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RESUMEN

La enfermedad de la Necrosis Aguda del Hepatopancreas (AHPND) ha causado graves pérdidas
economicas en la industria camaronera mundial, lo que ha motivado al uso indiscriminado de
antibioticos con el objetivo de reducir la presencia de Vibrio parahaemolyticus que constituye uno
de los principales causantes de esta enfermedad. Esto ha generado resistencia a diferentes
antibioticos comercializados en el mercado. Para contrarrestar esto, pruebas in vitro con
compuestos de origen botanico, especificamente el aceite esencial de orégano (Origanum
vulgare) y extracto de ajo (Allium sativum) se llevaron a cabo con el objetivo de escoger el
tratamiento que mayor efecto antibacteriano brindaba, enfocandose en sus caracteristicas
bacteriostéaticas o bactericidas. Colonias de V. parahaemolyticus aisladas de hepatopancreas de
camarones Penaeus vannamei presentes en laboratorios de la Escuela Superior Politécnica del
Litoral fueron utilizadas para conducir pruebas de susceptibilidad antibacteriana bajo la
metodologia de Kirby-Bauer reflejando al aceite esencial de orégano con didmetros de halos de
inhibicién superiores a los 35 mm desde una concentracién de 50 pg/mL. Ademas, pruebas de
concentracion minima inhibitoria bajo mediciones de absorbancia cada dos horas permitieron
constatar y contrastar con los resultados de otros autores bajo similares condiciones de
experimentacién que el aceite esencial de orégano revelo6 caracteristicas bactericidas a partir de
800 pg/mL, debido principalmente a la presencia de compuestos fenélicos como el timol y el
carvacrol, mientras que el extracto de ajo reflejé caracteristicas bacteriostaticas a partir de 1000
pHg/mL promovido por la presencia de compuestos sulfurados como la alicina. Estos compuestos
constituyen una alternativa viable en reemplazo de los antibiéticos, por lo que los productores
camaroneros podrian replicar esta metodologia con el objetivo de poder planificar estrategias y
protocolos que permitan tener mas eficiencia en sus procesos, reduciendo mortalidades y

aumentando las ganancias.

Palabras clave: Vibrio parahaemolyticus, aceite esencial de orégano, extracto de ajo,

antibiograma, concentracion minima inhibitoria



ABSTRACT

Acute Hepatopancreatic Necrosis Disease (AHPND) has caused significant economic losses in
the global shrimp industry, leading to the indiscriminate use of antibiotics to reduce the presence
of Vibrio parahaemolyticus, one of the major causes of this disease. This has resulted in the
development of resistance to various antibiotics available in the market. To counter this, in vitro
tests with compounds of botanical origin, specifically oregano essential oil (Origanum vulgare)
and garlic extract (Allium sativum), were conducted to select the treatment that provided the
greatest antibacterial effect, focusing on their bacteriostatic or bactericidal characteristics.
Colonies of V. parahaemolyticus isolated from the hepatopancreas of Penaeus vannamei shrimp
in laboratories at the Escuela Superior Politécnica del Litoral were used to conduct antibacterial
susceptibility tests using the Kirby-Bauer methodology. Oregano essential oil exhibited inhibition
halo diameters greater than 35 mm at a concentration of 50 pg/mL. Additionally, Minimum
Inhibitory Concentration tests, with absorbance measurements taken every two hours, allowed
for the confirmation and comparison with results from other studies conducted under similar
experimental conditions. Oregano essential oil demonstrated bactericidal characteristics starting
from 800 pg/mL, primarily due to the presence of phenolic compounds such as thymol and
carvacrol, while garlic extract exhibited bacteriostatic characteristics starting from 1000 pg/mL,
promoted by the presence of sulfur compounds such as allicin found in garlic. These botanical
compounds offer a viable alternative to antibiotics. Therefore, shrimp producers could implement
these in vitro analyses to plan strategies and protocols that enhance efficiency in their processes,

reducing mortality rates and increasing profits.

Keywords: Vibrio parahaemolyticus, oregano essential oil, garlic extract, antibiogram, minimum

inhibitory concentration
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CAPITULO 1

1. INTRODUCCION

El mundo ha sido testigo de un incremento significativo en la acuicultura global (Chen et
al., 2022). Durante las décadas de 1990 al afio 2020, se ha registrado una expansion de la
produccion anual de la acuicultura mundial en, aproximadamente, un 609%, teniendo un
crecimiento anual de 6.7% (FAO, 2022), sobre todo en la Gltima década en el que se ha
convertido en el sector alimentario con mayor con la mejor tasa de aumento (Yue & Shen, 2022).

Para el afio 2050, se prevé que la produccién acuicola duplique a la del afio 2010, es decir,
exista una cantidad de 140 millones de toneladas de acuerdo a las proyecciones (Henares et
al., 2020). Sumado a esto, esta practica también genera oportunidades laborales, ingresos y
representa el 50% del consumo de pescado (Shah & Mraz, 2020). Este incremento ha sido
obtenido a causa de la tecnificacion desde los sistemas desde lo extensivo a lo sUper intensivo
(Hasan et al., 2019). La acuicultura se ha posicionado como una solucion viable,
proporcionando una fuente confiable de proteinas y nutrientes para millones de personas en
todo el mundo (Milko, 2023).

En Ecuador, la acuicultura se desarrolld, en sus inicios, en zonas de manglar que ante la
aparicion de enfermedades y politica ambiental obligaron a buscar nuevas tierras (L6pez et al.,
2023). Las aguas ecuatorianas, ricas en biodiversidad marina, han propiciado un aumento
significativo en la produccion de peces, mariscos y otros organismos acuéticos (FAO, 2024).
Esto ha generado oportunidades econémicas para las comunidades locales y ha contribuido al
desarrollo econémico del pais “Los productos acuicolas representan el 52% de las

exportaciones no petroleras y no mineras del Ecuador. Entre enero y julio de 2022 estos



productos sumaron USD 5 581 millones, de los USD 10 767 millones vendidos fuera del pais.”
(Lucia Vasconez, 2022). No obstante, este crecimiento también ha planteado desafios,
especialmente en términos de mantener altos estdndares de calidad en productos acuicolas
(Saha, 2024).

