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RESUMEN

El cultivo de Litopenaeus vannamei “Langostino blanco” es uno de los mas
importantes en nuestro pais debido a que su produccién deja grandes divisas. Estos
cultivos se ven mermados por bacterias que producen pérdidas econdmicas y
productivas. Las malas practicas en el uso de los antimicrobianos estan generando
la disminucion de la eficacia de estos farmacos (resistencia antimicrobiana). Ante
ello, se enfoca el interés en estudios con extractos de plantas con propiedades
antibacterianas. Basandose en la problematica, la investigacién evalué las
propiedades antibacterianas in vitro del aceite esencial de Ocimum basilicum L.
“Albahaca” y Zingiber officinale Roscoe “Jengibre” frente a 28 cepas patogenas del
género Vibrio aisladas de langostinos de cultivo, los cuales ocasionan una
enfermedad llamada Vibriosis. Se hall6 que el aceite esencial de Ocimum basilicum
L. tiene mayor actividad antimicrobiana que Zingiber officinale Roscoe, con halos
deinhibicion de 19.33, 21.48 y 21.94 mm de didmetro a concentraciones de 5, 10y
20 (v/v) respectivamente, mientras que el aceite esencial de Zingiber officinale
Roscoe present6 halos de inhibicion de 16.806, 17.516 y 16.468 mm, a través del
método de difusion en pozos de agar. Ademas, el aceite esencial de Ocimum
basilicum L. a concentracion de 0.16 (v/v) manifiesta propiedades bacteriostéticas,
y a concentracion de 0.31 (v/v) manifiesta propiedades bactericidas frente a las

cepas patdgenas testadas.

Palabras claves: Actividad antimicrobiana, Litopenaeus vannamei, Ocimum

basilicum L., Vibrio, Zingiber officinale Roscoe



ABSTRACT

Farming of Litopenaeus vannamei "white shrimp™ is one of the most important in
our country because its production generates great foreign exchange. These farms
are affected by bacteria that produce economic and productive losses. Bad practices
in the use of antimicrobials are generating a decrease in the efficacy of these drugs
(antimicrobial resistance). In view of this, interest is focused on studies with plant
extracts with antibacterial properties. Based on this problem, the research evaluated
the in vitro antibacterial properties of the essential oil of Ocimum basilicum L.
"Basil" and Zingiber officinale Roscoe "Ginger" against 28 pathogenic strains of
the genus Vibrio isolated from farmed white shrimp, which cause a disease called
Vibriosis. It was found that, the essential oil of Ocimum basilicum L. has greater
antimicrobial activity than Zingiber officinale Roscoe, with inhibition halos of
19.33, 21.48 and 21.94 mm in diameter at concentrations of 5, 10 and 20 (v/v)
respectively, while, the essential oil of Zingiber officinale Roscoe presented
inhibition halos of 16.806, 17.516 and 16.468 mm, through the method of diffusion
in agar wells. In addition, the essential oil of Ocimum basilicum L. at a
concentration of 0.16 (v/v) manifested bacteriostatic properties, and at a
concentration of 0.31 (v/v) manifested bactericidal properties against the

pathogenic strains tested

Keywords: Antimicrobial activity, Litopenaeus vannamei, Ocimum basilicum L.,

Vibrio, Zingiber officinale Roscoe.



. INTRODUCCION

La especie de Litopenaeus vannamei “langostino blanco”, es muy
importante en la acuicultura de nuestro pais, en el 2016 fue la mas exportada, por
ende, su produccion deja grandes divisas para el Per(. Estas producciones se ven
afectadas por la aparicion de enfermedades, entre ellas la vibriosis del langostino
blanco que produce pérdidas econdémicas. Una accién recurrente en el tratamiento
de esta enfermedad es el manejo de antibacterianos, entre ellos oxitetraciclina,
florfenicol, enrofloxacina, etc. (Roque et al., 2001; Santiago et al., 2009).

No obstante, las malas practicas de los farmacos (mal uso y/o uso excesivo),
estd fomentado la resistencia bacteriana, que es la capacidad de las bacterias de
resistir a los efectos de los farmacos. Del mismo modo, la acumulacion de residuos
peligroso en los productos pesqueros y contaminacion de los sistemas acuaticos,
por estas razones son una preocupacion para el rendimiento productivo y la sanidad
publica (Aguirre et al., 2021)

Por consiguiente, se estd enfocando el interés en los ensayos con extractos
de plantas y aceites naturales, aprovechando los antimicrobianos naturales contra
enfermedades bacterianas y asi impedir el manejo absoluto o incompleto de
antibacterianos. Diversos autores proponen a los prebidticos, probioticos, aceites
esenciales de hierbas curativas como las mejores opciones ecoamigables (Sosa et

al., 2013).



1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En nuestro pais, para controlar o atacar las enfermedades bacterianas que
atacan a especies de cultivo ya sean langostinos, bivalvos, peces; se requiere el uso
de farmacos como ampicilina, oxitetraciclina, enrofloxacina, florfenicol, etc.,
muchas veces usados sin prescripcion medica, generando con el tiempo la
disminucion de eficacia de los farmacos, y dando lugar a un problema llamado

resistencia bacteriana (Santiago et al., 2009).

En la industria langostinera en Tumbes se ha evidenciado resistencia a
ampicilina, cloranfenicol y tetraciclina (Rosado, 2018), lo cual se esta volviendo un
dolor de cabeza para la produccion animal, también para la salud del hombre, al
quedar residuos de los farmacos en los tejidos comestibles del langostino, alterando
la microbiota intestinal del consumidor. Ademas de la contaminacion del medio

acuatico por residuos no biodegradables de estos farmacos (Santiago et al., 2009).

Ultimamente se viene aplicando frecuentemente extractos y derivados de
vegetales a manera de alternativa medicinal, especialmente aceites esenciales a fin
de controlar las enfermedades en especies acuaticas (Dorman y Deans, 2000;

Sorroza et al., 2017).

En la composicion quimica de los aceites esenciales se encuentra
monoterpenos  sesquiterpenos y  diterpenos que presentan propiedades
antimicrobianas, antifungicas, antivirales e inmunoestimulantes, por lo que el uso
de aceites esenciales obtenidos de plantas naturales constituye una opcion para

controlar y/o combatir las enfermedades (Citarasu, 2010; Colivet et al., 2011).



Es evidente que, urge realizar investigaciones que evallen los efectos
antibacterianos de aceites esenciales con el fin de salvaguardar la sanidad y calidad

de los cultivos acuicolas y del medio acuatico.

En consecuencia, este estudio se enfocd en evaluar la capacidad
antibacteriana in vitro del aceite esencial de albahaca y jengibre frente a cepas
patdgenas del género Vibrio que afecten la produccion langostinera, pues es el
primer paso para la blsqueda de nuevos farmacos amigables y disponer de

informacion basica para comenzar los estudios en organismos Vivos.



I1l.  MARCO TEORICO

3.1 Litopenaeus vannamei

En el continente americano, en el 2008, el rendimiento productivo de
Litopenaeus vannamei conformo el 80,7% de la acuicultura mundial (FAO,
2010). En nuestro pais, Litopenaeus vannamei y Argopecten purpuratus, son
dos especies muy significativas por su volumen de cosecha en nuestra
acuicultura. La industria del langostino blanco experimenta un crecimiento
significativo en las ultimas décadas, después de su caida en la produccion por
el virus de Mancha Blanca (1999 —2002), teniendo asi volimenes de cosechas
de 3667 TM en 1993 a 57 349 TM en 2013. La produccion de langostinos esta
centrada en la zona norte de Peru, siendo en Tumbes (92%) el principal

departamento seguido por Piura (8%) (Baltazar et al., 2014).

COMEX (2018), apunta que, los langostinos ocuparon el primer lugar
en obtener las mejores divisas producidas por especies acuaticas derivados de
nuestra acuicultura, pues se exportaron un 70.4%, generando mayores ingresos
en el 2016. Cabe resaltar que, en el 2017, las exportaciones de langostinos
registraron un alto valor de 216 millones de ddlares, equivalente a un 38.2%

mas que el valor registrado exportado en el 2016.

No obstante, la presencia de agentes infecciosos como virus o0 bacterias
alteran el rendimiento productivo de Litopenaeus vannamei (Alfaro et al.,
2010; Gracia et al., 2011; Sosa et al., 2013). Ademas, las enfermedades que

afectan a los recursos de acuicultura, tienen la posibilidad de afectar a las



poblaciones de especies que no son de cultivo situando en peligro su condicion
saludable. La procedencia de los agentes infecciosos posiblemente sea de
poblaciones naturales, como también pueden habitar en la propia especie o en

especies semejantes a la de crianza (Raynard et al., 2007).

3.2 Vibriosis

Enfermedad ocasionada por bacterias patdgenas extracelulares y
oportunistas correspondientes al género Vibrio, ocasiona la muerte del
langostino blanco en las diferentes fases de su cultivo (fase de larva y fase de
engorde). Segun el area donde se presente la sintomatologia clinica puede
denominarse, Vibriosis oral, cuticular, de los apéndices, entérica, localizadas
en las heridas, necrosis séptica del hepatopancreas, sindrome de concha suelta
(SLSS), enfermedad del intestino blanco (WGD) y vibriosis sistémica (Cuellar,

2010).

