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RESUMEN

El Tubifex tubifex comunmente conocido como “tubi”, pertenece a la Familia
Oligochaeta, es uno de los alimentos vivos con mayor demanda en el sector
acuicola, debido a su contenido proteico, aceptacion, tamafio, movimiento y cuerpo
blando. Es utilizado en la dieta de diferentes especies acuaticas de interés
comercial, ornamental y no convencional como es el caso del ajolote. Sin embargo,
se considera un vector de bacterias, hongos y parasitos, ya que habita de forma
natural en ambientes con alta contaminacion organica, bajas concentraciones de
oxigeno y se alimenta del detritus y de microorganismos. Algunos de los patdogenos
potenciales asociados a este anélido y que generan enfermedades son los
miembros de la familia Enterobacteriaceae. Los géneros con mayor incidencia son
enterobacterias de los géneros Salmonella, Shigella, Escherichia y Citrobacter. Es
por ello, que se buscan alternativas para su depuracion, como lo es el uso de los
aceites esenciales, en especial el Aceite Esencial de Naranja (AEN) el cual
presenta propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, ansioliticas y ha mostrado
efecto antimicrobiano. De acuerdo con lo anterior, el objetivo del presente estudio
fue evaluar el efecto del aceite esencial de naranja Citrus sp. en la supervivencia
del gusano de fango Tubifex tubifex y su actividad antimicrobiana en
enterobacterias. Para lo cual, se realizé la integracion y analisis de las bases de
datos generadas de pruebas in vivo con el gusano e in vitro de la concentracion
Minima Inhibitoria (CMI) del aceite esencial, pruebas de sensibilidad en cepas
bacterianas como E. coli, Salmonella sp, Shigella sp y Vibrios y pruebas in vivo de
la actividad bacteriana en Tubifex tubifex. Los resultados muestran, que la
supervivencia del gusano disminuyo con la incorporacion de diferentes dosis del
AEN conforme al tiempo de exposicion, ademas se identificaron presuntivamente
dos géneros bacterianos presentes en el T. tubifex (Salmonella sp, y Shigella sp,)
y tres especies (Escherichia coli, Vibrio parahaemolyticus y Vibrio Cholerae). En
cuanto a la CMI se observé inhibicién del crecimiento bacteriano a partir de la dosis
de 0.02%, mientras que en la prueba de sensibilidad no se observé inhibicién. Por
lo que es necesario realizar mas evaluaciones para conocer la dosis 6ptima y el
modo de accion en especifico del AEN en el gusano para que pueda ser utilizado
en la depuracion bacteriana del gusano.

Palabras clave: aceite esencial, antimicrobiano, enterobacterias, Tubifex tubifex.
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1 INTRODUCCION

El anélido Tubifex tubifex se encuentra en lodos fangosos de aguas con una
alta contaminacién orgénica, debido a esta caracteristica se le atribuye su nombre
comun “gusano de fango”’. Estos oligoquetos se alimentan principalmente de
bacterias y microalgas, entre otros microorganismos acuaticos, ademas de materia
organica en descomposicién (Rodriguez et al., 2001; Lunay Figueroa, 2007). Estos
hébitos propician que el gusano sea portador de una variedad de bacterias que
incluso podrian tener un potencial patogénico, sobre todo si se ofrece a organismos
acuaticos en cultivo. Dentro de la microbiota bacteriana del gusano se ha reportado
bacterias de las familias: Enterobacteriaceae, @ Pseudomonadaceae,
Aeromonadaceae, Vibronaceae y las especies Myxobolus cerebralis agente
infeccioso de salmonidos (Negrete et al., 2010) y Mycobacterium marinum (Nenoph
y Uhlemann, 2006). Estas bacterias patégenas son de alto riesgo en la acuicultura
y de importancia para la salud publica (Espinosa de los monteros y Labarta,1988;
Negrete et al., 2001; Blanco et al., 2004; Balbuena y Rios, 2011; Parrado et al.,
2014).

Tubifex constituiria una excelente alternativa de alimentacion en el
mantenimiento de especies acuaticas si no contara con patdgenos de alto riesgo
en su microbiota bacteriana, por sus caracteristicas tales como: movimiento,
contenido proteico, tamafio aceptable y cuerpo blando, las cuales son atractivas
para los organismos que lo consumen, ya que estimulan conductas predatorias
aun en cautiverio (Luna y Figueroa, 2007; Rodriguez et al., 2016). Unos de los
principales problemas de la acuicultura es el inadecuado control de la calidad del
agua, aumentando la susceptibilidad de los organismos acuaticos a contraer
alguna enfermedad y el uso ilimitado de antibiéticos en la prevencion y terapia de
las enfermedades infecciosas (Negrete et al., 2010). El uso indiscriminado de los

antibidticos ha facilitado la aparicion de cepas bacterianas multiresistentes, con

Licenciatura en Biologia 5 UAMX



Informe final de servicio social por Investigacion Missael Alejandro Barrdn Pineda

graves consecuencias ambientales y para la salud animal y humana. Es por eso,
gue se han desarrollado mudltiples alternativas biotecnoldgicas, preventivas y
tratamientos, tales como el uso de aceites esenciales como estrategias para
reducir el uso de antibidticos en los cultivos, ya sea para eliminar patbgenos o para
fortalecer el sistema inmune de los organismos cultivados (Diaz et al., 2012). Los
aceites esenciales obtenidos de las plantas mostraron tener propiedades
antimicrobianas, antioxidantes, antiparasitarias, antiinflamatorias, antidiarreicas y
antimicoticas. Asimismo, mejoran la conversion alimenticia, estimulan enzimas
digestivas y dan mejor sabor a los alimentos. Diversos estudios en diferentes
especies pecuarias demostraron sus beneficios para mejorar la digestibilidad,
conversion alimenticia y productividad de los animales, asi como su efecto
antioxidante y antiparasitario, que los hace una alternativa viable al uso de aditivos
y farmacos utilizados hasta ahora en la produccion animal (Martinez et al., 2015).
El aceite esencial de naranja presenta propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias, ansioliticas y ha mostrado efectividad antimicrobiana, para
controlar Escherichia coli, Salmonella spp. Mycobacterium tuberculosis y otras
Micobacterias no tuberculosas, presentando una mayor efectividad sobre bacterias
Gram positivas (Palazzolo et al., 2013). Con base en lo anterior, el presente estudio
tiene como objetivo evaluar el efecto del aceite esencial de naranja Citrus sp. en la

supervivencia del gusano de fango Tubifex tubifex y su actividad antimicrobiana.
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2 MARCO TEORICO
2.1 Habitat de Tubifex tubifex

Tubifex tubifex es una especie cosmopolita que habita ambientes
caracterizados por abundante material organico y sedimentos finos (<2 mm),
tolerante a temperaturas extremas y desecacion (Alexander, 2010). Se encuentra
en aguas dulces contaminadas con baja oxigenacion donde existe materia
organica en descomposicion, viven parcialmente enterrados en el fango,
mantienen una separacion de uno o dos milimetros entre cada individuo, de forma
gue en la superficie se observan manchas rojizas (Péerez, 2005). Aunque la alta
densidad y la abundancia relativa de T. tubifex son indicadores de habitats muy
contaminados, la especie también se ha observado en ambientes oligotroficos
(Kaeser y Sharpe, 2006).

