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Efecto del neem (Azadirachta indica) y orégano (Origanum vulgare) en el
crecimiento de Vibrio spp. resistentes a antibiéticos, aislados de Litopenaeus

vannamei.

Bach. Luis Esteban Aguirre Chanta'
Mg. Alberto Ordinola Zapata®

RESUMEN

Esta investigacion tuvo como objetivo determinar el efecto in vitro de extractos de hojas
de neem (Azadirachta indica) y orégano (Origanum vulgare) en el crecimiento de
Vibrio spp. aislados de Litopenaeus vannamei. Para ello se recolectd 14 ejemplares de
L. vannamei de estanques con problemas de vibriosis que no respondieron al
tratamiento con oxitetraciclina en una camaronera de Santa Rosa (Ecuador); de estos
ejemplares se obtuvieron 14 cepas de Vibrio spp., adicionalmente se obtuvo por
donacién 14 cepas mds. Se evalud la resistencia antibidticas de las 28 cepas contra 10
antibidticos de uso veterinario o de medicina humana, posteriormente se realizd ensayo
in vitro de los extractos de neem y orégano contra cuatro de las cepas de Vibrio spp. Los
resultados mostraron que el 100 % de las cepas de Vibrio spp. mostraron resistencia al
menos a uno de los antibidticos ensayados, con 50 % de las mismas resistentes a
oxitetrcaciclina, asi también 64,3 % de ellas mostraron ser multirresistentes.
Adicionalmente se observo que los extractos acuosos y alcohdlicos de neem y orégano
no inhibieron a Vibrio spp., sin embargo los extractos obtenidos con equipo soxhlet y
rotaevaporador mostraron mejores resultados, el correspondiente a neem fue capaz de
inhibir a una de las cuatro cepas contra la que fue ensayado, mientras que el

correspondiente a orégano pudo inhibir a las cuatro cepas contra las que fue probado.

Palabras clave: Azadirachta indica, Origanum vulgare, Litopenaeus vannamei, Vibrio,

resistencia a antibioticos.
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Effect of neem (Azadirachta indica) and oregano (Origanum vulgare) on the growth
of Vibrio spp. resistant to antibiotics, isolated from Litopenaeus vannamei.

Bach. Luis Esteban Aguirre Chanta'
Mg. Alberto Ordinola Zapata®

ABSTRACT

The research aim was to determine in vitro effect of leaf extracts of neem (Azadirachta
indica) and oregano (Origanum vulgare) on the growth of Vibrio spp. isolated from
Litopenaeus vannamei. Fourteen L. vannamei specimens were collected from ponds
with vibriosis diseases that did not respond to treatment with oxytetracycline in a
shrimp farm in Santa Rosa (Ecuador); of these specimens, 14 Vibrio spp. strains were
obtained, and 14 additional strains were obtained by donation. The antibiotic resistance
of the 28 strains was evaluated against 10 antibiotics for veterinary or human medicine
use, later in vitro testing of neem and oregano extracts was carried out against four
strains of Vibrio spp. The results showed that 100% of the strains of Vibrio spp.
showed resistance to at least one of the antibiotics tested, with 50% of them resistant to
oxytetrcacycline, and 64.3% of them showed to be multiresistant. Additionally, it was
observed that aqueous and alcoholic extracts of neem and oregano did not inhibit Vibrio
spp., however the extracts obtained with soxhlet and rotaevaporator equipment showed
better results, the one corresponding to neem was able to inhibit one of the four strains
against the which was tested, while the one corresponding to oregano could inhibit the

four strains against which it was tested.

Keywords: Azadirachta indica, Origanum vulgare, Litopenaeus vannamei, Vibrio,
antibiotic resistance
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INTRODUCCION

La acuicultura en la época actual, se ha convertido en una prospera actividad
humana que brinda alimento a la humanidad, solucionando en parte la necesidad
de alimento en el planeta. Segin la FAO (2016), en el afio 2014, la acuicultura ha
producido 73,8 millones de toneladas entre peces, moluscos, crusticeos, algas,

entre otros, esta produccion se valorizé en US $ 160 200 millones.

La principal amenaza de la acuicultura a nivel mundial son las enfermedades de
los organismos en el cultivo, se estima que la pérdida por enfermedades en 2014
ascendié a US $ 6000 millones, en el caso de la acuicultura de langostinos las
pérdidas por enfermedades son muy fuertes llegando a US $ 800 millones anuales

(Banco Mundial 2014).

Gran parte de las pérdidas econémicas en el cultivo de langostino se deben a
enfermedades producidas por bacterias, principalmente Vibrio spp., entre dichas
enfermedades se tiene: vibriosis, sindrome la gaviota, enfermedad de astillas
negras o la necrosis hepatopancredtica aguda (AHPND) también denominada

sindrome de mortalidad temprana (EMS) (Cuellar 2013).

Para el tratamiento de estas es comun el uso de antibidticos, principalmente
oxitetraciclina, enrofloxacina, florfenicol y en menor grado norfloxacina y
clorafenicol (Bermudez et al. 2014; Santiago, Espinoza y Bermudez 2009; Sun et
al. 2013) Los cuales muchas veces se usan de manera inadecuada, como
profilactico, sin hacer los anélisis necesarios y aplicdndose en dosis inadecuadas,
todo ello conlleva a originar resistencia bacteriana. (Mufioz 2015; Sotomayor y

Balcazar 2003; Stalin and Srinivasan 2016).

Esta resistencia bacteriana estd siendo cada vez mds comun en los cultivos de
langostino, esta problemdtica también se presenta en Tumbes y Ecuador; pues
cada vez hay mads reportes sobre casos de vibriosis en langostinos que requieren

dosis cada vez mayores de antibidticos (oxitetraciclina, enrofloxacina) para ser



tratadas o incluso de bacterias Vibrio spp. que se muestran completamente

resistentes a ciertos antibidticos.

Una alternativa a esta problemdtica de resistencia bacteriana, podria ser la
utilizacién de nuevos antibidticos, sin embargo, muchos de ellos estdn prohibidos

para el uso veterinario, siendo exclusivos para humanos (Dos Santos 2015).

Una mejor solucién es el uso de plantas medicinales que tienen probada actividad
antibacteriana como es el neem (Azadirachta indica) y el orégano (Origanum
vulgare), que son habitualmente utilizados en medicina humana y veterinaria, y
que también se ha ensayado en peces (Talpur and Ikhwanuddin 2013; Thanigaivel
et al. 2015) e incluso en el langostino Litopenaeus vannamei (Banerjee. et al.

2013) con buenos resultados.
La presente investigacion tuvo como objetivo, determinar el efecto del neem

(Azadirachta indica) y el orégano (Origanum vulgare) en el crecimiento de Vibrio

spp. resistentes a antibidticos, obtenidos de Litopenaeus vannamei.
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II.

ANTECEDENTES

2.1. Problemas de enfermedades y uso de antibioticos en acuicultura

La principal limitante para el desarrollo de los cultivos acuicolas y la produccién
son las enfermedades originadas por virus, bacterias, hongos, pardsitos y otros
patégenos emergentes. Los incrementos de las enfermedades en los cultivos se
deben a variados factores como son la globalizacién de la comercializacién de
reproductores, larvas y alevines para los cultivos, el incremento en el comercio de
peces ornamentales, el mal uso de ejemplares libres de patdgenos especificos
(SPF), la interaccion negativa entre poblaciones silvestres y cultivadas, las poco
efectivas medidas de bioseguridad implementadas, el cambio climédtico ente otros

(Bondad-Reantaso et al. 2005).

En la acuicultura, se ha generalizado el uso de antibidticos para controlar
enfermedades. Desde el inicio de la era de los antibidticos, se han desarrollado
mads de 100 de ellos, de los cuales al menos 51 son usados en la acuicultura y la
agricultura, 39 de los cuales son de importancia en medicina humana. Sin
embargo, en la acuicultura y agricultura los antibidticos son usados aparte de
como tratamientos en enfermedades bacterianas, en otras formas inadecuadas para
la prevencion de enfermedades, asi como promotores de crecimiento. También es
comun la aplicacion indiscriminada de antibidticos, asi por ejemplo en el afo
2003, en la acuicultura de salmones en Chile se aplic6 0,5 kg de antibidticos por
cada kilogramo de salmén producido, lo que muestra la magnitud del problema

(Done, Venkatesan and Halden 2015).

2.2. Problema de enfermedades en el cultivo de langostinos.

En la produccién del langostino tanto a nivel de poslarvas como engorde se
presentan graves enfermedades originadas por virus y bacterias, si bien los virus
del sindrome de Taura (TSV), virus de la mancha blanca (WSSV) y virus de la
cabeza amarilla (YHV) han sido causas de fuertes pérdidas hace algunos afios, en
la actualidad son las bacterias del género Vibrio las que causan fuertes
mortalidades y pérdidas econdémicas en el cultivo (Campoverde 2015; Santiago,

Espinosa y Bermudez 2009).



