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Antibiotic resistance of vibrios isolated during white shrimp (Litopenaeus vannamei) culture).
Abstract

Shrimp farming, an activity with high growth potential in areas of northeastern Mexico, has been affected by
early mortality syndrome (EMS) caused by bacteria of the genus Vibrio. This disease has led producers to
indiscriminate use of antibiotics, contributing to antibiotic resistance. Therefore, the objective of the study
was to determine the minimum inhibitory (MIC) and bactericidal concentration (MBC), of the antibiotics
oxytetracycline, enrofloxacin, and florfenicol against vibrios isolated during the culture of white shrimp
(Litopenaeus vannamei). The results showed that high doses of all antibiotics are required to inhibit the
viability of Vibrio strains. 73.40% of the strains showed resistance to oxytetracycline at the tested doses.
Conversely, enrofloxacin demonstrated higher efficacy, with 83% of the strains being sensitive to this
antibiotic with MICs between 0.5 and 32 pg/mL. Florfenicol was the antibiotic to which strains showed the
highest resistance, with 81.91% of the strains being resistant at the evaluated doses. 52.12% of the evaluated
Vibrio strains presented resistance to more than one antibiotic. These results demonstrate that Vibrio bacteria
have developed antibiotic resistance to oxytetracycline and florfenicol and the need to control antibiotic use in
aquaculture.
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Resumen

La camaronicultura, una actividad con alto potencial de crecimiento en zonas del noreste de México, se ha
visto afectada por el sindrome de mortalidad temprana (EMS, por sus siglas en inglés), causado por bacterias
del género Vibrio. Esta enfermedad ha llevado a los productores al uso indiscriminado de antibi6ticos
contribuyendo a la resistencia bacteriana. Por lo anterior, el objetivo del estudio fue determinar la
concentraciéon minima inhibitoria (CMI) y bactericida (CMB), de los antibidticos oxitetraciclina,
enrofloxacina y florfenicol contra vibrios aislados durante el cultivo de camarén blanco (Litopenaeus
vannamei). Los resultados mostraron que se requieren dosis altas de todos los antibidticos para inhibir la
viabilidad de las cepas de Vibrio. El 73.40% de las cepas mostro resistencia a oxitetraciclina a las dosis
probadas. Por el contrario, la enrofloxacina demostré una mayor eficacia, siendo el 83% de las cepas sensibles
a este antibiético con CMIs entre 0.5y 32 ug/mL. El florfenicol fue el antibi6tico al que las cepas mostraron
mayor resistencia con 81.91% de las cepas resistentes a las dosis evaluadas. El 52.12% de las cepas de Vibrio
evaluadas presentd resistencia a mas de un antibidtico. Estos resultados demuestran que las bacterias del
género Vibrio han desarrollado resistencia antibidtica a la oxitetraciclina y al florfenicol, y la necesidad de
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controlar el uso de antibidticos en la acuicultura.

Palabras claves: camaronicultura, peneidos, vibriosis, antibacteriano.

Introduccion

Se estima que cada afio se pierden alrededor de
6000 millones de doblares por enfermedades
infecciosas en cultivos acuicolas en todo el mundo
(Culot et al., 2021). Uno de los obstaculos méas
grandes para que la produccién sea exitosa son las
enfermedades infecciosas causadas por bacterias en
cultivos del camarén blanco (Soto-Marfilefi et al.,
2023). Actualmente, la produccion de camardn esta
siendo afectada por la incidencia de bacterias
patégenas principalmente del género Vibrio, que
afecta la salud de larvas y juveniles, siendo un
factor limitante en el desarrollo del cultivo (Sanchez
and Miranda, 2021).

El camar6n blanco (Litopenaeus vannamei),
sustenta la acuicultura mas grande de crustaceos en
el mundo; en 2018 produjo 4.97 millones de
toneladas, equivalente a 52.9% de la produccion de
crustaceos (FAO, 2000). Las enfermedades
causadas por Vibrio son actualmente las que
originan mayores pérdidas en el cultivo de camarén
(Mulyadi and Iba, 2020). Ejemplos de ellas son la
necrosis hepatopancreatica aguda (AHPND, por sus
siglas en inglés), y el sindrome de mortalidad
temprana (EMS), causadas por cepas de Vibrio
parahaemolyticus y Vibrio harveyi (Soto-Marfilefi
et al., 2023).

