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RESUMEN

La produccion camaronera es una industria que ha logrado en los Gltimos afios un buen
crecimiento, principalmente ocasionado por el incremento en cuanto a la demanda de
alimento en el mundo, con lo cual se ha generado diferentes sistemas de cultivos con el afan
de cubrir la necesidades existentes, la intensificacion de los cultivos y su inadecuado manejo
ha sido el principal responsable de la aparicion de nuevas enfermedades ocasionadas
principalmente por microrganismos oportunistas los cuales pueden ocasionar innumerables

perdidas en este sector productivo.

Uno de los microorganismos que normalmente suelen estar presentes son los Vibrios y
pueden ocasionar la enfermedad denominada vibriosis en donde para contrarrestarlos se ha
utilizado a los antibidticos como la oxitetracilina donde en sus primeros inicios se obtenian
buenos resultados, pero con el pasar del tiempo estas bacterias han ido generando resistencia

a dichos farmacos ocasionando que algunos de ellos se restrinja su uso en la acuicultura.

Actualmente la industria acuicola busca alternativas al uso de antibidticos, y se han
encontrado innumerables opciones al uso de las mismas llegando a ser uno de los mas
interesantes el uso de aceites esenciales como el de orégano (Origanum vulgare) en la

disminucioén de bacterias.

En este trabajo se llegd a evaluar el efecto del aceite esencial de orégano (Origanum vulgare)
en la presencia bacterias heterotrofas, Vibrios y su influencia sobre la concentracion de
hemocitos en el camardn (Penaeus vannamei), en donde se empled al aceite de orégano con
una concentracion del 85% de carvacrol y 15% de timol. En el experimento se usaron 9
gavetas con un volumen total de 30 litros en el que colocaron 5 camarones con un peso
promedio de 10,5g. Se usaron 2 dosis de 50 y 100 pg/ml de carvacrol mezclado con el
alimento por un periodo de 10 dias alimentando a los animales en dos raciones diarias con el

5% de su biomasa.

En los resultados el antibiograma mostro un efecto intermedio en la reduccion de Vibrios, el
analisis microbioldgico mostro que la dosis de 50 pg fue efectiva para reducir la carga de

Vibrios asi mismo esta dosis mostro diferencia significativa en la concentracion de hemocitos

iv



con respecto al control. Esto sugiere que se podria utilizar el aceite esencial de orégano como

tratamiento frente a la vibriosis y mejorar el estado de salud de estos animales

Palabras clave: bacterias heterotroficas, hemacitos, Vibrios, aceites esenciales



ABSTRACT

Shrimp production is an industry that has experienced significant growth in recent years,
mainly due to an increase in global food demand. This has led to the development of
various production systems in order to meet existing needs. However, the intensification
of these systems and their inadequate management have been the main responsible for
the appearance of new diseases caused mainly by opportunistic microorganisms, which

can cause countless losses in this productive sector.

One of the microorganisms that is usually present in shrimp culture is Vibrio sp., which
can cause the disease known as vibriosis. In order to counteract it, antibiotics such as
oxytetracycline have been used, which initially gave good results. However, over time,
these bacteria have developed resistance to such drugs, causing some of them to be

restricted in aquaculture.

Currently, the aquaculture industry is seeking alternatives to the use of antibiotics, and
countless options have been found, with one of the most interesting being the use of

essential oils from plants such as oregano (Origanum vulgare) to reduce bacteria.

In this study, the effect of oregano essential oil on the presence of heterotrophic bacteria
and Vibrios, and its influence on the concentration of hemocytes in shrimp (Penaeus
vannamei), was evaluated. The oregano essential oil that was used had a concentration
of 85% carvacrol and 15% thymol. The experiment used nine buckets with a volume of
30 liters each, in which five shrimp with an average weight of 10.5g were placed. Two
doses of 50 and 100 pg/ml of carvacrol mixed with the feed were used for a period of 10

days, feeding the animals twice a day with 5% of their biomass.

The results showed an intermediate effect in the reduction of Vibrio sp., and the
microbiological analysis showed that the 50 g dose was effective in reducing the Vibrio
sp. load. Additionally, this dose showed a significant difference in the concentration of
hemocytes being higher compared to the control. This suggests that oregano essential oil
could be used as a treatment against vibriosis and thus improving the health status of

these animals.
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1 INTRODUCCION

La actividad acuicola en las ultimas décadas ha tenido crecimientos progresivos que
alcanzaron un 3,2% en la tasa media anual, lo que le permiti6é obtener en el afio 2015 una
produccion (106 millones de TM) mucho maés alta que la actividad de pesca y captura (93,7
millones de TM). Una de las principales especies representante de esta actividad es el
camaron blanco Penaeus vannameli, siendo producido a nivel mundial con un porcentaje de
volumen total de 79,5% vy, que a nivel general en la industria de produccion de camarones

marinos en cautividad llegd a una marca de 4,8 millones de TM en 2015 (Vieira et al., 2017).

La camaronicultura actualmente es la actividad acuicola con mayor crecimiento en
Latinoamérica, en donde se posesiona a Ecuador entre los mas grandes exportadores de
camaroén a nivel mundial (Pulgarin & Mora, 2022), y a nivel de continente la produccién de
este crustaceo se posesiona y sobresale en mercados nacionales como en los internacionales
(Molina et al., 2021).

Con el crecimiento de la demanda se ha visto, entre los productores, la necesidad de generar
nuevos sistemas de cultivos, los cuales posibiliten una mayor produccién en la misma area,
creandose asi los sistemas semi-intensivo, intensivos y super-intensivos (Pérez et al., 2020).
Con la innovacion de los sistemas de cultivos también se dio la aparicion de enfermedades,

esto relacionado con un mal manejo y altas densidades de cultivo (Castellano, 2021).

Con la aparicion de nuevas enfermedades en el sector productivo también se generaron
diferentes tratamientos los cuales buscan en la mayoria de los casos controlar al patégeno
causal. Las bacterias totales son grupos de microorganismos oportunistas que estan presentes
en los estanques de produccién y afectan al cultivo de camardn, entre estos se destacan los
Vibrios y bacterias heterétrofas, ocasionando grandes pérdidas econémicas a los productores
(Varela & Choc, 2020).

Para controlar las diferentes enfermedades que pueden presentarse se ha utilizado diferentes
tipos de farmacos como la oxitetraciclina. La utilizacion de los farmacos ha logrado tener
muy buenos resultados en la eliminacion o reduccion de los patégenos bacterianos, pero

también han generado innumerables problemas en cuanto a la resistencia que han adquirido



las bacterias patdgenas a dichos antibidticos, esto se debe principalmente a la mala
dosificacion de los mismos y al abuso que se les ha dado a estas sustancias (Campoverde,
2015).

El aumento de la resistencia en las poblaciones bacteriana hacia los antibidticos ha
posibilitado que las autoridades pertinentes pongan restricciones en cuanto al uso de estos
(Peralta et al., 2021). Con la restriccion de estos medicamentos utilizados para incentivar el
crecimiento de los organismos en produccion y mitigar enfermedades, se ha buscado
diferentes alternativas que tengan la misma o mayor efectividad frente a estas enfermedades,
teniendo opciones como el tratamiento de fagos, probidticos y aceites esenciales, mismos
que se han propuesto en diferentes investigaciones obteniendo excelentes resultados
(Saucedo et al., 2020).

Algunos de los aceites esenciales como de hierba luisa (Cymbopogon Citratus) (Al-Sagheer
et al., 2017), orégano (Origanum vulgare) (Melgago-Heluy, 2019), manzanilla (Matricaria
recutita) (Fazelan et al., 2020), han surgido como una alternativa eficaz ante brotes
bacterianos en acuicultura. Ademas se ha comprobado su efectividad en humanos, teniendo
excelentes resultados en problemas relacionados con acné (Pajaro et al., 2019), algunas
enfermedades bacterianas (Gil-Hoyo, 2018) y afecciones de caracter mental como depresion,

ansiedad y estrés (Soto-Vasquez & Alvarado-Garcia, 2018).



2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En acuicultura la obtencion de métodos menos invasivos para contrarrestar la concurrencia
de agentes bacterianos patdgenos es fundamental el adecuado uso de antibiéticos ya que sino
ocasiona la aparicion de bacterias resistentes a los mismos, los cuales ya no tendrian
tratamiento. Las consecuencias de llegar a tal punto son desastrosas, puesto que la demanda
de alimento sigue en aumento y de ser el caso el desabastecimiento del mismo seria inevitable

en el mundo.

Las bacterias como las del género Vibrio son patdgenos, los cuales pueden afectar desde la
etapa larvaria hasta el engorde, estos son microrganismos oportunistas que pueden coexistir
con el hospedador, pero al existir un debilitamiento del sistema inmune ya sea por estrés o
por otro factor, los Vibrios pueden atacar al organismo ocasionandole graves dafios y
subsecuentemente posibilitando la aparicion de enfermedades como la vibriosis en el cultivo,

provocando pérdidas econémicas al productor camaronero.

Asimismo, las bacterias heterotrofas a pesar de generar beneficios dentro de los estanques
por sus capacidades de descomponer y asimilar desechos orgéanicos e incluso participar en la
transformacion de nitrégeno amoniacal en compuestos menos toxicos, también pueden
ocasionar problemas en la salud del crustaceo debido a que pasan a ser bacterias oportunistas

por la acumulacion de MO en el sedimento.

En los ultimos afios se han utilizado diferentes antibioticos para contrastar a este tipo de
bacterias, en donde uno de los mas utilizados es la oxitetraciclina. No obstante, dado al mal
uso de los antibidticos las bacterias patdgenas fueron adquiriendo resistencia a los mismos,

provocando la restriccion en cuanto al uso de los farmacos en las producciones acuicolas.