2.3. Bacterias del género Vibrio

Los vibrios, pertenecen a la familia Vibrionaceae; ésta incluye a los géneros
Vibrio, Aeromonas, Plesiomonas y Photobacterium (Serrano 2014); de ellas, en la
actualidad, el género Vibrio comprende hasta 100 especies reconocidas, 12 de la
cuales son patdgenas para el ser humano; también incluye a los principales
patdgenos bacterianos para la acuicultura como son: V. harveyi, V. anguillarum,
V. fischeri (Silvester et al. 2017), que también son patégenos de langostinos a los
cuales se suma V. parahaemolyticus, el principal agente patdgeno en los cultivos
de langostinos en la actualidad, debido a ser el agente causal del sindrome de
mortalidad temprana (EMS) también llamado enfermedad de la hepatopancreatitis

necrotizante aguda (AHPND) (Williams et al. 2017).

Vibrio spp. son bacilos gram-negativos, no formadores de esporas con una
longitud de 1,4 a 2,6 um. Son mayormente oxidasas positivas, con forma recta o
curva (forma de coma). En medio de cultivo, se observan como varillas rectas.
Presentan un solo flagelo polar monotrico (multitrico cuando crece en medio
liquido), son aerdbicos o anaerdbicos facultativos. Las especies halofilicas
requieren NaCl para crecer (entre 0,029 y 4,1 %). Muchas especies producen
oxidasa y catalasa y fermentan la glucosa sin producir gas, ademds reducen el

nitrato a nitrito (Silva et al. 2008; Serrano 2014).

Las bacterias del género Vibrio patdgenas para el langostino producen diversas
enfermedades algunas son mencionadas por Morales-Covarrubias (2008): a)
vibriosis sistémica o sindrome de la gaviota que origina mortalidades de hasta el
90 %; b) erosion bacteriana del caparazon, que se observa como manchas
marrones 0 negras en caparazon; c¢) sindrome de la zoea II, frecuente en
larvicultura, originada por V. harveyi y caracterizada por presencia de bolitas en
intestino; d) enfermedad de la luminiscencia, originada por V. harveyi y
caracterizada por luminiscencia en apéndices. A esta se suma, e) la AHPND, que
ha originado fuertes pérdidas en la produccién y es originada por una cepa de V.

parahaemolyticus infectada por un plasmido (Joshi et al. 2014).

16



La vibriosis puede conducir a altas mortalidades de hasta 90 %, en poslarvas y
juveniles tempranos. Los langostinos moribundos son encontrados en la superficie
y nadando en las orillas de los estanques, con presencia de aves alimentdndose de
ellos. Cuando la enfermedad se encuentra en fase inicial se observan algunos
organismos con opacidad muscular y tracto digestivo vacio y en la fase grave es
posible observar organismos con expansion de los cromatéforos, hepatopancreas

inflamado y en algunos langostinos luminiscencia (Morales-Covarrubias 2008).

También algunos ejemplares pueden presentar manchas marrones o negras en el
exoesqueleto y heridas, las que permiten el ingreso de Vibrio al interior del tejido

(Campoverde 2015).

2.4. Antibidticos usados en el tratamiento de la vibriosis.

Segtn Roque et al. (2001), los antibidticos en el alimento son usados cominmente
para tratar a la vibriosis, mencionando que en México, los antibiéticos mas usados
son oxitetraciclina, florfenicol, ormetoprim-sulphamethoxazol, sarafloxacina y
enrofloxacina. Sin embargo, son mds utilizadas enrofloxacina (ENRO), florfenicol
(FFC) y oxitetraciclina (OTC), siendo este ultimo el que se usa mads

frecuentemente (Bermudez et al. 2014).

Las vibriosis han sido tratadas con resultados variables con florfenicol (250 a 300
ppm) y enrofloxacina (200 a 300 ppm), en alimentos peletizado suministrado cada

8 horas durante 10 dias (Cuellar 2013).

Los antibiéticos més usados son: la oxitetraciclina, que es un antibiético de la
familia de las tetraciclinas, conocida también como terramicina; actda como todas
las tetraciclinas inhibiendo el ribosoma bacteriano e impidiendo la sintesis de
proteinas en la bacteria. A bajas concentraciones es bacteriostatico pero a elevadas
dosis es bactericida, sin embargo tales dosis elevadas influyen negativamente en

el desarrollo de L. vannamei (Sosa, Escobar y Faure 2013).

La enrofloxacina, es un antibiético de amplio espectro del grupo de las quinolonas

que es usada exclusivamente en veterinaria, la enrofloxacina actia inhibiendo la
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enzima DNA-girasa y por ende evitando la sintesis del 4cido desoxirribonucléico
(DNA) de las bacterias uniendo un efecto bactericida (Santiago, Espinosa y

Bermudez 2009).

El florfenicol, es un antibidtico de amplio espectro que actda inhibiendo a la
enzima peptidiltransferasa con lo que se evita la sintesis de protefnas. La
inhibicién es reversible, por lo que el florfenicol actia como un bacteriostatico.
Posee una estructura quimica muy similar a la del cloranfenicol y es efectivo en
bacterias que han desarrollado la habilidad de inactivar otras drogas incluyendo

tiamfenicol y cloranfenicol (Santiago, Espinosa y Bermudez 2009).

2.5. Resistencia antibacteriana de Vibrio
La aparicion de resistencia antimicrobiana en cepas bacterianas estd directamente
relacionada al uso de antibidticos. El uso indiscriminado que se hace de ellos

conduce a la resistencia (Banerjee et al. 2013),

La resistencia bacteriana es la capacidad que tiene la bacteria de sobrevivir en
presencia de un antibidtico y representa una ventaja para expandir su nicho
ecoldgico y posibilitar su proliferacion; esto reduce las opciones terapéuticas, lo
que repercute directamente en el éxito de la terapia antimicrobiana para combatir
las infecciones secundarias producidas por estos patdégenos, ademds de provocar

elevados indices de morbilidad y mortalidad (Garza, Silva y Martinez 2009).

El problema de la resistencia se agudiza cuando las bacterias adquieren resistencia
a diversas familias de antibidticos, lo que genera la multirresistencia; segun
Magiorakos et al. (2012), una cepa bacteriana se denomina multirresistente
cuando adquiere resistencia al menos a un producto en tres familias de

antibioticos.

La resistencia a los antibidticos se da por diferentes mecanismos: 1) Modificacién
quimica o hidrolisis del antibidtico mediante la adenilacién, acetilacion,
fosforilacion o hidrolisis. 2) Modificacidn del sitio blanco de la bacteria debido a

mutaciones espontaneas en los genes que codifican al blanco del antibidtico, 3)
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Modificaciones de la permeabilidad de la membrana externa, que impide la
entrada del antibidtico. 4) expulsion del antibidtico debido a la sobreproduccion
de bombas de flujo que impiden el acceso del antibidtico al sitio blanco en la

bacteria (Garza, Silva y Martinez 2009).

La resistencia a los antibidticos se ha evaluado mediante las técnicas de: 1) la
concentracion inhibitoria minima (CIM) en caldo o agar, y 2) la difusién en disco,
existen, ademds, algunas técnicas basadas en gradientes de concentracion

antibidtica, tales como el E test y la técnica de espiral (Crespo 2005).

2.6. Uso de plantas medicinales para el tratamiento de vibriosis en
langostino.
Una planta medicinal es la que contienen metabolitos que pueden ser usados como
medicamentos o bien servir para la sintesis de farmacos. Los metabolitos son
sustancias bio-activas como alcaloides, taninos, flavonoides, cumarinas, quinonas,
terpenoides, simarubalidanos, melicianinas, limonoides, lactosas y lignanos entre
otros, cuyo contenido depende tanto de factores propios de la planta como de las
condiciones climdticas, las caracteristicas de los suelos, la edad de la planta y la
época de recoleccion, asi como del método de extraccion de dichos principios

(Prieto et al. 2005).

La camaronicultura también se ha visto beneficiada con el uso de plantas
medicinales, asi se ha usado el palo maria, resina de maria o de tacamara
(Callophyllum inphyllum, Clinacanthus nutans y Tinospora cripta), la grosella,
cerezo occidental o manzana lora (Phyllanthus acidus) y la albahaca morada
(Ocimium sanctum), que han mostrado efectos viricidas contra el virus de la

cabeza amarilla del langostino (Prieto et al. 2005).

