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RESUMEN

En Ecuador, el cultivo del Litopenaeus vannamei tuvo inicio en la provincia de EIOro y es
identificado como uno de los productos de mayor importancia en exportacion no relacionado al
petréleo, lo que lo convierte, en una de las actividades mas relevantes en el impacto financiero del
pais. Con la alta demanda de la produccién de camardn en mercados, ha surgido en los sectores
camaroneros la necesidad de implementar diferentes niveles de intensidad, lo que ha dado lugar a
sistemas-intensivos, intensivos, super-intensivos e hiper-intensivos, para incrementar la densidad
de produccidn y satisfacer la demanda.

La implementacion de estas densidades de siembra ha provocado la aparicion de
enfermedades, ocasionando problemas en la produccion con una alta probabilidad de mortalidad
en los organismos, por lo general se debe a una mala gestion y una produccion de alta intensidad.
La aparicion de nuevas enfermedades ha llevado a la implementacion de diferentes tratamientos
profilacticos y terapéuticos para conseguir un mejor control del agente patégeno. Las bacterias
Gram-negativas, en especial los Vibrios siendo los principales responsables de significativas
pérdidas econdmicas para los productores.

Actualmente, hay una creciente preocupacion por la aparicién de bacterias resistentes a los
antibidticos convencionales. Esto ha impulsado la busqueda de alternativas naturales y efectivas
para el control bacteriano, especialmente en el campo de la produccién animal. Dos de las opciones
mas prometedoras son los acidos organicos y los extractos de plantas. Los acidos organicos, como
el acido férmico, han demostrado tener propiedades antimicrobianas efectivas contra una amplia
gama de bacterias patogenas, por otro lado, el extracto de orégano es rico en compuestos fendlicos,
como el carvacrol y el timol, que también poseen actividad antimicrobiana. Una mezcla de &cidos
con extractos de orégano puede maximizar su potencial, ya que ambos produciran una alteracion
del pH del medio, dafar la membrana celular y afectar el metabolismo bacteriano, lo que lleva a la
inhibicién del crecimiento y la muerte celular.

El presente estudio tiene como objetivo evaluar la sinergia entre extracto de orégano, sales
de potasio y acido formico para la reduccién de bacterias del género Vibrio spp en el cultivo de
camaron. Para este ensayo se utilizé dos tratamientos y un control sin suplementacion, cada uno
con tres réplicas de acidos organicos con fitobidticos (T1: Oseanah sin Tween 80, T2: Oseanah

con Tween 80), Se utilizaron 45 organismos de L. vannamei, repartidos al azar los mismos que
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fueron alimentados 2 veces al dia, y para conservar la calidad deagua se ejecutd recambios deagua
a un 30%.

Los resultados mostraron que ambos tratamientos T1 y T2 presentaron una reduccién de
bacterias tipo Vibrios con un 97 % y 92,33 % de reduccion respectivamente. Asimismo, los
resultados de los estudios in vitro revelaron un efecto inhibitorio ante el patdgeno con diferentes
halos de inhibicién para cada tratamiento T1 (13 mm) y T2 (11.5 mm), confirmando que existe la
presencia de unasinergia entre lamezcla del fitobiotico y el acido orgénico. Para concluir, se puede
indicar que la suplementacién de estas sustancias inhibe el desarrollo de bacterias del género Vibrio
spp, evidenciandose como una opcién amigable evitando la resistencia antimicrobiana,
disminuyendo el impacto negativo sobre el ecosistema acuatico y contribuyendo asi a la

sostenibilidad de la industria.

Palabras clave: Fitobioticos, &cidos organicos, antibiograma, sinergia, L vannamei.



ABSTRACT
The cultivation of Litopenaeus vannamei in Ecuador began in the province of El Oro and
is identified as one of the most important non-oil export products, making it one of the most
relevant activities in the country's financial impact. With the high demand for shrimp production
in markets, shrimp farmers have had to implement different levels of intensity, giving rise to super-

intensive, intensive, and hyper-intensive systems to increase production density and meet demand.

The implementation of these stocking densities has led to the appearance of diseases,
causing production problems with a high probability of mortality in the organisms, usually due to
poor management and high-intensity production. The emergence of new diseases has led to the
implementation of different prophylactic and therapeutic treatments to achieve better control of the
pathogenic agent. Gram-negative bacteria, especially vibrios, are primarily responsible for

significant economic losses for producers

There is currently growing concern about the emergence of bacteria resistant to
conventional antibiotics. This has driven the search for natural and effective alternatives for
bacterial control, especially in the field of animal production. Two of the most promising options
are organic acids and plant extracts, such as oregano extract. Organic acids, like formic acid, have
been shown to have effective antimicrobial properties against a wide range of pathogenic bacteria.
On the other hand, oregano extract is rich in phenolic compounds, such as carvacrol and thymol,
which also possess antimicrobial activity. A mixture of acids with oregano extracts can maximize
their potential, as both will produce an alteration of the pH of the medium, damage the cell

membrane, and affect bacterial metabolism, leading to growth inhibition and cell death.

This study aims to evaluate the synergy between oregano extract, potassium salts, and
formic acid for the reduction of bacteria of the genus Vibrio spp in shrimp farming. For this trial,
two treatments and an unsupplemented control were used, each with three replicates of organic
acids with phytobiotics (T1: Oseanah without Tween 80, T2: Oseanah with Tween 80). Forty-five
L. vannamei organisms were randomly distributed, fed twice daily, and water quality was

maintained by performing 30% water changes

The results showed that both treatments T1 and T2 presented a reduction of Vibrio-type
bacteria with 97% and 92.33% reduction, respectively. Additionally, the results of the in vitro

studies revealed an inhibitory effect on the pathogen with different inhibition halos for each
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treatment T1 (13 mm) and T2 (11.5 mm), confirming the presence of a synergy between the
phytobiotic and organic acid mixture. In conclusion, the supplementation of these substances
inhibits the development of bacteria of the genus Vibrio spp, proving to be a friendly option,
avoiding antimicrobial resistance, reducing the negative impact on the aquatic ecosystem, and thus
contributing to the sustainability of the industry.

Key words: Phytobiotics, Organic Acids, Antibioticogram, Synergy, L. vannamei.
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l. INTRODUCCION
La busqueda de opciones alimenticias ha llevado a la humanidad a explorar fuentes de
proteina econdmicamente accesibles y con un alto nivel de rentabilidad. En Ecuador, en el afio
2023 se alcanzd una produccion acuicola de mas de 233°231.853 libras, con un valor aproximado
de $ 2157°000.000. Esta circulacion de divisas ha tenido un impacto significativo en la economia
internacional (CNA, 2023).

En Ecuador, la produccién del camardn blanco Litopenaeus vannamei comenzo en el afio
de 1968 en Santa Rosa y actualmente se lo ha categorizado como el principal producto de
exportacion de procedencia no petrolera, por tal motivo, es determinada como una actividad con

gran impacto financiero dentro del pais (Varela et al., 2017).

Conel aumento de lademandadel mercado se ha propiciado entre los sectores camaroneros
la urgencia de producir con diferentes niveles de intensidad en el cultivo, dando origen a sistema;
semi-intensivo: intensivo, super-intensivo e hiper-intensivos, con la finalidad de generar un

aumento en la densidad de producciony cubrir la demandaalimenticia (Pérez-Chabela etal., 2020).

La aplicacion de estos sistemas de cultivo da como resultado el origen de enfermedades
generando graves problemas en la produccion, existiendo la probabilidad de la aparicion de
mortalidad en los organismos, esto es por lo general como consecuencia de una mala gestiony una

elevada intensidad de produccion (Martin et al., 2022).

