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Efecto de la esencia de Mentha piperita sobre el crecimiento in vitro e in vivo

de Vibrio spp. en Litopenaeus vannamei.

RESUMEN

La investigacion tuvo como objetivo determinar el efecto de la esencia de Mentha
piperita sobre el crecimiento in vitro e in vivo de Vibrio spp. en Litopenaeus
vannamei. Se prepararon tres esencias con hojas secas de menta, las dos primeras
procesadas como extracto etanélico y de aceite de oliva en bafio maria; la dltima
macerandolas en aceite de oliva; se aislaron cepas de Vibrio spp. de langostinos
con vibriosis. En el ensayo in vitro se evaluo los halos de inhibicion producidos en
Vibrio spp. por los tres tipos de esencias, en dosis de 10, 15y 20 ul, con control
positivo de oxitetraciclina. El ensayo in vivo se hizo en 9 acuarios sembrados cada
uno con 20 langostinos infectados con Vibrio spp.; los tratamientos aplicados
fueron: alimento balanceado con 15%o (v/w) de esencia de menta (extracto etandlico
procesado en bafio maria); con 3%. (W/w) de oxitetraciclina y control negativo (sin
medicacién); se evaluo el crecimiento, la supervivencia y el nUmero de colonias de
Vibrio spp. en el hepatopancreas de los langostinos. In vitro las tres dosis de las
esencias tuvieron efecto inhibidor del crecimiento de Vibrio spp., siendo las dosis
de 15 pl y 20 ul de extracto etandlico en bafio maria las que mayor efecto tuvieron
(p<0,005), siendo equivalentes a aproximadamente la mitad del diametro producido
por la oxitetraciclina. In vivo, la supervivencia y el crecimiento de los langostinos
gue recibieron alimento balanceado con esencia de menta fueron estadisticamente
similares a las de los tratados con oxitetraciclina y superiores a las de los que no
recibieron ninguna medicacion (p<0,005), mientras que el niumero de colonias de
Vibrio spp. en el hepatopancreas (totales y no fermentadoras de sacarosa) fue
estadisticamente menor en el tratamiento con oxitetraciclina, seguido del de

esencia de menta y finalmente del control (p<0,005).

Palabras clave: Mentha piperita, langostino, esencia de menta, crecimiento, Vibrio

SpPpP.
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Effect of the essence of Mentha piperita on the growth in vitro and in vivo of

Vibrio spp. in Litopenaeus vannamei.

ABSTRACT

The aim of the research was to determine the effect of the essence of Mentha
piperita on the in vitro and in vivo growth of Vibrio spp. in Litopenaeus vannamei.
Three essences were prepared with dried mint leaves, the first two processed as
ethanolic or olive oil extract in a bain-marie; the last macerating them in olive oil;
strains of Vibrio spp. were isolated from shrimps with vibriosis. In the in vitro assay,
the inhibition halos produced in Vibrio spp. by the three types of essences, in doses
of 10, 15 and 20 pl, with a positive control of oxytetracycline were evaluated. The in
vivo test was carried out in 9 aquariums stocked each with 20 shrimps infected with
Vibrio spp.; The treatments applied were: balanced food with 15%. (v/w) of mint
essence (ethanolic extract processed in a water bath); with 3%. (w/w) of
oxytetracycline and negative control (without medication); the growth, survival and
number of colonies of Vibrio spp. in the hepatopancreas of shrimp were evaluated.
In vitro, the three doses of the essences had an inhibitory effect on the growth of
Vibrio spp., with the doses of 15 ul and 20 pl of ethanolic extract in a water bath
having the greatest effect (p<0.005), being equivalent to approximately half of
diameter produced by oxytetracycline. In vivo, the survival and growth of the shrimps
that received balanced food with mint essence were statistically similar to those
treated with oxytetracycline and higher than those that did not receive any
medication (p<0.005), while the number of colonies of Vibrio spp. in the
hepatopancreas (total and non-sucrose fermenters) it was statistically lower in the
treatment with oxytetracycline, followed by that of mint essence and finally in the
control (p<0.005).

Keywords: Mentha piperita, shrimp, mint essence, growth, Vibrio spp.
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|. INTRODUCCION

La acuicultura es en la actualidad la principal fuente de proteina de origen acuatico
destinada al consumo humano directo, en 2018, el 52% de la produccion mundial,
gue se estimé en 156 x 10° t, correspondié a la acuicultura. Los crustaceos
representan el tercer grupo taxonomico (detras de peces y moluscos), con mayor
volumen de produccién en los cultivos acuicolas a nivel mundial (9,4 x 10° t), sin

embargo, son mucho mas rentables que aquellos (FAO, 2020).

El cultivo de langostinos peneidos es uno de los mas importantes a nivel mundial
pues, genera el mayor volumen de produccién entre los cultivos de crustaceos, con
mas de 7 x 108 t, que representan alrededor de US$ 10 000 millones (Jamal et al.,
2019).

A nivel local, el cultivo del langostino (Litopenaeus vannamei) es la acuicultura mas
importante del departamento de Tumbes, sin embargo y como ocurre a nivel global,
los langostinos en cultivo sufren de enfermedades, siendo las que mas perjudican

a la produccion, las originadas por bacterias del género Vibrio spp. (Rosado, 2018).

Para tratar tales enfermedades se emplea con frecuencia antibiéticos como
oxitetraciclina, enrofloxacina o florfenicol, aplicAndolos de manera indiscriminada y
sin control, lo que origina resistencia antibidtica en las cepas bacterianas
responsables de las enfermedades; de igual manera los residuos de los antibioticos
utilizados se acumulan con facilidad en los tejidos de los langostinos constituyendo
una amenaza a la salud de los consumidores (Bermudez-Almada et al., 2014;
Rosado, 2018; Talpur, 2014).

Es necesario, por tanto, encontrar productos alternativos a los antibiéticos que
permitan el tratamiento de estas enfermedades; algunos de ellos, que provienen de
plantas, frutos o tallos han demostrado actividad bactericida o bacteriostatica, y son

denominados fitobidticos (Talpur, 2014).

Una de las plantas con potencial fitobidtico poco estudiado en el cultivo de

langostino es la menta (Mentha spp.), la cual se ha demostrado que posee actividad



contra multitud de bacterias patégenas en humanos, tanto gram-negativas como
gram-positivas (Desam et al., 2019), asi también siendo capaz de eliminar bacterias
patdégenas en peces (Adel et al., 2016), en el cangrejo Portunus pelagicus (Roslan
et al.,, 2016) e incluso contra bacterias del género Vibrio (Snoussi et al., 2015;
Talpur, 2014); sin embargo no se ha ensayado su poder en el tratamiento de

vibriosis en langostinos.

Por ello, esta investigacion tiene como objetivo determinar el efecto de la esencia
de Mentha piperita sobre el crecimiento in vitro e in vivo de Vibrio spp. en

Litopenaeus vannamei.
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. REVISION DE LITERATURA

2.1. ENFERMEDADES EN LA ACUICULTURA

Una de las limitaciones al realizar un cultivo acuicola son las enfermedades
causadas por virus, bacterias, hongos, parasitos y otros patbgenos emergentes. El
aumento de las enfermedades en los cultivos se atribuye a una variedad de
factores, como son la comercializaciéon de reproductores y larvas, interacciones
negativas entre poblaciones silvestres y cultivadas, pocas medidas de bioseguridad
implementadas en cultivos, cambio climatico entre otros factores (Bondad-
Reantaso et al., 2005).

Las enfermedades infecto contagiosas son responsables de fuertes pérdidas
econOmicas en la acuicultura (Santiago et al., 2009), que segun se ha estimado
para el 2014, fueron cerca de US$ 6000 millones (World Bank, 2014); las pérdidas
para los cultivos de langostino, son también muy considerables, asi Flegel (2008)

han reportado pérdidas de alrededor de US$ 1000 millones en el afio 2001.

Entre las enfermedades que producen las mayores pérdidas econdmicas en la
acuicultura, destacan las bacterianas, las que a menudo son originadas por la flora
bacteriana autoctona de los organismos en cultivo, que se constituyen en
patdgenas oportunistas, como por ejemplo, las bacterias presentes en el tracto
gastrointestinal de los langostinos correspondientes a los géneros Vibrio,
Pseudomonas y Aeromonas, siendo las mas patogenas, las primeras (Cao et al.,
2015; Flegel, 2012; Zheng et al., 2016).

2.2. UTILIZACION DE ANTIBIOTICOS EN CULTIVOS DE LANGOSTINO

Vibrio spp. son algunas de las bacterias que més problemas originan en el cultivo
de langostino, debido a ello, los acuicultores no dudan en aplicar antibiéticos para
eliminarlas y tratar las enfermedades que producen. Los antibidéticos son
compuestos producidos naturalmente por microorganismos, 0 los mismos

compuestos que se modifican a través de procesos quimicos e incluso compuestos



sintetizados artificialmente basados en la estructura quimica de antibiéticos
naturales; que pueden impedir la multiplicacion de las bacterias, ya sea al detener
su reproduccion, pero sin matarlas, en cuyo caso se denomina bacteriostatico o
matandolas, siendo denominados bactericidas (Acosta, 2014; Santiago et al.,
20009).

Los antibioticos se distinguen de otras sustancias que también pueden detener la
proliferacion de bacterias, como por ejemplo los desinfectantes, en que los
antibiéticos tienen en general una toxicidad muy baja para el huésped por lo que
pueden ser empleados para detener la multiplicacion bacteriana en el interior del

cuerpo del huésped, sin originar mayores problemas a su salud (Martinez, 2018).

El tratamiento de la vibriosis en langostinos se ha realizado de manera rutinaria
empleando antibidticos como oxitetraciclina, enrofloxacina y florfenicol (Bermudez-
Almada et al., 2014; Rosado, 2018; Talpur, 2014).

2.3. BACTERIAS DEL GENERO Vibrio

El género Vibrio comprende més de 110 especies bacterianas que se encuentran
frecuentemente en el agua tanto como en aguas continentales y oceéanicas
(Lomeli-Ortega & Martinez-Diaz, 2014).

Estas bacterias son gram-negativas aerdbicas o anaerbbicas facultativas,
presentan forma de bastones (bacilos), con una longitud de 1,4 a 2,6 um y un ancho
de 0,5 a 0,8 ym; poseen un solo flagelo monotrico, aunque en el medio acuatico es
multitrico, ademas requieren para su crecimiento de sodio. Muchas de sus cepas
son catalasa y oxidasa positivas, fermentan la glucosa, pero sin producir gas, son
capaces de utilizar diferentes fuentes de carbono, entre ellas la quitina del
exoesqueleto de los langostinos (Aguilera-Rivera et al.,, 2019; Lin et al., 2018;
Serrano, 2014; Williams et al., 2017).

