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RESUMEN

La acuicultura ha tenido un gran desarrollo en los ultimos tiempos, y con ello la
productividad de camaron, sin embargo, el aumento de organismos patdgenos causantes
de enfermedades, ha llevado al consumo de manera irracional de antibidticos
farmacéuticos costosos, que para ser administrados se lo debe de hacer de manera
cuidadosa, y que en muchos de los casos provoca resistencia bacteriana por su mal uso,
es por ello que en la presente investigacion estudia el efecto bactericida a partir de un
producto natural, de facil accesibilidad y menor costo, como el ajo. El propésito de este
estudio es establecer el efecto del extracto de ajo (Allium sativum) acerca de poblaciones
de Vibrios spp. en agua de cultivo del camardn blanco Litopenaeus vannamei, y los
factores externos que favorecen o entorpecen la reproduccion de Vibrios, como pH del

agua, temperatura, tiempo de exposicion del ajo, entre otros.

El ajo es considerado un potente antibacteriano por sus componentes que presenta como
Alicina, ajoeno, acido cafeico, acido ascorbico, acido clorogénico, quercitico, entre otros,
actla sobre bacterias gram negativas y gram positivas, inclusive en cepas resistentes. Un
componente importante y gran relevancia es la Alicina, responsable de un gran porcentaje
de la actividad bactericida presente en el ajo, ya que altera el ARN de los
microorganismos patdgenos y causa disminuir el perfil de lipidos de los mismos. Sin
embargo, el tiempo de accién del ajo difiere segln el pH, concentracién y tiempo en el

que se encuentre.

En este estudio, el muestreo a 4 horas de exposicion de las concentraciones de ajo
aplicadas de 0,60, 0,30, 0,15 g/L en el agua muestran poblaciones bacterianas de 300,
2033 y 2300 ufc/ml respectivamente en comparacion con 3500 ufc/ml del tratamiento
testigo evidenciando el efecto bactericida del ajo en los Vibrios; a 8 horas, la
concentracion 0,60 g/L continua con el efecto bactericida, obteniendo 1100 ufc/ml frente
a 2600 ufc/ml del testigo; a 12 horas la concentracion de 0,60 g/L continua presentando
efecto reductor en la carga bacteriana, obteniendo 1700 ufc/ml frente a 6100 ufc/ml del

testigo. A partir de las 24 horas el ajo ya no tiene efecto bactericida sobre los vibrios.

Palabras claves: ajo, bactericida, Vibriosis, concentraciones, ufc.



ABSTRACT

Aquaculture has had a great development in recent times, and with it shrimp productivity,
however, the increase of disease-causing pathogens, has led to the irrational consumption
of expensive pharmaceutical antibiotics, that to be administered it must be done carefully,
and that in many of the cases it causes bacterial resistance due to its misuse, is why in the
present investigation studies the bactericidal effect from a natural product, easy
accessibility and lower cost, like garlic. The purpose of this study is to establish the effect
of garlic extract (Allium sativum) on populations of Vibrios spp. in white shrimp culture
water Litopenaeus vannamei, and external factors that favor or hinder the reproduction of

Vibrios, such as water pH, temperature, garlic exposure time, among others.

Garlic is considered a potent antibacterial for its components such as aliicin, ajoene,
caffeic acid, ascorbic acid, chlorogenic acid, quercytic, among others, acts on gram-
negative and gram-positive bacteria, even in resistant strains. An important component
and great relevance is the Allicin, responsible for a large percentage of the bactericidal
activity present in garlic, since it alters the RNA of the pathogenic microorganisms and
causes to decrease the lipid profile of them. However, the time of action of garlic differs

according to the pH, concentration and time in which it is found.

In this study, that sampling at 4 hours of exposure of applied garlic concentrations of 0.60,
0.30, 0.15 g/L show bacterial populations of 300, 2033 and 2300 cfu/ml respectively
compared to 3500 cfu/ml of the control treatment evidencing the bactericidal effect of
garlic in vibrios, at 8 hours, the concentration 0,60 g/L continuous with the bactericidal
effect, obtaining 1100 cfu/ml versus 2600 cfu/ml of the control; at 12 hours the
concentration of 0,60 g/L continues to have a reducing effect on the bacterial load,
obtaining 1700 cfu/ml compared to 6100 cfu/ml of the control. From 24 hours garlic no

longer has bactericidal effect on vibrios.

Keywords: garlic, bactericide, vibriosis, concentrations, ufc.
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1. INTRODUCCION

La acuicultura a nivel mundial es el sector agroalimentario que presenta el mas rapido
crecimiento, segun (FAO 2021) la acuicultura ocupa un lugar importante cuando se trata
de la produccion de alimento a nivel mundial, buscando satisfacer las necesidades
alimenticias y logrando bajar la dependencia de la pesca extensiva en los mares y océanos

del mundo, evitando una sobreexplotacion de los recursos pesqueros.

La acuicultura es uno de los sectores productivos con mayor crecimiento en el Ecuador
siendo la industria camaronera la mas importante debido a su produccién, rentabilidad y
sostenibilidad, sin embargo, de igual manera el nimero de brotes de enfermedades ha ido
en aumento, ocasionando grandes pérdidas econémicas. Dentro de los diferentes agentes
microbioldgicos patdgenos que ocasionan mayor afectacion en los cultivos de camarén,
se encuentra los Vibrios, agente bacteriano que responsable del mayor porcentaje de tasa
de mortalidad de camarones, peces y demas cuando no es prevenido dentro de las granjas
camaroneras. En general se habla que esta bacteria se encuentra en todo el ambiente

marino y salobre, en toda la columna de agua en general (Novriadi 2016).

Existen diversas especies de bacterias gram negativas que engloban dentro del género
Vibrio, Siendo los patégenos mas importantes en los camarones tenemos a: V. harveyi, V.
penaecida, V. parahaemolyticus y V. vulnificus son los patbgenos més importantes en los
camarones (Chandrakala y Priya 2017).

Los brotes de esta enfermedad se producen cuando los factores medio ambientales
cambian rapidamente en las unidades de cultivo como la temperatura, pH, oxigeno
generando un estrés en el animal de cultivo lo que desencadenan en una baja en el sistema
inmunoldgico, lo que consecuencia a una penetracion bacteriana de las barreras del
huésped (Chandrakala y Priya 2017). Los Vibrios podrian clasificarse como un patdgeno
oportunista, que causa enfermedades cuando el organismo del huésped esta
inmunodeprimido o estresado debido al cultivo super intensivo y las condiciones

ambientales adversas (Novriadi 2016).

Por tratarse de una enfermedad que afecta significativamente los porcentajes de
mortalidad, ha llevado que se administre de manera incorrecta diversos antibioticos,

ocasionando en mucho de los casos resistencia bacteriana, dafio al medio ambiente, y

-14 -



ocasionando posible dafio en los consumidores de camardn ademas que residuos de
antibiodticos reducen el valor en el mercado y exportacion de los productos acuicolas
(Gonzalez, Vidal y Pimienta 2021).

Es asi que hoy en dia se trata de introducir una solucion natural, menos costosa e invasiva,
como lo es el extracto de ajo (Allium sativum) por sus grandes efectos farmacoldgicos,
logrando asi frenar el crecimiento bacteriano y fungico, promoviendo un mejor manejo

sanitario del animal, logrando mejorar la produccion (Serna-Ardila, y otros 2022).

-15-



2. GENERALIDADES DEL OBJETO DEL ESTUDIO
2.1 Planteamiento del problema

La Vibriosis producida por bacterias de genero Vibrio spp. son consideradas bacterias
patdgenas importantes en la acuicultura, ocasionando una gran pérdida econdémica, por lo
que la industria acuicola se ha visto amenazada. Una medida de control de esta
enfermedad y otras, es el uso de antibioticos como primera opcién, debido a su répida
accion y disponibilidad. Sin embargo, a pesar de ser efectivas en un inicio, los efectos
contralaterales hacia el medio ambiente y la salud pablica humana justifican la necesidad
de desarrollar otras estrategias. Asi que una medida de control alternativa seria la

aplicacion de extracto de ajo en el agua del cultivo. (Gutierrez, y otros 2020)

Hoy en dia por el gran incremento de resistencia bacteriana, se esta aplicando la medicina
mas antigua del mundo, como es la utilizacion de plantas y sustancias, ya que las plantas
medicinales han demostrado tener una efectividad similar al uso de antibioticos, es por
ello que el uso de la pasta de ajo (Allium sativum) es una segunda opcion al uso de los
antibidticos que ejerce una accién antimicrobiana, anticancerigena, antifungica, debido a
sus compuestos organos sulfurados como alicina y ajoeno (Nufiez, y otros 2022). Ademas
de ser un producto de facil manejo, accesibilidad, econémico y que no denota de tanto

cuidado a su administracion.
2.2 Formulacién del problema

Que efectos favorables y/o colaterales ocasiona la aplicacion de extracto ajo en el agua

de cultivo del camardn blanco Litopenaeus vannamei.
2.3 Justificacion

Esta investigacidn busca demostrar los beneficios del uso del extracto del ajo en el cultivo
de camardn, como una alternativa natural efectiva contra las infecciones bacterianas

ocasionadas por los Vibrios en los cultivos.