También se ha ensayado el extracto de hojas del t€ verde japonés contra
enfermedades diarreicas producidas por Staphylococcus aureus, S. epidermidis,
Vibrio cholerae, V. parahaemolyticus, V. mimicus, Campylobacter jejuni y

Plesiomonas shigelloides (Alarcén 2002).
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Algunos estudios muestran el potencial antimicrobiano de los aceites esenciales
de plantas como: Melissa officinalis (balsamo), Ocimum basilicum (albahaca),
Hyssopus officinalis (hisopo), Lavandula angustifolia Mill. (Lavanda), Origanum
vulgare (orégano), Salvia officinalis (sage) y Thymus vulgaris (tomillo)
mostrandose como una alternativa al uso de antibidticos en el cultivo de

langostino (Campoverde 2015).

Dos de las plantas con mejores probabilidades de usarse como reemplazo de los

antibidticos en la acuicultura del langostino son el neem y el orégano.

2.7. Neem (Azadirachta indica)
El arbol de neem produce azadiractina que se concentra en las semillas de los

frutos inmaduros y puede ser extraido facilmente con solventes organicos

(Villamil, Naranjo y Van Strahlen 2012).

La azadiractina es destruida por los rayos ultravioletas, por lo que se debe
proteger de la luz del sol. Los estudios han demostrado que el neem posee accion
antipirética, anti-inflamatoria, diurético, antiséptica, antibacteriana, anti-diabética,

antifungica y antitumoral (Al Akeel et al. 2015).

En el neem se presentan compuestos antimicrobianos como azadiractina, salinnina
y meliantriol que tienen también propiedad insecticida, el aceite extraido de la
corteza, la semilla y las hojas. La nano-emulsién del aceite del neem es efectiva
en el tratamiento de Pseudomonas aeruginosa en peces de agua dulce (Avalos

2014; Ali et al. 2016).

2.8. Orégano (Origanum vulgare)

En el aceite de orégano se han identificado flavonoides como la apigenina y la
luteolina, agliconas, alcoholes alifdticos, compuestos terpénicos y derivados del
fenilpropano. En O. vulgare se han encontrado acidos coumérico, ferulico, catéico

y r-hidroxibenzoéico (Delgado 2010).
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Contiene aceite esencial, cuya composicion puede variar segin su procedencia.
Generalmente  contiene  fenoles (timol 'y carvacrol); hidrocarburos
monoterpénicos. El orégano procedente del centro de Europa, produce un aceite
esencial pobre, o incluso privado de fenoles. También se puede encontrar dcidos
fendlicos (cafeico, rosmarinico y clorogénico), taninos, se considera
espasmolitica, digestiva, carminativa, aperitiva, colerético, expectorante,
antiséptica de las vias respiratorias, diurética, toénica. En uso externo es
cicatrizante, analgésica, antiséptica y antifingica. Al aceite esencial también se le

atribuye una accion antioxidante principios amargos, flavonoides (Muifioz 2002).

Los aceites esenciales de orégano poseen efecto antimicrobiano frente a
determinadas bacterias Gram positivas y Gram negativas, dicha accién se debe al
efecto sobre los fosfolipidos de la capa externa de la membrana celular bacteriana,
provocando cambios en la composicion de los dcidos grasos. El orégano tiene
capacidad antioxidante y antimicrobiana contra muchos microorganismos
patégenos dentro de los cuales se encuentra Salmonella typhinurium, Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, entre otros. Se observo
que el timol y el carvacrol poseen alta capacidad antimicrobiana sobre bacterias
Gram positivas y, en particular, sobre las Gram negativas al actuar como
desintegradores de la pared celular externa e inhibir su crecimiento (Campoverde

2015).

2.9. Investigaciones sobre el uso de neem y orégano en enfermedades en
acuicultura

Los trabajos sobre el uso de neem y orégano en tratamiento de enfermedades en

acuicultura no son muy abundantes, pero se puede mencionar, que existen

investigaciones realizadas con langostinos en las que se ha empleado tales plantas

medicinales para precisamente el control de Vibrio como se mencionan a

continuacion:

Banerjee. et al. (2013), realizaron una investigacion en Malasia, para evaluar el
efecto del extracto de hojas de neem en Vibrio parahaemolyticus y V.

algynoliticus aislados de langostinos cultivados. Para ello obtuvieron un extracto
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acuoso y jugo de hojas de neem, en el segundo de los cuales obtuvieron
concentracion minima inhibitoria (MIC) para V. parahaemolyticus y V.
algynoliticus de 3,13 % y 6,25 % respectivamente, con concentracién bactericida
minima (MBC) de 12,50 % y 25 % respectivamente. Concluyendo que el jugo de

neem es un agente antibacterial ttil para inhibir Vibrio en langostinos.

Morales-Covarrubias et al. (2016), realizaron una investigacion con el objetivo de
determinar la efectividad de los extractos acuosos de neem, orégano y plata
coloidal contra V. parahaemolyticus aislados de L. vannamei cultivado en aguas
de baja salinidad (5 %o). Los resultados mostraron que los extractos de orégano y
neem presentaron una concentracion inhibitoria minima (MIC) de 62,50 mg/ml y
halos de inhibicion de 12,0 a 19,0 mm. Mientras que la plata coloidal tuvo MIC de
2 mg/ml, y los halos estuvieron entre 11,8 y 18,8 mm. Esto mostré la efectividad

de los extractos de orégano y neem como antimicrobiano.

Gracia-Valenzuela et al. (2014), realizaron una investigaciéon para evaluar el
efecto de la aplicacion dietaria de aceite esencial de orégano en langostinos L.
vannamei infectados experimentalmente al inocular el agua de cultivo con 10°
UFC/ml de Vibrio parahaemolyticus, V. vulnificus y V. cholerae, al finalizar el
experimento, se determind la concentracién de Vibrio en el musculo de los
langostinos, encontrando que en el grupo testigo, que no recibié en su dieta el
aceite de orégano, la cantidad de bacterias se incrementé en 10° mientras que en
los grupos experimentales que recibieron el aceite de orégano la cantidad de
bacterias se redujo, por lo que concluyeron que la suplementacién dietaria con

aceite de orégano proveyé efecto antibacteriano in vivo en los langostinos.

La investigacion realizada por Campoverde (2015) para evaluar el efecto de dos
plantas medicinales: hierba luisa (Aloysia triphilla) y orégano (Origanum vulgare)
en Vibrio sp. del agua de los estanques langostineros, para lo cual realizé una
infusion (120 gramos de planta en 120 ml de agua hirviendo) y se dejé enfriar por
1 hora; se utiliz6 21 acuarios con una capacidad de 2 1. Aplic6 diferentes dosis del
extracto (6, 8, 10 ml) cada una con tres repeticiones, y se analiz6 en diferentes

horas (12, 24, 48); transcurrido el tiempo de actuaciéon de los extractos se tomd
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10 pl y se sembro en agar tiosulfato citrato bilis sacarosa (TCBS), se dejé incubar
por 24 horas para el conteo final de las unidades formadoras de colonias UFC.
Mostrando que el orégano y la hierba luisa tuvieron similares capacidades para
inhibir el crecimiento bacteriano.

Adicionalmente se ha encontrado trabajos en los que los extractos de neem han
sido utilizados in vitro e in vivo para controlar Vibrio y otras bacterias en peces en

cultivo como, por ejemplo:

Talpur and Ikhwanuddin (2013), realizaron una investigacién para probar la
efectividad de la inclusion de las hojas de neem en la dieta de la lubina (Lates
calcarifer) en la respuesta inmunitaria y la resistencia frente a la enfermedad
originada por V. harveyi, ensayaron 5 tratamientos afiadiendo 1 a 5 g de hoja de
neem por kilogramo de alimento. Los peces alimentados con esta dieta fueron
inyectados con V. harveyi y se determinaron varios pardmetros inmunolégicos, asi
como la supervivencia del pez. Los resultados mostraron que la adiciéon de hoja de
neem al alimento mejord la respuesta inmunoldgica e incrementd la supervivencia

de L. calcarifer infectado con V. harveyi.

Thanigaivel et al. (2015) realizaron una investigacion para evaluar in vivo e in
vitro la actividad de neem contra la bacteria Citrobacter freundii (una gram
negativa patégena para tilapia), en Oreochromis mossambicus infectada
naturalmente. Encontrando que el extracto de A. indica a una concentracion de
150 mg/1 fue capaz de inhibir a C. freundii in vivo. Concluyendo que el extracto

de neem fue muy efectivo para controlar la infeccién por dicha bacteria en tilapia.
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III. MATERIAL Y METODOS

3.1.

