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EN CAMArones

a inclusiar de antibidticos en
alimentos utilizados para &l cullive de
camaronas, junio a lrrespeo o des
canocimientn de los tizmpos de retiro,
pueden orfiginar la presercia de resi
duos ce estos farmaces en los tejidos
del animal sametido 3 tratamignto.
Zstos residuos son en gereral sustan-
sizs farmacoldgicamente activas [prir-
cipics activos o metabolitos) que pes-
manecen &9 los productos alimerticios
abtenidas a partir de animales tratados
con lp droga. La toxicidad de estos
resicuos vara desde la inocuidad hasta
prasenlar cansecuendias clinicas, bre-
mataldgices, binguimicas, aratomo-
patoldgicas o incluse, causar la ruerte
flena et al, 1999, Gonche Gronde et
al, 20000,

La problematica dz |2 prasencia de resi-
cduos de antibidticos on camarones N
a5 reciente. Asl, en octubre de 1920,
mJestreas realizados en los mercados
de Bangkok establecen la presencia de

rESFCII uos de acido oxolinich ¥ oxitatra

Cicling, en muestras de Bmonado.

A iricins d= "991 |as auroridades japo-
nesas derectan residuos de antibidticos
en camarones impartades desde Tai-
lzndizs, ¥ amenazan con prohibie el
ingreso del crustdcec. También en
1999, la autcridad de selud del puerto
de Southampton establece la presendia
de respuesta microbiana rasidua’ en
ur 24% de muestras des camaron
procesado;  detectandose  ademes,
residuos da frimetoprinyy bajos niveles

de gentamicina,

En agosto del 2001, |z autoridad de
salud alemana detecta residuos de
clnranfenical en un cargamento de
camaréh procedente de China, A paso
seguide se confirma la presencia de
residucs de este antibiético en carga-
mentos de camaran procedenses de
Wemnam & Indanesia Cano resultade

de estas hallazgos, 2l mercado europeo

Ve M. 3¢
nmartoyaiicengim.es pof, edl. e

-en septismbre del misme afo- esta-
blece ba chligatoriedad -en la inspec
cittn del camardn importado desde [ne
palses mencionados, Por sU parte, |2
FD4 & inicios del 2002 increments
los contrales de inspeccidn e los
productes acuicolas v realiza un
farmada de alerta para el ne uso de
drogas prohibicas en acuicuiturs ¥ su

probiblcidn directa.

La FDA, a inicios del
2002, incrementa los
controles de inspec-
cion de los productos
acuicolas y realiza un

llamado de alerta pa-
ra €l no uso de drogas
prohibidas.
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Residualidad de antibiaticos
Las restricciones y los contreles al uso
de antlbldtizos en acuicullure derivan
de la aplicazidn no controlada y poco
técnica de estas drogas, Entre las
consecuenc as mayarmente estudidcas
de este “abusc” se reportan: el
desarrolla de resistencia bacteriana, |a
transmisian de esta resistencia 2
bacterias patdgena: para el hombre
fWhite v McDermett, 2001) y el posible
riesgo para la salud humana, debido a
Ia alta toxicidad de los resduos de
antibidticos, En este liltimo aspecto
destzcan |as regulaciones Impuestas al
uso de claanfenical (CAP) ¥ nitrofu-

ranaos (NE), Fl usn de estos antibidticos

en acuicultura es jlegal, pues se ha

dempstrado que |2 presencia de resi-
dugs de CAP en los alimentos produce
anemia aplasica on ol hombre; mientras
fque lns NF yio sus metabelitos deriva-
dos son considerados como potenciz-

les carcinogénicos y mutagénicos,

En la actualidad v como consecuencia
detivada de este conadimients, los pal-
sas imporiadores de procuctcs acuico-
lag han introducido varias regulaciones
A usoe de agentes antimicrobianos en

acuicaltsra. La categorizacion de los
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antibifiticos en prohibidos (*Cero Tole-
rncia’) y aauelios requlados mediante