2.2 Descripcion de la especie

Tubifex tubifex comunmente conocido como “tubi”, pertenece a la Familia
Oligochaete , la cual esta constituida por anélidos hermafroditas a los que también
se les llama “gusanos de fango”. Su ciclo de vida es de 50-57 dias a 24 + 1°C.
También se les suele llamar “gusanos de sangre” debido a su color rojo y al alto
contenido de hemoglobina en su sangre (Luna y Figueroa, 2007). En su estado
adulto mide aproximadamente de 1.5 a 5 cm de longitud con un grosor de 0.4 a 0.5
mm (Castro et al., 2003), su cuerpo esta dividido en subunidades denominadas
metameros, carecen de branquias. Una caracteristica fundamental de la clase
Oligoquetos es la ausencia de cabeza lo cual se observa en el T. tubifex ya que
ésta se encuentra una pequefia estructura con una boca como 6rgano principal

gue constituye el inicio del tubo digestivo (Pérez, 2005).
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2.3 Tubifex tubifex como alimento vivo

El alto contenido de nutrientes del alimento vivo favorece su empleo en las
especies cultivadas. En las primeras etapas del desarrollo de los individuos cubre
todas sus demandas nutricionales. Por ejemplo, Tubifex y Artemia, son dos
especies que se utilizan ampliamente con estas premisas, sobre todo en cultivos

de crustaceos y peces de ornato (Negrete et al., 2001).

El gusano de fango (Tubifex tubifex) es una buena opcién, como alimento vivo,
por las siguientes razones: a) el tiempo de generacion es corto en comparacion
con otros organismos (42 dias); b) se produce en una amplia gama de habitats; c)
tiene una alta fecundidad, de 92 a 340 huevos; y d) se reproduce dentro de un
intervalo de temperatura entre 0.5 - 30°C. Brinda un alto contenido proteico
satisfaciendo el requerimiento nutrimental de los animales acuaticos: 8.1% de
proteina cruda, (Negrete et al., 2010), 59% de proteina (Rodriguez et al., 2016),
50-55% de proteina (Herawati et al., 2016), 63.32% de proteina (Mollah y Siddik,
2015), por lo que es también una excelente opcion para los ajolotes (Ambystoma
Spp) ya que requieren de una dieta nutritiva para su 6ptimo crecimiento, reuniendo

las caracteristicas necesarias para la crianza (Rodriguez et al., 2016).

2.4 Microbiota en Tubifex

Debido a que Tubifex tubifex vive en ambientes ricos en materia organica, con
poco oxigeno, alimentados principalmente de residuos organicos en
descomposicién, su microbiota es diversa y presentan intervalos altos de
contaminaciéon bacteriana (Negrete et al.,, 2001). Son vectores y portadores de
bacterias de las familias: Enterobacteriaceae (Salmonella arizona, Salmonella spp,
Proteus rettgeri, Pantoea spp, Enterobacter agglomerans, Enterobacter sakazakii,
Escherichia coli, Pasteurella peumotropica, Citrobacter freundii, Klebsiella oxytoca
y Providencia spp) Pseudomonadaceae (P. cepacia), Aeromonadaceae (A.

hydrophila y A. Salmonicida) Vibronaceae (V. fluvialis, V. Cholerae y V.
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Algynolyticus) (Negrete et al., 2001, 2008), Myxobolidae (Myxobolus cerebralis)
(Negrete et al., 2010) y Mycobacteriacea (Mycobacterium marinum) (Nenoph y
Uhlemann, 2006) .

Estas bacterias patdgenas son de alto riesgo en la acuicultura y de importancia
para la salud publica (Espinosa de los monteros y Labarta,1988; Negrete et al.,
2001; Blanco et al., 2004; Balbuena y Rios, 2011; Parrado et al., 2014).

2.5 Escherichia coli

Escherichia coli es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo, de la familia
Enterobacteriaceae, no esporulado, mévil y con flagelos peritricos, de alrededor de
0.5 um de ancho por 3 um de largo, resisten a presiones osmoéticas ambientales
relativamente elevadas, mesofild, con un 6ptimo de desarrollo a la temperatura
corporal de los animales de sangre caliente (35 - 43 °C). Producen indol a partir de
triptéfano, no utilizan citrato como fuente de carbono y no producen acetoina.
Ademas, fermenta la glucosa y la lactosa con produccion de gas (Rodriguez,
2002). Usualmente se mantiene de forma inocua y confinado al lumen intestinal,
sin embargo, en huéspedes inmunosuprimidos o cuando las barreras
gastrointestinales son sobrepasadas las cepas de E. coli pueden producir
infecciones. Las infecciones debidas a clones de E. coli patogénicos pueden
limitarse a superficies mucosas o pueden diseminarse en todo el cuerpo. Dentro
de las infecciones mas frecuentes originadas por E. coli se encuentran las

enfermedades entéricas y diarreas (Margall et al., 1997).

2.6 Salmonella spp

El género Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae, son bacilos
Gram negativos, generalmente moviles por flagelos peritricos, anaerobios
facultativos y no esporulados. No fermentan la lactosa (excepto Salmonella

enterica subesp. arizonae y Salmonella enterica subesp. diarizonae), fermentan
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glucosa con produccién de gas (excepto Salmonella typhi), no producen indol, no
degradan la urea y decarboxilan la lisina y la ornitina (RENAPRA, 2021).

La salmonelosis es causada por una gran cantidad de especies de Salmonella.
Se caracteriza por los signos de septicemias y enteritis aguda que puede
convertirse en cronica. La enfermedad es vista en todos los animales y ocurre a
nivel mundial. Los animales son a la vez importantes como reservorios de la
infeccion humana, la cual es adquirida por via oral al ingerir bebidas y comidas
contaminadas, especialmente aves y huevos (Parra et al., 2002). Las salmonelas
son sensibles al calor, pueden sobrevivir en superficies como ceramica, vidrio y
acero inoxidable, pero son destruidas facilmente por los desinfectantes utilizados
en la industria alimentaria (ej: 200 ppm cloro) (RENAPRA, 2021).