Material y equipo

Material biol6gico

14 ejemplares de Litopenaeus vannamei.
500 g de hojas de neem (Azadirachta indica)
500 g de hojas de orégano (Origanum vulgare)

Materiales de laboratorio

70 jeringas de 1 ml

1 tubo de estdndar Mac Farland 0,5 preparado artesanalmente.
500 puntas de micropipeta de 0-10 ul

500 puntas de micropipeta de 10-100 pl

200 puntas de micropipeta de 100-1000 ul

1000 tubos de microcentrifuga de 1,5 ml

200 microtubos de centrifuga de 1,5 ml

100 placas Petri de 10 cm de didmetro

1 cernidor

1 bal6én de gas

Equipos

1 estuche de diseccién

1 micropipeta de 0-10 ul

1 micropipeta de 10-100 ul

1 micropipeta de 100-1000 pl

1 probeta de 100 ml

1 matraz de 250 ml

1 matraz de 500 ml

1 balanza analitica con precisiéon de 0,0001 g, marca Sartorius modelo
TE2145

1 autoclave marca All American modelo 25x
1 asa de siembra

1 mechero

1 molino de café



- 1 licuadora marca Binder sin modelo
- 1 refrigeradora marca LG modelo GM - 323QC

- 1 congelador vertical a -18 °C marca Electrolux modelo

EFCC10C3HQW

- 1 cocina marca Indurama modelo Cadiz

Métodos

3.2.1. Acondicionamiento del local
La investigacion se realiz6 en los Laboratorios de Acuicultura II y Biologia

Molecular de la Facultad de Ingenieria Pesquera y Ciencias del Mar de la

Universidad de Tumbes (Figura 1).

En ambos laboratorios se acondicionaron zonas asépticas para poder trabajar

en la extraccion de los tejidos de langostino y el cultivo de Vibrio spp.

3°45'§ 1
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Figura 1. Ubicacion del lugar de ejecucion de la tesis. 1) Laboratorio de
Biologia Molecular, 2) Laboratorio de Acuicultura II, ambos en la Facultad

de Ingenieria Pesquera y Ciencias del Mar de la UNTUMBES.
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3.2.2. Obtencion de ejemplares de Litopenaeus vannamei con signos de
vibriosis

Se obtuvieron 14 ejemplares de Litopenaeus vannamei, de una camaronera

de Santa Rosa (Ecuador); los ejemplares provenieron de estanques con

problemas de vibriosis y que no respondieron adecuadamente a la

administracion de antibidticos (oxitetraciclina).

Los ejemplares obtenidos fueron trasladados vivos al Laboratorio de
Acuicultura II, donde fueron pesados, se observaron sus caracteristicas
externas para luego extraer las muestras necesarias para el aislamiento de

Vibrio spp.

3.2.3. Aislamiento y seleccion de Vibrio spp.
El método para obtener las muestras de Vibrio se basé en la empleada por

Roque et al. (2001), con modificaciones y que consistié en:

Se extrajo al menos 0,2 ml de hemolinfa del seno ventral con una jeringa
hipodérmica provista de 0,1 ml de solucion de citrato de sodio al 10 %. El
hepatopédncreas fue extraido en forma aséptica usando pinzas esterilizadas,
un fragmento de éste fue pesado, colocado en un microtubo de centrifuga de
1,5 ml y homogenizado con solucién salina estéril (2,5 % de NaCl) usando

macerador de acero.

Se tom6 también muestras de las lesiones externas que presentaron algunos
de los ejemplares, para lo cual con una hoja de bisturi se extrajo las lesiones
y se transfirieron a un microtubo de centrifuga de 1,5 ml, en el cual fueron
triturados con maceradores metdlicos y suspendidos en 1 ml de solucién

fisioldgica.
La muestra de hemolinfa, las obtenidas de las lesiones externas y 0,1 ml del

sobrenadante del macerado de hepatopdncreas fueron sembrados por

separado en placas de agar TCBS con 2,5 % de NaCl.
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Luego de 24 h de cultivo a 30 °C, las colonias que crecieron en el medio
TCBS fueron caracterizadas (evaluando su coloracién, las amarillas que
fueron cepas fermentadoras de sucrosa y las verdes que fueron no
fermentadoras de sucrosa), de igual manera se evalué el didmetro,
morfologia de bordes, elevacion y consistencia de superficie de las colonias.
Las colonias representativas fueron subcultivadas sucesivamente en agar
TSA, hasta obtener cepas puras. Luego las cepas puras fueron colocadas en

caldo TSB conservadas en congelacién a -18 °C.

Se presentaron problemas en la conservacion de las cepas pues algunas de
ellas se tornaron no viables luego de la congelacién, lo cual se debid al
cambio brusco de temperatura que experimentaron cada vez que se abria el
congelador en el cual habian sido depositadas, por lo cual se opto por
almacenarlas dentro de una caja de tecnopor el cual fue mantenido dentro

del congelador, al hacer esto se redujo los casos de cepas no viables.

La recuperacion de la cepa se hizo tomando una parte de la cepa congelada,
descongeldndola y sembrindola en caldo TSB con 2,5 % de NaCl, dejandola
incubar toda la noche. La cepa en medio TSB fue sembrada en placas petri

con medio TSA e incubada 30 °C por 24 h.

3.2.4. Seleccion de cepas resistentes a antibidticos
Para determinar la resistencia de las cepas a diferentes antibidticos, se

realizé una prueba de susceptibilidad:

Las cepas fueron cultivadas en TSA suplementado con 2,5 % de NaCl e
incubadas a 35 °C toda la noche. Luego de la incubacién se ajusté la
concentracion de la cepa a una concentracién de 1x10® UFC/ml por
comparacion visual de su turbidez con el de un tubo de 0,5 en la escala de
McFarland. Las cepas entonces fueron inoculadas en placas conteniendo
agar Miiller—Hinton (MH) suplementado con 2,5 % de NaCl, en el cual se

colocé los discos antibidticos segun la tabla 1:
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Tabla 1. Antibidticos a utilizar en el ensayo de resistencia a antibidticos

Grupo Familia Antibidtico Clave Cantidad por
disco (ug)

I. Inhibidores de la pared Penicilinas Ampicilina Amp 10

celular Fosfonatos Fosfomicina Fos 50

II. Inhibidores de la sintesis  Fenicoles Cloranfenicol Clor 30
de proteinas Florfenicol Flo 25

Tetraciclinas Oxitetraciclina Otc 30

Tetraciclina Tet 30

Aminoglucésidos  Gentamicina Gen 10

III.Inhibidores de la sintesis  Quinolonas Acido Nal 30

de ADN nalidixico

Enrofloxacina Enro 5

Norfloxacina Nor 10

Fuente: Elaboracién propia

Se midieron los didmetros de los halos de inhibicién generados por los

discos de sensibilidad.

La determinacion de la resistencia de las cepas a los antibidticos ensayados

se realiz6é tomando como puntos de corte los que se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Puntos de corte para la determinacién de la sensibilidad a

antibidticos en Vibrio spp.

Concentra- Punto de corte (mm)

Antibidtico cion (ug) Sensible Intermedio Resistente Referencia
Ampicilina 10 >17 14-16 <13 NCCLS (1999); Cayul (2003)
Fosfomicina 50 >20 17-19 <16 Seguel (2009)

Cloranfenicol 30 >18 13-17 <12 Go6mez-Gil (2005)
Florfenicol 30 >18 13-17 <12 NCCLS (1999); Cayul (2003)
Oxitetraciclina 30 >19 15-18 <14 NCCLS (1999); Cayul (2003)
Tetraciclina 30 >19 15-18 <14 CLSI (2019)

Gentamicina 10 >15 13-14 <12 NCCLS (1999); Cayul (2003)
Acido nalidixico 30 >19 14-18 <13 CLSI (2019)

Enrofloxacina 5 >21 16-20 <15 NCCLS (1999); Cayul (2003)
Norfloxacina 10 >17 13-16 <12 CLSI (2019)

Fuente: Elaboracién propia (Basado en datos de los documentos citados

en la columna referencia)

Se eligieron las cepas que mostraron resistencia a algunos de los antibiéticos

sefialados, las que fueron usadas en los ensayos de sensibilidad frente a

extractos de neem y orégano.
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3.2.5. Preparacion de los extractos de neem y orégano

Las hojas de neem se obtuvieron de un arbol que se halla en la Facultad de
Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de Tumbes, y las hojas de
orégano se obtuvieron de un cultivo doméstico. Estas hojas fueron

procesadas en estado fresco o seco (hojas dejadas secar bajo sombra).

En el caso de las hojas frescas, estas fueron molidas en una licuadora, para
obtener el jugo de las mismas. Este jugo fue mezclado con agua destilada

para obtener diluciones de 25 %, 50 % del jugo de las hojas de neem.