Con la aparicion de nuevas enfermedades se ha recurrido a diversos tratamientos ya sean
profilacticos o terapéuticos con la finalidad de encontrar un mejor control sobre agente patogeno.
Las bacterias Gram-negativas son microorganismos gue se encuentran en las piscinas ocasionando
problemas al cultivo de camardn, el tipo mas conocido son los vibrios, los cuales son los

responsables de grandes pérdidas econdmicas (Casanova-Nodarse et al., 2023).

Para el control de estas enfermedades se han aplicado diversos antibidticos como la
oxitetraciclina, sin embargo, el uso de estos bactericidas provoca la perdida de otros organismos
que no son objeto de control ocasionando un desequilibrio en el ecosistema, asimismo, una dosis

inadecuada de estos productos genera resistencia del agente patdogeno generando un mayor
problema (Gamez-Bayardo et al., 2021).
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En Ecuador se encuentra prohibido el uso de enrofloxacina y se recomienda no usar la
oxitetraciclina y florfenicol (Ministerio de Acuacultura y Pesca, 2018). Con la restriccion de estos
medicamentos han surgido alternativas profilacticas como son: acidos orgéanicos, productos
naturales y bacteriéfagos, los mismos que en diferentes investigaciones han presentado resultados

benéficos en la industria del camardn (Varela-Mejias Uriarte et al., 2020).

El acido formico, formiato de potasio y extracto de orégano “Origanum vulgare” son
considerados como una gran opcion para su aplicacion, ante la aparicion de bacterias en el sector
camaronero debido a sus diversas propiedades, por lo tanto, se los ha presentado como una
alternativa menos agresiva para el ambiente y el organismo, destacando que su aplicacién genera

beneficios econdémicos al productor.
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1.1. Planteamiento del problema

Debido a la intensificacion que se ha realizado en los sistemas acuicolas se han
desencadenado diversas enfermedades que disminuyen la produccion, por ejemplo, las
enfermedades de origen bacteriano como la vibriosis, la cual es considerada una de las limitantes
de mayor importancia en el cultivo de camaron ya que afecta la fase larvaria y de engorde
provocando grandes mortalidades y a su vez generando pérdidas econémicas.

En este sentido, se comprende que los brotes de vibriosis generalmente ocurren por
variaciones ambientales, altas densidades, malas préacticas, aumento de la materia organica y
exceso de nutrientes. Estos factores favorecen la replicacion bacteriana y al tratarse de patdégenos
oportunistas afectaran el sistema inmune de los camarones volviendolos vulnerables a las diferentes
enfermedades que pueden causar los vibrios y provocaran altas tasas de mortalidad, afectando la
produccion.
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1.2.  Justificacion

Actualmente existen diversas investigaciones enfocadas en reducir la mortalidad en el
cultivo de camardn provocada por enfermedades de origen bacteriano. De esta manera, se han
desarrollado, las cuales han permitido reducir significativamente el porcentaje de mortalidad, sin
embargo, se ha demostrado que el uso de antibidticos representa una mayor problematica, por tal
motivo, se han incorporado alternativas menos invasivas, como son el uso de &cidos organicos
(AO), extractos de plantas (EP) y la sinergia entre estos productos los cuales han demostrado ser

efectivos debido a que cuentan con propiedades antimicrobianas.

De hecho, se conoce que el acido formico (AF) en la industria alimenticia es usado como
aditivo, conservante y antibacteriano frente a bacterias Gram-negativas, asimismo en industrias
agricolas es utilizado como pesticida, fungicida y bactericida; por otra parte, el formiato de potasio
(FK) es un fertilizante muy efectivo en el crecimiento de plantas debido a su aporte de potasio vy,

en la industria alimenticia también se lo considera un aditivo efectivo en la conservacion de
alimentos.

De igual forma, el extracto de orégano (EO) funciona eficientemente como insecticida,
bactericida, conservador de alimentos y es ampliamente usado en medicina ya que cuenta con
propiedades antiinflamatorias, antifingicas y antioxidantes. De igual manera, con base en
diferentes investigaciones se destaca que los compuestos que contiene el EO, como el timol y
carvacrol, han funcionado eficientemente en disminuir la proliferacion de bacterias en el cultivo
tanto de peces como de crustaceos ya que interrumpe el Quorum sensing ofreciendo una mejor

rentabilidad en los cultivos, debidoaque la virulencia de patdgenos bacterianos puede ser reducida.

Con base a lo expuesto y considerando las aplicaciones de cada componente dentro de las
diferentes industrias, la presente investigacion se efectlia para evaluar la sinergia entre AF, FK con
EO en la disminucion de la vibriosis en juveniles de L. vannamei. Por lo que, realizar la
investigacion sobre la sinergia entre estos compuestos es de suma importancia ya que ofrece al
sector camaronero nuevos enfoques que permiten mantener un mejor control ante enfermedades,
ademas de ello, beneficia al productor ya que los costos de produccién son reducidos debido a que
se descarta la dependencia del uso inconsciente de antimicrobianos sintéticos y, a su vez los
resultados obtenidos de la presente investigacion ayudard a promover una acuicultura sostenible

debido a que se centra en el bienestar del organismo y su entorno.
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1.3.  Objetivos
1.3.1. Objetivo general

Evaluar lasinergia entre la solucion de extracto de orégano, sales de potasio y acido férmico
en la reduccion de bacterias del género Vibrio spp.

1.3.2. Objetivos especificos

v Determinar la formulacién adecuada para realizar la dilucién entre acido férmico,
formiato de potasio y extracto de orégano.

v Verificar la efectividad de la sinergia in vitro para la disminucion de bacterias del
género Vibrio spp.

v" Comprobar la efectividad de la sinergia in vivo para la reduccion de la vibriosis.

v' Evaluar el tratamiento efectivo para la disminucién de vibrios en juveniles de L.

vannamei.

1.4. Hipotesis

e Lasinergia entre la disolucion de extracto de orégano, sales de potasio y acido férmico

tiene buena respuesta para la reduccion de bacterias del genero Vibrio spp.
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1.5. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.6. Generalidades del cultivo de camarén

1.6.1. Definicién de la acuicultura

La acuicultura es una actividad donde se cultiva de manera controlada organismos de origen
acuatico para su consumo, siendo estas especies adecuadas para la dieta humana. La produccion de
estos organismos se desarrolla en un ambiente vigilado, en el cual se lleva un monitoreo en sus
diferentes fases de crecimiento. Las especies seleccionadas presentan caracteristicas como
resistencia, facilidad de alimentacion y la habilidad de aumentar su tamafio en cortos intervalos de
tiempo, permitiendo incrementar las cantidades de biomasa y satisfacer la demanda del consumo
humano (Socarrés et al., 2019).

1.7. Cultivo de camaron en Ecuador

En Ecuador, la produccion de camardn se present6 en Santa Rosa en el 1968. En sus diferentes
esteros se atrapaba larvas de camaron silvestres en marea alta, estas larvas lograban completar su
desarrollo. Con el paso de los afios, cada sector ha ido aprendiendo y modernizandose en la crianza
de camarones (Gan et al., 2022), implementando la instalacion de bombas y aparatos tecnologicos
que facilitan la produccion, permitiendo el surgimiento del cultivo del camarédn en el pais (Vega et
al., 2019).

1.8. Importancia del cultivo de camardn en Ecuador

En Ecuador, el sector camaronero posee gran relevancia en el mercado mundial ya que el pais
se considera una pieza clave a nivel internacional. Debido a la calidad del producto que ofrece el
sector camaronero ecuatoriano, ha logrado acceder a los mercados internacionales (Chancay-Paco
et al., 2021).

La produccion camaronera se realiza en la regién Costa, en donde el tipo de ambiente es
ventajoso para el desarrollo de este cultivo. Segin Arias & Torres (2019) el trabajo que ofrece la
produccion del camaron representa un promedio de 180 mil personas en el Ecuador como una

fuente econdmica en diferentes cantones del pais. Sin embargo, la actividad camaronera puede ser
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afectada por diferentes microorganismos como las bacterias del género Vibrio spp, que causa
grandes pérdidas econdmicas a este sector.