Los cambios o alteracion de temperatura, salinidad y disponibilidad de
nutrientes en el cultivo del langostino blanco, causan que se desarrolle la
vibriosis. Elrango detemperatura entre 21-37°C desarrolla la vibriosis (Franco
etal., 2010). A continuacion, se mencionan las bacterias patdgenas que causan
la vibriosis: en: V. alginolyticus, V. parahaemolyticus, V. vulnificus, V.
anguillarum, V. penaeicida, V. harveyi, V. damsella, V. orientalis, V.
campbellii, V. carchariae, V. pelagicus, V. fischeri, V. harveyi, V. logei y V.

ordalii.

El ingreso al hospedero (langostino) es penetrando el exoesqueleto por

intermedio de poros y/o perforaciones elaboradas por enzimas quitinoliticas



(Cuellar, 2010; Reboucas et al., 2017), y por el intestino medio que carece de
exoesqueleto (Bauer, 1998; Cuellar, 2010), encontrandose al intestino como el
area de mayor multiplicacion por disponer de muchos méas elementos organicos

que el agua (Connell et al., 1998).

Los signos clinicos que presentan los langostinos enfermos por
vibriosis pueden ser anorexia, exoesqueleto perforado, intestino vacio,
coloracion rojiza, letargia, nado erratico o hacia las orillas del estanque, reflejo
de huida ausente, urépodos o apéndices rojos, edema en los urépodos, muasculo

intestinal opaco, cuticula melanizada (Cuéllar, 2013).

Para el control de esta enfermedad se emplean antibidticos o
antibacterianos por ejemplo enrofloxacina, florfenicol, oxitetraciclina, entre
otros (Roque et al., 2001; Santiago et al., 2009). Los antibacterianos
mencionadas lineas arriba estan permitidas en diferentes territorios tal es
México (Santiago et al., 2009), Costa Rica (Varela y Alfaro, 2018) y Pert
(SANIPES, 2016) (ver anexo Ay B). El tratamiento contra la vibriosis, se lleva
a cabo combinando los antibidticos con alimento peletizado y proporcionados
cada 8 horas por 10 dias (Cuellar, 2010), sin embargo, la utilizacion errénea o
indiscriminada de antibi6ticos promueve la resistencia antimicrobiana (L6pez,
2007), por tal motivo, se experimentan alternativas para evitar el empleo de
antibidticos como por ejemplo prebidticos, probioticos y aceites esenciales de

plantas curativas, entre otros (Sosa et al., 2013).



3.3 Aceite esencial:

Desde tiempos remotos se vienen usando a las plantas por sus
propiedades antimicrobianas, la Organizacion Mundial de la Salud considera
que el 80% de la poblacion mundial emplea extractos de plantas o sus
componentes activos como medicina popular (WHO, 1993 mencionado en

ADIGUZEL et al., 2005).

Los aceites esenciales estan compuestos por sustancias aromaticas
complejas que muestran elevada volatilidad y al contacto con el aire se
evaporan. Se obtienen de diferentes partes de la planta siendo asi hojas, tallo,
flor, raices, semillas, corteza y frutos (Burt, 2007). Diferentes autores
reportaron accion antimicrobiana, antifungica y antioxidante de varios aceites
esenciales, verbigracia, aceite esencial de hierbaluisa (Aloysia triphilla),
orégano (Origanum vulgare) (Sorroza et al., 2017) y orégano mexicano (Lippia

verlandieri) frente a Vibrio sp. (Gracia et al., 2012).

Actualmente, la camaronicultura se esta beneficiando del uso de la
medicina herbacea como Callophyllum inphyllum “palo Maria”, Clinacanthus
nutans y Tinospora cripta que mostraron actividad contra el virus de la cabeza
amarilla que afecta a Penaeus monodon “Langostino tigre” (Direksaburakom

et al., 1996 mencionado en Prieto et al.2003).



3.3.1 Ocimum basilicum L. “Albahaca”

Antiguamente y hasta hoy, las especies de la familia Lamiaceae como
albahaca, menta, orégano, romero, yerba buena, se utilizan en la actividad
culinaria como en la medicina popular (Bozin et al., 2006; Zheljazkov et al.,

2001; UNNE, 2010).

Segun la tradicion, la albahaca es empleada como planta medicinal
contra dolores de cabeza, asi como también, tos, diarrea, estrefiimiento,
verrugas, parasitos como gusanos y mal funcionamiento de los rifiones.
Muchos autores sefialan sus propiedades medicinales como nematocida,
antimutagénico, antibacteriano, antiviral, antifingico, antioxidante,
antiespasmaédico, estomacal, anticonvulsivo e hipotonico y hasta de
repelente deinsectos (Simon et al., 1999, Duke y Ayensu, 1985 mencionado
en ADIGUZEL et al, 2005, Nadkarni 1976 mencionado en
Prabuseenivasan et al., 2006; Khare, 2007; Saggiorato et al., 2009

mencionado en Snoussi et al., 2016A).

El género Ocimum, presenta unas 150 especies (variacion en las
caracteristicas morfologicas, habito de crecimiento, color, tamafio y forma
de hojas y flores, y composicion aromatica) que se cultivan en diferentes
regiones como Asia, Africa América central y América del sur. Es una
hierba, alcanza unos 90 cm de altura, con hojas lanceoladas, brillantes y
fragantes. Actualmente se cultiva en todo el mundo. (Makri y Kintzios,

2008).



La albahaca (Ocimum basilicum L.) es muy rica en aceites esenciales
(0,2 — 1 %), sus componentes principales son monoterpenos (linalol,
eugenol, geraniol, alfa terpinemo, ocinemo, alfa pineno, 1,8 cineol,
metileugenol, chavicol, estragol, metilcinamato, borneol, ocinemo,
alcanfor), sesquiterpernos (beta cariofileno) y fenilpropanoides (Labra et
al., 2004; Beltran et al., 2010; Hanif etal., 2011). Varios autores concuerdan
que el principal constituyente del aceite esencial es linalol de 56 — 60%
(Hussain et al., 2008), 42.1% (Snoussi et al., 2016 A), 55% (Khare, 2007)
y 69.9 % (Hanif et al., 2011). El principal grupo activo, son los
monoterpenos oxigenados con un 54.9% del total del aceite (Snoussi et al.,
2016A). Su actividad antimicrobiana se puede deber a la combinacion de

todossus componentes activos. (Sanchez et al., 2000; Chirinos et al., 2009).

Este aceite muestra actividad antibacteriana in vitro contra Bacillus
subtilis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas
aeruginosa (Rivas et al., 2015) y Staphylococcus aureus (Olivares, 2018;
Rivas et al., 2015). Otros autores sefialan que los terpenoides del aceite
esencial son el grupo quimico que le confiere el efecto inhibitorio in vitro
contra Salmonella (Ver anexo C) (Domingo y Lopez, 2003) y S. aureus (p
< 0,05), a una concentracion del 10 % en ensayo in vitro. (Colivet et al.,

2011).

Snoussi et al., 2016A, demostré que el aceite esencial de albahaca
exhibe actividad antimicrobiana contra a diferentes cepas de Vibrio spp.,

mostrando halos de inhibicién de 8.67 — 23.33 mm. de didmetro a una dosis



de 10 mg/ml. del aceite. Ademas de encontrar valores muy bajos (0.019-

0.039 mg/ml de aceite) para la CMI.

3.3.2 Zingiber officinale Roscoe “Jengibre”

El jengibre pertenece a la familia Zingiberaceae, una especie nativa
de Asia tropical y generalmente se cultiva en el continente americano. Los
rizomas de esta especie son muy conocidos desde la antigliedad por los
beneficios en la salud por ejemplo en el tratamiento de infecciones
gastrointestinales, como analgésico, nauseas, vOmitos, mareos Yy
enfermedades reumaticas. Presenta propiedades antiinflamatorias,

antioxidantes, antiplaquetarias e hipoglucemiantes (Curiel et al., 2017).

El aceite esencial de jengibre presente propiedades antimicrobianas,
antiinflamatorias y antioxidantes, y se caracteriza por tener altos porcentajes
de hidrocarburos sesquiterpénicos como zingibereno, ar-curcumene
(principales constituyentes) B-bisabolene, B-sesquiphellandrene, 6-cadineno
y B-eudesmol. Ademas, monoterpenos como canfeno, geranial, acetato de
geranilo, linalol, 1,8-cineol y neral. (Curiel et al., 2017, Mesomo et al.,

2013, Bellik, 2014, Hossain et al., 2018).