Uno de los aspectos criticos en la acuicultura es la calidad del sistema en el que se crian
los organismos acuaticos (Angel et al., 2019). Los requerimientos de calidad son
fundamentales para garantizar un ambiente propicio para el crecimiento y desarrollo de los
cultivos acuicolas (Bérquez, n.d.). Factores como la temperatura, el pH, la concentracién de
oxigeno disuelto y la salinidad son vitales para el bienestar de los organismos acuaticos y, por
ende, para la produccion exitosa en la acuicultura (Marium et al., 2023).

Asi mismo, el desafio que enfrentan los productores acuicolas es la mortalidad en el cultivo
por vibriosis, una enfermedad causada por Vibrio parahaemolyticus, esta bacteria cominmente
se encuentra en aguas marinas y estuarinas (Ponce, 2023). La prevencion y tratamiento de la
vibriosis involucran principalmente el empleo de antibidticos (Angulo et al., 2019). Sin embargo,
un manejo inadecuado de las enfermedades y la persistente administracion de antibiéticos en
los cultivos acuicolas contribuyen al surgimiento de cepas de vibrios resistentes (Pefia, 2019).
En la actualidad, la resistencia bacteriana a multiples antibidticos representa una preocupacion
significativa y se ha convertido en un grave problema que pone en peligro la practica médica

contemporanea (Ramadhaniah et al., 2023)

1.1 Descripcién del problema

Sumado al crecimiento de la acuicultura, la contaminacion del agua ha reflejado uno de los
principales problemas ambientales que esta genera (Carballeira Brafia et al., 2021). El entorno
acuatico proporciona un caldo de cultivo ideal para el crecimiento bacteriano, las condiciones
variables del agua, como la temperatura y la salinidad, junto con la presencia de materia

organica, facilitan la proliferacion de diversas bacterias. Hallazgos han permitido descubrir que



la temperatura superficial del mar y la salinidad se han convertido en variables clave que
aumentan la presencia de estos (Ndraha et al., 2022).

La industria del camardn posee mayores desafios que la de peces debido a que estos
presentan un sistema inmune adquirido y no pueden ser vacunados (Thornber et al., 2020).
Debido a esto, enfermedades como la vibriosis, se ha convertido en una de las enfermedades
mas comunes en la acuicultura, asi como a individuos salvajes (Sanches-Fernandes et al.,
2022). Esta enfermedad esta alineada a la presencia de infecciones en peces con signos
clinicos como ulceras en la piel y necrosis en la aleta caudal (Mohamad et al., 2019). En lineas
generales, otros signos clinicos asociados incluyen letargo, pérdida de apetito y, en casos
graves, la muerte de los animales afectados (Zermefio-Cervantes et al., 2023).

Diversos reportes han revelado pérdidas asociadas a enfermedades infecciosas y
parasitarias desde 1.05 a 9.58 hillones/de délares por afio (Gonzales et al., 2020). De acuerdo
con (De Souza Valente & Wan, 2021), diversos paises incluyendo a China, Malasia, México,
Tailandia y Vietnam han acumulado 44 billones entre 2010 y 2016 asociadas a la presencia de
AHPND. Las pérdidas econdémicas son significativas, ya que los productores se enfrentan a
altas tasas de mortalidad en sus cultivos y a una disminucién en la calidad de los productos
finales (Yu et al., 2022).

Los antibacterianos han surgido como herramienta para las enfermedades causadas por
bacterias, mismos que han desarrollado patégenos resistentes causando infecciones en
animales y en el ser humano (Devadas et al., 2024). Esta resistencia representa una
preocupacion adicional, ya que limita las opciones de tratamiento efectivo y agrava ain mas el

problema (Salas et al., 2021).



1.2 Justificacion del problema

Abordar el crecimiento bacteriano desenfrenado y la propagacion del V. parahaemolyticus
en la acuicultura ecuatoriana es esencial para preservar la industria, garantizar la seguridad
alimentaria, combatir la resistencia a los antibiéticos y proteger el delicado equilibrio de los
ecosistemas marinos. Es una necesidad apremiante que requiere de un control preventivo,
mediante la investigacion y aplicacion de compuestos que inhiban el crecimiento de bacterias
patégenas favoreciendo al crecimiento sostenible de la acuicultura.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general
Evaluar la eficacia de compuestos boténicos in vitro como inhibidores del crecimiento de Vibrio

parahaemolyticus

1.3.2 Objetivos especificos
1. Evaluar el efecto antibacteriano de los compuestos botanicos mediante pruebas de

susceptibilidad antibacteriana bajo el método de difusién en disco de Kirby Bauer.

2. Determinar la Concentraciéon Minima Inhibitoria (MIC) del aceite esencial de orégano
(Origanum vulgare) y extracto de ajo (Allium sativum), bajo el método de microdilucion

en caldo.

3. Evaluar la dindmica del crecimiento de Vibrio parahaemolyticus por medio de técnicas

de recuento y visualizacion microbiol6gica post hoc.



1.4 Marco teérico

1.4.1 Género Vibrio

El género Vibrio corresponde a un grupo de bacterias Gram negativas que se encuentran
en ambientes acuaticos (Liu et al., 2024) (Xu et al., 2024). Diversas especies de Vibrio como V.
harveyi, V. parahaemolyticus y V. anguillarum han reflejado ser patogénicos para los
camarones (Yildirim-Aksoy et al., 2022)._Estas bacterias ejercen un rol de patégenos
oportunistas de animales marinos y humanos. Son anaerobios facultativos, es decir, poseen
metabolismo fermentativo y respiratorio (Purgar et al., 2023). Por lo general, se encuentran

adheridas al plancton de agua de mar o estuarina (Molina-Quiroz et al., 2023).

1.4.2 Vibrio parahaemolyticus

Son bacterias Gram negativas, con forma de bastén curveado y a veces recto, oxidasa
positivos, anaerobias facultativas (Haque et al., 2023). Esta especie de bacterias habitan
ambientes marinos con diversas salinidades y es causante de varias enfermedades que
afectan a peces y crustaceos (Bonnin-Jusserand et al., 2019). Abarca cepas con una alta
diversidad metabdlica capaces de sobrevivir en condiciones de temperatura, salinidad y pH
variables en entornos marinos y estuarinos (De Souza Valente & Wan, 2021). Las cepas
virulentas de V. parahaemolyticus contienen especificamente el plasmido pVAL, el cual codifica
las toxinas PirA y PirB, cuyo efecto citotdxico consiste en la formacién de poros en las
membranas de sus células, provocando su muerte por lisis osmética (Hernandez-Cabanyero et
al., 2023). Ademas, esta especie posee un extenso catalogo de factores de virulencia,
adhesinas y efectores relacionados con la citotoxicidad y la entero toxicidad (Fasulkova &

Stratev, 2024) (L. Zhang & Orth, 2013).
1.4.3 Impacto de Vibrio parahaemolyticus

Contantemente, V. parahaemolyticus ha provocado enfermedades a un sinfin de

variedades de especies acuaticas incluyendo almejas, pulpos, camarones, cangrejos,



langostas, mejillones, ostras y peces como la tilapia, bacalao, sardinas, entre otros (De Silva &
Heo, 2022).

