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RESUMEN

En los ultimos afios se ha evidenciado el aumento de la produccion en el sector acuicola,
en 2018 se obtuvo un total de 82,1 millones de toneladas de organismos acuaticos de
produccion en el mundo, donde 9,4 millones de toneladas fueron de crustaceos y el 52,9 % de
camaron blanco. Uno de los principales desafios en el cultivo de camardn es la vibriosis, una
enfermedad bacteriana causada por el género Vibrio, que ha llevado a pérdidas economicas
considerables. Vibrio harveyi es identificado como el patdgeno mas agresivo son responsables
de la necrosis hepatopancreatica aguda, conocida como sindrome de mortalidad precoz, una de
las amenazas mas persistentes en la industria camaronera. En cuanto al uso de antibidticos en

acuicultura, se ha regulado seglin estandares internacionales.

En Ecuador, se utilizan antibidticos como florfenicol y oxitetraciclina para combatir la
vibriosis. Sin embargo, el uso inadecuado de oxitetraciclina ha llevado a la resistencia
bacteriana. Como alternativa, se estan utilizando aceites esenciales de plantas medicinales, que
poseen propiedades antimicrobianas y son biodegradables. Una planta destacada es
Plectranthus amboinicus, conocida por su actividad antimicrobiana y propiedades terapéuticas,
que se encuentra en regiones tropicales y subtropicales. Esta planta contiene compuestos
bioactivos que ofrecen beneficios en la lucha contra enfermedades en el cultivo de camarén,

representando una opcion viable frente a los antibioticos.

La presente investigacion tiene como objetivo Evaluar el efecto del extracto de
oreganon (Plectranthus amboinicus) en fresco, aplicado sobre la dieta para la reduccion Vibrio
spp en L. vannamei. Para alcanzar el objetivo planteado, se llevardn a cabo una serie de
experimentos tanto en condiciones in vitro como in vivo. Esto incluird investigaciones
exhaustivas sobre la dosis 6ptima de los compuestos en cuestion, evaluando tanto su toxicidad
como su capacidad inhibitoria. El proposito de estos estudios es determinar la dosificacién
adecuada que prevenga efectos dafiinos para los camarones, mientras se mantiene la eficacia

en el tratamiento de enfermedades.

Para este experimento se implementaron dos tratamientos y un grupo de control, cada
uno con tres réplicas, (T0: Solo se suministré alimento balanceado; T1: Alimento balanceado
con el 0,25% de extracto de oregandn + pegante; T2: Alimento balanceado con el 0,50% de
extracto de oreganon + pegante.) Se colocaron 45 organismos de L. vannamei al azar, los cuales
fueron alimentados al 4 % de su biomasa, dos veces al dia. Se realiz6 recambios de agua cada

3 dias al 30 % y se monitorearon parametros como la temperatura (26.5+0.5 °C), amonio
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(0.010+£0.004 mg/L) y pH (6.28+0.08). Los resultados obtenidos del experimento donde ambos
tratamientos obtuvieron una reduccion del 98.8% y 83,33% en la carga bacteriana de Vibrio.
Asi mismo, se observo un Optimo crecimiento con la utilizacion del extracto de orégano donde
el tratamiento Control mostr6 un crecimiento promedio 3.07g, el T1 del 3.12g y el T2 de un

3.23g.

Finalmente se comprobd que el extracto de orégano en fresco (tallo y hojas) podria ser

una buena alternativa para combatir la vibriosis en el cultivo de camaron.

Palabras claves: Oreganon, Bacterias, Cultivo, Vibrios y Litopenaeus vannamei
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ABSTRAC

In recent years, there has been evidence of increased production in the aquaculture
sector, where in 2018 a total of 82.1 million tons of production aquatic organisms were obtained
in the world, of crustaceans obtained 9.4 million tons and 52.9% were white shrimp. One of
the main challenges in shrimp farming is vibriosis, a bacterial disease caused by the genus
Vibrio, which has led to considerable economic losses. Vibrio harveyi is identified as the most
aggressive pathogen responsible for acute hepatopancreatic necrosis, known as early mortality
syndrome, one of the most persistent threats in the shrimp industry. The use of antibiotics in

aquaculture has been regulated according to international standards.

In Ecuador, antibiotics such as florfenicol and oxytetracycline are used to combat
vibriosis. However, inappropriate use of oxytetracycline has led to bacterial resistance. As an
alternative, essential oils from medicinal plants, which possess antimicrobial properties and are
biodegradable, are being used. One prominent plant is Plectranthus amboinicus, known for its
antimicrobial activity and therapeutic properties, which is found in tropical and subtropical
regions. This plant contains bioactive compounds that offer benefits in the fight against
diseases in shrimp farming, representing a viable option to antibiotics.

The objective of this research is to evaluate the effect of oreganon (Plectranthus
amboinicus) extract in fresh form, applied on the diet for the reduction of Vibrio spp in L.
vannamei. To achieve the stated objective, a series of experiments will be carried out under
both in vitro and in vivo conditions. This will include extensive investigations on the optimal
dosage of the compounds in question, evaluating both their toxicity and inhibitory capacity.
The purpose of these studies is to determine the appropriate dosage that will prevent harmful

effects to the shrimp, while maintaining efficacy in disease treatment.

For this experiment, two treatments and a control group were implemented, each with
three replicates, (TO: Only balanced feed was provided; T1: Balanced feed with 0.25%
oreganon extract + glue; T2: Balanced feed with 0.50% oreganon extract + glue). Forty-five L.
vannamei organisms were randomly placed and fed at 4% of their biomass twice a day. Water
was changed every 3 days at 30 % and parameters such as temperature (26.5£0.5 °C),
ammonium (0.010£0.004 mg/L) and pH (6.28+0.08) were monitored. The results obtained
from the experiment where both treatments obtained a reduction of 98.8% and 83.33% in the

bacterial load of Vibrio. Likewise, an optimal growth was observed with the use of oregano
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extract where the Control treatment showed an average growth of 3.07g, T1 of 3.12g and T2
of 3.23g.