El extracto de ajo es una alternativa natural que no representa una amenaza para el
organismo de cultivo ni para el consumidor final, a diferencia de los antibioticos

comerciales aplicados en granjas acuicolas que pueden generar resistencias en las

-16 -



bacterias patogenas y pueden dejar residuos que pueden generar un efecto en el

consumidor final.

Asi también presentamos la dosificacion indicada de extracto de ajo para un efectivo

tratamiento contras los Vibrios en el agua.
2.4 Objetivos
Objetivo general

Determinar el efecto del extracto de ajo (Allium sativum) sobre poblaciones de Vibrios

spp. en agua de cultivo del camarédn blanco Litopenaeus vannamei.
Objetivos especificos

e Demostrar el efecto del extracto del ajo en diferentes concentraciones
sobre las poblaciones de Vibrios spp en el agua de cultivo de camaron en
cada momento de muestreo.

e Evaluar la concentracion adecuada para el control de las poblaciones de
Vibrios en el agua.

e Determinar la influencia de las diferentes concentraciones de extracto del

ajo en el pH del agua de cultivo de camarén.

-17 -



3. REVISION BIBLIOGRAFICA
Acuicultura en el mundo

La produccion acuicola ha tenido un crecimiento significante en las Gltimas décadas. Se
estima que el 86% de la produccidn total fue destinada al consumo humano, esta cantidad
se logré debido a la comprension del consumidor sobre los beneficios que lleva el adquirir
productos acuicolas (Zapata, Giraldo y Baez 2018). El sector camaronero, ha brindado
apoyo al comerciante, ocasionando aumento de plazas de empleo, generando divisas, y
con ello un sin nimero de innovaciones tecnoldgicas en los 30 Gltimos afios (Loayza, y
otros 2022). De igual forma, ayudado a fomentar otras plazas de trabajo como el servicio
de empaquetado, comercializacion y distribucion, el comercio de equipos, redes y
tecnologias, suministro de hielo entre otros. (Espinos 2018)

Nuestro pais hoy en dia ha logrado a superar grandes paises camaroneros como China e
India, posesionandose como el principal pais productor de camaronero. Es por ello que
las empresas del sector se han preocupado al volumen de crédito, aumentando en un 82%
los créditos en el primer trimestre 2022 a valores superiores de USD 435 millones,
centrandose en lograr mayor nimero de hectareas para cultivar camaroneros, mejorar
técnicas de alimentacion, mejorar la distribucién del producto y asi aumentar la demanda.
En la investigacion realizada por Oikonomics, menciona que en el mercado internacional
el precio aumento llegando a USD 14,96 en el afio de 2022, equivaliendo a un aumento
de 7% en comparacion al afio anterior. En el mercado local en cambio incrementé un 17%
Ilegando a valer USD2,95. Todo esto debido al incremento de la tasa anual promedio del
16%, segun los ultimos siete afios. (Coba 2021)

En Ecuador el crecimiento de la produccion acuicola ha tenido un gran avance, gracias a
las propiedades que cuenta el pais como tierras fértiles, su buen clima tropical lo que hace
que se de 3 ciclos por afio, diferenciandose asi de otros paises productores que solo tienen
2 ciclos y otros incluso uno solo, lo que favorece al desarrollo, crecimiento, sabor, textura
y resistencia a las enfermedades. Las provincias mas productivas son El Oro y Guayas,
siendo este Ultimo el mas productivo ocupado asi el primer lugar con un 70% de hectareas
sequido de EI Oro 15%, Esmeralda y Manabi 9% y 7% en Santa Elena. A finales de la
década 60 empezd la actividad camaronera en Ecuador, originandose en la provincia de

El Oro, en el pasar de los afios con el crecimiento de la produccion, el sector camaronero
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ha tenido que enfrentar grandes enfermedades, falta de inversion, sobreoferta a nivel
mundial (Ullsco, y otros 2021).

Género Vibrio spp

El género Vibrio spp, estd compuesto por bacterias gran negativas, es decir que no tienen
una especifica tincion distintiva. Su morfologia tiene forma curva de bastoncillo, su
crecimiento se puede dar en ausencia de oxigeno, sin embargo, no es el mejor, la
temperatura aceptable es de 15°C o mas. Se considera que los Vibrios forman parte de
los ecosistemas acuaticos en su mayoria en agua de mar y agua salobre. (Newman 2022)
Poseen un solo flagelo polar que las hace moviles, ademas, son flexibles debido a que
tienen dos cromosomas (Cartin y Pascual 2021). Ademas, la biopelicula que forman, hace
que generen enfermedades y garantizar la permanencia ambiental (Newman 2022). El
medio de contagio de estas bacterias es por medio de agua o alimentos mal cocidos
infestados. Los organismos mayormente afectados estan: pescado, ostras y crustaceos
(Cartin y Pascual 2021).

Rojas y Barrera (2021) en su investigacion menciona que las especies mas comunes que
afectan al sector acuicola son V. parahaemolyticus, V. alginolyticus, V. anguillarum, V.
cholerae, V. harveyi y V. vulnificus, estas tres ultimas especies tienen mayor impacto en
la salud publica. Este género de bacteria afecta de manera importante los insumos

pesqueros y este a su vez al producto interno bruto (Cartin y Pascual 2021).
Vibriosis en cultivo de camarén

La Vibriosis es considerada la enfermedad méas predominante en los camarones, tanto en
fase larvaria como en el transcurso del desarrollo. Sin embargo, el mayor porcentaje de
mortalidad se ha visto en la etapa larvaria. Existen diversos tipos de Vibrio, entre los que
méas han afectado a la produccion de camarén y han producido grandes peérdidas
econdmicas, tenemos Vibrio harveyi que es causante del Sindrome del color rojo brillante
(BRS), V. alginolyticus, Vibrio Harveyi, V. parahaemolyticus, causantes de necrosis

séptica hepatopancreética aguda (Bautista, y otros 2022).

Santos (2020) menciona en su investigacion que el género Vibrio ha causado maultiples

enfermedades de importancia, entre la de mayor impacto esta La Necrosis
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hepatopancreatica aguda (AHPND) que aparecio en Asia y luego a Norte América, para
continuar en América del Sur (Aguirre, Sanchez-Suarez y Ordinola-Zapata 2021).

En la investigacion realizada por Stephen en el afio 2022 menciona diversos patdgenos
que no tienen una gran virulencia para ocasionar enfermedad, sin embargo, sus brotes se
deben a bacterias oportunistas. Los factores estresantes cumplen un gran rol importante
en el desarrollo de la enfermedad, debido que pueden contener patdgenos virales, y asi

ocasionar la enfermedad a los camarones (Newman 2022).

Es asi, que normalmente las bacterias se hallan formando parte natural del microbiota de
organismos sanos, Y se convierten en patdgenos cuando se altera los mecanismos de
defensa. Dentro de los factores estresantes que alteran el estado inmune estan: baja
calidad del agua, el desequilibrio nutricional en la dieta, alta densidad, cambios extremos
de temperatura del agua y demas factores fisicoquimicos (Jayasree, Janakiram y Madhavi
2006).

Tipicamente, el inicio de la Vibriosis empieza por alteraciones externas y si no se logra
controlar la infeccion, esta puede avanzar a volverse sistémica, y con ello aumentar la
mortalidad (Jayasree, Janakiram y Madhavi 2006). Los lugares mas comunes en los que
se observa lesiones por Vibriosis son: cuticula, tejido muscular palido, creaciéon de
nodulos en el corazon, branquias, hepatopéancreas, antenas, cordén nervioso y musculo,
lesiones marrén o negra en la cuticula, apéndices o branguias y necrosis de la cola

(Salwany, y otros 2019).

En la siguiente tabla (Tabla 1), indica las diferentes especies de Vibrio y las enfermedades

gue pueden ocasionar en tiempos especificos.

Tabla 1 Lista parcial de especies de Vibrio que se han asociado con brotes de
enfermedades en camarones en varios puntos del ciclo de produccion.

ESPECIE ENFERMEDAD
V. alginolyticus e Sindrome de Zoea

e Necrosis Hepatopancreatica Séptica
(criadero y engorde)

e enfermedad de la céscara.
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. anguillarum

Enfermedad de la céscara (juveniles y

adultos).

. Harvey

Vibriosis luminiscente (huevos y larvas).
Sindrome de Mortalidad Temprana (EMS).
Necrosis Hepatopancreética Aguda
(AHPND) (larvas, juveniles y engorde).

. parahaemolyticus

Sindrome de Mortalidad Temprana (Necrosis
Hepatopancreatica Aguda) (larvas, juveniles
y engorde)

Sindrome de Zoea

Necrosis septica (criadero y engorde)

Enfermedad de la céscara.

. vulnificus

Necrosis septica (criadero y engorde)

Enfermedad de la céscara.

. splendidus

Enfermedad de la céscara

Vibriosis luminiscente (huevos y larvas).