2.7 Shigellaspp

El género Shigella pertenece a la Familia Enterobacteriaceae., son
microorganismos Gram negativos, no encapsulados, anaerobios facultativos,
inmoviles, oxidasa negativos, fermentadores de la glucosa. Con base en pruebas
bioquimicas y seroldgicas se reconocen 4 especies: Shigella dysenteriae (Shiga,
1898), Shigella flexneri (Flexner, 1900), Shigella boydii (Boyd, 1938) y Shigella
sonnei (Sonne, 1915). Todas las especies poseen capacidad patdgena, causando
enteritis invasora, su patogenicidad la lleva a cabo por la invasion de la mucosa
intestinal. Una vez que el individuo ingiere el microorganismo, éste debe fijarse al
intestino delgado (ileon o yeyuno) y multiplicarse. La transmision de este patdgeno
es principalmente por ruta fecal-oral directa o indirecta. La infeccién puede surgir
después de ingerir muy pocos microorganismos (de 10 a 100). Como resultado de
la contaminacion fecal directa puede ocurrir la transmision por el agua (Ramirez,
2001).
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2.8 Vibrio spp

Los vibrios son bacterias Gram negativas, pertenecientes a la familia
Vibrionaceae, son bacilos cortos, curvos, agrupados en parejas o en cadenas
cortas, moviles con flajelo polar, anaerobios facultativos, producen enfermedades
intra y extraintestinales (Llop et al., 2001). La especie mas importante de este
género es Vibrio cholerae (Gil Quintero, 2005); otras especies de vibrios patégenos
reportadas en la literatura y causantes de enfermedad son: V. alginolyticus, V.
anguillarum, V. campbellii, V. carchariae, V. damsella, V. fischeri, V. harveyi, V.
logei, V. mediterranii, V. nigripulchritudo, V. ordali, V. orientalis, V.
parahaemolyticus, V. pelagicus, V. penaeicida, V. splendidus y V. vulnificus
(Cuéllar, 2013). Se encuentran en la naturaleza y pueden persistir en el medio por
su capacidad de adherirse a la superficie de moluscos y crustaceos y su tolerancia
a altas concentraciones de sal. Su transmision es por la ingestion de agua y
alimentos contaminados, principalmente en las épocas célidas del afio. Su
patogénesis se basa principalmente en la presencia de motilidad, quimiotaxis,
formacion de biopeliculas, adhesinas y la produccién de la enterotoxina colérica,
la cual es la responsable de la pérdida de liquidos intestinales, causando

deshidratacion y complicaciones que ocasionan mortalidad (Gil Quintero, 2005).

2.9 Aeromonas spp

El género Aeromonas pertenece a la familia Aeromonadaceae son bacilos
cortos, Gram negativos, todas las especies excepto Aeromonas salmonicida y
Aeromonas media son méviles gracias a un flagelo polar, son aerobios facultativos,
oxidasa y catalasa positivos, reducen el nitrato a nitrito y fermentan la D-glucosa
como fuente principal de carbono y energia. Los miembros de este género
producen varias exoenzimas como: proteasas, DNasas, RNasas, elastasas,

lecitinasas, amilasas, gelatinasas y lipasas, entre otras, muchas de ellas

Licenciatura en Biologia 11 UAMX



Informe final de servicio social por Investigacion Missael Alejandro Barrdn Pineda

consideradas factores de virulencia (Castro et al.,, 2002). A pesar de ser
considerados microorganismos autéctonos del medio acuatico, también han sido
aislados con frecuencia en alimentos destinados al consumo humano, peces sanos
y enfermos, huevos de mosquitos y en diversos procesos infecciosos en humanos
(Latif, 2015). La gastroenteritis se manifiesta con mayor frecuencia; sin embargo,
se han descrito infecciones extraintestinales de gravedad como septicemia a causa

de estas bacterias (Rivera et al., 2018).

2.10 Pseudomonas spp

El género Pseudomonas esta conformado por bacilos gramnegativos
ampliamente distribuidos en la naturaleza, moviles por uno o varios flagelos
polares. En algunas especies también se pueden formar flagelos laterales de
longitud corta, aerobias, que tiene un tipo de metabolismo estrictamente
respiratorio con oxigeno como aceptor terminal de electrones; en algunos casos,
el nitrato se puede utilizar como aceptor de electrones alternativo, o que permite
gue el crecimiento se produzca de forma anaerdbica. La mayoria de las especies
no crecen en condiciones acidas (pH 4.5 o menos) y no requieren factores de
crecimiento organicos. Son oxidasa positivas 0 negativas y catalasa positiva
(Palleroni, 2015).

Habitan en el agua, el suelo, las plantas, materia organica en descomposicion
y aguas negras. Las Pseudomonas son resistentes a la mayoria de los antibiéticos
por su gran capacidad de desarrollar resistencia adquirida. La diseminacion de
betalactamasas de espectro extendido es la principal causa de su resistencia a los
antibidticos (Pliego et al., 2005).
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2.11 Depuracion del gusano tubifex

El gusano Tubifex contiene bacterias debido al agua residual donde habita,
exponiendo a los ajolotes a enfermedades y ocasionando altas mortalidades T.
tubifex seria un alimento ideal en este anfibio, si no contara con una microbiota que
incluyera enterobacterias patdgenas. Para tal caso, existen sustancias que
controlan el crecimiento de patégenos como la plata idnica (Rodriguez et al., 2016),
los extractos obtenidos de diferentes géneros de algas han mostrado potente
efecto sobre el crecimiento y sobrevivencia, también propiedades antimicrobianas
contra patdégenos de organismos acuaticos como el alga Oedogonium capillare
(Negrete et al., 2010). En condiciones de cultivo controlado se pueden obtener
poblaciones limpias. Las estrategias de purificacion del gusano, hasta el momento,
estaban restringidas a bafios con antibidticos o de agua potable, en el mejor de los
casos. El desarrollo de nuevos antibioticos durante los ultimos 20 afios se ha
incrementado como consecuencia de multiples factores, como la necesidad de
disponer de antibacterianos mas eficaces y de amplio espectro. En este sentido,
los antibidticos mas frecuentemente utilizados en la acuicultura son la tetraciclina,
el acido oxolinico, la flumequina y las penicilinas. (Negrete et al., 2010). Sin
embargo, el uso indiscriminado de los mismos ha facilitado la aparicion de cepas
de bacterias multirresistentes, con graves consecuencias ambientales y para la
salud animal y humana (Parrado et al., 2014). Mdltiples alternativas
biotecnolégicas, preventivas y curativas, tales como el uso de probidticos,
bacteri6fagos e inmunoestimulantes y aceites esenciales se han desarrollado
como estrategias para reducir el uso de antibioticos en los cultivos, ya sea para
eliminar patégenos o para fortalecer el sistema inmune de los organismos
cultivados (Diaz et al., 2012).
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2.12 Aceites esenciales como como alternativa para la
inhibicion del efecto bacteriano