Al menos 12 especies de Vibrio son patdgenas al ser humano, y un nimero mayor
lo son para especies acuicolas, entre estas Ultimas se tienen a V. harveyi, V.
anguillarum, V. fischeriy V. parahaemolyticus. En particular V. parahaemolyticus es
uno de los principales agentes patdgenos en cultivos de langostinos, pues algunas
de sus cepas originan la enfermedad de la hepatopancreatitis necrotizante aguda

(AHPND) (Silvester et al., 2017; Williams et al., 2017).
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Las enfermedades producidas por las cepas de Vibrio spp. son algunas de las mas
desafiantes para el cultivo del langostino, pudiendo matar a la totalidad de

individuos en cultivo (Lomeli-Ortega & Martinez-Diaz, 2014).

Uno de los criterios para determinar la severidad de la infeccion por vibriosis es a
través del numero de colonias que se pueden hallar en el hepatopancreas de los
langostinos infectados, asi un langostino tiene vibriosis si presenta mas de 10°
UFC/g de vibrios totales (Gémez-Gil, 2005), o si tiene mas de 10° UFC/g de vibrios
totales con baja diversidad de colonias (Gomez-Gil et al., 2015); por otra una
vibriosis se considera severa si las colonias aisladas del hepatopancreas mas del
50% son verdes (no fermentadoras de sucrosa) asi en el caso antes sefalado,
cuando un langostino tiene vibriosis y presenta mas de 108 UFC/g de vibrios totales,
considerando al menos 50% de colonias verdes, se infiere que tiene una vibriosis
severa si cuenta con al menos 5 x 10° UFC/g de vibrios no fermentadores de

sucrosa (colonias verdes)(Gémez-Gil, 2005).

2.4. RESISTENCIA ANTIBIOTICA DE Vibrio spp.

A lo largo del tiempo y por todo el mundo se ha observado que cepas de Vibrio spp.
han mostrado progresivamente resistencia antibiética, debido a la cada vez mayor
utilizacion de antibidticos para tratar enfermedades en humanos y animales
(terrestres e incluso acuaticos). La resistencia antibidtica en Vibrio spp. se ha
incrementado contra los antibidticos mas usados en acuicultura entre ellas las
tetraciclinas (oxitetraciclina y tetraciclina), asi como contra las quinolonas,

sulfonamidas y trimetoprim (Tan et al., 2020; Varela-Mejias & Alfaro-Mora, 2018).

En el cultivo de langostino existen ya varios reportes de cepas de V.
parahaemolyticus, V. harveyi, V. vulnificus, V. campbelli y V. fluvialis

multirresistentes a antibioticos (Stalin & Srinivasan, 2016).

La resistencia antibiotica de bacterias aisladas de organismos acuaticos se evalla
in vitro de acuerdo a los estandares establecidos por el Clinical and Laboratory
Standard Institute (CLSI, 2020) el cual precisa que en el caso de las tetraciclinas se
use discos antibidticos comerciales con una dosis de 30 ug, esta misma dosis
también ha sido establecida por la Unidon Europea, mediante el Comité Europeo

sobre Pruebas de Susceptibilidad Antimicrobiana (Eucast, 2022), siendo
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practicamente un estandar en la investigacion de la susceptibilidad a tetraciclinas

in vitro.

2.5. FITOBIOTICOS COMO ALTERNATIVA A LOS ANTIBIOTICOS

El uso de Fitobidticos es una herramienta alternativa para prevenir las
enfermedades bacterianas en cultivos, son compuestos elaborados, bien sean a
partir de plantas o extractos de éstas, han demostrado ser potenciales agentes
antimicrobianos, antioxidantes y algunas plantas poseen la capacidad de bloquear

la transcripcion de ciertos patdégenos. (Gonzalez, 2004; Yabar & Baca, 2016)

Todo indica que la aplicacion de productos procedentes de plantas utilizados en el

control de enfermedades en acuicultura contribuye al fortalecimiento del sistema

inmunitario, permitiendo a los animales poseer mayor resistencia frente a
infecciones provocadas por agentes patdgenos(Tan et al., 2020; Varela-Mejias &
Alfaro-Mora, 2018).

2.6. ACEITES ESENCIALES

Son una mezcla de sustancias aceitosas volatiles, que se producen en algunos
tipos de células especializadas como las de tipo glandular, que se ubican en
diversas partesde las plantas aromaticas, los aceites esenciales tienen un alto
indice de refraccién asimismo debido a su naturaleza oleosa, su densidad es menor
a la del agua (1 g/ml) (Gonzélez, 2004; Yébar & Baca, 2016).

Quimicamente los aceites esenciales estan constituidos por moléculas variadas
como: alcoholes, aldehidos, éteres, ésteres, cetonas, fenoles e hidrocarburos. Los
aceites se extraen convencionalmente por métodos fisicos tales como destilacion,
arrastre de vapor, extraccion con disolventes y procesos mecéanicos (Yabar & Baca,
2016).

Los aceites esenciales tienen diversas propiedades, sin embargo, una de las mas
investigadas son las antibacterianas. Los aceites esenciales, se encuentran en
muchas especies aromaticas como: anis, apio, clavel, comino, eucalipto, lavanda,
lima, limén, mandarina, matico, menta, mufia, naranja, orégano, perejil, pimiento,
romero, timol, entre otros (Yébar & Baca, 2016; Zelada, 2019).
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2.7. ACEITE ESENCIAL DE MENTA

Las plantas denominadas cominmente menta, corresponden a 25 a 30 especies
de plantas aromaticas del género Mentha que son propias de climas templados y
tropicales, algunas de las especies representativas de dicho género son M. arvensis
(menta del maiz), M. piperita (menta pimienta), M. citrata (menta bergamota), M.

longifolia (menta silvestre), y M. spicata (menta verde) (Snoussi et al., 2015).

El aceite esencial de menta se obtiene principalmente de sus hojas y ramas; y esta
constituido principalmente por mentol (45 a 70%) y en menor proporcion por
mentona, flavonoides, acidos fendlicos, taninos, lactonas tri terpénicas; el mentol
esla sustancia que le da su aroma caracteristico, le proporciona sus propiedades
astringentes, antiflatulentas, antisépticas, estimulantes, analgésicas,
antiespasmadicas, anti inflamatorias y antimicrobianas (Maravi, 2012).

Las propiedades antimicrobianas de la menta incluyen sus propiedades para
eliminar virus, hongos y bacterias; particularmente respecto a esta Ultima
propiedad, la esencia de menta se ha probado ser eficaz en eliminar bacterias que
origina enfermedades en humanos, en animales e incluso en plantas (Afridi et al.,
2016; Kluga et al., 2017).

Se ha atribuido a ciertos compuestos bioactivos la capacidad antibacteriana del
aceite esencial de menta, estos compuesto incluyen los flavonoides, mentona,
mentol, isomentona, geraniol, 1,8-cineol, terpinen-4-ol, bornil acetato, borneol,
canfor, eugenol, carvacrol, limoneno, a-pineno, [-pineno, piperitona,
cinnamaldehido, p-cimeno vy linalool; varios de estos compuestos estan
involucrados en la disrupcion de las paredes y membranas bacterianas; asi como
en la desestabilizacion del citoplasma y la destruccion de las membranas

intracelulares (Soleimani et al., 2022).

Por otro lado el aceite esencial de menta contiene abundantes compuestos
fendlicos tales como tocoferoles, flavonoides y acidos fendlicos; asi como
carotenoides, entre ellos la luteina, licopeno y caroteno; todos éstos son capaces
de eliminar ciertos radicales libres que se acumulan en las células como
consecuencia del estrés o el envejecimiento, por lo cual pueden actuar como

estimuladores del crecimiento, dado que al reducir el gasto energético empleado
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para lidiar con el estrés, éste puede ser empleado en el crecimiento (Akbary et al.,
2017; Igbal et al., 2013).

2.8. PROPIEDADES INMUNOESTIMULANTES DEL ACEITE ESENCIAL DE
MENTA

Las plantas han demostrado poseer sustancias que sin tener propiedades
nutricionales son capaces de modular la respuesta inmune de peces y crustaceos
(langostinos), incrementandola con lo que se mejora su respuesta frente a
enfermedades (Trichet, 2010).

El sistema inmune de invertebrados y vertebrados es diferente puesto que el
primero es menos desarrollado basandose solo en la respuesta inmune innata
(inespecifica), mientras que el segundo es mas desarrollado contando ademas de
la innata con la adaptativa (Low & Chong, 2020).

Los aceites esenciales de ciertas plantas, por ejemplo la menta, presentan entre
sus componentes al timol, el mentol y el paracimén, los cuales han mostrado ser
potentes estimuladores del sistema inmune actuando a nivel de ciertas funciones
del sistemas inmune como son la produccién de radicales libres de oxigeno, éxido
nitrico, fenoloxidasa, entre otras (Eftekhari et al., 2021; He et al., 2017; Tomazelli
et al., 2018).

El aceite esencial de menta, ha sido capaz de estimular el sistema inmune de
peces, especialmente respecto a ciertos mecanismos del sistema innato, asi por
ejemplo Adel et al. (2016) encontraron que la actividad de lisozima, el estallido
respiratorio, el contenido de perdxidos en el suero y el nivel de anticuerpos (este
altimo un componente del sistema adaptativo) se incrementaron en la trucha
arcoiris (Oncorhynchus mykiss) infectada con la bacteria Yersinia ruckeri cuando

fueron alimentadas con una dieta suplementada con menta (M. piperita).

De igual manera Adel et al. (2015) encontraron que el alimento suplementado con
M. piperita incremento la actividad de la enzima alcalino fosfatasa en el pez blanco
del Caspio (Rutilus frisii kutum), una enzima que esta presente en el mucus del pez

forma parte del sistema inmune innato y posee propiedades bactericidas.

Los aceites esenciales también han mostrado poder estimular el sistema inmune

de invertebrados, entre ellos los langostinos, asi el extracto de la planta Cyanodon
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dactylon fue capaz de mejorar el recuento de hemocitos totales, el tiempo de
coagulacion, la produccion de fenoloxidasa, 6xido nitrico y el anion superéxido en
langostinos Penaeus monodon desafiados con white spot syndrome virus

(Balasubramanian et al., 2008)

Por otra parte, He et al. (2017) ensayaron una mezcla de acidos organicos (acido
citrico y sorbico) y aceites esenciales (timol y vainillina) aplicados al alimento del
langostino blanco (L. vannamei), obteniendo un incremento en los niveles en el
suero de fosfatasa alcalina y la actividad de la fenoloxidasa y de la glutation

peroxidasa, todos ellos indicadores de estimulacién del sistema inmune.