1.9. Vibriosis

Los vibrios son pertenecientes a la familia Vibrionaceae, se trata de bacterias Gram-negativas,
dentro de sus principales caracteristicas se encuentra la incapacidad de formar esporas, produccién
de la enzima oxidasa la cual permite facilitar su identificacion, flagelo monotrico, halofilicas,
aerobicas facultativas y su longitud aproximada es de 1,4 a 2,6 um, y su presencia en los cultivos
es la causante del 90% de mortalidad. Se reproducen en un lapso de 12 a 48 horas, con una
capacidad de sobrevivencia a un rango de temperaturas de 30 a 37 °C teniendo una mayor tasa de

crecimiento a altas temperaturas (Fernandez y Alonso, 2009).

Son organismos que pueden coexistir en el medio acuoso y el organismo sin causar problemas
en el cultivo cuando las condiciones fisicas y bioldgicas se encuentran estables, por el contrario,
cuando surgen variaciones de pH, temperatura, oxigeno, salinidad, nutrientes, entre otros,
provocaran que el camaron se inmunodeprima, volviéndolo vulnerable ante cualquier patégeno
oportunista que se encuentre en el medio, como es el caso de los vibrios ocasionando diversas

enfermedades (Varela y Cuéllar, 2020).

En el cultivo de camar6n la presencia de vibriosis puede originar enfermedades como
hepatopancreatitis necrotizante (NHP), necrosis hepatopancreéatica aguda (AHPND), sindrome de
la gaviota, sindrome de zoea II, necrosis hepatopancreatica séptica, Sindrome de Mortalidad
Temprana (EMS) y vibrios luminiscentes (Morales-Covarrubias et al., 2018). Y asu vez lo agentes
etiologicos que han sido reportados durante los Gltimos afios son V. vulnificus, V. alginolyticus, V
cholerae, V anguillarium, V. parahaemolyticus, V. campbelli y V. harveyi (Chandrakala y Priya,
2017).

1.9.1. Vibriosis en larvicultura

Dentrode la larvicultura se mencionan diversas enfermedades ocasionadas por el mismo género
bacteriano, como son la vibriosis, vibriosis luminiscente, bolitas blancas, sindrome de zoea,
sindrome de mortalidad temprana y hepatopancreatitis necrotizante. La diferencia se encuentra en
que cierta patologia posiblemente sea provocada por los “vibrios no luminiscentes” probablemente

causada por las cepas V. parahaemolyticus, mientras que, la luminiscencia es a causa de la cepa V.
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harveyi o V. campbelli. Asimismo las “bolitas blancas” son solo un sintoma mas decierta vibriosis,

sin embargo, no se descarta que podria ser a causa de otras circunstancias (Mufioz, 2022).

1.9.2. Vibriosis en engorda

En el Ecuador existen diversas patologias de gran importancia, causadas por virus como la
mancha blanca, y sindrome de taura, al igual que por bacterias, como la vibriosis. Esta enfermedad
en la etapa de engorde puede presentarse de diferentesmaneras dependiendo delagente patoldgico:
hepatopancreatitis séptica, vibriosis sistematica, vibriosis entérica, vibriosis localizada en heridas,

vibriosis cuticular, vibriosis oral y enfermedad de la cuticula del cefalotérax (Varela y Choc, 2020).

1.9.3. V. parahaemolyticus

V. parahaemolyticus se trata de un patogeno hal6fito, cuenta con un rango de temperatura de
10 °C a 44 °C y su 6ptimo siendo de 35 °C a 37 °C en laboratorio. Estudios recientes han
demostrado que este vibrio recibio un plasmido denominado pVA, el cual es causante de codificar
toxinas como PirA y PirB, ocasionando enfermedades como necrosis aguda del hepatopancreas

(AHPND) a causa de la acumulacion de las toxinas en este 6rgano (Barrantes, 2023).

Se establece en el tracto digestivo ya que pueden ingresar en los organismos via oral,
consecuentemente provocara la liberacion de toxinas, dafios en el hepatopancreas, degradacién de
células, dafios en el epitelio tubular y afecta a los hemocitos presentandose en forma de necrosis
en sus tejidos (Licona, 2022). De manera mas clara, su mecanismo de patogenicidad se basa en el
factor de adhesion, hemolisina, sistema de secrecién tipo I11'y IV, lipopolisacarido, absorcion de
hierro entre otros métodos que contribuyen a la proliferacion de la bacteria en el huésped (Li et al.,
2019).

1.9.4. V. harveyi

Se conoce que el Vibrio harveyi forma parte de la familia Vibrionaceae, clase Gamma-
proteobacteria, es considerado un patdgeno de vital atencién ya que tiene efecto sobre los
organismos acuaticos como, peces y crustaceos, afectando sus diferentes estadios: huevo, larva,
juveniles y adultos (Newman, 2022). Bajo diferentes investigaciones se ha demostrado que su
agente etiolégico ocasiona necrosis a nivel muscular ademas de afectar la composicion del

microbioma intestinal en camarones (Gan et al., 2022).
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Se lo encuentra de forma libre o comensal junto a diversos organismos acuéticos o adheridos
en sedimentos o ecosistemas abiodticos. Entre sus caracteristicas se destaca que cuenta con una alta
capacidad adaptativa ya que sus genes se transmiten de forma horizontal y cuenta con una elevada
tasa de mutacion, tolera diferentes porcentajes de salinidad, emite sefiales afirmativas ante la
ornitina descarboxilasa y lisina carboxilasa, e inquisitivamente es resistente a antibiéticos debido
a sus genes (Montanchez & Kaberdin, 2020).

Su mecanismo de patogenicidad variara dependiendo a la especie afectada; en peces, involucra
la hemolisina extracelular, que se identificd como una fosfolipasa B y que a través de la via de
activacion de la caspasa podia inactivar las células mediante apoptosis. Ademas, este patdgeno, se
puede presentar en un estado viable pero no cultivable (VBNC) en donde su reactivacion celular
es la causante de importantes brotes de vibriosis en la acuicultura. En el caso de camarones, su
etiologia implica la interaccion con bacteri6fagos, endotoxina lipopolisacarido y proteasas
extracelulares (Zhang et al., 2020).

1.9.5. V. vulnificus

Es un pat6geno Gram-negativo perteneciente a la familia Vibrionaceae, son bacterias hidrofilas
moviles ya que cuenta con flagelos en su estructura y se encuentra presente en zonas costeras con
bajas salinidades (Luo et al., 2022). Se trata de un patégeno que afecta principalmente a peces
suspensivoros, moluscos y crustdceos de ambientes estuarinos los cuales mediante su ingesta o

contacto podrian afectar a los humanos (Dickerson et al., 2021).

Es haléfita de ambientes estuarinos, generalmente ocurre en temporadas calidas de verano, por
lo que experimenta un estado viable pero no cultivable a temperaturas inferiores a 13°C. Entre sus
factores de virulencia se encuentran, sistemas de citotoxicidad, neutralizacion éacida, adquisicién

de hierro y expresion de polisacaridos capsulares (Baker y Oliver, 2018).

Este patogeno puede prevalecer a temperaturas > 18 °C a 20 °C siendo susceptible a > 25 °C,
a una salinidad de 25 %o. Se transmite mediante el agua o el simple contacto, en el caso de los
peces, el patdgeno ingresa al organismo mediante las branquias, colonizando el intestino y el ano,
estas bacterias generalmente son atraidas por el moco y sangre del huésped, ademas de que su
proliferacion implica la produccion de exoenzimas y toxinas las cuales provocan dafios en el tejido

del hospedador (Hernandez-Cabanyero y Amaro, 2020).
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1.10. Tratamientos para las enfermedades

A lo largo del tiempo, se han puesto en practica diferentes estrategias para combatir las
enfermedades causadas por bacterias. hongos y parasitos. Entre las alternativas mas usadas estan
los tratamientos profilacticos y terapéuticos. Dentro de una perspectiva mas general, en los
tratamientos terapéuticos normalmente se hace uso de antibidticos, los cuales, en su mayoria estan

restringidos en el cultivo de camardn debido a su gran impacto en el ecosistema.