. fluviales

Enfermedad de la céscara

. campbellii

Sindrome de Zoea

Necrosis septica (criadero y engorde)
Sindrome de Mortalidad Temprana (Necrosis
Hepatopancreatica Aguda) (larvas, juveniles
y engorde).

. mimicus

Sindrome de Zoea

Necrosis septica (criadero y engorde)
Enfermedad de la cascara. Muy similar a V.
cholerae.

. owensi

Sindrome de Mortalidad Temprana (Necrosis
Hepatopancreatica Aguda) (larvas, juveniles
y engorde)

Sindrome de Zoea

Necrosis séptica (criadero y engorde)
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V. orientalis e Vibriosis luminiscente (huevos y larvas),

también conocida como V. bivalvicida.

V. mediterranei e Vibriosis luminiscente (huevos y larvas).
V. logei e Vibriosis luminiscente (huevos y larvas).
V. penaeicida e Sindrome de verano en el engorde.
V. nigripulchritudo e Sindrome de verano en el engorde.

Fuente: (Newman 2022).
Vibriosis sistematica

Es una enfermedad que causa una gran tasa de mortalidad en bacterias, mas del 90%,
existen diversas especies del género Vibrio, incluyendo cepas de V. penaeicida, Vibrio
harveyi, V. nigripulchritudo, V. parahaemolyticus, V. wvulnificus, V. campbellii, V.
alginolyticus y V. owensii. Esta enfermedad tiene signos clinicos inespecificos como la
presencia de camaroneres nadando de manera erronea en la superficie y el borde de los
estanques, se evidencia una disminucion del consumo de alimento. Su diagnéstico se
puede realizar mediante andlisis en fresco, como observacion tanto macroscopica como
microscopica en esta Ultima se puede evidenciar bacterias motiles en hepatopancreas y
hemolinfa (\VVarela 2020).

Signos clinicos de Vibriosis en el cultivo de camaron

Existen diversos signos, entre los mas destacados estan los que se presentan en etapa
larvaria como: letargia, anorexia, infestacion bacteriana en la cuticula, intestino
semivacio, flexién dorsal abdominal, cambio de color en el musculo abdominal,
disminucion de hemocitos, disminucion en el tiempo de coagulaciéon de la hemolinfa,
nodulos melanizados en la hepatopancreas, cromatoforos visibles en la base de apéndice
(Vaildez, y otros 2021).

Especies de Vibrios que afectan en la fase larvaria del camaron
Vibrio Harveyi

Vibrio harveyi, es una bacteria patdgena responsable de enfermedades, que se encuentra

presente en los camarones y en los peces. En los camarones es responsable de la Vibriosis
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luminosa, donde los camarones afectados brillan en la oscuridad, ademas existe una
segunda enfermedad denominada bolitas negritas, que se caracteriza por presentar en el
tracto digestivo esferas de tejido desprendido. Ademas, esté involucrada en la enfermedad
de caparazon negro en la India y en la China la enfermedad bacteriana de cola blanca en
camarones patiblancos (Litopenaeus vannamei), donde se evidencia lesiones blancas u
opacas en la cola, debido a la necrosis muscular. Los mecanismos de patogenicidad son:
endotoxina lipopolisacarido y las proteasas extracelulares, y la interaccion con los
bacteriofagos. (Xiao 2020)

Vibriosis en la fase de engorde el camaron
Vibrio parahaemolyticus

Vibrio parahaemolyticus es una bacteria gran negativa, que causa especialmente la
enfermedad de necrosis hepatopancreéatica aguda, donde Galviz Silva en su investigacion
demostrd que la virulencia influye de varios parametros como densidad, cepa, ruta de
infeccion, tiempo de exposicion, edad y condicion del camaron, ademas de la gran
variedad de polimorfismo en las cepas patogenas, por lo que influye al momento de causar
afeccion al camardn, es asi que se en unos cultivos se puede observar que las de mayor
virulencia la alcanzan entre las 7 — 10 Horas provocando una mortalidad del 50%, y en
otros cultivos las de menor virulencia causan mortalidad alrededor de las 17 horas (Silva
2021).

Rezny menciona que el principal factor de virulencia es la hemolisina directa
termoestable, evidenciandose en la mayoria de muestras clinicas (88 % a 96%) y
aproximadamente el 1% de las poblaciones naturales del Vibrio Parahaemolyticus. Por
lo tanto, se sospecha que es asi como causa sintomas gastrointestinales (Rezny y Evans
2022).

Su habitad al igual que muchas otras especies de Vibrios marinos, se encuentra formando
parte de la flora normal en medio acuatico, sin embargo, la proliferacion de los mismos
esta asociado a la concentracion de zooplancton, en particular a copépodos y a la
temperatura. Es asi que el porcentaje de concentracion varia dependiendo de los factores

que ocasionen diversidades de zooplancton, abarcando temperatura, luminosidad,
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corrientes marinas concentracion de nutrientes y concentracion del fitoplancton, etc

(Hernandez, y otros 2020).

Enfermedades producidas por causa Vibrio parahaemolyticus

Necrosis Aguda Del Hepatopancreas (APHND)

Esta enfermedad es causada por cepas especificas de Vibrio, como el V.
parahaemolyticus, V. harveyi, V. campbellii y V. owensii, sin embargo, varios estudios
mencionan que no son las Unicas, se habla de nuevas especies. (Varela-Mejias y Alfaro-
Mora 2018) La hepatopancreas se evidencia entre palido y blanco, también existe una
atrofia del mismo, al igual que pueden existir puntos o estrias negras en su interior y se
es complicado aplastarlo entre los dedos pulgar e indice, el intestino puede evidenciarse

que puede tener o no contenido (FAO 2020).

Segln un reporte realizado por Solis, menciona que la AHPND surgi6 en el 20009,
manifestandose como una patologia nueva que involucra las granjas camaroneras
encontradas en el sur de China y la Isla de Hainan. Alrededor de los 20 o 30 dias
posteriores a la introduccion en los estanques de engorde con los postlarvas, empieza a
manifestarse la enfermedad, mostrando signos clinicos como letargo, un reducido
hepatopancreas, intestino rojo y vacio, exoesqueletos blandos y oscuros, ademas de

presentar en el caparazon manchas (Ovando, y otros 2012).

En otra revision realizada por Vikash Menciona que La AHPND es una enfermedad muy
devastadora para la acuicultura, ya que se desarrolla con rapidez, tanto asi que a los 8 dias
post siembra empieza la afectacion con mortalidades severas (hasta un 100%) dentro de
los 20-30 dias. Afectando a diversas especies de camarones, tanto como Penaeus
monodon, Litopenaeus vannamei y Macrobrachium rosenbergii y el crustaceo Artemia

franciscana (Vikash, y otros 2021).

Dos etapas diferentes incluyen la patologia de la APHND, la primera, se observa que la
hepatopancreas afectada tiene separacion de las células epiteliales de los tubulos de la
membrana basal y degeneracion del epitelio de los tubulos en ausencia de células
bacterianas, la segunda etapa se evidencia un acumulo hemaocitico intratubular extensa en
el hepatopancreas y la aparicion de una extensa infeccion bacteriana (Aranguren, y otros

2020).
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En el estudio realizado por Aranguren describidé otros cambios ya sefialados como
granulomas, melanizacion focal o multifocal de los tdbulos en el hepatopéancreas, ademas

de atrofia de las células epiteliales de los tubulos (Aranguren, y otros 2020).

Vikash en su estudio menciona que la principal patogenia del v. parahaemolyticus es el
plasmido Pval que posee dos genes de movilizacion del pldsmido ademés de un gran
numero de genes de transferencia para la conjugacion con otras clases de Vibrios, asi se
justificaria como cepas no patogenas tienen alta virulencia, ademas de que las
hemolisinas: directa termoestable como la relacionada con la TDH son los factores
principales de virulencia (Vikash, y otros 2021).