_r :.-.: .umitl’.'S Mabxkimas Residuales  (L.M.R)
. constituyen ejemplos de estas ragu-

laciones. £l LMR. es un pardametro de
calidad, definido coma |3 cancentra-

£ citn madma de residuns de un antibidc:

.Eicr.{ considerado aceptable o legalmen-

U permitido. Mientras que la-denpmi

. hacién de"Cero Tolerancia® se relaciona

con un valor de concentracion deter-

gl minado por ef limfte de deteccion del

%
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.'1émdn analitico récomendado, v que
2

waria en funcan del estandar de detec-

| don gubernamental. Esta Gltima cate-

“gorfa encierra a 1odos aguellas antF
' bidticos, cuye Uso o esta permitida 2n
al1mentu5 de origen animal por &

A - 20nes de salud pliblica (cloranfenicol,

fuorgquinolonas, nitrofuranas,etc.).
ﬁd:ciunalmente. ambas regulﬂc ones. -
ﬁawdus en el cqnnchuentq de los
pm:ems metabolicos que sufren fos

i : antrblﬁth& en 3u paso por el organis-

- especifican para 1a estimacion del
“valor total® de contenido de residuos,
la cualicuantificacion de la droga pa-

".-..rlente y el metabolito (marcador traza)

de mayor estabilidad, Esto s, la nor-

fhativa aplicada considera como "valor -
total” de contenido de residyos @ 1a
. fsuma de la droga pariente con sus
i .'mspectiuu:. marcadores trazas’,

Residuos de Fenicoles

1 Los miembros que conforman este
. grupo de antibiéticos -son: cloran-

fert:cnl tiarfenicol v florfenicel, Este
grupq de antibigticos e caracteriza por

ﬁ
sei bacteriostiticas, can mecanismos

de accion basados en la inhibicidn de la

. sintesls proteica de la célula bacteriana.

Cloranfenicol
Originalmente aislado de Streplomyces
venezuelae, el CAP es un antibidtico de
amplio espectro frecuéntemente ukili-
zadoen la pm-duﬁtiﬂn de animales por
sus excelentes propiedades Bacterianas
v fanmacocineticas. El inconveniente

da indudir anemia apldsica y producir

otros desﬁr_ﬂéhes sanguinens a nlveles
muy reduckdos ha determinado la
pruhiblrﬁidm'dei CAP para el tratamlento
de 'animaitfs. usadn:. en |& produccidn
de ailrnenms

Como se Ilustra en la figura 1, e CAP
presenta uh anillo nitrobenzena, un

T.A H'F‘JICI:'H [TAP)

Sustancla Marcodor Especie

Tianfericol  Tianfenicol  Peces

3
ot e

_enlace amida y-una funcién alcohal La

presencia del aniilo - nltrobenzeno ey
relevante, debido a que este origina
formacion de aminas aromaticas, las

cuales: pueden ser carcinogénicas.

El grupo alcohal sirve como un grupo
funcional ::iug facilita 1a formacion de
esteres, memandn fa hfdmsuruhtlidad
del antibi dl;}m.

LMR
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Las restnr.clnnes y los
controles al uso de anti
bidticos en acuicultura
derivan de la aplicacion
no controlada y poco
técnica de estas drogas.
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El CAP base tiene muy baja salubilidad
&n agua, pero es altamente soluble
en lipidos. Las sales de palmitato pre-
sentan  caractersticas simildres de
solubifidad a diferencia de’ las de
succinato, misma que es altaments
soluble enagua.

