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Resistencia antibiotica en Vibrio spp aislados de camardn blanco
Litopenaeus vannamei. Alternativas de tratamiento con
extractos de Azadirachta indica'y Origanum vulgare

Antibiotic resistance in Vibrio spp isolated from shrimp Litopenaeus vannamei.
Treatment alternatives with extracts of neem (Azadirachta indica) and oregano
(Origanum vulgare)

Luis E. Aguirre Chanta', Héctor A. Sanchez-Suarez’, Alberto Ordinola-Zapata*

RESUMEN

El estudio tuvo como objetivo caracterizar la resistencia antibidtica en Vibrio spp
aislados de Lifopenaeus vannamei y ensayar extractos de orégano (Origanum vulgare)
y neem (Azadirachta indica) para su inhibicion. Se recolectaron camarones de cultivo en
Santa Rosa (Ecuador) y se obtuvieron muestras de hepatopancreas, hemolinfa y lesiones
aislandose 14 cepas de Vibrio spp. También se obtuvo por donacion otras 14 cepas de
Vibrio spp aisladas de camarones de cultivo de Tumbes (Pertr). Se evalud la resistencia
antibidtica de las cepas contra 10 antibidticos y la sensibilidad de cuatro de ellas (dos
resistentes y dos multirresistentes a antibioticos) a extractos acuosos (EA), etanolicos
(EE), asi como purificados con soxhlet y rotaevaporador (EPSR) de neem y orégano. Las
28 cepas estudiadas fueron resistentes al menos a uno de los antibioticos, 64.3% fueron
multirresistentes y 50% fueron resistentes a oxitetraciclina. Los EA y EE de neem y
orégano no inhibieron a ninguna de las cuatro cepas, pero el EPSR de neem sin diluir
inhibi6é a una de las cuatro cepas ensayadas, mostrando tener mayor efecto inhibidor
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incluso que la oxitetraciclina. Asimismo, el EPSR de orégano sin diluir inhibi6 a las cuatro
cepas ensayadas. Se concluye que existe alta resistencia antibiotica en Vibrio spp aisla-
dos de camarones de cultivo en Santa Rosa y Tumbes; que el EPSR de orégano es una
interesante alternativa para inhibir a Vibrio spp resistentes a antibioticos; asimismo, el
EPSR de neem podria ser usado para inhibir algunas cepas de Vibrio spp resistentes a
oxitetraciclina.
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ABSTRACT

The study aimed to characterize the antibiotic resistance in Vibrio spp isolated
from Litopenaeus vannamei and to test oregano (Origanum vulgare) and neem
(Azadirachta indica) extracts for their inhibition. Farmed shrimp were collected in Santa
Rosa (Ecuador) and samples of hepatopancreas, hemolymph and lesions were taken.
Fourteen strains of Vibrio spp were isolated. Another 14 strains of Vibrio spp isolated
from farmed shrimp from Tumbes (Peru) were obtained through a donation. The antibiotic
resistance of the strains against 10 antibiotics and the sensitivity of four of them (two
resistant and two multi-resistant to antibiotics) were evaluated using neem and oregano
aqueous extracts (EA), ethanolic (EE), as well as purified with soxhlet and rota evaporator
(EPSR). The 28 strains studied were resistant to at least one of the antibiotics, 64.3%
were multi-resistant and 50% were resistant to oxytetracycline. Neem and oregano EA
and EE did not inhibit any of the four strains, but the undiluted neem EPSR inhibited one
of the four strains tested, showing a greater inhibitory effect even than oxytetracycline
in it. Undiluted oregano EPSR inhibited all four strains tested. It is concluded that there
is high antibiotic resistance in Vibrio spp isolated from farmed shrimp in Santa Rosa and
Tumbes; that the EPSR of oregano is an interesting alternative to inhibit Vibrio spp
resistant to antibiotics, as well as that the EPSR of neem could be used to inhibit some
strains of Vibrio spp resistant to oxytetracycline.
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INTRODUCCION

La vibriosis son enfermedades origina-
das por bacterias del género Vibrio (Ji et al.,
2020), y afectan al camardon Litopenaeus
vannamei en cultivo. Ciertas cepas de Vibrio
son responsables de una reciente y grave
enfermedad llamada necrosis hepatopan-
creatica aguda (AHPND) (Santos et al.,
2020), que surgio en Asia y pasdé a Norte
América, habiendo causado fuertes pérdidas
en ambas regiones (Guia et al., 2020; Santos
et al., 2020; de Souza y Wan, 2021). La
AHPND se ha expandido a América del Sur

donde, sin embargo, no ha originado graves
problemas (Saavedra-Olivos et al., 2018;
Aranguren et al., 2020).