Finally, it was proved that fresh oregano extract (stem and leaves) could be a good

alternative to combat vibriosis in shrimp culture.

Key words: Oregano, Bacteria, Culture, Vibrios and Litopenaeus vannamei.
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L INTRODUCCION

En los Gltimos afios se ha demostrado el aumento de la produccién en el sector acuicola,
asi que en 2018 se dio un total de 82,1 millones de toneladas en produccion mundial en
organismos acuaticos, lo cual, los crustaceos obtuvieron 9,4 millones de toneladas y el 52,9 %
fueron de camarén blanco (FAO, 2020). La importancia del aumento de la produccion del
sector acuicola radica en que esta actividad ayuda a la contribucion de proteina animal para la
poblaciéon humana, que va aumentando y asi mismo por la alta demanda se ha convertido en
unos de los sistemas de produccion de mayor crecimiento (Parajales et al., 2018).

Una principal enfermedad en el cultivo de camardn que esta presente en los diferentes
estadios es el género bacteriano la cual provoca la enfermedad de la Vibriosis donde ha sido el
promotor de muchas pérdidas economicas en el sector acuicola asi mismo se puede considerar
al microorganismo Vibrio harveyi como el patégeno bacteriano mas agresivo en los camarones
(Kumar et al., 2018). Una cepa especial de este tipo Vibrio harveyi y el V. parahaemolyticus
son los principales patdgenos causante de la necrosis hepatopancreatica aguda, conocida
comunmente como el sindrome de la mortalidad precoz, esta enfermedad se la considera como
una de las amenazas mas constantes en el sector camaronero (Vikash et al., 2021).

El uso de antibioticos en la acuicultura se ha regulado bajo estdndares internacionales. En
Ecuador los antibidticos se utilizan para controlar enfermedades como la vibriosis las cuales
los mas utilizados son el florfenicol y oxitetraciclina. Afios atras se usaba la oxitetraciclina para
controlar los vibrios, pero debido a su mal uso esta bacteria ha generado resistencia a este
antibidtico (Redrovan, 2017). Como alternativa al uso de los antibioticos se ha usado los aceites
esenciales extraidas de las plantas medicinales para combatir la vibriosis ya que contiene
propiedades antimicrobianas (Liu et al., 2020).

Plectranthus amboinicus o también conocida como oreganén, y este tipo de planta es
utilizada en el &mbito medicinal debido a su bioactividad antimicrobiana. Entre sus propiedades
medicinales y terapéuticas se atribuyen debido a los compuestos fitoquimicos naturales estan
presentes especialmente en los aceites esenciales o en el extracto de la planta (Ashaari et al.,
2020). Este tipo de planta aparece en las zonas tropicales como subtropicales y su origen es de
Asia, Africa y Australia. Lo que caracteriza a esta especie son los tejidos que contiene
compuesto bioactivos volatiles y no volatiles que presenta varias propiedades terapéuticas,

actividades antiinflamatorias, antimicrobianas, antioxidantes, etc. (Sawant et al., 2023).

-14 -



1.1. Planteamiento del problema

Los Vibrios son bacterias Gram (-) que se los puede encontrar en ambientes marinos y
sedimentos alrededor del mundo, afecta a los crustaceos y en especifico a los camarones, la
vibriosis puede influir desde cualquier fase que se encuentre el cultivo ya sea en larvicultura o
en la etapa de engorde. Y este tipo de bacterias pueden aparecer cuando existen cambios
bruscos o alteraciones en los factores ambientales provocando que estas mismas se reproduzcan
de una manera muy rapida. Este tipo de bacterias puede afectar a los organismos ocasionando
grandes mortalidades y pérdidas econémicas, y por lo tanto se debe buscar alternativas para
contrarrestar este tipo de Vibrios.

En la acuicultura en los Gltimos afios para eliminar este tipo de bacteria se ha utilizado
diferentes tipos de antibioticos, donde los mas utilizado han sido, la Oxitetraciclina y
Florfenicol, pero con el paso del tiempo, el mal uso ha ocasionado que los organismos se
vuelvan resistentes a los mismos, provocando la restriccion del uso de farmacos en la actividad

acuicola. El problema del uso de antibiéticos también implica dafios al medio ambiente.
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1.2. Justificacion

Una de las enfermedades mas comunes en los crustaceos es el género Vibrios, este tipo
de bacterias se encuentran en ambientes marinos que puede afectar a todo el cultivo, asi
ocasionado problemas en el medio ambiente de cultivo hasta una mortalidad total. Es por eso,
que la investigacion es realizada con la intencion de evaluar el uso del oreganén (Plectranthus
amboinicus) como un método natural.

Los antibidticos ha sido uno de los mas utilizados para controlar y prevenir
enfermedades en los organismos acuaticos, tanto en camarones como en peces, Pero asi mismo
el uso excesivo de antibioticos en la acuicultura ha causado preocupaciones al desarrollo de la
resistencia bacteriana, esto significa que las bacterias se vuelven menos sensibles a los
antibioticos, lo que va a restringir la efectividad a los medicamentos.

Por eso, durante muchos afios se utilizé diferentes tipos de plantas naturales como un
método natural para el ser humano, y para el tratamiento de diversas enfermedades, sabemos
que las plantas tienen como prioridad los principios activos que actian de una manera eficiente
en el organismo y lo méas importante que se puede procesarlo de diferente manera para su uso
en camarones.