Una enfermedad causada por cepas de V. parahaemolyticus que afecta a los
crustaceos, especificamente los camarones, es la Enfermedad de la Necrosis Aguda del
Hepatopancreas (AHPND por sus siglas en inglés) o antiguamente conocida como el Sindrome
de la Mortalidad Temprana (EMS) (Yang et al., 2022). Los individuos que poseen esta
enfermedad presentan signos clinicos como letargia y anorexia, con tractos digestivos vacios y
pérdida de la pigmentacion de sus tejidos (Zheng et al., 2018). MicroscOpicamente se visualiza
un desprendimiento de las células epiteliales de los tubulos del hepatopancreas mientras que
por medio de histologia se puede observar el epitelio completamente necrosado junto a una
infiltracion de hemocitos en el tejido intratubular (Kumar et al., 2021). Reportes de AHPND se

han registrado en Corea, causando graves pérdidas econdmicas al sector (Han et al., 2020).

1.4.4 Tratamientos ante la presencia de Vibrio parahaemolyticus

La aplicaciéon de antibiéticos al balanceado de peces y camarones en sistemas de
produccioén intensivos y semi intensivos con el fin de controlar y prevenir el esparcimiento de
enfermedades ha repercutido en el desarrollo de cepas resistentes provocando que los
tratamientos con antibioticos cada vez sean mas ineficaces o se requieran concentraciones
mas altas a adicionar para hacer frente a estos inconvenientes (F. Zhang et al., 2024). De
acuerdo con (Sotomayor et al., 2019), los antibiéticos se utilizan ampliamente como
profilacticos contra patégenos bacterianos. Sin embargo, el uso de antibidticos conlleva
importantes desventajas, como la presencia de residuos en los productos de acuicultura, el
desarrollo y la propagacion de resistencia entre patégenos, incluidos los patdgenos humanos
(Stratev et al., 2023). Por estas razones, la regulacion de los antibiéticos esta rigurosamente
controlada, lo que resulta en la autorizacion de solo unos pocos antibiéticos para su uso en

acuicultura (Bondad-Reantaso et al., 2023). Los antibioticos aprobados por la FDA



corresponden, principalmente al florfenicol, oxitetraciclina, formalina, peréxido de hidrégeno,

sulfamerazina y la combinaciéon de sulfadimetoxina ormetroprim (FDA, 2022).

1.4.5 Compuestos botanicos

De acuerdo con (Martins et al., 2020), en basqueda de tratamientos alternativos contra las
enfermedades de animales acudaticos, se han puesto en foco de atencién compuestos
medicinales de origen botanico, especificamente, extractos de plantas y aceites esenciales
para controlar parasitos y enfermedades bacterianas. El uso de compuestos derivados de
plantas medicinales en el campo de la acuicultura se ha incrementado a través del tiempo
debido a que presentan propiedades biodegradables (Srichaiyo et al., 2020).

(Myint et al., 2022) sostienen que la actividad antimicrobiana de los extractos obtenidos de
plantas esta estrechamente relacionada con la presencia de componentes fitoquimicos como
saponinas, flavonoides, taninos, compuestos fendlicos y terpenoides. Los motivos principales
por los que se usan corresponden a que no presentan residuos en tejidos animales (Alagawany
et al., 2021).

1.4.6 Aceites esenciales

Los aceites esenciales corresponden a productos secundarios derivados de plantas
medicinales y han sido utilizados como agentes fitoterapéuticos gracias a sus propiedades
bioactivas (Magouz et al., 2021). Muchos de esos compuestos contienen un anillo aromatico,
como los monoterpenos fendlicos timol y carvacrol, o los propenos fendlicos (Cho et al., 2020).
Aceites esenciales como el de orégano, canela, arbol de té, entre otros, han sido utilizados en
la acuicultura con la finalidad de aprovechar sus propiedades para favorecer la produccion
acuicola y prevenir enfermedades. Los aceites esenciales han demostrado tener propiedades
antimicrobianas, antioxidantes y antifungicas que pueden actuar como una alternativa viable al
uso de drogas o aditivos en la produccién acuicola (Wickramanayake et al., 2023). Varios de

los beneficios de estos aceites esenciales en especies acuicolas son atribuibles a posibles



causas como el incremento del apetito de las especies y la modificacién del microbioma

intestinal para promover los genes asociados al sistema inmune (Ahmadifar et al., 2021).

1.4.7 Aceite esencial de orégano

El orégano (Origanum vulgare) es una planta que pertenece a la familia Laminaceae. Los
aceites esenciales extraidos de sus hojas presentan propiedades antibacterianas debido a su
principal componente, el carvacrol. La accion antibacteriana del carvacrol, que es més fuerte
contra las bacterias Gram positivas que contra las Gram negativas, se basa principalmente en
el dafio de la membrana bacteriana; da como resultado la disolucion de la fuerza motriz del
protdén y la posterior reduccion de la sintesis de ATP, lo que conduce a la reduccién de otros
procesos celulares dependientes de energia, incluida la sintesis de enzimas y toxinas (Nostro &
Papalia, 2011). En tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus), la inclusion de aceite esencial de
orégano ha brindado beneficios en favor de la respuesta inmune, oxidativa y la tasa de
crecimiento (Heluy et al., 2020), por lo que la incorporacion de aceite esencial de orégano es
ideal para lidiar con los impactos en altas densidades de siembra en tilapia del Nilo (Shourbela
et al., 2021).

Los compuestos fendlicos presentes en el ajo como lo son el timol y el carvacrol han
reflejado modular la inmunidad a través de dos potenciales vias como la influencia a través de
la comunidad microbiana intestinal y la accién directa en el tejido del hospedador (Zhang et al.,

2020).