El aceite esencial de Jengibre tiene actividad antimicrobiana in vitro
contra cepas de Streptococcus iniae, S. parauberis y Photobacterium
damselae aisladas de Paralichthys olivaceus, con valor de MIC de 0.125%,
4% y 4% (VIV), respectivamente. Este mismo autor también sefiala que,

respecto a los valores de MIB/MIC, el aceite esencial de jengibre presentd
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efecto bactericida con valores > 4%, y efectos bacteriostaticos < 4%
(Hossain et al., 2018)

Otro autor indicé que el aceite esencial de jengibre demostro actividad
inhibitoria contra E. coli, K. pneumoniae, S. entérica. S. typhi, siendo la

CMI de 1 mg/1 mL (Curiel et al., 2017).

Debbarma et al., 2012, también mencionan el efecto antibacteriano in
vitro del aceite esencial de jengibre contra Yersinia enterocolitica, (14.66
0.33 2 23.33 £ 0.88 mm diédmetro de la zona de inhibicion con un volumen
de 20 a 100 uL.) Ademas de presentar una moderada actividad inhibitoria
contra Salmonella typhi, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella paratyphi,
Salmonella typhimurium y Vibrio vulnificus. Indicatambién que los valores
de MIC del aceite esencial contra esas bacterias fueron de 31.25-62.5

uL/mL.

Snoussi et al., 2016 B, encontrd que el aceite esencial de jengibre tiene
efecto antibacteriano in vitro frente Aeromonas hydrophila, V.

parahaemolyticus y Klebsiella oxitoca a concentraciones de 0.05 mg/mL.

Tras una prueba piloto de ambos aceites (albahaca y jengibre) a
concentraciones de 10, 20 y 40 %, se encontré un efecto antibacteriano a
una concentracion de 10% presentando halos de inhibicion frente a cepas
patogenas del género Vibrio Formulando asi las concentraciones de los

aceites esenciales del presente estudio.
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3.3.3 Extracciéon de aceites esenciales

La obtencion de los aceites esenciales se puede realizar por varios
métodos como extraccion a través de solventes volatiles, fluidos
supercriticos, mediante prensado, enflorado, maceracién, hidrofusion y la
mas usada por destilacion por arrastre devapor usando un equipo Clevenger
(Peredo et al., 2009). Para este tipo de extraccion se aplica vapor de agua en
forma directa sobre hojas de albahaca o rizoma de jengibre, obteniéndose
una mezcla vapor — aceite. Esta mezcla es llevada a un punto de
condensacion. Luego el condensado se lleva a decantar y secar, que es la
separacion del agua y del aceite por diferencia de densidades, y por altimo
el envasado del aceite en viales de vidrios de color &mbar y almacenado a

4°C hasta su respectivo andlisis. (Araujo, 2018).
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IV. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO
La produccion de langostinos es la que presenta mayores exportaciones
(70.4%) en comparacion con las otras especies acuicolas también importantes como
concha de abanico y trucha, generando mayores divisas para el Perd. Estas
producciones se ven afectadas por la aparicion de enfermedades bacterianas, como
la Vibriosis, la cual ha provocado grandes pérdidas econdmicas a nivel mundial,

siendo la especie de cultivo de langostinos la mas susceptible.

Ademas, como medidas profilacticas y tratamientos a la vibriosis se usan
antibidticos, los que con el uso continuo y discriminado han favorecido a la
presencia de la resistencia antimicrobiana, la polucion acuética del cultivo con
presencia de microorganismos resistentes a varios farmacos, ademas de quedar
residuos de farmacos en los tejidos comestibles del langostino alterando la

microbiota intestinal del consumidor.

Hoy en dia, la basqueda de bioactivos contra enfermedades bacterianas es
un tema muy investigado. Por esto, existe la necesidad de realizar estudios sobre el
empleo de algunos compuestos quimicos de origen vegetal, como los aceites

esenciales ya que es sabido que presentan propiedades antimicrobianas.

Los aceites de Ocimum basilicum L. “albahaca” y Zingiber officinale
Roscoe “jengibre” presentan un historial medicinal desde tiempos remotos en
beneficio de la salud humana. Son muy conocidas por sus propiedades
antiinflamatorias, antioxidantes y antibacterianas, debido a sus componentes
activos. Ademas de sus usos en la gastronomia, debido a excelente aroma y sabor.

Aungue los aceites esenciales presentan un gran potencial en la actividad
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antimicrobiana, presentan algunas limitaciones como la alta volatilidad. Al
manipular los aceites esenciales, estos se volatilizan o se evaporan al contacto con

el aire, disminuyendo asi la efectividad antibacteriana.

En este contexto, esta investigacion busco evaluar el efecto antibacteriano in
vitro del aceite esencial de Albahaca (AEA), y aceite esencial de jengibre (AEJ)
sobre cepas patdgenas del género Vibrio aisladas de langostinos cultivados de la
region Tumbes, con el fin de encontrar un aceite potencialmente activo contra la
Vibriosis. Asi como también se determino los componentes quimicos de los aceites
esenciales, debidoa, las diferentesvariaciones climaticas, geogréficas, ambientales,
genéticas de la planta, etapa de madurez, metabolismo de la planta, provocan
variaciones en su composicion (Debbarma et al., 2012). Con estos resultados del
estudio, se inici6 el primer paso de investigacion hacia el uso de un aceite esencial
altamente activo como un medicamento ecoamigable frente a enfermedades en

langostinos.
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V. OBJETIVOS.

5.1 Objetivo general

Determinar el efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de albahaca

y jengibre frentea cepas patdgenas del género Vibrio aisladas de langostinos

enfermos de centros acuicolas de la regién Tumbes.

5.2 Objetivo especifico

Determinar los componentes quimicos de los aceites empleados en el
estudio, mediante un analisis de Gas Cromatografia de gases/espectrometria
de masas (CG - MS)

Determinar la susceptibilidad in vitro de los aceites esenciales (albahaca y
jengibre) a 3 concentraciones (5, 10 y 20%) frente a las cepas patdgenas del
género Vibrio aisladas de langostinos cultivados en centros acuicolas de la
region Tumbes, usando la técnica de difusion en pozos de agar.
Determinar usando el método de microdilucion en caldo, la concentracion
minima inhibitoria (CMI) y la concentracion minima Bactericida (CMIB)
del aceite que presenta mejor susceptibilidad frente a las cepas patdgenas
del género Vibrio aisladas de langostinos cultivados en centros acuicolas de

la region Tumbes.
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VI. METODOLOGIA
El presente estudio fue un estudio experimental, que buscé evaluar la
actividad antimicrobiana de dos aceites (albahaca y jengibre) frente a cepas
patdgenas del género Vibrio aisladas de langostinos cultivados en centros acuicolas

de Tumbes.

Se comenzd identificando molecularmente las cepas del género Vibrio
mediante PCR, también se determin6 la composicion quimica y pureza de los
aceites esenciales mediante cromatografia de gases. Luego, mediante la técnica de
difusién en agar, se selecciond cualitativamente el aceite con mayor potencial
antimicrobiano, comparando los diametros de los halos de inhibicién decada aceite

frente a las diferentes cepas del género Vibrio.

Después, se procedid a determinar la concentracion minima inhibitoria y la
concentracién minima bactericida del aceite esencial que presentd mayores halos
de inhibicién frente a las diferentes cepas patdgenas, mediante la prueba de
microdilucién en caldo, teniendo en cuenta controles positivo, negativos y control

de calidad.

6.1 Lugar de Estudio

El trabajo de investigacion se realizd en las instalaciones del
Laboratorio de Parasitologia Animal de la Facultad de Veterinaria y Zootecnia

de la Universidad Peruana Cayetano Heredia (FAVEZ-UPCH).

6.2 Tipo de Estudio

Esta investigacion fue de tipo experimental, in vitro.
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6.3 Criterios de inclusion y exclusion
Criterios de inclusiéon: Solo se tomé cepas de género Vibrio identificadas
bioguimica y molecularmente mediante PCR; y provenientes de langostinos
enfermos cultivados en Tumbes.
Criterios de exclusion: Se excluyeron cepas del género Vibrio si:
e Provienen de langostinos de ambientes naturales (no productivas).
e No coinciden con la bioquimica para el género Vibrio.
e No coinciden con una cepa patogénica.
e Se encuentran contaminadas.

6.4 Tamafo de muestra

Esta investigacion trabajo con 28 cepas del género Vibrio aisladas de
langostinos enfermos procedentes de centros acuicolas de la regién Tumbes.
Estas cepas del género Vibrio son parte del cepario del Laboratorio de
Parasitologia Animal — UPCH, fueron recolectadas y procesadas durante la
investigacion de la tesis de “Deteccion de especies patogénicas del género
Vibrio en langostino blanco (Litopenaeus vannamei) de centros de crianza de
la region Tumbes, mediante la aplicacion deun protocolo de pcr multiple-2019,
con codigo de SIDISI 102158. EIl muestreo se llevo a cabo junto con la toma
de muestra mensual llevada a cabo por SANIPES, referente al Plan Nacional
de Vigilancia Sanitaria de Recursos Hidrobioldgicos — Componente Crustaceos

(Rosado, 2019).