Por otro lado, los métodos profilacticos han mejorado significativamente los parametros
productivos ya que tienen efecto en los procesos de digestion, estimulan la microbiota del intestino
y evidentemente mejoran el sistema inmunologico de los organismos cultivados volviéndolos méas
resistentes ante cualquier patdgeno oportunista (Campa-Coérdova et al., 2017). Una de las
herramientas que actualmente se esta analizando son los acidos organicos y los fito bioticos, los
cuales en diferentes investigaciones han demostrado ser unos excelentes inmunoestimulantes para

el desarrollo del camardn.

1.10.1. Terapéuticos

Estos productos quimicos pueden tener un efecto bacteriostatico y/o bactericida y cuentan con
un tiempo de aplicacion recomendado durante 5 y 7 dias. Por otro lado, se establece que la
aplicacién y retiro del producto debe ser antes de la cosecha (21 y 40 dias), para evitar problemas

en la salud del hospedador mediante la biotransformacion, resistencia bacteriana y sobre todo la
acumulacion en el tejido afectando la calidad del producto (Sorroza et al., 2009).

Segun Gamez-Bayardo et al (2021) en su informe expone que la finalidad del uso de
antibidticos es suprimir al agente infeccioso en corto tiempo sin ocasionar dafios al camaron. Sin
embargo, Varela y Alfaro (2018) indican que el empleo de antibidticos ha obtenido efectos
irregulares y erréneos permitiendo la evolucion del patdégeno. En Ecuador segin el Instituto
Nacional de Pesca (INP) en su articulo 1 veta el empleo de productosque posean antibidticos como
la Enrofloxacina (ENRO) en las diferentes fases de la produccion acuicola (Ministerio de
Acuacultura y Pesca, 2018).
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1.10.2. Profilacticos

En la actualidad se han desarrollado diversas alternativas profilacticas que han permitido
mejorar la supervivencia y crecimiento del camaron dado a que su aplicacion ya sea en el agua o
el alimento han permitido mejorar la respuesta inmune de los organismos e inhibir la proliferacion
de patogenos. Entre los métodos méas utilizados en acuicultura estan: &cidos organicos, sales,

aceites esenciales, prebidticos y probioticos.

1.10.3. Acidos Organicos y sus sales

Los acidos organicos generalmente estan presentes de dos maneras; naturalmente en los tejidos
de animales, plantas y mediante la fermentacion. En la industria alimenticia generalmente son
utilizados como conservantes y dotadores de olor, sabor y color. Dentro de la industria acuicola
acttan de manera multifacética: favorecen la absorcion de nutrientes como el fosforo y nitrégeno,

funcionan como promotores de la tasa crecimiento, inhibidores de microorganismos patégenos del
intestino tanto de peces como de camarones y mejoran la calidad de agua (Rombenso et al., 2020).

Se ha demostrado que la aplicacién de &cidos organicos de cadena cortay sus sales desempefian
un papel crucial en el crecimiento de los camarones al facilitar las vias metabdlicas favoreciendo
la produccion de energia, promueven la funcion enzimatica digestiva, mejoran la absorcion de
aminoacidos e influyen en el pH'y la microbiota delintestino. Sin embargo, su eficiencia esta ligada
al tipo y a la mezcla que se realice con otros &cidos (Rombenso et al., 2020). Pese a su eficiencia

en el cultivo de camardn, su aplicacion se ha limitado al uso de ciertos productos tales como el
acido férmico, citrico y lactico (Valenzuela et al., 2020).

La eficacia del &cido organico esté ligada a su valor de pKa, en este sentido, mientras mas bajo
sea su valor su eficiencia sera mayor, de este modo, al ser aplicados a una solucién acuosa, los
acidos con un pKa alto tendran una disociacion parcial y los pKa bajo tendran una disociacion
completa, generalmente los acidos més utilizados en el cultivo de camaron son aquellos no

disociados, por lo tanto, su eficacia es maximizada al intervenir en los procesos antes expuestos
(Chowdhury et al., 2021).

1.10.3.1. Acido férmico (AF)

Este acido, representa el &cido carboxilico méas sencillo, fue identificado por el naturalista John

Ray por medio de la segregacion deun grupo de hormigas rojas “Formica rufa” la cual daorigen
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a su nombre “formico”. La acidez de la molécula lo da su grupo acido carboxilico, su pKa es de
3.75 por lo que se considera un acido fuerte para ser un producto de origen natural. La reactividad
de este grupo de acidos carboxilicos es variada, puede actuar con bases que tienen un gran
potencial. El &cido formico tiene caracteristicas antibacterianas por lo que disuelve la pared celular

de los microorganismos patdgenos (Casto-Rebollo et al., 2013).

1.10.3.2. Aplicacion del acido formico en acuicultura

Se realizé una investigacion haciendo uso de acidos organicos para el control de la vibriosis,
destacando que el acido férmico cuenta con un pKa (3,75) méas bajo que el acido acético y
propiodnico, por lo que presenta una mejor accion en el cambio pH de las bacterias patogenas. En
este estudio se determind mediante absorbancia que a las 96 horas de aplicacion de acido férmico

a una concentracion de 0,023 % y 0.035 % actuo impidiendo la propagacién de vibrios (V. harveyi,
V. vulnificus, V. parahaemolyticus, V. cholerae y V. alginolyticus (Adamsy Boopathy, 2013).

De manera similar, se realizd una investigacion haciendo uso del acido férmico (0.3%) y su
mezcla con betacaroteno (0.3% AF y 50 ppm) en la prevencion de vibrios. En este estudio se
destac6d que después de aplicar V. parahaemolyticus (1x10* ufc) la supervivencia no fue
significativa entre ambos tratamientos, de modo que, se concluye que si se aplica sélo acido
formico habrad una mejora en la supervivencia en comparacion al tratamiento control (Yowaphui et
al., 2016).

1.10.3.3. Formiato de potasio

El formiato de potasio se constituye como una sal de potasio la cual es derivada del &cido
formico. Desempefia el papel de un sistema amortiguador y se presenta como una combinacion de
potasio y carbono en forma de sal. Mantiene una conexion funcional con el acido formico, este
compuesto exhibe propiedades relacionadas con dicha sustancia acida (Centro Nacional de

Informacion Biotecnoldgica, 2024).
1.10.3.4. Aplicacion de formiato de potasio en acuicultura

La aplicacion de formiato de potasio en el alimento presentd mejores resultados en cuanto a
tasa de crecimiento y supervivencia. Se demostro, a través del conteo de bacterias, que después de
la exposicion a V. harveyi (1x10® ufc) el tratamiento con formiato de potasio al 2 % fue
significativamente menor en comparacion a los otros tratamientos. Ademas, mediante analisis
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histopatoldgicos, se noté que, al porcentaje sefialado, el dafio en el hepatopancreas fue menor.
También se enfatizé que hubo mejora de la actividad respiratoria, profenoloxidasa, catalasa y

superdxido dismutasa (Sivakumar et al., 2019).