Vibrio alginolyticus

V. alginolyticus al igual que otras cepas de Vibrios, es una bacteria gran negativa que
forma parte de la flora marina responsables de enfermedades oportunistas, esto debido a
la competencia que tiene al adherirse al mucus del huésped, este es el punto crucial de la
virulencia, especialmente en los principales estadios de vida, ocasionando septicemia,
hemorragias, a nivel epitelial se observa necrotizacion progresiva, en la cavidad

peritoneal se evidencia liquido ascitico. (Espinel 2005)

El Vibrio alginolyticus dentro de su genero es el mas halofilico en comparacion con los
demas, por su capacidad de reproduccion en concentraciones de 3,6,8 y hasta 10% de
NaCl. A temperaturas mayores de 17°C de las aguas costeras templadas y tropicales, esta
bacteria se aisla. Las aguas principalmente las saladas, los alimentos de origen marino o
sucios con agua de mar constituyen el reservorio del V. alginolyticus. La D-glucosa le
proporciona el carbono y energia a este organismo, y a partir de glucosa, maltosa, manitol
y sacarasa la utiliza como fuente de nitrégeno y sales biliares. Este microorganismo crece
en agar tiosulfato citrato sales biliares sacarosa (TCBS), observandose al microscopio
grupos de 2 a4 mm de diametro, de color amarillo, debido a la degradacion de la sacarosa,
por lo que se considera sacarosa positiva. Dentro de los factores de virulencia estan: gran

capacidad de generar hemolisis, hemaglutinacion y presencia de proteasa (Moreno 2005).
Enfermedades causadas por Vibrio Alginolyticus

En los ultimos afios, los brotes de Vibriosis causados por V. alginolyticus se han

convertido en la principal causa de pérdidas en el sistema de acuicultura intensiva. La
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potencialidad de los fantasmas bacterianos (BG) como candidatos vacunales frente a una
amplia variedad de bacterias Gram negativas patdgenas, como Vibrio
anguillarum, Aeromonas hydrophila, Streptococcus iniae, Flavobacterium
columnare y Edwardsiella tarda, recientemente ha sido ampliamente reportado. Por lo
tanto, los BG de V. alginolyticus se generaron por primera vez mediante la expresion
controlada del gen lysis. En el presente estudio. El inicio de la lisis en V. alginolyticus se
produjo a los 30 min y se completd 3 h después de la induccion, con una eficiencia de
lisis del 99,91 %. Aunque V. alginolyticus la cepa 16-3 BG no alcanzo el 100 % de
escision, las bacterias vivas residuales podrian eliminarse mediante el proceso de
liofilizacion en condiciones sin agente protector porque el agua intracelular se congel6 en
cristales de hielo que causaron la ruptura de la membrana celular y la muerte
bacteriana. Ademas, las pruebas de seguridad en animales también demostraron que
ninguno de los animales inmunizados mostro reacciones adversas como comportamiento
anormal, mortalidad o signos de infeccion por V. alginolyticus. Por lo tanto, los BG
liofilizados de V. alginolyticus 16-3 fueron seguros y prometedores para su uso como

vacuna (Cao, y otros 2018).
Vibrio Vulnificus

El Vibrio vulnificus es una bacteria que se encuentra en aguas costeras célidas, es decir
en temperaturas mas altas durante los meses de verano. Temperatura de 372C con rango
entre 8 -43°C, con un pH de 7.8 con un rango de 5-10 por lo que tranquilamente pueden
sobrevivir a la refrigeracion. Fue descrita en el afio de 1976 por primera vez, donde tomo
el nombre de Vibrio lactosa positivo, luego tomo el nombre de Beneckea vulnificus para
finalmente ser llamado V. vulnificus. Se trata de bacilos Gramnegativos, rectos y curvos,
ademés presenta un flagelo polar por lo que lo hace movil, oxidasa positiva, no
esporulado. Son termolabiles y considerados anaerobios facultativos. Su habitad esta
presente en aguas baja en sal o agua salobre: estan en aguas costeras, desembocaduras de

rios, sedimento, plancton y otras formas de vida marina (Zufiiga y Caro 2014).

Una baja concentracion de sal es ideal para el crecimiento, como se encuentra en el Mar
Baltico. Por lo tanto, en los estudios de los estuarios del Mar Baltico, Vv se detectd en un
numero significativamente mayor de muestras que en las muestras del Mar del Norte. Las
infecciones con Vv son raras, pero ocurren en todo el mundo. Vv existe en un estado

inactivo a temperaturas de agua fria, como las presentes en invierno. Si la temperatura del
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agua supera los 20 °C en verano, se activa Vv. Una vez activada, la bacteria puede
mantener su actividad durante varias semanas incluso cuando baja la temperatura del agua
(Heinz-Lothar, y otros 2022).

Antibidticos en Acuicultura

Al igual que la produccidn de otras especies de cultivo, los antibidticos son aplicados para
el tratamiento de infecciones generalmente por bacterias, también, si se considera
necesario, para el tratamiento de animales sin sintomatologia existente que comparten
nicho con animales enfermos, convirtiendo esta actividad en una medida profilactica. El
uso de antibidticos ha arrojado resultados poco consistentes y en muchas ocasiones
errados, ocasionando que las comunidades bacterianas puedan desarrollar resistencia ante
ciertos antibidticos comerciales (Tenecola, Mite y Alcivar 2018).

La resistencia bacteriana a agentes antimicrobianos es un tema complejo y extenso, se
trata de la capacidad de las bacterias para adaptarse a condiciones medioambientales
especificas. La resistencia no es mas que una herramienta propia de las bacterias para
sobrevivir y reproducirse en un medio. La causa de la resistencia puede ser genética,
ocurre cuando los genes que la desarrollan pueden transmitirse entre organismos por
transferencia horizontal, en el que puede darse por tres vias: conjugacion, transduccion y

transformacion (Varela-Mejias y Alfaro-Mora 2018).

El uso de agentes antimicrobianos requiere de una cuidadosa aplicacién, para evitar la
generacion de resistencias nuevas a antibioticos. Se ha demostrado que las bacterias con
resistencia a antimicrobianos de los ambientes marinos tienen genes de resistencia a
antimicrobianos en ciertos elementos méviles como plasmidos e integrones que tienen la
capacidad de trasferir esas estructuras antimicrobianas a otras bacterias mediante
trasmision horizontal. El uso de antibidticos puede también tener una influencia negativa
en la salud de seres humanos, al consumir productos que contengan residuos
antimicrobianos que puedan alterar la microbiota de los seres humanos (Millanao, y otros
2018).

La FDA determina los antibioticos que son aplicables y prohibidos para la cria de
animales, es asi que la oxitetraciclina, enrofloxacina y florfenicol son los antibioticos

aprobados mayormente utilizados en la acuicultura.
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Oxitetraciclina (OTC)

La oxitetraciclina es un antibiético sintetizado por bacterias del género Streptomices. Es
un antibiotico de amplio espectro que se ha venido usando desde hace ya mucho tiempo.
Ampliamente aplicado para tratamientos orales de infecciones en crustaceos. También es
usado para el tratamiento de enfermedades infecciosas causadas por bacterias Gram (-) y
Gram (+), rickettsias, micoplasmas y otras. Es aplicado para el tratamiento de la
enfermedad de la hepatopancreatitis necrotizante, causada por la bacteria Hepatobacter

penaei (Huanambal 2020).

Aunqgue se conoce que las bacterias como Aeromonas spp., Vibrionaceae, Aeromonas
hydrophila y Pseudomonas spp. presentan resistencia actualmente ante la oxitetraciclina
(Huanambal 2020).

Debemos mencionar que las condiciones medioambientales en donde se aplique
oxitetraxiclina determinara la estabilidad del farmaco, ya que en medios alcalinos se
puede formar un metabolito inactivo como la lactona, asi también en medios &cidos se
pueden llegar a formar subproductos que den como resultad deshidratacién o
epimeracion, procesos que tienen la capacidad de inhabilitar la accion del farmaco
(Varela-Mejias y Alfaro-Mora 2018).

Florfenicol (FFC)

El florfenicol se deriva del tiamfenicol. Se considera que tiene un efecto bacteriostatico
y es de amplio espectro. Quimicamente es muy similar al Cloranfenicol la cual es usada
por humanos. ElI mecanismo de accion ocurre blogueando la subunidad ribosémica 50S
en las bacterias patdgenas, impidiendo la correcta accion de la peptidil trasferasa y de esta
manera evita la sintesis proteica. Su relevancia en la acuicultura se debe a su eficacia en
el tratamiento de Pasteurella piscicida, Aeromonas salmonicida, Vibrio anguillarum y
Edwardsiella tarta (Varela-Mejias y Alfaro-Mora 2018).

La resistencia antimicrobiana frente a este farmaco se les ha atribuido a técnicas de flujo,
como las mutaciones ribosomales que tienen la capacidad de impedir una accion eficaz
del antibidtico. (Varela-Mejias y Alfaro-Mora 2018).
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Ciprofloxacino (CIPRO)

El CIPRO es una fluoroquinolona y es una quinolona de segunda generacion. Posee un
mecanismo de accidn que se basa en inhibir la Topoisomerasa IV y la ADNgirasa de las
bacterias. Logra detener la expresion del material genético, y afecta la duplicacién del
ADN de las bacterias.

Su capacidad de actuacion es muy amplia, teniendo sensibilidad en bacterias aerobias
Gram (+) y Gram (-), estudios revelan que cepas de Vibrios son sensibles ante este

antibidtico (Tarazona, y otros 2018).
Alternativas biologicas usadas para el control de enfermedades
Probidticos

Los probidticos se definen como suplementos alimenticios que contienen
microorganismos vivos 0 muertos, que pueden ser bacterias, bacteriéfagos, levaduras o
microalgas y son suplementados con el fin de mejorar la respuesta inmune y ayudar a la

fisiologia de los animales de cultivo (Perez-Chabela, y otros 2020).

Los probidticos tienen un mecanismo de accion de exclusién competitiva en la que
patdgenos son reemplazados o excluidos por un rapido desarrollo de una comunidad
microbiana beneficiosa en el intestino del animal, lo que se traduce como menores
influencia de la enfermedad, mejora de la salud y mayor crecimiento del huésped
(Trujillo, y otros 2017).