Para el tratamiento de distintas enfermedades se comenzado a utilizar un sin nimero de
productos naturales elaborados a base de plantas medicinales, de esta manera ha sido empleado
desde la antigiiedad y no solo en la parte acuicola, sino también en la veterinaria, para el
tratamiento de diversas enfermedades, especialmente las bacterianas, las plantas méas utilizadas
son: Hierbaluisa (Lippia citriodora), Romero (Rosmarinus officinalis), Oregandn
(Plectranthus amboinicus), Neem (Azadirachta indica), estos tipos de plantas pueden ayudar a
inhibir o eliminar la propagacion de bacterias en los organismos, y también estan asociados

como herbicidas, desinfectantes y desparasitantes.

Una de las plantas mas utilizadas en la acuicultura es el Oreganon (Plectranthus
amboinicus), es que se puede conseguir de una manera muy facil, y es conocida por su rapido
crecimiento, su aroma y su efecto frente a patdgenos. Durante muchos afios se ha empleado en
las industrias alimenticias como una hierba culinaria para condimentar diferentes platillos.
Ademas, también se ha utilizado en la medicina natural, y es reconocida para calmar dolores o

diferentes tipos de infecciones causadas por hongos y bacterias.
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1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo general
Evaluar el efecto del extracto de oreganon (Plectranthus amboinicus) en fresco, aplicado

sobre la dieta para la reduccion Vibrio spp en Litopenaeus vannamei

1.3.2. Objetivos especificos

e Obtener los extractos a partir de la hoja y del tallo del Oreganén (Plectranthus
amboinicus).

e Analizar el efecto inhibitorio in vitro del oregandn frente a Vibrios spp.

e Determinar la concentracion optima del extracto de oregandn en la reduccion de la

carga bacteriana (Vibrios spp.) en L. vannamei

1.4.  Hipotesis de investigacion

El uso del extracto de oregandén en fresco durante 10 dias adicionado en el alimento

balanceado va a reducir la carga bacteriana y obtener una mejor respuesta en el sistema inmune.
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1.5.Revision Bibliografica

1.5.1. Acuicultura

La acuicultura es la cria de peces, moluscos, crustaceos y algas marinas, se la puede definir
como una industria que produce alimentos importantes y de muy rapido crecimiento en el
mundo. Es un sistema de produccion de alimento, donde se requiere espacio y recursos
sustentables debido a esto puede crear impactos ambientales negativos que pueden influir al
medio ambiente y en el bienestar humano (Weitzman, 2019).

Asi mismo como la acuicultura es un sistema de produccién que ha generado mucho
empleo y un crecimiento economico, la aplicacion de la tecnologia ha sido primordial para
tener un mayor conocimiento y desarrollo, también ha demostrado ser un &rea sostenible donde
apoyan la intensificacion para satisfacer la demanda mundial de alimentos acuaticos y de su
debida distribucion (FAO, 2022).

1.5.2. Camaron blanco L. vannamei

La especie L. vannamei o también conocido camaron blanco del pacifico, es una de las mas
cultivadas en el mundo debido a su alta demanda, supervivencia, resistencia, tolerancia a
enfermedades y su rapido crecimiento. También se puede cultivar en diferentes sistemas de

produccion para mejorar su potencial desarrollo (Amelia et al., 2021).

1.5.2.1. Origen y distribucion

La especie L. vannamei es originario de la costa oriental del pacifico, desde el norte de
México en Sonora, en Centroamérica hasta llegar al Sur en Per(, en habitats marinos. Se
comenzo a cultivar a mediados de la década de los 70 en Sudamérica paises como Brasil,
Ecuador, Peru, Centroamérica y en Estados unidos. La especie también es dominante en el Asia

como en China, Vietnam, Tailandia e India (Albalat et al.,2022).

1.5.2.2. Descripcion de la especie

De todos los crustaceos lo que caracteriza al camardn blanco es su exoesqueleto rigido que
facilitan su movimiento. Esta especie realiza un proceso de muda el cual cambia su
exoesqueleto. Las partes del cuerpo consiste en: Cefalotérax y abdomen, donde el cefalotdrax
es fusion de la cabeza con el térax y donde se encuentra los apéndices sensoriales como la
antena, anténula y ojos pediculados. Por otra parte, el abdomen esta dividido por 6 segmentos
donde cada uno posee un par de apéndices natatorios conocidos como pledpodos y en la region

terminal por 4 pares llamados urépodos y el telson (Orrala, 2021).
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1.5.3. Sistemas de produccion

Los sistemas de produccién estan divididos dentro de un mapa de funciones donde se los
puede clasificar segun el nivel de intensidad de produccidn, en la actualidad se lo puede dividir
como los siguientes semi-intensivo, intensivo y hiper intensivo sin embargo antes en sus inicios

se consideraba el sistema extensivo (Oddsson, 2020).

1.5.3.1. Sistema semi-intensivo

Este tipo de sistema de cultivo tiene un rango de densidad de siembra entre 10 a 30 cam/m?2.
Por lo general estos sistemas se cultivan en estanques de tierra y mantienen recambios de agua
entre 5 a 10 % diarios. Estos recambios son necesarios debido que diluyen los compuestos
toxicos, debido al poco recambio de agua esto provoca un crecimiento lento del camaroén
(Rojas, 2018).

1.5.3.2. Sistemas intensivos

Este sistema se trata de obtener la mayor cantidad de organismos por m?es decir por la
unidad de volumen, donde se coloca altas densidades de organismos, para esto se requiere un
buen manejo, tecnificaciones, bastante inversion. Este sistema se lo esta practicando en muchas
partes del mundo y su enfoque de tener un producto de mayor valor y calidad. Y asi mismo
tener mayores ingresos. Para este sistema se realizan procesos de seleccidn genética, con un

exhaustivo control sanitario y alimento de calidad (Berger, 2020).