Ecuador y Perti ocupan el primer y ter-
cer lugar, respectivamente, en produccion de
camaron en América del Sur; siendo el culti-
vo de camar6n el que origina el mayor ingre-
so de divisas por exportaciones acuicolas en
ambos paises; sin embargo, dicho cultivo se
ve afectado frecuentemente por vibriosis dis-
tintas a la AHPND que reducen su potencial
productivo (FAO, 2018; Produce, 2018;
Tarazona et al., 2018; CNA, 2020).
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El tratamiento de la vibriosis en cama-
ron se realiza con antibidticos como
oxitetraciclina, enrofloxacina, florfenicol y, en
algunas ocasiones, norfloxacina (Bermudez-
Almada et al., 2014; Varela-Mejias y Alfaro-
Mora, 2018). No obstante, dichos antibidticos
se aplican a menudo de manera inadecuada,
sin hacer analisis de sensibilidad antibiotica,
en dosis excesivas y, a veces, cComo preven-
tivo, lo que propicia el desarrollo de resisten-
cia bacteriana (Varela-Mejias y Alfaro-Mora,
2018; Sotomayor et al., 2019; Varela y Choc-
Martinez, 2020).

El surgimiento de resistencia para uno
o varios antibidticos en las cepas de Vibrio
Spp es un asunto preocupante para el cultivo
de Litopenaeus vannamei (Stalin y
Srinivasan, 2016), habiéndose reportado mul-
tiples casos en Brasil (Rebougas et al.,2011;
Albuquerque et al., 2015), Malasia (Banerjee
etal.,2012), India (Stalin y Srinivasan, 2016),
Ecuador (Sotomayor et al., 2019) y Peru
(Rosado, 2018). La resistencia antibiotica de
estas cepas hace que la eficacia del trata-
miento antibidtico sea cada vez menor; re-
presentando un riesgo para el ambiente y la
salud humana, pues las cepas resistentes pue-
den llegar al publico a través del consumo de
camarones y transferir sus genes de resis-
tencia a cepas patogenas para humanos
(Jeyasanta et al., 2017; Zhao et al., 2018;
Sotomayor et al., 2019).

Se tiene una fuerte regulacidon que im-
pide la utilizacién de nuevos antibidticos en
acuicultura (Saxena et al., 2018; Khan y
Lively, 2020), por lo que al no contarse con
mas alternativas antibidticas, se estan ensa-
yando otras opciones terapéuticas, como son
los fitobidticos (extractos y aceites esencia-
les de plantas) (Sotomayor et al., 2019). El
neem Azadirachta y el orégano Origanum
vulgare son plantas utilizadas cominmente
en la medicina alternativa, habiéndose ensa-
yado también en el tratamiento de enferme-
dades en acuicultura (Banerjee et al., 2012;
Thanigaivel et al.,2015; Morales-Covarrubias
et al.,2016; Dominguez-Borbor ef al., 2020),
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por lo que son una alternativa a evaluarse
para el tratamiento de vibriosis en el cultivo
de camarones. En esta investigacion, se de-
termino la resistencia, frente a 10 antibioticos,
de cepas de Vibrio spp aisladas de camaro-
nes de cultivo en Santa Rosa (Ecuador) y
Tumbes (Pert), y su sensibilidad frente a ex-
tractos de neem y orégano.

MATERIALES Y METODOS

Lugar del Estudio y Camarones

El estudio se realiz6 en los laboratorios
de Acuicultura II y Biologia Molecular de la
Facultad de Ingenieria Pesquera y Ciencias
del Mar de la Universidad Nacional de Tum-
bes, ubicada en la localidad de Puerto Pizarro,
Region Tumbes, Pert.