De manera similar, Lickstadt (2020) comprob6 que su aplicacion en el alimento para juveniles
de L. vannamei aplicado tantoal 0.2 % como al 0.5 % son capaces de inhibir la proliferacion de
bacterias patdgenas, como V. harveyi (5 x 10° ufc), ademas de ello, se destac que su aplicacion

mejoro el crecimiento, por lo cual, resulta ser una propuesta prometedora para el sector acuicola

1.10.4. Extractos de plantas en la disminucion de vibriosis

Los extractos naturales se han establecido como una opcidn para estimular el sistema inmune
y para potenciar el desarrollo del animal sin ocasionar un impacto ambiental. Por esta razén, se ha
realizado diferentes estudios que han evidenciado los resultados beneficiosos que ofrecen los
aceites esenciales para contrarrestar las enfermedades de origen bacteriano en especial las que son

causadas por bacterias Gram-negativas como la Vibriosis spp (Pefia-Navarro et al., 2013).

Las plantas, poseen una gran diversidad de metabolitos secundarios como compuestos
fendlicos, taninos, flavonoides y alcaloides, los cuales se ha verificado in vitro que poseen
propiedades antibacterianas (Manandhar et al., 2019). Entre los fitobi6ticos de mayor uso en el
sector acuicola y que bajo diferentes investigaciones han demostrado su eficacia son los que se
extraen de: Hierba luisa (Aloysia triphilla.) y Orégano (Origanum vulgare.) (Sorroza et al., 2017),
Canela (Cinnamomum verum.), Eucalipto (Eucalyptus melliora A.), Tomillo (Thymus vulgaris L.)

y Guayaba (Psidium guajava L.) (Gomez et al., 2019).

Para la obtencion de los extractos de plantas se hace uso de diferentes procesos como:
maceracion, filtracion, deccocion, extraccion a reflujo y extraccion Soxhlet (Zhang et al., 2018),
los cuales, dependiendo del punto de ebullicion se extraeré su principio activo proveniente de raiz,
tallo, hojas, flores y frutos, los cuales seran sometidos a la accion de diferentes solventes, como
agua, etanol, metanol, entre otros. Finalmente se hace énfasis, que la eficiencia del fitobiotico
dependera de su composicion, método de extraccién y forma de aplicacion (Carbay & Sorroza,
2019).
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1.10.4.1. Extracto de orégano (Origanum vulgare)

Dentro de los Gltimos afios, el extracto de orégano ha presentado gran interés cientifico debido
a sus propiedades terapéuticas y medicinales, asi como por sus compuestos fitoquimicos naturales
presentes en su aceite esencial. Estos poseen fuertes cantidades de compuestos bioactivos, siendo
los principales el grupo de monoterpenoides como el carvacrol, t-imol, y-terpineno, a-terpineol y
p-cimeno con diferentes caracteristicas farmacoldgicas (Ashaari, et al., 2020). Carhuallanqui et al.
(2020) menciona que los compuestos quimicos como el timol y carvacrol (11,9 %y 1,7 %) poseen
una mayor actividad antibacteriana, y sus concentraciones minimas inhibitorias de bacterias son de
0.28-1.27 mg/ml (Rodriguez, 2011).

En cuanto su mecanismo de accion, tanto el timol y como el carvacrol provocan dafios a nivel
celular de las bacterias, induciendo la expulsién de los liposacaridos e incrementando la
permeabilidad de la pared celular, adicionalmente se menciona que el timol ocasiona deterioro
interno y externo en la membrana celular e interacciona con proteinasy dianas celulares (Hyldgaard
et al., 2012).

1.10.4.2. Aplicacion del Orégano en Acuicultura

Investigadoreselaboraron dostipos deaceites esenciales deorégano a partir de las hojas y tallos
por medio de hidrodestilacion, presentando diferentes porcentajes de timol y carvacrol (48 % timol
— 23 % carvacrol y 25 % timol 40 % carvacrol). Disolvieron cada uno de estos aceites esenciales
con lecitina de soya para luego rociar 5 pl del aceite diluido (1:1 v/v) por gramo de alimento de
camaron. Introdujeron de manera experimental al agua de cultivo V. parahaemolyticus, V.
vulnificus y V. cholerae con 1x10° ufc/ml. En el tratamiento testigo el nimero de bacterias inicial
(1x10% ufc) aumentd mientras que en los otros tratamientos experimentales el nimero de bacterias
se redujo, finalmente hubo reduccion de bacterias con el tratamiento de 48 % de timol, donde se

puedo observar una mayor actividad antimicrobiana (Gracia-Valenzuela et al., 2014).

Por otro lado, Aguirre et al (2021) realiz6 una investigacion con el extracto de orégano usando
el método de extraccién Soxhlet. Se utilizé 5 g del polvo de la hoja y 100 ml de etanol con una
concentracion del 96 % para posteriormente concentrarlo con un rotaevaporador. A continuacion,
elaboraron discos de 6 mm colocando 20 pl del extracto de orégano, manejando contracciones de

100 %, 50 % y 25 %, con diluciones de 1x10° hasta 1x10-3. Para la siembra en placa cultivaron
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Vibrio spp. a una cantidad de 1.5 x 108 ufc/ml haciendo uso de agar MH en un intervalo de 24 h.
Como resultado se obtuvo que a una concentracion del 100 % del extracto hubo una inhibicion con

halos entre 8,4 mm y 14 mm.

1.10.5. Sinergia de acidos organicos mezclados con extractos de plantas

Dentro de los ultimos afios se han desarrollado investigaciones con proposito de evaluar la
sinergia de acidos organicos combinados con aceites esenciales, demostrando que su mezcla tiene
efectos favorables en el cultivo de camardn ya que potencia sus efectos inhibitorios ante patdégenos
oportunistas, a su vez presenta una mejora en el tracto gastrointestinal, todo esto reflejando mejores

tasas de crecimiento y sobrevivencia en los cultivos (He et al., 2017).

Pese a su eficiencia, la aplicacion del fitobidtico mezclado con otros &cidos organicos se ha

enfocado mayormente en calidad alimenticia.

Sin embargo, no existe registro que verifique la sinergia del orégano con &cido férmico y sus

sales. Por lo pronto, se destacan las investigaciones que demuestran que al realizar su combinacion
se obtienen resultados favorables.

En primera instancia, Evangelista-Martinez et al (2018) sefialan el efecto sinérgico del aceite
de orégano (0.5 a 1 %), acido acético (12 %) y ascorbico (8 %) diluidos en dimetilsulfoxido en
diferentes dosis evaluados como conservantes alimenticios. Expusieron que a una concentracion
de 10 ug/ml tiene mejor efecto frente a bacterias como E. coli, Salmonella ser. Typhimurium, S.
aureus y C. albicans, lo cual, demuestra que la aplicacion de estas combinaciones es efectiva para

detener el crecimiento de los patogenos en la preservacion del alimento.

De manera similar, en la investigacion de Lin et al. (2005), se comprobd la sinergia entre el
orégano, arandano y acido lactico usando 50 % deardndano y 50 % de orégano (p/p) utilizados con
una concentracion total de compuestos fendlicos de 0.1 mg/ml frente a V. parahamolyticus. En sus
resultados se destaca que la aplicacién combinada de los solventes se potencializ6 en comparacion
a su aplicacion individual, acentuando que los extractos se desarrollan activando un mecanismo

antimicrobiano frente a los diferentes vibrios y que su eficiencia fue mejorada al mezclarse con
acido lactico, por lo que se resalta que es un eficiente conservante alimenticio.

Analogamente, en la publicacion de Huang (2021) se analizo la aplicacion deaceite de orégano
(1 %) combinado con el acido citrico (0.5 %) en el filete del salmon del atlantico en donde se
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demostrd que la sinergia de ambos productos aumentd la sensibilidad frente a L. monocytogenes
ya que redujo su tiempo de accion para la inactivacion de la bacteria.
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1. MATERIALES Y METODOS

2.1. Ubicacion del proyecto

Este proyecto se efectud en las instalaciones de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de
la Universidad Técnica de Machala, localizada en Machala, EI Oro, Ecuador, con las siguientes
coordenadas: 3°15'52"S 79°57'04"0 / -3.264525, -79.951195

Figura 1:

Facultad de Ciencias agropecuarias.