Los aceites esenciales son fracciones liquidas volatiles lipofilicas producidas
como metabolitos secundarios, responsables del aroma de las plantas; que
contienen sustancias responsables de su resistencia a una amplia variedad de
patdgenos; de ahi que pueden ser considerados como posibles agentes
antibacterianos. Estas cualidades son atribuidas a sus principios activos como
alcaloides, terpenoides, taninos, saponinas y flavonoides.

Pueden ser obtenidos a partir de flores, semillas, hojas, corteza, frutos y raices,
como, por ejemplo, de orégano (Origanum vulgare), laurel (Laurus nobilis); citricos
como la naranja (Citrus sinensis), limén (Citrus limén), toronja (Citrus grandis L.);
otros como ajo (Allium sativum), cebolla (Allium cepa L.), canela (Cinnamomum
zeylanicum), pimienta (Piper nigrum) por varios métodos de extraccion como la

fermentacion, enfloracion o por presion (Martinez et al., 2015).

La capacidad antimicrobiana que tienen los diferentes aceites esenciales
depende de la composicién de sus principios activos. Usualmente la actividad
antimicrobiana es derivada no solo de un Unico mecanismo de accion, sino de una
cascada de reacciones involucradas en la fisiologia de la célula bacteriana,
promovida por las diferentes estructuras quimicas que poseen los aceites
esenciales en su composicion y grupos funcionales. Estos componentes de bajo
peso molecular, hidrofébicos y lipoliticos, pueden destruir la pared celular y
membrana citoplasmatica de las bacterias, modificar la estructura de la pared celular
afectando la permeabilidad, bloquear la sintesis de proteinas, ATP y DNA, inhibir la
secrecion de enzimas e interferir con la comunicacion bacteriana via quorum
sensing (Molinay Mora, 2021). Este Ultimo, consiste en un proceso de comunicacion
intercelular que se produce cuando se alcanzan elevadas concentraciones en la

poblacién, con el objetivo de iniciar acciones cooperativas. Ello implica la produccion
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y liberacién al medio de pequefias moléculas sefializadoras, también denominadas

autoinductores, por parte de las células bacterianas (Ribas, 2017).

A pesar de tener resultados prometedores, son necesarios mas estudios para
conocer mejor los mecanismos de accion, mejorar la estabilidad de los compuestos

en el momento de la administracion, sus efectos al ambiente y en la microbiota del

animal tratado (Molina y Mora, 2021).

2.13 Aceite esencial de naranja

Los aceites esenciales citricos pueden extraerse de las céscaras, flores y
hojas, de plantas de la familia Rutaceae (naranja, limén, mandarina) su calidad y
cantidad depende de muchos factores, como la naturaleza de la fruta, la
procedencia, el genotipo, el tipo de suelo y el clima, también del proceso de
extraccion. Este grupo de aceites puede proporcionar antimicrobianos naturales,
se ha mostrado efectividad antimicrobiana al encontrarse inhibidores tanto en
forma directa de aceite y vapor contra una variedad de,bacilos alcohol-acido
resistente (Mycobacterium tuberculosis) y Gram negativas (Escherichia coli,
Salmonella spp, Vibrio vulnificus ). En el trabajo de Vasudeva y Sharma utilizando
aceite esencial aislado por hidrodestilacion de la cascara de frutos completamente
maduros de Citrus limettioides mostraron actividad antibacteriana en diez cepas
(Palazzolo et al., 2013). El trabajo de Ontas y colaboradores demostré que el aceite
esencial de limon citrico (Citrus limdn) inhibio el crecimiento de Yersinia ruckeri,
Aeromonas hydrophila, Listonella anguillarum y Citrobacter freundii(Mancuso,
2018).

El aceite esencial de naranja se encuentra principalmente en sacos de forma
ovalada en el flavedo o en la porcién anaranjada de la cascara y actia como una
barrera toxica natural para muchos microorganismos e insectos (Cerén y Cardona,
2011).La naranja posee un efecto bactericida contra Campylobacter jejuni, E. coli,

L. monocytogenes, Bacillus cereus, S. aureus y Acrobacter butzlei (Palazzolo et
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al., 2013); y los aceites esenciales extraidos de las cédscaras de naranja dulce
(Citrus sinensis) contra Vibrio parahaemolyticus, S. typhimurium, E. coli y S.
Aureus (Lin et al., 2010).

Los aceites esenciales de los frutos citricos se encuentran formados por una
mezcla compleja de terpenos, sesquiterpenos, alcoholes superiores, aldehidos,
cetonas, acidos, ésteres y alcanfores o ceras. Dentro de los terpenos podemos
citar al limoneno, terpineno, felandreno, pineno y canfeno, de los que solamente
algunos se encuentran en el aceite esencial presente en la cascara de naranja: D-
limoneno. Este compuesto es el principal constituyente de los aceites esenciales
de los citricos, su punto de ebullicion oscila entre 175°C y 176 °C, su peso
especifico medido a 15°C es de 0,850 y cuando se encuentra en estado puro posee
un agradable aroma a limén. El aceite esencial de naranja constituye

aproximadamente el 90% del total de esta (Gutiérrez y Kaune, 2019).

3 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la respuesta del aceite esencial de naranja Citrus sp, en la

supervivencia del gusano de fango Tubifex tubifex y su actividad antibacteriana.

4 OBJETIVOS PARTICULARES

e Determinar la supervivencia del gusano de fango Tubifex tubifex con la
aplicacion del aceite esencial de naranja Citrus sp en concentraciones del 0%,

0.02%, 0.04% y 0.06%, a partir de informacion proveniente de una base de datos.