Se obtuvieron 14 camarones de tres
estanques de una empresa camaronera en el
canton Santa Rosa en la provincia de El Oro
(Ecuador). Se seleccionaron estanques de
cultivo semi-intensivo que tuvieron problemas
periodicos de mortalidad atribuida a vibriosis.
Los camarones fueron transportados vivos,
en bolsas plasticas con agua de sus estan-
ques, hasta el Laboratorio de Acuicultura II,
ubicado a 1 h 30 min del lugar de colecta.

Aislamiento de Cepas de Vibrio spp

Los camarones fueron sacrificados si-
guiendo las directivas de la Royal Society
for the Prevention of Cruelty to Animals
(RSPCA, 2016). De estos se tomaron 46
muestras del hepatopancreas, intestino,
hemolinfa y de heridas de la superficie cor-
poral. Se aislaron, purificaron e identificaron
las cepas de Vibrio siguiendo el método de
Jeyasanta et al. (2017) con modificaciones.
En breve, las muestras de tejidos (a excep-
cion de la hemolinfa) fueron trituradas en
solucion de NaCl al 0.85%; se realizaron di-
luciones de 10° a 10+ de los tejidos tritura-
dos, totalizando 174 diluciones de todas las
muestras, las que fueron sembradas por el
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método de agotamiento en placas petri con
agar tiosulfato citrato bilis sacarosa (TCBS)
ajustado a 2.5% de NaCl. Las placas se in-
cubaron a 37 °C por 24 a 48 h.

Las colonias de Vibrio spp crecidas en
el agar TCBS (medio selectivo para Vibrio),
mostraron coloracioén verde o amarilla, con
formas circulares; tamafios de 1-5 mm, con
bordes enteros y elevacion ligeramente con-
vexa, que son caracteristicas tipicas Vibrio
(Sabir et al., 2013). Dichas colonias fueron
sub cultivadas en placas petri con agar
tripticasa soya (TSA) ajustado a 2.5% de
NaCl, hasta que en cada placa solo se obser-
v6 un tipo de colonia. Se realizé tincion de
Gram, prueba de catalasa y oxidasa y creci-
miento de las cepas en soluciones de NaCl,
segun el método de Rosado (2018).

Se aislaron 14 cepas de Vibrio spp. De
otro lado, se utilizaron 14 cepas adicionales
de Vibrio spp que fueron aisladas de
Litopenaeus vannamei de cultivo en Tum-
bes (Pert), en un estudio previo. En el caso
de éstas ultimas, se realizé el mismo procedi-
miento para verificar que correspondieran a
Vibrio spp (crecimiento en TCBS y TSA,
tincion de Gram, pruebas de catalasa y
oxidasa, y crecimiento en soluciones de
NaCl).

Extractos de Neem y Orégano

Se obtuvo hojas maduras de un arbol de
neem de aproximadamente 6 m de altura que
se encontraba en las instalaciones de la Fa-
cultad de Ciencias Agrarias de la Universi-
dad Nacional de Tumbes, el distrito de La
Cruz, Tumbes (Perti). También se colecta-
ron hojas maduras de plantas de orégano de
30-50 cm de altura de un huerto doméstico
en el mismo distrito.

Se prepar6 un extracto etilico (EE), uno
acuoso (EA) y un extracto procesado con
soxhlet y rotaevaporador (EPSR) de cada una
de las plantas. Para el EE se tomo6 5 g de

hojas secadas a la sombra, las cuales fueron
pulverizadas y mezcladas con 50 ml de alco-
hol etilico al 96%, el extracto se dejo reposar
por 24 h. Para la preparacion del extracto
acuoso (EA) se colocaron hojas secas pul-
verizadas en cantidad de 5 g/200 ml en agua
destilada hirviendo, dejando reposar el extrac-
to por 24 h.

El sobrenadante de los extractos fue
separado por filtracion. El extracto procesa-
do con soxhlet y rotaevaporador (EPSR) se
prepar6 colocando 5 g del polvo de hojas y
100 ml de alcohol etilico de 96% en un equi-
po soxhlet y concentrando el extracto con un
rotaevaporador.