1.4.8 Extractos naturales

Los extractos de plantas medicinales presentan sustancias antimicrobianas que actian
frente a diferentes bacterias que causan una diversidad de enfermedades en animales
acuaticos (X. Zhang et al., 2020). Esto también reduce el riesgo de formar patégenos
resistentes y reducir los costos econémicos a los productores cuando se comparan con

guimicos tradicionales (Chong, 2020). Estudios han demostrado que la inclusion de hierbas y



sus extractos promueven la resistencia frente a condiciones ambientales desfavorables (Adel et
al., 2020). En la acuicultura, diferentes vias de administracién de extractos derivados de plantas
han sido utilizados, tales como la inyeccion intraperitoneal, la inmersion o el suministro via oral
siendo este el método mas ideal debido a que no genera estrés en los animales (Bondad-

Reantaso et al., 2023b).

1.4.9 Extracto de ajo

El ajo (Allium sativum) es un alimento ampliamente consumido alrededor del mundo que
presenta un sinnimero de beneficios medicinales como propiedades antifingicas, antisépticas,
antivirales y antiparasitarias gracias a la presencia de alicina (Shekarabi et al., 2022). Sus
bulbos, que cominmente se conocen como dientes, contienen alicina (Savairam et al., 2023).
La alicina es un compuesto organosulfurado y corresponde al principal ingrediente activo del
ajo (Jikah & Edo, 2023). La alicina se forma por la reaccién de la enzima alinasa y la aliina
presente en el ajo (Adineh et al., 2020). El principal efecto antimicrobiano de la alicina se debe
a su reaccion quimica con los grupos tiol de varias enzimas, como el alcohol deshidrogenasa,
tioredoxina reductasa y ARN polimerasa (Ankri & Mirelman, 1999). Varias presentaciones del
ajo han mostrado un amplio espectro de actividad antibacteriana frente a bacterias Gram

positivas y Gram negativas (Marchese et al., 2016).



CAPITULO 2

2. METODOLOGIA

2.1 Obtencion de las colonias de Vibrio parahaemolyticus

Las bacterias de la especie Vibrio parahaemolyticus fueron suministradas por el
Laboratorio de Biomedicina situado en la Facultad de Ingenieria Maritima y Ciencias del Mar.
Dichas colonias bacterianas fueron aisladas de hepatopancreas de camarones muestreados de
una granja dedicada al cultivo y comercializacién de este crustaceo en la zona del estuario del
rio Guayas.

Se procedi6 a la resiembra de colonias de V. parahaemolyticus en placas Petri con medios
de cultivo selectivo para bacterias del género Vibrio compuestos por agar TCBS (Tiosulfato,
citrato, bilis, sacarosa) y medios cromogénicos. En primera instancia, se realiz6 la siembra en
agar cromogénico, luego se incubaron estas placas por 24 horas a 30 + 2° C con el objetivo de
poder descartar la presencia de otras especies del género Vibrio. Se descart6 la cepa mas
antigua de julio del 2023 por su falta de crecimiento activo en la experimentacion pese a
permanecer incubada durante un tiempo prolongado.

2.2 Preparacién del extracto de ajo y obtencién del aceite de orégano

Como parte de la preparacion del extracto de ajo (Allium sativum), se decidié adaptar la
metodologia descrita por (Ramadhaniah et al., 2023) que consistié en la trituracién y macerado
del ajo usando etanol 96% como solvente a una proporcion de 1:2 por 24 horas. Este proceso
se realizé tres veces. El resultado de la maceracion fue evaporado por medio de una estufa a
80° C hasta lograr visualizar un concentrado con una coloracién café oscura y un olor

caracteristico propio del ajo, sin rezagos olfativos de alcohol. Posterior a ello, 10 gramos de
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extracto fueron diluidos con agua destilada estéril a concentraciones (Tabla 1). Las diluciones
fueron colocadas en tubos de ensayo estériles y almacenadas a 2° C por cuatro horas. El
aceite de orégano fue adquirido a través de una compafia dedicada a la venta y distribucién de
distintos agentes botanicos que son extraidos naturalmente y sin la adicion de preservantes. El
volumen obtenido fue de 15 mL y la composicién quimica fue suministrada por el vendedor
asegurando un 75% minimo de carvacrol como principio activo de este aceite esencial.

Se obtuvieron las distintas concentraciones de los compuestos botanicos a testearse y
fueron colocados en tubos de ensayo con su respectiva rotulacién indicando su concentracién
en ug/mL con el objetivo de poder utilizarlos para los procesos siguientes donde el extracto de
ajo fue diluido con agua destilada, mientras que el aceite esencial de orégano por etanol

(Figura 1).

Tabla 1. Concentracion en pg/mL y nomenclatura para distintos tratamientos acorde a cada

compuesto botanico utilizado en la experimentacion

Compuesto botanico Tratamiento Dosificacion (pg/mL)
Aceite esencial de orégano AEO1 50
Aceite esencial de orégano AEO2 250
Aceite esencial de orégano AEO3 500
Aceite esencial de orégano AEO4 800
Aceite esencial de orégano AEO5 1000

Extracto de ajo EAL 50

Extracto de ajo EA2 1000
Extracto de ajo EA3 2000
Extracto de ajo EA4 3000
Extracto de ajo EA5 3500

Nota. Los solventes utilizados para el aceite de orégano y extracto de ajo fueron etanol 96% y

agua destilada, respectivamente

Autor: Bohorquez, 2023
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Figura 1.

