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Resumen

Deteccion de cloranfenicol
en camarones (Penaeus sp.)
mediante la prueba de
ELISA. Los antibidticos son
usados como tratamiento en
contra de las enfermedades
bacterianas presentes en cultivos
de camaron, siendo estos
productos un riesgo para el medio
ambiente y el hombre. Este
trabajo evaluo la factibilidad de
usar la hemolinfa como muestra
base para la deteccion de
cloranfenicol mediante un ensayo
inmunoabsorbente ligado a
enzimas (ELISA). Camarones
juveniles (Penaeus sp.) de 5 a
7.5 cm (3-4 g) nativos de la
laguna La Pesca, Tamaulipas,
Meéxico, fueron transportados y
aclimatados a condiciones de
laboratorio en agua marina con
aereacion, durante al menos dos
dias. Cien camarones fueron
expuestos por 2 h a 35 mgl” de
cloranfenicol mediante bafio de
inmersion y transferidos hacia
agua marina limpia. Muestras de
muisculo y hemolinfa fueron
recolectadas en grupos
compuestos de cinco camarones

Abstract

Detection of
chloramphenicol in shrimps
(Penaeus sp.) by means of
ELISA test. Antibiotics are used
as treatment to bacteria diseases
in shrimp culture; however, these
products show an environmental
effect and are deemed as a possible
cause of human problems. This
work evaluates the possibility to
use haemolymph for
chloramphenicol detection by
Enzyme Linked Immunosorbent
Assay (ELISA). Juvenile shrimp
(Penaeus sp.) of 5-7.5 cm (3-4 g)
from La Pesca Lagoon,
Tamaulipas, Mexico, were
transported and acclimated to
laboratory conditions on aerated
seawater, for at least two days.
One hundred organisms were
exposed for 2 h to 35 mgl" of
chloramphenicol by dip bath and
then transferred to clean
seawater. After exposure, batches
of five shrimps were sampled at 1,
24, and 48 h of exposure (n=38, §,
4, respectively) for muscle and
haemolymph collection. Control
shrimp (five specimens) were
treated as above except that

Résumé

Détection de
chloramphénicol dans des
crevettes (Penaeus sp.) par
test ELISA. Les antibiotiques,
utilisés comme traitement des
maladies bactériennes présentes
dans les cultures de crevettes,
représentent un danger pour
l'environnement et pour
I'homme. Ce travail évalue la
faisabilité d utiliser 1~
hémolymphe comme échantillon
de base pour la détection de
chloramphénicol par essai
immunoabsorbant lié a enzymes
(ELISA). Des crevettes juvéniles
(Penaeus sp.) de 5 a 7,5 cm (3-4
g) natives de la lagune de La
Pesca, Tamaulipas, Mexique, ont
été transportées et acclimatées
aux conditions de laboratoire en
eau marine aérée, pendant au
moins deux jours. Cent crevettes
ont été exposées durant 2 h a des
concentrations de
chloramphénicol de 35 mgl-1 par
bain d’immersion et transférées
vers de | 'eau marine propre. Des
échantillons de muscle et
d "hémolymphe ont été prélevés de
groupes de cing crevettes
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cada uno, después de 1, 24 y 48 h
de exposicion (n= 8, 8 y 4,
respectivamente). Cinco
camarones sin exposicion a
cloranfenicol fueron usados como
control. Los wvalores de
cloranfenicol en el miisculo
fueron de 18.56 a 19.76 ppb y de
12.07 a 19.76 ppb en la
hemolinfa. EL ANDEVA como la
t de Student mostraron un valor
inferior (p<0.05) en el nivel de
cloranfenicol en la hemolinfa
recolectada a las 24 h de
exposicion, con respecto al
muisculo; esto pudo deberse a un
efecto de dilucion causado por
una mayor recolecta de hemolinfa
entre el seno venoso y cardiaco.
Sin embargo, tanto la prueba de t
de Student como el ANDEVA no
mostraron una diferencia
significativa (p<0.05) entre las
muestras recolectadas a 1y 48 h
de exposicion en ambos tejidos.
Esto sugiere que la hemolinfa
puede ser usada para la deteccion
in vivo de cloranfenicol, siendo
una alternativa de muestreo no
terminal que permite la
evaluacion periddica de un
mismo conjunto de organismos.

Palabras clave: Antibidticos,
hemolinfa, musculo,
Tamaulipas, toxicologia.