El problema en cuanto al uso de antibidticos no solo va dirigido al &mbito productor o del
area de salud del animal, sino también al medioambiental debido a que existe una
contaminacion al ecosistema exterior de la granja acuicola por los residuos de los mismos,
es por ello que el uso de tratamientos alternativos como extracto de plantas en forma de
aceites con componentes antibacteriales seria una buena opcion para combatir a bacterias

patdgenas como los Vibrios y heterétrofas en el cultivo de camarén.



3 JUSTIFICACION

La presente investigacion es realizada con el proposito de evaluar el efecto del aceite esencial
de orégano (Origanum vulgare) sobre la disminucion de bacterias totales presentes en el
camaron, lo que permitiria reducir el uso de antibidticos que al pasar de los afios s6lo ha
demostrado ser perjudicial al medio ambiente por los residuos que logran llegar a los
ecosistemas externos a la granja camaronera y por la resistencia que esto genera en los
microorganismos bacterianos causando un problema al momento de tratar enfermedades

bacterianas.

Es por ello que surge como un tratamiento alternativo el uso de productos naturales como los
aceites esenciales, ya que han demostrado tener propiedades antibacterianas por los
compuestos activos de las plantas donde son extraidos logrando disminuir la presencia de
bacterias patdgenas y a su vez reducir el indice de enfermedades dentro del cultivo,

mejorando la salud del crustéceo.



4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar el efecto del aceite esencial de orégano (Origanum vulgare) a través de las
mediciones de la carga de bacterias totales y hemocitos en Penaeus vannamei como posible

alternativa profilactica.
4.2 Objetivos especificos

e Determinar las propiedades antibacterianas in-vitro del aceite esencial de orégano
como alternativa profilactica para el control de Vibrios

e Evaluar la influencia de las dosis del aceite esencial de orégano (50 y 100 pg/ml)
mezclado con alimento balanceado en las comunidades de bacterias heterétrofas y
Vibrios dentro del hepatopancreas del P. vannamei

e Determinar la incidencia de las diferentes dosis del aceite esencial de orégano
mezcladas con el alimento balanceado en las concentraciones de hemocitos presentes
en la hemolinfa de los camarones.

4.3 Hipotesis

La aplicacion del aceite esencial de orégano mezclado con el alimento podria beneficiar al
cultivo de camardn Penaeus vannamei por la disminucion que generaria en la carga de las
bacterias totales presentes en el hepatopancreas, mejorando asi la supervivencia y el estado
salud durante el periodo de cultivo en los diferentes sistemas de produccion de la

camaronicultura.



5 REVISION BIBLIOGRAFICA

5.1 Bacterias que afectan al cultivo de camaroén

Son microorganismos procariotas unicelulares capaces de multiplicarse a través de fision
binaria, donde poseen diferentes formas como bacilos, espirilos, cocos, y con un tamarfio que
puede ir desde los 0.5 a 3 um. La mayoria de las bacterias no requieren de otros organismos
para vivir pero hay algunas excepciones que si necesitan y son conocidos como intracelulares
obligados, siendo unos ejemplos las clamidias y rickettsias. Su estructura esta comprendida
de pared celular conformado por peptidoglucano, no poseen membrana nuclear porque no
disponen de compartimientos intracelulares determinado por membranas y algunos de ellos
pueden o no tener flagelos. Se encuentran divididos en 2 grandes grupos: Gram negativas y

Gram positivas.

De igual importancia es la versatilidad metabdlica de las bacterias basado en 3 criterios: los
donados de electrones (litétrofos y organotrofos), los de fuente de energia (foto y
quimiosintéticas) y los de fuentes de carbono (autétrofas y heterétrofas). En las bacterias
heterotrofas se destaca sus divisiones: probidticas, saprofitas (fermentativas y recicladoras)

y parésitas (patdgenos en animales, personas e incluso plantas) (Garcia, 2017).
51.1 Bacterias heterotrofas

Las bacterias heterétrofas u organotrofas son microorganismos que se caracterizan por
sintetizar, partiendo de los compuestos organicos carbonados complejos, sus propias
biomoléculas, pero también pueden asimilar elementos inorganicos distintos al carbono;
aunque algunas necesitan ser huésped de organismos superiores para su sobrevivencia. Estas
bacterias poseen funciones muy favorecedoras para el medio pues permiten la
descomposicion y al mismo tiempo la asimilacion de la materia organica sedimentada en el
fondo como las heces, animales muertos y el alimento no consumido. Otras en cambio logran
reducir los niveles tdxicos del nitrdgeno amoniacal por la transformacion del compuesto, y

que todo esto permite aumentar la biomasa microbiana (Montes et al., 2021).

Sin embargo, la intensificacion ha provocado que haya una mayor carga en los estanques de

produccién por el incremento en la densidad de cultivo y alimento suministrado, reduccion
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en las tasas de recambio y adicionamiento de abonos organicos, dando como resultado una
mayor acumulacion de MO (materia organica) lo que favorece que las bacterias presentes en

el medio se conviertan en agentes oportunistas (Parrado et al., 2014).
5.1.1.1 Variedad de bacterias heterétrofas
v’ Streptoccocus

En el grupo de estas bacterias encontramos a las especies Streptococcus uberis y S.
parauberis que son los posibles agentes causales de la enfermedad estreptococosis (Varela
& Choc, 2020). Timén y Jiménez (2006) exponen que el S. uberis fue descrito por Diemhofer
por primera vez en el afio de 1932, y se distingue dos especies: S. uberis tipo | y S. uberis
tipo Il (también conocido somo S. parauberis). Estos dos tipos son complicados diferenciar

por lo que ambos poseen infestacion similar.

Estas bacterias forman parte de las Gram positivas, formando cadenas de un tamafio
moderado e inmoviles, y al igual que los demas estreptococos catalasa pueden hidrolizar la
esculina y algunos azlcares como manitol, manosa, etc. Entre las diferencias que poseen el
tipo | con el tipo Il es que las cepas del segundo son negativas al factor CAMP (proteina
extracelular causante de la hemdlisis) y es apto para crecer de una forma debil a 10°C; en
cambio, el primer tipo es capaz de hidrolizar el hipurato y varias cepas son positivas al CAMP
(Timon & Jiménez, 2006).

v Aeromonas

Este género perteneciente a la familia Aeromonadaceae es un bacilo mévil Gram negativo,
catalasa y oxidasa generalmente positivos, ubicuos que se lo puede encontrar en diferentes
partes como mamiferos, aves, artropodos, insectos, peces, suelo y agua (Silva, 2011); como
también se las puede encontrar en diferentes tipos de cuerpos de agua: subterraneas,
superficiales, embotelladas, de consumo, residuales (sean o no tratadas), de estuarios y

marinas, debido a que son autdctonas de este medio (Latif, 2015).

Su crecimiento, a nivel de laboratorio, puede darse facilmente en agares de sangre y
MacConkey y su identificacion en cuestion de género puede darse a traves de sistemas



comerciales, interpretando con precaucion los resultados de la identificacion de especies,

pues presenta problemas (Silva, 2011).

En la década de los 70 muchas especies de Aeromonas estaban comprendidas por dos grupos
principales que estaban definidos con base a diversas caracteristicas las cuales eran la
temperatura de crecimiento, produccion de pigmento en TSA, motilidad y produccién de

indol; los grupos eran:

-Cepas mesofilas: causantes de varias infecciones en humanos, su crecimiento

Optimo se encontraba en el rango de 35-37 °C y responden bajo el nombre de A. hydrophila

-Cepas psicroéfilas: definidas como A. salmonicida son bacterias patégenas

principalmente de peces y crecen bajo un rango optimo de 22-28 °C (Latif, 2015).

Cabe destacar que las Aeromonas y Vibrios constituyen el 85% de la flora bacteriana
intestinal del camardn que corresponde a un aproximado de 10° UFC/g de tejido del intestino
(Moss et al., 2000, como se citd en Burgos, 2005), y que pueden ser susceptibles a la
azitromicina, tetraciclinas, quinolonas, entre otras; y en cambio ser resistentes a la ampicilina
(Silva, 2011).

v" Pseudomonas

Los microorganismos de este género son bacilos rectos y semicurvos, pertenecientes al grupo
de los Gram negativos y oxidasa positivos. Presentan movilidad debido a la presencia de
flagelos polares y logran medir de 1,5 a 5 um de longitud con 0,5 a 1 pum de didmetro.
Pseudomona sp. se lo puede encontrar con mayor frecuencia en cultivos donde el aporte de
nitrdgeno organico es mayor, también consiguen crecer en condiciones donde existe
disposicion de iones de NOs™ (fuente de nitrogeno) y requiere un solo compuesto organico
como reserva de C y energia; son considerados microorganismos muy ubicuos ya que se los
puede hallar tanto en ecosistemas acuaticos como terrestres pero ninguna de las especies de

este género soporta un pH que esté por debajo de 4,5 (Calva, 2020).

Una de las especies, Pseudomona aeruginosa, lograr persistir en ambientes con

requerimiento nutricional minimo y que posean una temperatura de 20y 43 °C, lo que la hace



destacar de las demas especies de Pseudomonas que no toleran altas temperaturas (Paz et al.,
2019).