Tubos ensayos con dosificaciones para el aceite esencial de orégano y extracto de ajo

Nota. La figura muestra las diferentes concentraciones de aceite esencial de orégano y extracto

de ajo contenidas en tubos de ensayo

Autor: Bohorquez, 2023

2.3 Pruebas de susceptibilidad antimicrobiana o antibiograma

Para la prueba de susceptibilidad antibacteriana, se decidio emplear la metodologia
descrita por (Hudzicki, 2009) y, ademas, teniendo en consideracion las observaciones
realizadas por (Ramirez & Marin, 2009) para la evaluacion in vitro de la actividad antibacteriana
de compuestos de origen vegetal. Previamente, se preparé agar Mueller Hinton y se colocé en
las distintas placas Petri a utilizar para este estudio. Estas placas permanecieron en
refrigeracion hasta su uso. Ademas, se procedio a realizar un estandar de McFarland 0.5 con el
objetivo de poder obtener una turbidez referencial y, a su vez, estandarizar las concentraciones

de bacterias para el antibiograma. Para ello fue necesario la adicion de 0.05 mL de solucién de
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cloruro de bario (1.175%) y 9.95 mL de &cido sulftrico (1%) en un tubo de ensayo de 10 mL.
Posteriormente, se preparo la suspension bacteriana colocando una pequefia cantidad de las
colonias malva rosa previamente aisladas en un tubo de ensayo estéril con 10 mL de solucién
salina al 2% hasta lograr una turbidez semejante al estandar 0.5 de McFarland. Se procedio a
comprobar espectrofotométricamente, a una longitud de onda de 625 nm, que la absorbancia
de la suspensién bacteriana se encuentre en el rango de 0.08 a 0.13 permitiendo inferir que la
suspension bacteriana posee 1.5 x 108 UFC/mL. Por medio de hisopos estériles, se realizé la
siembra de una alicuota de la suspension bacteriana en las distintas placas con agar Mueller
Hinton por el método de barrido por agotamiento. Discos estériles de papel filtro de 6 mm de
didmetro fueron impregnados con 10, 15, 25, 50 y 100 pL de extractos de ajo y orégano, y
colocados a raz6n de 2 discos por cada placa Petri y a una separacion entre si de 24 mm
centro a centro. Las distintas placas fueron incubadas a 35° C £ 2° C por 24 horas.
Transcurrido el tiempo, se situaron las distintas placas en un fondo oscuro no reflectivo y por
medio de un calibrador Vernier se procedié a medir los distintos halos de inhibicion formados

para su posterior analisis.
2.4 Concentraciéon minima inhibitoria

Las colonias de bacterias se incubaron a 30°C durante 4 horas. Luego, se suspendieron
las bacterias con medio liquido TSB ajustandose al estandar 0.5 de McFarland para luego
diluirlo hasta una densidad aproximada de 10° UFC/mL. Posteriormente, se procedi6 a diluir el
aceite de orégano y extracto de ajo en etanol 95% y agua destilada estéril, respectiva. Luego,
se afadié caldo de cultivo TSB con una solucién de NaCl al 2%. Se distribuyeron 20 yL de
suspension bacteriana en los distintos pocillos de una microplaca Elisa junto a 20 L de los
diferentes extractos utilizados a concentraciones de 50, 250, 500, 800, 1000 pg/mL y 500,
1000, 2000, 3000 y 3500 pug/mL de aceite de orégano y extracto de ajo, respectivamente.

Adicional, se afiadieron 160 pL de caldo TSB con cloruro de sodio al 2%. Se colocé un control
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positivo y negativo que consistieron en suspension bacteriana en caldo TSB con cloruro de
sodio 2% y los respectivos compuestos botanicos. Cada tratamiento incluyé tres réplicas.
La microplaca fue incubada a una temperatura de 30°C y las lecturas de densidad Optica

fueron realizadas a 620 nm cada dos horas.
2.5 Concentracion minima bactericida

Se procedié a sembrar 100 yL provenientes de cada pocillo de la microplaca Elisa en agar
TSB (Trypticase Soy Broth). Posteriormente, se incub6 a una temperatura de 30° C por un
lapso de 24 a 48 horas. Finalmente, se realiz6 el conteo de colonias mediante la visualizacion
de las diferentes placas Petri con sus respectivos tratamientos en un contador de colonias con

luz directa.
2.6 Procesamiento y analisis de datos

Los datos obtenidos de los distintos tratamientos testeados, asi como sus respectivos
controles fueron graficados en un diagrama Absorbancia vs Tiempo y, posteriormente
analizados por medio de un andlisis de varianza de una via (ANOVA). La hipétesis nula fue
rechazada con un valor (p < 0.05). Los supuestos de homogeneidad de varianzas y normalidad
de todos los tratamientos fueron constatados mediante el test de Barlett y Shapiro-Wilk,
respectivamente. Con el fin de hallar diferencias significativas entre tratamientos, se utilizé un
test de comparaciones multiples de Tukey-Honest. Todas las pruebas estadisticas y graficos

mencionados previamente fueron analizadas por medio del software R-Studio.



CAPITULO 3

3. RESULTADOS Y ANALISIS

3.1 Colonias de Vibrio parahaemolyticus

La cepa de V. parahaemolyticus correspondiente al mes de octubre del presente afio
presentd un crecimiento activo al momento de realizar la resiembra, permitiendo poder utilizarla
para las pruebas posteriores con total normalidad, mientras que la cepa perteneciente al mes
de no presentd un crecimiento activo en las horas que fue incubada (Figura 2). Lo cual podria
atribuirse a que las bacterias en esta placa Petri ya habian atravesado su fase estacionaria y
entrado en la fase final debido al agotamiento de nutrientes, en parte, debido al tiempo en que

llevaban siendo reactivadas.

Figura 2.

V. parahaemolyticus en agar TCBS, aislado de muestras de Penaeus vannamei

Nota. La figura muestra placas Petri con colonias bacterianas de color verde con bordes
translicidos

Autor: Lamilla, 2023
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3.2 Susceptibilidad antimicrobiana o antibiograma

Las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana reflejaron la formacion de diferentes
halos de inhibicién contra V. Parahaemolyticus (Figura 3). Los datos fueron tabulados,
evidenciando que los tratamientos con aceite esencial de orégano reflejaron diametros de halos
de inhibicién mayores comparados a los halos de inhibicidn de los tratamientos con extracto de
ajo y el antibidtico utilizado. Los tratamientos con ajo no fueron tan efectivos ya que no
superaron en diametro del halo de inhibicién al antibi6tico. Con base a los resultados obtenidos,
se escogieron los dos tratamientos con mejores resultados (AEO4 y EA3) para formar una
mezcla (50% EA3 y 50% AEO4) denominada A+O, este tratamiento mostro un diametro mayor
(32.670 mm) que el antibidtico (23 mm), relativamente cercano del diametro de los tratamientos
con orégano (>35 mm) que permite inferir que la inclusién de estos compuestos brinda una
respuesta antibacteriana en reemplazo del florfenicol, antibiético reconocido de amplio uso en

la industria acuicola.

Figura 3.