1.5.3.3. Sistema hiperintensivo

En este sistema se necesita un manejo riguroso en el proceso de produccion y en cada uno
de los parametros tanto fisicoquimicos y calidad del agua, se pueden realizar en estanques
pequefios de concreto o plastico, donde no se realiza recambio de agua, se utilizan aireadores
donde deben alcanzar niveles de oxigeno disuelto entre 4 a 6 mg/L y una densidad de siembra

superior de 120 organismos/m?(Villarreal, 2022).

1.5.4. Enfermedades mas comunes en la camaronicultura
Entre las enfermedades mas frecuentes en el sector acuicola principalmente en la
camaronicultura han sido ocasionados por agentes patdgenos como las bacterias, virus,

protozoos y hongos. De las méas notorias son las virales como IHHNV (virus de la necrosis
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hipodérmica y hematopoyética infecciosa), TSV (virus del sindrome de Taura), WSSV (virus
de la mancha blanca), YHV (virus de la cabeza amarilla), e IMNV (virus de la myonecrosis
infecciosa). Luego estéan las de origen bacteriano, de estas enfermedades el género Vibrio es un
problema en el cultivo de camarén (Santos, 2019).

1.5.4.1. Vibriosis

Esta bacteria es un patdégeno que ocasiona una de las enfermedades mas importantes
causadas por el género Vibrio sp. Afecta directamente en todas las fases de cultivo de camaron
y a la economia teniendo grandes pérdidas en el sector camaronero. Entre las principales
especies de vibriosis son las siguientes: V. anguillarum, V. parahemolyticus, Vibrio
alginolyticus y V. harveyi (Ishaque, 2018).

1.5.5. Tratamientos para controlar Vibrios en cultivo de camaron

1.5.5.1. Aplicacion de antibiéticos en acuicultura

En la actividad acuicola el uso de antibiéticos se ha utilizado para tratar animales enfermos
0 COMO Uso preventivo como animales asintomaticos que conviven con los animales enfermos.
El uso de farmacos antimicrobianos ha dado resultados erroneos y por su usO excesivo,
problemas en el ambiente haciendo que las bacterias tomen resistencia por la aplicacion de
estos antibidticos (Varela, 2018).
Debido a las diferentes enfermedades de origen bacteriano se han utilizado diversos tipos de
antibioticos para contrarrestar este tipo de bacterias, los antibidticos mas utilizados en el campo
acuicola son los siguientes: Florfenicol, oxitetracilcina, ormetoprim — sulfamatoxazol,
sarafloxacina y enrofloxacina, quinolonas, clortetraciclina, acido oxolinico, perfloxacina,
ciprofloxacina, norfloxacina, sulfametazina, gentamicina y tiamulina, de los cuales no todos

son permitidos en la actualidad (Correa, 2018).

1.5.5.2. Oxitetraciclina

Este antibidtico es uno de lo més utilizados en el sector acuicola, este tipo de farmaco lo
manejan mas para la prevencion y manejo de infecciones bacterianas en peces y camarones,
como la furunculosis, la aeromonosis, la pseudomonosis, la lactococosis y la vibriosis, donde
son suministrados en alimento balanceado, por bafio o inyeccién (Lu et al., 2021).
En el camardn, el antibidtico oxitetraciclina es utilizado para tratamiento de infecciones como

las de NHP, forunculosis y la Vibriosis. Pero en la actualidad ya no se esta utilizando como
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tratamiento de Vibriosis, sino para un tratamiento de bacterias intracelulares, como NHP-B
donde ha sido una buena opcion para trata esta bacteria asi mismo ha tenido resultados exitosos

en la eliminacion y disminucién de esta enfermedad (Bustamante, 2018).

1.5.5.3. Florfenicol

Este antibidtico es admitido por la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los
Estados Unidos (FDA) para el uso en el sector acuicola, esta registrado en varios paises como
Japdn, Noruega, Chile, Corea del Sur, Reino Unido, Canada y Ecuador para tratar y prevenir
enfermedades bacterianas, ha sido eficaz tanto en peces como camarones en ambientes de agua
dulce como salada (Parmar et al.,2018). Se ha usado para disminuir la mortalidad en los
camarones por su efecto contra las bacterias patdgenas. También, segln estudios se ha
demostrado que la absorcion de este antibidtico desde el intestino tiene una reaccion rapida y
amplia distribucion, a su vez elimina bacterias de manera rapida en el camardn blanco del

Pacifico, L. vannamei (Shakweer et al., 2023).

1.5.6. Métodos alternativos: uso de plantas medicinales en la acuicultura

El sector acuicola se ha beneficiado con el uso de las plantas medicinales, que se las conoce
por su nombre comun: palo maria, resina maria, la grosella, cerezo occidental y la albahaca
morada, que han mostrado resultados positivos contra el virus de la cabeza amarilla del
camaron. Entre los aceites esenciales de plantas que han mostrado propiedades antimicrobianas

estan: Balsamo, albahaca, hisopo, lavanda, orégano, neem, sage y tomillo (Aguirre, 2019).

1.5.6.1. Tomillo (Thymus vulgaris)

Es una planta medicinal que han utilizado como alternativa en la reduccion de la vibriosis
en camarones debido a su poder de sus propiedades antimicrobianas como el timol (79%),
carvacrol (5%), siendo efectiva contra las bacterias Grampositivas y Gramnegativas
(Maksimov, 2017).