La acuicultura usa productos quimicos y
antibioticos capaces de combatir a los
diferentes agentes patégenos presentes en los
sistemas acuicolas. Sin embargo, algunos de
estos productos pueden llegar a generar
resistencia bacteriana, bioacumulacién, o tener
efectos negativos en el ambiente y en el

antibiotic was not added.
Chloramphenicol values in
muscle ranged from 18.56 to
19.76 ppb, while in haemolymph
they were of 12.07 to 19.76 ppb.
ANOVA and Student's t-test
show a lower value (p<0.05) in
the chloramphenicol level on
haemolymph at 24 h of
exposition, with respect to the
muscle tissue; which may be
represent a dilution effect
originate by a high collection of
haemolymph between venous
and cardiac sinus. However, no
significant differences (p<0.05)
were detected by ANOVA and
Student's t-test at 1 and 48 h of
exposition for both tissues. This
suggests that haemolymph may
be used in vivo toxicology
studies and as an alternative
non-terminal sample tool.

Key words: Antibiotic,
haemolymph, muscle,
Tamaulipas, toxicology.

chacuns, apres 1, 24 et 48 h
d’exposition (n= 8, 8 et 4,
respectivement). Cing crevettes
sans exposition au
chloramphénicol ont été utilisées
comme témoins. Les teneurs de
chloramphénicol obtenues sont
de 18,56 a 19,76 ppb dans le
muscle, et de 12,07 a 19,76 ppb
dans ['hémolymphe. L’ANOVA
comme le test t de Student
montrent, aprés 24 h
d’exposition, une valeur
inférieure (p<0.05) du niveau de
chloramphénicol dans
I'hémolymphe par rapport au
muscle; ceci peut étre dil a un
défaut de dilution causé par une
majeure collecte d hémolymphe
en milieux veineux et cardiaques.
Néanmoins, le test de Student
comme '’ANOVA ne montrent
pas une différence significative
(p<0.05) entre les échantillons
collectés aprés 1 et 48 h
d ‘exposition dans les deux tissus.
Ceci suggere que I 'hémolymphe
peut étre utilisée pour la
détection in vivo de
chloramphénicol, comme
alternative non terminale
d’échantillonnage qui
permettrait |’évaluation
périodique dun méme groupe
d organismes.

Mots clefs: Antibiotiques,
hémolymphe, muscle,
Tamaulipas, toxicologie.

hombre (Scott 1993, Vargas et al. 1996, Roch
1999, Kautsky et al. 2000, Shojaee & Lees 2000).
El cloranfenicol es un antibiético muy estable
que fue aislado de la bacteria Streptomyces
venezuelae (Jawetz 1996, Sumano & Ocampo
1997, Shojaee & Lees 2000, Treves 2000,
Amornchai 2002), y puede causar en el hombre
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vomito, ndusea, diarrea, dafio hepatico y
problemas en la maduracién eritrocitaria
cuando es ingerido y detectado en sangre a
dosis de 25 a 30 pg ml" durante una o dos
semanas (Jawetz 1996). Este producto ha sido
utilizado indebidamente por algunos
productores de camarén, motivo por el cual la
Union Europea llevé a cabo el cierre de sus
fronteras al camarén proveniente de Vietnam
y China, ya que se detectaron residuos de
cloranfenicol en este organismo (Anénimo
2001, 2002a). Debido a esta situacion, el
gobierno mexicano restableci6 la norma
NOM-EM-05-PESC-2002 (Anénimo 2002b) la
cual sefiala los requisitos y medidas para
prevenir y controlar el uso y aplicacion de
antibidticos en la camaronicultura, con el fin
de evitar el uso del cloranfenicol por algunos
productores poco escrupulosos.

Las pruebas disponibles actualmente en el
mercado, para la detecciéon de cloranfenicol,
estin basadas en el uso de musculo del
organismo, siendo por tal motivo una prueba
del tipo terminal que afecta a los
camaronicultores cuando no desean estos
sacrificar a sus organismos (reproductores). El
objetivo del presente trabajo fue determinar si
es factible utilizar la hemolinfa, en lugar del
musculo, en una de estas pruebas de deteccion
de cloranfenicol a fin de convertirla en una
prueba del tipo no terminal; lo cual puede ser
de gran interés para los camaronicultores y
para estudios toxicolégicos.