Por otra parte, Tomazelli et al. (2018) encontraron que al aplicar microencapsulados
de aceite esencial de tomillo en el alimento balanceado de langostinos infectados
experimentalmente con white spot syndrome virus (WSSV) se logré incrementar la
actividad de la fenoloxidasa e incluso se logré controlar los sintomas de la infeccién
viral, mostrando que el aceite esencial de tomillo fue efectivo para estimular el

sistema inmune del langostino.

Las investigaciones antes indicadas muestran que los aceites esenciales incluidos
los de M. piperita son capaces de estimular el sistema inmune de organismos

acuaticos.

2.9. INVESTIGACIONES RELACIONADAS AL USO DE ACEITE ESENCIAL DE
MENTA Y OTRAS PLANTAS COMO ANTIBACTERIANOS

Existen varios reportes que indican que el aceite esencial de menta asi como de
otras plantas es eficaz como antibacteriano frente a patégenos de diversos

organismos, algunos de ellos son:

Ngo et al., (2020) evaluaron el efecto del extracto de Phyllanthus amaratus, una
especie del mismo género que la chancapiedra (P. niruri) en la supervivencia de L.
vannamei infectado experimentalmente con V. parahaemolyticus. El ensayo se
realizé con langostinos de alrededor de 4 g infectados con V. parahaemolyticus, los
que fueron alimentados con alimento balanceado con 0%o, 10%o, 20%0 0 40%0 del
aceite esencial; luego de 56 dias de cultivo se encontré que la dieta con 20%o. de
aceite esencial de P. amaratus incremento significativamente la supervivencia de

L. vannamei infectado con V. parahaemolyticus.
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Dewi et al. (2021), investigaron qué dosis de extracto de hoja de guava (Psidium
guajava) (0%o, 1%o, 5%0 0 10%o0) aplicadas al alimento balanceado incrementan la
inmunidad, crecimiento y resistencia contra V. parahaemolyticus en L. vannamei.
Los langostinos con peso de alrededor de 5 g fueron infectados con V.
parahaemolyticus y alimentados con los alimentos formulados con las diferentes
dosis del extracto de hoja de guava, luego de 28 dias de experimentacion,
encontraron que el alimento con 5%. de extracto de hoja de guava mejoraron los
parametros de inmunidad (recuento de hemocitos, actividad de la fenoloxidasa,
fagocitica, produccion del anién superéxido entre otros), el crecimiento y la

resistencia contra V. parahaemolyticus en L. vannamei

Snoussi et al. (2015), evaluaron la eficacia de la esencia de Mentha spicata en la
inhibicion de cepas de Vibrio spp. en un ensayo in vitro, en el cual emplearon discos
de papel filtro con 10,4 pl de la esencia, los que fueron colocados en placas con
cultivos de Vibrio spp., encontrando que la esencia de menta fue capaz de inhibir
el crecimiento de Vibrio spp. originando halos con diametros entre 7,00 + 0,00 mm
y 21,33 + 0,58 mm, demostrando la eficacia de la dosis de 10,4 pl/disco en la
inhibicion de Vibrio spp. Si bien los halos estuvieron en el rango antes indicado,

mas del 75% de los mismos tuvieron didmetros que fueron menores a 15 mm.

Maravi (2012) determinoé el efecto de la esencia de menta M. piperita contra cepas
bacterianas patdgenas de Streptococcus mutans y probidticas de Lactobacillus
acidophilus encontrando que en el ensayo en placas, la dosis de 10 ul de esencia
de menta fue capaz de inhibir el crecimiento de S. mutans produciendo halos con
diametros entre 10y 13,4 mm, indicando que discos con 10 ul de esencia de menta

pudieron inhibir el crecimiento de la bacteria patégena S. mutans.

Zelada (2019) utilizé discos con 25 pl de solucion al 45% de esencia de menta (M.
piperita) diluido con dimetilsulfoxido (DMSO) (equivalente a 11,25 ul de esencia
pura), asi como con 25 ul de solucion al 75% de esencia de menta diluido con
DMSO (equivalente a 18,75 ul de esencia pura), encontrando que ambos tuvieron
efecto bactericida contra Staphylococcus aureus siendo mayor el efecto con la
concentracion mas alta de esencia de menta (25 pl de solucién al 75% de esencia

de menta).

Boukhebti et al. (2011), evaluaron la actividad antibacteriana de aceites esenciales

hidrodestilados de dos especies de menta (Mentha spicata y Mentha pulagium)
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contra algunas bacterias patdgenas a humanos. Ambos aceites esenciales
inhibieron el crecimiento de la bacteria patdgena Streptococcus pyogenes cuando
se aplicaron en dosis de 10 pl/disco, lo que se evidencié por que los halos de
inhibicion que generaron estuvieron entre 13 y 20 mm para las diluciones de la

esencia 1/1y 1/2 (v/v de dimetilsulféxido).

Zuni (2017), evalud el efecto del aceite esencial de menta M. spicata, en la
inhibicién in vitro de Escherichia coli enteropatdgena. Como primer paso, preparo
aceite esencial con hojas de la planta a las cuales realizé una extraccion por
arrastre de vapor, a continuacion determiné la concentracion minima inhibitoria
(CMI) y la actividad inhibitoria del aceite esencial contra cepas de E. coli
enteropatdgena, usando como control tetraciclina. Los resultados indicaron que la
CMI fue de 2,5% y que con una dosis de 30 pl del aceite esencial de menta, se
logré obtener halos de inhibiciébn equivalentes al 54,20% de los obtenidos con el
control de tetraciclina. Demostrandose que el aceite esencial de M. spicata pudo

inhibir efectivamente a E. coli en ensayo in vitro.

Shahbazi (2015), determind la actividad inhibitoria in vitro de aceite esencial de M.
spicata contra cepas patdgenas tales como Bacillus cereus, B. subtilis, Escherichia
coli O157:H7, Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium y Staphylococcus
aureus. El aceite esencial de M. spicata demostré inhibir en una forma moderada
el crecimiento de todas las cepas ensayadas, siendo mayor su efectividad contra
las cepas de bacterias gram positivas.

La actividad inhibitoria de extractos de menta, no es exclusiva de M. spicata,
también M. piperita, ha demostrado su potencial en varias investigaciones como,

por ejemplo:

Afridi et al. (2016), ensayaron en levaduras y hongos (Aspergillus fumigatus, A.
niger, A. parasiticus y Candida albicans) asi como en bacterias patdégenas (Bacillus
cereus, Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi y Staphylococcus aureus) el poder
inhibitorio de extractos en de M. piperita en ensayos en pozo de agar, encontrando
gue los extractos produjeron una alta inhibicion en todas las cepas ensayadas,

evidenciando una fuerte actividad antimicrobiana.

Choi et al. (2016), utilizaron los componentes del aceite esencial de M. piperita
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(mentol, neomentol, isopulegon y 1,8-cineol) en la inhibicibn de la bacteria
Acidovorax citrulli, en ensayos tanto in vitro como in vivo. Encontrando que cada
componente bioactivo pudo detener el crecimiento bacteriano en bajas
concentraciones (0,2%), evidenciando que A. citrulli es susceptible de ser inhibida

por el extracto de M. piperita.
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. MATERIALES Y METODOS

3.1. METODOS
3.1.1. UBICACION DEL LUGAR DE EJECUCION

Se desarroll6 en la Facultad de Ingenieria Pesquera y Ciencias del Mar de la
Universidad Nacional de Tumbes, especificamente en el Laboratorio de Biologia
Molecular y también en el Laboratorio de Acuicultura Il de (Figura 1), que se hallan
localizados en Villa Puerto Pizarro (Tumbes, Perl); siendo sus coordenadas
geograficas: 03°30°18,45” S y 80°23'35,81” W.

XY

Figura 1. Lugar de ejecucion de la investigacion (Facultad de
Ingenieria Pesquera y Ciencias del Mar de la UNTUMBES). Las
flechas rojas, indican la localizaciéon de los laboratorios: 1) de

Biologia Molecular, 2) de Acuicultura 1.



3.1.2. EXTRACCION DE LA ESENCIA DE Mentha piperita

Para la extraccion de la esencia de Mentha piperita, se utiliz6 dos métodos uno por
bafio maria (usando alcohol etilico al 96% y aceite de oliva) y el otro por el método

de maceracion.

A) EXTRACCION EN BANO MARIA

Previamente, por un periodo de 10 dias se dej6 secar las hojas de Mentha piperita
a la sombra. Se pes6 300 g de hojas, estas se despedazaron mano y se colocaron
150 g en dos matraces Erlenmeyer de 250 ml de capacidad, en ambos se afiadi6
alcohol etilico al 96%, hasta alcanzar el 80% de la capacidad del Erlenmeyer. Los
dos recipientes se colocaron en bafio maria a una temperatura de 70 °C por 3 horas,
luego se retiraron del bafio maria, se dejaron enfriar al ambiente y se filtraron con
una malla tupida; el liquido que quedé libre de impurezas se colocé en un nuevo

matraz Erlenmeyer de 250 ml.

El mismo procedimiento se repitié para obtener la esencia, mediante bafio maria
utilizando aceite de oliva, con las mismas cantidades que se utilizaron para la

extraccion con alcohol etilico.

B) EXTRACCION POR MACERACION

Se pes6 250 gramos de hojas secas de Mentha piperita, éstas fueron destrozadas
manualmente, y se introdujeron en una botella de 500 ml con aceite de oliva hasta
ocupar un 75% del volumen del envase (botella). Se mantuvo protegido del sol
durante un mes en un lugar fresco y seco. Pasado el mes se procedio a filtrar con
una tela tupida, el liquido libre de impurezas se almacend en un recipiente

Erlenmeyer de 250 ml y se mantuvo a temperatura ambiente hasta su uso.

3.1.3. PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO Y MATERIALES

Se prepar6 los medios de cultivos y los materiales necesarios para el experimento,
asi como citrato de sodio al 10%, el que se mantuvo en la refrigeradora hasta su

utilizacion.
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La desinfeccion del material de vidrio (tubos de ensayo, matraces, probetas, placas
petri) se hizo sumergiéndolos en una solucién de 50 ppm de hipoclorito de sodio
por un periodo de 10 minutos, luego fueron enjuagados y dejados secar a
temperatura ambiente, posteriormente se envolvieron en papel kraft y se colocaron

en la estufa a 180 °C por 2 horas.

Se preparo los medios de cultivo tripticasa soya (TSA) asi como de tiosulfato citrato
bilis sacarosa (TCBS) ambos suplementados con 2,5 % de NacCl, asi como los

caldos de cultivo Luria Bertani (LB) y caldo tripticasa soya (TSB).