De igual modo, el tomillo (Thymu vulgaris) se comprobé que su efecto su antibacteriano
contra agentes como: Candida albicans, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus
cereus, Salmonella typhimurium y Aggregatibacter  actinomycetemcomitans (Quynh,
2019).
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1.5.6.2. Orégano (Plectranthus amboinicus)

1.5.6.3. Propiedades de Plectranthus amboinicus

La planta oreganon es utilizada en la medicina para tratar o prevenir de enfermedades por
sus propiedades como monoterpenos, carvacol y timol, donde estos compuestos son
bactericidas contra los diferentes tipos de bacterias patdgenas. Aguirre (2019) nos indica que
el aceite esencial tiene una accion en la capa externa de la membrana celular bacteriana donde
actla sobre los fosfolipidos, causando modificaciones en la composicion de los acidos grasos.
Segun estudios es muy eficaz contra las bacterias Gram- positivas S. epidermidis y
Staphylococcus aureus también contra las bacterias Gram- negativas como Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli (Silva et al.,
2023).

Plectranthus amboinicus, esta planta medicinal tiene presencia de alrededor de 76
compuestos volatiles y de 30 no volatiles este le atribuye propiedades farmacoldgicas como
acciones antimicrobianas, antiinflamatorias, analgésicas, cicatrizantes, antioxidantes,
antiepilépticas y larvicidas. Estudios realizados han demostrado que esta planta ha sido
beneficiosa contra enfermedades cutaneas, cardiovasculares, digestivas, urinarias y orales en
seres humanos. (Swamy et al., 2017).

Tabla 1:

Taxonomia del Oreganon

TAXONOMIA

Dominio Eucariota

Reino Pantae

Filo Espermatofita
Subfilo  Angiospermas
Clase Dicotiledoneas
Orden Lamiales
Familia Lamiaceae
Género  Plectranthus

Especie  Plectranthus amboinicus

Nota: Fuente: (Gundu, 2020)
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1.5.6.4. Composicion quimica de Plectranthus amboinicus

En la composicion quimica de la planta Plectranthus amboinicus, se han detectado un total
de 43 compuestos, donde predominaron los monoterpenos oxigenados 52,5%, seguido de los
hidrocarburos monoterpenicos 26,5%, los hidrocarburos sesquiterpénicos 16,4% vy los
sesquiterpénos oxigenados 3,7%. En el caso de los monoterpenos oxigenados el principal
compuesto es el carvacol 50%, de los hidrocarburos monoterpenicos, el principal compuesto
es el el y-terpineno 13,1% y del hidrocarburo sesquiterpenico el principal compuesto f-
cariofileno 11,3% (Hsu, 2019).

1.5.6.5. Antecedentes de uso en medicina tradicional

El oregandn es una planta estudiada por sus propiedades, antimicrobiana y antioxidante, en
estudios previos también se determind propiedades antitumoral, digestiva, tonica y antiséptica.
En la medicina popular, el té de orégano se ha empleado como un apoyo en el alivio de la tos.
En la antigliedad los griegos la utilizaban como un antiséptico, para curar el estomago y
enfermedades respiratorias (Gomez et al., 2018).

También hay estudios sobre el uso del orégano se ha comprobado que tiene propiedades
digestivas, donde se ha empleado para tratar dolores como colicos, espasmos en el abdomen,
dolores de cabeza, también se ha empleado en tratamientos en la piel, trastornos del sistema

respiratorio e infecciones virales entre otros (Gonzalez, 2019).

1.5.6.6. Otros usos del Plectranthus amboinicus

Se lo utiliza como uso medicinal y aditivo alimentario, las hojas se consumen como
verdura, en cosméticos, aromatizantes, repelente de insectos, plantas ornamentales, etc. En
paises como Brasil se lo cultiva para el sector agricola y en lo medicinal para tratamiento de

ulceras, quemaduras, cataplasmay el jugo de las hojas para alergias cutaneas (Datiles, 2020).

1.5.7. Interaccion entre el Extracto de Orégano y Vibrios

Segun estudios sobre el efecto del extracto del oregan6n en organismos acuaticos
principalmente en los camarones mediante un ensayo in vivo para evaluar la actividad la
citoxidad, fagocitica, actividad fenoloxidasa y el anién superdxido en los hemocitos del
L.vannamei. Se determind que su uso potencia la respuesta inmune en los camarones, mejora

crecimiento y también aumenta la resistencia ante el V. alginolyticus (Huang et al., 2022).
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En los peces como la tilapia se ha utilizado el aceite esencial de oregandn como suplemento
en las dietas alimenticias; se demostré que algunos géneros de bacterias fueron afectados
debido a la relacion de carvacol y timol, como Escherichia, Salmonella, Edwarsiella,
Pseudomonas, Aeromonas y Klebsiella, por lo tanto, se determiné que puede ser una alternativa
al uso de antibidtico en el cultivo de la especie mencionada. (Sorroza, 2018).

En otro estudio realizado se demostro la interaccion del extracto de la hoja del oreganon
con una dieta balanceada y una concentracion de 25, 50 y 100% en el camar6n L. vannamei
con vibriosis donde se logro inhibir el desarrollo de las cepas de Vibrio spp, incluido las que
son resistentes a los antibidticos. La concentracion de mayor efecto fue la del 100%, donde
segun un estudio de (Morales et al., 2016). ensayando con infusiones de hojas de oreganén
dieron como resultado halos con un diametro 9.2 y 18.8 mm, que son similares a los
encontrados en otra investigacion (8.4+ 2.6 mm a 14.0+ 3.2 mm) (Aguirre et al., 2021).

Segun Dominguez et al. (2019) la dosis de 1.0 pg/ml de extracto de oreganon afectd
significativamente la carga de bacterias reduciendo la virulencia de los vibrios patégenos, una
supervivencia respectivamente favorable y no mostraron toxicidad en las larvas de L.
vannamei.

