Revista Ciencia UNEMI
Vol. 14, N° 35, Enero-Abril 2021, pp. 01 - 09
ISSN 1390-4272 Impreso
ISSN 2528-7737 Electronico

Evaluacion del extracto de Semillas Citrus paradisi
para inhibicion de Vibrio parahaemolyticus en
Litopenaeus vannameli.

Stephanie, Ahiazco-Sanchez'; Francisco, Pozo-Miranda?*
Resumen

Los cultivos larvales de Litopenaeus vannamei presentan altas mortalidades porla presencia del patogeno Vibrio parahaemolyticus,
siendo combatido con antibidticos, lo que genera presion de seleccion y resistencia bacteriana. Por lo que se evalu) el extracto en
testas de Citrus paradisi para inhibir la proliferacion de V. parahaemolyticus y mejorar la supervivencia de L. vannamet, realizado
en la Pontificia Universidad Catolica del Ecuador Sede Manabi, durante octubre y diciembre 2019. Por ello, se realizaron ensayos de
concentracién minima inhibitoria CMI, movilidad, crecimiento, biopelicula y toxicidad realizadas con postlarvas de L. vannamei.
Los resultados demuestran inhibicion del crecimiento bacteriano a diferentes concentraciones; la actividad en CMI se observo a 43
mg/ ml de extracto; para el ensayo de movilidad, biopelicula y crecimiento bacteriano la inhibicion resulta a 5,3 mg/ml. El ensayo
de toxicidad determina que sometidas a concentraciones de 0,08-0,325 mg/ml mantienen una supervivencia del 60%, pero en
concentraciones de 0,650 mg/ml la supervivencia disminuye a 33%, comprobandose que concentraciones altas son mas toxicas
para las postlarvas. Se concluye que, en concentraciones elevadas, el extracto de C. paradisi inhibe la proliferacion bacteriana del
patogeno V. parahaemolyticus, siendo recomendable su uso como desinfectante en instalaciones para el cultivo larvario de L.
vannamei.
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Evaluation of the of the extract of seeds Citrus
paradisi for inhibition of Vibrio parahaemolyticus in

Litopenaeus vannamei.
Abstract

This quantitative research study assessed the potential of Citrus paradisi seed extract to inhibit the proliferation of Vibrio para-
haemolyticus and improve the survival of Litopenaeus vannamei in vitro. Farming of white shrimp L. vannamei has high mortality
rates because of the presence of the pathogenic V. parahaemolyticus, which is treated with antibiotics, and this produces selection
pressure and antibiotic resistance. Accordingly, this research was carried out in the microbiology laboratory at Pontificia Uni-
versidad Catolica del Ecuador, Manabi from October through December 2019. There were conducted some assays of minimum
inhibitory concentration —-MIC— Test, motility, growth, biofilm, and toxicity with L. vannamei postlarvae. The findings reveal that
there is inhibition of bacterial growth in the assays at different concentrations; the activity in MIC is seen in 43 mg/ml of extract,
and in the motility assay the inhibition corresponds to 2,6 mg/ml. In bacterial growth assays, concentrations of 5,3 mg/ml cause
inhibition, whereas in biofilms inhibition occurs at 2,6 mg/ml. By working to improve survival of larvae, toxicity testing show that
when they are subjected to concentrations ranging from 0,08 to 0,325 mg/ml, they have larval survival up to 60%, but with concen-
trations of 0,650 mg/ml, larval survival decreases by 33%; this determines that higher concentrations are more toxic for postlarvae.
It is concluded that high concentrations of C. paradisi seed extract do inhibit bacterial proliferation of V. parahaemolyticus, and it
is recommended as a disinfectant in facilities of L. vannamei larval farming.
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I. INTRODUCCION

En Ecuador, la economia es influenciada por el
sector acuicola (Ochoa, Campoverde, & Santacruz-
Reyes, 2017) debido a los ingresos de divisas
por exportaciéon, generando 506000 toneladas
métricas de camarén representando 3234 millones
de dolares al mercado internacional (CNA, 2019)
siendo Litopenaeus vannamei una de las especies
més producidas en el Ecuador (FAO, 2020),
aportando ademas con alimentos proteicos y
fuentes de trabajo para el pais (Carchipulla, 2018).