Tianfenicol (TAP)
El tianfenicol, antibidtico derivado: del
CAP difiere en sus caracteristicas por su
marcada solubilidad en agua, La estruc:
tura quimica del TAP se diferencia de la
del CAP por la presencia de un grupo
sulfa-en reemplazo del grupo nitro. Este

Tejido Provisiones

Musculoy piel  Minguna

an'tilgiétim presenta probada efectivi-
dad contra bacterias Gram-negativas y
Gram-positivas, siendo . especiaimente

| getive en bacterias anaerdbicas,

En una de las  dltimas revisiones
:EMEMC‘.’HP;‘?&SJG?—Ft&'r.'l1]‘ de la
agentia eutopea para la evaluacion de
preductos medicinales | -unidad © de
evaluacion de medicinas veterinarias-
(EMEA. por! sus: siglas en inglés) se
incluyo al TAR dentro del Anexo L de |a
regulacion  del  consejo (EEC) Mo
2377900 Es decir, dentro de las sos-
tancias fafmacnlﬁgicarr-ent@ activas
para las que hay un LMR, establecido.

la FDA no incluye este antibitico

dentro de'las drogas aprobadas para e|
uso en medicina veterinaria  (FDA
hporoved Animal Drugs Products),
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Florfenico! (FLO) FIGURA 2: ESTRUCTURA QUIMICA DEL FLORFEMICOL (FLOY
Al jgual gus su drilecssar, Ssle s un !
antihiatica sintético e amplio espec-

tr, gualmente relacionado con & CAR

pero de este ditime se diferencia en dos
aspectos findamentales. La presencia
de un grupo p-meti’ salfonilo en reem-

plaze del grupo nites, v s de un radical
fluo- en reemplazo del grupo oxldrllo
en g funcitn alcehol terminal prirmara
del LAP {figurg 2). H FLO es altamente
sobuble en lipicos, lo cual se reflaja en
una distribucion extensiva hacia los

tejide: animales.

Este antibiatico es similar en su meca
nisme de acc.dn aladel CAP estoes, la

inhihicitn da laenzima peptidil trans-
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ferasa. S5in embargo, copas bacteriznas
resistentos al TAP v al TAP han demoes-
traclo, por el contrariy, ser altaments
sensibles a la inhibicdn causada por
este representante fluorado,

L EMEA también clasifica al Tlorfericol
(FYFA/MRLATa0/00-Final) dentro dz!
Anexo | de |2 regulacion de consejo.

La FOA incluye al FLO como droga apro-
bada para su uso en medicna veteri-
naria. Siendeo esta aprobacion especifica
para el rontrol de enfermedades respi-
ratorias enganado vacuna.

En resumen, en las reguiacionss rewvi-
sades, ambas normeativas {FOA v EMEA]

clasifican al claranfenicol coma anti-

bigtico de asa flegal en acuiculiura,
La regulacion eurepea clasifca a sus

derivados 1 anfenicol v Flarfenicol) co-

rna antibicticos aprobados para uso te-

ﬂéE

Poliquetos Marinos

Wi

ranéutico -esto es, aplicac én del anti-
biatico una vez confirmada la presencia
de los signos cl'nicos de la enfermadad

a concentracion vy tiempo definidos-,




p desde el CENAIM: residualidad y deteccidn de antibidticos

Pior el coritrario, la FDA no clasifica al
tianfenicol pero sl lo hace para el caso
del florfericol, indicando la apllcacion
terapautica especifica para ganado va-
cuna. En este punto, resaltamos el he-
the de que ‘as aprobaciones europeas
aqui mencionadas rezan especificamen-
te -&n su uso terapdutico- para la pro-
duccicn de peces y no de camarones.

Residuos de Nitrofuranos
Al igual gue el cloranfenlcel, los nitrofu-
rangs (furazolidana, furaltadora, nitro
furazona. nitrofurantoinal y sus respec-
tives metabolitos (AQZ, AMOZ, AHD,
SEM), categorizados como probables
“carcinogénicos y/o muragénicos” son
requlados (FDA, EMEA] mediante nor-
ma prohibitiva v precautelarla de “Cera
Toierancial esto es;el usa de estos ant-
bigticos en el tratamienta de animales
destinados a la produccidr de allmen-

105 para humanes es flegal.