° Evaluar la actividad antimicrobiana in vivo en cuatro niveles 0%, 0.02%,
0.04% y 0.06%, del aceite esencial de naranja Citrus sp en bacterias heterétrofas
totales, enterobacterias y vibrios del gusano de fango Tubifex tubifex, a partir de

informacion preexistente de una base de datos.
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° Determinar la actividad antimicrobiana in vitro en cuatro niveles 0%,
0.02%, 0.04% y 0.06%, del aceite esencial de naranja (Citrus sp) en las cepas
bacterianas Escherichia coli, Salmonella sp y Shigella sp provenientes del gusano
de fango Tubifex tubifex, a partir de una base de datos.

5 METODOLOGIA

Debido a la pandemia de SARS-CoV-2 el presente trabajo de servicio social
se realiz6 a distancia desde casa, a partir de los ensayos del efecto antimicrobiano
del aceite esencial de naranja en bacterias de Tubifex sp. que se realizé en el
Laboratorio de Limnobiologia y Acuicultura de la Universidad Auténoma
Metropolitana Unidad Xochimilco, la cual se proporciono por los asesores del
presente trabajo y que se fue trabajando de manera virtual.

Las actividades del presente servicio social a distancia comprendieron la
integracion y analisis de las bases de datos generadas de pruebas in vivo con el
gusano e in vitro de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del aceite esencial,
pruebas de sensibilidad en cepas bacterianas como E. coli, Salmonella sp y

Shigella sp y pruebas in vivo de la actividad bacteriana en Tubifex tubifex.

6 RESULTADOS

6.1 Supervivencia del gusano de fango Tubifex tubifex

En el cuadro 1 se observan los resultados correspondientes a la supervivencia
del gusano Tubifex tubifex con la incorporacién de diferentes dosis de aceite
esencial de naranja Citrus sp (AEN) (0%, 0.02%,0.04% y 0.06%) en diferentes
tiempos (24, 48 y 72 hrs) destacando que a las 24 hrs en la dosis mas alta del
aceite (0.06%) se presentd la mayor mortalidad del gusano, mientras que las dosis

de 0.02% y 0.04% fue similar, siendo el grupo control el que tuvo mayor
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supervivencia. Por otra parte, a las 48 hrs se observé que en la dosis de aceite de
0.02%, 0.06% y en el grupo control se present6 una alta mortalidad, por lo que en
la dosis de 0.04% la supervivencia fue mayor. Para el caso de las 72 hrs la
supervivencia en el grupo control fue mejor ya que en los tratamientos donde se
adiciono el aceite se observé una mortalidad del 100% de los gusanos, lo que
indica que el tiempo es un factor importante para la supervivencia del gusano ya
gue su tolerancia ante el AEN disminuye.
Cuadro 1. Nomero de gusanos de fango Tubifex tubifex tratados con

diferentes dosis de aceite esencial de naranja Citrus sp (O,
0.02%,0.04%,0.06%) en diferentes tiempos de exposicion.

Dosis Tiempo de exposicién del gusano con aceite (hrs)
AEN 24 48 72
NUmero Inicial
0% 29+1 31+15 28+ 1.5
0.02% 29+26 29+1 30+25
0.04% 30+15 29+15 29+1
0.06% 30+26 31+15 31+15
Namero Final
% % %
27+
0,
0% 2.08 93.1 2r+15 87.09 2505 89.28
0.02% 26+ 1.1 89.65 26 £ 1.7 89.65 - 100
0.04% 27+15 90 27+2 93.1 - 100
0.06% 25+£15 83.33 251 80.64 - 100

ANE=Aceite Esencial de Naranja

6.2Biometria del gusano de fango Tubifex tubifex

En este experimento se emplearon gusanos con un peso promedio de

0.003 g £ 0.001 y una longitud total de 14.80 mm * 3.05, una vez transcurrido los
diferentes tiempos de exposicion con la respectivas dosis del AEN, se observo que
el peso del Tubifex tubifex en los tratamientos de 0.02% y 0.06% a las 24 hrs fue

mayor comparado con los demas tratamientos, en lo que respecta a la talla en la
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dosis de 0.06% de AEN fue mayor; mientras que, la menor longitud total fue en el
grupo control. Para el caso de los gusanos expuestos en 48 hrs en la dosis 0.06%
reportaron un incremento en su peso, el grupo control, en la dosis 0.02 % y 0.04%
el peso fue menor, en cuanto a la talla, destaca que fue mayor en la dosis de 0.02%.
Alas 72 hrs el peso y talla de los gusanos solo se registrd del grupo control, ya que
en las deméas dosis los gusanos no sobrevivieron por lo que no se registraron
dichas biometrias (Cuadro 2.).

Cuadro 2. Peso y Longitud total del gusano Tubifex tubifex tratados con diferentes dosis
de aceite esencial de naranja Citrus sp en tres periodos de exposicion.

Tiempo de exposicién del gusano con aceite (hrs)

Dosis 24 48 72

AEN P (9) LT (mm) P (9) LT (mm) P(9) LT (mm)
0% 0.004+0.001  17.23+4.06 0.005+0.02 19.39+5.61 0.004+0.01  18.31+3.86
0.02% 0.006+0.049  20.25+6.96 0.005+0.002 20.26+5.25 - -
0.04% 0.005+0.003  20.85%3.60 0.005+0.002 17.44+3.84 - -
0.06% 0.006+0.003  22.72+7.15 0.007+0.02 19.34+3.45 - -

AEN=Aceite Esencial de Naranja, P=Peso; LT=Longitud total

6.3Identificacion y aislamiento de cepas presentes en el Tubifex

tubifex

De acuerdo con los aislados realizados del gusano de fango Tubifex tubifex se
identificaron presuntivamente tres cepas, que pertenecen a la Familia
Enterobacteriaceae, una pertenecio a Escherichia coli cuyas colonias presentaron
coloracion rosa en el medio de cultivo MacConkey; mientras que, en agar EMB la
coloracion de las colonias fue verde metalico. En cuanto a las cepas Salmonella sp,
Shigella sp, estas crecieron en el medio especifico Salmonella-Shigella, donde la

coloracion de las colonias fue negra e incolora respectivamente (Figura 1).
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Figura 1. Crecimiento de a) Salmonella sp. y b) Shigella sp., aisladas del Tubifex
tubifex en medio de cultivo Salmonella-Shigella 24 hrs a 37°C.

Estas mismas cepas se aislaron en medio MacConkey en donde se observaron
colonias transparentes; mientras que, en medio EMB fueron rosas e incoloras
(Figura 2y 3).

a)

Figura 2. Crecimiento de a) Shigella sp, Salmonella sp., b) Escherichia coli,
aisladas del Tubifex tubifex en medio de cultivo MacConkey 24 hrs a 37°C.
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Figura 3. Crecimiento de a) Shigella sp, b) Salmonella sp, c¢) Escherichia coli aisladas del
Tubifex tubifex en medio de cultivo EMB 24 hrs a 37°C.