Actualmente la produccion de camardn esti
siendo afectada por la incidencia de bacterias
patbégenas principalmente del género Vibrio, que
afecta la salud de larvas y juveniles, siendo un
factor limitante en el desarrollo del cultivo (Ochoa
etal.,2017). Estabacteria halofilica Gram-negativa
pertenece a la familia Vibrionacea (Freitas, Glatter,
& Ringgaard, 2019). Causante de grandes pérdidas
de produccion de camaro6n en China en el ano 2009,
propagandose a Vietnam (2010), Malasia (2011),
Tailandia y Filipinas (2012) (Saavedra-Olivos et al.,
2018), detectandose en el 2013 en Centroamérica y
Suramérica (Mejias, 2018), asociada al sindrome
de mortalidad temprana (EMS, por sus siglas en
inglés), debido a la presencia de un plasmido que
posee los genes PirA y PirB, que producen toxinas
que causan la necrosis aguda en el hepatopancreas
(Restrepo et al., 2018), y consecuentemente la
mortalidad del 100% del cultivo larval (Redrovan,
2017).

Para controlar esta enfermedad caracterizada
por la aguda del hepatopancreas
(AHPND, por sus siglas en inglés) en cultivos
larvales, los acuicultores utilizan antibibticos
como: oxitetraciclina, enrofloxacina y florfenicol,

necrosis

manipulados sin criterio técnico ocasionan un
impacto ambiental negativo, ya que sus residuos se
acumulan en el fondo de los estanques. Expulsado
por medio de la excreta de los camarones, ademas
de provocar resistencia bacteriana (Varela Mejias
& Alfaro Mora, 2018).

Una alternativa amigable con el ambiente
es el uso de extractos de plantas, las cuales
poseen la capacidad de disminuir la propagaciéon
bacteriana en Vibrio sp., gracias a su composicion
de flavonoides (Ochoa et al., 2017). A su vez se ha
reportado que el extracto de la semilla de toronja
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Citrus paradisi, combate una alta variedad de
hongos y bacterias patégenas (Maldonado, 2017)
debido a la presencia de polifenoles y flavonoides
(Oroya, 2016). Con base en lo mencionado es
importante realizar esta investigaciéon para dar a
conocer una alternativa amigable con el ambiente
que contrarreste la propagaciéon bacteriana en
cultivos larvales. El presente trabajo tuvo como
finalidad evaluar las propiedades del extracto de
testas de Citrus paradisi, sobre el patégeno V.
parahaemolyticus en cultivos in vitro.

II. METODOLOGIA
Obtencidén de bacterias
Se obtuvieron cinco individuos Litopenaeus
vannamei de una piscina afectada por vibriosis,
de la camaronera Dufer ubicada en San Vicente
Km 5 via Chone sector La Polvosa, Manabi con
coordenadas 0°37°07” Lat. S, 80°23°35” Long. O.
De cada organismo se extrajo el hepatopancreas,
y macer6 por separado, diluyéndose en 1,0 ml
de agua estéril en un tubo eppendorff (1.5 ml).
Posteriormente se sembro en 100 pl en agar TCBS,
e incub6 por 24 h a 29,0+1,0°C.

Obtencion del extracto de la testa Citrus
paradisi

Las semillas de Citrus paradisi fueron pre
secadas al ambiente, luego se obtuvo la testa para
su secado completo en estufa a 80+1°C. Una vez
seca la testa se dej6 en etanol (96%) para que
actiie como solvente de extraccion durante 24
h en una plataforma de agitacion (Heidolh). Se
procedi6 a filtrar y el sobrenadante se coloco en el
rotavapor 30+1°C a 3 rpm. Se recupero6 el 4% del
volumen de trabajo. Este se coloc6 en un recipiente
ambar estéril que no permiti6 el paso de la luz. A
continuacién, se cerr6 herméticamente y congeld
hasta su uso.