Estas cepas se caracterizaron bioquimica y molecularmente por

reaccion en cadena de polimerasa (PCR), en el Laboratorio de Microbiologia,
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y Biologia Molecular (FAVEZ-UPCH), respectivamente, para confirmar la
identificacion de la cepa y no estén contaminadas. Ademas, se incluyé 3 cepas

ATCC, indispensables para el control de calidad del estudio.

6.5 Recoleccion y procesamiento de muestras o datos

6.5.1 Aceites esenciales

Se emplearon aceites comerciales de Ocimum basilicum L.
“albahaca” y Zingiber officinale Roscoe ‘“jengibre” fabricados y
envasados por Laboratorios Betogal E.I.R.L. con RUC N° 20462522178
que garantiza 100% de pureza. Los aceites esenciales estuvieron
envasados en un frasco de color ambar (oscuro) que los protege de los
efectosdel medio ambiente, ademas sobre el frasco, presenta una etiqueta
de color negro para una proteccién adicional sobre los rayos ultravioleta.
Fueron almacenados en un lugar fresco y seco, protegidos de la luz,
humedad y el calor. Estos aceites fueron extraidos utilizando el método
de arrastre de vapor de flores y hojas (albahaca), y rizomas (jengibre).
Las caracteristicas organolépticas del aceite esencial de albahaca que se
apreciaron fue color amarillo suave, olor herbal, aspecto liquido,
mientras que la del aceite esencial de jengibre fue color amarillo-naranja,
olor terroso-picante intenso, aspecto liquido. En esta investigacion, los
aceites se evaluaron atres dosis, 5, 10 y 20 % (v/v) diluido en etanol al
96 %.

Por otra parte, se realizd la técnica de Cromatografia de
gases/espectrometria de masas (CG - MS) a los aceites esenciales para la

identificacion y cuantificacion de componentes quimicos. Estos analisis
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se realizaron en las instalaciones del Laboratorio de la Unidad de
Investigacion en Productos Naturales de la Facultad de Ciencias y
Filosofia “Alberto Cazorla Talleri” de la Universidad Peruana Cayetano
Heredia (UPCH).

La técnica CG-MS permite separar, identificar y cuantificar los
componentes volatiles y semivolatiles de mezclas complejas. Esta
técnica combina la capacidad de separacion que presenta la
cromatografia de gases con la sensibilidad y capacidad selectiva del
detector de masa. Se inyecta una pequefia cantidad de muestra a una
corriente de gas inerte, esta atraviesa una columna cromatografica que
separa los componentes de la mezcla. Una vez separadas, son
fragmentadas y analizadas en funcion de su patron de fragmentacion en
un detector de masas. La identificacion y cuantificacion de cada
componente se hace mediante el uso de componentes de referencia
(Gutiérrez M, 2002)

6.5.2 Material Bioldgico)

6.5.2.1 Reactivacién de cepas Vibrio

Se reactivé 28 cepas crioconservadas a temperatura -80°. Para
esto se usé tubos de ensayo conteniendo 10 mL de agua peptonada
alcalina esterilizada (pH de 8.6) al 2° NaCl, se agregd 200 pL de la
cepa crioconservada e incub6 a 37°C por 24 horas.

Seguido, las colonias crecidas en el agua peptonadaalcalina se
sembraron en agar TCBS (tiosulfato citrato bilis sacarosa) al 2 %

NaCl, pH 8,6 + 0,2, e incubo a 37° C por 24 horas. Se usé agar TCBS
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porque es un medio selectivo y diferencial para el aislamiento de
Vibrio.

Transcurrido el tiempo, se empled agar TSA (agar tripticasa de
soya) al 2% NaCl como medio para verificar la pureza de las colonias
crecidas en el medio TCBS e incub6 a 37° C por 24 horas. Luego, a
las colonias puras se les realizd las pruebas primarias deidentificacion
como Tincion Gram (bacilos Gram -), oxidasa y catalasa (positivo a

ambas) (Rosado, 2018).

6.5.2.2 Extraccion de DNA

Las cepas de Vibrio ya identificadas bioquimicamente, se
sembraron en tubos de ensayo con 3 mL de BHI (infusion cerebro
corazon), luego se incubaron a 35° C por 18 horas. Posteriormente, al
observar turbidez en los tubos de ensayo indicando crecimiento
bacteriano, se comenzé a centrifugar para conseguir pellets de cada
cepa, después se conservl en congelamiento para su extraccion de

DNA.

Para la extraccion de DNA se uso el kit comercial Wizard®
Genomic DNA Purification (Promega, USA), teniendo en cuenta las
indicaciones del fabricante. Para la cuantificacion y pureza del DNA

de las cepas se us6 un equipo Nanodrop (Thermo Scientific, USA).
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6.5.2.3 Identificacién molecular de las cepas mediante PCR

Para la identificacion molecular se siguio el protocolo de Kim
et al., 2015, usando los cebadores VP 1155272 F (5’-AGCTT
ATTGG CGGTT TCTGT CGG’-3) y VP 1155272 R (5’-CKCAA
GACCA AGAAA AGCCG TC’-3) con una amplificacion de 297 pb
para V. parahaemolyticus. VV 2055918 F (5’-CAGCC GGACG
TCGTC CATTIT TG’-3) y VV 2055918 R (5’-ATGAG TAAGC
GTCCG ACGCG T°-3) con una amplificacion de 484 pb para V.
vulnificus. VA 1198230 F (5’-ACGGC ATTGG AAATT GCGAC
TG’-3) y VA 1198230R (5’-TACCC GTCTC ACGAG CCCAAG’-

3) con una amplificacién del199 pb para V. alginolyticus.

Los reactivos para la amplificacion fueron: 12.5 pL de GoTaq®
G2 Green Master Mix, 1 uL decada cebador (10 mM), 3.5 pL deagua
libre de nucleasa y 1 uLL de DNA (10 ng/uL), el volumen final fue de
25 uL. Las condiciones para el termociclador se programaron asi:1
ciclo de 95°C (2 min); seguido de 30 ciclos de 95 °C (1 min), 58 °C
(30 seg) y 72 °C (1 min), finalizando con 1 ciclo de 72 °C (5 min),
terminada la amplificacion de los productos, estos fueron conservados
a 4°C. Posteriormente se realizd una electroforesis en gel de agarosa
al 0.8%, usando como buffer TAE 1X, con un campo eléctrico de 80
V/cm durante 90 minutos. Finalmente, se tifieron con bromuro de
etidio (0,5 mg/mL), durante 20 minutos y fotografiaron en

transiluminador de UV DNR Bio-Imaging Systems (USA). Como
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controles positivos se us6 ATCC® 17749™ de V. alginolyticus,
ATCC® 17802™ de V. parahaemolyticus, ATCC® 33653™ (e V.

mimicus y como control negativo agua libre de nucleasa.

6.5.3 Determinacion de actividad inhibitoria IN VITRO en placa

mediante difusion en pozos de agar

Se siguid el método de difusion en pozos en agar, segin Cordova et
al., 2016. Con este método se seleccioné al aceite que presentd mayor
potencial antimicrobiano, observandose mayores didmetros de halos de

inhibicion en las mismas dosis aplicadas.

e Estandarizacion del indculo

Antes de la inoculacion de cada cepa en placas, se estandarizo la
turbidez de cada cepa a 0.5 de Mc Farland equivalente a 1x108 UFC/mL.
Con un asa se trasladan 5 colonias del TSA a un tubo con 3 mL de suero
fisiologico esteéril al 0.85%, después se lleva el tubo de ensayo a un
espectrofotometro con una absorbancia de 622 nm, se alcanzé la
densidad éptica del inoculo entre 0.8 — 0.12 equivalente a 0.5 McFarland.
(Perilla et al., 2003). EI uso de suero fisioldgico al 0.85% permitio el
crecimiento de las cepas de Vibrio en el agar de Mueller Hinton sin la

adicion de NaCl en este medio. (Malbran, 2010)
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Meétodo de Difusion en pozos en agar

Se agregd entre 20-25 mL de agar Mueller Hinton en placas Petri,
lo que equivale aproximadamente unos 4 mm de altura el llenado del
medio de cultivo para placas Petri de 10 cm de diametro, luego se dejé
solidificar y secar (CLSI, 2006). Con un hisopo esteril embebido en la
solucién bacteriana estandarizada se procedid a realizar el sembrado
frotando en zigzag en tres direcciones para asegurar la distribucién
homogeénea del in6culo (Cavalieri, 2005) de los vibrios sobre toda la
placa. Se dejé secar con la tapa cerrada por 5 minutos antes de hacer los

POZOs.

Con un perforador estéril de 6 mm de diametro se realizaron 5
pozos. La distancia entre pozos y borde de la placa fue de 20 mm. En
cada pozo se agregd 50 pL de cada concentracion de aceite 5%, 10%, 20
% (v/v). Luego se incubd a 37 °C por 24 horas. Terminada la incubacion
de 24 horas, se procedié a medir el diametro de los halos de inhibicion
que rodearon al pozo con una regla calibrada en milimetros (Vernier)
(Roque et al., 2001). La medicion de los halos se hizo en 4 direcciones y

se obtuvo un promedio. Véase Figura 1.