Nota: Fuente (Google maps, 2024).

2.2. Materiales

2.2.1. Insumos

v

NN

Agar TCBS

Agar MH

Hidréxido de potasio
Acido férmico

Cloruro de Sodio (NaCl)
Tween 80
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2.2.3.

<\

I N N N T U N N N N N N N N U N N N N N

Alimento balanceado
Materiales bioldgicos
Orégano (Origanum vulgare)
Camarones (L. vannamei)
Vibrio spp.

Equipos

Soxhlet

Balanza

Estufa

Autoclave

Medidor de pH

Cabina de flujo laminar
Incubadora

Materiales

Papel

Peceras

Guantes

Cotonetes

Espétula

Cocineta

Marcador

Aireadores

Cajas Petri

Mascarillas

Balon aforado

Plastico negro

Papel aluminio

Varilla de vidrio

Pipeta de 10 mL

Asa bacterioldgica

Matraz Erlenmeyer
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Mechero de alcohol

Tubos eppendorf (1.5 mL)
Micropipetas (100 y 1000 pl)
9 bandejas plasticas

Piedras difusoras

NN N NN

Mangueras
v’ Aireadores
1.2.5. Soluciones
v’ Etanol al 96%
v" Agua destilada

2.3. Métodos

Para la extraccion de los compuestos bioactivos del orégano se utilizé el equipo soxhlet,
después se realizd un antibiograma el cual reflejo el halo de inhibicion de estos productos de
manera individual y en conjunto. Por consiguiente, se comprob0 la efectividad in vivo de la sinergia
de los tratamientos que presentaron mejor halo de inhibicion aplicAndolo en el alimento de
juveniles L. vannamei y se comprobo su efecto inhibitorio frente a vibrios mediante el conteo de

Vibrios totales.

2.3.1. Tratamiento in vitro
Este proyecto se realizé en los laboratorios de Quimica y Microbiologia de la Facultad de
Ciencias Agropecuarias en la Universidad Técnica de Machala, ubicada en el Canton Machala,

Provincia de El Oro.

Para realizar este ensayo se adquirio el extracto de orégano comercial con un 80 % de
carvacrol y 20 % de timol, obtenido mediante el método de arrastre de vapor. Adicionalmente, se

elaboraron stocks de acido férmico al 10 % v v-! y formiato de potasio al 8.4 % m v,
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Para logar la dilucion del extracto de orégano, se opt6 por usar polisorbato 80 (Tween 80)
gracias a su capacidad de estabilizar emulsiones y mejorar la solubilidad de compuestos en

soluciones acuosas.

Posteriormente, la mezcla de los compuestos para evaluar si existe sinergia fue denominada
como “Oseanah” y también se evalué su efectividad aplicando Tween 80 en el extracto de orégano
[EO (40 %) + T80 (60 %)] “Oseanah + T80”. En la tabla 1 se presenta un resumen de cada

tratamiento in vitro valorado con sus respectivas concentraciones:

Tabla 1

Descripcion de los tratamientos in vitro

Tratamientos Contenido Concentracion
A Tween 80 99 %
B Acido formico (AF) 2.5% viv
C Formiato de K (FK) 4% miv
D Extracto de orégano (EO) 0.50 ug/mL
BCD AF+FK +EO 25% +4% +0.50 pg/mL

ABCD AF + FK + EO (40 %) + Tween 80 (60 %) 2.5 % + 4 % + 0.50 pg/mL

Nota: Las concentraciones evaluadas para los acidos se basaron en las recomendaciones de
un producto comercial y para el orégano se hizo referencia a la bibliografia revisada.

2.3.2. Tratamiento in vivo

Para la prueba in vivo se usaron los tratamientos que presentaron mayor halo de inhibicion
BCD [AF + FK + EO] y ABCD [AF + FK + EO (40%) + tween 80 (60%)].

Se usaron camarones donados por el Ing José Sarango provenientes de la camaronera San
Alfonso ubicada en Barbones, los cuales fueron transportados hasta el laboratorio de Maricultura
de la Facultad de Ciencias Agropecuarias y fueron aclimatados durante 3 dias después se inicié
con los respectivos tratamientos.

Se usaron 9 recipientes de plastico con capacidad de 15 L que se llenaron con 10 L de agua
con salinidad de 18 mg/L colocando 5 camarones juveniles (3 g) en cada recipiente Se realizo

recambios de agua cada 3 dias al 30 %. Se control6 parametros como temperatura (26.5+0.5 °C),
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amonio (0.010+0.004 mg/L) y pH (6.28+0.08) procesados mediante la aplicacion “Blue Aqua-free
Ammonia (mg/L)” la cual refleja un rango de toxicidad insignificante (0,00 mg/L).

El ensayo se trabajo con 2 tratamientos y un control con sus correspondientes replicas; TO:
Solo alimento balanceado; T1: Balanceado + [AF (2.5 %), FK (4 %), O (0.50 pg/mL)]+ Pegante;
T2: Balanceado + [AF (2.5 %), FK (4 %), O (40 %), Tween 80 (60 %)] + Pegante. Se aplic6 2.5
mL por cada Kg de alimento balanceado. Se aliment6 a los organismos al 4 % de su biomasa (15
g) por un intervalo de 10 dias, proporcionandolo alimento 2 veces al dia (8 AM — 2 PM). Se us6
un total de 54 g durante los 10 dias y se aplico 0.6 g en cada tratamiento.

Al finalizar los 10 dias se ejecutd bacteriologia siguiendo la técnica detallada por Gomez
et al. (2019). Se trabajo con un pool de 10 camarones al azar para extraer el hepatopancreas (1 g).
Se hicieron diluciones seriadas en solucion salina (1%) por triplicado 1/10, 1/100, 1/1000 aplicado
para cada tratamiento. Posteriormente se inoculdé 100 uL de cadadilucion de cada tratamiento en
las cajas petri. Finalmente se colocd las placas en una incubadora durante 24-48 horas a 30°C para

realizar el conteo final.
2.3.3. Disefio experimental

Para el ensayo in vivo se trabajo con la sinergia entre los acidos y el orégano (Oseanah)
e TO0 — alimento balanceado.
e T1 — Oseanah sin tween 80
e T2 — Oseanah con tween 80
Tabla 2:

Croquis del disefio experimental

TRATAMIENTOS

TO T1 T2
T1 T2 TO
T2 T0 T1

2.3.5. Procedimiento estadistico

Los datos recopilados fueron sometidos a un analisis de varianza (ANOVA) de un factor
entre grupos para comparar las variaciones entre los tratamientos con diferentes concentraciones

de acidos orgénicos y orégano usando un nivel de significacion a = 0.05, sin embargo, previo a
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ejecutar el ANOVA, se comprobd la normalidad de los datos mediante una prueba de normalidad
de Shapiro-Wilk, evaluando la homogeneidad de las varianzas con la prueba de Levene. Estos
analisis fueron analizados usando el software estadistico SPSS Statistics version 25 con un nivel
de confianza de 95%, ademas para identificar semejanzas o similitudes significativas entre los

tratamientos se empleod la prueba “post-hoc” de Duncan.
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1. RESULTADOS Y DISCUSIONES

3.1. Evaluacion in vitro de la sinergia entre acidos organicos y fitobibticos

A continuacion, se exponen los resultados obtenidos de los tratamientos evaluados
mediante la prueba de antibiograma

Tabla 3:

Tratamientos evaluados con su respectivo halo de inhibicion

Diametro del halo (mm)

Tratamientos Concentracion
24 horas 48 horas
1 Orégano 0.50 ug/ml 7,24 7,24
2 Acido formico  2.5% 8,75 8,75
3 Formiato de K 4% 9,70 9,70
4 Oseanah Sin Tween 13,25 13,25
5 Oseanah Con Tween 11,43 11,43
6 Tween 80 99% - -
Figura 2:

Diametro de los halos de inhibicion en el antibiograma

Nota: Placa A: 1. Acido férmico, 2. Formiato de K, 3. Orégano, 4. Oseanah sin tween 80. Placa
B: 9. Oseanah sin tween 80, 11. Oseanah con tween 80, 0: tween 80.
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Tabla 4:

ANOVA de un factor intergrupos del diametro de los tratamientos

ANOVA
Diametro
Suma de Media
cuadrados al cuadratica F Sig.
Entre grupos 319,302 5 3,880 1734,026 000
Dentro de grupos 442 12 037
Total G744 17

Después de llevar a cabo la prueba de andlisis de varianza (ANOVA), reflejo que existe

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos estudiados, ya que valor de p (1,0204 x

10-16) es menor que a.