Reactivacion de la cepa bacteriana

De las cepas extraidas de V. parahaeolyticus se
tomaron las colonias por medio de un asa de vidrio
y se inocul6 en medio de Peptona (Acumedia LAB)
en tubos de ensayo estériles. Se incub6 hasta que el
crecimiento fue equivalente a una turbidez de 0,1
de densidad o6ptica (DO).



Concentracion minima inhibitoria CMI
Para la determinaciéon de la CMI, en agua de
peptona (Acumedia LAB) se prepararon diluciones
del extracto de Citrus paradisi a concentraciones
de 6%=5,3 mg/ml, 12,5%= 10,7 mg/ml, 25% = 21,5
mg/ml y 50% = 43 mg/ml, y se distribuyeron en
discos de papel filtro de 6 mm de didmetro en forma
seriada en medio de cultivo LB en cajas Petri. Como
control se utilizaron discos de 6 mm de didmetro
de oxitetraciclina. Con un hisopo se inocul6 por
barrido, una suspension bacteriana de 0,1% de
densidad o6ptica medida en el espectrofotometro
(Spectroquant ® NOVA60) a 600 nm de longitud
de onda (DO, = 0,1) y se incub6 por 24 h a
29+1°C. Los anélisis se realizaron con 5 réplicas
por concentracion de acuerdo a Pardo., Monsalve.,
(2017).
efectivas para
disminuir el crecimiento bacteriano se determind
la CMI, acorde a las categorias resistente (R < 14,0
mm), intermedio (I de 15,0 a 18,0 mm) y sensible
(S > 19,0 mm).

Erira., Espinosa., & Jaramillo., Para

establecer las concentraciones

Ensayos de motilidad

Se prepararon las diferentes soluciones del
extractode C. paradisi paraobtener en cajas de Petri
con agar LB al 0,5% y NaCl al 2%. Se distribuyeron
alicuotas de 5 pl de cultivo bacteriano de DO, =
1,0 en placas de agar LB. Se incub6 durante 24 h
a 30£1°C y se midi6 el halo de movilidad (Yang et
al., 2017).

Cada tratamiento tuvo concentraciones de 10,7
mg/ml (12,5%), 5,3 mg/ml (6%) y 2,6 mg/ml (3%).
Se emplearon 5 réplicas por tratamiento.

Ensayos de crecimiento bacteriano

Para los ensayos de crecimiento bacteriano, se
cultivd V. parahaemolyticus por 24 h en medio
nutritivo Agua de Peptona (Acumedia LAB) a
una DO, = 0,1 con extracto y sin extracto de C.
paradisi. Las concentraciones de extractos fueron:
10,7 mg/ml (12,5%), 5,3 mg/ml (6%), 2,6 mg/ml
(3%). Los cultivos se desarrollaron en volimenes
de 2 ml en celdas de vidrio a 29+1° C tapados
con algodon estéril durante 24 h, y la turbidez se
cuantificé cada 8 h a 600 nm por espetrofometria
(Spectroquant ® NOVA60). Se determinaron las
curvas de crecimiento de cada cultivo, empleando
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5 réplicas para cada uno.

Biopelicula

Se usaron celdas de vidrio para lectura
espectrofotometria (Merck), se adicionaron medio
LB (2 ml) y los extractos de cada tratamiento:
10,7 mg/ml (12,5%), 5,3 mg/ml (6%), 2,6 mg/ml
(3%). Se distribuy6 alicuotas (100 pl) de cultivos
de V. parahaemolyticus (DO, = 0,1) y se incubd
por 24 h a 30+1°C. Los tubos se lavaron dos veces
con tampén de fosfato salino (PBS). Se agregd
etanol (1000 pl) por 20 min, se eliminé el etanol
y se visualizé con 150 pl de cristal violeta (1,0%)
durante 15 min. Posteriormente, se eliminé el
exceso de cristal violeta mediante dos lavados
con PBS, se agreg6 etanol (1000 pl) y se realizo la
lectura a DO 440 nm (Lee, Cho, & Lee, 2011). Se
emplearon 5 réplicas por tratamiento.