Los vibrios haldfilos crecen bien en medio de Mueller-Hinton (7.3 + 0.1)
sin adicion de NaCl. El exceso de sal puede alterar la actividad de ciertos

antibioticos (Janda et al., 1988)
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6.5.4

Figura 1. Antibiograma de cepas patogenas del género Vibrio realizados
en este estudio

Este experimento se hizo por triplicado, usandose como control
positivo ampicilinal0 ug (50 uL), control negativo etanol al 96 %
(Bansemir et al., 2006). Para el control de calidad del experimento se

usaron cepas tipo ATCC® 17749™ de V. alginolyticus, ATCC®

17802™ de V. parahaemolyticus, ATCC® 33653™ de V. mimicus

Segun la clasificacion dezonas deinhibicion, Bansemir et al., 2006
sefiala que existe una actividad fuerte, intermedia y deébil cuando los
halos de inhibicion presentan diametros mayores a 15 mm, entre 15y 8

mm, y menores a 8 mm respectivamente.

Determinacion Concentracion minima inhibitoria (CMI)

Se define CMI como la concentracion mas baja del antibiético que
inhibe el crecimiento visible de la bacteria después de su incubacion
(Andrews, 2001). La CMI se realizd al aceite que presentd una mejor
actividad antimicrobiana en el ensayo de difusion en pozos de agar. La
CMI se determind mediante el método de Microdilucion en caldo usando

una placa de cultivo de 96 pocillos, segun el métodode Eloff et al., 1998.
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Se prepararon inoculos bacterianos, a partir de solucion salina
estéril (0.85%) con 5 colonias de TSA, con una concentracion de 1x102
UFC/mL (0.5 McFarland), luego se diluyé hasta llegar a una

concentracion de 5x10° UFC/mL.

Tras la prueba piloto se estableci6 las concentraciones para la CMI,
por lo cual se optd por evaluar una concentracion menor a la establecida
en difusion en pozos en agar (5, 10, 20%), para mejorar su empleo. Para
ello se diluyo el aceite esencial con etanol 96% a una concentracion de 5
% (v/v) (solucién madre), y mediante diluciones dobles seriadas se llevo
a concentraciones de 2.5, 1.25, 0.63, 0.31, 0.16, 0.08, 0.04, 0.02 %. En
una microplaca de 96 pocillos de fondo redondo, se dispenso al primer
pozo 100 uL de la solucion madre y 95 uL de caldo Mueller-Hinton,
posteriormente se tomo 100 uL del primer pozo y se transfirié al siguiente

pozo que contenia 95 mL de caldo Mueller Hinton, hasta el pozo n° 9.

Finalmente se agregd 5 ul de indculo a los pocillos. Los pozos
namero 10, 11y 12 fueron para el control positivo (caldo Mueller Hinton
mas indculo), negativo (caldo Mueller Hinton) y como control de calidad
el tratamiento estandar de Vibrio (ampicilina). EI volumen final de cada
pozo fue de 100 uL, se selld6 la placa con una pelicula plastica
autoadhesiva para evitar la evaporacion del aceite e incub6 por 24 horas

a37°C.
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Pasado el tiempo, se observO turbidez, y se agregd 40 uL de
solucién de sales de violeta de p- iodonitrotetrazolio (Sigma®) en cada
pocillo y se incub6 a 37°C por 30 minutos. Este reactivo indica si hubo
crecimiento bacteriano, al actuar como un aceptor de electrones y es
reducido por organismos biolégicamente activos, tornandose a un color
rojo. El pocillo con la menor concentracion del aceite que no presentd
cambio de color fue tomado como la CMI, lo cual indic6 que no hay
crecimiento visible de la cepa. El control de calidad de esta prueba
incluy6 las cepas tipo ATCC® 17749™ de V. alginolyticus, ATCC®
17802™ de V. parahaemolyticus, ATCC® 33653™ de V. mimicus. Este

método se hizo por triplicado. Véase figura 2

Figura 2. CMI de cepas patogenas del género Vibrio realizados en este estudio

6.5.5 Determinacion de Concentracién Minima Bactericida

Se define Concentracion Minima Bactericida, como la menor

concentracién del antibidtico capaz de matar en un 99.9 % de bacterias

después de una incubacion de 18-24 horas (Cantén et al., 2000).
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Tomando en cuenta los lineamientos del Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2014), se tom¢ una alicuota de 100 pL de los
pocillos que no presentaron cambio de color y se sembraron en Medio
Mueller Hinton e incubaron a 37°C por 24 horas para observar si crecian.

Este ensayo se hizo por triplicado.

6.6 Plan de analisis de datos

Los datos fueron recopilados en el programa Excel y luego se proceso en
el paquete estadistico SPSS V25. Mediante la prueba estadistica ANOVA
(anélisis de varianza) se determin0 la existencia de diferencia significativa
entre las medias de las diferentes concentraciones (5, 10 y 20%) de ambos
aceites. Para establecer qué estadisticos utilizar para realizar el analisis de
varianza de 1 factor, es necesario determinar primero si existe 0 no
homogeneidad de varianzas de los halos de inhibicion en mm entre las
concentraciones (5% vs 10% vs 20%) de ambos aceites esenciales. Esto se
realizd con la Prueba de Levene para determinar la homogeneidad de las
varianzas, si es que son homogéneas se pueden utilizar los estadisticos de
comparaciones multiples y de rangos de Tukey. Una vez determinada la
existencia de diferencia significativa entre las medias (halos de inhibicion en
mm.) de las concentraciones de ambos aceites, se procedio a determinar que
medias difieren entre si de ambos aceites. Se determind con la prueba

estadistica de comparaciones multiples y de rangos de Tukey.
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También, mediante la prueba estadistica ANOVA se compard la
concentracién minima inhibitoria y bactericida del aceite esencial, de la
ampicilina y grupo control con etanol al 96%.

Se tuvo en cuenta la siguiente base de interpretacion del valor de p:

Sip > 0,01; la diferencia no fue significativa, IC = 99%.

Sip <0,01; la diferencia fue significativa, IC = 99%.

6.7 Consideraciones éticas

Se tuvo presente las normas de bioseguridad segun la OMS para trabajos
en laboratorios y la adecuada proteccion personal (OMS, 2005), dentro y fuera
del laboratorio, asi como las buenas préacticas de laboratorio, asi como también
se tuvo en cuenta las normas de desecho de material bioldgico segun
laboratorio de Microbiologia —Parasitologia de FAVEZ-UPCH. EI presente
trabajo fue sometido por la comision de ética de la Universidad Peruana

Cayetano Heredia, con cddigo de registro 208862.
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VIl. RESULTADOS

7.1 IDENTIFICACION DE LAS CEPAS PATOGENAS

Terminada la reactivacién y el crecimiento bacteriano en los diferentes
medios (TCBS, TSA) de las 28 cepas patdgenos del género Vibrio, se procedio
a su identificacion bioguimica observandose bacilos Gram negativos, oxidasa

y catalasa positivos. Véase Figura 3,4y 5.

Figura 3. Identificacion bioquimica presuntivade cepas patdgenas de género Vibrio
mediante tincion Gram.

Figura 4. Identificacion bioquimica presuntivade cepas patdgenas de género Vibrio
mediante prueba de catalasa.
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Figura 5. Identificacion bioquimica presuntivade cepas patégenas de género Vibrio
mediante prueba de oxidasa

Una vez identificados por bioquimica presuntiva las cepas patégenas se
procedieron a la confirmacion molecular de las cepas patdgenas del género
Vibrio, mediante PCR, observandose bandas con una amplificacion de 297 pb
para Vibrio parahaemolyticus, 199 pb para Vibrio alginolyticus y 249 pb para
Vibrio mimicus. Se encontr6 16 cepas patogenas de la especie Vibrio
parahaemolyticus, 8 cepas patogenas de la especie Vibrio mimicus y 4 cepas

patogenas de la especie Vibrio alginolyticus. Véase figura 6, tabla 1.

Figura 6. Identificacion molecular mediante PCR para las diferentes cepas
patdgenas de Vibrio. V.a: Vibrio alginolyticus, V.m: V. mimicus, V.p:
V. parahaemolyticus. 1000 bp: Marcador de peso molecular.
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Tabla 1. Identificacion de cepas patdgenas mediante PCR

ESPECIE IDENTIFICADA N° CEPAS
POR PCR
Vibrio parahaemolyticus 16
Vibrio mimicus 8
Vibrio alginolyticus 4
TOTAL 28

PORCENTAJE

57.1

28.6

14.3

100

7.2 IDENTIFICACION, CUANTIFICACION DE COMPONENTES

QUIMICOS Y PUREZA DE ACEITES ESENCIALES

En el aceite de Ocimum basilicum L. “albahaca” se identificaron 13

compuestos que comprenden el 100% de la composicion total del aceite

esencial, siendo el estragol el compuesto con mayor porcentaje (77.75 %)

seguido por el B-linalool con 16.71 % total de la muestra. Los componentes

que predominaron fueron los fenilpropano (77.75%), monoterpenos (18.32%)

y sesquiterpenos (1.86%). Véase tabla 2.