Las Pseudomonas pueden infectar tanto peces y crustaceos en ambientes acuaticos dulces o
marinos, donde actian como oportunistas por las malas condiciones que se presentan en el
suelo y agua llegando a afectar a los animales que poseen las defensas bajas. Este grupo de
bacterias generan exotoxinas causando una alteracion y necrosis tisular en el epitelio de

ciertos 6rganos (tubulos hepatopancreaticos) (Arglello, 2014).
v Flavobacterium

Es un género que comprende a mas de 225 especies hombrados y publicados y, que fue
establecido por primera ocasién por Bergey y sus colaboradores. Son bacilos Gram
negativos, con caracteristicas moviles por deslizamiento o inmaviles, y sus colonias tienen
una pigmentacion amarillenta. Las especies de Flavobacterium presentan diversidad
fisiolégicamente y sus cepas pueden estar presentes en algunos habitats: terrestres (en
animales, plantas), acuaticos (algas, agua dulce y marina, lagunas), sedimentos, lodo

activado, plantas de tratamientos de aguas residuales, entre otras (Chen et al., 2020).

En piscicultura, las especies que generan enfermedades son: F. branchophilum, causante de
la enfermedad de branquias; F. columnare, causante de la enfermedad de la columna; y F.
psycrophilum, causante del sindrome del alevin de la trucha o enfermedad de aguas frias.
Esta Gltima especie tiene una medicion de 0,2 a 0,75 pum de diametroy 1,5a 7,5 um en su
longitud (Castillo, 2017).

v" Cianobacterias

Las cianobacterias son microorganismos fotosintéticos procariotas que se caracterizan
porqgue su morfologia y fisiologia son muy variados, a esto se suma su capacidad de adaptarse
a diferentes ambientes y cambios en las condiciones del ambiente (temperatura, salinidad,
humedad, pH e irradiacién solar) (Merchan, 2017). De modo que el Gnico factor limitante en
el crecimiento de este grupo bacteriano es la humedad, logra habitar ambientes acuaticos
como terrestres con ambientes hipersalinos extremos, geisers, ventanas hidrotermales; su
proliferacion y diversidad es en medios alcalinos pero algunas especies pueden estar

presentes en localidades con 4 de pH (Pérez J. , 2003).
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Algunos géneros como Aphanizomenon, Anabaena, Oscilatoria y Microcystis pueden
proliferarse en la parte superficial de los estanques de cultivo con salinidad <10 UPS y crear
capas lo que reduciria el O y producir olorosos metabolismo como en el caso de las
Anabaena sp. y Oscillatoria sp. que liberan toxinas como el metilisoborneol (sabor a moho)y
geosmina (sabor a tierra) (Merchén, 2017).

5.1.1.2 Enfermedades causadas por bacterias heterétrofas
v Estreptococosis

Esta enfermedad es causada por Streptoccocus sp. (donde se relaciona especies como S.
uberis y S. parauberis) la cual provoca una mortalidad del 80% en el cultivo de camarén
blanco. Entre los signos clinicos se encuentran: fase inicial, el ciego hepético posterior opaco
y musculatura blanquecina; fase aguda, nado erréatico, letargia, la coloracion del organismo

completamente blanca, estancia en el fondo y mortandad masiva (Morales & Gomez, 2014).

Figura 1 Presencia de signos clinicos de estreptococosis (opacidad muscular) en P.
vannamei

Fuente: Morales & Gomez, 2014

En un estudio realizado por Morales et al. (2011) sobre estreptococos detectados en
Guatemala observaron gque los camarones P. vannemi presentaban infiltracion de hemolinfa
(presencia: 10* UFC/ml), necrosis tubular, desprendimiento a nivel cecular y que en el

hepatopancreas (presencia: 10 UFC/g) habian nodulos hemociticos grado 1y 2; mientras
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que en el masculo se observo presencia de masas de bacterias, necrosis licuefactiva e
infiltracion de hemocitos. De igual manera en México durante los afios 2011 y 2012 en las
altas mortalidades de juveniles de dicho crustaceo por Streptoccocus sp., presentaron atrofia
tubular con una infiltracion hemocitica y desprendimiento celular en los tabulos del
hepatoancreas de una manera severa lo que provoco una mortalidad de 40% (Morales &
Gomez, 2014).

Figura 2 Hepatopancreas con desprendimiento celular severo, tubulos vacios, necrosis
tubular con células muertas en el interior del lumen de juvenil de P. vannamei con
infeccion de Streptococcus sp.

Fuente: Morales & Gomez, 2014

v Erosion bacteriana del caparazén o camarén manchado

Es una enfermedad que provoca manchas a nivel del exoesqueletos de color cafés o negras
en las etapas de juvenil y adulto en crustaceos peneidos. Las lesiones comienzan cuando los
organismos pelean por el espacio debido a que estan sembrados a altas densidades en los
estanques, lo cual genera heridas a nivel cuticular y como respuesta a esto se activa su
mecanismo de defensa (produccion de melanina) provocando un impedimento en la
penetracion de ciertas bacterias (Vibrio sp. y bacterias oportunistas como: Aeromona sp.,
Spirillum sp y Flavobacterium sp.). Las infecciones que puede producir esta enfermedad son
a nivel de branquias, apéndices y cuticula, donde la Gltima se puede producir una erosion;

pueden desaparecer a través de la muda siempre y cuando no hayan llegado al musculo y
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membranas internas, caso contrario produciria una enfermedad mas severa conocida como
“astillas negras” (Medina, 2018).

Figura 3 Lesiones de necrosis multifocal en el exoesqueleto de camaron P. vannamei

Fuente: Morales & Gomez, 2014

v" Enteritis hemocitica

Es una enfermedad que provoca problemas en el intestino del camarén como la inflamacion
del epitelio y una proliferacion hemocitica en su parte media (Gutiérrez et al., 2015). Algunos
autores citados en Morales (2011) mencionan que para que se dé esta enfermedad es
necesario que el camardn ingiera bacterias Leucothrix mucor, Schizothrix calcicola y algunos
géneros de cianobacterias como Anabaena sp.y Chroococcus y, que van a estar presentes en
concentraciones mayores a 500.000 cc/ml; las toxinas de estas bacterias provocan un dafio
en las células que revisten el intestino dando como consecuencia los signos clinicos

anteriormente mencionados.
512 Bacterias del Género Vibrio que afectan al cultivo camaron

Los Vibrios forman parte de la familia Vibrionaceae, en donde se pueden encontrar los
géneros Photobacterium, Vibrio, Plesiomonas y Aeromonas. Dentro del género Vibrio se
encuentran 100 especies identificadas, 12 de ellas son patdgenas para el hombre; en
acuicultura se incluyen a los principales como: V. parahaemolyticus, V. anguillarum .V.

harveyi y V. fischeri (Aguirre, 2019).

Los Vibrios son bacterias Gram negativas del tipo anaerébico facultativo (Renteria, 2018) e
incapaces de formar esporas, se caracteriza por su flagelo polar, su forma de baston curvo

(Garcia, 2017) y su longitud aproximada es de 1,4 a 2,6 um (Aguirre, 2019).
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Se lo puede encontrar con frecuencia en ambientes costeros marinos (Garcia, 2017) y con
mayor abundancia en salinidades promedio de 7.1 UPS (Gyraite et al., 2019); su distribucion

radica principalmente en la temperatura, nutrientes y la salinidad (Bernal, 2020).

Su reproduccidn se da entre 24 y 48 horas a una temperatura que puede ir de 30 a 37°C, dado
a su capacidad de multiplicarse en pocos minutos puede utilizar eficazmente los diferentes
nutrientes que se encuentren en el medio. Es heterdtrofa debido a que depende de la materia
organica para vivir; puede desplazarse mediante su flagelo en la columna de agua o para

introducirse en el organismo a contagiar (Bernal, 2020).

Pertenecen al conjunto de bacterias de doble membrana, también conocidas como Gram
negativas, las cuales tienen la capacidad de producir endotoxinas mismas que al entrar en
contacto con el hospedador es capaz de generar resistencia a diferentes farmacos (Bernal,
2020).

5.1.2.1 Variedad de Vibrios
v V. parahaemolyticus

Son bacterias Gram Una negativas halo6filas con capacidad movil (1 a 2 flagelos ubicados
polarmente), su metabolismo es fermentativo facultativo, pertenecen a las bacterias mesofitas
y su tamafo puede ir de 1 a 3 um (Licona, 2022). Tiene un mayor crecimiento en aguas con
pH de 7,5 a 8,5 y pueden vivir en temperaturas iniciando de 15°C hasta llegar a los 45°C,
pero su temperatura éptima es de 37 °C. La salinidad puede oscilar entre los 5 hasta los 35

ppt, con un promedio Optimo para su crecimiento de 22 ppt (Campoverde, 2015).

Su presencia naturalmente se da en sectores costeros alrededor del mundo o incluso en los
tractos digestivos tanto de crustaceos, peces y moluscos. Ademas posee la capacidad de
traspasar el epitelio de los hospedadores y colonizarlos mediante diferentes rutas como; via

oral (alimentacion), lesiones externas y branquias (Licona, 2022).
V. harveyi

La clasificacion de este microorganismo se dio gracias a la exhaustiva investigacion, pasando

por diferentes nombres como; Achromobacter harveyi (su primer nombre), Lucibacterium
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harveyi, Beneckea harveyi y por ultimo V. harveyi su nombre actual, mismo que es aceptado

por la comunidad cientifica ( Zhang et al., 2020).

Se caracterizan por ser bacterias Gram negativas del tipo fermentadoras; su movilidad se da
mediante la utilizacion de flagelos polares, su forma es de baston y requieren CINa para su
crecimiento (Zhang et al., 2020). Estas bacterias pueden responder a la inmunidad del
hospedador para la supervivencia y proliferacion por medio de la formacion de biopeliculas,
con la comunicacion célula-célula, la produccion de factores de la virulencia y la

bioluminiscencia (Karnjana et al., 2019).