Analisis de toxicidad del extracto sobre
postlarvas

En la evaluacion de toxicidad se usaron 20
poslarvas pl8 de camarén L. vannamei por
cada recipiente plastico (150 ml), las cuales se
sometieron a 4 concentraciones de extractos que
mostraron efectividad en pruebas in vitro: 0,080
mg/ml (0,09%), 0,160 mg/ml (0,18%), 0,325 mg/
ml (0,37%) y 0,650 mg/ml (0,75%). Se usaron 3
réplicas. El anélisis dur6 24 h.

Analisis estadistico

Se evalu6 la normalidad y homocedasticidad
de las varianzas de los datos a los anélisis de
movilidad, toxicidad y sensibilidad CMI mediante
la prueba de Shapiro Wilks y Levene (a = 0,05).
Comprobada la normalidad de los datos se
evaluaron las diferencias significativas a los
tratamientos de cada prueba mediante anélisis de
varianza de una via (a =0,05) y la prueba de Tukey
(a = 0,05), para la prueba de toxicidad se evalu6
por Kruskal-Wallis y Mann-Whiney. El software
usado para el analisis estadistico fue Infostat
version 2017.

III. RESULTADOS
Concentracién Minima Inhibitoria CMI

Se  determind bacteria V.
parahaemolyticus muestra efecto significativo

que la
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(F = 8,25; Tukey p < 0,05) de sensibilidad a
concentraciones superiores a 43,0 mg/ml, siendo
esta la CMI del extracto de Citrus paradisi,;
mientras que a las otras concentraciones no mostrd
sensibilidad. La CMI de 43,0 mg/ml provoc6é un

50,00
45,00
40,00

Halo de inhibicién (mm)

halo de inhibicién de 33,3+2 mm de diametro
mientras que el control con Oxitetraciclina 46,0+3
mm. Aunque los tamafos de halo del extracto y el
control difieren, son consideradas sensibles para la
inhibicion del creciente bacteriano (figura 1).
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Figura 1. Andlisis de Concentracion minima inhibitoria CMI de extractos de Citrus
paradisi. Control Oxitetraciclina (30 pg/ml), barras verticales = desviacién estandar,
letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05).

Ensayos de motilidad

El analisis del efecto del extracto mediante la
movilidad de la cepa de Vibrios parahaemolitycus,
mostrd inhibicion significativa (F = 182,15; Tukey
p < 0,05) de movilidad de la colonia sobre el
medio de cultivo LB (0,5% agar) en cada una de

las concentraciones evaluadas (10,7; 5,3 y 2,6 mg/
ml) respecto al control. En el tratamiento control si
present6 movilidad, formando un halo de 6,6+1,3
mm de diametro (ver Imagen 1). Lo que demuestra
que el extracto fue clave, para evitar la movilidad
de la colonia en el medio de cultivo.

Imagen 1. Halos de movilidad de colonia de Vibrios parahaemolitycus, en medio de
cultivo semisolido LB suplementado con 0,5% de Agar. Linea color rojo indica tamafio
del halo de movilidad del tratamiento control negativo (sin extracto). a) control
negativo, b) tratamiento 5,3 mg/ml de extracto de Citrus paradisi.