Otros estudios demostraron que concentraciones de extracto de oreganon inferiores a
5,0 ugmL—1 no afectan a los hemocitos en comparacion a las concentracion de 10,0 ugmL—1,
también comprobaron que se tendra una mayor vulnerabilidad en los primeros estadios de la
etapa larvaria, por ejemplo en zoea se utilizaran dosis de 0,25 — 1 ugmlL—1 para no afectar la
supervivencia de las larvas, en mysis tuvo un efecto negativo con la dosificacion de 5,0 — 10,0

ugmL—1, mientras que en PL,s afectaron en la dosificacion 10,0 ugmL—1 (Reyes et al., 2021)
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II. MATERIALES Y METODOS

2.1. Ubicacion del experimento
El experimento se realizo en los laboratorios de la Facultad de Ciencias Agropecuarias
en la Universidad Técnica de Machala. Est4 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 1:

Ubicacion de Facultad de Ciencias Agropecuarias (FCA)

Nota: Fuente: (Google maps, 2024)

2.2. Materiales y Equipos
2.2.1. Insumos
e Balanceado comercial
e Agar TCBS
e Agar MH
e Agua destilada
e Agua de piscina camaronera a 18 mg/L
e Cloruro de sodio (NaCl)
e Solucién salina
e Alcohol industrial

e Pegante acuicola

2.2.2. Materiales biologicos
e Oreganon (Plectranthus amboinicus)
e Camaron (Litopaneus vannamei)

o Vibrios spp.
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2.2.3. Equipos

Microscopio

Cocineta

Incubadora

Cabina de flujo laminar
Auto clave

Balanza

Aireadores

Medidor de pH

Kit de amonio

2.2.4. Materiales

Caja Petri

Tubo de ensayo
Micropipetas (100 y 1000 pl)
Puntas para micropipetas
Vasos de precipitacion
Mechero de alcohol
Pinzas

Tijeras

Azas de Dygraski

Tubos Eppendorf
Gavetas

Marcador permanente
Piedras difusoras
Mangueras de oxigeno
Fundas plasticas negras
Mandil

Mascarilla

Guantes quirurgicos
Discos

Mortero

Espatula
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e Papel Aluminio
e Varilla de vidrio

e Pipeta de 10 ml

2.3. Metodologia

2.3.1. Obtencion de los extractos

Para la obtencion del extracto se trabajo en un ambiente aséptico. Se ocupd la hoja y
tallo del oreganon, con la ayuda de un mortero se logré tener el extracto del oreganén en fresco.
Se realiz6 una prueba de oxidacion del extracto durante 8 dias, en cual se verificé que no hubo
variacion en el pH evaluado diariamente, lo cual no se utilizé ningun aditivo para conservar el

producto.

2.3.2. Tratamiento in vitro

Para realizar la prueba de antibiograma, se prepar6 el medio de cultivo agar Mueller-
Hinton el cual fue preparado con las indicaciones establecidas por el producto, Posterior, se
utilizo un hisopo se tomo una muestra de cepa de Vibrio spp.y se sembrd en una placa mediante
el método de estriado. Cada placa se la dividio en 4 partes, y en cada una se coloco un disco
absorbente. Con una micropipeta, se afiadié 80 uL del extracto de oregandn de cada tratamiento
A (Hoja), B (Tallo), C (Hoja + Tallo). Se realiz¢ la prueba de sensibilidad y, tras pasar 24 horas,
se observo el didmetro del halo de inhibicion de cada extracto para determinar el efecto

antagonico.

2.3.3. Obtencion de los animales

La obtencién de las muestras de camardn fue recolectada en una camaronera ubicada
en la parroquia Barbones, canton EI Guabo, provincia EI Oro. Se recolectaron 100 camarones
de la piscina y se trasladaron a Facultad de Agronomia de la UTMACH. Los camarones
utilizados para el experimento fueron 45 organismos, con un peso promedio de 3 a 4 gramos,
asegurando que no mostraran sintomas de ninguna enfermedad. Los camarones no se
medicaron antes de trasladarlos a la piscina de engorde.

El agua utilizada se recogié de la misma piscina de donde se obtuvieron los camarones,
con un volumen de 300 litros y salinidad de 18 mg/L. El agua necesaria para los siguientes dias
del experimento la proporciono la misma camaronera, donde se almaceno en un tanque de 1000

litros con aireacion.
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2.3.4. Aclimatacion de los camarones
En las unidades experimentales se aclimataron los camarones por 3 dias, donde se
repartieron 5 organismos en cada gaveta y con aireacion. Los parametros evaluados en el

mesocosmos fue pH (6.28+0.08), temperatura (26.5£0.5 °C) y amonio (0.010£0.004).

2.3.5. Preparacion del alimento con las dosis establecidas

Para el alimento se utilizo balanceado comercial en donde fue mezclado con el extracto
del oreganén el cual tiene como principio activo el carvacol, se utilizé dos dosis: T1 (0.25%)
y T2 (0.50%) y fueron adheridas al balanceado con la ayuda de un pegante. Las dosis aplicadas

se representan en la siguiente tabla.
Tabla 2:

Tratamiento con la respectiva dosis

Tratamientos Dosis de oreganon (%)
TC 0
T1 0.25

T2 0.50

2.3.6. Ensayo in vivo
En la prueba se utilizé el extracto que mostro un halo de inhibicién mas significativo

en la prueba de antibiograma, el cual fue el tratamiento C (tallo y hoja de oreganon).

Para las unidades experimentales (UE) se utilizaron 9 recipientes plésticos con una
capacidad de 40 L donde solo se llen6 hasta los 30L de agua con una salinidad de 18mg/L. Se
colocd 5 camarones juveniles de 3g (biomasa 15g) por cada UE. Para el mantenimiento del
agua, se realizé sifoneo y un recambio del 30% del volumen de agua cada 3 dias y se controlo

parametros como pH de (6.28+0.08), temperatura (26.5+27 °C) y amonio (0.010£0.004).

