque de cultivo de camardn.
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pH

La oscilacién del pH del agua esta directamente asociada con la actividad
fotosintética de la poblacién de fitoplancton del estanque. El pH del estanque sdio
fué registrado por la tarde, por o que no se pueds saber si s que hubo una
oscilacion durante el dia. A pesar de esto, el pH del estanque se mantuvo mas
0 menos constante de un dia para otro (pH = 8 a 8.2) siendo estos valores bajos
si se comparan con la lectura de turbidez registrada en el estangue. Villaldn
(1991} considera que el pH tipico del agua salobre oscila entre 7.4 y 8.5 en la
manana como en la tarde respectivamente, por lo que el pH registrado concuerda
con el rango tipico de un estanque de cultivo de camardn.

SECCHI

La turbidez es generalmente asociada a la abundancia de fitoplancton en
la columna de agua. Los valores de turbidez registrados variaron en un rango de
20 a 40 cm considerados como rangos normales para estanque de culiivo de
camardn, sin embargo, existen diversas publicaciones en donde marcan que &f
. valor de turbidez para un estanque de camardn debe ser entre 30 y 60 cm.

SALINIDAD

El rango de salinidad optima reportada para &l cuitivo de camardén va de 5
a 45 ppt. Como se observa en la gréfica 12, durante las 3 primeras semanas del
bioensayo se registraron valores de 56 a 58 ppt, en las 4 dltimas semanas se
presentd una estabilizacion de la salinidad a 49 ppt, siendo estos valores
superiores a los valores dptimos reportados para camarén. Por lo que los altos
valores de salinidad registrados pudieron contribuir a aumentar el estrés de los

organismos.
TEMPERATURA

Otro factor importante que pudo contribuir a la mala calidad del agua del
estanque en experimentacion y al estrés de los organismos fueron las altas
temperaturas del agua registradas durante el bioensayo ( 26 a 37° C), siendo las
temperaturas dptimas reportadas para el cultivo de camarén de 25 a 30° C.

Los parametros fisico-quimicos de la calidad del agua del estanque en
experimentacion presentados a lo largo del bioensayo probablemente tuvieron una
influencia negativa en cuanto al % de crecimiento, TCA aparente y a la mortalidad
registrada, sobre todo en la semana 5 del experimento, limitando el crecimiento,
lo cual debid mejorar la expresion del potencial de la virginiamicina.

Por los resultados obtenidos, el presente estudio no proporciond evidencia
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de mejoria en cuanto a la utilizacion de dietas suplementadas con virginiamicina.
Sin embargo, el desarrollo de los datos presentados y el andlisis de las
dificuitades enfrentadas pueden ayudar a los productores de camardn a estimar
las consecuencias economicas de los tratamientos bajo una situacion de

produccion especifica.

En la realizacion de ensayos cualitativos de los antibidticos utilizados en
alimentos balanceados para animales se deberd poner especial atencidn a su
funcionalidad en el ambiente de los estanques de produccidn acuicola y a la
interaccion con otros ingredientes de la dieta. Ya-que generalmente estos
productos son afiadidos en pequefias dosis, hay que cerciorarse (utilizando
métodos de marcado) que los aditivos sean distribuidos homogéneamente en toda

la mezcla.

Bajo las condiciones de fabricacion de alimento y de cuitivo de camardn no
funciond la virginiamicina. Asi que, al estado actual de los conocimientos, el uso
de virginiamicina a nivel comercial no puede ser recomendado.
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CONCLUSIONES

Se demostré la ausencia de diferencias significativas en el crecimiento y
sobrevivencia del camardn alimentado con digtas procesadas comercialmente que
contenian un nivel estimado de virginiamicina activa de 50 (dieta 50), 44.6 (dieta

80), 66.2 (dieta 100} y 98 ppm (dieta 200 ppm).

Los bajos niveles obtenidos por andlisis de virginiamicina en las distas
experimentales se debieron probablemente a:

1) La aplicacion del método para la valoracién de virginiamicina fué deficiente
para la compieta extraccidn del antibidtico de las dietas.

2) El antibidtico pudo ser atrapado por las grasas presentes en la férmuia'y
no permitir asi la extraccion del 100 % de la virginiamicina en las dietas.

3) Cierto grado de inactivacién de la virginiamicina durante el peletizado

El almacenamiento y la lixiviacion son faciores que provocaron una
disminucion adicional de la actividad antibiGtica en las dietas consumidas por el

camaron.

La virginiamicina no deja residuos en el tejido abdominal del camardn, por
io menos no fueron detectables con el método microbioclégico utilizado.

Por io tanto bajo las condiciones de estudio y con los niveles utilizados, no
. fué posible concluir sobre el efecto positivo o negativo de la virginiamicina como
promotor de crecimiento en camardn Penaeus vannamei.
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RECOMENDACIONES

Nos permitimos hacer las siguientes recomendaciones para posteriorss
investigaciones y para la aplicacion comercial de aditivos alimenticios en nutricion

acuicola:

- Se confirma que es de suma importancia verificar que el aditivo a emplear
no sea desactivado por €l proceso de peletizado (Protegidos).

- Es esencial conocer que el antibidtico utilizado no sea atrapado por algtin
componente de la dieta formulada. _

- Es necesario verificar que el proceso de mezclado sea el adecuado, ya que
de una buena mezcla va a depender la reproductibilidad de los resultados.

- Es necesario verificar la estabilidad de un aditivo en condiciones de cuitivo
de especies acuaticas (proceso de lixiviacion).

- Se recomienda estudiar el comportamiento quimico y la sclubilidad de fa
virginiamicina en dietas formuladas y en medio marino antes de-hacer un
bioensayo nutricional para especies acuaticas.

- En e| caso de la virginiamicina seria interesante realizar dos métedeos de

determinacion:
_-microbiolégico (que mide la actividad antibidtica)
-colorimétrico (que determina la presencia de la molécula activa).

- Para la realizacion del método microbiolégico es conveniente establecer la
curva estandar incluyendo el STAFAC en una mezcla completa sin
peletizar, para poder tomar en cuenta el "efecto matriz" sobre el agar.

- La cantidad de virginiamicina a extraer tiene que ser constante para las
diferentes muestras. Para evitar problemas de saturacion en los solventes
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APENDICE |

METODOLOGIA
FABRICACION DE DIETAS
(NUTRIPAC) .
P | ~
ANALISIS : ANALISIS
MICROBIOLOGICOS BROMATOLOGICOS
(Actividad residual (UANL)
del antibidtico)
(CIAD)

FABRICACION DE
JAULAS Y CHAROLAS
(LAS LOMITAS)
l
BIOENSAYO
28 DIAS -
(LAS LOMITAS)

ANALISIS PARAMETROS TCA
MICROBIOLOGICOS BIOLOGICOS % CRECIMIENTO
EN CAMARON %SOBREVIVENCIA
(Acumulacion ¢ residuos) (LAS LOMITAS)
(CIAD)
BIOENSAYO
42 DIAS
(LAS LOMITAS)
ANALISIS PARAMETROS
MICROBIOLOGICOS BICLOGICOS
(CIAD) (LAS LOMITAS)
EN: )
-ALIMENTO ALMACENADO - TCA
-ALIMENTO LIXIVIADO - %CRECIMIENTO

- % SOBREVIVENCI,

EN: -CAMARON
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