Ensayos de crecimiento bacteriano

El ensayo de crecimiento bacteriano se realiz6
durante 24 h de cultivo y su cuantificaciéon fue
mediante la mediciéon de la densidad optica por
espectrofotometria, se observd que concentraciones
evaluadas de Citrus paradisi de 10,7 y 5,3 mg/ml
fueron efectivas para controlar la proliferaciéon
bacteriana durante de 24 h, mientras que
concentracion de 2,6 mg/ml mantuvo inhibici6on
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bacteriana hasta las 16 h de exposicion al extracto,
posterior a ello (24 h) el crecimiento bacteriano
increment6 significativamente (F = 0,78; Tukey
p < 0,05) a una DO, . de 0,800. El control (sin
extracto) se observdé un crecimiento bacteriano
normal en el trascurso del tiempo de evaluacion,
observandose claramente las fases de crecimiento
latencia y exponencial como se muestra en la figura
2 (Fischer et al., 1995; Vivien et al., 2017).
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Figura 2. Andlisis de crecimiento bacteriano expuestos a extractos de Citrus paradisi.

Control negativo sin extracto (O

/ml), barras verticales = desviacion estandar,

asteriscos indican d| erencias significativas (p < 0,05).

Biopelicula

Se determind la capacidad de formaciéon y
adherenciadebiopeliculabajoexposicional extracto
de Citrus paradisi durante 24 h, encontrdndose
que todas las concentraciones evaluadas (10,7y 5,3
y 2,6 mg/ml) provocaron que V. parahaemolitycus

disminuya significativamente (F = 7,26; Tukey <
0,05) la capacidad de formacién de biopelicula
(DO600 promedio 0,08+0,01) respecto al control
(DO,,, = 0,16+0,09), evidenciando la efectividad
del extracto inhibir este factor de virulencia
bacteriana (ver figura 3).
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Figura 3. Andlisis de la formacion de biopelicula por V. parahaemolitycus. Control
negativo sin extracto (0 ug/ml), barras verticales = desviacién estandar, asteriscos
indica diferencias significativas (p<0,05).

Analisis de toxicidad y ensayo en larvas de
L. vannamei

Al evaluar la toxicidad en el organismo de
cultivo, se observo efectos toxicos con mortalidad
del 70% de las postlarvas de L. vannamei a
concentraciones de 0,080; 0,160; 0,325 mg/ml
durante 24 h de evaluacion (ver figura 4), mientras

que la concentraciéon 0,650 mg/ml se muestran
altamente toxicas, provocando la mortalidad del
60% de las larvas evaluadas. Estas presentaron
dafios en las branquias y disminuyendo la
supervivencia de las postlarvas. Esto muestra alta
toxicidad del extracto en larvas durante el desafio
afectando la supervivencia de larvas de camaron,
lo cual dificulta su uso en cultivos.
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Figura 4. Andlisis de toxicidad de extractos de Citrus paradisi sobre postlarvas pl8 de
L. vannamei durante 24 h de ensayo. Valores absolutos.

IV. DISCUSION

La acuacultura de camarén es una industria
de gran importancia para el Ecuador, pero una
de sus etapas criticas es la larvicultura debido
a problemas bacterianos durante el desarrollo
del cultivo. En este estudio la sensibilidad de
V. parahaemolyticus fue evaluada mediante la
CMI del extracto etanodlico de C. paradisi que
present6 actividad antibacterial a 43,0 mg/
ml (50% de extracto) con un halo de inhibicién
33,3t2 mm de diametro. Resultados similares
han sido observados en otras bacterias patogenas
(Staphylococcus aureus y Streptococcus mutans),
pero a diferentes concentraciones de extractos
(25 y 50 % respectivamente) (Maldonado, 2017).
Citrus jambhir frente al patoégeno Pseudomona
aeruginosa, inhibe su proliferaciéon hasta un halo
de 9,66 mm de didmetro, mientras que, cepas
patogenas de Escherichia coli, Salmonella entérica
y Staphylococcus saprophyticu la inhibicién del
crecimiento es completamente nula frente a Citrus
jambhir (Vasquez & Mendosa., 2018).