Las bacterias probidticas pueden sintetizar o excretar compuestos antimicrobianos como
antibioticos, peréxido de hidrogeno, enzimas bacterioliticas, bacteriocinas y acidos grasos
con cadena corta como &cido lactico, &cido acético, acido férmico, &cido propionico,
acido butirico. (Perez-Chabela, y otros 2020). Los metabolitos mas utilizados como

controladores de patdgenos en el campo acuicola son las bacteriocinas.
Lipopolisacaridos como inmunoestimulantes

El lipopolisacarido (LPS) o endotoxina es una molécula de lipido y polisacarido utilizada
como inmunoestimulante en la acuicultura. La endotoxina LPS induce, entre otras cosas,

la liberacion de aglutinina y factores de coagulacion, activacion de la cadena proPO,
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activacion de mecanismos bactericidas protectores, como la induccion de la sintesis de
Oxido nitrico (NOS) y cambios en el nimero de células sanguineas circulantes (Marrero,
Espinoza y Borrel 2002).

Ademas, en estudios realizados (Genio, Traifalgar y Corre 2014), demostro
estimular la capacidad de respuesta del sistema inmunitario (regulacion de genes
relacionados con el sistema inmunitario, inmunidad no especifica, inmunoglobulinas
especificas y aumento de la supervivencia de la infeccion por agentes patogenos. Los
porcentajes de proliferacion de hemocitos pueden aumentar, aproximadamente tres veces,

después de la estimulacién con LPS (Chun, y otros 2020).
Extractos vegetales para el control de Vibrios

Asi como en la medicina humana y la veterinaria, la acuicultura busca aprovechar los
efectos bactericidas y bacteriostaticas de los compuestos medicinales de productos
naturales, compuestos que ayuden a bajar la densidad bacteriana patégena, mejorar
calidad de agua, ayudar el crecimiento de las especies y ayudar en general en la salud del
animal. Muchas plantas medicinales tienen la capacidad de lisar las paredes celulares,

interrumpir la sintesis de ADN (Gomez, y otros 2019).
El Ajo como alternativa para el control de enfermedades

Taxonomia

e Division: Magnoliophyta
e Clase: Liliopsida

e Subclase: Liliidae

e Orden: Liliales

e Familia: Liliaceae

e Geénero: Allium

e Especie: Allium Sativum
Fuente: (Mardomi 2017)

El ajo es una planta herbacea, originario de Asia central e introducido por los espafioles,

se cultiva en zonas templadas, sus principales componentes son el fosforo, potasio, azufre
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y zinc. Contiene mas de 20 ingredientes con propiedades antivirales e ingredientes
antibacterianos (Aliicina, ajoeno, acido cafeico, &cido ascorbico, acido clorogenico,
quercitico, entre otros) (Ojeda y Beltran 2018).

Ademaés de niveles moderados de selenio, vitaminas A y C, y bajos niveles de Calcio,
magnesio, sodio, hierro, manganeso y complejo vitaminico B, también se han aislado
hasta 17 aminoacidos presentes en el ajo. Posee muchas propiedades terapéuticas, tienen
efecto antiinflamatorio, antioxidane, ademas de sus importantes propiedades

antimicrobianas y antifungicas (Ojeda y Beltran 2018).

Por mucho tiempo se ha conocido las propiedades antimicrobianas del ajo, varios estudios
han demostrado que el ajo presenta un amplio espectro contra bacterias gramnegativas y
grampositivas, incluidas especies de Escherichia, Salmonella,estafilococos,
estreptococos, Kklebsiella, Proteo, Bacilo, y Clostridium. Incluso las bacterias

acidorresistentes como Tuberculosis micobacteriana son sensibles al ajo (Sanchez 2018).

(Cordova 2019) Menciona que los compuestos fendlicos son los responsables de
actividad antimicrobiana y antiviral del ajo y que los polisacéaridos (fructanos)
responsables de su poder antioxidante y estimulante del sistema inmunologico de los

animales.

Tabla 2 Compuestos sulfurados del ajo

Caracteristica Compuesto

Solubles en agua S-alil-cisteina

S-alil-mercaptocisteina

S-metilcisteina

Y-glutamil-cisteina

Solubles en aceite Sulfuro dialilico

Disulfuro dialilico (dialil disulfuro)

Alicina (oxido de disulfuro dialilico)

Trisulfuro alilmetilico

Alina

Ditinas

viniloditlinas

Ajoeno



Fuente: (Cordova 2019)

Componentes bioactivos: aliina y alicina

Aliina o S-alilcisteina sulfoxido es un compuesto azufrado méas abundante en el ajo fresco,
se encuentra en las vacuolas celulares, de 7 a 14 miligramos por peso fresco de ajo, la
aliina es transformado en alicina por accion de la enzima allinasa cuando el ajo fresco es
triturado (Guillamon 2020).

Cuando se tritura los dientes de ajo, la alicina (5-2- propenil éster del &cido 2- propenol-
1-sulfinotiotico) es liberada e interactla con la enzima aliinasa de las vacuolas adyacentes
del ajo. La alicina es una sustancia de color amarillento, que aparece Unicamente cuando
el ajo es cortado 0 machacado, se libera de las células si la integridad de la estructura esta
siendo comprometida. Esta sustancia es un mecanismo de defensa de la planta contra
insectos, hongos y bacterias propias del medio. Se conoce que la alicina posee actividad
antimicrobiana, porque puede modificar la biosintesis del ARN de los microorganismos
y logra bajar el perfil de lipidos de los mismos (Ojeda y Beltran 2018).

Figura 1 Reaccion quimica de la formacién de Alicina

NH,
Q o Alinasa g CH
HZCW — HECW N TN HsC 0
+ H.0
HO
Aliina Alicina Acido Pimivico

Fuente: (Cordova 2019)

La alicina se considera el principal tiosulfato responsable de las propiedades del ajo
crudo. Es altamente antiproliferativo frente a bacterias grampositivas y gramnegativas,

incluidas bacterias y hongos resistentes a los antibidticos (Leontiev, y otros 2018).

La reaccidn con los grupos tiol (-SH) presentes en proteinas de membrana o en enzimas

implicadas en los mecanismos fisioldgicos de los microorganismos patdgenos se

-32-



considera el principal mecanismo que les confiere las propiedades antibi6ticas,

antifungicas y antimicrobianas a la alicina (Ankri y Mirelman 1999).

Por el contrario, es una molécula muy inestable y se ha demostrado que pierde sus
propiedades antibidticas si se expone a temperaturas superiores a 80°C durante varios
minutos, asi como su estabilidad quimica (Ledntiev, y otros 2018). Se ha estudiado el
tiempo de vida promedio de la alicina a temperatura ambiente en 1mM de acido citrico a
pH 3 es de 10 dias, en agua 4 dias, en diclorometano 30 horas, en metanol o cloroformo
48 horas, en etanol o acetonitrilo 24 horas, en éter 3 horas, en hexano 2 horas y en ausencia
de solventes 16 horas (Cordova 2019).
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1 Ubicacion

El estudio se realiz6 en el Laboratorio de Sanidad Vegetal, dentro de los predios de la
Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Técnica de Machala (UTMACH),
donde se mantuvieron las unidades experimentales y se procesaron las muestras de agua

para realizar los estudios pertinentes.

Figura 2 Area de estudio en Machala coordenadas -3,2914037 y -79,9137593

Fuente: Google Earth

4.2 Materiales y equipos a utilizar

4.2.1 Materiales

e Cajas Petri plasticas
e Micropipeta

e Mechero

e Asa de Drigalski

e Tubos de ensayo

e Vasos de precipitacion de 2Ly 1L
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e Recipientes plasticos

e Aireadores
4.2.2 Sustancias

e CHROMagar Vibrio
e Cloruro de sodio

e Alcohol potable

e Agua destilada

4.2.3 Equipos

e Céamara de flujo
e Estufa

e Incubadora

e Balanza

e TermOmetro

e pHmetro

e Salinometro
4.3 Disefo experimental

Se aplicé un DCA (Disefio Completamente al Azar), el modelo cont6 con 4 tratamientos

con diferentes concentraciones de ajo, y 3 repeticiones por tratamiento. Gréafico 1

Se mantuvo un total de 12 unidades experimentales. Las unidades experimentales
constaron de 12 recipientes plasticos con capacidad de 2 litros, los cuales contenian 1 litro
de agua de camaronera. Cada UE cont6 con aireacién constante en todas las unidades

experimentales.