Ensayo de Resistencia de Cepas de Vibrio
Spp

El ensayo de resistencia antibiotica fue
realizado por el método de difusion en agar
(método de Kirby-Bauer). Se realizé un en-
sayo por cada cepa. Las cepas fueron culti-
vadas en caldo tripticasa soya (TSB) por 24 h,
y luego se estandarizé sus densidades a
1.5x10% UFC/ml, comparandolas con un pa-
tron 0.5 de McFarland. Las cepas se sem-
braron en placas petri con agar Mueller
Hinton (MH), y se les coloc6 discos comer-
ciales de 10 antibioticos (representativos de
seis familias antibioticas): familia aminoglu-
cosidos: gentamicina (10 pg); familia
fosfonatos: fosfomicina (50 pg); familia
fenicoles: cloranfenicol (30 pg) y florfenicol
(25 pg); familia penicilinas: ampicilina (10 pg);
familia quinolonas: acido nalidixico (30 pg),
enrofloxacina (5 png) y norfloxacina (10 pg);
familia tetraciclinas: oxitetraciclina (30 pg) y
tetraciclina (30 pg).

La seleccion de tales antibioticos se
baso, en el caso de la oxitetraciclina, enroflo-
xacina, florfenicol y norfloxacina, en que son
los antibidticos mas usados en el tratamiento
de vibriosis en camarones (Bermudez-
Almada et al., 2014; Varela-Mejias y Alfaro-
Mora, 2018), y en el de los restantes, debido
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Cuadro 1. Puntos de corte para la evaluacion de la resistencia antibidtica de Vibrio

Spp
Dosi Punto de corte
Antibiotico (OSI)S (diametro del halo, mm) Fuente
HE Resistente Intermedio  Sensible
Acido nalidixico ~ 30 <13 14-18 >19 CLSI (2019)
L NCCLS (1999);
Ampicilina 10 <13 14-16 217 Cayul (2003)
' Gomez-Gil
Cloranfenicol 30 <12 13-17 18 (2005)
. NCCLS (1999);
Enrofloxacina 5 <15 16-20 221 Cayul (2003)

' NCCLS (1999);
Florfenicol 30 <12 13-17 >18 Cayul (2003)
Fosfomicina 50 <16 17-19 >20 Seguel (2009)

. NCCLS (1999);
Gentamicina 10 <12 13-14 215 Cayul (2003)
Norfloxacina 10 <12 13-16 >17 CLSI (2019)

. o NCCLS (1999);
Oxitetraciclina 30 <14 15-18 =19 Cayul (2003)
Tetraciclina 30 <14 15-18 >19 CLSI (2019)

a que fueron incluidos en otros estudios
(Albuquerque et al., 2008; Rebougas et al.,
2011; Jeyasanta et al., 2017), donde se de-
termind que cepas de Vibrio spp aislados de
camarones fueron resistentes a dichos
antibidticos.

Luego de 24 h de incubacion a 37 °C,
se midieron los diametros de los halos de in-
hibicion y se determino su resistencia a los
antibioticos comparando con los puntos de
corte establecidos en el Cuadro 1. Se calculd
para cada cepa el indice de resistencia multi-
ple a antibidticos (IRMA), dividiendo el ni-
mero de antibidticos al que es resistente la
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cepa, entre el niamero total de antibidticos
ensayados. También se determind la
multirresistencia, definida por Magiorakos et
al. (2012) como la resistencia de una cepa a
cuando menos un producto en tres o mas fa-
milias de antibidticos.

Ensayo de Sensibilidad de las Cepas
Resistentes a los Extractos de Neem y
Orégano

El ensayo siguio el disefio completamen-
te al azar, teniendo como tratamientos expe-
rimentales los extractos (EE, EA y EPSR)
de neem y orégano en sus distintas dilucio-
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nes. Como control positivo se tuvo discos de
oxitetraciclina (30 pg), seleccionado por ser
el antibiotico mas utilizado en el tratamiento
de vibriosis en Tumbes y Ecuador; y como
control negativo el solvente utilizado para pre-
parar el extracto (agua destilada o alcohol de
96%). Se prepararon discos esterilizados de
papel filtro de 6 mm de diametro, a los que se
les aplico 20 pl de los EA, EE y EPSR de
neem y orégano (en concentraciones de 100,
50y 25%, cada una de ellas con diluciones
sucesivas de 10° hasta 107).