Por otro lado, en el aceite esencial de Zingiber officinale Roscoe

“jengibre” se identificaron 34 compuestos que comprenden el 100% de la

composicion total del aceite esencial, siendo a-Zingibereno, el compuesto con

mayor porcentaje (34.60 %) seguido por B-Sesquifelandreno con 12.75% del

total de la muestra. Los componentes quimicos que predominaron fueron los

sesquiterpenos (78.31%) y monoterpenos (18.33%). Véase tabla 3.
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Tabla 2. Composicion quimica del aceite esencial de Ocimum basilicum L.

“Albahaca”
) Tiempo de % en la
Numero Nombre del retencion (tR) muestra
compuesto en minutos (&reas relativas)

1 Eucaliptol 16.48 0.12
2 B-Ocimeno 16.72 0.13
3 B-Linalool 18.48 16.71
4 Mentona 20.39 0.15
5 Mentol 21.02 0.28
6 Estragol 21.72 77.75
7 B-Citral 22.69 0.38
8 a-Citral 23.52 0.55
9 -Cariofileno 28.65 0.45
10 a-Bergamoteno 28.81 0.64
11 B-Fameseno 29.22 0.22
12 a-Cariofileno 29.86 0.22
13 B-Cubebeno 30.75 0.33
14 Desconocido (C15Ha4) 45.72 2.07
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Tabla 3. Composicion quimica del aceite esencial de Zingiber officinale Roscoe

“jengibre”
Numero Nombre del Tiempc_J,de Yoen la
retencion muestra
compuesto (tR) en (areas
minutos relativas)
1 Hexanal 9.09 0.33
2 a-Pineno 13.26 1.89
3 Camfeno 13.86 5.89
4 6-Metil-5-hepten-2-ona 14.72 0.68
5 -Mirceno 14.89 0.61
6 a-Felandreno 15.59 0.24
7 D-Limoneno 16.34 1.12
8 B-Felandreno 16.44 4.14
9 Eucaliptol 16.49 2.54
10 Terpinoleno 18.12 0.08
11 B-Linalool 18.43 0.20
12 Desconocido (C10H1402) 20.60 0.17
13 trans-Borneol 20.96 0.85
14 a-Terpineol 21.55 0.47
15 Decanal 21.68 0.24
16 2-Undecanona 24.18 0.30
17 a-Copaeno 27.11 0.59
18 Acetato de 3,7-dimetil- 26.71 0.31
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20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

2,6-Octadien-1-ol
Ciclosativeno
B-Elemeno
7-epi-Sesquituyeno
v-Elemeno
B-Farneseno
B-Funebreno
Alloaromadendreno
Curcumeno
Germacreno D
a-Zingibereno
a-Farneseno
B-Bisaboleno
epi-
Biciclosesquifelandreno
0-Cadineno
B-Sesquifelandreno
Desconocido (C15H24)
Elemol
Desconocido (C15H260)

Desconocido (C15H260)

34

27.01

27.45

27.70

28.73

29.22

29.43

30.03

30.46

30.75

31.02

31.13

31.48

31.94

32.01

32.19

32.27

33.30

33.53

36.47

0.33

1.05

0.30

0.43

0.37

0.42

0.31

9.29

1.54

34.60

4.74

11.12

0.40

0.28

12.75

0.23

0.42

0.38

0.39




7.3 EVALUACION DE ACTIVIDAD INHIBITORIA IN VITRO (METODO

DE DIFUSION EN POZOS DE AGAR)

Mediante la prueba de normalidad Shapiro Wilk, se planted la hipétesis
nula que, los grupos de tratamiento 5, 10 y 20% muestran una distribucion normal,
con un valor de probabilidad menor a 0.01 (confiabilidad al 99%), se
determinandose que los grupos de concentracién de 5 y 10 % (v/v) siguen una
distribucion normal en ambos aceites esenciales, y a concentracion de 20% no

siguen una distribucion normal en ambos aceites. Véase tabla 4.

Tabla 4. Analisis de normalidad de los halos de inhibicién segln grupo de

concentracion 5, 10 y 20% de los aceites esenciales frente a las cepas de

Vibrio

GRUPO AE DE ALBAHACA AE DE JENGIBRE
5% 0.02874 0.06051
10% 0.03097 0.2945
20% 0.003252 0.002169

AE: Aceite Esencial. Desv. Est: Desviacion estandar. 99 % (0.01) de confiabilidad

El aceite esencial de Ocimum basilicum L. “Albahaca” mostrd halos de
inhibicion (20.85 mm) mayores que el aceite esencial de Zingiber officinale Roscoe
“jengibre” (16.930 mm). En el aceite esencial de Ocimum basilicum L, la
concentracion que presentd mayores halos (21.94 mm) de inhibicion fue de 20 %,
mientras que para el aceite esencial de Zingiber officinale Roscoe “jengibre” fue
la concentracion de 10% (17.516 mm). De acuerdocon la clasificacion de Bansemir

et al., 2006, ambos aceites esenciales en sus tres dosis se clasifican con actividad
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fuerte porque se encontraron halos mayores a 15 mm. Se observo que el aceite
esencial de Ocimum basilicum L. “Albahaca” tuvo mayor actividad antibacteriana
que el aceite esencial de Zingiber officinale Roscoe “jengibre” dadoque,t =-4,072,
y p-valor = 0,000139 < 0,01, concluyendo que los halos de ambos aceites fueron
estadisticamente diferentes. VVéase tabla 5.

Con la aprueba de ANOVA se determind que, los grupos de las
concentraciones al 5%, 10% y 20% del aceite esencial de Ocimum basilicum L.
“Albahaca” presentan diferencias significativas dado que el p-valor (Sig.)
=0,018<0,05 al 95 % de confiabilidad, mientras que para el aceite esencial de
Zingiber officinale Roscoe “jengibre” no presentan diferencias significativas dado
que dado que el p-valor (Sig.) = 0,445>0,05 al 95 % de confiabilidad. Véase tabla
6.

Se realizd la prueba de Tukey solo para el aceite esencial de Ocimum
basilicum L. “Albahaca”, y se observo que, el promedio de halos de inhibicion en

mm de la concentracion de 5% de aceite esencial es significativamente diferente al

promedio correspondiente a una concentracion del 20%. Véase tabla 7.
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Tabla 5. Actividad antibacteriana (halos de inhibicion) de los aceites esenciales de
Ocimum basilicum L. y Zingiber officinale Roscoe a concentraciones de 5,
10y 20 % frente a las cepas patogenas de Vibrio

AE 5% 10% 20%
Media Desv. Media Desv. Media Desv.
Est. Est. Est.
Albahaca 19,13 3,566 21,48 3,365 21,94 5,151

Jengibre 16,806 2,6510 17,516 3,1609 16,468 3,9432

AE: Aceite Esencial. Desv. Est: Desviacion estandar.

Tabla 6. Andlisis de las diferencias significativas entre los grupos de las

concentraciones 5%, 10% y 20% de cada aceite esencial

ACEITE ALBAHACA JENGIBRE

Sig (p-valor) 0.018 0.445

Sig: valor de probabilidad<0.05

Tabla 7. Analisis entre los grupos de las concentraciones 5%, 10% y 20% del

aceite esencial de Albahaca

GRUPOS 5% 10% 20%
10% 20% 5% 20% 5% 10%
Sig. 0.067 0.023 0.067  0.902 0.023 0.902

Sig: valor de probabilidad<0.05
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7.4 DETERMINACION LA DE CONCENTRACION MINIMA

INHIBITORIA (CMI)

Las 28 cepas patdgenas mostraron diferentes CMI frenteal aceite esencial
segun el método de microdilucién en caldo, encontrandose CMI de 0.08 y 0.16

(vIv), siendo la concentracion de 0.08 (v/v) la CMI del 75 % de cepas patdgenas.

Véase tabla 8

Tabla 8. Concentracion minima inhibitoria (CMI) del aceite esencial de Ocimum

basilicum L. “albahaca” (AEA) frente a cepas patogenas del género Vibrio

CMI DE AEA
ESPECIE 0.16%v/v = 0.08%v/v
V. parahaemolyticus 4 12
V. alginolyticus 2 2
V. mimicus 1 7
TOTAL 7 21
PORCENTAJE 25% 75%

7.5 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA

BACTERICIDA

Las 28 cepas demostraron diferentes CMB frente al aceite esencial de
Ocimum basilicum L. “albahaca”, encontrandose asi concentraciones que van

desde 0.31 a 0.08 (v/v), siendo la CMI de 0.08 (v/v) la concentracién del 50%

de cepas patdgenas. Véase tabla 9.
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Tabla 9. Concentracion minima bactericida (CMB) del aceite esencial de Ocimum

basilicum L. “albahaca” (AEA) frente a cepas patogenas del género

Vibrio
ESPECIE CMB DE AEA
0.31%v/v = 0.16%v/v = 0.08%v/v

V. parahaemolyticus 4 5 7

V. alginolyticus 2 2

V. mimicus 3 5

TOTAL 4 10 14
PORCENTAJE 14.3% 35.7% 50%
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VIII. DISCUSION

Las propiedades medicinales de plantas son usadas en el tratamiento contra
diferentes enfermedades desde tiempo remotos, debido a que ofrecen una
diversidad de sustancias potencialmente favorables contra estas (Giamarellou,
2000). Hay indicios de que los hombres de Neandertal que habitaron Irak hace 60
000 afios empleaban plantas con razones medicinales (Stockwell, 1988 mencionado
en Domingo y Lopez, 2003). Plantas como la manzanilla (Matriarca chamomilla),
el tomillo (Thymus vulgaris) se emplean contra infecciones urinarias (Yeaman,
2003) y la planta de San Juan (Hypericum perforatum) como antidepresivo

(Miskovsky, 2002).