Adicionalmente, se aislaron dos cepas en agar TCBS que pertenecen a la
Familia Vibrionaceae, identificada presuntivamente como Vibrio cholerae por la
coloracion de las colonias amarillas y Vibrio parahaemolyticus con colonias verde-
azulado (Figura 4). Por otro lado, de cada cepa aislada se obtuvieron las
caracteristicas microscopicas mediante la tincion de Gram (Cuadro 3), esta técnica
fue de utilidad para la identificacién de los aislados ya que, por el tipo de coloracion

y forma se puede determinar el tipo de cepa a la que corresponde.

Figura 4. Crecimiento de a) Vibrio cholerae y b) Vibrio parahaemolyticus aisladas
del Tubifex tubifex en medio de cultivo TCBS 24 hrs a 37°C.
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Cuadro 3. Caracteristicas y carga bacteriana presente en cepas aisladas del gusano de
fango Tubifex tubifex.

Caracteristicas

Caracteristicas

Cepa Tincion de Gram : UFC/ml
coloniales celulares
= A » Color: verde metdlico ~ Gram (-) 1.39x105
I o o oy Forma: circular Bacilos moviles
8 ‘ Tamarfio: grande con flagelos no
§ s Elevacion: convexa esporulados
o) 2 . Borde: continuo Color rosado
S as Superficie: lisa
0
a o \ \{— i“} 4 Color: negra Gram (-) 1.48x10°
g va 7 \ AN I_:a‘ Forma: circular Bacilos méviles
T ¥ G ..._,:"','V},af' Tamafio: grande con flagelo no
5 SHATRS Y Elevacién: convexa esporulado
£ Ve s ROVHE A Borde: continuo Color rosado
5 N A Superficie: lisa
i Bty ¥
o " Color: incolora Forma: Gram (-) 1.59x10°
(‘g circular Bacilo inmévil no
T ’ Tamafo: grande esporulado
2 S ' Elevacion: convexa Color rosado
5 , Borde: continuo
Superficie: lisa
@ & el Color: amarillo Gram (-) 1.24x10°
= > Ao Forma: circular Bacilo curvado
I e Tamarfio: grande movil
s i ST T Elevacion: convexa Color rosado
o S ,' ~ Borde: continuo
= - S | T
é_: << Superficie: lisa
" Color: verde-azulado Gram (-) 1.22x10°
3 . Forma: circular Bacilo movil
i3 \ Tamafio: pequefa Color rosado
25 > 2, Elevacién: convexa
8 £ -5, M Borde: continuo
> - . Superficie: lisa
o
S
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Por lo anterior, se puede inferir que las cinco cepas aisladas del Tubifex tubifex
se encuentran clasificadas en el grupo de las Gram (-), ya que con su tincion fue de
un color rosado-rojo que es caracteristico para este grupo. Ademas de los anterior
se tomaron en cuenta las caracteristicas macroscopicas, como forma, color y
elevacion colonial de cada cepa para su identificacidén. Asimismo, en cada cepa se
determind la concentracién celular mediante la cuenta viable (UFC/ml) cuyos

resultados en conjunto se observan en el Cuadro 3.

6.4 Carga bacteriana en Tubifex tubifex

La carga bacteriana presente en el gusano de fango Tubifex tubifex fue de
5.3x10” UFC/ml para enterobacterias, 1.39x10"5 UFC/ml para el caso de bacterias
heterotrofas totales y en vibrios de 5.9x10" UFC/ml. Ademas, se realizo la cuenta
viable de la carga bacteriana presente en el Tubifex tubifex con la aplicacion de
diferentes dosis de AEN a las 24 hrs, observandose que hubo una disminucién de
la UFC/ml con las diferentes dosis de AEN, ya que el grupo control fue el que registro
mayor carga bacteriana para los grupos de vibrios y heteroétrofas totales presentes

en el gusano Tubifex tubifex (Cuadro 4).

Cuadro 4. Carga bacteriana presente en el gusano de fango Tubifex tubifex expuesto
a diferentes dosis de AEN en un periodo de 24 hrs.

Grupo bacteriano Tratamiento de AEN

(UFC/ml) 0% 0.02% 0.04% 0.06%
Enterobacterias 8.2x10* 4.8x10* 0.8x10* 0.3x10*
Vibrios 1.02x10° 9.7x10* 9.1x10* 8.2x10*
tgf;i;gtmfas 1.12x105 7x10% 5.5x10* 9x10*
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Caso contrario en la dosis de 0.06% AEN fue donde se registro la menor carga
para enterobacterias y vibrios. Por Ultimo, la carga bacteriana de heterétrofas totales
fue menor a partir de la dosis de 0.04% comparado con los demas tratamientos. La

concentracion de enterobacterias se mantuvo similar en los tratamientos.

6.5 Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del AEN

La Concentracién Minima Inhibitoria se refiere a la menor cantidad de AEN que
se requiere para inhibir el crecimiento de una cepa bacteriana en especifico. Para
este experimento se probaron cuatro dosis diferentes de AEN (0, 0.02, 0.04, 0.06%)
para determinar la CMI en cinco cepas aisladas del Tubifex tubifex. De acuerdo con
lo anterior, para la cepa de E. coli, Salmonella sp y Vibrio cholerae en un tiempo de
exposicion de 24 hrs, se observo inhibicion del crecimiento bacteriano a partir de la
dosis de 0.02% y conforme aumentaba la dosis de AEN el crecimiento siguio
disminuyendo hasta la dosis de 0.06%, caso contrario al tratamiento control en
donde el crecimiento de la cepa fue notorio, para Shigella sp , Vibrio
parahaemolyticus se observo una ligera disminucion del crecimiento de las cepas
con las dosis de AEN, esto debido a que se siguio observando una baja turbidez en

los tubos (Figura 5y 6).
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Salmonella sp

9 02% 0L ( ‘ | |
4@!@0 gf 0.02% 9:f% off% 0.02% o.o4%7 0.06%

Shigella sp.

.= ‘ ) Sh’h s sy
Lald : mv. lgnl 6

Figura 5. Concentracion minima inhibitoria con diferentes dosis de AEN (O,
0.02%,0.04% y 0.06%) para enterobacterias, a) E. coli, b) Salmonella sp., c)
Shigella sp., cepas aisladas del Tubifex tubifex 24 hrs a 37°C.
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0.02% 008% 0.06%

Figura 6. Concentracién minima inhibitoria con diferentes dosis de AEN (O,
0.02%,0.04% y 0.06%) para vibrios d) Vibrio parahaemolyticus y c) Vibrio
cholerae cepas aisladas del Tubifex tubifex 24 hrs a 37°C.