V. parahaemolyticus en agar Mueller Hinton con sensidiscos por tratamientos con aceite
esencial de orégano y extracto de ajo

Nota. La figura muestra cada una de las placas Petri correspondientes al antibiograma con sus
respectivos halos de inhibicion

Autor: Bohorquez, 2023
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Tabla 2. Halos de inhibicién en milimetros por distintos tratamientos de aceite esencial de
orégano (AEO), extracto de ajo (EA), antibiotico de amplio espectro y control sin algun tipo de

inhibidor o bactericida.

Diametro halo de

Tratamient o
atamientos inhibicion (mm)

C- 0
Antibiotico 23
AEO1 36.035
AEO2 35.675
AEOQO3 35.260
AEO4 38.120
AEO5 37.110
EAL <10
EA2 12.405
EA3 12.415
EA4 14.895
EA5 13.785
A+0O 32.670

Nota. La medicion de los halos de inhibicidn fue realizada por medio del uso de un calibrador
Vernier

Autor: Lamilla, 2023

3.3 Concentracién minima inhibitoria

Las lecturas de absorbancia de la microplaca ELISA fueron registradas en dos tablas,
cada una por tratamiento con aceite esencial de orégano y extracto de ajo (Tabla 3, 4). Con
respecto al orégano, todos los tratamientos después de la primera lectura disminuyeron su
absorbancia hasta estabilizarse en aproximadamente un lapso de 6 horas donde los
tratamientos con méas concentracion de aceite esencial de orégano reflejaron una menor

medida en la absorbancia, o sea, menor presencia de bacterias respecto a la primera lectura
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conforme pasa el tiempo dado que la absorbancia es simil al crecimiento bacteriano en

UFC/mL (Tabla 3).

Por otro lado, los tratamientos con extracto de ajo reflejaron un comportamiento estable
con respecto a la primera lectura, es decir, la absorbancia medida oscilaba cercanamente entre
los mismos valores sin variar demasiado, a diferencia del tratamiento EA1 que no reflejo una
disminucién en la concentracidén bacteriana, mas bien aumentd su absorbancia, lo que refleja
gue la concentracion es muy baja y se permite inferir que no brinda un efecto antibacteriano

ideal a diferencia de las demas concentraciones.



Tabla 3. Absorbancia a través del tiempo (horas) de diferentes concentraciones de aceite

19

esencial de orégano (AEO) con V. Parahaemolyticus, medio TSB solo con bacteria (C-), control

de asepsia del aceite esencial de orégano (C+) y antibidtico de amplio espectro.

Tiempo (horas)

0 2 4 6 22 24
Tratamiento Absorbancia
AEO1 1.695 0.905 0.749 0.759 0.801 0.801
AEO1 1.388 0.587 0.468 0.446 0.358 0.360
AEO1 1.600 1.075 0.784 0.766 0.765 0.763
AEQO2 1.653 0.802 0.706 0.716 0.769 0.767
AEQO2 1.442 0.637 0.438 0.384 0.342 0.334
AEQO2 1.699 1.089 0.595 0.580 0.592 0.587
AEQO3 1.567 0.631 0.573 0.607 0.690 0.682
AEQO3 1.475 0.606 0.429 0.407 0.364 0.357
AEQO3 1.491 0.849 0.458 0.422 0.380 0.364
AEO4 1.672 1.546 1.303 1.171 1.085 1.078
AEO4 1.644 1.483 1.165 1.050 0.971 0.967
AEO4 1.660 1.434 1.184 1.071 1.004 0.992
AEQO5 1.522 1.409 1.304 1.237 1.115 1.108
AEQO5 1.358 1.132 1.144 1.111 1.069 1.070
AEO5 1.295 0.756 0.670 0.567 0.427 0.414
CONTROL -  0.080 0.612 0.816 0.945 0.947 0.945
CONTROL - 0.072 0.623 0.816 0.900 0.915 0.930
CONTROL -  0.080 0.616 0.767 0.969 0.968 0.971
CONTROL + 0.195 0.197 0.199 0.174 0.165 0.166
CONTROL + 0.178 0.180 0.188 0.195 0.188 0.192
CONTROL + 0.169 0.169 0.190 0.189 0.179 0.181
Antibidticol 0.052 0.089 0.052 0.069 0.055 0.069
Antibidtico2 0.049 0.051 0.052 0.052 0.062 0.059
Antibiético3 0.056 0.062 0.057 0.066 0.059 0.059

Nota. Cada tratamiento incluyo tres réplicas

Autor: Bohorquez, 2023
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Tabla 4. Absorbancia a través del tiempo (horas) de diferentes concentraciones de extracto de

ajo (EA) con V. Parahaemolyticus, medio TSB solo con bacteria (C-), control de asepsia del

extracto de ajo (C+) y antibiético de amplio espectro.

Tiempo (horas)

0 2 4 6 22 24
Tratamiento Absorbancia
EA1 0.084 0.349 0.290 0.287 0.396 0.398
EA1 0.091 0.340 0.511 0.443 0.502 0.505
EA1 0.089 0.197 0.401 0.346 0.483 0.474
EA2 0.075 0.084 0.090 0.086 0.117 0.119
EA2 0.104 0.114 0.123 0.112 0.132 0.127
EA2 0.079 0.087 0.081 0.079 0.082 0.082
EA3 0.080 0.079 0.078 0.080 0.102 0.101
EA3 0.082 0.079 0.079 0.076 0.095 0.096
EA3 0.096 0.135 0.131 0.131 0.090 0.087
EA4 0.074 0.106 0.112 0.105 0.123 0.128
EA4 0.083 0.087 0.090 0.102 0.118 0.122
EA4 0.083 0.101 0.098 0.100 0.121 0.122
EA5 0.074 0.085 0.087 0.086 0.109 0.108
EA5 0.073 0.079 0.080 0.072 0.081 0.077
EA5 0.076 0.099 0.086 0.089 0.090 0.089
CONTROL - 0.080 0.612 0.816 0.945 0.947 0.945
CONTROL - 0.072 0.623 0.816 0.900 0.915 0.930
CONTROL - 0.080 0.616 0.767 0.969 0.968 0.971
CONTROL + 0.153 0.170 0.170 0.179 0.169 0.171
CONTROL + 0.148 0.157 0.184 0.160 0.177 0.166
CONTROL + 0.147 0.152 0.159 0.179 0.177 0.182
Antibioticol 0.052 0.089 0.052 0.069 0.055 0.069
Antibiotico2 0.049 0.051 0.052 0.052 0.062 0.059
Antibiotico3 0.056 0.062 0.057 0.066 0.059 0.059