En el caso de las hojas secas, estas fueron molidas en un molino hasta polvo
fino. Se tomaron 5 g de las hojas molidas y se sometieron a extraccién con
50 ml de alcohol etilico. La extraccion se realiz usando dos solventes, por
un lado agua hirviendo y por otro alcohol etilico. Se tomé 5 g del polvo de
hojas secas y se suspendié en 50 ml de alcohol. También se tomé 5 g de
polvo de hojas secas las que fueron colocadas en un matraz con 200 ml de

agua hirviendo por 10 min. El sobrenadante fue separado por filtracion.

Adicionalmente se realiz6 extraccion de las hojas de neem utilizando equipo
soxhlet para luego ser procesado adicionalmente en el rotaevaporador de la
Facultad de Ciencias Agrarias, con la finalidad de obtener un extracto mas

potente.

3.2.6. Ensayo de sensibilidad de las cepas resistentes a los extractos de
neem y orégano
El procedimiento fue similar al indicado en el item sobre determinacién de

resistencia a antibidticos.

Se extrajeron con un perforador de oficina, discos de papel filtro de 6 mm
de didmetro, los mismos que fueron colocados dentro de tubos falcon de 15
ml y esterilizados a una temperatura de 121 °C (presiéon de 15 psi) por 15

min.
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Se prepararon soluciones acuosas y alcohdlicas al 100 %, 50 % y 25 % de
los extractos de neem y orégano y de estos se realizaron diluciones
sucesivas de 10° hasta 10°. Se agregaron 20 ul de cada disolucién a cada
circulo de papel filtro. Se prepararon placas petri con medio Muller Hinton
en los cuales se sembraron cepas de Vibrio spp. (densidad aproximada 1,5

x10® UFC/ml equivalente a escala 0,5 de McFarland).

En cada placa se colocaron discos de papel filtro impregnado con las
diluciones de los extractos vegetales, se colocaron como control negativo el
solvente usado en cada dilucién (agua o etanol) y como control positivo

discos comerciales de 30 mg de oxitetraciclina.

Las placas petri se dejaron incubar por 24 h, luego de lo cual se midi6 los

diametros de los halos de inhibicion.

3.2.7. Analisis estadistico
Los datos de los experimentos de sensibilidad de las cepas de Vibrio spp,

ante los extractos de neem y orégano fueron procesados como sigue:

Experimento para determinar sensibilidad ante el extracto de hojas de neem:
En este caso, el experimento se realiz6 bajo el disefio completamente al azar
(DCA), se utilizaron como tratamientos:

TO: Control negativo, sin aplicacién de neem, solo se aplicé etanol

T1: Aplicacién de extracto de neem dilucién 10°

T2: Aplicacién de extracto de neem dilucién 10™

T3: Aplicacién de extracto de neem dilucién 107

T4: Aplicacién de extracto de neem dilucién 107

T5: Control negativo, sin aplicaciéon de neem, solo se aplic6 agua destilada
T6: Aplicacion de extracto de neem dilucién 25 %

T7: Aplicacion de extracto de neem dilucién 50 %

T8: Aplicacion de extracto de neem diluciéon 100 %

T9: Control positivo: con aplicacion de un disco comercial de

oxitetraciclina.
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El experimento contd con cinco repeticiones, siendo cada repeticiéon una
placa Petri con agar Miiller Hinton y sembrada con la cepa elegida.
Para analizar los resultados se utilizé el andlisis de varianza (ANVA) y la

prueba de Duncan ambas con un 5 % de nivel de significancia (o =5 %).

Experimento para determinar sensibilidad ante el extracto de hojas de
orégano:

En este caso, el experimento se realiz6 bajo el disefio completamente al azar
(DCA), se utilizaron como tratamientos:

TO: Control negativo, sin aplicacion de orégano, solo se aplicé etanol

T1: Aplicacién de extracto de orégano dilucién 10°

T2: Aplicacién de extracto de orégano dilucién 10

T3: Aplicacién de extracto de orégano dilucién 107

T4: Aplicacién de extracto de orégano dilucién 107

T5: Control negativo, sin aplicacion de orégano, solo se aplic6 agua
destilada

T6: Aplicacion de extracto de orégano dilucion 25 %

T7: Aplicacion de extracto de orégano dilucion 50 %

T8: Aplicacion de extracto de orégano dilucién 100 %

T9: Control positivo: con aplicacion de un disco comercial de

oxitetraciclina.

El experimento contd con cinco repeticiones, siendo cada repeticiéon una
placa Petri con agar Miiller Hinton y sembrada con la cepa elegida.
Para analizar los resultados se utilizaron el andlisis de varianza (ANVA) y la

prueba de Duncan ambas con un 5 % de nivel de significancia (a. = 5 %).
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IV. RESULTADOS

4.1. Caracteristicas externas de los langostinos

Los langostinos colectados en una camaronera del Ecuador tuvieron un peso

promedio de 10,6 + 2,2 g, la mayoria de los cuales (71 %) no presentaron lesiones,

mientras que en los que si las presentaron generalmente las tuvieron en el

abdomen.

Respecto a sus antenas, estas fueron en su mayoria rojas y cortas (79 %) y los

urépodos en su mayoria enrojecidos (64 %).

Las caracteristicas externas en detalle se aprecian en la tabla 3.

Tabla 3. Peso y caracteristicas externas de los langostinos recolectados en camaronera

de Ecuador.

Ejemplar Peso(g)

Localizacion de lesiones

Antenas

Urépodos

9,6
6,5
7,2
8,6
9,1

11,0
10,8
13,3
12,7
10,8

13,6
12,1
11,7
11,3

Sin lesiones
Sin lesiones
Sin lesiones
Sin lesiones
Sin lesiones

En 6to segmento abdominal y cefalotérax

Sin lesiones

En ler segmento abdominal
En ler y 6to segmento abdominal
En 3er segmento abdominal

Sin lesiones
Sin lesiones
Sin lesiones
Sin lesiones

Rojas y cortas
Rojas y cortas
Normales
Normales
Rojas y cortas

Rojas y cortas
Rojas y cortas
Rojas y cortas
Rojas y cortas
Rojas y cortas

Normales

Rojas y cortas
Rojas y cortas
Rojas y cortas

Enrojecidos
Enrojecidos
Enrojecidos
Enrojecidos
Enrojecidos

Normales
Normales
Enrojecidos
Normales
Enrojecidos

Normales
Enrojecidos
Normales
Enrojecidos

Fuente: Elaboracién propia



4.2. Caracteristicas de las colonias de Vibrio spp. aisladas de langostino

En la tabla 4 se aprecian las caracteristicas de las colonias de Vibrio spp. aisladas

de langostinos, en la que se aprecia que éstas presentaron coloracién verde (9 de

14 cepas) o amarilla (5 de 14 cepas) al ser cultivadas en medio TCBS. Las

colonias tuvieron didmetros entre 1 a 5 mm y formas circulares o irregulares con

bordes enteros u ondulados y superficies lisas o rugosas; ademas el 100 % de las

colonias mostraron una elevacién convexa y consistencia cremosa.

Tabla 4. Caracteristicas de las colonias de cada cepa cultivadas en medio TCBS.

Cepa* Color Tamafio (mm)  Forma Borde Superficie
HP6-V Verde 5 Circular  Entera Lisa
HP2-V Verde 5 Circular  Entera Lisa
HP4-V1 Verde 4 Circular  Entera Lisa
HP4-V4 Verde 2 Irregular  Ondulado Rugosa
HP3-V1 Verde 3 Circular  Entera Lisa
L4-A1 Amarilla 5 Irregular Ondulado Rugosa
L4-A2 Amarilla 4 Irregular  Ondulado Rugosa
L4-V3 Verde 1 Irregular Entera Rugosa
HP4-V1 Verde 4 Circular  Entera Lisa
HP4-A2 Amarilla 5 Irregular  Ondulado Rugosa
HP4-A3 Amarilla 1 Irregular Ondulado Rugosa
HP2-A Amarilla 2 Irregular  Ondulado Rugosa
HP5-V1 Verde 2 Circular  Entera Lisa
HP5-V2 Verde 5 Circular  Entera Lisa

* El 100 % de las colonias mostraron una elevacidn convexa y consistencia cremosa.
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Figura 2. Fotografia de colonias de cepas de Vibrio spp. (cepa HP6-V) en medio TCBS

4.3. Diametro de los halos de inhibicion en antibiogramas de Vibrio spp.

En la tabla 5 se observa el didmetro de los halos de inhibicién que se obtuvieron
en los antibiogramas realizados a las cepas de Vibrio spp. Estas incluyen las cepas
aisladas de los langostinos muestreados, asi como 12 cepas donadas por el tesista

Carlos Emilio Flores Aguilar y dos cepas facilitadas por Imarpe.