Se trabajo con 2 tratamientos y el control con 3 réplicas cada tratamiento: TO: Solo se
suministré alimento balanceado; T1: Alimento balanceado con el 0,25% de extracto de
oregandn + pegante; T2: Alimento balanceado con el 0,50% de extracto de oreganon + pegante.
Se utilizé6 ImL por cada 100g de alimento balanceado del pegante, se alimentd con el 4% de
su biomasa que fueron distribuidas en dos dosis en el dia (08HO0O0 y 15H00). Se utiliz6 un total

de 54g de alimento por tratamiento durante los 10.
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Después de 10 dias, se llevod a cabo un anélisis microbiologico para cada tratamiento
siguiendo el método de Garza et al. (2021). Se realizé un pool con la hepatopancreas de los
camarones (1 g) para realizar diluciones seriadas por triplicado utilizando 100 pL en agar TCBS

obteniendo resultados después de 24-48 horas.

2.3.7. Disefio experimental
Para el desarrollo del experimento se realizé un disefio completamente al azar (DCA),
donde se manipuld un factor de estudio que fue el extracto de oreganén y estard segmentado

en tres tratamientos con sus respectivas réplicas.
Tabla 3:
Replica de los tratamientos

TRATAMIENTOS

TC T1 T2
T2 TC T1
TC T1 T2

TC: Alimento Balanceado
T1: Extracto de hoja y tallo al 0.25%

T2: Extracto de hoja y tallo al 0,50%

2.3.8. Analisis estadisticos

Al terminar el experimento los datos recolectados fueron analizados estadisticamente
con los supuestos de homogeneidad de varianza y normalidad para definir qué tipo de prueba
se debe utilizar para la comparacion de los tratamientos. Debido que los datos de Vibrios, no
cumplieron los supuestos mencionados, se procedié a realizar el andlisis de una prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis para muestras independientes. En cambio, los datos de bacterias
heterdtrofas si cumplieron los supuestos de homogeneidad y normalidad, por lo tanto, se lo

analiz6 a través de la prueba paramétrica de ANOVA de un factor Inter-grupos. Los datos se
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analizaron en el programa estadistico SPSS Statistics version 25 para Windows, con un nivel

de confiabilidad del 95% (a=0,05).
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1. RESULTADOS Y DISCUSION
Los Fitobidticos son derivados de plantas naturales Ordofiez (2021) indica que estos
contienen compuestos activos que tienen un efecto positivo en la salud como el crecimiento de
los animales, su uso se lo realiza por medio de aceites esenciales, extractos de plantas y en
polvo. Tiene un efecto inmunomodulador, en la salud intestinal, en la actividad antimicrobiana
y estimulacion de secreciones enddgenas. Se han utilizado plantas como las siguientes:

Orégano, Noni, Guanabana, Guayaba y otras.

3.1. Efecto inhibitorio frente a Vibrios
Entre los tratamientos evaluados, se pudo observar que el tratamiento C (hoja y tallo)
presentd un mejor halo de inhibicion 9mm, por lo tanto, fue el tratamiento utilizado para

evaluarlo en el tratamiento in vivo y comprobar su efectividad en L. vannamei. (Tabla 4)

Tabla 4:

Diametro de los halos de inhibicion evaluados durante 48 horas

Tratamientos Halo de inhibicién
A Hoja 7mm
B Tallo 6 mm
C Hojay Tallo 9 mm
D Hojay tallo esterilizado -

Figura 2

Resultado de los tratamientos en el antibiograma

Nota: En la placa se pueden observar los siguientes halos de inhibicion de los tratamientos A,

B, C D.
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Es transcendental realizar la prueba de antibiograma debido que permite observar la
efectividad del productor natural que se va a aplicar sobre la bacteria que se quiere controlar,
mediante la medicién del didmetro de halo de inhibicion se puede ver su efecto. (Fig. 2)

Los datos obtenidos del tratamiento C coinciden con Aguirre (2019) quien en su
investigacion demostr el efecto inhibitorio frente a 4 cepas de Vibrios spp. (Im-Tum, HP2-V,
HP4-V1, Im-Alg) donde obtuvo halos de inhibicion con diametros de 8,4 £ 2,6 mmy 14,0 £
3,2 mm, con el tratamiento de 100% de extracto de oregandn sin ninguna dilucién.

En otro estudio de Morales et al. (2016) encontrd efecto inhibitorio en las hojas de oreganén

frente al Vibrio spp dieron como resultado halos con diametros entre 9.2 y 18.8 mm

3.2. Evaluacion in vivo de el extracto de oregandn en la disminucion de vibrios

Para abordar con el experimento in vivo se efectu6 un analisis bacteriologico a los
camarones, donde se obtuvo una carga total inicial de Vibrios de 1.5 x 10 ® UFC/gr
hepatopancreas (Fig. 3) Con los resultados obtenidos, se puede decir que los organismos tenian
un alto porcentaje de bacterias, y por ende se considera que podrian enfermar en un corto plazo.

Figura 3

Bacteriologia inicial: Conteo inicial de Unidad formadora de colonias

En figura 3 se observa la bacteriologia inicial realizada mediante diluciones seriadas
por triplicado provenientes de la hepatopancreas de juveniles de L. vannamei utilizados

antes de aplicar los tratamientos a evaluar.
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Figura 4

Bacteriologia final: de Unidad formadora de colonias

En figura 4 se observa la bacteriologia final realizada mediante diluciones seriadas por
triplicado provenientes de la hepatopancreas de juveniles de L. vannamei aplicada para el
tratamiento TO (tratamiento control), T1 (Extracto de hoja y tallo al 0.25%) y T2 (Extracto
de hoja y tallo al 0,50%).