Nota. Cada tratamiento incluyé tres réplicas

Autor: Lamilla, 2023
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3.4 Concentracién minima bactericida

La reduccion en la absorbancia de los diferentes tratamientos de aceite esencial de
orégano se encuentra entre AEO3, AEO4 y AEOS. Para el control negativo (C-) se observa un
gran crecimiento de colonias consecuente a la inexistencia de tratamiento alguno, lo que nos
indica que si hay un crecimiento activo de las colonias de Vibrio (Figura 4). Asi mismo, en el
tratamiento AEO3 se logro efectuar el recuento de un minimo de colonias bacterianas en las
siembras en agar posteriores, mostrando una reduccion de colonias gracias a este tratamiento
y permitiendo inferir que realmente existio un efecto inhibitorio del crecimiento de Vibrio (Figura
5). En lo que compete a los tratamientos AEO4 y AEO5, no se logré observar un crecimiento de
colonias verdes en el agar TCBS dentro del rango determinado por la metodologia, lo que
permite sugerir que la concentracion bactericida corresponde a las concentraciones de estos

tratamientos (Figura 6, 7).

Figura 4.

Colonias de V. parahaemolyticus en agar TCBS, correspondiente al C-

Nota. La figura muestra un crecimiento activo de las colonias bacterianas

Autor: Bohorquez, 2023
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Figura 5.

Colonias de V. parahaemolyticus en agar TCBS, correspondiente al AEO3

Nota. La figura muestra un crecimiento minimo de colonias bacterianas en placas Petri con
agar TCBS

Autor: Bohorquez, 2023
Figura 6.

Colonias de V. parahaemolyticus en agar TCBS, correspondiente al AEO4

Nota. La figura muestra ausencia de crecimiento de colonias bacterianas en placas Petri con
agar TCBS

Autor: Bohorquez, 2023
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Figura 7.

Colonias de V. parahaemolyticus en agar TCBS, correspondiente al AEO5S

Nota. La figura muestra ausencia de crecimiento de colonias bacterianas en placas Petri con
agar TCBS

Autor: Bohoérquez, 2023

Analisis de datos

Es posible visualizar como la absorbancia en los tratamientos AEO 1, AEO 2, AEO 3,
AEO 4 y AEO 5 disminuyen a medida que aumenta el tiempo, mientras en control aumenta su
valor mostrando crecimiento bacteriano (Figura 8). También se observé como se estabilizan los
valores de absorbancia en un tiempo aproximado de 20 horas, lo que sugiere, con base a los
resultados de otros autores bajo similares condiciones de experimentacion, que existe una
inhibicion del crecimiento bacteriano, por ello, a partir de esta hora, se realiz6 un analisis
estadistico para determinar qué tratamiento tiene mejores resultados. Se comparé los
tratamientos a las 22 horas, con la curva de la gréafica ya visualmente estabilizada, mostrando

diferencias significativas (p < 0.05) de los tratamientos AEO 4 y AEO 5 con los deméas
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tratamientos (Tabla 5). AEO 3 es la concentracion del tratamiento que separa a los demas
tratamientos ya que posee diferencia significativa (p > 0.05), siendo AEO 1y 2 los menos
efectivos de acuerdo con la evidencia estadistica, AEO 4 y AEO 5 los mas efectivos para
reducir la poblacion de V. parahaemolyticus. (Sotomayor et al., 2019b) obtuvieron resultados de
MIC a partir de 200 hasta 3000 pg/mL en una diversidad de bacterias atribuibles en un 95% a

cepas de V. harveyi provenientes de diferentes laboratorios de larvas de Ecuador.32

Figura 8.

Absorbancia a través del tiempo de tratamientos con aceite esencial de orégano (AEO) y
control (C-)

Absorbancia vs Tiempo - Aceite esencial de orégano
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Nota. La figura muestra el comportamiento del aceite esencial de orégano frente a bacterias de
la especie Vibrio parahaemolyticus

Autor: Lamilla, 2023
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Tabla 5. Valores de absorbancia (Promedio + desviacion estandar) de V. parahaemolyticus con

tratamientos de aceite esencial de orégano (AEO) luego de 22 horas de incubacion

Absorbancia

Tiempo

(horas) AEO1 AEO2 AEQO3 AEO4 AEO5 C-
22 1.020 0.870 = 0.641 + 0.568 + 0.478 0.943
0.059% 0.1852 0.146° 0.115° 0.184° 0.0272

Nota. Letras diferentes indican diferencias significativas en p<0.05, basado en andlisis de

ANOVA de una via y test de comparaciones multiples de Tukey

Autor: Bohorquez, 2023

Los tratamientos con ajo se mantuvieron constantes a través del tiempo (Figura 9) a
excepcion del tratamiento EA 1 que tuvo un comportamiento similar al control al elevar su
absorbancia, por ende, la concentracion no consiguié ofrecer un efecto antibacteriano alguno.
Estos resultados de experimentacion nos indica que el ajo no elimina o reduce la carga
bacteriana, mas bien la mantiene constante a través del tiempo impidiendo que exista una
division celular. Los tratamientos EA 2, EA 3, EA 4 y EA 5 no tienen diferencia significativa (p >
0.05) entre ellos, pero si existe una diferencia (p < 0.05) respecto al control y a EA 1 (Tabla 6).
Mostrando que la dosis para que el extracto de ajo inhiba el crecimiento bacteriano debe ser

mayor o igual a 1000 pg/mL.
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Figura 9.

Absorbancia a través del tiempo (horas) de tratamientos con Extracto de ajo (EA) y control (C-)

Absorbancia vs Tiempo - Extracto de Ajo

075 Grupo
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Nota. La figura muestra el comportamiento del extracto de ajo frente a bacterias de la especie
Vibrio parahaemolyticus

Autor: Lamilla, 2023

Tabla 6. Valores de absorbancia (Promedio + desviacion estandar) de V. parahaemolyticus con

tratamientos de extracto de ajo (EA) luego de 22 horas de incubacién

Absorbancia

Tiempo EAL EA2 EA3 EA4 EAS5 C-
(horas)
22 0.460 = 0.110 0.093 = 0.121 £ 0.093 0.943 =
0.0572 0.026° 0.004° 0.003° 0.014° 0.027¢

Nota. Letras diferentes indican diferencias significativas en p<0.05, basado en analisis de

ANOVA de una via y test de comparacién mdultiple de Tukey

Autor: Bohorquez, 2023
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Los materiales con su costo unitario y valor total estan descritos en la tabla 7, dando

una inversion en materiales de aproximadamente $1622 ddlares americanos, lo cual compete a

precios mas costosos dado por el mercado minorista e importacion. Esto no incluye valores por

compra de equipos (Tabla 8), ya que fueron prestados por laboratorios de la Escuela Superior

Politécnica del Litoral (ESPOL). Esta inversion inicial es necesaria ya que se tiene como

finalidad evaluar la efectividad a fin de escoger el tratamiento mas efectivo que brinde

resultados esperados.