En la camaronicultura es asociado con la enfermedad denominada como: Bacterias
luminiscentes (Tenecota et al., 2018), Sindorme de Zoea Il (Sarango, 2021) y AHPND
(Muthukrishnan et al., 2019) a pesar que esta enfermedad hasta el momento solo habia sido

asociada con el V. parahaemolyticus ( Zhang et al., 2020).
v V. vulnificus

Es una bacteria haléfita con capacidad mévil Gram-negativa, alcaléfilo (Leng et al., 2019) y
con un tamafo de 2-3um (Pita et al., 2018). Se lo puede encontrar ampliamente distribuido
en zonas marinas (mar del golfo, sedimento submarino y mariscos) ( Li et al., 2019), con
mayor incidencia en ostras, a temperaturas que pueden oscilar entre los 15 a 27°C, alcanzado
su mayor crecimiento a temperaturas de 18- 26°C; puede habitar en salinidades que puede ir
desde los 5 a 20 ppt, llegando a un maximo de tolerancia de 33 a 36 ppt (Leng et al., 2019).

Su primera deteccion se dio en un cultivo de anguilas en Espafia a finales de los afios 80 .
Posteriormente también se dio su aparicién en ostras, almejas, peces y camarones ( Li et al.,
2019).

v V. alginolyticus

Pertenecen a las bacterias Gram negativas y se encuentran distribuidas ampliamente por los
estuarios marinos, costas y ambientes acuaticos a nivel mundial. Estos microorganismos
pueden habitar como parasitos de vida libre 0 a su vez asociados a organismos tales como
vertebrados-invertebrados marinos y flora en general, llegando incluso hasta afectar a los

humanos (Shunmugam et al., 2021). Es hal6filo debido a que puede crecer en
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concentraciones que pueden ir de desde los 3, 6, 8 y 10% NaCl, y se lo puede encontrar

mayoritariamente a temperaturas mayores a 17°C (Campoverde, 2015).

La patogenicidad de este microorganismo se da gracias a una interaccion compleja de
factores abidticos y bidticos, incluyendo bajas salinidades, altas temperaturas, genotipos
bacterianos y el hospedador ( Chibani et al., 2020). En el cultivo de camardn puede ocasionar
altas tasas de mortalidad (80%), retrasos en el crecimiento, poca actividad y blanqueamiento

muscular, etc. (Huang et al., 2022).
5.1.2.2 Enfermedades causadas por Vibrios
v Vibriosis o sindrome de la gaviota

Esta enfermedad es ocasionada por los Vibrios, en donde posiblemente el causante sea V.
parahaemolyticus; su presencia se puede dar desde la etapa larval hasta el engorde, en cada
uno de estos casos tienden a ser diferentes. En la etapa larval estas bacterias comienzan
colonizando la region bucal y los apéndices, conforme la afeccion avanza pueden causar dafio

al intestino y al hepatopéancreas (Sarango, 2021).

En animales contagiados se pueden presentar sintomatologias como coloracién rojiza,
cromatdforos extendidos y septicemia, en tanto que a nivel de analisis interno se puede
presentar tubulos atrofiados y una abundante presencia de bacterias en el hemocele (Sarango,
2021).El desarrollo de esta enfermedad esta asociada con elevadas temperaturas, altos niveles

de nitrégeno y alteraciones repentinas de la salinidad (Moncada, 2022).

En los estanques de produccién con organismos contagiados se da la presencia de camarones
moribundos en la parte superficial del cuerpo de agua, lo que a su vez atrae a las gaviotas,
mismas que se alimentan con facilidad de los camarones enfermos, llegando a ocasionar hasta
un 90% de mortalidad (Moncada, 2022).

v" Sindrome de la Zoea Il o bolitas blancas

Esta enfermedad es de origen bacteriano y se presentan en el hepatopancreas en forma de
bolitas blancas (células descamadas) en el lumen, ademas pueden llegar a ser observadas en

el tracto digestivo (Sarango, 2021).
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Esta enfermedad esta asociada con dos tipos de patogenos, el V. harveyi y el V. alginolyticus,
aunque este ultimo puede causar sintomas similares a la enfermedad, su implicacion ain no

se ha confirmado de manera definitiva (Moncada, 2022).

Esta afeccion se da principalmente en los primeros estados larvarios, partiendo de zoea-1 en
donde se puede generar intestinos vacios en las larvas, debido a la falta de apetito ocasionado
por la enfermedad (Wiradana et al., 2022). Los principales signos clinicos que se presentan
en esta enfermedad son el nado erratico, baja alimentacién (Moncada, 2022), reduccion de la

capacidad de muda y una elevada mortalidad (Sarango, 2021).
v Necrosis hepatopancreatica aguada (AHPND/EMS)

El sindrome de mortalidad tempana (EMS) fue identificada por primera vez en China en el
2009 y su nombre se dio debido al desconocimiento del agente causal, en el 2011 se dio a
conocer con un nombre mas caracteristico para el estado agudo de la enfermedad, necrosis
hepatopancreatica aguada (AHPND), con esta enfermedad se podia llegar a altas tasas de
mortalidad del 60-80% o incluso al 100% en las larvas de camaron, afectando principalmente
después de los 20 a 35 dia de cultivo (Medina, 2018).

Posterior a su aparicion en China, pasando por Vietnam, Malasia, Tailandia, Filipinas y por
altimo llegando a América en el 2013, afectando drasticamente los cultivos mexicanos
(Saavedra-Olivos et al., 2018). En este mismo afio se dio a conocer el patdgeno causante de
la enfermedad mismo que era perteneciente a las bacterias Gram negativas Vibrio
parahaemolyticus y una vez contagiado por el bacteriéfago es capaz de generar toxinas que
pueden ocasionarle la muerte al camarén (Medina, 2018).

La enfermedad de AHPND se le atribuye a una de las cepas del V. parahaemolyticus que
contiene el plasmido denomicado Pval o Pvpa3-1 de 70 kpb, el cual posee genes capaces de
codificar toxinas del tipo Photorhabdus insect related (Pir): PirvpA y PirvpB, que provocan
la muerte celular (Saavedra-Olivos et al., 2018). Por lo cual cabe destacar que no todos los
V. parahaemolyticus son capaces de generar la enfermedad del AHPND, debido a que deben
contener el plasmido necesario para genera las toxinas los cuales dan lugar a la enfermedad
(Trujillo, 2016).

16



v Enfermedad de luminiscencia

Es una enfermedad ocasionada por el V. harveyi y el V. spledidus los cuales pueden generar
mortalidades de hasta un 70%. Los organismos infectados con esta enfermedad se
caracterizan por presentar una abundante colonizacion en el tracto digestivo, apéndices y la
region oral de las larvas, la infeccion puede avanzar hasta el hepatopancreas e intestino medio

Ilegando al punto de ocasionar una septicemia generalizada (Sarango, 2021).

Una de las caracteristicas que se puede constatar a simple vista en horas de la noche es la
luminiscencia de los camarones infectados, en este punto es crucial constatar si la

luminiscencia proviene de la larva o de alguna particula adherida (Sarango, 2021).
5.1.3 Tratamientos
5.1.3.1 Antibidticos

Los antibidticos son descritos por Mota (1996) como aquellas sustancias quimicas
provenientes de microorganismos con la capacidad de no permitir o incluso eliminar el
desarrollo de microorganismos perjudiciales. Surgieron como soluciones terapéuticas ante
los problemas bacterianos y después se presentd la incursion de sustancias naturales que

también poseen antagonismo contra bacterias (Varela & Alfaro, 2018).

Estos farmacos son utilizados en la medicina humana y como tratamientos en las distintas
industrias dedicadas a la produccion de organismos como ganadera, acuicola (donde puede
ser aplicada mezclado con el alimento en la etapa de engorda o directo al agua en

larvicultura), e incluso en la agricultura moderna (Redrovéan, 2017).

Debido a la rapida resistencia que desarrollan las bacterias, los antibioticos deben ser
utilizados exclusivamente para tratamientos terapéuticos y no como medida profilactica
puesto que volverian ineficiente al fArmaco. Las cepas de Vibrio poseen cierta resistencia lo
que lo convierte en un peligro para la salud de las personas como el medio ambiente porque
pueden llegar a las personas por medio del consumo de camaron y provocar una transferencia

de genes de resistencia a las cepas patdgenas para humanos (Aguirre et al., 2021).

La resistencia de las bacterias surge como una herramienta natural para la sobrevivencia y

reproduccién a través de la capacidad de las mismas para su adaptacion a condiciones
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ambientales. Por otra parte, cuando se da por genética los genes poseedores de la resistencia
pueden transmitirlo de manera horizontal, interviniendo 3 procesos (conjugacion,
transduccion, transformacion). Un ejemplo de esto es la resistencia de bacterias a las
tetraciclinas, que se da por la modificacién enzimatica codificada por transposones (Varela
& Alfaro, 2018).

v' Oxitetraciclina

La oxitetraciclina pertenece a la familia de las tetraciclinas y es un antibiético muy utilizado
como tratamiento terapéutico frente a patologias de origen bacteriano, tanto Gram positiva
como Gram negativo, e incluso contra micoplasmas, rickettsias, etc. Es de amplio espectro y
usualmente utilizado para tratar la enfermedad NHP (Necrosis Hepatopancreatica)
(Redrovén, 2017).

Con respecto a su mecanismo de accidn, se infiltra al interior de la célula por medio de una
difusion pasiva (poros hidrofilicos) hasta llegar al nicleo donde se integra en la subunidad
30S de los ribosomas y niega el paso del aminoacil ARNt a este organelo, causando un
faltante en el adicionamiento de aminoacidos a la cadena peptidica en crecimiento (Otero,
2018).