Se recolectaron camarones juveniles
(Penaeussp.),de5a7.5cmdelongitud (3-4 g de
peso), en la laguna de La Pesca, municipio de
Soto La Marina, Tamaulipas, México y se
transportaron en bolsas de polietileno,
conteniendo agua de la laguna hasta el
laboratorio de acuicultura de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia, de la
Universidad Auténoma de Tamaulipas
(FMVZ-UAT). Los organismos fueron
aclimatados durante dos dias en un tanque
cilindrico con 3 m® de agua marina, sin sustrato
y con aireacién continua; y se alimentaron con
una dieta comercial (35% de proteina). El
laboratorio de acuicultura de la FMVZ-UAT

posee un sistema cerrado de recirculacién de
25 m3, la calidad del agua fue mantenida
mediante filtros de arena y filtro biolégico. El
agua marina utilizada durante el experimento
provenia del Laboratorio de postlarva de la
unidad marina de La Pesca (Tamaulipas). Los
pardmetros fisicoquimicos a lo largo del
experimento fueron: 5 a 7 mgl-1 de oxigeno
disuelto, 19y 24°Cy 35%o de salinidad.

Cien camarones fueron expuestos por2ha
35 mgl"de cloranfenicol (Laboratorio Grin S.A.
de C.V., Ciudad de México) por medio de un
bafio de inmersién en un tanque con 120 1 de
agua marina con aireacion y en ausencia de
filtro biolégico (Scott 1993). Antes de ser
reinstalados en su tanque los organismos
expuestos fueron pasados dos veces con agua
marina, con el fin de eliminar el antibidtico
adherido al exoesqueleto, antes de ser
reinstalados nuevamente en su tanque. Para el
grupo control se usaron cinco camarones los
cuales fueron tratados de igual forma que los
organismos expuestos pero sin adiciéon de
cloranfenicol.

La hemolinfa y el musculo de los
organismos expuestos fueron recolectados a1,
24, y 48 h de exposicién al cloranfenicol. Los
tiempos de recolecta se seleccionaron a fin de
evitar que este producto pudiera retornar a los
camarones debido al sistema cerrado de
recirculacion de agua marina usada para el
bioensayo. En cada uno de los tiempos
seflalados, se extrajeron grupos de cinco
camarones, siendo 8, 8 y 4 grupos los
recolectadosal, 24,y 48 hrespectivamente (n=
8, 8 y 4). La hemolinfa fue obtenida del seno
ventral o cardiaco (Roux et al. 2002) mediante
puncion con una aguja de 22x35 mm y 0.6 ml
de solucién Alsever modificada o MAS a 4°C,
dicha solucién consiste en una mezcla de
citrato de sodio (27 mM), cloruro de sodio (336
mM), glucosa (115 mM) y EDTA (9 mM), a pH
7.0 (Rodriguez et al. 1995, Yepiz et al. 2000). Los
organismos muestreados fueron sacrificados
para obtener el musculo, siendo ambos tejidos
(mtsculo y hemolinfa) conservados a -12°C
hasta su posterior andlisis. Las muestras de
hemolinfa y musculo del control fueron
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obtenidos de la forma antes descrita.

La extraccion de cloranfenicol de las
muestras se llevo a cabo de acuerdo con el
protocolo usado en la prueba de
inmunoensayos (ELISA) de Veratox” (Neogen,
Lansing, EUA). Con la ayuda de un Stomacher
80 (Lab. Blender of Seward, Inglaterra) se
homogenizaron por 60 segundos 5 g de tejido
muscular, con 20 ml de PBS pH 7.4, la cual
consiste de NaCl (137 mM), KCI (2.7 mM),
Na,HPO, (10mM) y KH,PO, (2 mM)
(Sambrook & Russell 2001). El tejido
homogenizado fue filtrado con papel
Whatman No. 4 y centrifugado por cinco
minutos a 220 g; el sobrenadante fue usado
para la deteccion de cloranfenicol. Las
muestras de hemolinfa se analizaron de
manera directa, sin el filtrado y centrifugado
descrito en el musculo.

Se utiliz6 el programa Rida® (Soft Win
r-biopharm® AG, Alemania) para determinar
la concentraciéon de cloranfenicol en las
muestras, estableciendo una curva de
calibracién, segtin laley de Beer-Lambert. Para
la interpretacion de los resultados se evalu6 el
grado de concordancia entre musculo y
hemolinfa mediante una prueba de Kappa,
utilizando la escala de valoracién de Landis &
Koch (1977). El nivel de significancia (0.05) de
cloranfenicol presente entre ambo tejidos y en
cada uno de los tiempos de muestreo, se
analiz6 mediante la prueba t de Student
(Brower & Zar 1980). Ademas, se realiz6 un
analisis de varianza de una via (ANDEVA) y la
prueba de intervalos mdultiples de Duncan
(Brower & Zar 1980), por medio del programa
STATISTICA (1995), para comparar el nivel de
significancia (0.05) presente en cada uno de los
tejidos.