Para controlar esta enfermedad caracterizada por la
necrosis aguda del hepatopancreas en cultivos
larvales, los acuicultores utilizan antibidticos de
manera  frecuente 'y excesiva; siendo la
oxitetraciclina el mas comdn, y en menor medida la
enrofloxacina, florfenicol y norfloxacina (Zhao et
al.,, 2021). Estos son manipulados sin criterio
técnico, ocasionando resistencia bacteriana y un
impacto ambiental negativo, ya que sus residuos,
expulsados por medio de la excreta de los
camarones, se acumulan en el fondo de los
estanques (Varela-Mejias and Alfaro-Mora, 2018).
Estos  antibidticos se usan a menudo
inadecuadamente, en dosis superiores a las
recomendadas, como profilactico o para tratar
infecciones no bacterianas, lo que promueve el
surgimiento de cepas de Vibrio resistentes o
multirresistentes a antibiéticos (Letchumanan et al.,
2019, Mulyadi and Iba, 2020). La resistencia
bacteriana de estas cepas hace que la eficacia del
tratamiento antibidtico sea cada vez menor;
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representando un riesgo para el ambiente y la salud
humana, pues las cepas resistentes pueden llegar al
publico a través del consumo de camarones y
transferir sus genes de resistencia a cepas patdgenas
para humanos (Zhao et al., 2018, Sotomayor et al.,
2019). Por lo tanto, el objetivo de esta investigacion
fue determinar la concentracion minima inhibitoria
(CMI) y bactericida (CMB), de los antibidticos
oxitetraciclina, enrofloxacina y florfenicol contra
vibrios aislados durante el cultivo de camaron
blanco (Litopenaeus vannamei)

Materiales y métodos

Reactivacion de cepas

Se aislaron 94 cepas de Vibrio de muestras de agua
de granjas camaronicolas de Sonora durante el
cultivo de camardn blanco (Litopenaeus vannamei),
y posteriormente se reactivaron en agar tiosulfato-
citrato-bilis-sacarosa (TCBS) (Difco®) y
Chromagar (Difco®), adicionados con 2% de NaCl,
previa caracterizacion de las mismas.
Posteriormente, las cepas fueron reactivadas en agar
soya tripticasa (TSA) (Difco®), mediante estrias
simples..

Concentraciéon minima inhibitoria (CMI)

La CMI se determind con base en los estandares
reportados por el Comité Nacional de Estandares de
Laboratorio Clinico (NCCLS). Se prepararon 8
soluciones madre a diferentes concentraciones de
los 3 antibidticos mayormente usados en la
camaronicultura, la oxitetraciclina, enrofloxacina y
florfenicol. Para la preparacién del in6culo
bacteriano, se utilizd como referencia la unidad 0.5
del nefelometro de McFarland, correspondiente a
15 x 10® unidades formadoras de colonias por
mililitro (UFC/mL). En tubos de ensayo se
agregaron 2 mL de caldo soya tripticasa (TSB), y la
cantidad de antibiético necesaria para obtener las
siguientes concentraciones: 0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 32 y
64 pg/mL. Posteriormente, se adicionaron 100 pL
de indculo de la bacteria a ensayar a cada tubo, para
finalmente, ser incubados a 35 °C durante 24 horas.
Después del periodo de incubacion, se determind la
CMI como la concentracién minima a la cual no se
observa crecimiento visual de la bacteria (turbidez),
expresandose los resultados como pg/mL.
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Concentracién minima bactericida (CMB)

Una vez obtenida la CMI, de los tubos sin
crecimiento, asi como el tubo anterior al tubo
determinado como CMI, se tomaron 100 pL y se
sembraron en placas Petri con agar nutritivo, para
posteriormente ser incubadas por 24 horas a 35 °C.
La CMB se determind como la concentracién a la
cual no se observa crecimiento bacteriano. El
ensayo se realizd por triplicado y los resultados se
expresaron como pg/mL.