En el estudio realizado por Martinez et al., (2016) Los camarones se dividieron en cuatro
grupos y se distribuyeron en acuarios de plastico con la misma densidad considerando tres
unidades por tratamiento. Tres de los grupos estaban infectados con bacteria
hepatopancreatitis necrotizante (NHP-B) por alimentacion forzada con 40 pL de un
homogeneizado de hepatopancreas (1:1 p/v, hepatopancreas: glicerol) de camardn
confirmado como PCR positiva a NHP-B. Después de la infeccion, los organismos se
mantuvieron durante 20 dias en las condiciones antes mencionadas para alcanzar la etapa

aguda.

Transcurrido el periodo de 20 dias después de la fase aguda de la enfermedad, se inicio la
administracion de antibioticos. Uno de los grupos infectados fue tratado con OXI (oxi-
blend® AQUA), el segundo con FF (flor-blend® AQUA) y el tercero no fue tratado (control
positivo). La dosis se estimo considerando los protocolos realizados por granjas camaroneras
semi-intensivas y se utilizaron 3 mg de antibidtico / kg camarén / dia. Cada antibiotico se
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disolvié en una mezcla de agua + glicerol (1: 1). La mezcla de antibidticos se aplicd a cada
grupo mediante alimentacion forzada durante tres dias consecutivos. Los camarones de los
controles positivos y negativos se alimentaron con la mezcla de agua + glicerol sin el
antibiotico (Martinez et al., 2016).

La infeccion por NHP-B se detect6 con éxito mediante PCR en todos los tratamientos. La
bacteria no se elimind mediante el uso de OXI y FF y aln se detectd después de 15 dias de
la administracion de antibidticos (daa). Aun se detectd NHP-B a los 20 daa en camarones
con tratamiento de FF, pero no se detect6 en camarones tratados previamente con OXI. Como
era de esperar, los camarones del tratamiento testigo presentaron una mortalidad del 100% a
los 22 dias de la infeccion. Se plantea la hipétesis de que a pesar de que ninguno de los
antibioticos elimind la bacteria per se, los dos obtuvieron efecto negativo sobre su virulencia.
OXI parece tener un efecto mayor, permitiendo que los camarones integren una mejor

respuesta inmune a los 15 daa (Martinez et al., 2016).
v Florfenicol

Este antibiotico se deriva del tianfenicol y constituye a la familia de los fenicoles, es de
amplio espectro y su difusion por todo el organismo puede ser de una manera rapida. Algunas
de las caracteristicas del florfenicol es que es un compuesto neutro y liposoluble, y ademas
logra atravesar de manera facil la barrera celular. Al igual que la oxitetraciclina, es usado

para rickettsias y bacterias Gram (+) y Gram (-) (Coronel, 2019).

En cuanto a su mecanismo de accion se caracteriza porque penetra en las células bacterianas
por medio de difusion facilitada e inhibe la sintesis de proteinas (se introduce en la subunidad
ribosomal 50S), y provoca la no transferencia de aminoacidos a las cadenas peptidicas (Otero,
2018).

En un estudio realizado por Parmar et al. (2018) se procedié hacer un experimento para
averiguar la dosis efectiva de florfenicol en Litopenaeus vannamei (con un peso medio de
22¢g) contra la infeccion por Vibrio harveyi. Primero fue infectado por el patdgeno a una
concentracion de 2x10°® UFC/g y después tratados con dosis de 0, 10, 20 y 30 mg de

florfenicol/kg de peso corporal durante 10 dias.
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El florfenicol en forma pura se obtuvo de Sigma-Aldrich. Para la preparacion de los piensos
medicados se utilizaron pellets comerciales (Avanti Feeds Ltd.). Las dosis seleccionadas de
florfenicol (10, 20 y 30 mg/kg de peso corporal) se recubrieron en la superficie del pienso
con aceite comestible, posteriormente secados y almacenados a una temperatura de 4°C. Para
la preparacion de los piensos, se tomd en cuenta que habia pérdida del 50% del antibiético
debido a la lixiviacion y del 25% debido a la reduccion de la ingesta de pienso durante las
enfermedades. Por lo tanto, se prepararon piensos con 17,5, 35y 52,5 mg de florfenicol/kg
de peso corporal, de modo que los camarones consumieron 10, 20 y 30 mg de florfenicol/kg

de peso corporal (Parmar et al., 2018).

Como resultado la tasa de supervivencia de los camarones en todos los grupos de tratamiento
con florfenicol fueron mejores frente al grupo control (53,33% supervivencia), donde se
demostro que 10 mg de florfenicol/kg de peso corporal puede utilizarse como tratamiento
eficaz (80% supervivencia) de la infeccion por V. harveyi en L. vannamei (Parmar et al.,
2018).

5.1.3.2 Productos naturales para el tratamiento de enfermedades bacterianas

Los productos naturales se pueden presentar de diferentes formas, una de ellas son los aceites
esenciales mismos que se ha venido usando hasta en la medicina debido a sus caracteristicas

como inhibidores bacterianos en la mayoria de los casos.

Los aceites esenciales y sus principios activos pueden ser obtenidos mediante extraccion o
destilacion de las plantas, flores, raices, hojas, entre otros (Cerda, 2020). Se caracterizan por
su elevada volatilidad y sus propiedades antifungicas, antibacterianas e insecticidas los cuales
son parte de la funcion que ejecutan los principios activos (Cerna-Chavez et al., 2019). Cada
uno de los aceites puede contener 100 compuestos quimicos desemejantes, que pueden ser:

oxidos, cetonas, aldehidos, alcoholes, etc., (Cerda, 2020).

Los aceites esenciales al contener caracteristicas antimicrobianas, antioxidantes y analgésicas
podrian ser utilizados para inhibir la patogenicidad mediante la utilizacion de diferentes
métodos. En camarones se han evaluado diferentes aceites esenciales con las cepas
patogénicas de mayor impacto en acuicultura como el V. campbelli, V. parahaemolyticus, V.

vulnificus y V. harveyi, en donde se comprobaron que las dosis de los aceites esenciales de
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orégano y arbol de té pueden reducir la mortalidad y no alcanzan a ser toxicos en los

organismos (Reyes & Valle, 2021).
v' Arbol de té (Melaleuca alternifolia)

Este tipo de aceite esta compuesto principalmente de hidrocarburos terpentenos que a su vez
contienen radicales de alcohol, mismos que estan asociados a la estructura quimica. Ademas,
contiene compuestos antivirales, aromaticos volatiles, desinflamatorios y antimicrobianos en

bacterias Gram negativas y Gram positivas (Reyes & Valle, 2021).
v" Neen (Azadirachta indica)

Es una planta con presencia a nivel mundial, la cual se ha dado a conocer por sus propiedades
antifingicas, antiinflamatorias e insecticidas, debido principalmente a sus compuestos
activos como meliantriol, azadiractina y salinnina (Aguirre, 2019). Actualmente en
acuicultura se han utilizado los extractos de neem en larvas mediante el alimento obteniendo
excelentes resultados en reduccion de infecciones con Vibrios obteniendo una mayor

sobrevivencia (Reyes & Valle, 2021).
v Albahaca (Ocimun basilicum)

Es catalogada como una planta aromatica constituida en su mayoria por linalol, cinamato de
metilo, eugenol e isoestragol. Actualmente es utilizado en la medicina, alimentacion y
cosméticos a causa de sus propiedades antibacterianas, en la acuicultura se puede emplear
como un método alternativo al uso de antibioticos. EI compuesto al cual se le atribuye el

efecto inhibitorio es el isosetragol (Reyes & Valle, 2021).
5.2 Respuesta inmune

El sistema inmunologico de los crustaceos se basa en una combinacién de efectores celulares
y humorales para combatir microorganismos que pueden causar infecciones. Los hemocitos
desempefian un papel crucial en la respuesta inmunitaria, ya que tienen la capacidad de llevar
a cabo diversas acciones como la fagocitosis, encapsulacién, formacién de nddulos y
citotoxicidad. Estas células forman parte de la fraccion celular de la hemolinfa, que es el
equivalente a la sangre y la linfa en los vertebrados. En los crustaceos, la circulacion es

abierta y los hemocitos se encargan de la fagocitosis y eliminacion de particulas extrafias y
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agentes infecciosos en la hemolinfa (Rendén & Balcazar, 2003). Estas células inmunitarias

estan conformadas por tres grupos:

v" Hemocitos hialinos: Los hemocitos hialinos son células con un delgado citoplasma
basofilo y un nacleo amplio y céntrico que se adhieren y se extienden facilmente, y
no contienen granulos densos. En los cangrejos de rio, estos hemocitos se distinguen
por su falta de granulos, aungue contienen inclusiones en el citoplasma, y tienen la
capacidad de fagocitar. Ademas, estas células participan en la coagulacién y no son
refringentes en el microscopio de contraste de fases. Es importante destacar que los
hemocitos hialinos han sido identificados como capaces de llevar a cabo la fagocitosis
(Rendo6n & Balcazar, 2003).

v" Hemocitos semigranulosos: Los hemocitos semigranulares de los camarones se
caracterizan por tener un nucleo esférico o en forma de herradura y muchos granulos
pequefios y redondos. En estos crustaceos, estas células desempefian un papel
importante en la fagocitosis, encapsulacion y liberacion del sistema profenoloxidasa
proPO (melanizacién), ademas de sintetizar y liberar las peneidinas, péptidos
antimicrobianos. Cuando se observan al microscopio de contraste de fases, los
hemocitos granulares tienen una moderada refringencia (Rendon & Balcazar, 2003).

v" Hemocitos granulosos: Se caracterizan por ser células de gran tamafio con grandes
granulos, una alta relacion citoplasma-nucleo excéntrico, inclusiones citoplasmaticas,
un reticulo endoplasmico liso y ribosomas libres en el citoplasma. En los crustaceos,
estos hemocitos almacenan las enzimas que conforman el sistema proPO a un nivel
mas alto que los semigranulares, y liberan estas enzimas mediante exocitosis cuando
son estimulados por la peroxinectina y la proteina fijadora de f-glucanos. Ademas, al
igual que los hemocitos semigranulares, los hemocitos grandes sintetizan y
almacenan las peneidinas, y participan en el mecanismo de encapsulacion. Cuando se
observan al microscopio de contraste de fases, los hemocitos grandes tienen mucha
refringencia (Rendon & Balcézar, 2003).
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5.3 Orégano
53.1 Generalidades

Pertenece a las plantas aromaticas medicinales de la familia Lamiaceae del género Origanum,
distribuida ampliamente en la region del mediterraneo y Asia (Luo et al.,, 2022).
Normalmente se las puede encontrar en zonas montariosas y calidas. Su uso en la medicina
tradicional esta direccionada a dolores de estomago, problemas respiratorios, trastornos
nutricionales, problemas urinarios, entre otros (Soltani et al., 2021).