3.1.4. OBTENCION DE LANGOSTINOS

Los langostinos se adquirieron de la Empresa Langostinera Celimar S.A. ubicada
en Villa Puerto Pizarro en la regidon Tumbes (Peru); éstos fueron extraidos de un
estanque de cultivo que presentaba problemas por infeccion con Vibrio spp., se
selecciond langostinos con signos externos de vibriosis, los que fueron colocados
en baldes con agua del propio estanque y trasladados rapidamente a la Facultad

de Ingenieria Pesquera y Ciencias del Mar en Puerto Pizarro.

3.1.5. OBTENCION DE MUESTRAS PARA EL CULTIVO BACTERIANO

En el Laboratorio de Acuicultura Il, se registrd el peso y caracteristicas externas de
los langostinos, se observo si presentaban heridas, coloraciones anormales,
erosiones, entre otros. Se realizé la diseccion del langostino y se extrajo
hepatopancreas e intestino, ambos se colocaron por separado en microtubos de

centrifuga de 1,5 ml previamente tarados.

En ambos microtubos de centrifuga que contenian los fragmentos de
hepatopancreas y del intestino del langostino se afiadi6 900 ul de solucion
fisiologica (solucion salina al 0,85%), a continuacion se trituré los tejidos utilizando
maceradores de aceroinoxidable. Se realizaron diluciones sucesivas, hasta la
concentracion 10°3; de esta Ultima dilucién se tomé 100 pl y se sembr6 en las placas
petri conteniendo medio TCBS. La muestra fue extendida en toda la superficie de
la placa con un asa de barrido. Luego las placas petri fueron selladas con parafilm

y dejadas incubar en posicion invertida por 24 h a 37 °C.
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3.1.6. PURIFICACION DE CEPAS BACTERIANAS

Para la purificacion de las bacterias, se observo las colonias mas representativas
gue crecieron en las placas petri con medio TCBS; estas colonias fueron
subcultivadas en medio TSA, para lo cual se transfiri6 cada una de las
seleccionadas a una nueva placa petri conteniendo TSA, sembrandolas de una
forma similar al anterior método del cultivo, con un asa de siembra se tomé una
colonia de la placa que contenia TCBS del anterior proceso, la misma que fue
extendida en toda la superficie de la nueva placa con TSA. Las placas petri que
contenian TSA fueron selladas con parafilm y se dejaron incubar por 24 h a 37 °C,
luego del tiempo de incubacion se observo si las colonias que fueron sembradas

tuvieron similitud, para determinar si eran un monocultivo bacteriano.

Para la conservacion del monocultivo bacteriano, se tomd una colonia bacteriana
de las cepas purificadas se colocé en un microtubo de centrifuga de 1,5 mi
conteniendol1l ml de caldo Luria Bertani (LB), dejandose incubar por 24 h a 37 °C.
También se realizd al menos dos réplicas de respaldo para cada una de estas
colonias para lo cual se tomé 10 ul de la suspensién bacteriana del primer microtubo
y se colocd en otro microtubo conteniendo también 1 ml de caldo LB, se incubd
nuevamente por 24 h a 37 °C y luego se le adiciono glicerol helado hasta alcanzar
una concentracion de 15%. Los microtubos conteniendo las cepas se conservaron

a -20 °C, hasta su uso.

3.1.7. PREPARACION DE DISCOS DE PAPEL FILTRO IMPREGNADOS EN
ESENCIA DE Mentha piperita

Con un perforador, se fabricaron discos de 6 mm en un papel filtro whatmann 42,
éstos se colocaron en un tubo falcén de 15 ml y se esterilizaron en autoclave a
120 °C por 15 minutos, luego se aplico a cada disco de papel filtro, 10, 15y 20 pl
de la esencia de Mentha piperita (preparados como se indicé en los items 3.1.2.
secciones A y B) y se dejaron secar a temperatura ambiente dentro de una placa

Petri estéril cerrada.
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3.1.8. PREPARACION DE LAS CEPAS DE Vibrio spp.

Con un asa de siembra se transfirio una colonia de Vibrio spp. a un microtubo de
centrifuga de 1,5 ml con 1 ml de caldo TSB, se dej6 reposar por 24 horas hasta que

alcanzé un nivel de turbidez que superé al estdndar de McFarland 0,5.

Después de las24 horas, se llevo la muestra a una centrifuga, en la cual se
centrifugd a 10 000 xg por 3 min, para separar el pellet bacteriano del medio TSB,
éste fue resuspendido en un micro tubo de 1,5 ml con solucién salina al 2,5% y se
tratd de igualar su turbidez (por inspeccién visual) con la que tiene el estandar de
McFarland 0,5 (equivalente a una concentraciéon de 1,5x108 cél./ml) para lo cual en

caso fue necesario se diluy6 la solucién bacteriana con la solucién salina al 2,5%.

La muestra bacteriana estandarizada se us6 para la siembra en placas petri
conteniendo medio Mueller- Hinton. Con un asa de siembra se transfirié la colonia
de Vibrio spp. al microtubo de centrifuga de 1,5 ml con 1 ml de caldo TSB, luego se
dej6 por 24 horas hasta que alcanzé un nivel de turbidez que superoé al estandar de
McFarland 0,5.

Después del tiempo trascurrido de 24 horas, se llevé la muestra a una centrifuga,
se centrifugé a 10 000 xg por 3 min, para separar el pellet bacteriano del medio
TSB, luego el pellet fue resuspendido en un microtubo de 1,5 ml con solucion salina
al 2,5 % y se traté de igualar su turbidez (por inspeccién visual) con la que tiene el
estandar de McFarland 0,5 (equivalente a una concentracién de 1,5x102 cél./ml)
para lo cual en caso fue necesario se diluyo la solucién bacteriana con la solucion

salina al 2,5 %.

La muestra bacteriana estandarizada se us6 para la siembra en placas petri
conteniendo medio Muieller-Hinton (preparado disolviendo 38 g en agua destilada
hasta alcanzar 1 litro de solucion).

3.1.9. ENSAYO DE INHIBICION IN VITRO DE Vibrio spp. CON ESENCIA DE
Mentha piperita

De cada cepa de Vibrio spp. aisladas, se tomé 100 ul de su cultivo y se sembro

con un asa de barrido sobre toda una placa Petri que contenia agar TCBS.

Con un plumoén indeleble se trazé dos lineas perpendiculares entre si, cruzandose
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en el centro de la placa Petri sembrada con la cepa de Vibrio spp., para formar
cuatro cuadrantes, en cada uno de ellos se colocé los discos de papel filtro con las
esencias de Mentha piperita en sus diversas cantidades (10, 15y 20 pl) (fijadas en
base a las investigaciones realizadas por Boukhebti et al. (2011), Maravi (2012),
Snoussi et al.(2015), Zelada (2019) y Zuni (2017)--asi también se us6 como control
positivo discos comerciales de 30 ug de oxitetraciclina, que es el estandar para este

tipo de antibiogramas segun indica CLSI1(2020).

Se dejo las placas petri en la incubadora por 24 h a 37 °C, luego de lo cual se
procedi6é a observar los halos de inhibicion y a medirlos utilizando una regla. Este

proceso se realizo en las 20 placas Petri del ensayo.

3.1.10. ENSAYO DE INHIBICION DE Vibrio spp. IN VIVO

Se utilizaron 180 juveniles de L. vannamei obtenidos de la Empresa langostinera
Celimar S.A. Los langostinos fueron aclimatados en tres acuarios de 60 litros del
Laboratorio de Acuicultura Il de la Universidad Nacional de Tumbes durante dos
dias antes de iniciar el experimento, la temperatura y salinidad del agua de los
acuarios de aclimatacion se mantuvo alrededor de 29 °C y en 28 %o
respectivamente. Los langostinos fueron alimentados dos veces al dia a las 9:30

am y 3:00 pm con un alimento comercial para langostino con 35 % de proteina.

Luego de la aclimatacion, se distribuy6 en nueve acuarios de vidrio de 40 litros con
agua de mar filtrada, 20 langostinos/acuario, cada ejemplar tuvo un peso promedio
de 4,5 £ 0,5 gramos. Antes de realizar la infeccion experimental de los langostinos,
se tomO una muestra de langostinos, los mismos que fueron sacrificados para
determinar la concentracion inicial de Vibrio spp. en el hepatopancreas de los
langostinos antes de ser infectados.

Se infect6 a los langostinos por el método de inmersion, para lo cual se coloco en
cada acuario 20 ml del cultivo de la cepa de Vibrio spp. cuya concentracion fue
ajustada a 2x108 UFC/ml. Las cepas de Vibrio spp. empleadas fueron las mismas
gue se utilizaron en el ensayo in vitro, las cuales fueron aplicadas hasta obtener

una concentracion de 10° UFC/ml en cada acuario.
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3.1.11. APLICACION DE LA ESENCIA DE Mentha piperita Y DE LA
OXITETRACICLINA AL ALIMENTO BALANCEADO

Se afiadio esencia de Mentha piperita (obtenida mediante el método de extraccion
usando alcohol etilico en bafio maria), en un 15 %o (v/w) al alimento balanceado a
utilizar (esta dosis se fij6 en base a las dosis de extractos de plantas aplicados al
alimento que mejores resultados dieron al controlar vibriosis en langostinos segun
las investigaciones de Ngo et al. (2020) y Dewi et al. (2021)) . Se coloc6 primero el
alimento en un recipiente de plastico, luego se agregd la esencia de Mentha
piperita, se mezclé6 manualmente en un recipiente de plastico hasta lograr su

homogenizacion completamente.

Por otro lado, se tomo oxitetraciclina comercial, y se aplicé al alimento balanceado
en cantidad equivalente a 3%. (w/w), valor que se halla dentro del rango de dosis
de antibidticos que se aplican habitualmente en alimentos balanceado medicados
para el tratamiento de Vibrio spp. en langostinos que reportan Bermudez-Almada
etal. (2014) . La oxitetraciclina fue diluida en agua destilada, en un vaso de
precipitados utilizando una varilla de vidrio; luego se mezclé con el alimento

balanceado en un recipiente de plastico y se homogenizé manualmente.

3.1.12. ALIMENTACION DE LOS LANGOSTINOS

Los langostinos fueron alimentados de acuerdo al tratamiento asignado con
alimento no medicado, con alimento con oxitetraciclina o con esencia de menta. La
alimentacion se hizo dos veces al dia (a las 9:30 am y 3:00 pm) empezando con
una cantidad de alimento equivalente al 10% de la biomasa total de los langostinos,
esta cantidad fue posteriormente ajustada en funcién al consumo diario, de forma

gue siempre hubiera un excedente.