La Tabla 1 muestra el contenido de
cloranfenicol en musculo y hemolinfa de
camarén después de 1, 24 y 48 h de exposicion;
en musculo se encontraron concentraciones de
18.56 a 19.76 partes por billon (ppb) mientras
que en hemolinfa los valores fueron de 12.07 a
19.76 ppb; en ninguno de los dos casos se
encontré diferencia estadistica (p<0.05). En
cuanto al grupo control los valores

presentados fueron de 0 ppb. Sin embargo, al
evaluar los tejidos por separado solamente la
hemolinfa recolectada a las 24 h mostré
diferencia significativa (p<0.05) por ambos
métodos estadisticos. La diferencia observada
en la hemolinfa pudo ser debida al sitio de
toma de muestra (seno venoso o cardiaco).
Alabi et al. (2000) como Muifioz et al. (2000)
recomiendan tanto la puncién cardiaca como
la del seno ventral para la toma de muestras de
hemolinfa. Sin embargo, este trabajo observé
mayor cantidad de hemolinfa recolectada via
el seno venoso que el cardiaco, pudiendo esto
generar una disminucion aparente en el
contenido de cloranfenicol en las muestras.

Tabla I. Contenido de cloranfenicol (ppb) en
musculo y hemolinfa (media y desviacién
estandar).

Tiempo (h)
1 24 48
Control 0 0 0
Misculo 18.57+2.04 18.09+1.91 19.77%0
Hemolinfa 19.77+0 12.08+5.34, 17.85+3.85

* Diferencia significativa respecto al control, ANDEVA,
Duncan (P<0.05).

' Diferencia significativa respecto al control, t de Student
(P<0.05).

El mtsculo es el tejido empleado para la
prueba comercial de ELISA en la deteccion de
cloranfenicol en camardn, sin considerarse a la
hemolinfa o algtn otro tejido como factible de
ser muestreado. Los resultados obtenidos por
la prueba de t de Student, independientemente
del tiempo de muestreo sefialan que no existe
diferencia significativa entre los valores
presentes entre el masculo y la hemolinfa. Esto
aunado a la falta de diferencia significativa
entre la prueba de t de Student y ANDEVA
(Tabla 1) paralas muestras recolectadasalaly
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48 h sugiere que tanto la hemolinfa como el
musculo pueden ser usados para detectar
cloranfenicol independientemente del tiempo
de exposicion.

La deteccion de algunos farmacos como la
enrofloxacina a partir de muestras de
hemolinfa de camarén se ha notificado en
estudios mediante cromatografia liquida de
alta resoluciéon o HPLC (Toro 2001), con el
inconveniente de que esta prueba es mas
prolongada y costosa que la prueba de ELISA.
El presente estudio sugiere que la prueba de
ELISA puede ser una buena herramienta para
la deteccién de cloranfenicol en muestras de
organismos acudticos, ya que puede llevarse a
cabo in situ, a bajo costo y con niveles muy
confiables de deteccién. El musculo ha
demostrado ser un tipo de muestra ideal, ya
que este tejido puede congelarse y permite que
la deteccion del farmaco se lleve a cabo tiempo
después del procesamiento del camarén
(Neuhaus et al. 2002, Pfenning et al. 2002). Sin
embargo, este tejido tiene la desventaja de
aumentar el tiempo de manipulaciéon de la
muestra, mientras que la hemolinfa puede ser
usada directamente en la prueba de ELISA sin
necesidad de homogenizacién vy
centrifugacion.

Teniendo en cuenta que México es un
importante productor e importador de
camaroén y que la legislacién nacional vigente
determina que el cloranfenicol no se debe usar
enninguna etapa de produccion de este tipo de
organismo, es importante establecer
metodologias que ayuden en la deteccion de
este producto. Esto a fin de evitar el uso de este
producto por acuicultores poco escrupulosos
que puedan provocar algo como lo sucedido a
China y Vietnam con el cierre del mercado
europeo a sus camarones (Anénimo 2001).

Es necesario profundizar en el presente
estudio para obtener una mejor comprensiéon
de la farmacocinética del cloranfenicol en el
camaroén y sus respectivos tejidos (musculo,
hemolinfa, hepatopéncreas, hemocitos, etc.).
Esto ultimo favorecerd el uso de estos
organismos para estudios toxicolégicos (Toro
2001).
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