Se sembraron cepas de Vibrio spp a una
densidad de 1.5 x10® UFC/ml en placas petri
con agar MH (cinco repeticiones por trata-
miento) y se colocaron los discos impregna-
dos con los extractos asi como los controles
positivo y negativo. Las placas petri se incu-
baron por 24 h, para luego determinar el dia-
metro de los halos de inhibicion formados.
Los datos obtenidos fueron procesados con
analisis de varianza y prueba de Duncan,
ambas con 0.05 de nivel de significancia.

RESULTADOS Y DISCUSION

Sensibilidad de Cepas de Vibrio spp a
Antibidticos

Todas las cepas de Vibrio spp aisladas
tanto en Santa Rosa como en Tumbes fueron
resistentes a uno o mas de los antibioticos
utilizados (cuadros 2 y 3), superando los ni-
veles de resistencia antibidtica de 61% re-
portado para camarones en cultivo en Brasil
(Rebougas et al., 2011) y de 75% indicado
por Albuquerque ef al. (2015), aunque simi-
lares a los niveles indicados por Banerjee et
al. (2012), lo cual demuestra la variabilidad
respecto a la resistencia a antibioticos en di-
ferentes regiones; sin embargo la resistencia
de Vibrio spp a multiples antibioticos, incluso
a cefalosporinas de tercera generacion, es
comun habiendo sido detectada en camaro-
nes y otros organismos acuaticos (Lee et al.,
2018; Letchumanan et al., 2019; Das et al.,
2020; Hossain et al., 2020).

Las cepas mostraron indices de resis-
tencia multiple antibiotica (IRMA) entre 0.1
a 0.8. De estas, la cepa CD09 fue la que
mostro resistencia al mayor numero de
antibidticos (Figura 1), siendo resistente a 8
de 10, con un IRMA de 0.8 (cuadros 2 y 3).

Las cepas aisladas de Santa Rosa fue-
ron mayormente resistentes a fosfomicina
(78.6%) y gentamicina (64.3%), pero sensi-
bles a tetraciclina (71.4%), norfloxacina
(71.4%) vy florfenicol (71.4%). Las cepas
procedentes de Tumbes fueron mayormente
resistentes a ampicilina (78.6%), fosfomicina
(71.4%) y oxitetraciclina (71.4%), pero sen-
sibles a cloranfenicol y (92.9%) y florfenicol
(92.9%). Al considerar las cepas de ambas
zonas en conjunto, estas fueron mas resisten-
tes a fosfomicina (75.0%), gentamicina (64.3%)
y ampicilina (57.1%) (Cuadros 4 y 5).

El 57.1% de las cepas fueron resisten-
tes a ampicilina, lo cual es una resistencia
bastante comun en Vibrio de ambientes ma-
rinos (Oh et al., 2011), tal y como lo confir-
man los hallazgos de Albuquerque et al.
(2008), Mendoza et al. (2016), Rosado (2018)
y Letchumanan et al. (2019), quienes halla-
ron 50-75, 65, 57 y 85%, respectivamente, de
cepas resistentes a este antibidtico. Esta re-
sistencia se explica por la presencia de un
gen de B-lactamasa que se encuentra en el
ADN cromosomico de Vibrio (Hossain et al.,
2020).

La oxitetraciclina es el antibidtico mas
usado en Pert y Ecuador para tratar la vibriosis
en camarones. E1 28.6% de la cepas de San-
ta Rosa y 71.4% de las cepas de Tumbes
fueron resistentes a este antibidtico. Rebougas
etal. (2011) en Brasil y Kim et al. (2003) en
Japon encontraron 25.8 y 54.3% de cepas de
Vibrio spp resistentes a oxitetraciclina. La
menor resistencia observada en Brasil, se-
gun Rebougas et al. (2011) se debe a que
este antibidtico no esta aprobado para uso en
la acuicultura en dicho pais.
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Cuadro 2. Sensibilidad antibidtica de las cepas de Vibrio spp aisladas de camarones
cultivados en Santa Rosa (Ecuador)