Los halos de inhibicién se midieron redondeando al milimetro mas cercano con
una regla, donde se observa el punto en el cual se puede ver una demarcacién
obvia entre crecimiento y ausencia de crecimiento.

En algunas cepas no fue posible determinar su halo de resistencia a algunos
antibidticos, pues debido al alto nimero de antibidticos ensayados, fue necesario
realizar el antibiograma en dos fechas distintas, siendo que algunas cepas que
crecieron en el primer antibiograma no lo hicieron en el segundo, por lo que sus

cepas fueron no viables.
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Tabla 5. Didmetro de los halos de inhibicion (mm) a antibiéticos de las cepas aisladas.

Peni .. Amino
. Fosfo- . Tetracicli- ) .
cili- Fenicoles glucé- Quinolonas
natos nas .
nas sidos
—_ s <

= ko) 5 8 B3} = .9 8 15 2

= o~ =~ & —~ = o~ S ~ Q ~ = —~ 3 — é XKoo~

S b Ew S T eb =TT SO Eo JE@m 2~ &&

a = S = 83 = = 83 = = s = S8 3 o 9 & =

g o 2o o Gdo To Bo 5o SEe B 5 o
Cepa < w2 ol T o rC o <c=C m?2 ZT
HP6-V 5 5 5 18 16 23 5 25 20 21
HP2-V 5 11 5 14 18 21 8 22 15 18
HP4-V1 7 5 12 5 11 22 14 11 19 17
HP4-V4 21 5 21 10 18 23 16 7 14 9
HP3-V1 21 9 37 39 8 15 12 30 28 30
L4-Al 19 5 25 23 21 27 11 21 23 23
L4-A2 22 21 5 5 5 - 11
L4-V3 25 19 21 29 21 25 11 15 21 19
HP4-V1 5 25 5 23 17 21 11 21 18 21
HP4-A2 19 5 23 21 22 25 18 19 20 20
HP4-A3 5 15 21 19 8 - 11
HP2-A 31 9 39 35 17 ---- 19
HP5-V1 16 5 24 24 24 25 26 16 22 18
HP5-V2 19 5 25 27 25 27 12 16 20 18
T1 25 9 5 5 17 15 5 5 7 5
T5 15 7 33 25 31 30 17 35 35 37
T6 5 5 23 25 11 - 9
ARR /CVP 5 15 25 24 10 17 12 25 25
ARR-2 (1) / VM2 7 17 25 25 12 - 10
ARR-2/ VP2 5 15 18 21 11 - 11
ARR-3 8 16 23 23 11 - 10
ARR-3/VV1 12 21 28 29 14 ---- 16
ARR-4/ VP 9 15 23 22 12 9 12 5 5 5
AQ-2/CVG 5 12 22 20 20 25 14 5 18 17
AQ-2/CAM 5 15 22 22 8 12 11 23 15 18
ARR-4/VC * 8 14 20 22 10 ---- 9
Im-Alg 25 27 29 31 5 9 25 35 27 39
Im-Tum 11 23 31 33 25 29 21 37 25 33

*CNV= cepa no viable, significa que en el momento de realizar el antibiograma respectivo la cepa no

crecio, a pesar de ser varias veces sembradas, lo que indica que la misma dejé de ser viable.
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Figura 3. Fotografia de halos de inhibicién de antibidticos en una de las cepas aisladas

(cepa L4 Al)
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4.4. Sensibilidad antibiética de las cepas de Vibrio spp.

En la tabla 6 se muestra la sensibilidad antibidtica de las cepas de Vibrio spp.,
observandose que el 100 % de las cepas mostraron resistencia al menos a uno de
los antibidticos ensayados y que la cepa ARR-4/VP, mostré ser la que tuvo

resistencia al mayor nimero de antibidticos (8 de 10).

Tabla 6. Sensibilidad antibi6tica de las cepas aisladas

Pfer'n Fosfo- . Tetracicli- Amino . P
cili- Fenicoles gluco- Quinolonas S g
natos nas . —~ °
nas sidos < 3
- © 0 = S g s '§ §
T2 Ew twiw £C%w Em ST E_Zwm £z
R S = Ss3 €3 84 &= 8 3 2 S g SE
£ S 2o ©So 5o FE Eo 5o 58 EF 52 z8
Cepa < 2 o <l O35 (G- <% @mLe zZz<T S
HP6-V R* R R S I S R S I S 4
HP2-V R R R I | S R S R S 5
HP4-V1 R R R R R S I R I S 6
HP4-V4 S R S R 1 S S R R R 5
HP3-V1 S R S S R | R S S S 3
L4-Al S S S S S R S S S 2
L4-A2 S S R R R R 4
L4-V3 S I S S S S R I S S 1
HP4-V1 R S R S I S R S I S 3
HP4-A2 S R S S S S S S I S 1
HP4-A3 R R S S R R 4
HP2-A S R S S | S 1
HP5-V1 1 R S S S S S I S S 1
HP5-V2 S R S S S S R I I S 2
T1 S R R R 1 1 R R R R 7
T5 I R S S S S S S S S 1
T6 R R S S R R 4
ARR /CVP R R S S R I R S S 4
ARR-2 (1) / VM2 R I S S R R 3
ARR-2/VP2 R R S S R R 4
ARR-3 R R S S R R 4
ARR-3/VV1 R S S S R S 2
ARR-4 / VP R R S S R R R R R R 8
AQ-2/CVG R R S S S S I R I S 3
AQ-2/CAM R R S S R R R S R S 6
ARR-4/VC * R R S S R R 4
Im-Alg S S S S R R S S S S 2
Im-Tum R S S S S S S S S S 1
*R = Resistente, I = Intermedio, S = Sensible, ---- = no se pudo determinar la sensibilidad
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Cepas de Vibrio spp.

Figura 4. Resistencia de cepas de Vibrio spp. a diferentes antibidticos

En la tabla 7 se observa que particularmente respecto a la oxitetraciclina, que es el
antibidtico usado tradicionalmente en el tratamiento de vibriosis en langostinos, se
observé que 50,0 % de las cepas evaluadas se mostraron resistentes y sélo 28,6 %
fueron sensibles a la misma. Se encontr6 ademds que las cepas fueron
mayormente resistentes a fosfomicina (75,0 %), a gentamicina (64,3 %) y
ampicilina (57,1 %), pero también fueron mayormente sensibles a florfenicol

(82,1 %), cloranfenicol (78,6 %) y norfloxacina (57,1 %).
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Tabla 7. Porcentaje de cepas de Vibrio spp. con diferentes niveles de sensibilidad a
antibidticos

Porcentaje de cepas

Antibiotico
Resistentes Intermedias Sensibles No determinadas
Ampicilina 57,1 7,1 35,7 0,0
Fosfomicina 75,0 7,1 17,9 0,0
Cloranfenicol 21,4 0,0 78,6 0,0
Florfenicol 14,3 3,6 82,1 0,0
Oxitetraciclina 50,0 21,4 28,6 0,0
Gentamicina 64,3 7,1 28,6 0,0
Tetraciclina 10,7 10,7 46,4 32,1
Acido nalidixico 17,9 10,7 35,7 35,7
Enrofloxacina 17,9 21,4 28,6 32,1
Norfloxacina 10,7 0,0 57,1 32,1
100
90 -
80 - M Resistencia
M Intermedia
70 s
m Sensibilidad
60 - No determinada

Porcentaje
(O]
o

Antibidtico

Figura 5. Porcentaje de cepas de Vibrio spp. con diferentes niveles de sensibilidad a

antibioticos
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En la tabla 8, se aprecia la resistencia de las cepas de Vibrio spp. a las seis
familias de antibidticos empleados, todas las cepas se mostraron resistentes entre
1 a 5 de las familias, 18 de las 28 cepas evaluadas mostraron ser multirresistentes
(64,3 %), con tres de ellas (10,7 %), siendo multirresistente a cinco de las seis

familias de antibidticos empleados.