Los muestreos se realizaron a 4, 8, 12, 24 y 48 horas de exposicién del ajo en el agua,

para evaluar su efecto bactericida en el tiempo sobre las poblaciones de Vibrios.
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Gréfico 1 Croquis DCA

DCA 4 tratamientos 3 réplicas

D3 C1 B2

Cc2 D1 B1

Concentracién de ajo:
A=060gL B=030gl C=0l15gL D:0gL

Fuente: Autores

4.4 Caracterizacion de tratamientos

Se aplico 4 tratamientos con diferentes concentraciones de ajo 0.60 g/L; 0,30 g/L; 0,15
g/L y 0 g/L (testigo). En cada unidad experimental, se monitorearon los parametros fisico-

quimicos del agua de pH, temperatura.
4.5 Manejo del ensayo
4.5.1 Obtencidn del extracto del ajo

Para obtener el extracto de ajo, se adquirieron los ajos frescos con cascara del mercado
25 de junio, fueron llevados al laboratorio, una vez lavados y desinfectados, con la ayuda
de una balanza digital se pesaron las concentraciones de ajo necesarias para cada

tratamiento, luego se machacaron para posteriormente licuar con 100 ml de agua de cada
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unidad experimental segun la concentracion, una vez diluido se procedié colocar en las
unidades experimentales que correspondian y se homogenizd. Se coloco el extracto del

ajo en las UE una sola vez y se evaluo su efecto con el trascurso de las horas.
4.5.2 Obtencidon de agua para unidades experimentales

El agua para las unidades experimentales se obtuvo de la Granja Camaronera Zhu,
(Figura2) sector Nuevo Pilo de la ciudad de Machala, se tomd el agua de la piscina con
40 dias de cultivo, para la obtencién del agua se utilizé un palo con una botella amarrada
a un extremo con una piola en la tapa para tomar la muestra de aproximadamente 30-40
cm de profundidad. Se tom6 un total de 15 litros para las diferentes unidades

experimentales.

Figura 3 Granja Camaronera Zhu, Coordenadas -3,2662151 -79,975705

g g——
Libreria andreita
Cerrado temporalmente

Fuente: Google Earth

4.5.3 Transporte del agua

Se utilizé un balde limpio de 20 litros para el transporte del agua desde la camaronera
hasta el laboratorio de la Universidad donde se realizarian la experimentacion. El balde
fue transportado en un SUV Santa Fe, el tiempo de recorrido desde la camaronera hasta

el sitio de estudio fue de 15 minutos.
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4.5.4 Desinfeccion del area de estudio

Luego de haber traido el agua para la obtencion de analisis, se procedié a la desinfeccion
con alcohol potable de mesones, camara de flujo laminar, balanza y estufa. Todo esto con

la finalidad de prevenir cualquier contaminacion.
4.5.5 Preparacion de medio de cultivo

Como medio de cultivo se utilizd6 Chromagar Vibrio, que permite reconocer los Vibrios
que se encuentra en el agua por especies. Ya que cuenta con una mayor precision para
Vibrio Alginolyticus, Vibrio Parahemolyticus, Vibrio cholera/Vibrio Vulnificus (Jeong-
Min, Rini y Keun-Sung 2020); por medio de tinciones de color se pueden diferenciar las
especies.

En la preparacion del medio de cultivo se sigui6 las indicaciones del fabricante del
producto, se procedi6 a pesar 134.5 gr para disolver con 1800 ml de agua destilada en un
vaso precipitado para un total de 120 cajas Petri, luego se llevo a la microondas para

Ilevarlo a ebullicién, se realizan pausas para homogenizar constantemente la mezcla.
4.5.6 Plaqueo en caja petri

Luego de preparado el medio de cultico de se dejo enfriar 45-50° C, una vez alcanzada la
temperatura deseada se procede a verter en cada caja Petri 15 ml del medio de cultivo, se
deja reposar de 20 a 30 minutos para que las placas que contiene agar se solidifiquen,
luego se procede a tapar y a almacenar en fundas estériles para su utilizacion en cada

momento de muestreo del experimento.
4.5.7 Desinfeccion UV

Antes de realizar el plagueo y siembras en placa se debe desinfectar la cAmara de flujo
laminar con alcohol potable por toda la zona de trabajo y se debe encender la luz UV para

desinfeccion por 20 minutos minimo.
4.5.8 Siembra en placa

Se realizaron diluciones a la -1 y -2 para asegurar que las cepas sean contables en cada

placa, con una jeringa de 1 ml se tomé 100 microlitros de agua de los tubos de ensayo
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con las diluciones de cada unidad experimental y se procedié a inocular en las cajas Petri,
con la ayuda de un asa de Drigalsky se esparcio toda la muestra por las cajas Petri con
medio de cultivo preparado, una vez que el medio de cultivo absorbe toda la muestra de

agua, se tapa y se deja boca abajo.

Luego se procede a rotular las cajas y a sellar por los bordes con un pléstico, para el
almacenamiento se colocan boca abajo en fundas plasticas estériles y se las dej6 en la
incubadora por 24 horas a una temperatura de 28°C. Luego pasado el tiempo de
incubacion se procede a realizar el conteo de unidades formadoras de colonias de cada
caja Petri y a registrar los valores obtenidos en las tablas de control.

4.6 Metodologia para recolecciéon de datos
4.6.1 Analisis microbiologico

Para el analisis mircobiologico se realizaron diluciones seriadas 10-1 y 10-2 para cada
muestreo, para asi asegurar el conteo de unidades formadoras de colonias en cada placa,
se realizaron siembras microbioldgicas del agua de las unidades experimentales a 4, 8,
12, 24 y 48 horas. Luego de transcurrido la incubacion por 24 horas a una temperatura de
28°C en la incubadora del laboratorio, se procede a realizar el conteo de unidades
formadoras de colonias de cada caja Petri y a registrar los valores obtenidos en las tablas
de control. Se evidencio el crecimiento de colonias de la especie V. Parahaemolyticus

con un color (malva o morado), V Vulnificus (azul turqueza) y V Alginolyticus (crema).
4.6.2 Analisis estadistico

Los datos recolectados durante el experimento fueron analizados mediante ANOVA de
un factor intergrupos, con previo cumplimiento con los supuestos de pruebas
paramétricas, para poder ser analizados por el programa estadistico SPSS version 22 para
Windows, para posteriormente realizar un analisis entre los tratamientos mediante la
prueba Post hoc de Duncan, asi mismo para hallar una correlacion entre la carga de

Vibrios y el pH se realizé una prueba de correlacion de Pearson.
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5. RESULTADOS

Efecto del extracto del ajo en poblaciones de Vibrios en los momentos de

evaluacion.

Los resultados del conteo de ufc/ml se muestran en las Tabla 3, en donde se muestra el
conteo de Vibrios en cada tratamiento en todos los momentos de muestreo, se puede
observar que en el muestreo de la 4 hora existe una disminucién en la cantidad de Vibrios
en todos los tratamientos con referencia al testigo. En el momento de muestreo de 8 horas
de exposicion del ajo en el agua, solo el tratamiento de 0,60g/L presenta una disminucién
en la cantidad de Vibrios con respecto al testigo. En el momento de muestreo de 12 horas
de exposicion del ajo en el agua, el tratamiento con la concentracién 0,60 g/L mantiene
un efecto bactericida frente a los Vibrios totales del agua. Pasado las 12 horas de

exposicion, el ajo ya no tiene efecto bactericida en los Vibrios.

Tabla 3 Cantidad de Vibrios en las diferentes concentraciones de ajo y momentos
de muestreo

TRATAMIETO 4H 8H 12H 24H 48H
Ajo 0,60 g/L 400 600 1300 329000 402000
Ajo 0,60 g/L 100 1300 2500 126000 380000
Ajo 0,60 g/L 400 1400 1300 280000 460000
Promedio 300 1100 1700 245000 414000
Ajo 0,30 g/L 1200 11000 100000 167000 276000
Ajo 0,30 g/L 1500 9000 33000 4000 181000
Ajo 0,30 g/L 3400 10000 93000 30000 524000
Promedio 2033 10000 75333 67000 327000
Ajo 0,15 g/L 1500 6700 20000 20300 4000
Ajo 0,15 g/L 2600 1700 27000 10300 2000
Jo0,15g/L 2800 9700 40000 2100 7000
Promedio 2300 6033 29000 10900 4333
Ajo0g/L 4600 2500 1500 3200 100
Ajo0g/L 2100 900 7600 500 600
Ajo0g/L 3800 4400 9200 400 200
Promedio 3500 2600 6100 1367 300

Para demostrar el efecto del ajo en las poblaciones de Vibrios en los diferentes momentos
de muestreo se realizo la prueba ANOVA unifactorial, con un nivel de la significancia
del 0,05%, la cual arroj0 que existen diferencias altamente significativas entre

tratamientos en los momentos de muestreo de 4, 8, 12, 24 y 48 horas (Tabla 4).
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Tabla 4 Prueba paramétrica ANOVA unifactorial intergrupos en cada momento de

muestreo.

ANOVA
Cantidad de vibrios (UFC/ml)
Suma de Media
Momento del muestreo cuadrados al cuadratica F Sig.
4 horas Entre grupos 15680000,00 5226666,667 5,851 ,020
Dentro de arupos 7146666,667 8 893333,333
Total 22826666,67 11
| 8 horas Entre grupos 141060000,0 47020000,00 9133 ,006
' Dentro de grupos 411B6666,67 8 5148333,333
I Total 182246666,7 11
| 12 horas Entre grupos 1,024E+10 3412740000 9,247 ,006
Dentro de grupos 2952646667 8 369080833,3
Total 1,319E+10 11
24 horas Entre grupos 1,150E+11 3,835E+10 7,999 ,009
Dentro de grupos 3,835E+10 8 4793900833
Total 1,634E+11 11
48 horas Entre grupos 4 181E+11 1,394E+11 16,852 ,001
Dentro de grupos 6,615E+10 8 8269350833
Total 4 B42E+11 11

A continuacidn, se muestra los graficos de barras de la cantidad de Vibrios por cada

momento de muestreo.