3.1.13. REGISTRO DEL CRECIMIENTO DEL LANGOSTINO

Se registré el peso de los langostinos cada 4 dias desde el inicio del experimento,
se tomo cinco langostinos por acuario, y se pesaron por separado utilizando una

balanza analitica con precision de 0,01 g.
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3.1.14. RECUENTO DE COLONIAS DE Vibrio spp.

Se realiz6 en los mismos dias en que se controld el peso de los langostinos, se
tomo dos langostinos que fueron sacrificados se les extrajo el hepatopancreas, que
fue pesado y colocado en un microtubo de centrifuga de 1,5 ml previamente tarado.
Se le afadié a cada microtubo 900 ul de solucion fisioldgica (solucion salina al
0,85%) para facilitar la trituracion del hepatopancreas utilizando maceradores de

acero inoxidable.

Se realizaron diluciones sucesivas, de la solucion madre hasta la concentracion 10
3. de esta ultima diluciéon se tomd 100 pl y se sembrd en su respectiva placa petri
conteniendo medio TCBS, las placas petri fueron selladas con parafilm y dejadas
incubar en posicion invertida por 24 h a 37 °C, luego se contaron las colonias de
Vibrio spp. crecidas, segun su coloracion: amarillas o verdes, correspondientes a

cepas sucrosa positivas 0 negativas respectivamente.

3.1.15. ANALISIS ESTADISTICO

El experimento in vitro se realizé con 10 tratamientos:

TO: tratamiento control (30 ug de oxitetraciclina comercial).

T1: 10 pl de esencia de menta extraida con alcohol etilico al 96% en bafio maria.

T2: 15 pl de esencia de menta extraida con alcohol etilico al 96% en bafio maria.

T3: 20 ul de esencia de menta extraida con alcohol etilico al 96% en bafio maria.

T4: 10 pl de esencia de menta extraida con aceite de oliva en bafio maria.

T5: 15 yl de esencia de menta extraida con aceite de oliva en baio maria.

T6: 20 ul de esencia de menta extraida con aceite de oliva en baio maria.

T7: 10 ul de esencia de menta extraida por maceracion con aceite de oliva.

T8: 15 ul de esencia de menta extraida por maceracion con aceite de oliva.

T9: 20 ul de esencia de menta extraida por maceracion con aceite de oliva.

Cada tratamiento se aplicé con 20 repeticiones, siendo cada una de ellas, una placa

petri en la cual se hizo crecer Vibrio spp.

Debido a que las placas petri en que se realizd el ensayo fueron de 10 cm de

diametro, no tuvieron el espacio suficiente para colocar los discos con los diferentes

tipos y dosis de esencia de menta, que correspondieron a los tratamientos, se tuvo

gue colocar en cada placa petri solo 4 tratamientos: 3 correspondientes a la esencia

obtenida mediante un mismo proceso de extraccion en las dosis de 10, 15y 20 pl
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adicionalmente con un disco cargado con 30 pug de oxitetraciclina (control). Para
abarcar todos los tratamientos se tuvo que utilizar 3 placas petri (4
tratamientos/placa), esto se repiti6 en 20 placas, con lo que el experimento
completo in vitro requirié de 60 placas petri.

En el ensayo in vitro se evalud los diametros de los halos de inhibicion generados
por la esencia de menta o por la oxitetraciclina. Para el analisis estadistico se utilizo
el analisis de varianza, asi como el test de Tukey, todos con un nivel de significancia
de 5%.

El experimento in vivo, se realizé también con DCA, siendo los tratamientos:

TO: tratamiento control (alimento balanceado sin ningiin medicamento)

T1: alimento balanceado con 3%. (w/w) de oxitetraciclina

T2: alimento balanceado con 15%o (v/w) de esencia de menta.

Cada tratamiento se aplicé con tres repeticiones, siendo cada una de ellas un
acuario de 40 litros en el que se coloco 20 langostinos infectados con Vibrio spp.
En el ensayo in vivo se evaluo el crecimiento y supervivencia, asi como el recuento
de Vibrio spp. en el hepatopancreas de los langostinos infectados
experimentalmente. Para el analisis estadistico se utiliz6 andlisis de varianza, asi

como el test de Tukey, todos con un nivel de significancia de 5%.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 INHIBICION DEL CRECIMIENTO IN VITRO DE Vibrio spp. USANDO ESENCIA DE
MENTA.

En las tablas 1, 2 y 3, se observan los resultados de la inhibicion del crecimiento de
Vibrio spp. in vitro por los tres tipos de esencia de menta utilizados.

En el caso de la esencia de menta obtenida por maceracién en aceite de oliva (tabla
1), se obtuvieron halos de inhibicion con didmetros promedio de 10,5 + 1,9 mm,;
12,3+ 2,6 mmy 15,1 + 3,1 mm cuando se emplearon 10, 15 y 20 pl de esencia
respectivamente, mientras que cuando se utilizé 30 ug de oxitetraciclina se obtuvo

halos con diametros de 38,2 + 5,8 mm.

Tabla 1. Diametro (mm) de los halos de inhibicién en Vibrio spp. producidos por la

esencia de menta obtenida por maceracion en aceite de oliva.

NUmero de placa Petri Dosis de esencia de menta Control positivo
10 pl 15 ul 20 pl OTC (30 pg)
1 11 14 15 40
2 10 15 16 50
3 13 12 11 35
4 9 14 18 42
5 12 9 20 35
6 13 13 13 28
7 8 12 14 31
8 10 12 18 34
9 10 16 17 35
10 12 9 12 38
11 13 8 12 39
12 13 11 15 40
13 8 13 13 41
14 10 15 9 42
15 11 16 17 46
16 12 9 18 41
17 8 12 12 42
18 10 16 17 44
19 8 9 14 31
20 8 11 20 29

Promedio + desviaciéon estandar 10,5+ 1,9 12,3+2,6 15,1+3,1 38,2+5,8




Los didmetros de los halos de inhibicién fueron mayores cuando se empleé la
esencia obtenida del extracto etanolico de menta procesada en bafio maria (tabla
2), siendo de 15,1 + 1,5 mm para la dosis de 10 pul, de 18,6 = 1,9 mm para la dosis
de 15 ply de 21,7 + 2,3 mm para la dosis de 20 ul, como se observa los halos se
muestran progresivamente mayores al incrementarse la dosis de esencia, sin
embargo todos éstos fueron menores a los obtenidos con el control (30 pg de

oxitetraciclina) que fueron de 37,2 £ 5,0 mm.

Tabla 2. Diametro (mm) de los halos de inhibicién en Vibrio spp. producidos por la

esencia obtenida con extraccion etandlica de menta procesada en bafio maria.

Numero de placa Petri Dosis de esencia de menta Control positivoOTC
10 pl 15 ul 20 pl (30 pg)
1 15 18 22 42
2 14 21 23 41
3 18 17 18 36
4 14 19 19 41
5 14 21 21 32
6 17 18 23 27
7 17 19 25 29
8 15 21 24 31
9 13 17 19 36
10 15 18 19 37
11 18 19 18 38
12 14 15 21 42
13 14 18 23 39
14 14 15 25 40
15 13 17 19 42
16 14 19 23 43
17 15 19 24 38
18 15 18 24 44
19 17 22 21 31
20 15 21 22 34
Promedio + desviacién estandar 15,1 +15 186+19 21,7+23 37,2+50

Por otra parte, cuando se empleé la esencia de menta obtenida como extracto de
menta en aceite de oliva procesada en bafio maria (tabla 3); los resultados fueron
similares a los obtenidos con la esencia por maceracién en aceite de oliva, pero
menores que los obtenidos con la esencia obtenida por extraccién etandlica en
bafio maria; asi cuando se empled 10 pl de esencia de menta se obtuvo halos con
diametros de 10,7 £ 1,5 mm; cuando se utilizé 15 ul se tuvo 13,1 £ 1,8 mm y para

la dosis de 20 pl se tuvo halos con diametros de 16,9 + 1,8 mm; en comparacion el
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control (30 ug de oxitetraciclina) obtuvo halos de inhibicién con diametros de 38,6

+ 3,1 mm.

Tabla 3. Diametro (mm) de los halos de inhibicién de Vibrio spp. producidos por la
esencia de menta obtenida como extracto de menta en aceite de oliva procesada

en bafo maria.

Numero de placa Petri Dosis de esencia de menta Control positivoOTC
10 pl 15 ul 20 ul (30 ug)
1 14 15 14 38
2 8 14 13 45
3 9 13 16 41
4 11 15 17 39
5 11 11 19 39
6 12 12 18 31
7 11 16 19 38
8 12 14 17 39
9 12 15 17 34
10 11 12 18 37
11 10 9 16 38
12 12 11 14 41
13 9 12 18 38
14 11 14 15 42
15 12 14 16 41
16 11 13 18 42
17 9 14 17 38
18 9 15 19 39
19 11 11 18 38
20 9 12 19 34
Promedio + desviacién estdndar 10,7 +1,5 13,1+1,8 16,9+1,8 386 +3,1

Al comparar los didmetros de los halos de inhibicién producidos por los diferentes
tipos de esencia de menta en sus tres dosis (10, 15y 20 pl) con los controles de
oxitetraciclina (figura 2), se observd de manera general que fueron
significativamente menores (test de Tukey, p <0,05) que los obtenidos con el control
(30 pg de oxitetraciclina).

También se aprecid que a medida que se increment6 las dosis de esencia de
menta, se obtuvieron halos de inhibicion con diametros significativamente mayores
(test de Tukey, p <0,05). Entre las dosis de esencia de menta ensayadas, la
correspondiente a la dosis de 20 pl de esencia de menta obtenida como extracto
etandlico procesada en bafio maria fue la que obtuvo los mayores diametros con

21,7 + 2,3 mm. Las pruebas estadisticas realizadas (ANVA y test de Tukey) se
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observan en el anexo 1.
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Figura 2. Diametro promedio (mm) de los halos de inhibicién producidos por los
diferentes tipos y dosis de esencia de menta en Vibrio spp. Las letras que
acompanan a los valores de las columnas representan los resultados del test de

Tukey.

Los didmetros de los halos de inhibicion registrados que fueron producidos por la
esencia de menta (M. piperita) preparada con extracto de etanol en bafio maria
fueron de al menos 15,1 £ 1,5 mm, siendo superiores al 75% de los didmetros de
los halos de inhibicion que reportaron Snoussi et al. (2015) cuando evaluaron el

efecto del extracto M. spicata en 30 cepas de Vibrio spp.

En el caso de los halos de inhibicion producidos por la dosis de 20 ul (21,7 + 2,3
mm), éstos fue superiores a todos los diametros de los halos de inhibicion
reportados por Afridi et al. (2016) al determinar la actividad antibacteriana del aceite
esencial de M. piperita contra siete cepas de bacterias gram positivas y gram
negativas, cuyos halos de inhibicion tuvieron diametros que no excedieron de 17,00

+ 0,87 mm.