Tabla 8. Cepas de Vibrio spp. seguin resistencia a las familias de antibidticos ensayadas

Familias de antibidticos a los que
muestra resistencia

7] [72) < | «n

£ 25 £ Sz &

= £ 8 .Q o3 =

S & £ g8 g2 2

£ 5 s < & antidad de

Cepa = resistencias Observacién

HP6-V X X X X 4 Multirresistente
HP2-V X X X X 5 Multirresistente
HP4-V1 X X X X X 5 Multirresistente
HP4-V4 X X X 3 Multirresistente
HP3-V1 X X X 3 Multirresistente
L4-Al X X 2
L4-A2 X X X 3 Multirresistente
L4-V3 X 1
HP4-V1 X X X 3 Multirresistente
HP4-A2 X 1
HP4-A3 X X X X 4 Multirresistente
HP2-A X 1
HP5-V1 X 1
HP5-V2 X X 2
T1 X X X X 4 Multirresistente
T5 X 1
T6 X X X X 4 Multirresistente
ARR / CVP X X X X 4 Multirresistente
ARR-2 (1)/ VM2 X X X 3 Multirresistente
ARR-2/ VP2 X X X X 4 Multirresistente
ARR-3 X X X X 4 Multirresistente
ARR-3/VV1 X X 2
ARR-4/ VP X X X X X 5 Multirresistente
AQ-2/CVG X X X 3 Multirresistente
AQ-2/CAM X X X X X 5 Multirresistente
ARR-4/VC * X X X X 4 Multirresistente
Im-Alg X 1
Im-Tum X 1
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Figura 6. Cepas de Vibrio spp. segun resistencia a las familias de antibiéticos ensayadas

4.5. Diametro de los halos de inhibicion de extracto de neem en Vibrio spp.

En las tablas 9 y 10 se muestran los didmetros de los halos de inhibicién que los
extractos acuoso y alcohdlico de neem produjeron en las cepas de Vibrio spp.,
como se observa, ninguna de los tratamientos basados en diferentes
concentraciones del extracto de neem tuvieron efecto inhibidor en las cepas de
Vibrio spp. Los discos empleados como controles negativos y que contuvieron
alcohol etilico y agua destilada, como se esperaba, no produjeron inhibicién en las
cepas, y los discos de oxitetraciclina usado como control positivo, mostraron
inhibicién en todas las cepas excepto contra Im-Alg, la cual es una cepa resistente

a la oxitetraciclina.
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Tabla 9. Didmetro del halo de inhibicién (mm) del extracto acuoso de hojas de

neem en cepas de Vibrio spp.

Tratamiento Halo de inhibicién (promedio * desviacion estandar)
HP2V HP4 V1 Im-Alg Im-Tum
100 % de extracto y dilucién 10° 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
100 % de extracto y dilucién 107! 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
100 % de extracto y dilucién 10? 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
100 % de extracto y dilucién 107 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
50 % de extracto y dilucién 10° 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
50 % de extracto y dilucién 107 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
50 % de extracto y dilucién 10 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
50 % de extracto y dilucion 107 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
25 % de extracto y dilucion 10° 0,0+0,0 0,0+£0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
25 % de extracto y dilucion 107! 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
25 % de extracto y dilucion 10 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+£0,0 0,0+0,0
25 % de extracto y dilucion 107 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
Oxitetraciclina (30 pug) 18,2 +4,1 21,0+5,8 58+1,1 17,4 +6,2
Agua destilada 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
25
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Cepas de Vibrio spp.

Figura 7. Didmetro del halo de inhibicién (mm) de oxitetraciclina en las cuatro

cepas de Vibrio spp en el ensayo del extracto acuoso de hojas de neem.
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Tabla 10. Diametro del halo de inhibiciéon (mm) del extracto alcohdlico de hojas

de neem en cepas de Vibrio spp.

Tratamiento Halo de inhibicién (promedio + desviacion estdndar)
HP2 V HP4 V1 Im-Alg Im-Tum
100 % de extracto y dilucién 10° 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
100 % de extracto y dilucién 107! 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
100 % de extracto y dilucién 10? 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
100 % de extracto y dilucién 107 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
50 % de extracto y dilucién 10° 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
50 % de extracto y dilucién 107 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
50 % de extracto y dilucién 10 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
50 % de extracto y dilucién 107 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
25 % de extracto y dilucién 10° 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
25 % de extracto y dilucién 107! 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
25 % de extracto y dilucién 10 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
25 % de extracto y dilucién 107 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
Oxitetraciclina (30 pug) 19,8 +2.3 21,8 +4,8 54+0,9 174 +6,2
Alcohol etilico 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
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Figura 8. Didmetro del halo de inhibicién (mm) de oxitetraciclina en las

cuatro cepas de Vibrio spp en el ensayo del extracto alcohdlico de hojas de

neem

En la tabla 11, se observa los diametros de los halos de inhibicidén del

extracto de hojas de neem obtenido con soxhlet y rotaevaporador, si bien en
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casi todos los casos no existe inhibicidn, sin embargo el extracto no diluido

(100 % de extracto) logré inhibicion en la cepa Im-Alg.

Tabla 11. Didmetro del halo de inhibicién (mm) del extracto de hojas de neem

(obtenido con soxhlet y rotaevaporador) en cepas de Vibrio spp.

Tratamiento Halo de inhibicién (promedio + desviacion estdndar)

HP2 V HP4 V1 Im-Alg Im-Tum
100 % de extracto y dilucién 10° 0,0 +£0,0 0,0 +£0,0 124 +1,7 0,0+0,0
100 % de extracto y dilucién 10! 0,0 +£0,0 0,0 +£0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
100 % de extracto y dilucién 10° 0,0 +£0,0 0,0 +£0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
100 % de extracto y dilucién 10° 0,0 +0,0 0,0 £0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
50 % de extracto y dilucion 10° 0,0 +0,0 0,0 +0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
50 % de extracto y dilucion 10! 0,0 +0,0 0,0 +0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
50 % de extracto y dilucion 107 0,0 +0,0 0,0 +0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
50 % de extracto y dilucion 10° 0,0 +0,0 0,0 +0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
25 % de extracto y dilucion 10° 0,0+0,0 0,0 +0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
25 % de extracto y diluciéon 107 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
25 % de extracto y diluciéon 102 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
25 % de extracto y diluciéon 107 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
Oxitetraciclina (30 pg) 16,6 £3,8 20,6+3,8 50+£00 154+38
Alcohol etilico 0,0 +£0,0 0,0 0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
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Cepas de Vibrio spp.

Figura 9. Didmetro del halo de inhibicién (mm) de oxitetraciclina en las
cuatro cepas de Vibrio spp en el ensayo del extracto de hojas de neem

(obtenido con soxhlet y rotaevaporador)
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4.6. Diametro de los halos de inhibicion de extracto de orégano en Vibrio
Spp-
En la tabla 12 se observa que sélo el tratamiento basado en 100 % del extracto y
sin ninguna dilucién (dilucién 10%), mostré halo de inhibicién en todas las cepas
de Vibrio spp. con didmetros entre 8,4 + 2,6 mm y 14,0 = 3,2 mm. En estas
mismas cepas el antibidtico de referencia (oxitetraciclina) produjo halos con tuvo
didmetros entre 5,4 £ 0,8 mm y 19,0 + 3,2 mm, en particular en el caso de la cepa
Im-Alg que se mostré resistente a oxitetraciclina, el extracto de orégano al 100 %
sin dilucién obtuvo halos de inhibicion de 14,0 + 3,2 frente a los 5,4 + 0,8 mm del
disco de oxitetracilina, lo cual significa un halo casi tres veces mayor producido
por el extracto de orégano. Los discos empleados como controles negativos
(conteniendo alcohol etilico y agua destilada), no produjeron inhibicién en las

cepas.

Tabla 12. Didmetro del halo de inhibiciéon (mm) del extracto de hojas de orégano

(obtenido con soxhlet y rotaevaporador) en cepas de Vibrio spp.

Tratamiento Halo de inhibicién (promedio + desviacion estdndar)
HP2V HP4 V1 Im-Alg Im-Tum
100 % de extracto y dilucién 10° 10,0+ 3,2 9,6+2,6 140+32 8,4+26
100 % de extracto y dilucién 107! 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
100 % de extracto y dilucién 10? 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
100 % de extracto y dilucién 107 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
50 % de extracto y dilucién 10° 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
50 % de extracto y dilucién 107! 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
50 % de extracto y dilucién 102 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
50 % de extracto y diluciéon 107 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
25 % de extracto y diluciéon 10° 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
25 % de extracto y dilucién 107! 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
25 % de extracto y dilucién 10 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
25 % de extracto y dilucién 107 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
Ocxitetraciclina (30 pg) 15,8 £2,3 18,6 +2,6 54+0,9 19,032
Alcohol etilico 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
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Diametro de halos de inhibicién (mm)
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Figura 10. Didmetro del halo de inhibicién (mm) de oxitetraciclina en las
cuatro cepas de Vibrio spp en el ensayo del extracto de hojas de orégano

(obtenido con soxhlet y rotaevaporador)
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V. DISCUSION

La mayoria de los langostinos muestreados no presentaron lesiones, pero tuvieron sus
antenas rojas y cortas y los urdépodos enrojecidos, estas caracteristicas han sido
observadas previamente en langostinos con infecciones por Vibrio (Lomeli and
Martinez-Diaz 2019). Algunos de los ejemplares muestreados en esta investigacion
aparentemente estuvieron sanos, sin embargo de ellos se también se pudo obtener cepas
de Vibrio, puesto que estas cepas forman parte de su flora nativa y son patdégenas
oportunistas (Padilla 2005; Morales-Covarrubias 2008) como lo han confirmado las
investigaciones de Saavedra (2016), Md Zoqratt et al. (2018) y Cornejo-Granados et al.
(2017), quienes encontraron que en el microbioma de langostinos sanos, se encontraban

poblaciones abundantes de Vibrio.