A diferencia de los fenicoles v de otros
antibldticos, el analisis de residucs de
nitrofuranos se basa en la deteccion de
los metakbolites de las dragas parientes,
Los metabolitos originadas a partir de
las drogas parientes de NF son conoci-
dos por unirse en forma covalente a
protelnas celulares en Ins tejidos; El
complejo metabolito-proteina forma-
do es "estable y de dificil eliminacian”.
Aunque si bien la eliminacion de este
comple;o depende de |a tasa de recam-
bia de proteinas del organisme tratado,
ro obstante, este tipo de proceso es
muy lentc en la mayoria de los anima-
les, y en forma puntual para camarones,
el proceso en muchas ocasiones es

detenido para favorecer el rdpide creci-

mierto del animal. En conclusion, la
aplicacién de NF en estadios tem-
pranos, y la pasiollidad de que sus
residucs estén presentes a niveles
detectables en animales de pesc
superior san representativas.

A mas de |a alta residualidad en |os teji-
das, tambieén se ha comprobada que los
complejos metabolito-proteinas (ADZ-
preteina, 5SEM-proteina, el no sufren
mayor deqgradacian o inactivacién ma-
diante las técnicas normales de prepa-
racion de alimentos, esto es: coccian,

hervido. calentamients, hornezdo, st

Los residuos de CAP
en productos acui-
colas son regulados

mediante norma pro-
hibitiva y precaute-
latoria de "Cero
tolerancia".

Debido a las caracteristicas anotadas,
la evaluacion de los residuos de Nitro-
furanos en camerones, dado el alta
riesgo de sus metzbolitos, 2speciflea
"principalmente” la deteccién de los
nive'es residuales de A0F, AMOZ, AHD
& 5EM, en conjunto con las respectivas

drogas parientes.

Métodos para la deteccién
de antibidticos
Debido a la iImprobabllidad de esta-
blecer los LM.R de antibidticos comuo

el cloranfenical y los nitrofuranos, un

criterio importante que emerge desde
el punte de vista analitico para la
evaluacibn de sus residucs, es el |imite
de performance minime (MRPL por sus
siglas en inglés) del métode aplicoo

para el analisis residual.

En general la deteccidn de residuos de
antibidticos en alimentos de arigen ani-
mal es realizada mediante dos tipos de
métodos: "screening” v confirmatarios,
Los métodos de "screen’ng” (microbio-
ldgicos: multiplate test; inmunoensa-
yas: ELISA; cromatografia liguida: HPLS,
sistema de ensaye receptor: CHARM 1)
50N ENSayos presuntivos gque tienen
como abjetivo identificar la presencia
te una y/o varlas drogas en una mues-
tra sospecha. Las ventajas de estos
métodos son una minma extraccion y
pracedimientos de limpieza, siendo
ademas relativamente econdmicos y de
facil aplicacién, Sus desventajas som:
presentar un rango-amplie, y no aspe:
cifico de espectro de sensibilidad
y especificidad,

5i las pruebas de "screening” arrojan
resultados positivos para cualguier an-
tibidtico sujeto a verificacion, las poll-
ticas de residucs de antibidticos que
actualmente rigen en |as fronteras,
especifican la aplicacion “obligatoria® de
métodas confirmatorias, Los métodas
para la confirmacidn de residuos de
antibidticos son: HPLC, LC-MS v LC'MS/
M5 (Cromatografia Liquida/ Espectrofo-
tometria de Masas/ Espectrofotometria
de Masas), A diferencia de los métn-
dos de "screening) las caracieristicas
principales de estos métodos son |a
elevada capacidad de cuantificacion,
especificidad y sensibilidad,

ACUACULTURA =¥
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Confirmatorios

El método de mayor simpleza con que
2 cuanta al moments para la determi-
nacion de les metabolitos de NF 25 el
sistema HPLC. Sin embargo este méio-
tdo puede sufrr considerables interfe-
rencias provenientes de [a matriz
(tejidus) @ analizar, Bl métodn tampoco
redne fas caracteristicas exigidas par
la UE a los procedimientas analiticos
canfirmatorios aplicados en gl analisis
de sustancias prohibidas. §i bien al
momenta no existe un métoda rofe.
rencial para la confirmacién de |os
metabolitos da NF y sus respectivas
drogas parientes, basados en las carac-
leristicas de elevada sensibllidad y
especificidad, & sistema LC/MS/MS es
ampliamente recomendade y aplicado
para Iz estiracidn de estas drogas, Este
métoda permite |a estimacién da nijve-
les cereanos a 0.08 pph.