Resultados y discusion

Se determind la CMI y CMB de oxtetraciclina,
enrofloxcina y florfenicol contra 94 cepas de Vibrio
aisladas durante el cultivo de camaron blanco (L.
vannamei). En la figura 1 se resumen las CMI de las
94 cepas contra los antibioticos probados. Se puede
observar para el caso de oxitetraciclina, que el
1.06% de las cepas mostraron una CMI de 8y 64
pg/mL, el 2.13% una de 16 pg/mL, el 22.24% de 32
pg/mL, mientras que para el resto (73.40%), no se
determind la CMI a las dosis probadas, lo que nos
indica resistencia de las cepas a este antibidtico.
Para el caso de enrofloxacina, las cepas mostraron
mayor sensibilidad, presentdndose solo un 17.02%

seguido de 16 (24.46%), 32 (11.70%), 4 (7.45%), 2
(7.45%) y 0.5 pg/mL (1.06%). Por otra parte, las
cepas mostraron mayor resistencia al antibiotico
florfenicol, requiriéndose dosis mayores para inhibir
el crecimiento bacteriano. El 20.21% de las cepas
presentaron una CMI de 32 pg/mL, el 1.06% de 64
pg/mL, el 2.13% de 16 pg/mL, mientras que el
crecimiento del resto de las cepas no se inhibid a las
dosis evaluadas. Segun los datos que proporciona
IDEXX (2023), para el caso de florfenicol,
concentraciones de CMI por debajo de los 8 pg/mL
denotan sensibilidad y mayores a 16 pg/mL
resistencia de las bacterias evaluadas a este
antibidtico.

En la figura 2 se muestran las CMB de las 94 cepas
contra los antibidticos probados y se puede observar
que se requirieron dosis altas de todos los
antibidticos para inhibir la viabilidad de las cepas de
Vibrio. En el caso de las cepas expuestas a
oxitetraciclina, el 22.34% de las cepas requirié una
dosis de 64 pg/mL, 2.12% de 32 pg/mL y el 1.06%
una CMI de 16 pg/mL; mientras que el 74.46%
(correspondiente a 70 cepas), fueron resistentes al
antibidtico, presentandose dosis superiores a los 64
pg/mL. Con respecto a enrofloxacina, el 81.91% de
las cepas presentaron una CMB en el rango de 4-64

florfenicol fue el

de cepas resistentes. Las cepas mayormente pg/mL y el resto de las cepas (18.09%), fueron
presentaron una CMI de 8 pg/mL (30.85 %), resistentes. Por otra parte,
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Figura 1.Concentracion minima inhibitoriade antibi6ticos usados en la acuicultura contracepas aisladas durante el cultivo
de camaron blanco (L. vannamei) (n=94). * = CMI no detectada.
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Figura 2.Concentracion minima bactericidade antibi6ticos usados en laacuicultura contracepas aisladas durante el cultivo
de camaron blanco (L. vannamei) (n=94). * = CMB no detectada.

antibiético al que las cepas mostraron mayor
resistencia, siendo resistentes el 81.91% de las
cepas. La figura 3 muestra el comportamiento de las
cepas de Vibrio a los antibidticos evaluados; se
puede observar que mas del 70% de las cepas
fueron resistentes a oxitetraciclina y florfenicol,
mientras que para enrofloxacina, mas del 80%
fueron sensibles.

Los resultados muestran que las cepas de Vibrio
exhibieron valores de CMI y CMB mayores para
florfenicol y oxitetraciclina en comparacion con
enrofloxacina, demostrando que las bacterias
expuestas a estos antibioticos desarrollaron
mecanismos de resistencia que evitan su accién
bacteriostatica. Esto puede ser atribuido al uso
excesivo de estos antibiéticos en las granjas
camaronicolas como ha reportado previamente el
Comité de Sanidad Acuicola del Estado de Sonora
(Bermidez-Almada et al., 2014, Santiago et al.,
2009).

Diversos estudios han evaluado las CMI y CMB de
antibidticos contra especies de Vibrio, y han
reportado  concentraciones  similares a las
observadas en el presente estudio. Por ejemplo,
Bermidez-Almada et al. (2014), reportaron valores
de CMI para oxtetraciclina, enrofloxacina y
florfenicol en el rango de 0.75-100, 0.25-10 y 0.5-5
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pg/mL, respectivamente, contra cepas de Vibrio
aisladas de hepatopancreas de camaron. De manera
similar, You et al. (2016), reportaron una CMI
menor a 05 pg/mL de oxtetraciclina para 83
aislamientos de Vibrio obtenidos de muestras de
agua de mar, mientras que Ramasamy et al. (2020),
reportaron una CMI de 14 pg/mL.