Los mayores halos de inhibicion producidos por la dosis de 20 ul del extracto
etandlico de menta procesado en bafio maria tuvieron como diametro 21,7 + 2,3

mm, siendo superiores al 50% del diametro de los halos de inhibicion producidos
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por el control de oxitetraciclina correspondiente (37,2 = 5,0 mm), por lo que podria
pensarse que su actividad antibacteriana no es tan prometedora. Sin embargo es
necesario precisar que la esencia de menta ensayada es un producto artesanal que
estd aun lejos de la pureza de un producto comercial; en otras investigaciones,
como se mencionan a continuacion, extractos vegetales con resultados mas
modestos que los hallados en la presente investigacion han sido declarados con un

promisorio poder antibacteriano, asi:

Shahbazi (2015), reportaron una notable actividad antibacteriana del aceite
esencial de M. spicata aun cuando algunos de los diametros de sus halos de
inhibicion fueron equivalentes al 33% de los didmetros producidos por el control de
tetraciclina (para Staphylococcus aureus: 8 mm con aceite esencial de M. spicata

frente a 24 mm de tetraciclina);

Por otro lado en la investigacion de Radaelli et al. (2016), evaluaron la actividad
antibacteriana (medida como actividad minima bactericida) del aceite esencial de
M. piperita en 7 cepas bacterianas de diferentes especies, y declararon que el
aceite esencial tuvo poder antibacteriano incluso cuando su poder fue equivalente
al 1% del antibidtico control, que fue el cloranfenicol (concentracion minima
inhibitoria de aceite esencial de Thymus vulgaris: 1,25 mg/ml versus 0,003125

mg/ml en el control de cloranfenicol).

Por todo lo antes indicado, se puede afirmar que la esencia de menta obtenida
como extracto etandlico en bafio maria demuestra un prometedor poder

antibacteriano contra Vibrio spp.

4.2 SUPERVIVENCIA DE LANGOSTINOS INFECTADOS CON Vibrio spp. IN
VIVO, TRATADOS CON ESENCIA DE MENTA

En la tabla 4 se observa que la supervivencia del langostino en el ensayo in vivo,
se redujo progresivamente del dia 1 al 16. En este momento la supervivencia de
los langostinos infectados con Vibrio spp. que recibieron alimento con oxitetraciclina
o con la esencia de menta (especificamente como extracto etandlico procesado en
bafio maria) mostraron la méaxima supervivencia, siendo estadisticamente
superiores (Test de Tukey, p<0,05) a la lograda por los langostinos que sélo

recibieron alimento balanceado sin medicar.
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El detalle de la supervivencia registrada en cada repeticiéon (acuario) de cada

tratamiento ensayado se observa en la tabla 6 del anexo 2.

Tabla 4. Supervivencia (%) de langostinos durante el ensayo in

Vivo
Dia Tratamiento (Promedio + Desviacion estandar)
Esencia de menta Control negativo Oxitetraciclina
1 100,00 £ 0,00 100,00 + 0,00 100,00 = 0,00
4 91,67+289 88,33 £ 2,89 93,33+ 7,64
8 80,00 + 8,66 75,00 £ 0,00 85,00 £ 10,00
12 65,00+ 5,00 58,33 £ 5,77 78,33 £ 14,43

16 56,67 +£10,41%* 46,67 £5,77° 70,00 + 13,232

* Las letras que acompafian a las cantidades numéricas, representan en
caso de ser diferentes la existencia de diferencia estadistica significativa
segun el test de Tukey.
El poder demostrado por la esencia de menta para evitar la mortalidad de
langostinos infectados con Vibrio spp. en el ensayo in vivo fue equivalente al
obtenido por la oxitetraciclina (al observarse supervivencias estadisticamente

similares para ambas; test de Tukey; p<0,05).

Los resultados obtenidos son congruente con los reportados para la supervivencia
de L. vannamei infectado con Vibrio spp. in vivo usando extractos de otras plantas,
como por ejemplo con la cebolla tiwai (Azis & Cahyadi, 2020) en el que se observé
que langostinos Penaeus monodon infectados con V. harveyi Yy tratados con
extracto de cebolla tiwai tuvieron una supervivencia superior (supervivencia: 31,62-
43,34%) a la de langostinos infectados pero que no recibieron ningun tratamiento
(supervivencia: 0%), aunque fue menor que la registrada en langostinos infectados

tratados con cloranfenicol (supervivencia: 61,67%).

De igual manera en la investigacion realizada por Dominguez-Borbor et al. (2020),
utilizando extractos del arbol de té y el orégano se observé que los langostinos que
recibieron estos extractos tuvieron supervivencias superiores a la de aquellos del
control en el que no se aplicaron éstos (87,1 a 92,2% en el caso de los tratados con
extractos y 72% en el control), sin embargo no fue posible comparar su efecto

contra el de un antibiotico de referencia pues éste no fue incluido en su
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experimento.

Por otro lado Adel etal. (2016) encontraron que la supervivencia de truchas
infectadas con la bacteria Yersinia ruckeri a las que se administr6 esencia de
Mentha piperita en la dieta, fue significativamente mayor que la de aquellas que no
la recibieron (Supervivencia con la administracion de la esencia: 54,4% a 75,2%; p
<0,05), aunque no fue posible comparar tales supervivencias con las de un

antibiético de eleccibn, pues estos investigadores no lo incluyeron.

De lo antes sefalado, se aprecia que los extractos de plantas ensayados pudieron
reducir la mortalidad en organismos acuaticos infectados con bacterias patdgenas;
en esta investigacion se ha observado que los langostinos que recibieron esencia
de menta en el ensayo in vivo tuvieron una mortalidad estadisticamente similar a

los que tuvieron los tratados con oxitetraciclina

El efecto antes indicado fue comparativamente mayor al que se pudo haber
pronosticado en base a los resultados observados en el ensayo in vitro en el cual
la esencia de menta mostré solo inhibir a Vibrio spp. a un nivel cercano al 50% del

observado para la oxitetraciclina.

Es posible que la administracion de esencia de menta en el alimento, durante el
ensayo in vivo haya favorecido una mayor supervivencia, equivalente a la lograda
con la oxitetraciclina, porque aparte de poseer poder antibacteriano también tiene
poder inmunoestimulante, pues contiene timol, mentol y paracimon que actian
estimulando el sistema inmune respecto a producir radicales libres de oxigeno,
oxido nitrico, fenoloxidasa ,entre otras; tal como lo han precisado Adel et al., (2015),
Eftekhari et al. (2021), He et al. (2017) y Tomazelli et al. (2018), por lo que es
posible que la esencia de menta al estimular el sistema inmunitario del langostino
haya logrado disminuir la mortalidad de los mismos originada por la infeccién por

Vibrio spp.

4.3 CRECIMIENTO DE LANGOSTINOS INFECTADOS EXPERIMENTALMENTE CON
Vibrio spp. Y TRATADOS CON ESENCIA DE MENTA

En la tabla 5, se observa el crecimiento de los langostinos en el lapso de 16 dias
en que se desarrollo el ensayo in vivo; los datos detallados del crecimiento en peso

de los langostinos segun dia, tratamiento y acuario (repeticion) se muestran en la
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tabla 7 del anexo 3.

Tabla 5. Crecimiento en peso (g) de los langostinos durante el

ensayo in vivo.

Dia  Esencia de menta Control negativo Oxitetraciclina

1 4,8 4,7 4,8
4,9 4,8 4,9

8 5,2 5,0 5,2
12 5,4 5,2 5,5
16 5,92 5,7° 6,02

Al inicio los pesos promedio de los langostinos fueron similares, pero al finalizar el
ensayo los langostinos que fueron tratados con esencia de menta obtuvieron un
peso promedio de 5,9 g, que no fue estadisticamente diferente del peso promedio
de los langostinos tratados con oxitetraciclina que fue de 6,0 g (test de Tukey, p
<0,05); ambos fueron estadisticamente superiores al peso de los langostinos en el
control negativo que fue de 5,7 g (test de Tukey, p <0,05). Los resultados del
analisis de varianza y el test de Tukey para el crecimiento en peso en el ensayo in

vivo se observan en el anexo 4.

Los resultados observados respecto al crecimiento de los langostinos infectados
con Vibrio spp. indican una modesta diferencia en el peso a favor de los langostinos
tratados con esencia de menta asi como los tratados con oxitetraciclina, lo cual
podria justificarse porque la esencia de menta contiene fenoles y carotenoides que
destruyen radicales libres acumulados en las células del huésped por el estrés; asi
gue al reducir el gasto energético ocasionado por el estrés, la energia es utilizada
para crecer (Akbary et al., 2017; Igbal et al., 2013). Ademas Akbary et al. (2017),
han precisado que la menta puede estimular la produccién de enzimas digestivas:
proteasas, amilasas y lipasas, en el langostino lo que ayudar en su crecimiento;
aunque en tal investigacion las diferencias de peso observados no fueron tan
modestos como el de la presente investigacion, lo cual probablemente se deba a
gue los langostinos en los que los autores referidos realizaron su investigacion

estuvieron sanos y no infectados con Vibrio spp.
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4.4 NUMERO DE COLONIAS DE Vibrio spp. EN HEPATOPANCREAS DE
LANGOSTINOS INFECTADOS EXPERIMENTALMENTE

En la figura 3, se observa el numero de colonias de Vibrio spp. no fermentadores
de sucrosa (colonias verdes), en el hepatopancreas del langostino en el ensayo in

Vivo.

Del inicio del experimento hasta el cuarto dia el recuento de Vibrio spp. no
fermentadores de sucrosa fue similar en todos los tratamientos pero desde el dia 8
en adelante, fue mayor para el tratamiento testigo y menor para la oxitetraciclina y
la esencia de menta (1,0x10° UFC/g para el control, 3,4x10° UFC/g para la
oxitetraciclina y 5,4x10° UFC/g para la esencia de menta). Al final del experimento,
en el dia 16, el recuento de Vibrio spp. no fermentadores de sucrosa mostraron
diferencia estadistica significativa (p <0,05) entre los tres tratamientos, siendo el
tratamiento con oxitetraciclina el que menor recuento tuvo, seguido del tratamiento
con esencia de menta y finalmente del tratamiento testigo que mostré el mayor

recuento.