- P . g (D) »
gluco- Fosfo- Fenicoles Penici- Quinolonas Tetracicli- 2, s .8 8
. natos linas nas 25 O3
sido S s §%
3 % ZE
= < @ - n =
s ¢ 3 _ , £ E g £ . 2% £8
3 g § 85 £ T $ § 3§ = L& T
Cepa Eo Eao S-E- T o &~ 5 2~ 8 -~-~08 -9 % 872
5 o0 W S G 8 SHMg s S EwSHE S 2S
E=xz g = g:bzgiﬁzomngsgzgegg
5o 2o Sc o Eo GToErBoEFEoBOo = g
O L Ol «<T «wC@oLlzl ok Zz
HP6-V R* R R S R S I S | S 4 0.4
HP2-V R R R I R S R S | N 5 0.5
HP4-V1 1 R R R R R I S R S 6 0.6
HP4-V4 S R S R S R R R 1 S 5 0.5
HP3-V1 R R S S S S S S R I 3 0.3
L4-Al R R S S S S S S S S 2 0.2
L4-A2 R S R R S — - — R - 4 0.4
L4-V3 R | S S S I S S S S 1 0.1
HP4-V1IA R S R S R S I N I S 3 0.3
HP4-A2 S R S S S S I N S S 1 0.1
HP4-A3 R R S S R - e e R - 4 0.4
HP2-A S R S S S T | - 1 0.1
HP5-V1 S R S S I I S S S S 1 0.1
HP5-V2 R R S S S I I S S S 2 0.2
*R = Resistente, | = Intermedio, S = Sensible, --- = no se pudo determinar la sensibilidad

Figura 1. Placas petri mostrando el resultado del antibiograma de una de las cepas de Vibrio
spp (Cepa CD09). CN= gentamicina, AMP = ampicilina, FOS = fosfomicina, C =
cloranfenicol, FFC = florfenicol, OT = oxitetraciclina, NA = acido nalidixico, NOR =
norfloxacina, TE =tetraciclina, ENR = enrofloxacina
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Cuadro 3. Sensibilidad antibidtica de las cepas de Vibrio spp. aisladas de camarones
cultivados en Tumbes (Peru)
Amino .. . =
Fosfo- . Penici- . Tetracicli- @ B
-gluco- Fenicoles .. Quinolonas =) L=
. natos linas nas S's B
sido g8 E,
=2 £8
o wn -4 e -z
-2 < < oz 52
< < S X g < g 2= 2.5
Cepa .8 5 5 S £ = S 8 ° = 57 28
E o g o H - g = — o~ 9 ~ o X ~ 8 ~ .92 ~ 8 9 O <
S oo o £ 8 5 S g gd ~SuMEWSH g E O
£33 £33 ¢ 3 a3 533 L3883 SE o
5o 2o Sc o Eo ‘aoaj‘ao'goﬁo"z .2
O £ 0l «T <« mLlzT ol =2
CDO01 R* R R R S R R R 1 I 7 0.7
CDO02 S R S S I S S S S S 1 0.1
CDO03 R R S S R e mmee eeee . R - 4 04
CD04 R R S S R - S S R I 4 04
CDO05 R I S S R = emee = R - 3 0.3
CDO06 R R S S R e mmee eeee R - 4 04
CDO07 R R S S R = emee = R - 4 04
CDO08 S S S S R mmmm e eeee R oee- 2 0.2
CDO09 R R S S R R R R R R 8 0.8
CD10 I R S S R R I S S S 3 0.3
CD11 R R S S R S R S R R 6 0.6
CD12 R R S S R = eeee = R - 4 04
CD13 S S S S S S S S R R 2 0.2
CD14 S S S S R S S S S S 1 0.1
*R = Resistente, | = Intermedio, S = Sensible, --- = no se pudo determinar la sensibilidad

Cuadro 4. Cantidad de cepas de Vibrio spp resistentes a los antibidticos ensayados

Santa Rosa Tumbes Total
Antibidtico (Ecuador) (Pern)
n % n % n %

Acido nalidixico 2 14.3 3 214 5 17.9
Ampicilina 5 35.7 11 78.6 16 57.1
Cloranfenicol 5 35.7 1 7.1 6 21.4
Enrofloxacina 2 14.3 3 21.4 5 17.9
Florfenicol 3 21.4 1 7.1 4 14.3
Fosfomicina 11 78.6 10 71.4 21 75.0
Gentamicina 9 64.3 9 64.3 18 64.3
Norfloxacina 1 7.1 2 14.3 3 10.7
Oxitetraciclina 4 28.6 10 71.4 14 50.0
Tetraciclina 0 0.0 3 214 3 10.7
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Cuadro 5. Cantidad de cepas de Vibrio spp sensibles a los antibidticos ensayados