Estudios con aceites esenciales  también
muestran actividad antibacteriana como es el
caso de Citrus reticulata (mandrarina), sobre
Bacillus subtilis a concentracion de 9% y 19%,
Listeria  monocytogenes 'y  Staphylococcus
aureus a concentraciones de 17% y 7% (Quispe &
Zambrano, 2017). Asi mismo, el aceite esencial de
Citrus sinensis (naranja dulce) presenta actividad
antibacteriana en rangos de 50% y 100% en
Staphylococcus epidermidis.

En el ensayo de movilidad se observo una
efectividad total (100%) de la inhibicién a todas
las concentraciones evaluadas 10,7 mg/ml (12,5%),
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5.3 mg/ml (6%) y 2,6 mg/ml (3%) durante 24
h, posiblemente la célula se vio afectada en su
fisiologia y su capacidad de formaciéon flagelar
para poder extender la colonia en presencia de
los extractos. Resultados similares se obtuvieron
en el ensayo de crecimiento celular de la bacteria,
excepto a la concentracion de 5 mg/ml (6%), la
cual solo sostuvo el crecimiento hasta las 12 h, y
a partir de las 16 h presenté un incremento en la
proliferacion celular. Resultados que difieren con lo
reportado para aceite esencial de C. paradisi, cuya
actividad antibacteriana es nula a concentraciones
bajas (0,25%, 0,50%, 0,75%) sobre patogenos
como: Escherichia coli, Pseudomona aeruginosas,
Salmonella typhi (Baquerizo., 2017). Esto podria
deberse a quela composicion fitoquimica del género
Citrus son sustancias volatiles, que disminuyen
su concentraciéon en el tratamiento y da como
resultado la disminucién del efecto antibacteriano
(Herrera., Garcia., & Delgado., 2019), mientras que
su actividad bactericida se deberia a la riqueza en
a-pineno, f-mirceno, limoneno, linalool (Alarcon,
Pajaro, & Méndez, 2017) polifendlicos incluidos
la naringina, flavanona y furanocumarinas como:
bergamotina, dihidrobergamottina (Osungunna.
& Onawunmi., 2016; (Salazar., 2019) Pardo. et al.,
2017; (Maldonado, 2017).

En biopelicula, la efectividad inhibitoria de
biopelicula durante las 24 h. Estos resultados se
muestran similares a los reportados por (Fratianni
et al., 2019), donde presenta la potencial capacidad
inhibitoria de formacién de biopelicula por parte
del extracto en la testa de Citrus bergamota,
sobre cepas: coli,
monocytogenes, Pectobacterium carotovorum,

las Escherichia Listeria



Pseudomonas aeruginosa, esto por presencia de
polifenoles en la testa.

En el ensayo de toxicidad, el extracto etandlico
de la testa de C. paradisi evaluada in vitro
present6 alta supervivencia de larvas L. vannamei
inferiores a 0,325 mg/ml
(0,037%), por el contrario, estudio realizado por
(Herrera. et al., 2019), observa superviviencia a
concentracion de 25% de aceites esenciales en
organismos gnobibticos (nauplios de Artemia).

a concentraciones

Esto muestra que el extracto etandlico de la testa
de C. paradisi es altamente antibacterial, pero su
toxicidad no permite su uso en cultivos acuicolas,
por lo tanto, solo seria factible como desinfectante
por un lapso corto de tiempo.

V. CONCLUSION

Se establece que los extractos de testa de C.
paradisi presentan propiedades importantes en
el control de vibriosis debido a su capacidad de
inhibir el crecimiento microbiano, requiriéndose
para su aplicacion una CMI de 43,0 mg/ml, siendo
alternativo al empleo de Oxitetraciclina. Ademaés,
su efecto comprobado en este estudio sobre la
motilidad y formacion de biopelicula bacteriana.

No es factible la aplicacion directa de los
extractos al medio de cultivo de las postlarvas
de L. vannamei debido a la alta toxicidad sobre
éstas a concentraciones mayores de 0,325 mg/ml
(0,037 %), por lo cual su empleo estaria sugerido
como desinfectante de instalaciones y utensilios de
cultivo.
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