1,20E+06

1,00E+06

8,00E+05

6,00E+05

4,00E+05

2,00E+05

Numero de colonias de Vibrio spp. no
fermentadores de sucrosa (UFC/g)

0,00 E+00 = T T T
0 4 & 12 16

Dias de cultivo

-#- Menta —&-0OTC —@—Testigo

Figura 3. Numero de colonias de Vibrio spp. no fermentadores de sucrosa (colonias

verdes) segun tratamiento durante el ensayo in vivo.
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Figura 4. Numero de colonias de Vibrio spp. totales segun tratamiento durante el

ensayo in vivo.

El nimero de colonias totales de Vibrio spp. en el hepatopancreas de los
langostinos mostré el éxito de la infeccion experimental al observarse un elevado
ndamero de colonias totales de Vibrio spp. segun el criterio de Gomez-Gil (2005),
por otra parte dado que el numero de colonias de Vibrio spp. no fermentadores de
sucrosa en el tratamiento control superé 10 UFC/g, es compatible con una vibriosis
en los langostinos de acuerdo a los rangos de recuento de Vibrio spp. sefialado por
Gomez-Gil et al. (2015).

El tratamiento con esencia de menta mostré que pudo reducir el conteo de Vibrio
spp. en el hepatopancreas de los langostinos infectados experimentalmente, esto
debido a que la menta tiene una probada actividad antibacteriana por los
compuestos bioactivos que contiene: flavonoides, mentona, mentol, isomentona,
geraniol, 1,8-cineol, terpinen-4-ol, bornil acetato, borneol, canfor, eugenol,
carvacrol, limoneno, a-pineno, (B-pineno, piperitona, cinnamaldehido, p-cimeno y
linalool, los cuales pueden destruir las paredes y membranas de las bacterias,

desestabilizar su citoplasma y destruir las membranas internas de la célula
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bacteriana como lo sefialan (Soleimani et al., 2022)

A pesar de que el tratamiento con esencia de menta no pudo reducir el nimero de
colonias de Vibrio spp. a niveles similares a los logrados con la oxitetraciclina, si
obtuvo supervivencias y crecimientos en peso de los langostinos similares a los
obtenidos por la oxitetraciclina, esto podria explicarse probablemente porque
ademas de su poder antibacteriano la esencia de menta tendria un poder
estimulante del sistema inmune, asi como atractante y estimulante del apetito como

lo han reportado Kawamura et al. (2019).
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V. CONCLUSIONES

1. Los tres tipos de esencia de Mentha piperita ensayados: como macerado en
aceite de oliva, como extracto etandlico en bafio maria y como extracto en aceite
de oliva en bafio maria, en sus 3 dosis: 10, 15 y 20 pl, lograron inhibir el
crecimiento in vitro de Vibrio spp. siendo el extracto etandlico en bafio maria en
dosis de 15 y 20 pl los que mayor inhibicion produjeron, esta misma esencia
aplicada al alimento balanceado en dosis de 15%o inhibi6 in vivo el crecimiento

de Vibrio spp. en Litopenaeus vannamei.

2. En el ensayo in vitro, los tratamientos basados en esencia de menta que mayor
poder antibacteriano mostraron contra Vibrio spp. fueron los correspondientes a
15y 20 pl de la esencia producida como etandlico en bafio maria, con un poder

inhibidor equivalente a aproximadamente el 50% de la oxitetraciclina comercial.

3. La supervivencia de los langostinos infectados con Vibrio spp. que recibieron
alimento balanceado con esencia de menta (producida como extracto etandlico
en bafio maria) en el ensayo in vivo, fue estadisticamente similar a la de los
langostinos tratados con la oxitetraciclina y superior a la de los langostinos que

no recibieron ninguna medicacion.

4. El crecimiento de los langostinos infectados con Vibrio spp. en el ensayo in vivo
gue recibieron alimento balanceado con esencia de menta fue estadisticamente
similar al logrado con la oxitetraciclina y superior al de los langostinos que no
recibieron ninguna medicacion, aunque la diferencia de peso entre los
langostinos tratados (con esencia de menta y oxitetraciclina) y los no tratados

fue muy reducida.

5. Se observo al final del ensayo in vivo, que el nimero de colonias de Vibrio spp.
no fermentadoras de sucrosa y totales en el hepatopancreas de los langostinos
infectados mostraron diferencia estadistica significativa entre los tres
tratamientos, siendo menor para el tratamiento con oxitetraciclina, seguido del

tratamiento con esencia de menta y finalmente por el tratamiento control.



VI. RECOMENDACIONES

. Evaluar el efecto inhibidor de la esencia de M. piperita en mayor nimero de

cepas de Vibrio spp. en Litopenaeus vannamei

. Evaluar el efecto de la esencia de M. piperita en la respuesta inmunitaria del

Litopenaeus vannamei.

. Seguir con investigaciones relacionadas con la M. piperita.
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ANEXOS

Anexo 1

Analisis de varianza y test de Tukey para los halos de inhibicion en Vibrio spp. por
el aceite esencial de menta en el ensayo in vitro.

ANOVA de un factor

Diametro del halo de inhibicion (mm)

Suma de gl Media cuadratica F Sig.
cuadrados
Inter-grupos 26249,083 11 2386,280 263,588 0,000
Intra-grupos 2064,100 228 9,053
Total 28313,183 239

Pruebas post hoc

Prueba de comparaciones multiples de Tukey

Variable dependiente: Didmetro del halo de inhibicién (mm)

HSD de Tukey

(I) Tratamiento  (J) Tratamiento Diferencia de Error tipico | Sig. Intervalo de confianza al 95%
medias (I-J) Limite inferior | Limite superior
1 2 -1,85000 0,95148| 0,730 -4,9922 1,2922
3 -4,60000" 0,95148| 0,000 -7,7422 -1,4578
4 -27,70000" 0,95148| 0,000 -30,8422 -24,5578
5 -4,60000" 0,95148| 0,000 -7,7422 -1,4578
6 -8,15000" 0,95148| 0,000 -11,2922 -5,0078
7 -11,20000" 0,95148| 0,000 -14,3422 -8,0578
8 -26,70000" 0,95148| 0,000 -29,8422 -23,5578
9 -0,25000 0,95148| 1,000 -3,3922 2,8922
10 -2,65000 0,95148| 0,194 -5,7922 0,4922
11 -6,45000" 0,95148| 0,000 -9,5922 -3,3078
12 -28,15000" 0,95148| 0,000 -31,2922 -25,0078
2 1 1,85000 0,95148( 0,730 -1,2922 4,9922
-2,75000 0,95148 | 0,151 -5,8922 0,3922
-25,85000" 0,95148| 0,000 -28,9922 -22,7078
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-2,75000
-6,30000"
-9,35000"
-24,85000"
1,60000
-0,80000
-4,60000"
-26,30000"
4,60000"
2,75000
-23,10000"
0,00000
-3,55000"
-6,60000"
-22,10000"
4,35000"
1,95000
-1,85000
-23,55000"
27,70000"
25,85000"
23,10000"
23,10000"
19,55000"
16,50000"
1,00000
27,45000"
25,05000"
21,25000"
-0,45000
4,60000"
2,75000
0,00000
-23,10000"
-3,55000"
-6,60000"
-22,10000"
4,35000"
1,95000
-1,85000
-23,55000"

8,15000"

0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148

0,151
0,000
0,000
0,000
0,875
1,000
0,000
0,000
0,000
0,151
0,000
1,000
0,013
0,000
0,000
0,000
0,659
0,730
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,996
0,000
0,000
0,000
1,000
0,000
0,151
1,000
0,000
0,013
0,000
0,000
0,000
0,659
0,730
0,000
0,000

-5,8922
-9,4422
-12,4922
-27,9922
-1,5422
-3,9422
-7,7422
-29,4422
1,4578
-0,3922
-26,2422
-3,1422
-6,6922
-9,7422
-25,2422
1,2078
-1,1922
-4,9922
-26,6922
24,5578
22,7078
19,9578
19,9578
16,4078
13,3578
-2,1422
24,3078
21,9078
18,1078
-3,5922
1,4578
-0,3922
-3,1422
-26,2422
-6,6922
-9,7422
-25,2422
1,2078
-1,1922
-4,9922
-26,6922
5,0078

0,3922
-3,1578
-6,2078

-21,7078

4,7422

2,3422
-1,4578

-23,1578
17,7422
5,8922

-19,9578

3,1422
-0,4078
-3,4578

-18,9578

7,4922

5,0922

1,2922

-20,4078
30,8422
28,9922
26,2422
26,2422
22,6922
19,6422

4,1422
30,5922
28,1922
24,3922

2,6922

17,7422

5,8922

3,1422

-19,9578
-0,4078
-3,4578

-18,9578

7,4922

5,0922

1,2922

-20,4078
11,2922
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6,30000"
3,55000"
-19,55000"
3,55000"
-3,05000
-18,55000"
7,90000"
5,50000"
1,70000
-20,00000"
11,20000"
9,35000"
6,60000"
-16,50000"
6,60000"
3,05000
-15,50000"
10,95000"
8,55000"
4,75000"
-16,95000"
26,70000"
24,85000"
22,10000"
-1,00000
22,10000"
18,55000"
15,50000"
26,45000"
24,05000"
20,25000"
-1,45000
0,25000
-1,60000
-4,35000"
-27,45000"
-4,35000"
-7,90000"
-10,95000"
-26,45000"
-2,40000
-6,20000"

0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148

0,000
0,013
0,000
0,013
0,066
0,000
0,000
0,000
0,824
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,066
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,996
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,933
1,000
0,875
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,332
0,000

3,1578
0,4078
-22,6922
0,4078
-6,1922
-21,6922
4,7578
2,3578
-1,4422
-23,1422
8,0578
6,2078
3,4578
-19,6422
3,4578
-0,0922
-18,6422
7,8078
5,4078
1,6078
-20,0922
23,5578
21,7078
18,9578
-4,1422
18,9578
15,4078
12,3578
23,3078
20,9078
17,1078
-4,5922
-2,8922
-4,7422
-7,4922
-30,5922
-7,4922
-11,0422
-14,0922
-29,5922
-5,5422
-9,3422

9,4422
6,6922
-16,4078
6,6922
0,0922
-15,4078
11,0422
8,6422
4,8422
-16,8578
14,3422
12,4922
9,7422
-13,3578
9,7422
6,1922
-12,3578
14,0922
11,6922
7,8922
-13,8078
29,8422
27,9922
25,2422
2,1422
25,2422
21,6922
18,6422
29,5922
27,1922
23,3922
1,6922
3,3922
1,5422
-1,2078
-24,3078
-1,2078
-4,7578
-7,8078
-23,3078
0,7422
-3,0578
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-27,90000"
2,65000
0,80000

-1,95000
-25,05000"
-1,95000
-5,50000"
-8,55000"

-24,05000"

2,40000
-3,80000"

-25,50000"

6,45000"
4,60000"
1,85000

-21,25000"