Santa Rosa Tumbes Total
Antibidtico (Ecuador) (Pern)
n % n % n %

Acido nalidixico 6 429 4 28.6 10 35.7
Ampicilina 8 57.1 2 14.3 10 35.7
Cloranfenicol 9 64.3 13 92.9 22 78.6
Enrofloxacina 4 28.6 4 28.6 8 28.6
Florfenicol 10 71.4 13 92.9 23 82.1
Fosfomicina 2 14.3 3 21.4 5 17.9
Gentamicina 4 28.6 4 28.6 8 28.6
Norfloxacina 10 71.4 6 42.9 16 57.1
Oxitetraciclina 5 35.7 3 21.4 8 28.6
Tetraciclina 10 71.4 3 21.4 13 46.4

Cuadro 6. Diametro del halo de inhibicion (promedio £ desviacidn estandar, mm) de
los EPSR de neem y orégano en cepas de Vibrio spp

Concentracion HP2-V HP4-V1 CD13 CDh14

Neem (conc. 100%) 0.0+0.0 00£0.0 124+1.7 0.0£0.0
Testigo (oxitetraciclina 30 pg) 16.6 £3.8 20.6+3.8 50£0.0 154+38
Orégano (conc. de 100%) 100£32 9.6+26 14.0+32 84+2.6
Testigo (oxitetraciclina 30 pg) 158+23 18.6+£2.6 54+£09 19.0+£3.2

En el presente estudio el antibidtico que
mostro mas efectividad fue el florfenicol, pues
82.1% de las cepas fueron sensibles a este
antibiotico; resultado que concuerda con el
100% de cepas sensibles hallado por
Rebougas et al. (2011), toda vez que este
antibiotico no es muy utilizado en el tratamien-
to de vibriosis, lo que explica su menor nivel
de resistencia.
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Las cepas de Vibrio spp mostraron re-
sistencia contra 1 a 5 de las familias de
antibioticos. Por otro lado, 8 de las 14 cepas
evaluadas en Santa Rosa mostraron ser
multirresistentes (57.1%) y 10 de las 14 ce-
pas de Tumbes, también fueron multirre-
sistentes (71.4%). Cuatro cepas, dos de Santa
Rosa (HP2-V y HP4-V1) y dos de Tumbes
(CD09y CD11), que representaron el 14.3%
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Figura2. Resistencia de cepas de Vibrio spp a seis familias de antibioticos del estudio. Las
cepas cuyas barras superan la linea roja horizontal, son multirresistentes

a ' CD13

Figura3. Analisis de sensibilidad de las cepas de Vibrio spp al EPSR de neem y orégano. A)
Cepa CD13 (resistente a oxitetraciclina), pero sensible al EPSR de orégano sin diluir.
B) Cepa HP2-V (multirresistente, sensible a oxitetraciclina) que fue sensible al EPSR
de neem sin diluir. OT = oxitetraciclina, O = EPSR de orégano sin diluir, N= EPSR de
neem sin diluir
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de las cepas, mostraron la maxima multi-
rresistencia, siendo resistentes a 5 de las 6
familias de antibidticos (Figura 2), aunque
varias de ellas no son utilizadas cominmente
en acuicultura. Esta resistencia, por lo tanto,
pudo haber sido generada por otros factores
antropogénicos como son la descarga de
aguas residuales en el manglar o rios que
desembocan en este (Mendoza et al., 2016;
Zhao et al., 2019).

Existe un riesgo de que la resistencia y
multirresistencia a antibioticos que poseen las
cepas de Vibrio spp de las zonas en estudio
pueda ser transferida a bacterias de otros
géneros, incluyendo a cepas patogenas para
humanos, originando problemas ambientales
y de salud publica, opinion que es compartida
por Rortana et al. (2018).