Desde las dos ultimas décadas y tras el aumento en la resistencia bacteriana a los antibioticos,
los cientificos se han enfocado en los estudios antimicrobianos con la finalidad de tener
alternativas para evitar el uso de los mismos. Obteniendo excelentes resultados con el
Origanum vulgare pudiendo llegar a inhibir el crecimiento de levaduras, bacterias y mohos
(Soltani et al., 2021).

Dado a las caracteristicas del aceite de orégano como ausencia de residuos, rapida accion
baja fitotoxicidad y dificultad para producir resistencia tiene un alto potencial para el uso en
acuicultura (Luo et al., 2022).

5.3.2 Aceite esencial

El aceite esencial proveniente del orégano posee propiedades antimicrobianas frente a
bacterias tanto Gram negativas como Gram positivas (Aguirre, 2019) (V. parahaemolyticus,
V. campbellii y V. harveyi a causa de su composicion quimica de derivados del fenilpropanol
y bases de flovonoides, en donde se han conocido compuesto activos como el timol y
carvacrol, siendo estos los causantes de su actividad antimicrobiana (Reyes & Valle, 2021).
Ademas también puede encontrar el B-cariofileno, p-mirceno, Terpinen-4-ol, linalool y el

hidrato de trans sabineno (Luo et al., 2022).

El efecto antibacteriano se debe principalmente a la interaccién con los fosfolipidos de la
membrana celular de la bacteria, lo que resulta en alteraciones en la estructura de los acidos

grasos en la parte externa de dicha membrana (Aguirre, 2019).

En el estudio realizado por Dominguez (2020), evalud el efecto antivirulencia del aceite de

orégano frente al V. campbellii y V. parahaemolyticus en el camaroén. Para el desafio contra
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el V. campbellii (tuvo una duracién de 96 h) utilizaron a 100 larvas sanas de camarén (PL8)
por cada unidad experimental en donde posteriormente inocularon al Vibrio y al aceite a una
concentracion de 1,0 y 2,5 pg/ml, como resultado obtuvieron una disminucion de la
mortalidad acumulada en un 23,3 £ 7,5% (1.0 pug/ml) y un 35,7 £ 9,1% (2,5ug/ml).

Para el desafio contra V. parahaemolyticus utilizaron a juveniles (peso 2,52+0,36) sanos de
camaron a una densidad de 15 camarones por unidad experimental en el cual posterior a la
inoculacion del Vibrio afadieron al aceite esencial a una concentracion de 1,0 y 2,5 pg/ml,
como resultado obtuvieron una disminucion de la mortalidad acumulada en un 55,7+ 12,4%
(Dominguez, 2020) .

En cuanto a la inclusion del aceite de orégano en alimento de Penaeus vannamei (engorde),
obtuvieron los mejores resultados en las dosis de 2,5 mg/kg y 5,0 mg/kg, obteniendo asi un
92,2% y 93% de supervivencia esto en comparacion con el control en donde se dio solo un
72,0% y en cuanto al rendimiento obtuvieron 953,7 kg/ha y 1041,4 kg/ha respectivamente,
en comparacion con el control que solo consiguieron 715,9 kg/ha. El estudio tuvo una
duracion de 102 dias con una densidad de siembra de 12 camarones/m?, en estanques de 400
m2 y con los parametros bajo los rangos aceptables para el cultivo de P. vannamei
(Dominguez, 2020).

Por otro lado, en el estudio realizado por Dominguez-Borbor et al., (2020) confirmaron la
dosis aplicada en el estudio de Dominguez (2020) en donde volvieron a obtener los mejores
resultados en las dosis de 2,5 mg/kg y 5,0 mg/kg esto relacionado en cuanto a la
supervivencia de Penaeus vannamei mediante la inclusion del aceite esencial de orégano en

el alimento.
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6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Ubicacion del experimento

La parte experimental se llevé a cabo en los laboratorios de Citogenética y Sanidad Vegetal
de la Facultad de Ciencias Agropecuarias en la Universidad Técnica de Machala. Se
encuentra ubicada en el Km 5% via Machala-Pasaje; con las siguientes coordenadas:
3°15'52"S 79°57'04"0 / -3.264525, -79.951195

Figura 4 Ubicacidon de Facultad de Ciencias Agropecuarias (FCA)

l Eécult%.
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Fuente: Google Earth (2023)

6.2 Materiales

6.2.1 Insumos
Simbiética para control de amonio
Insumos

e Agar TCBS
e Agar marino
e Solucidn salina al 1,5%
e Agua destilada
e Alcohol industrial
25



Alcohol potable

Citrato de sodio al 10%

Formol

Pegante acuicola organico

Agua de mar filtrada

Balanceado comercial extruido 30%

Agua de piscina camaronera a 25 UPS

Producto a probar

Aceite esencial de orégano (carvacrol 85%)

6.2.2 Equipos

Autoclave

Cocineta eléctrica
Incubadora

Cabina de flujo laminar

Microscopio

6.2.3 Materiales

Tubos de ensayo

Cajas Petri

Vasos de precipitado

Pipeta de 10 ml

Micropipetas (100 y 1000 pl)
Puntas para micropipetas
Gavetas

Pinzas

Tijeras

Mechero de alcohol

Azas de Dygraski
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e Tubos Eppendorf

e Marcador permanente

e Gradilla para tubos de ensayo
e Piedras difusoras de oxigeno
e Plastico negro

e Mangueras de oxigeno

e Discos de prueba de sensibilidad antimicrobiana
e Balanza (gramera)

e Oxigenometro

e Multiparametros

e Aireadores

e pH-metro

e Kit de amonio

e Mandil

e Mascarilla

e Gorro quirurgico
6.3 Variables a medir
6.3.1 Variables dependientes

e Cuantificacion de bacterias totales: variable cuantitativa realizado por medio de
diluciones sucesivas 1/10 hasta 1/1000 y posterior sembrado en caja de Petri se deja
24 horas a 30 °C y se cuenta las unidades formadoras de colonias.

e Concentracion de hemocitos (cel/ml): variable cuantitativa medido a través del

conteo en camara de Neubauer con 0,1 mm de alto y observado en microscopio.

6.3.2 Variables intervinientes aleatorias

e Lectura de temperatura y pH: variables cuantitativas medidas con un
multiparametro marca RCYAGO, modelo EZ-9909

e Lectura de amonio total: variable cualitativa medida por kit comercial
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e Lectura de oxigeno disuelto: variable cuantitativa medido con un oxigenometro
marca RCYAGO, modelo DO9100.

6.4 Metodos
6.4.1 Ensayo in vitro frente a Vibrios

Para la prueba de antibiograma se utilizé el medio de cultivo Mueller-Hinton mismo que fue
preparado segun lo prescrito en el producto y puestas en la caja Petri para su secado. Luego,
con ayuda de un hisopo esteril se inoculo el hepatopancreas del camardn. Posteriormente, se
coloc6 50 ul del aceite esencial de orégano sobre un disco y una gota del mismo para
determinar su halo de inhibicion. Por ultimo, se procedio a dejarlo en la incubadora a una
temperatura promedio de 30°C por 24 horas, en donde se pudo determinar la sensibilidad del

producto.
6.4.2 Obtencion de los animales

Las muestras de camaron fueron recolectadas en la camaronera “LIGFA” ubicada en el
canton Santa Rosa, provincia de El Oro, en la via a Puerto Jeli. Se obtuvieron 120 camarones
de la piscina y fueron transportados a las unidades experimentales. La cantidad camarones
seleccionados fue de 80 organismos con un peso promedio de 10,5 g; se procur6é que no
presenten sintomas de alguna enfermedad de cualquier tipo. Cabe destacar que los camarones

obtenidos no fueron previamente medicados durante sus dias de cultivo.

En cuanto al agua utilizada primero fue recolectada de la misma piscina donde se obtuvieron
los camarones, con un volumen total de recoleccion de 300 litros y pardmetros de 7,5 pH - 5
ppm OD - 0,5 ppm de amonio — salinidad de 25 UPS. Después la cantidad de agua requerida
para los dias de experimentacion fue abastecida por un laboratorio ubicado en la via Balosa,
dicha agua contaba con parametros de 7,1 pH - 26 °C - 0 ppm de amonio — 30 UPS; el agua
de laboratorio fue almacenada en un tanque de 250 litros de capacidad con aireacién para su

uso constante después de cada recambio.
6.4.2.1 Aclimatacién de los camarones

Los camarones fueron aclimatados durante 5 dias en las unidades experimentales, repartiendo

5 organismos por pecera y en condiciones optimas. Los parametros fisicos y quimicos del
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mesocosmo fueron: 26x0,5 °C, 6,4 ppm de oxigeno, 7,75+£0,15 de pH y una concentracion

de amonio total de 1 ppm; el amonio no ionizado se encontraba siempre por debajo de 0,15

ppm.