1,85000
-1,70000
-4,75000"

-20,25000"
6,20000"
3,80000"

-21,70000"

28,15000"

26,30000"
23,55000"

0,45000
23,55000"
20,00000"
16,95000"

1,45000
27,90000"
25,50000"
21,70000"

0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148

0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148
0,95148

0,000
0,194
1,000
0,659
0,000
0,659
0,000
0,000
0,000
0,332
0,005
0,000
0,000
0,000
0,730
0,000
0,730
0,824
0,000
0,000
0,000
0,005
0,000
0,000
0,000
0,000
1,000
0,000
0,000
0,000
0,933
0,000
0,000
0,000

-31,0422
-0,4922
-2,3422
-5,0922

-28,1922
-5,0922
-8,6422

-11,6922

-27,1922
-0,7422
-6,9422

-28,6422

3,3078
1,4578
-1,2922

-24,3922
-1,2922
-4,8422
-7,8922

-23,3922

3,0578
0,6578

-24,8422

25,0078

23,1578
20,4078
-2,6922
20,4078
16,8578
13,8078
-1,6922
24,7578
22,3578
18,5578

-24,7578
5,7922
3,9422
1,1922

-21,9078
1,1922

-2,3578
-5,4078

-20,9078

5,5422
-0,6578

-22,3578
9,5922
17,7422
4,9922

-18,1078
4,9922
1,4422

-1,6078

-17,1078
9,3422
6,9422

-18,5578

31,2922

29,4422
26,6922

3,5922
26,6922
23,1422
20,0922

4,5922
31,0422
28,6422
24,8422

*. La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.
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Subconjuntos homogéneos

HSD de Tukey

Diametro de halos de inhibicion (mm)

Tratamiento

Subconjunto para alfa = 0.05

1 2 3 4 5 6

1 20 10,4500
9 20 10,7000
2 20 12,3000 12,3000
10 20 13,1000 13,1000
3 20 15,0500 15,0500

20 15,0500 15,0500
11 20 16,9000 16,9000
6 20 18,6000 18,6000
7 20 21,6500

20 37,1500
4 20 38,1500
12 20 38,6000
Sig. 0,194 0,151 0,730 0,824 0,066 0,933

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 20,000.
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Anexo 2

Tabla 6. Registro de supervivencia de langostino infectado experimentalmente con
Vibrio spp. segun tratamiento y repeticion

Esencia de menta

Control negativo

Oxitetraciclina

Dia de Acuario Acuario Acuario

Acuario Acuario Acuario

Acuario Acuario Acuario

cultivo 1 2 3 1 2 3 1 2 3
0 100 100 100 100 100 100 100 100 100
4 95 a0 a0 90 a0 85 95 100 85
8 85 85 70 75 75 75 85 95 75
12 65 70 60 65 55 55 70 95 70
16 45 65 60 50 40 50 60 85 65
Anexo 3

Tabla 7. Peso promedio (g) de langostinos infectados experimentalmente con Vibrio
spp. por tiempo de cultivo y segun tratamiento y repeticion.

Tiempo de cultivo (dias)

Tratamiento Repeticién 1 4 8 12 16
Esencia de menta  Acyario 1 4.6 47 5,4 5,3 59
Acuario 2 5,0 4.9 4.9 5,5 6,0
Acuario 3 4,8 51 5,3 5,4 5,8

Promedio +
Desv. Estandar 4,8+0,2 49+0,2 52+03 54+0,1 59+0,1
Control negativo  acyario 1 4,9 4,9 4,7 5,1 5,7
Acuario 2 4.6 4.6 5,2 53 57
Acuario 3 4,6 49 51 5,2 5,7

Promedio +
Desv. Estandar 4,7+0,2 48+0,2 50+03 5,2+0,1 5,7+0,0
Oxitetraciclina  acyario 1 4,6 4,7 4,7 5,4 6,0
Acuario 2 5,0 51 5,2 5,4 6,1
Acuario 3 4,8 49 5,7 57 6,0

Promedio +
Desv. Estandar 4,8+0,2 49+02 52+05 55+0,2 6,0+0,1
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Anexo 4

Andlisis de varianza y test de Tukey para el crecimiento en peso de Litopenaeus
vannamei en el ensayo in vivo.

Dia=1
ANOVA de un factor?
Peso
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 0,020 2 0,010 0,273 0,770
Intra-grupos 0,220 6 0,037
Total 0,240 8
a.Dia=1
Pruebas post hoc
Comparaciones multiples?
Variable dependiente: Peso
HSD de Tukey
() Tratamiento (J) Tratamiento Diferencia de Error tipico Sig. Intervalo de confianza
medias (I-J) al 95%
Limite Limite
inferior superior
Esencia menta Control negativo 0,1000 0,1563 0,805 -0,380 0,580
Oxitetraciclina 0,0000 0,1563 1,000 -0,480 0,480
. Esencia men -0,1 1 -
olo| ol ows ool o%o
Oxitetraciclina Esencia menta 0,0000 0,1563 1,000 -0,480 0,480
Control negativo 0,1000 0,1563 0,805 -0,380 0,580
a.Dia=1
Subconjuntos homogéneos
Peso?
HSD de Tukey
Tratamiento N Subconjunto
para alfa = 0,05
1
Control negativo 3 4,700
Esencia menta 3 4,800
Oxitetraciclina 3 4,800
Sig. 0,805
Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a.Dia=1
b. Usa el tamarfio muestral de la media arménica = 3,000.
Dia=4
ANOVA de un factor?
Peso
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadrética
Inter-grupos 0,020 2 0,010 0,273 0,770
Intra-grupos 0,220 6 0,037
Total 0,240 8
a.Dia=4
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Pruebas post hoc

Comparaciones multiples?

Variable dependiente: Peso

HSD de Tukey

(I) Tratamiento (J) Tratamiento Diferencia Error Sig. Intervalo de confianza al
de medias | tipico 95%
(1-9) Limite Limite
inferior superior
Esencia menta Control negativo 0,1000| 0,1563 0,805 -0,380 0,580
Oxitetraciclina 0,0000| 0,1563 1,000 -0,480 0,480
Control negativo Esgncia menta -0,1000( 0,1563 0,805 -0,580 0,380
Oxitetraciclina -0,1000 0,1563 0,805 -0,580 0,380
Oxitetraciclina Esencia menta 0,0000| 0,1563 1,000 -0,480 0,480
Control negativo 0,1000 0,1563 0,805 -0,380 0,580
a.Dia=4
Subconjuntos homogéneos
Peso?®
HSD de Tukey
Tratamiento N Subconjunto
para alfa = 0.05
1
Control negativo 3 4,800
Esencia menta 3 4,900
Oxitetraciclina 3 4,900
Sig. 0,805
Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a.Dia=4
b. Usa el tamarfio muestral de la media arménica = 3,000.
Dia=8
ANOVA de un factor?
Peso
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 0,080 2 0,040 0,308 0,746
Intra-grupos 0,780 6 0,130
Total 0,860 8
a.Dia=8
Pruebas post hoc
Comparaciones multiples?
Variable dependiente: Peso
HSD de Tukey
() Tratamiento (J) Tratamiento Diferencia | Error tipico | Sig. Intervalo de confianza al 95%
de ?Fi‘)jias Limite inferior | Limite superior
Esencia menta Control negativo 0,2000 0,2944| 0,784 -0,703 1,103
Oxitetraciclina 0,0000 0,2944] 1,000 -0,903 0,903
Control negativo Es:_encia menta -0,2000 0,2944] 0,784 -1,103 0,703
Oxitetraciclina -0,2000 0,2944| 0,784 -1,103 0,703
Oxitetraciclina Esencia menta 0,0000 0,2944] 1,000 -0,903 0,903
Control negativo 0,2000 0,2944| 0,784 -0,703 1,103

a.Dia=8
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Subconjuntos homogéneos

Peso®

HSD de Tukey
Tratamiento N Subconjunto

para alfa = 0.05

1
Control negativo 3 5,000
Esencia menta 3 5,200
Oxitetraciclina 3 5,200
Sig. , 784
Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a.Dia=8
b. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3,000.

Dia=12
ANOVA de un factor?
Peso
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 0,140 2 0,070 4,200 0,072
Intra-grupos 0,100 6 0,017
Total 0,240 8
a.Dia=12

Pruebas post hoc
Comparaciones multiples?
Variable dependiente: Peso
HSD de Tukey

(I) Tratamiento (J) Tratamiento Diferencia Error Sig. Intervalo de confianza al 95%
de g‘i(;ias tipico Limite inferior | Limite superior
Esencia menta Control negativo 0,2000 0,1054| 0,220 -0,123 0,523
Oxitetraciclina -0,1000( 0,1054( 0,632 -0,423 0,223
Control negativo Esgncia menta -0,2000| 0,1054( 0,220 -0,523 0,123
Oxitetraciclina -0,3000( 0,1054(| 0,066 -0,623 0,023
Oxitetraciclina Esencia menta 0,1000| 0,1054| 0,632 -0,223 0,423
Control negativo 0,3000 0,1054| 0,066 -0,023 0,623

a. Dia=12

Subconjuntos homogéneos

Peso?

HSD de Tukey
Tratamiento N Subconjunto

para alfa = 0.05

1
Control negativo 3 5,200
Esencia menta 3 5,400
Oxitetraciclina 3 5,500
Sig. 0,066
Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Dia=12
b. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3,000.
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Dia =16

ANOVA de un factor?

Peso
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 0,169 2 0,084 19,000 0,003
Intra-grupos 0,027 6 0,004
Total 0,196 8

a. Dia=16

Pruebas post hoc

Variable dependiente: Peso

HSD de Tukey

Comparaciones multiples?

(I) Tratamiento (J) Tratamiento Diferencia Error Sig. Intervalo de confianza al 95%
de ?19()”35 tipico Limite inferior | Limite superior
I-J
Esencia menta Control negativo 0,2000"| 0,0544| 0,024 0,033 0,367
Oxitetraciclina -0,1333| 0,0544] 0,109 -0,300 0,034
Control neaativo Esencia menta -0,2000"| 0,0544| 0,024 -0,367 -0,033
9 Oxitetraciclina -0,3333"| 0,0544| 0,002 -0,500 -0,166
Oxitetraciclina Esencia menta 0,1333| 0,0544| 0,109 -0,034 0,300
Control negativo 0,3333"| 0,0544| 0,002 0,166 0,500
*, La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.
a. Dia=16
Subconjuntos homogéneos
Peso?
HSD de Tukey
Tratamiento N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2
Control negativo 3 5,700
Esencia menta 3 5,900
Oxitetraciclina 3 6,033
Sig. 1,000 0,109

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Dia=16

b. Usa el tamario muestral de la media arménica = 3,000.
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