Problemdtica del limite
de deteccién
Une de los prorunclamientas de la
Allanza Global de 1a Acuicultura (GAA
Por sus siglas en inglés) en una de sus
iltimas reuniones iBruselas, abril 24 de
2002) establece que para discernir |z
aplicacion de las normativas aplicadas a
residuos de frmacos en alimentos, se
deben inicislmente esclarecar las dife-
renclas entre niveles de deteccian y
toxicidad dei farmaco en humanos. Esto
€s, las normativas deben basarse en
estudios reales de niveles de toxicidad
¥ no ser un refllejo del avance tecniols-
gice lngrade. Indicande ademas que,
los niveles e residualidad para CAp
estadlecidos par la UE, no esta basado

en informacldn toxicoldgica recients,

Sing mas bien que la normativa es un
reflejo del avance lograda en 1a tecno.
logiz de deteccion y Ia aplicacion del
principlo de precautelacian,

En aste contexto, |4 estimacion de valo-
res reales de towicidad, sin duds alguna
sera una herramlents de gran ayuda al
mamenta de escoger el métada anali-
tico mas [déneo parala determinacian
de residuos de antibidticos prohibidos
€N camarones,

De la revision agui detallada, nume-
ros0s son los métodos deseritos para la
deteccion 'y confirmacién da residuos
de antibidticos en alimentos ¥ mate-
riales bialdgires,

La diferenciacion y aplicacion de los
métodos descritos estin basadas an la
tapacidad de deteccidn y practiciclad
del métado para medr niveles trazas
en &l tefido objetiva; asl (os limites de
deteccion estimados para las pruebas
aa “sereening” se encuentran en rangos
promedios de 0.5-5pph ¥ de 0.3-5 ppb
para los métodes confirmatorios, En
términos de aplicaclén, varios son los
factores que pueden incidir en la
perfarmance v resultados arrojadas por
pruebas analiticas como [as deta/ladas,
Por gjerrplo, 13 aplicacién de metodos
en matrices (tefido  animal, fluidn
corporal, preducte comestible, etc)
diferentes 3 fag inicialmente Bspech-
ficadas por la prueba, puede defini-
tivamente traer como consecuencias
variacién en sus resultados ¢ limltes de
deteccién originalmante descrites.

Un ejemplo real de pste efectn, o

oticos

constituyen las inconsistenclas en las
pruebas de £LISA para e “screening” de
CAP en camarones, De manera especi-
Fica; debemos esta toncientes que Jog
“test kits” usados para la deteccidn de
CAP en camarones han sido desarro
lladas para med'ciones en tejidos de
animales terrestras, productos comes-
libles v fluidos corporales {orina ¥
leche). No debe causar sorpresa las
Inconsistenclas de la prueba si previo a
su utilizacion en la nueva matriz i
existen reportes de la respectiva v
dacién del procedmiento, Repories
cama el mencionads concuerdar cor
resultados obssrvados en estudios
comparatives de metodologizs para |a
determinacian de residuos de antibid-
ticos mediarte ELISA v otras metodos,

En sentido generalizads, debemas
recalear gue las normatlvas enunciadas
estipulan v exigen el uso da métodos
cromatograficos (LC/MS/MS, | C-Ms,
HPLC, GC) para [a cenfirmacian de
residuos de drogas en |a mayoria de
oroductos para consumo humano O

Hoy en dia el sistema
LC/MS/MS es el método
aplicado por las entida-
des de control para la
confirmacion de CAP y

otros antibidticos in-
cluidos en Ia categoria
de "Cero Tolerancia"