Sensibilidad de Vibrio spp a los Extractos

Se encontrd que las cuatro cepas de
Vibrio spp ensayadas (dos multirresistentes,
HP2-V y HP4-V1 y dos resistentes, CD13 y
CD14), no fueron sensibles alos EA y EE de
neem ni de orégano. Sin embargo, el EPSR
de neem sin diluir pudo inhibir a una de las
cuatro cepas (cepa CD13) (p<0.05) (Cuadro
6 y Figura 3), que fue una cepa resistente a
la oxitetraciclina. Esto indica que el extracto
EPSR de neem, que es mas concentrado que
el EA y EE respectivo, puede ser una alter-
nativa para el tratamiento de ciertas cepas
de Vibrio resistentes a oxitetraciclina. En este
sentido, Banerjee et al. (2013), encontraron
que el EA de hoja de neem no mostré efecto
inhibidor en V. parahaemolyticus y V.
alginolyticus aislados de L. vannamei en
Malasia, pero observaron inhibicién cuando
emplearon el jugo de las hojas de neem; es
decir un producto mas concentrado.

Morales-Covarrubias et al. (2016) eva-
luaron el efecto de la infusion de hojas de
neem en cepas de Vibrio spp aisladas de
camaron, observando un efecto inhibidor pero
solo cuando se aplicé sin diluir, obteniendo
halos con diametros promedio entre 9.5y 17
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mm, mientras que en este estudio los diame-
tros de los halos de inhibicion de EPSR de
neem contra la cepa CD13 fueron de 12.4 +
1.7 mm (Figura 3), los cuales se encuentras
dentro del rango obtenido por dichos autores.

El EPSR de orégano sin diluir inhibi6 a
las cuatro cepas de Vibrio spp ensayadas
(p<0.05), tanto a las multirresistentes como a
las resistentes, produciendo halos de inhibi-
cion entre 8.4 £ 2.6 mm y 14.0 £ 3.2 mm,
respectivamente. En estas mismas cepas, el
antibiotico de referencia (oxitetraciclina) pro-
dujo halos con diametros entre 5.4 £ 0.8 mm
y 19.0 + 3.2 mm, respectivamente. En el caso
de la cepa CD13 que se mostro resistente a
oxitetraciclina, el EPSR sin dilucidén obtuvo
halos de inhibicion de 14.0 £ 3.2 mm frente a
los 5.4 £ 0.8 mm del disco de oxitetraciclina,
un halo casi tres veces mayor al producido
por la oxitetraciclina.

Morales-Covarrubias et al. (2016) en-
sayaron infusiones de hoja de orégano en
Vibrio spp encontrando inhibicion de las ce-
pas, produciendo halos con diametros entre
9.2 y 18.8 mm, que son parecidos a los halla-
dos en la presente investigacion (8.4+ 2.6 mm
a 14.0+ 3.2 mm). Ante lo encontrado, se ve-
rifica que los EPSR de orégano son una al-
ternativa interesante para el tratamiento de
cepas de Vibrio spp, tanto para cepas sensi-
bles como multirresistentes a antibioticos;
mientras que el EPSR de neem podria ser
utilizado como fitobidtico, pero dirigido a cier-
tas cepas de Vibrio spp.

CONCLUSIONES

e Las 28 cepas de Vibrio spp aisladas de
Litopenaeus vannamei mostraron resis-
tencia al menos a uno de los antibidticos
utilizados. De estos 50% fueron resis-
tentes a oxitetraciclina y 64.3% fueron
multirresistentes.

e Lacepa CDO09 fue la que tuvo resisten-
cia al mayor nimero de antibidticos con
un [IRMA de 0.8.
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e Los extractos acuosos y etandlicos de
hoja de neem y de orégano no inhibieron
el crecimiento de Vibrio spp.

e Losextractos etandlicos de hoja de oré-
gano, procesados con soxhlet y
rotaevaporador, pudieron inhibir el cre-
cimiento de todas las cepas de Vibrio
spp, incluyendo a aquellas multirresis-
tentes a antibioticos. Asimismo, el ex-
tracto preparado con hojas de neem
inhibi6 solo auna de las cepas de Vibrio
spp, pero con un poder inhibidor casi tres
veces mayor a la de la oxitetraciclina.
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