Tabla 7. Cantidad y costos de materiales utilizados en el desarrollo del proyecto integrador.

Costo Costo
Cantidad Materiales Unitario Total
(%) (%)
50 Placas Petri plastico 90x10mm 0,50 25,00
1 Asa de platino 10,79 10,79
1 Asa de Drisgalsky 7,00 7,00
1 Medio Agar Cromogénico 500gr 515,00 515,00
1 Medio Agar Mueller Hinton 500gr 225,00 225,00
1 Medio TSB Tryptic Soy Broth 500gr 80,00 80,00
1 TCBS AGAR 454gr 125,00 125,00
1 Micropipeta 100 pl 98,70 98,70
1 Micropipeta 200 pl 281,62 281,62
1 Micropipeta 1 a 10ml 104,61 104,61
50 Puntas para micropipeta 100 ul 0,67 33,50
50 Puntas para micropipeta 200 ul 0,10 5,00
50 Puntas para micropipeta 1-10 ul 0,45 22,50
1 Placa microelisa 96 pocillos 5,00 5.00
10 Tubos de ensayo 1,50 15,00
1 Caja de guantes 20,00 20,00
1 Caja de mascarillas 2,10 2,10
2 Aceite esencial 100% de orégano 5ml 10,00 20,00
0.5libra  Dientes de ajo orgénico 1,00/libra 0,50
1 Sensidiscos neutros 50 unidades 25,00 25,00
TOTAL (3$) 1621,32
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Tabla 8. Laboratorios con equipos especificos para el desarrollo de la metodologia

Laboratorio Equipo Metodologia

o Cémara de flujo Siembra Vibrio/Antibiograma/MIC
Centro de Servicios

. Incubadora Siembra Vibrio/Antibiograma/MIC
para la Acuicultura _ , : o e,
Agitador Vértex Siembra Vibrio/Dosificacion
(CSA) . L
Contador de colonias Antibiograma
] Autoclave Esterilizacion de materiales
Laboratorio de . e
Bentos Destilador de agua Dosificacion
Espectrofotometro Antibiograma/MIC
Laboratorio de Agitador Dosificacion
Investigaciones Lector de microplaca MIC
Biomédicas Elisa

Nota. Los diferentes equipos fueron prestados para su uso por los distintos laboratorios de la

Escuela Superior Politécnica del Litoral

4. Conclusiones y recomendaciones

4.1 Conclusiones

Posterior al andlisis de resultados realizado y con base a los resultados de otros autores bajo
similares condiciones de experimentacion, se evidencio que la concentracion minima inhibitoria
de aceite esencial de orégano que mejores resultados antibacterianos y bacteriostaticos brindé
fue a partir de 800 pg/mL. Estas caracteristicas antibacterianas se deben, principalmente, a la
accioén de los compuestos fendlicos presentes en el aceite esencial de orégano,
especificamente, el timol y el carvacrol. Al mismo tiempo, el tratamiento con extracto de ajo
brind6 propiedades bacteriostéaticas inhibiendo el crecimiento de las colonias bacterianas de
Vibrio parahaemolyticus a partir de una concentracién minima inhibitoria de 1000 pg/mL bajo el
método de microdilucion en caldo. Este efecto se genera a causa de la accion de compuestos
sulfurados como la alicina presente en el ajo. Ademas, bajo las pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana, el extracto de ajo y el aceite esencial de orégano reflejaron causar

susceptibilidad antimicrobiana formando halos de inhibicion a partir de 12 y 35 mm,
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respectivamente. Debido a lo previamente mencionado, los compuestos de origen botanico
constituyen una potencial herramienta para erradicar o inhibir el crecimiento de cepas de
bacterias patdgenas, especialmente colonias de Vibrio parahaemolyticus gracias a sus
prometedores resultados in vitro constituyendo una real alternativa en reemplazo de los
antibioticos que promueven la resistencia antibacteriana generando cepas de bacterias
patdégenas cada vez mas resistentes que pueden afectar la fauna marina y poner en riesgo el

futuro de la industria acuicola mundial.

4.2 Recomendaciones

Con el objetivo de poder replicar y lograr resultados satisfactorios de cara a la
ejecucion de esta experimentacion, es sugerible contar una especie de bacterias adecuadas
para la experimentacion, es decir, de ser posible, contar con cepas de Vibrio
parahaemolyticus certificadas (ATCC 17802T) o, en su defecto, realizar un aislamiento
adecuado en medios de cultivo cromogénicos o adecuados seguido de una identificacion de
la cepa bacteriana por medio del gen 16S ARNr. Ademas, se propone el uso de discos de
papel filtro de celulosa para pruebas de sensibilidad microbiana con un diametro de 6 mm
debido a que realizando micro pozos por medio del uso de una pipeta estéril se corre el
riesgo de despegar el agar de la placa Petri provocando que no haya una correcta difusiéon
de la sustancia antibacteriana a utilizarse en los distintos tratamientos. Este inconveniente
también puede ser solventado gracias al uso de pequefios perforadores de agar de uso
exclusivo para el area de ensayos de microbiologia que se ofertan en el mercado. También,
es imperativo la incorporacion de una escala de McFarland 0.5, cuyo objetivo es comparar
espectrofotométricamente la densidad poblacional de bacterias suspendidas en un medio
liquido, esto con el objetivo de estandarizar la poblacion bacteriana para todas las pruebas a
realizarse. Por Gltimo y no menos importante, es permisible recomendar la correcta

implementacion de medidas de bioseguridad y buenas practicas de laboratorio durante la



ejecucion del experimento con el objetivo de reducir los errores que conduzcan a el

desgaste de materiales y los resultados falsos positivos.
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