A 4 horas de aplicado el ajo se evidencian disminucién en la cantidad de Vibrios en los

tres tratamientos con ajo. Lo que evidencia el efecto bactericida del ajo en los Vibrios del

agua de cultivo.
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Gréfico 2 Efecto de las concentraciones de ajo en la cantidad de Vibrios del agua a 4
horas de aplicados los tratamientos.

Cantidad de vibrios (UFC/ml) del agua a 4 horas de aplicados los tratamientos.

4,000

3.000

2,000

Vibrios (UFCimi)

1.000

060 gL 030 gL 015glL 0 glL (testigo)

Concentraciones de ajo

A 8 horas de aplicado el ajo hay diferencias significativas entre tratamientos, podemos
notar que el tratamiento con 0,60 g/L de ajo es diferente al tratamiento, siendo la cantidad
de Vibrios menor en el tratamiento de 0,60 g/L que en el tratamiento control lo que sugiere
que el ajo adn tiene un efecto bactericida sobre los Vibrios del agua, a diferencia de los
tratamientos con las concentraciones de 0,30 g/L y 0,15 g/L donde ya no tiene un efecto
bactericida sobre los Vibrios del agua.

Graéfico 3 Efecto de las concentraciones de ajo en la cantidad de Vibrios del agua a 8
horas de aplicados los tratamientos.

Cantidad de Vibrios (UFCIml) a 8 horas de aplicados los tratamientos.

[
10.000

8.000
6.000

4.000

Vibrios (UFCIml)

2.000

060alL 030alL 0,15alL 0 glL (testigo)

Concentraciones de ajo
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El grafico 4 muestra que a 12 horas de aplicado los tratamientos, no existe diferencias
estadisticas significativas entre tratamientos, pero por medio del grafico podemos notar
que el tratamiento 0,60 g/L tiene una menor cantidad de Vibrios que el testigo lo que
sugiere que el tratamiento tiene efecto bactericida efectivo contra los Vibrios a diferencia
del resto de tratamientos con menor concentracion de ajo que no controld la propagacion

de los Vibrios en el agua.

Grafico 4 Efecto de las concentraciones de ajo en la cantidad de Vibrios del agua
a 12 horas de aplicados los tratamientos.

Cantidad de Vibrios (UFCIml) a 12 horas de aplicados los tratamientos.

80.000 a

60.000

40.000

Vibrios (UFCIml)

20.000

0,60 g/l 030glL 0154/l 0 glL (testigo)

Concentraciones de ajo

A 24 horas de aplicados los tratamientos, existen diferencias estadisticas significativas
entre tratamientos, diferenciandose el tratamiento con 0,60 g/L del resto de tratamientos.
Se puede evidenciar que el ajo a 24 horas ya no tiene efecto bactericida en las poblaciones
de Vibrios del agua (Grafico 5).
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Gréfico 5 Efecto de las concentraciones de ajo en la cantidad de Vibrios del agua
a 24 horas de aplicados los tratamientos.

Cantidad de vibrios (UFCImI) a 24 horas de aplicados los tratamientos

250.000

200.000

150.000

Vibrios (UFCIml)

100.000

50.000

a
1.367

0,60 glL 030glL 015glL 0 glL (testigo)

Concentraciones de ajo

A 48 horas de aplicado el ajo, existen diferencias significativas entre tratamientos las
letras a y b denotan las diferencias estadisticas encontradas. En el grafico se puede

evidenciar que el ajo 48 horas después de aplicado al agua no tiene un efecto bactericida
en los Vibrios del agua (Grafico 6).

Gréfico 6 Efecto de las concentraciones de ajo en la cantidad de Vibrios del agua
a 48 horas de aplicados los tratamientos.

Cantidad de Vibrios (UFC/ml) a 48 horas de aplicado los tratamientos

500.000
400.000
300.000

200.000

Vibrios (UFCImI)

100.000

b b
.
0,60 g/l 030 glL 0,15 g/l 0 g/l (testigo)

Concentraciones de ajo
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Concentracion mas eficiente en el control de Vibrios.

Para evaluar la concentracion del extracto de ajo en los Vibrios mas eficiente se realizo
un grafico donde se muestra el comportamiento de los Vibrios en cada tratamiento en los

momentos de muestreo.

Grafico 7 Cantidad de vibrios en los momentos de muestreo

Cantidad de vibrios (UFCImI) en los momentos de muestro

500000 Concentraciones
de ajo

=060 g/l

~ —0,30 g/L

400000 ===0,15 g/L

=0 g/L (testigo)

300000

200000

Vibrios (UFCiml)

100000

4 horas 8 horas 12 horas 24 horas 48 horas

Momento del muestreo

En el grafico 7 compara los 4 tratamientos para evaluar cual es la concentracion de ajo
que puede controlar las poblaciones de Vibrios en cada momento de muestreo, donde
podemos observar como el tratamiento de 0,60g/L de ajo, logra controlar las poblaciones
de Vibrios hasta las 12 horas de aplicacion. Ademas también podemos observar que las
concentraciones de 0,30 g/L y 0,15 g/L de ajo tuvieron un efecto bactericida contra

Vibrios solamente hasta 4 horas de aplicado los tratamientos en el agua.

Influencia del ajo en el pH

Para analizar si existe una influencia de aplicacion del ajo en el pH del agua, se realizd la
prueba ANOVA unifactorial con un nivel de significancia del 5%, la tabla 3 demuestra
que existen diferencias estadisticas significativas en los momentos de muestreo de 24

horas y 48 horas.
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Tabla 5 Prueba paramétrica ANOVA unifactorial intergrupos

ANOVA
pH del agua
Suma de Media
Momento del muestreo cuadrados gl cuadratica F Sig.
4 horas Entre grupos 041 3 014 1,199 370
Dentro de grupos ,092 8 011
Total 133 11
8 horas Entre grupos 137 3 046 877 492
Dentro de grupos 416 8 052
Total 553 11
12 horas Entre grupos ,006 3 ,002 853 503
Dentro de grupos ,018 8 002
Total ,023 11
24 horas Entre grupos 016 3 ,005 3,086 050
Dentro de grupos ,014 8 002
Total ,030 11
48 horas Entre grupos ,023 3 ,008 16,957 ,001
Dentro de grupos ,004 8 ,000
Total 026 11

Los graficos 8, 9, 10, 11, 12 de muestran los valores de pH del agua en cada momento de

muestreo, a pesar de haber diferencias estadisticas significativas en los momentos de

muestreo 24 y 48 horas, no son numéricamente diferentes considerables como para aludir

una influencia de las concentraciones de ajo utilizadas sobre el pH del agua.

Gréfico 8 Valores de pH del agua a 4 horas de aplicacion de los tratamientos.

10,00

8,00

6,00

pH del agua

400

2,00

0,00

pH del agua a 4 horas de aplicados los tratamientos

060al 0300l 0150l 0 glL (testigo)

Concentraciones de ajo
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Gréfico 9 Valores de pH del agua a 8 horas de aplicacion de los tratamientos.

10,00

8,00

6,00

pH del agua

4,00

2,00

0,00

pH del agua a 8 horas de aplicados los tratamientos

0.60alL 030glL 015glL 0 glL (testigo)

Concentraciones de ajo

Gréfico 10 Valores de pH del agua a 12 horas de aplicacion de los tratamientos.

10,00

8,00

6,00

pH del agua

400

2,00

0,00

pH del agua a 12 horas de aplicado el ajo

060alL 030glL 0,15alL 0 g/L (testigo)

Concentraciones de ajo

Gréfico 11 Valores de pH del agua a 24 horas de aplicacion de los tratamientos.
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pH del agua a 24 horas de aplicado el ajo

10,00

8,00

6,00

pH del agua

4,00

2,00

0,00
0,60 glL 030glL 015g/lL 0 gll (testigo)

Concentraciones de ajo

Grafico 12 Valores de pH del agua a 48 horas de aplicacion de los tratamientos.

pH del agua a 48 horas de aplicados los tratamientos

10,00

8,00

6,00

pH del agua

4,00

2,00

0,00

0,60 glL 030glL 0,15g/L 0 g/L (testigo)

Concentraciones de ajo

Desde un enfoque general, el grafico 13 muestra el comportamiento del pH en los
tratamientos en la linea de tiempo de muestreo durante toda la experimentacion, donde se
presenta una misma dinamica de variabilidad del pH en el tiempo en todos los
tratamientos, mas no una variabilidad en funcion de las concentraciones de ajo aplicadas,

por lo que no se le atribuye al ajo la dindmica de pH del agua conforme avanzan las horas.
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Gréfico 13 pH del agua en los momentos de muestreo

Comportamiento del pH del agua en cada tratamiento

Concentraciones
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Relacion del pH en las concentraciones de Vibrios.

Para determinar la relacién del pH en las concentraciones de Vibrios, se utilizé prueba de

correlacion y grafico de dispersion.