Tabla 5:

Analisis de los subconjuntos homogéneas de medias en ANOVA

En latabla 5 se evidencia que las medias son menores que el nivel de significancia (>0.05)

Tratarmiento I

Diametro
esto

Subeconjunto para alfa=0.05
1 2 3 4 5 [}

HESD Tukey®  Tween 80

Orégano

Acido farmico

Formiato de potasio
Oseanah con Tween 80
Oseanah sin Tween 80

Sig.

0000
7.2433
87500
9,7000
11,4333
13,2500
1,000 1,000 1,000 1,000

1,000 1,000

implica que existe diferencia significativa entre los tratamientos: Tween 80 (O mm), orégano (7,24

mm), acido férmico (8,75 mm), formiato de potasio (9,70 mm), oseanah con Tween 80 (11,43 mm)

y oseanah sin Tween 80 (13,25 mm). Ademas, se destaca el efecto sinérgico de los compuestos al

evaluarlos en conjunto. En el grafico 1 se da un mayor enforque de los tratamientos valorados.
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Gréfico 1

Diagrama de cajas simple de diametro por tratamiento

14.00

12.00

- é

Diametro del halo de inhibicion (mm)

Orégano Acido farmico Formiato de potasio Oseanah sin Tween 80  Oseanah con Tween 80 Tween 80

Tratamiento evaluados en el antibiograma

Dentro de la acuicultura es fundamental realizar una prueba de antibiograma debido a que
permite determinar la sensibilidad de microorganismos bacterianos frente a &cidos organicos y
fitobidticos. En cuanto a los resultados obtenidos, el orégano (0.50 ug/mL) present6 un halo de
inhibicién de 7.24 mm, lo cual coinciden con Aguirre (2021) quién trabajo con la extraccion del
aceite de orégano a una concentracion del 100 % frente cepas de Vibrio spp. (HP2-V, HP4-V1, Im-
Alg, Im-Tum) y se evidencié un halo de 8.4 a 14 mm. Morales Covarrubias et al. (2018) trabajo
con infusion de hojas de orégano para demostrar su efecto inhibitorio en vibrios describiendo un
halo de inhibicion de 9y 17 mm, resultados con hallazgos similares al de la presente investigacion.

Paredes et al. (2007) también obtienen resultados semejantes, trabajando con diferentes cepas
de Vibrio spp (HP2-V HP4-V1 CD13 CD14), a una concentracion del 100 % reflejando un halo de
inhibicion de 8.4 a 14 mm, quién ademas argumenta que la diferencia de didmetro de halos de
inhibicion generalmente se debe a la especie de orégano con la que se esta trabajando ya que sus
niveles en compuestos bioactivos variaran acorde a la especie (timol y carvacrol), condiciones

climaticas, método de extraccion y medio de dilucién.
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Por otro lado, se hizo uso de Tween 80 ya que este producto funciona como emulsificante, lo
que favorece su mezcla con otros componentes. Lopez (2018) corrobora gue su aplicacion no tiene
efecto frente a bacterias en un antibiograma y expuso que su aplicacion no tiene efecto inhibitorio,
por lo que su uso mejora la solubilidad sin afectar la inhibicion del extracto de orégano.

Wing-Keong & Chik-Boon (2016) exponen que los acidos organicos componen una variedad
de sustancias producto de la fermentacion de carbohidratos, sefialados por tener al menos un grupo
acido carboxilico. En esta investigacion se trabajé con acido férmico (2.5%) mediante
antibiograma y se obtuvo un halo de 8,75 mm. Adicionalmente entre otros metodos evaluados, se
destaca gque existen técnicas mas precisos y sensibles que permiten realizar una medicion directa
de la viabilidad bacteriana al cuantificar la formacion de formazan. Mine & Boopathy (2011)
estudiaron la capacidad inhibitoria del &cido formico ante V. harveyi determinando su absorbancia
a una longitud de onda de 600 nm, por medio de un espectrofotometro sefialando que se logra una
reduccion completa de los vibrios a una concentracion igual o superior de 0,035%. Adams &
Boopathy (2013) continuaron con la investigacion ahora usando 5 cepas de vibrios (V. cholerae,
V. alginolyticus, V. vulnificus, V. harveyi y V parahaemolyticus) obteniendo resultados similares a
sus primeras investigaciones. De esta manera se destaca que in vitro la aplicacion de acido férmico

a bajas concentraciones medidas mediante espectrofotometria (0.035%) y mediante antibiograma
(2.5%) tienen efectos positivos en la reduccion de bacterias patogenas.

En este trabajo al comparar los halos de inhibicion producidos por nuestros tratamientos con
otros acidos organicos se pudo evidenciar que existe sinergia al ser mezclado con un fitobiotico,

denotando potencialmente un halo de inhibicion entre 11,43 y 13,25 mm en comparacion a la
aplicacién individual de cada producto.

Estos resultados son similares a los que obtuvo Reyes (2017) quién realiz6 una investigacion
para evidenciar que existe efecto sinérgico entre la combinacion de acidos organicos y
fitoquimicos, demostrando tener efecto inhibitorio in vitro frente a V. parahaemolyticus (AHPND")
exponiendo a los acidos organicos con Cl de 11.23 a 100 mM vy de fitoquimicos de 4.18 y 10 %
(viv). Ademas, afiadio que la efectividad del &cido acético con fitoquimicos presenté una mayor

actividad inhibitoria de 94.11 % con un valor de CI de 0.98-10 %, finalmente argumenta que su
combinacion es una alternativa para disminuir la aplicacién de antibidticos.
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Asi mismo, Lin, Labbe, & Shetty (2005) observaron los efectos de una mezcla de extracto de
orégano, arandano Yy acido lactico, en la inhibicion de V. parahaemolyticus, donde se presencio un

efecto sinérgico cuando la concentracion fendlica de los extractos totales fue de 0,1 mg/mL de
50%:50% p/p con el acido lactico a un pH 6, denotando un halo de inhibicién de 20 mm.

Estos estudios demuestran que la evaluacion de la sinergia entre acidos organicos y extractos
de plantas tiene efectividad, corroborando que su potencial es mucho mayor cuando se evalGa en

conjunto que por separado frente a bacterias patogenas, siendo esta una alternativa favorable y
menos invasiva para el medioambiente.

3.2. Evaluacion in vivo de la sinergia entre acidos orgénicos y fitobioticos

Para comenzar con el experimento in vivo se realizd un analisis bacteriologico a los
camarones, evidenciando una carga total de Vibrio de 1.5 x 106 ufc/gr Hp. Segun los resultados
obtenidos, se asume que los organismos tenian una elevada cantidad de bacterias. De acuerdo con
los datos reportados por Gonzéles, Prado, & Quifionez (2003) una cantidad de colonias verdes >

50 % (1x10 bufc) es considerada preocupante por lo que se deberian tomar acciones para evitar
pérdidas en el cultivo.