En la acuicultura, el constante y/o mal uso de los antimicrobianos en sus
producciones o cultivos ha provocado que los patégenos adquieran resistencia a
estos farmacos (Modak, 2011). Algunos estudios demuestran el potencial uso de
componentes de las plantas en la acuicultura, aunque Bauer y colaboradores, en
1959, empezaron a ejecutar estudios de fitoterapia en animales de cultivo (Bauer,
1959 mencionado en Prieto et al., 2005). Por ejemplo, el empleo de guayaba
(Psidium guajava) para control de necrosis hematopoyética infecciosa de los
salménidos (Wei et al., 2000); el palo Maria (Callophyllum inphyllum) mostré
efectos viricidas contrael virus de la cabeza amarilla del camardn (Direksaburakom
et al., 1996), asi como la albahaca morada (Ocimum sanctum) también mostr6
efecto viricida contra el mismo virus (Janwitayanuchita et al., 2003). El eucalipto
(Eucalyptus sp.) present6 efecto bactericida contra Aeromonas sp. y Vibrio sp.

(NUfiez et al., 2001).
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Con respecto a la composicién quimica del aceite esencial de Ocimum
basilicum L. “albahaca”, varios autores difieren en su composicion y principal
constituyente. Empleando el método de hidrodestilacion y usando las partes areas
(hojas y tallos) de O. basilicum cultivada en Venezuela se identifico 14
componentes quimicos, siendo al isoestragol el componente mayoritario (77.22%)
(Rivas et al., 2015). En Turquia, Ozcan y Chalchat, 2002, identificaron 49
componentes quimicos siendo el methyl eugenol (78.016%) el componente mas
abundante del aceite extraidas de las hojas en la época de floracion (agosto)
mediante hidrodestilacion.

Hussain et al., 2008, evidenciaron 29 compuestos quimicos y Linalool
(56.7%) como el componente principal del aceite, extraidas de hojas mediante
hidrodestilacion, durante las 4 estaciones del afio en Pakistdn. En Tunez, se
detallaron 48 componentes quimicos y el componente principal fue Linalool
(11.5%), extraida de hojas mediante hidrodestilacién (Snoussi et al., 2016A).

Por otro lado, en Serbia y Montenegro, Bozin et al., 2006, registraron 47
componentes quimicos, siendo el principal metil chavicol o estragol (45.8%),
originadas de hojas con flores mediante hidrodestilacion, en julio.

La presente investigacion, concuerda con Bozin et al., 2006 encontrando al
estragol 77.75% como el principal constituyente de Ocimum basilicum L., siendo
extraido de hojas mediante hidrodestilacion y; con Rivas et al., 2015 en su
composicién (igual namero de componentes).

Muchos autores, mencionan que, estas variaciones con respecto a su

composicién y componentes principales del aceite esencial se deben a diferentes
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factores ambientales, climaticos, de suelo, genéticos, de desarrollo, estado
nutricional, condiciones de produccion. Debbarma et al., 2012, Shehata et al., 2013

En lo que se refiere a la actividad inhibitoria, diversos estudios revelan
diferentes actividades inhibitorias del aceite esencial de Ocimum basilicum L.
“albahaca”. Rivas et al., 2015, evidenciaron que el aceite esencial extraido de hojas
y tallos tuvo un efecto moderado tanto para bacterias gramnegativas (8-11mm halos
deinhibicion) sobre S. aureus, P. aeruginosa, E. coli. S. enteritidis, y grampositivas
(12mm) sobre B. subtilis a concentracion de 50 mg/mL., y valores altos de CMI

(100 mg/mL.)

Mientras que, Hussain et al., 2008, evidencian una fuerte actividad
inhibitoria sobre B. subtilis (halos de inhibicion 22.2-24.4 mm) y S. aureus (20.4-
26.1 mm) y valores bajos CMI (0.9 mg/mL y 0.8 mg/mL), sin embargo, para
bacterias gramnegativas, E. coli y P. multocida presentaron una actividad moderada
con halos de inhibicion de 11.4 — 16.2 mm y 13.6-18.4 mm y valores bajos de CMI

1.7 mg/mL y 1.6 mg/mL respectivamente.

Bozin et al., 2006 manifiestan una fuerte actividad inhibitoria del aceite
esencial sobre bacterias grampositivas (S. aureus, S. epidermidis y B. subtilis) y
gramnegativas (E. coli, S. typhi, S.enteritidis, S.sonei ), con halos de inhibicion de

20.0-22.6 mmy 18.0 — 29.0 mm. respectivamente a una concentracion de 20 %.

Snoussi et al., 2016A, revelaron halos de inhibicién de 8.67 a 15.1 mm
contra de diferentes especies de Vibrio (Vibrio cholerae, V. vulnificus, V.
parahaemolyticus, V. alginolyticus, V. cincinnatiensis, V. proteolyticus, V.

natrigens, V. mimicus, V. fluviales, V. anguillarum, V. carchiariae, V. harveyii, V.
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diazotrophicus, V. splendidus y V. pectenicida), reflejando una actividad inhibitoria
moderadadel aceite. Ademas, registraron valores de CMI de (0.019-0.039 mg/mL),

CMB (2.5 -10 mg/mL).

Por otro lado, en esta investigacion, el aceite esencial de Ocimum basilicum
L. “albahaca” evidencié una actividad inhibitoria fuerte (19.13, 21.48, 21.94 mm
halos de inhibicion) frente a cepas patogenas de 3 especies diferentes de Vibrio (V.
parahaemolyticus, V. alginolyticus, V. mimicus) a concentraciones de 5, 10y 20 %
(v/v). Ademas de presentar valores bajos de CMI (0.08-0.16 v/v) y CMB (0.08-0.31

VvIV)

En este trabajo, la actividad antibacteriana se le puede atribuir a las altas
concentraciones de estragol (fenilpropano) y linalol (monoterpeno oxigenado). Asi
como en Bozin et al., 2006., obtuvo resultados similares, siendo sus principales
componentes estragol y linalol obtuvieron también una actividad antibacteriana
fuerte. Mientras que, en los trabajos de Snoussi et al., 2016A, Hussain et al., 2008,
su principal componente fue el linalol, evidenciando una actividad antibacteriana
moderada. Enefecto, Wan et al., 1998, sefiala que la actividad inhibitoria del aceite

esencial de albahaca esté ligada a la presencia de estragol y linalol.

Con respecto a la composicion quimica del aceite esencial de Zingiber
officinale Roscoe “jengibre”, diversos autores han encontrado variaciones en la
composicién quimica. Curiel et al., 2017, reportan 28 componentes quimicos Yy sus
principales constituyentes Eudesmol 8.19%, y-terpinemo, extraidos mediante
hidrodestilacion de rizomas en verano (junio), México. También se evidencid

mayor cantidad de sesquiterpenos (53.57%) que monoterpenos (21.87%). En la
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india, Singh et al., 2008, encuentran 57 componentes quimicos y los principales
constituyentes geranial (25.9), o zingibereno extraidos de rizomas mediante
hidrodestilacion. Mientras tanto en Tunéz, Snoussi et al., 2016B, manifiestan 60
componentes quimicos y sus componentes principales canfeno (11.5%), P
felandreno. Ademds, su composicion quimica presenta mayor cantidad de
monoterpenos que sesquiterpenos. Estos autores difieren con el presente estudio,
encontrandose 34 componentes quimicos Yy sus principales componentes
zingibereno (34.6%), P sesquifelandreno extraidos de rizonas mediante

hidrodestilacién.

Por otro lado, autores como Sacchetti et al., 2005, Sasidharan y Menon
2010, Debbarma etal., 2012, Wang et al., 2020 concuerdan con el presente estudio,
manifestando a zingibereno como el principal componente (23.9%, 28.6%, 27.4),

pero discrepan en el nimero de componentes quimicos (35, 51,10, 20)

Varios estudios demuestran que, el aceite esencial de Zingiber officinale
Roscoe es una mezcla compleja de componentes existiendo variaciones en su
composicién quimica. Estas diferencias se atribuyen a las diversas condiciones
agroclimaticas (Estacional, geografica y climatica), localidades de siembra, etapas
de madurez de la planta, partes de la planta analizada, factores genéticos Snoussi et

al., 2016A, Hossain et al., 2018.