Las colonias de Vibrio spp. que pudieron aislarse de los langostinos crecieron en medio
TCBS mostrando coloraciéon verde o amarilla, con formas circulares o irregulares
(tamafio de 1 a 5 mm), con bordes enteros u ondulados, superficies lisas o rugosas; con
elevacion convexa y consistencia cremosa, que son caracteristicas tipicas de colonias de
Vibrio al crecer dicho medio como lo indican Sabir, Ennaji and Cohen (2013) y Oviedo

(2014).

Respecto a los antibiogramas realizados se observo que el 100 % de las cepas de Vibrio
spp. mostraron resistencia a uno o varios de los antibidticos ensayados; este valor es
superior al encontrado por Reboucas et al. (2011), quienes evaluaron la resistencia a
antibidticos en cepas de Vibrio aisladas de langostinos en el Brasil, y encontraron que
61 % de sus cepas fueron resistentes al menos a uno de los antibidticos ensayados, de
igual manera Albuquerque et al. (2015), precisa haber encontrado 75 % de sus cepas
resistentes a al menos un antibidtico ensayado; sin embargo los resultados encontrados
en esta investigacién son similares a las halladas por Banerjee et al. (2012), quienes
reportan que luego de aislar 42 cepas de Vibrio de langostineras de Malasia, 41 de ellas
(97,6 %) mostraron ser resistentes a alguno de los antibidticos utilizados, esto muestra
que hay variabilidad respecto a la resistencia a antibiéticos en diferentes regiones, pero

es bastante comun que la resistencia sea alta o muy alta en cepas de Vibrio.



En este estudio se observo que el 57,1 % de las cepas fueron resistentes a ampicilina, lo
cual es una resistencia bastante comun en Vibrio de ambientes marinos (Ferrini et al.
2008; Oh et al. 2011), lo que es confirmado por los hallazgos de Costa et al. (2008),
quienes hallaron que entre 50 a 75 % de las cepas de V. mimicus, V. parahaemolyticus,
V. cincinnatiensis y V. costicola aisladas de centros de cultivo de langostino mostraron

ser resistente a este antibiotico.

Respecto a la resistencia de las cepas de esta investigacion a la oxitetraciclina, que es el
antibidtico mds usado en esta region para tratar la vibriosis, se observd que el 50 % de
cepas fueron resistentes a oxitetraciclina, sin embargo Reboucas et al. (2011), sélo
encontraron 25,8 % de resistencia a oxitetraciclina en las cepas que evaluaron, estos
mismos autores indican que Kim et al. (2003), encontraron que 54,3 % de las cepas de
Vibrio aisladas de agua y suelo de zonas acuicolas de Japén fueron resistentes a
oxitetraciclina, argumentando que la menor incidencia de resistencia a la oxitetraciclina
en Brasil se debe a que este antibidtico no estd aprobado para uso en la acuicultura en
dicho pais por lo que al aplicarse menos se genera menos resistencia, aspecto que
justifica el hecho de tenerse mayor resistencia a oxitetraciclina en este estudio pues

dicho antibidtico es ampliamente usado en el tratamiento de vibriosis.

Por otro lado en este estudio el antibidtico que mostré ser més efectivo contra las cepas
de Vibrio ensayadas fue el florfenicol al cual fueron sensibles 82,1 % de ellas, este
resultado es similar al hallado por Rebougas et al. (2011) quien reporté que en el caso
de sus cepas, el 100 % de ellas fueron mas sensibles a florfenicol y a sulfametoxazol-

trimetoprin.

La resistencia encontrada contra antibidticos que no son cominmente empleados en
acuicultura puede haber sido generada por factores antropogénicos como son la
descarga de aguas residuales con restos de antibidticos en el manglar, por parte de
poblaciones aledafias al mismo, como también lo afirman Mendoza, Tinoco, y Nieto

(2016).
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Existe un riesgo de que la resistencia y multirresistencia a antibidticos que poseen las
cepas de Vibrio spp. de la zona en estudio puedan transferir dicha capacidad a bacterias
de otros géneros, originando problemas ambientales o tal vez que la transfieran a cepas
patégenas a humanos, lo que originaria un problema de salud publica, opinién que es

compartida por Rortana et al. (2018).

Debido a lo antes sefialado, en esta investigacion se ensayd extractos de neem y de
orégano para poder controlar a Vibrio spp. in vitro, sin embargo los resultados no fueron
positivos en el caso de neem, puesto que s6lo mostrd tener poder inhibidor contra una
(Im-Alg) de las cuatro cepas ensayadas, y s6lo cuando su extracto fue procesado en
equipo soxhlet y purificado en rotaevaporador y aplicado sin diluir, cabe mencionar que
dicha cepa fue resistente a la oxitetraciclina, Banerjee et al. (2013), encontraron de
manera similar que el extracto acuoso de hoja de neem no mostré efecto inhibidor en V.
parahaemolyticus y V. alginolyticus aislados de L. vannamei en Malasia, sin embargo si
obtuvieron efecto inhibidor cuando ensayaron el jugo de las hojas de neem. Morales-
Covarrubias et al. (2016) también ensayaron el uso de infusién de hojas de neem en
cepas de Vibrio spp. que aislé de langostino, observando en su caso que si tuvo efecto
inhibidor en las cepas pero s6lo cuando se aplico sin diluir, obteniendo halos con
didmetros promedio entre 9,5 y 17 mm, en este estudio, el extracto de hoja de neem s6lo
fue efectivo contra una de las cepas y alcanzé didmetro de 12,4 = 1,7 mm, que estan en

el rango de los obtenidos por el anterior autor.

En el caso del extracto de hoja de orégano, en esta investigacion se obtuvo mejores
resultados, puesto que mostré inhibir a las cuatro cepas ensayadas, mostrando halos de
inhibicién con didmetros menores a los producidos por oxitetraciclina (didmetros entre
8,4y 10,0 mm frente a 15,8 a 19,0 mm) , a excepcion del obtenido en la cepa Im-Alg, el
cual mostré un didmetro casi tres veces mayor al de oxitetraciclina (14,0 £ 3,2 mm
frente a 5,4 £ 0,9 mm), Morales-Cobarrubias et al. (2016) también ensay6 infusiones de
hoja de orégano en Vibrio spp., encontrando que mostré poder inhibidor, produciendo

halos entre 9,2 y 18,8 mm, que son parecidos a los hallados en la presente investigacion

(8,4+ 2,6 a 14,0+ 3,2 mm).
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VI

CONCLUSIONES

De las 28 cepas de Vibrio spp. ensayadas, el 100 % mostraron ser resistente al
menos a uno de los antibidticos utilizados. 50 % de las cepas fueron
resistentes a oxitetraciclina y 64,3 % de ellas fueron multirresistentes. La cepa
ARR-4/VP mostro ser la mds resistente al mayor nimero de antibidticos (8 de
10).

El extracto acuoso de las hojas de neem y orégano no produjo halos de
inhibicién (didmetro = 0,0 mm) en el ensayo in vitro contra cepas de Vibrio
spp. resistentes a antibidticos aisladas de Litopenaeus vannamei.

El extracto alcohdlico de las hojas de neem y orégano no produjo halos de
inhibicién (didmetro = 0,0 mm) en el ensayo in vitro contra cepas de Vibrio
spp. resistentes a antibidticos aisladas de Litopenaeus vannamei.

El extracto obtenido de las hojas de neem utilizando soxhlet y rotaevaporador
sin dilucién mostré inhibir la cepa Im-Alg (didmetro = 12,4 + 1,7 mm) en el
ensayo in vitro contra cepas de Vibrio spp. resistentes a antibidticos aisladas
de Litopenaeus vannamei.

El extracto no diluido de hoja de orégano procesado con soxhlet y
rotaevaporador, inhibié las cuatro cepas de Vibrio spp. ensayadas, con

didmetro de los halos de inhibicién entre 8,4 = 2,6 mm y 14,0 £ 3,2 mm.



VII. RECOMENDACIONES

1. Evaluar el efecto inhibidor de extractos de neem en mayor nimero de cepas de
Vibrio spp.

2. Continuar con la investigacion de los biocompuestos de la hoja de orégano que
le otorgan propiedades antibidticas frente a Vibrio spp.

3. Monitorear permanentemente la resistencia antibidtica de cepas de Vibrio spp.

en cultivos de langostino.
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