6.4.3 Preparacion del alimento con las respectivas dosis de los tratamientos

El producto seleccionado para utilizarlo como tratamiento fue un aceite esencial (EO)
comercial de orégano. El aceite cuenta con los compuestos activos de carvacrol y timol a una
concentracion de 85% y 15% respectivamente, mismos que cuentan con propiedades
antibacterianos. EI EO fue aplicado al balanceado de forma extra pellet por medio de
aspersion hasta que el alimento quedod totalmente humectado. Las dosis empleada en cada

tratamiento estan representadas en la siguiente tabla.

Tabla 1 Tratamientos con su respectiva dosis de EO

Tratamientos Dosis: concentracion de carvacrol
(pg/ml)
TC 0
T1 50
T2 100

Fuente: Autores

Con respecto al alimento utilizado para la experimentacion fue un balanceado extruido
comercial con 30% de proteina donado por la misma camaronera. Se dosifico al 5% de la

biomasa de cada gaveta repartido en dos dosis diarias.
6.4.4 Ensayo in vivo

Las dosis de los diferentes tratamientos fueron suministradas a las 8:30am y a las 13:30pm,
por un lapso de 10 dias de experimentacion. Se trabajo con 3 réplicas por tratamiento y se

mantuvieron todos los parametros 6ptimos de calidad de agua.

Con respecto al manejo del mesocosmo, se hizo un recambio de agua con sinfoneo del 35%
del volumen del liquido cada 3 dias y se renovaba con el agua de mar filtrada del laboratorio.

En cuanto a la toma de parametros se lo realiz6 diariamente para evitar algin cambio en las
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condiciones del ambiente y perjudique la experimentacion por el efecto que estos generan en

el organismo.

6.4.5 Extraccibn de muestras de hepatopancreas (HP) para analisis

microbioldgico

Después de haber cumplido los 10 dias de aplicacion de los tratamientos, se procedio a
obtener muestras de los organismos para su respectivo andlisis y posterior verificacion de
una posible reduccion de concentracion de bacterias en el hepatopéancreas. La obtencion de
las muestras se baso en recolectar los HP de todos los camarones por gaveta. Después se
realiz6 un macerado de los HP para poder extraer 1 g de muestra y hacer diluciones seriadas

para su respectivo sembrado por duplicado.

La siembra de dicha muestra fue llevada a cabo en una cdmara de flujo laminar, donde se
colocd en tubos que fueron preparados con solucion salina al 1,5% (Agua destilada + NaCl)
y esterilizados en autoclave. Con ayuda de un asa de Dygraski se sembraron 100 pl de cada
dilucion con diferentes medios de cultivo: agar Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa (TCBS;
Vibrio) y agar marino (bacterias marinas heterétrofas). Una vez hecha la siembre, se los llevd
a incubar por un lapso de 24 horas a una temperatura de 30 °C, como indica Ron et al. (2020)
para bacterias Vibrio.

6.4.6 Extraccion de hemolinfa para conteo total de hemocitos (CTH)

Se escogieron dos camarones por cada gaveta, en la cual se extrajo la muestra de hemolinfa
de cada uno y fueron colocadas en tubos Eppendorf con formol al 4%. La hemolinfa se
obtuvo de la parte ventral del crustaceo entre el tercer y cuarto par de pereidpodos, usando
jeringas de 1 ml que contenian 0,2 ml de solucion anticoagulante como indica van de Braak
et al. (1996); la solucion anticoagulante utilizada para este ensayo fue citrato de sodio al 10%
estéril. EI volumen de formol aplicado para la conservacion de los hemocitos es de acuerdo
al calculo realizado por Rubio et al. (2014) donde colocaron 50 ul de la mezcla entre
hemolinfa y anticoagulante en 150 pl de formol al 4%, y posteriormente almacenados a 4 °C.
Para el conteo de hemocitos se utilizo la camara de Neubauer y microscopio que, por medio
del lente de 25x se centraron las cuadriculas de la cdmara y con el lente de 40x se procedi6 a

contar las células inmunitarias.
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6.5 Disefio experimental

En el desarrollo del experimento se hizo uso de un disefio completamente al azar (DCA),
donde se manipulé un factor de estudio que fue el aceite esencial de orégano y estuvo
segmentado en tres tratamientos con sus respectivas replicas (tres veces), dando un total de

nueve unidades experimentales.

Tabla 2 Croquis del experimento

TRATAMIENTOS

TC T2 TC
T1 T1 T2
T2 TC T1

Las unidades experimentales fueron gavetas de plastico transparentes con capacidad de
volumen total de 45 litros pero sélo se coloco 30 litros por gaveta para evitar perdida de agua

por rebose.
6.5.1 Modelo matematico
Modelo estadistico lineal para un disefio completamente al azar:
Yij= p+ti +eij
En donde:
Yij= Variable respuesta de la ij-esima unidad experimental
p=Efecto de la media general
ti=Efecto del i-esimo tratamiento
&ij= Efecto del error experimental asociado a la i-esima unidad experimental
6.6  Analisis estadistico

Los datos recolectados al finalizar el experimento fueron evaluados con los supuestos de

normalidad y homogeneidad de varianza para determinar qué tipo de prueba estadistica
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aplicar en la comparaciones de los tratamientos. Con respecto a los datos de Vibrios y
hemocitos, ya que no cumplieron con los supuestos anteriormente mencionados, se procedio
a analizarlos a través de una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para muestras
independientes. En los datos de bacterias heter6trofas se cumplieron los supuestos de
normalidad y homogeneidad, por lo tanto se lo analiz6 a través de la prueba paramétrica de
ANOVA de un factor intergrupos. Los datos se analizaron en el programa estadistico SPSS

Statistics version 22 para Windows, con un nivel de confiabilidad del 95% (0=0,05).
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7 RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Efecto inhibitorio frente a Vibrios

El resultado obtenido del aceite esencial de orégano para determinar su efecto antibacteriano

contra patdgenos Vibrios en la prueba de antibiograma fue un halo de inhibicion de 16 mm.

Figura 5 Antibiograma del aceite esencial de orégano

Es importante realizar la prueba de antibiograma porque nos permite observar cuan efectivo
es el producto natural que se va a ocupar sobre la bacteria al cual se quiere disminuir o
combatir; esta efectividad se mide a través del didmetro de halo de inhibicion. Los datos
obtenidos en la presente investigacion coinciden con Aguirre (2019) quien demostro efecto
inhibitorio frente a 4 cepas de Vibrios spp. (HP2-V, HP4-V1, Im-Alg, Im-Tum) con el
tratamiento de 100% de extracto de orégano sin ninguna dilucion, donde obtuvo halos de
inhibicion con diametros entre 8,4 + 2,6 mmy 14,0 + 3,2 mm, siendo el ultimo 3 veces mayor
al generado por la oxitetraciclina (5,4 = 0,9 mm) en la cepa Im-Alg. En otra investigacion de
Morales-Covarrubias et al. (2016) también encontrd grado inhibitorio en la hoja de orégano

contra Vibrio spp. donde se produjo halos entre 9,2 y 18,8 mm.

En la investigacion realizada por Chavez et al. (2008) donde se mezcld 5 pl de Gentamicina

y 5 ul de aceite esencial de orégano al 75% produci6 un halo de inhibicion de 22,37 mm que
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comprobo el efecto antimicrobiano del aceite frente a E. coli. De igual manera, Lopez (2018)
al evaluar la concentracion de 60% diluido del aceite esencial de orégano (+ tween 80) contra
E. coli se produjo un halo de 17,62 mm que lo convierte en el tratamiento antimicrobiano

mas efectivo.

Por lo tanto, el halo obtenido en la presente investigacion con 16 mm es similar a los
resultados de las investigaciones citadas anteiormente,con lo cual, se considera que el aceite
esencial de orégano utilizado en esta experimentacion puede cumplir actividad

antimicrobiana.
7.2 Influencia del aceite esencial de orégano contra bacterias heterotrofas

El resultado obtenido a partir del analisis de ANOVA de un factor inter-grupos en las
bacterias heterdtrofas establece que no existio una diferencia significativa de los tratamientos
(T1: 50 pg/ml carvacrol y T2: 100 pg/ml carvacrol) con respecto al tratamiento control (sin
aplicacion de EO), dado que el p-valor fue >0,05 (0,695) (tabla 3).

Tabla 3 ANOVA de un factor intergrupos en los datos obtenidos de bacterias heterétrofas

Suma de Media
cuadrado cuadratic
3 al a F p-valar
Entre grupos 1,0E+12 2 5 0E+11 387 B85
Dentro de grupos 7.8E+12 B 1,3E+12
Total 3,8E+12

Nota: gl=grados de libertad. F=Estadistico F.

En cuanto a la prueba post hoc no hubo subconjuntos diferentes como se puede observar en

la figura 6.
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Figura 6 Concentracidn de bacterias heterotrofas (UFC/g de HP) en funcion a las diferentes
dosis (test de Duncan)
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Aceite esencial de oregano

Nota: Las letras minusculas indican diferencia estadistica entre tratamientos (p <0,05) (prueba de
Duncan).