En lo que respecta a la actividad inhibitoria, diferentes estudios demuestran
que el aceite esencial de Zingiber officinale Roscoe “jengibre” presentd una
clasificacion variada en la actividad antibacteriana. Exponiendo una actividad

antimicrobiana fuerte para bacterias grampositivas S. aureus (24.0 mm), B. subtilis
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(46.0 mm) y bacterias gramnegativas Vibrio vulnificus (16.33 mm) y V. vulnificus

(15 mm) a concentracion de 100 uL.de aceite esencial (Debbarma et al., 2021).

Otros autores, observaron actividad moderada frente a Vibrio alginolyticus,
Aeromonas hydrophila y S. sciuri con halos de inhibicién 10.33,12.33y 11.33 mm
a concentraciones de 10 mg de aceite esencial por disco (Snoussi et al., 2016A).
Por otro lado, frente a Edwardsiella tarda aislada del lenguado japonés
(Paralichthys olivaceus) de cultivo fue resistente al aceite a una concentracion de
20%, mientras que, para las grampositivas (S. iniae y, L. garvieae) hubo una
actividad moderada (12 mm y 8mm) (Hossain et al., 2019). En china, Wang et al.,
2020, encontraron una actividad fuerte (17.1 mm) para S. aureus y moderada
(12.3mm) para E. coli. A diferencia de los autores mencionados anteriormente, en
esta investigacion se evidencié una actividad antibacteriana fuerte contra cepas
patogenas del género Vibrio, observandose halos de inhibicion de 16,81 mm, 17,52

mm y 16,468 mm a concentraciones de 5, 10 y 20 (V/v).

Estas diferencias en su actividad bacteriana se pueden deber al tipo de
método empleado (método de difusién por disco o en pozos). La actividad
antimicrobiana fuerte fue evidenciada en el método de difusion en pozos, método
empleado por Debbarma et al.,, 2021 y en el presente trabajo, mientras que la

actividad antibacteriana moderada fue evidenciada usando el método de difusién

por disco como en Snoussi et al., 2016B, Hossain et al., 2019, Wang et al., 2020.

Tanto el método de difusién en disco como en pozos son comunmente
empleados en el estudio de efecto antibacteriano de aceites esenciales debidoa su

bajo costo y factibilidad. De los dos métodos de difusion, el de pozos es méas
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sensible que la de disco, también brinda condiciones mas apropiadas para el

crecimiento bacteriano (Valgas et al., 2007)

El efecto antibacteriano o antimicrobiana de ambos aceites esenciales,
albahaca y jengibre se puede deber a la presencia de terpenos (monoterpenos y
sesquiterpenos) en su composicion quimica. La literatura sefiala que, (Sanchez et
al., 2009) la actividad antibacteriana de los aceites esenciales se debe a la presencia
de terpenoides. Kotan et al., 2007, manifiesta que la actividad antibacteriana de los
monoterpenos se debe a la alta solubilidad en el agua por lo que tiene mayor
difusion en el medio celular. En este trabajo, en ambos aceites se encontraron

terpenos (monoterpenos y se sesquiterpenos) en su composicion quimica.

Considerando que los aceites son una mezcla compleja de compuestos
quimicos, es posible que su actividad antibacteriana no solo se atribuya a un
mecanismo especifico, sino a la accion combinada de varios compuestos sobre
diferentes partes de la célula bacteriana. La literatura, sefiala que, el mecanismo de
accion de los terpenoides consiste en la disrupcion de la membrana celular mediate
3 vias posibles: desestabilizando el empaquetamiento de la bicapa lipidica,
afectando la estabilidad estructural de lamembrana y aumentando la permeabilidad
de la membrana a iones pequefios, cualquiera sea la via, producen la muerte de la

célula bacteriana (Favio et al., 2007)

En lineas generales, la actividad antibacteriana esté supeditada a la variedad
de los componentes quimicos de los aceites, los cuales se pueden asignar a
diferentes factores como clima, estacion del afio, geografica de la regién, etapa de

madurez, zona de la planta de extraccion del aceite esencial, metabolismo de las
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plantas, y a factores genéticos (Debbarma et al., 2012, Shehata et al., 2013, Snoussi

et al., 2016A, Hossain et al., 2018).

La actividad antibacteriana exhibida por los aceites esenciales frente a
bacterias patdgenas aisladas de langostinos de cultivo de la region Tumbes, revela
un potencial antimicrobiano como fuente de bioactivos antibacterianos para el
desarrollo de farmacos, cumpliendo un rol importante en el progreso de la calidad
e inocuidad de alimentos y garantia de ambientes acuéticos libres de desechos
contaminantes. Se requieren mas ensayos Yy/o investigaciones para evaluar la
eficacia antibacteriana de los aceites esenciales en sistemas acuaticos (in vivo). Este
presente estudio in vitro de los aceites esenciales frente cepas patdgenas del género
Vibrio es un gran y primer paso de investigacion para estudios posteriores en la
evolucion del efecto antibacteriano de los aceites esenciales hacia el empleo de
alternativas altamente activas como medicamentos ecoamigables frente a

enfermedades en langostinos y/ produccion acuicola.
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IX. CONCLUSIONES

e Ambos aceites esenciales, Ocimum basilicum L. “albahaca” y Zingiber
officinale Roscoe “jengibre”, exhibieron 13y 34 compuestos quimicos en

su composicion, siendo estragol y a-Zingibereno los mas notables.

e El aceite esencial de Ocimum basilicum L. “albahaca” presentd una mejor
actividad antimicrobiana in vitro que el aceite esencial de Zingiber
officinale Roscoe “jengibre” contra las cepas patogenas del género Vibrio

estudiadas, mediante la técnica de difusion en pozos.

e El aceite esencial de Ocimum basilicum L. “albahaca” present6 efecto

bacteriostatico y bactericida contra las cepas patdgenas del género Vibrio.
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X. RECOMENDACIONES

Es necesario realizar estudios in vivo, con la finalidad de comprobar la
palatabilidad y seguridad de los aceites esenciales de albahaca y jengibre

en la crianza de langostinos, asi como su dosis con efecto antimicrobiano.

Realizar estudios sobre la estabilidad de los aceites esenciales en sistemas

acuaticos.

Se recomienda hacer estudios de aceites esenciales contra otras
enfermedades que afecten a langostinos de cultivo, ya sean ocasionadas
por bacterias o virus como Necrosis Hepatopancreatica (HPN), virus de la

mancha blanca VSMB, virus del sindrome de Taura (ST).
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ANEXOS

Anexo A. Medicamentos permitidos en el musculo de productos pesqueros -

SANIPEZ. 2016

Tabla N°12 - Limite Maximo de Medicamentos Veterinarios en el Misculo para
Productos Pesqueros

PRODUCTO FARMACEUTICO LMP (ppm)
Oxitetraciclina 01
Acido oxolinico 0.1
Flumequina 0.15
Sulfas 0.1
Florfenicol 1.0
Eritromicina 0.2
Enrofloxacino 0.1
Amoxicilina 0.05
Benzoato de Emamectina 0.1
Ciprofloxacino 0.1
Trifluralin 0.001

Anexo B. Medicamentos prohibidos que no deben suministrarse a productos

pesqueros para consumo humano SANIPEZ. 2016

Tabla N° 13 - Sustancias Prohibidas que no Deben ser Suministradas a Animales
Destinados al Consumo Humano

SUSTANCIAS PROHIBIDAS CONTENIDO
Cloranfenicol Ausencia
Dimetridazol Ausenc@a
Nitrofuranos (Furazolidona, nitrofurazona) Ausencia
Estilbenos (Diethylstilbestrol) Ausenqa
17 B estradiol Ausencia
Verde de Malaquita Ausencia
Leuco Verde de Malaquita Ausencia
Diclorvos Ausencia
Ivermectina Ausencia
Zeranol Ausencia

Nota: Se entiende por ausencia a 10s resultados obtenidos bajo el limite de cuantificacion de la técnica



Anexo C. Grupos quimicos con actividad antimicrobiana obtenidos de plantas.

Tabla 1. Grupos quimicos mas importantes con actividad antimicrobiana obtenidos de plantas.

Grupo quimico Compuesto Planta Actividad
Fenoles simples Timol Thymus officinalis (tomillo) General
Acido antémico Matricaria chamomilla (manzanilla) S. aureus, S. thyphimurium
Terpenoide Ocimum basilicum Salmonella
Quinonas Hipericina Hypericum perforatum (hipérico) VIH
Taninos Quercus rubra (roble) Bacterias y virus
Eucalyptus globulus (eucalipto) Virus
Melissa officinalis (melisa)
Cumarinas Matricaria chamomilla (manzanilla) Virus
Flavonas Catequina Camellia sinensis Shigella, Vibrio, §. mutans
Isoflavona Millettia thonningii Schistosoma
Quercitina Quercus ribra (roble)
Alcaloides Coca Erythroxylum coca (coca) Cocos grampositivos
Piperina Piper nigrum Hongos, Lactobacillus
Mescalina Lophophora williamsii (peyote) General