Tabla 5:

Numero total de bacterias

BACTERIAS
HSD Tukey?
Subconjunto para alfa = 0.05
TRATAMIENT _ N 1 2 3
T2 0,50 3 1200.00
T1 0,25 3 16666.67
CONTROL 3 100000.00
Sig. 1.000 1.000 1.000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafo de la muestra de la media armoénica = 3.000.

En la prueba estadistica post hoc se determinaron las diferencias estadisticas donde en la

siguiente tabla se puede observar el conteo total de bacterias, comparando el control con los
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dos tratamientos donde: E1 T1: dio un total de 16666,67 y el T2: 1,200 este siendo el mejor con

una reduccidn total de un 98.8%.

Figura 5:

Prueba de hipotesis Kruskal-Wallis

Resumen de prueba de hipotesis

Hipotesis nula Prueha Sig. Decision
Prueha de
La distribucién de BACTERIAS es  [SUsKaF Rechazar la
1 la misma entre las categorias de muestrgs 024 hipdtesis
TRATAMIENT_. independiente nula.
5

Se muestran significaciones asintdticas. El nivel de significaciin es de .05

Para evaluar la disminucion de las bacterias se llevo a cabo por la prueba no paramétrica
de Kruskal-Wallis se demuestra que existio diferencia significativa por p-valor <0,05 (0,024)
entre los tratamientos con respecto a las concentraciones de carga bacteriana 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 las cargas bacterianas con respecto a las

dosis del extracto de oreganon es diferente.
Grafico 1

Carga bacteriana (Vibrios spp) obtenidas en el andlisis

a

100000

80000
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40000

CONTEO DE BACTERIAS (UFC)

20000

CONTROL T10,25 T205
TRATAMIENTOS

Nota: Las letras minusculas indican diferencia estadistica entre tratamientos

-34 -



Los resultados del experimento se pueden apreciar en el grafico 1 donde existe una
reduccion del 98.8% y 83,33% en la carga bacteriana de Vibrio en los tratamientos 1 y 2
respectivamente con respecto control, comparando con la carga inicial de vibriosis de (1.5 x 10
® UFC/gr Hp) con el control TO (1x 10* UFC/gr Hp) y al pasar los 10 dias, se mostro que los
recambios de agua tambien influyen en la proliferacion de las bacterias. Esta efectividad se
puede corroborar con Mendoza et al. (2023) quién hace mencion que el oreganon presenta en
abundancia los compuestos activos como el timol y el carvacrol, quienes demuestran un efecto
antimicrobiano para evitar la patogenicidad y disminucién de bacterias presente en la

hepatopancreas.

De manera similar, Sotomayor et al. (2019) corrobora que el aceite esencial de oreganon
probado en camarones tiene eficacia en la inhibicion de bacterias Gram negativas. Ademas,
Armijos et al. (2022) afiade que el uso del aceite esencial de orégano tiene mayor efectividad,
ya que se logra disminuir la carga bacteriana en la hepatopancreas en los juveniles de L.
vannamei. De acuerdo con los resultados evaluados de los diferentes autores se hace énfasis

que el uso de este Fitobidticos tiene gran eficiencia ante la disminucion de la carga bacteriana.

3.3. Comparacion del crecimiento del camaron

Grafico 2:

Crecimiento entre los tratamientos
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En este ensayo se puede observar en la (Graf.2) el crecimiento con la utilizacioén del
extracto de oreganon donde el tratamiento control mostrd un crecimiento promedio 3.07g, el
T1 del 3.12g y el T2 de un 3.23g durante el trabajo de investigacion donde se pueden observar
diferencias significativas entre los 3 tratamientos siendo el T2 el mas efectivo y con mayor
crecimiento (0,5 pL/mL). La implementacion del oregandn en las dietas alimenticias del
camar6n blanco nos da un resultado positivo como su efecto antibacteriano como su alta
sobrevivencia y su optimo crecimiento, concordando con Huang et al. (2022) nos dice que
utilizando 20 g de P. amboinicus (PA) por kg de alimento mejor la inmunidad y ayuda a tener

un mejor crecimiento de los organismos.

-36 -



IV.  CONCLUSIONES

e Se logrod extraer a partir de las hoja y tallo fue de manera asequible y eficiente una
solucion que permite reducir la carga bacteriana de vibrios.

e Luego del analisis de la obtencion de los extractos se demostrd que la union de los
dos (hoja y el tallo), tiene un efecto inhibitorio, y fue el que mostré6 un mejor
resultado.

e Para obtener el extracto se coloco una cantidad igual tanto en la hoja y el tallo para
tener la mezcla de los dos, donde la concentracion es de 0.5 la cual mostro mejor

resultado en la inhibicidén de bacterias y mejora el crecimiento de los animales.

Finalmente se comprobd que el extracto de orégano en fresco (tallo y hojas) podria ser una
buena alternativa para combatir la vibriosis en el cultivo de camarén, demostrando una opciéon
eficaz y sostenible para evitar la proliferacion de bacterias. Este método natural tambien nos
ayuda a reducir el impacto ambiental por el uso de antibidticos, y asi mismo ayudando a la

sostenibilidad en la acuicultura.
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V. RECOMENDACIONES

Probar el extracto del oreganon cuando los camarones estén en su etapa adulta.
Seguir evaluando dosis distintas en los tratamientos establecidos para ver si se logra
tener un mejor efecto positivo en el animal.

Efectuar estudios cumpliendo la hidroestabilidad del pellet por la aplicacion del
extracto del oreganén y el pegante como parte de la formulacion del alimento

balanceado.
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ANEXOS

Anexo 1: Recoleccion de los animales

Anexo 2: Diserio de la unidad experimental
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Anexo 4: Recambio de agua
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Anexo 5:Diluciones seriadas por triplicado de la hepatopancreas
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Anexo 6: Preparacion de diluciones seriadas del HP por triplicado.
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