El grafico 14 muestra dispersion de los Vibrios en diferentes valores de pH del agua en
el tratamiento testigo, este grafico nos da una real influencia del pH sobre los Vibrios ya
que no interviene el ajo en la variable de Vibrios. El coeficiente de determinacidn nos
dice que no existe una correlacion entre los rangos de pH de agua obtenidos durante el
experimento y la concentracién de Vibrios, sino que existe un crecimiento normal

generalizado en el rango de pH de 8 - 9,2.

- 49 -



Graéfico 14 Relacion del pH con la cantidad de Vibrios del agua en la concentracion de 0
g/L de ajo.
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6. DISCUSION

En los ultimos afios se ha visto afectado el sector camaronero por microorganismos en
los cultivos, que ha llevado a grandes pérdidas, es por ello que, con el fin de frenar este
dafio, se ha utilizado antibidticos farmacéuticos de manera alarmante ocasionando gran
resistencia bacteriana, es ahi, donde nace la idea de administrar productos naturales que
eviten tanto dafo, que contengan efecto antibacteriano como lo es el ajo, ademas de ser
un producto econdmico y de facil alcance. Para conseguir una desaceleren en el
crecimiento de Vibrios, ya que, se considera clasicamente como la causa de perdidas
graves asociadas con su invasion al cultivo (Novriadi 2016).

Es por ello que en esta investigacion se ha logrado determinar el efecto bactericida que
presenta el ajo y la duracion del mismo. Asi como, la influencia del ajo sobre el pH y su

relacion con la concentracion de vibrios.

El ajo (Allium sativum) posee una parte liposoluble llamada aleina y otra hidrosolubre
Ilamada alicina, lo que ejerce efecto antimicrobiano contra bacterias Gram negativas y
Gran positivas (Petropoulos, y otros 2018). Es asi que en esta investigacion se ha logrado

confirmar el efecto bactericida en un tiempo de hasta 12 horas posterior a su inoculacion.

En la presente investigacion, el muestreo a 4 horas de exposicion de las concentraciones
de ajo aplicadas de 0,60, 0,30, 0,15 g/L muestran las poblaciones bacterianas presentes
de 300, 2033 y 2300 ufc/ml respectivamente en comparacion con 3500 ufc/ml del
tratamiento testigo evidenciando el efecto bactericida del ajo en los Vibrios, a 8 horas. La
concentracion 0,60 g/L continua con el efecto bactericida, obteniendo 1100 ufc/ml frente
a 2600 ufc/ml del testigo; a 12 horas la concentracion de 0,60 g/L continta presentando
efecto reductor en la carga bacteriana, obteniendo 1700 ufc/ml frente a 6100 ufc/ml del
testigo. Peros a partir de las 24 horas el ajo pierde el efecto bactericida sobre los Vibrios.
(Ankri y Mirelman 1999) explica que el efecto bactericida, del ajo se debe principalmente
a la accion de la alicina sobre los grupos tioles presentes en las proteinas de las
membranas y en las enzimas que intervienen en los procesos fisioldgicos de los
microorganismos. Ademas, sobre el tiempo de estabilidad de la Alicina, (Cordova 2019)
menciona que la media promedio en agua 4 dias, en etanol o acetonitrilo 24 horas, en éter

3 horas, en hexano 2 horas y en ausencia de solventes 16 horas.
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En su investigacion (Rodriguez 2019) menciona que al introducir ajo se logra la
resistencia a la presencia de Vibrios, al igual que de varias hiervas medicinales con efecto
bactericida contra patdgenos del camaron, logrando asi un cultivo exitoso. Ademas
(Gomez, y otros 2019) comprueba el efecto entre varias especies medicinales, dando un
mejor crecimiento de camaron. (Ramirez, Castro y Martinez 2019) menciona que la parte
Ilamada Aliina, cumple con su funcidn de bactericida, dependiendo de la dosis y el tiempo
posterior a su aplicacion; ademas que el componente bioldgico principal activo del ajo es

la alicina.

Sin embargo, se plantea que el aumento de la carga de Vibrios en cada uno de los
tratamientos después de terminado el efecto bactericida del ajo se debe al patron de
crecimiento de las mismas bacterias, ya que no existe una mitigacion completa de los
Vibrios, posiblemente los remanentes del extracto de ajo representa un aporte de
macronutrientes que implica una fuente de nutrientes para su proliferacion ya que segun
la teoria de ecologia microbiana nos indica que las células prolongan un ambiente rico
en nutrientes, (Schryver y Vadstein 2019) menciona que en un ambiente rico en nutrientes
por célula, de poca competencia y con variaciones frecuentes va a ser dominado por
bacterias con gran capacidad para aprovechar nutrientes e incrementar el tamafio de la
poblacién, conocidos como r-estrategas oportunistas de veloz crecimiento como lo son
los Vibrios. También (Chandrakala y Priya 2017) menciona que otros factores
importantes que determinan la proliferacion de Vibrios que invade al cultivo de camardn,
son los factores ambientales ya que desencadenan multiplicacion de bacterias superando

niveles los niveles tolerados o por penetracion bacteriana de las barreras del huésped.

En este estudio no se encontr6 una correlacién marcada entre el pH y el crecimiento de
los Vibrios en el agua, ya que los valores de pH durante el experimento estuvieron dentro
de los rangos descritos como 6ptimos para el crecimiento de bacterias del género Vibrio
como menciona (lglesias, y otros 2020) que un rango de tolerancia de los Vibrios al pH
de 5 a 10, presentando un mayor crecimiento en un pH de 7 a 8 y presentando sensibilidad
a pH acido, segun la investigacion si se evidencia un mayor crecimiento con pH inicial
de 9, y en los ensayos donde se cultivd a pH iniciales de 2, 3 y 5 no se evidencia

crecimiento de Vibrios.

Esta investigacion demostré que las concentraciones de ajo utilizadas en el experimento

no tuvieron una influencia significativa en el pH del agua y que las variaciones de pH a
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través de los momentos de muestreo presentaron una misma dindmica en todos los
tratamientos lo cual denota que no existe una influencia de las concentraciones de ajo
aplicadas en el pH del agua. Lo que resulta beneficioso porque que no genera cambios
fisico-quimicos del agua, ya que como menciona (Boyd 2001) el pH puede afectar
directamente el metabolismo y otros procesos fisiologicos de los animales acuéticos,
ademéas puede generar estrés, asi aumentando la susceptibilidad de los organismos

acuaticos a enfermedades.

Ademas, (Wayne 2019), en su estudio menciona que el pH en un cultivo de camaron
varia diariamente, debido principalmente al diéxido de carbono que emiten los
camarones, que, al entrar en contacto con el agua, se acidifica, es asi que durante el dia el
pH aumenta debido al fitoplancton y demaés plantas acuaticas que eliminan CO2 en el
transcurso de la fotosintesis y en la noche disminuye por la respiracion y generacion de
CO2 por demas organismos. Lo que determina que las fluctuaciones y cambios presentes

en el pH debido a procesos naturales propios de los organismos acuaticos.

Por lo tanto, es de suma importancia encontrar una estrategia que logre el control de
bacterias oportunistas en el cultivo de camarén que ademas eviten la resistencia
bacteriana como lo es uso de extractos naturales. Es por ello que mediante una gestion
rigurosa del agua y tratamientos profilacticos se puede evitar la proliferacion de Vibrios

en el agua de cultivo ademas de reducir estrés en los camarones.

-53-



7. CONCLUSIONES

Los analisis microbioldgicos demostraron que el ajo si tiene efecto bactericida sobre
los Vibrios, en todas las concentraciones de ajo aplicadas (0,60 g/L, 0,30 g/L y 0,15
g/L) a 4 horas de exposicién del ajo al agua hubo reduccién de la concentracion de
Vibrios con respecto al testigo. A 8 y 12 horas de exposicion del ajo en el agua, solo
el tratamiento con 0,60 g/L continta controlando las poblaciones de Vibrios a 24 y
48 horas, que los componentes activos del ajo pierden su efecto controlando el
crecimiento de los Vibrios.

La concentracion de 0,60 g/L de ajo tiene mayor eficacia en el control de la carga
de Vibrios, logrando reducir la poblacién de Vibrios en un 91% con referencia al
tratamiento control en las primeras 4 horas y su mecanismo de accion contra
bacterias Vibrios se expande hasta 12 horas.

Las concentraciones de ajo utilizadas no influyen en el pH del agua.

Finalmente, la aplicabilidad del ajo como bactericida en los cultivos frente a los
Vibrios esta limitada por su corto tiempo de accion frente a las bacterias, es asi que
se abre la puerta para mas estudios sobre el andlisis de la interaccion del extracto del

ajo con camarones u otros organismos de cultivo.
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8. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar mas estudios con concentraciones de ajo mayores a las
aplicadas en este experimento.
Promover mas investigaciones sobre la incidencia de otros pardmetros fisicos

quimicos del agua en la accion del ajo sobre los Vibrios.
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10. ANEXOS

Anexo 1. Toma de 1 ml de agua para hacer diluciones

Anexo 2. Siembra en placa
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Anexo 3. Conteo de colonias

Anexo 4. Placas sembradas de los diferentes muestreos
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