Asi mismo se probaron dosis mas altas del AEN (0,2,4,6%) para la CMI contra
las mismas cepas aisladas, por lo que para E. coli a las 24 hrs la inhibicién fue ligera
en las dosis de 2, 4 y 6% comprado con el control, para Salmonella sp., fue la cepa
donde observo mayor inhibicidon a partir de la dosis de 2% hasta la mas alta, lo
mismo para Shigella sp. y Vibrio parahaemolyticus; mientras que, para la cepa de
Vibrio cholerae no se observo inhibicién (Figura 7 y 8).
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b) Salmor?ella sp.

Caldo 0% 2% 4% 6%

Figura 7. Concentracion minima inhibitoria con diferentes dosis de AEN (0, 2%,4%
y 6%) para las enterobacterias a) E. coli, b) Salmonella sp., cepas aisladas del
Tubifex tubifex 24 hrs a 37°C.
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d) Vibrio parahaemolyticus

Vibrio cholerae

i»-. 3 = -
Caldo o% 2% 4% 6%

Figura 8. Concentracion minima inhibitoria con diferentes dosis de AEN (O,
2%,4% y 6%) para c) Shigella sp., d) Vibrio parahaemolyticus y €) Vibrio Cholerae
cepas aisladas del Tubifex tubifex 24 hrs a 37°C.

6.6 Pruebas de sensibilidad en placa del AEN

Se realizé la prueba de sensibilidad de las diferentes dosis del AEN, la cual se
basa en la colocacién de discos impregnados con la dosis de AEN en agar Muller-
Hinton en donde previamente se inocula una cepa bacteriana, y con lo cual se

determina qué tan susceptible son al AEN. Con respecto a la prueba de
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sensibilidad se observé que las diferentes dosis del AEN (0, 0.2, 0.04 y 0.06%) (O,
2, 4,6%) no tuvieron un efecto inhibitorio para E. coli, Salmonella sp., Shigella sp.,
Vibrio parahaemolyticus y Vibrio Cholerae ya que no se observaron halos de
inhibicibn mas que en el control positivo con antibidtico (Figura 9 y 10).

Figura 9. Prueba de sensibilidad en placa con Agar Mueller hinton contra a) E. coli, b)
Salmonella sp., ¢) Shigella sp., d) Vibrio parahaemolyticus y €) Vibrio cholerae cepas
aisladas del Tubifex tubifex con diferentes dosis de AEN (0, 0.02%,0.04% y 0.06%) mas
un control (+) (Antibiético Ciproflaxacina) 24 hrs a 37°C.
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Figura 10. Prueba de sensibilidad en placa con Agar Mueller-Hinton contra a) E. coli, b)
Salmonella sp., ¢) Shigella sp., d) Vibrio parahaemolyticus y €) Vibrio cholerae cepas
aisladas del Tubifex tubifex con diferentes dosis de AEN (0, 2%,4% y 6%) mas un control
(+) (Antibiotico Ciproflaxacina), 24 hrs a 37°C.
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7 DISCUSION

Uno de los aspectos mas importantes dentro de la acuicultura poco conocidos
es el cultivo de especies no convenciones, el cual se refiere al cultivo y
mantenimiento de especies silvestres que como tal no tienen un aprovechamiento
comercial y que incluso pueden estar clasificadas en alguna categoria riesgo,
asimismo de aquellas especies de las que se requiere realizar su conservacion ex
situ. Por mencionar algunas especies de interés se encuentra el cultivo de charales
del género Chirostoma spp, de godeidos como el mexcalpique Girardinichthys
viviparus, crustaceos como el acocil Cambarellus montezumae y diferentes
especies del género Ambystoma spp (Vazquez et al., 2016). Dentro de este ambito
de cultivo para la conservacion una parte fundamental de los organismos acuaticos
es la alimentacién siendo los cultivos de apoyo o alimento vivo de los mas utilizados
en la crianza. Uno de los alimentos que frecuentemente se requieren es el gusano
de fango Tubifex tubifex (Zhang et al., 2017), debido a las caracteristicas que
presenta ya que estimula el instinto depredador de los organismos; sin embargo,
una de las desventajas es la carga bacteriana de especies patdégenas potenciales
(Negrete et al., 2008), por lo que se han buscado diferentes estrategias para su
depuracion. En este trabajo se observé que la adicion de diferentes dosis de AEN
en distintos tiempos (24, 48 y 72hrs) suele disminuir la capacidad de tolerancia del
Tubifex tubifex, ya que a las 24hrs la mortalidad fue alta con la dosis de 0.06%,
mientras que a las 48hrs en todas las dosis se registr6 mortalidad, a las 72hrs la
mortalidad del gusano fue del 100%, excepto en el grupo control. Por lo que las
dosis y el tiempo son factores que se deben considerar en la supervivencia del
gusano cuando se utilizan aceites esenciales, ya al ser este un invertebrado muestra
sensibilidad, como lo demuestra Torres-Fajardo et al. (2021) quienes encontraron
gue el AEN tiene propiedades antihelminticas por efecto de la concentracion de
terpenos en este. Ante esta situacion, la sensibilidad y mortalidad que se observo

en el Tubifex tubifex puede atribuirse a que algunos de los componentes del AEN
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como fenoles, aldehidos o alcoholes pudieron generar citotoxicidad en el gusano, al
ser expuesto por mas tiempo (Ponce et al., 2020). De igual forma la letalidad de
altas concentraciones de aceites puede presentarse en otro tipo de invertebrados
como la mosca Drosophila melanogaster (Anaya, 2021). Algunos autores como
Velandia et al. (2016) y Neira et al. (2018), refieren que los aceites esenciales
pueden generar citotoxicidad causada por la liberacion de especies reactivas de
oxigeno que actuan a nivel genético. Cacciatore y Verrengia (2013), mencionan que
en los oliquetos como el Tubifex tubifex, dadas sus caracteristicas morfolégicas,
fisiolégicas son muy sensibles a las variaciones ambientales y a los compuestos
toxicos, ya que principalmente se ve afectada la enzima colinesterasa,
especificamente, la butilcolinesterasa la cual es la encargada de hidrolizar a algunos
grupos funcionales exogenos inhibiendo los procesos metabodlicos de los
oligoquetos, lo que ocasiona su mortalidad. Mas no asi en los vertebrados como el
caso de los peces donde incluso el AEN es utilizado como sedante en el transporte
de la dorada (Flores, 2022).