En la figura 6 sobre las diferentes concentraciones de bacterias heterotrofas después de la
aplicacion de las distintas dosis del EO de orégano, a pesar de que no se puede observar una
reduccion significativa de los tratamientos 1 y 2 en comparacién al testigo, si existe una
diferencia practica, lo cual se aprecia una disminucién progresiva de 19,1% en T1y 37,9%
en T2 con respecto al control (2,16x10°). Por medio de los resultados presentados se puede
inferir que el efecto del aceite esencial de orégano en la carga bacteriana de microorganismos
heterdtrofos es positivo, presentandose mayor reduccion al momento que va aumento la dosis
del aceite, lo cual se puede apreciar también en los resultados obtenidos por Parra & Paredes
(2022) que a las 24 horas se realizé un andlisis donde se obtuvo una concentracion de
bacterias heterétrofas de 2,92x10° (AE orégano a 0,04 ppm) pero al transcurrir el tiempo y
volver hacer un analisis después de 96 horas se obtuvo una concentracion de 2,54x10° (AE
orégano a 0,04 ppm), en cambio con una dosis de 0,4 ppm del AE a las 24 horas se obtuvo

1,25x10° y a las 96 horas se obtuvieron 3,88x10*; que si bien es cierto existe una disminucion
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practica de la carga bacteriana, este es minimo como los datos obtenidos en esta

experimentacion
7.3 Influencia de las dosis del aceite esencial de orégano contra bacterias Vibrios

Los resultados obtenidos después del analisis de la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis
en concentraciones de bacterias Vibrios demostraron que no existié diferencia significativa
estadisticamente por el p-valor >0,05 (0,113). Por consiguiente, se mantiene la hipdtesis nula
la cual determina que las medias de la carga de Vibrios con respecto a las diferentes dosis de
aceite esencial de orégano son iguales (tabla 4).

Tabla 4 Contraste de prueba de hipotesis para verificar diferencias entre las dosis del aceite
esencial de orégano en bacterias Vibrios

Hipotesis nula Prueba Sig. Decision

Prueba de
La distribucion de Vibrios (UFC/g  Kruskal-

- Retener la
de hepatopancreas) es la misma Wallis para s
1 entre F as categorias de Aceite muestras U Eluplgtesw
esencial de oregano. independiente '

S

Se muestran significaciones asintéticas. El nivel de significacion es de 05.
Nota: Sig= p-valor

En la figura 7 se puede observar diferencia practica entre los tratamientos, donde el
tratamiento 1 (50 pg/ml carvacrol) en comparacion con los demés hubo mayor reduccion de

la carga bacteriana.
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Figura 7 Efecto de las dosis del aceite esencial de orégano en las Unidades Formadoras de
Colonia de Vibrios
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Nota: Las letras mintsculas indican diferencia estadistica entre tratamientos (p <0,05) (prueba de

Duncan).

En los resultados del experimento se puede apreciar en la figura 7 que existe una reduccion
del 88,4% y 64,37% en la carga bacteriana Vibrio de los tratamientos 1 y 2 respectivamente
con respecto al control, debido a las propiedades antibacterianas de los compuestos activos
de carvacrol y timol presentes en el aceite esencial, o que se concuerda con Sorroza et al.
(2017) que hacen mencion que al estar presente en gran abundancia los componentes de
carvacrol y timol tienen eficacia contra bacterias Gram positivas y negativas. También se
corrobora con Sotomayor et al. (2019) donde indica que el aceite esencial de orégano tiene

eficacia en la inhibicidn bacteriana con bacterias Gram negativas.

En la investigacion realizada por Gracia et al. (2014) demuestran un efecto antimicrobiano
ante las bacterias Gram-negativas como los Vibrios con el uso del aceite esencial de orégano

por lo que lograron disminuir los recuentos de V. vulnificus, V. cholerae y V.
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parahaemolyticus en hepatopancreas y musculo de juveniles de P. vannamei. Por lo
anteriormente mencionado, los resultados de la presente investigacion se lo pueden relacionar
con los de Gracia y colaboradores que, a pesar de no haber sido identificadas las especies de
Vibrios en este experimento se argumenta si pudieron estar presentes ya que los materiales
para esta experimentacion fueron recolectados de una camaronera y como menciona Aguirre
(2019) los principales patdgenos para la actividad acuicola son V. parahaemolyticus, V.

anguillarumy V. harveyi.

7.4 Influencia de las dosis del aceite esencial de orégano en las concentraciones de

hemocitos

Mediante el andlisis llevado a cabo por la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis se
demuestra que existié diferencia significativa por p-valor <0,05 (0,000) entre los tratamientos
con respecto a las concentraciones de hemocitos en la hemolinfa de los camarones. Por lo
tanto se rechaza la hipotesis nula y se acepta la del investigador, la cual determina que al
menos una de las medias de la concentracion de hemocitos con respecto a las dosis de aceite
esencial de orégano es diferente (tabla 5).

Tabla 5 Contraste de prueba de hipdtesis para verificar diferencias entre las dosis del aceite
esencial de orégano en concentracion de hemocitos

Hipotesis nula Prueba Sig. Decision
Prueba de
La distribucién de Hemocitos Kruskal-

q (cel/ml) es la misma entre las Wallis para 000 Eeg?::izr Ia
categorias de Aceite esencial de  muestras ' ntfla
oregano. independiente :

s

Se muestran significaciones asintéticas. El nivel de significacion es de 05.
Nota: Sig= p-valor

En la figura 8 se puede observar que en el tratamiento 1 (subconjunto a) existe diferencia
significativa al obtener mayor concentracion de células hemociticas por mililitro de
hemolinfa en comparaciéon al tratamiento control (subconjunto b). Por otro lado, el
tratamiento 2 (subconjunto ab) presenta igualdad estadistica con respecto a los demés

tratamientos.
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Figura 8 Efecto de las dosis del aceite esencial de orégano en las concentraciones de
hemocitos (cel/ml)
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Nota: Las letras minUsculas indican diferencia estadistica entre tratamientos (p <0,05)
(prueba de Duncan).

En la actividad acuicola las plantas medicinales son usadas porque presentan algunas
caracteristicas beneficiosas, entre ellas inmunoestimulantes, anti estrés, antibacterianas,
logrando ser efectivas contra enfermedades (Hai, 2015). Existe mayor concentracion de
hemocitos en el tratamiento 1 (3,8x107 cel/ml) porque las células inmunitarias actian contra
las bacterias Vibrios. Esta relacion es explicada por Camacho (2012) donde menciona que el
incremento de los hemocitos, especialmente de los hialinos, se da por la presencia de un
agente patdgeno lo cual activa los efectores de la parte inmunoldgica celular para la

eliminacién de los microorganismos invasores.

Todo lo contrario se observa en los resultados del tratamiento 2, a pesar de que la dosis
aplicada tiene una mayor concentracion en comparacion al tratamiento 1, se presencia una
reduccion del 35,25%, equivalente a 2,5x10" cel/ml. Por lo tanto se plantea que la
concentracion maxima evaluada (100 pg/ml carvacrol) logra afectar la cantidad de hemocitos

como se menciona en la investigacion realizada por Sotomayor et al. (2019) por mas que los
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aceites esenciales tienen un alto potencial frente al crecimiento bacteriano, tienden a ser
toxicos en concentraciones altas, y con lo cual concuerda con Dominguez (2020) donde
reporta que la dosis maxima empleada (10 pg/ml) de los EOs afectd la viabilidad de los

hemocitos presentes en la hemolinfa de las postlarvas de camaron blanco.
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8 CONCLUSIONES

La eficiencia del aceite esencial de orégano (Origanum vulgare) en la diminucion Vibrios y
bacterias heterotroficas no fue del todo efectiva debido que estadisticamente no se encontrd
diferencias entre los tratamientos, pero si una diferencia practica, teniendo como la mejor

dosis al tratamiento 1 (50 pg/ml).

Sin embargo, en la concentracion de hemocitos si se pudo observar una diferencia
significativa entre los tratamientos, identificando a la dosis de 50 pg/ml como la mas efectiva

en el aumento de estas células

In-vitro se pudo evaluar que el aceite esencial de orégano tuvo un efecto inhibitorio
intermedio frente a bacterias del género Vibrio lo que sugiere que podria tener un efecto
bacteriostatico sobre estos microorganismos pudiendo ser utilizadas frente enfermedad

producidas por los Vibrios.

Los resultados en relacion con las dosis sugieren que a una mayor concentracion no se reduce
la carga bacteriana y ademas se observo una reduccion en las células sanguineas lo que indica

que estos aceites esenciales podrian ser toxicos para los hemocitos.

Finalmente se sugiere que la adicion de aceites esenciales en una concentracion adecuada
puede tener un impacto positivo en la salud de los animales en espacial sobre el sistema

inmune.
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9 RECOMENDACIONES

Realizar estudios sobre la hidroestabilidad de los balanceados posterior a la adicion
de los aceites en modo de extrapellet y como seria su eficiencia al afiadirlo de manera
intrapellet.

Evaluar la eficacia de la combinacidn de aceite esencial de orégano con otros aditivos
alimentarios para determinar si se pueden obtener efectos sinérgicos.

Evaluar otros parametros de salud ademas de la presencia de Vibrios, bacterias
heterotréficas y hemocitos, lo cual puede proporcionar una comprension mas
completa de los efectos del aceite esencial de orégano en la salud de camaron.
Evaluar una dosis intermedia entre los tratamientos estudiados para verificar si tiene

un efecto positivo en el animal.
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11 ANEXOS

Anexo A Obtencién de camarones en Anexo B Seleccién de camarones
la camaronera LIGFA

Anexo B Unidades experimentales con Anexo C Medicion de amonio
sus camarones

Anexo E Pegante acuicola Acuapega
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Anexo F Materiales utilizadosenla ~ Anexo G Preparacidn del pegante con el aceite
preparacion de los tratamientos con el esencial
pegante.

Anexo J Extraccion de hemocitos Anexo K Extraccion de hepatopancreas
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Anexo L Conteo de hemocitos Anexo M Siembra en placas

Anexo N Desarrollo de los Vibriosen  Anexo O Desarrollo de bacterias heterotroficas
agar TCBS en agar Marino.
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