Figura 3:

Bacteriologia inicial del hepatopancreas de L. vannamei

-

En la figura 3 refleja la concentracion de bacterias del hepatopéancreas realizando diluciones
seriadas por triplicado. Se tom6 las placas de la dilucion 1x101990 reflejando una cantidad de
bacterias de 1.5 x 108 UFC/gr Hp de L. vannamei.
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Figura 4:

Bacteriologia final del hepatopancreas de L. vannamei

En la figura 4 se refleja la concentracion de bacterias del hepatopancreas realizando
diluciones seriadas por triplicado para los tratamientos TO (sin dosificacion), T1 (Oseanah sin
Tween 80) y T2 (Oseanah con Tween 80) después de un periodo de 10 dias.

Tabla 6:
ANOVA de un factor intergrupos del conteo de bacterias
ANOVA
conteo bacterias
Sumade cuadrados gl Media cuadrética F Sig.

Entre grupos 18092666666.667 2 9046333333.333 4016.626 .000
Dentro de grupos 13513333.333 6 2252222.222
Total 18106180000.000 8

Una vez ejecutada la prueba de analisis de varianza (ANOVA), se observé valor
significancia de 4.1573 x 107!, Este valor indica que existe una diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos comparados, ya que el valor de p es menor al umbral (0.05) indicando

que los animales alimentados con Oseanah sin tween 80 mostraron mayor reduccion de la carga
bacteriana del patégeno
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Tabla 7

Analisis de los subconjuntos homegeneas de medias en ANOVA

conteo bacterias

HSD Tulkey?

Subconjunto para alfa=0.05
tratamientos M 1 2 3
T1 sin tween 3 2333.33
T2 con tween K] TEEE.ET
To contral 3 100000.00
Sig. 1.000 1.000 1.000

En latabla 7 se evidencia que las medias son menores que el nivel de significancia (>0.05)
lo que implica que existe diferencia significativa entre los tratamientos, demostrando una reduccion

de bacterias entre los tratamientos: T1 (2333,33), T2 (7666,67), TO (100000). En el grafico 2 se da
un mayor enfoque de los tratamientos analizados.

Gréfico 2:

Diagrama de cajas simples de los tratamientos evaluados in vivo
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Con base en los resultados representados en el grafico 2, se evidencia que existe una
reduccion del 97,67 % y 92,33% en la carga bacteriana de vibrios en los tratamientos 1 y 2 con
respecto al control, debido a que el mecanismo de accion de cada producto es potencializado
cuando se produce la sinergia entre estas dos sustancias, lo que concuerda con Reyes (2017) quién
expone que los polifenoles mezclados con acidos organicos son beneficiosos ya que producen una

mayor alteracion en la membrana celular de las bacterias.

Comparando la carga inicial devibrios (1.5 x 109 ufc/gr Hp) con el control TO (1x 10°ufc/gr
Hp) luego de 10 dias, se destaca que los recambios de agua también presentaron influencia en la
proliferacion de las bacterias del 6.67 % (Pifieros-Roldan et al., 2020). A su vez, al realizar la

comparacion entre los tres tratamientos se enfatiza que el uso Oseanah sin Tween 80 incide de
manera efectiva en la disminucién total de bacterias presentes en el hepatopancreas.

Los resultados obtenidos en este estudio son semejantes a He et al. (2017) quienes
trabajaron con aceites esenciales (timol, 1,7 %; vainillina, 1,0 %) y acidos organicos (citrico 25 %,
sorbico 16,7 %) en el cultivo de L. vannamei, en dénde se determiné que 0,3 g kg ! de dietapresenta
efectos positivos mejorando el sistema inmune especifico, la microflora intestinal y favorece la
resistencia ante V. parahaemolyticus reflejando una reduccion en el conteo de bacterias de este
género.

De igual manera, Lin, Labbe, & Shetty (2005) trabajaron con una mezcla de extracto de
orégano y arandano, junto con &cido lactico, en la inhibicién de V. parahaemolyticus en camarones,
donde existid una reaccion sinérgica cuando la concentracién fendlica de los extractos aplicados
en 50%:50% p/p con acido lactico a pH 6, presentaron una reduccion total de V. parahaemolyticus.
Adicionalmente, sefialan que las capacidades inhibitorias del &cido lactico mejora con una mezcla

de extractos fitoquimicos, ya que estas sustancias causan darios letales en la membrana celular.

La efectividad de la sinergia entre acidos organicos con aceites esenciales, se puede
evidenciar no solamente en el cultivo de camardn, sino en otras especies como peces, Huyben et
al. (2021) evalu6 dos tratamientos TO (s6lo balanceado) y T1 (300 mg/kg de una mezcla
microencapsulada de AE + AO) y expuso que su combinacion influye de manera benéfica
mejorando la flora intestinal y la morfologia del intestino, ademas describieron que en sus pruebas
finales notaron un aumento en las vellosidades del intestino proximal, ausencia de apoptosis, edema

e inflamacion intestinal y ademas hubo reduccién de patdgenos especificos.
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A partir del andlisis de los resultados obtenidos in vivo y las discusiones evaluadas se puede
sugerir gque la aplicacion de la combinacién de estas sustancias produce una reduccion de la carga
de bacterias en L. vanmamei. Ademas, es importante considerar que las concentraciones a utilizar
son una variable importante ya que al tratarse de seres vivos se debe prever que el producto que se
aplica no presente efectos negativos en los animales de cultivo, tal como lo expone Armijos y

Vacacela (2022) quienes sefialan que una alta concentracion de extracto de orégano (>50 ug/mL)

produce una disminucién en el conteo total de hemocitos.
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IV. CONCLUSION

La formulacion realizada para obtener la sinergia (Oseanah) proporciona resultados
con efecto inhibitorios frente a vibrios.

El producto elaborado (Oseanah) cony sin Tween mostrd efecto inhibitorio tanto
in vitro, como in vivo frente a Vibrio spp.

El tratamiento sin Tween dio mejores resultados para la reduccion de vibrios
después de 10 dias de su aplicacién en el alimento.

Para concluir, se destaca que la aplicacion de mezclas de &cidos organicos con
fitobidticos, ha demostrado ser una opcion eficaz y sostenible para inhibir la
proliferacion de vibrios en la produccion acuicola. Estos compuestos actlan de
manera sinérgica, afectando multiples procesos metabdlicos y de virulencia de
estos patdgenos, lo que permite minimizar significativamente el uso de antibidticos.
Esto representa un beneficio crucial para abordar los desafios de la resistencia
antimicrobiana, mejorar la inocuidad alimentaria y reducir el impacto negativo
sobre el ecosistema acuatico, contribuyendo asi a la sostenibilidad de la industria

acuicola.

48



V. RECOMENDACIONES

v Indagar el efecto del producto en otros estadios larvales ajustando las dosis adecuadas para

asegurar su eficiencia.
v Las dosis utilizadas en esta investigacion son para que sea aplicada en el alimento, por

tanto, se debe buscar la dosis ideal para aplicarlo en otros recursos como el agua.
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Anexo 1: Tratamientos evaluados para la elaboracion del antibiograma.
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Anexo 3 : Elaboracion del antibiograma

Anexo 4: Tratamientos evaluados en la prueba de sensibilidad (antibiograma)
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Anexo 6: Traslado de los camarones a las instalaciones de la FCA
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Anexo 8: Control y sifoneo de cada tratamiento
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Anexo 10: Diluciones seriadas del HP por triplicado
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Anexo 11: Plaqueo de las diluciones seriadas por triplicado de cada tratamiento

Blue Aqua - Free Ammonia (mg/l)

Temp 26.5
pH 6.28
6 TAN 0.010

Calculate

°C

mg/|

Free Ammonia

Toxicity Negligible

Anexo 13: Datos procesados en "Blue Aqua”
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0,000

mg/|