Autores como Negrete et al. (2008), Luna-Figueroa et al. (2007) y Reyes et al.
(2016), mencionan que este anélido contiene una importante carga bacteriana de
agentes patdgenos como son los géneros de Salmonella sp, Shigella sp,
Escherichia sp., Microbacterium, Aeromonas sp, Citrobacter sp y vibrios, la
proliferacion de estos agentes patdgenos es atribuida principalmente al manejo en
las granjas de produccion, la distribucion y los sitios de venta. Estos grupos
bacterianos presentes en el gusano Tubifex tubifex pueden propiciar enfermedades
en los organismos al ser alimentados. En este trabajo la carga bacteriana de
enterobacterias, vibrios y heterotrofas totales se redujo ligeramente con la
aplicacion de las diferentes dosis de AEN, ademas durante el aislamiento del
Tubifex tubifex se identificaron cinco cepas de bacterias que presuntivamente
corresponden a los géneros Escherichia coli, Salmonella sp, Shigella sp y dos cepas

de vibrios, todo esto de acuerdo a las caracteristicas celulares y coloniales que se
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observaron. Es importante hipotetizar que la aplicacion a dosis mayores de AEN
gue las empleadas en este trabajo podrian inhibir fuertemente a las bacterias aqui
estudiadas; sin embargo, para la depuracién del gusano no seria eficaz ya que
disminuiria drasticamente la supervivencia como sucedié en las dosis altas. La
aplicacion de aceites esenciales como agentes depurantes es de gran interés en la
acuacultura, ya que al administrarse al alimento vivo como el gusano Tubifex tubifex
se obtendria una fuente de alimento mas inocua y segura para las diferentes
especies de ajolotes. Esta alternativa del uso de los aceites esenciales para la
depuracioén bacteriana pretende reducir la aplicaciéon indiscriminada de antibiéticos
gue han impactado negativamente al ambiente y ademas han propiciado una
resistencia bacteriana, lo que genera pérdidas en los cultivos de hasta el 90% de la
produccion (Reyes et al., 2016).

Argote-Vega et al. (2017) refieren que los aceites esenciales a base de criticos
son una alternativa natural y beneficiosa para el ambiente, ya que suelen disminuir
la carga bacteriana, debido a que contienen compuestos como el limoneo, fenoles
y terpenos, los cuales son componentes principales de los aceites con capacidad
antimicrobiana. Principalmente, los aceites esenciales a base de citricos como la
naranja (Citrus sp.) han mostrado propiedades antimicrobianas. Callaway et al.
(2011), menciona que los aceites esenciales derivados de citricos como limon,
naranja, mandarina suelen tener efecto inhibitorio en el crecimiento de bacterias
como Escherichia coli, Salmonella Typhimurium, Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes, y Campylobacter. Con respecto a los resultados obtenidos en este
ensayo se observé que las dosis de AEN (0,0.02,0.04 y 0.06%) utilizas para CMI
sélo disminuyeron ligeramente el crecimiento para las cepas de E. coli, Salmonella
sp y Vibrio cholerae: mientras que, para Shigella sp y Vibrio parahaemolyticus la
inhibicién fue minima, caso contrario a las dosis altas (0, 2, 4 y 6%) donde
Salmonella sp, Shigella sp y Vibrio parahaemolyticus su inhibicion fue notoria en

todas las dosis, comparado con E. coli y Vibrio cholerae en donde la inhibicién fue
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baja. Con respecto a la prueba de sensibilidad no se observé inhibicion del
crecimiento bacteriano con las concentraciones utilizadas de AEN. Las diferencias
en cuanto a la inhibicion de cada una de las cepas con las dosis de AEN se le
atribuyen a que no todas las bacterias tienen la misma sensibilidad ante los aceites
y a sus componentes antimicrobianos como lo menciona Zekaria y Calier, (2014),
donde los aceites esenciales suelen tener mayor capacidad inhibitoria en bacterias
Gram positivas que en las bacterias Gram negativas, esto debido a la composicién
de la pared celular y a la membrana externa, ya que los extremos lipofilicos de los
acidos lipoteicoicos en la membrana celular tienen afinidad por los compuestos
hidrofobicos de los aceites esenciales, por o que actuan atravesando la pared
lipidica modificando la estructura de los lipidos volviendo la membrana mas
permeable, lo que facilita la salida y entrada de compuestos que ocasionan la
muerte celular. Caso contrario a las bacterias Gram negativas, quienes presentan
mayor resistencia a los aceites esenciales, por los lipopolisacaridos de la pared
celular que limitan la propagacion de los compuestos hidréfobos de los aceites. La
respuesta la actividad antimicrobiana de los aceites contra bacterias también va a
depender de la composicion del aceite, asi como el origen, la especie, las
condiciones climaticas y de crecimiento, la parte de la planta que se utilizo y el
método de extraccion (Guo et al., 2018; Vignola, et al., 2020; Sin et al., 2021). Por
otra parte, Vignola, et al., (2020) realizaron un estudio sobre la actividad
antimicrobiana de diferentes aceites esenciales ante bacterias patégenas, entre
ellos el AEN, reportando que éste Ultimo tuvo la menor actividad antimicrobiana para
el caso de E. coli muy similar a los resultados obtenidos en este trabajo, por lo que
se podria inferir que el AEN es selectivo contra ciertas bacterias. Por otra parte,
Pittman et al. (2011) refiere que los aceites esenciales que se extraen
especificamente de la cadscara de naranja suelen reducir el crecimiento de bacterias
como Escherichia coli, Salmonella sp, por lo que es importante considerar el origen

del aceite esencial a implementar.
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8 CONCLUSION

El uso del aceite esencial de naranja mostré una ligera inhibicion para algunos
grupos bacterianos, conforme se aumentd la dosis y tiempo de exposicion la
inhibicion bacteriana fue mas notoria, pero en el gusano de fango la supervivencia
disminuyé. Por lo que se debe considerar la dosis a emplear y el tiempo de
exposicion del gusano al aceite para obtener una inhibicion bacteriana conservada
sin alterar negativamente la supervivencia del Tubifex tubifex. En funcién a lo
anterior, seria conveniente realizar pruebas con otros aceites esenciales para
conocer su efecto, de tal forma que se identifique la dosis 6ptima de inhibicion
conservando la supervivencia del gusano, a fin de proporcionar un alimento vivo

inocuo para las diferentes especies de Ambystoma spp.
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