Por otra parte, en un estudio reportado por
Sotomayor et al. (2019), se determinaron las CMI
de 20 cepas de Vibrio aisladas de larvas de L.
vannamei de 10 estanques de camaron durante
eventos de mortalidad. Los resultados evidenciaron
que 40% de las cepas exhibieron valores de CMI
para oxitetraciclina menores a 100 pg/mL, el 45%
entre 200 y 500 pg/ml, y un 10% de las cepas
presentaron una CMI alta, superior a 3500 pg/mL.
Sin embargo, en este caso, las cepas fueron
sensibles a florfenicol, obteniéndose valores de CMI
menores a los 40 pg/mL. En otro estudio,
oxitetraciclina fue el antibi6tico que presenté CMls
més altas al ser usado contra cepas de Vibrio
aisladas de camarones enfermos (L. vannamei). El
67% de los vibrios aislados present6 una CMl en el
rango de 75.1-133 pg/mL y el resto entre 0-75
pg/mL.  Por otra parte, para florfenicol,
enrofloxacina y norfloxaciona el 55, 58 y 44% de
las cepas presentaron CMIs entre 0-2.0 ug/mL,
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Figura 3.Resistencia de cepas aisladas del cultivo de camardén blanco (L. vannamei) a los antibi6ticos oxitetraciclina,

enrofloxacinay florfenicol (n=94).

indicando mayor sensibilidad a estos antibiéticos.
Las diferencias entre las concentraciones antes
mencionadas y las obtenidas en este trabajo se
pueden atribuir al tipo, concentracién y frecuencia
de uso de los antibidticos en cada contexto influye a
diferentes niveles en la resistencia de las bacterias.
Ademés, la efectividad de los antibidticos puede
cambiar en cepas de Vibrio spp. de coleccién y
cepas obtenidas de un ambiente natural. Por
ejemplo, un estudio reportdé que cepas de V. harveyi
aisladas de granjas de camarén tuvieron CMIs mas
altas comparadas con cepas de V. harveyi
provenientes de coleccion, y que, ademas, las cepas
aisladas de las granjas fueron capaces de desarrollar
resistencia a oxitetraciclina (Nakayama et al,,
2006).

Por otra parte, el efecto de estos antibidticos
también ha sido reportado para  otros
microorganismos aislados del cultivo de camaron
blanco. Gracia-Valenzuela et al. (2022) reportaron
que los antibiticos oxtetraciclina, enrofloxacina,
florfenicol, aviflox y magnamicina mostraron efecto
inhibitorio  contra 19 aislados  bacterianos
(correspondientes a los géneros Klebsiella,
Pasteurella, Pseudomonas, Salmonella, Serratia,
Enterobacter 'y Proteus), provenientes de
hepatopancreas de camaron, agua y sedimento de 13
granjas de camarén. De manera general, florfenicol
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fue el antibiético que mostré mayor actividad,
inhibiendo el crecimiento Enterobacter cloacae,
Serratia marcescens y Pseumonas aeruginosa con
halos de inhibicién de crecimiento de 28, 28 'y 26
mm; mientras que enrofloxacina inhibi6 a
Salomonella spp. y E. cloacae (28 y 27 mm,
respectivamente).

Es importante resaltar que el 52.12% de las cepas de
Vibrio evaluadas en el presente estudio fueron
multirresistentes, de las cuales, el 36.17% fueron
resistentes a 2 antibidticos, y el 15.95% fueron
resistentes a los 3 antibidticos evaluados. Esto
representa un riesgo ya que los vibrios son
altamente abundantes en los ambientes acuéticos y
se han reconocido como reservorios y vehiculos de
genes de resistencia a antibidticos mediante
intercambio horizontal de material genético (Yuan
et al., 2023, Dubert et al., 2016). El incremento de
microorganismos portadores de genes de resistencia
a antibidticos afecta la incidencia de infecciones en
animales acuaticos, asi como la salud humana y la
terapia antimicrobiana.

Conclusiones
Los resultados de este estudio demuestran la

resistencia que presentan las cepas de Vibrio
aisladas durante el cultivo de camarén blanco a los
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antibidticos mas comunes usados en la acuicultura,
requiriéndose dosis elevadas para ejercer su efecto
bacteriostatico y bactericida. Ademas, destaca el
preocupante panorama de la resistencia antibi6tica y
la necesidad de la necesidad de implementar
medidas efectivas de monitoreo y seguimiento del
uso de antibidticos en la acuicultura en beneficio de
la salud publica y la seguridad alimentaria asociada
a esta actividad productiva.
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