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INTRODUCCION

RESUMEN | La vibriosis es una enfermedad de origen bacteriano que afecta al cultivo de camaron
ocasionando pérdidas econémicas. El objetivo de este trabajo fue evaluar la sinergia entre extracto de
orégano (Origanum vulgare), sales de potasio y &cido formico para la reduccion de bacterias del género
Vibrio en el cultivo de camardn. El estudio se efectué en el laboratorio de Microbiologia de la
Universidad Técnica de Machala. Se probd in vitro acido formico, formiato de potasio, extracto de
orégano y una mezcla denominada “Oseanah” con y sin Tween 80 (T80). Se analizo el efecto inhibitorio
de los tratamientos frente a cepas de Vibrio sp. totales por 24 horas mediante método Kirby-Bauer en
placas con Agar Muller Hinton. Los tratamientos con y sin T80 presentaron un mayor halo de
inhibicion, por lo tanto, se evalud en juveniles de camaron. Para ello se aplicd dos tratamientos y un
control, por triplicado: TO: control, T1: Oseanah, T2: Oseanah + T80. Se utilizé 45 organismos de
Penaeus vannamei, repartidos al azar, alimentandolos 2 veces al dia. Se hizo recambios de agua al 30
%. Segun los resultados del recuento en placa, el tratamiento T1 tuvo una reduccion significativa (p <
0,05) con 97,67 % de la carga de Vibrio sp. mientras que el tratamiento T2 un 92,33 %. Esto indica que
la aplicacion de “Oseanah” fue mas efectiva en reducir la carga bacteriana. Finalmente, la mezcla de
aceite de orégano con diformiato de potasio demostr6 un efecto sinérgico inhibiendo el crecimiento de
vibrios, lo que sugiere ser una opcién amigable para minimizar la aplicacién de antibiéticos en la
produccién acuicola.

ABSTRACT | Vibriosis is a bacterial disease that affects shrimp farming, leading to economic losses.
The objective of this study was to evaluate the synergy between oregano extract (Origanum vulgare),
potassium salts, and formic acid for the reduction of Vibrio bacteria in shrimp cultivation. The research
was conducted in the Microbiology Laboratory at the Universidad Técnica de Machala. In vitro tests
were performed using formic acid, potassium formate, oregano extract, and a mixture referred to as
"Oseanah," both with and without Tween 80 (T80). The inhibitory effect of the treatments against total
Vibrio strains was analyzed over 24 h using the Kirby-Bauer method on Muller Hinton agar plates.
Treatments with and without T80 exhibited a larger inhibition halo; therefore, they were further
evaluated in juvenile shrimp. Two treatments and a control were applied in triplicate: TO: control, T1:
Oseanah, T2: Oseanah + T80. A total of 45 Penaeus vannamei organisms were randomly distributed
and fed twice daily, with a 30 % water change. According to the plate count results, treatment T1
showed a significant reduction (p < 0.05) with a 97.67 % reduction in the Vibrio sp. load, while
treatment T2 showed a reduction of 92.33 %. This indicates that the application of "Oseanah" was more
effective in reducing bacterial load. Finally, the mixture of oregano oil with potassium diformate
demonstrated a synergistic effect in inhibiting the growth of vibrios, suggesting it was an
environmentally friendly option to minimize antibiotic use in aquaculture production.

En Ecuador, la produccion del camaron blanco Penaeus vannamei comenzd en el afio 1968 en la provincia de El
Oro, en el cantdn Santa Rosa, y se considera uno de los principales productos de exportacién de origen no petrolero.
Por tal motivo, se ha convertido en una actividad con un gran impacto financiero dentro del pais (Varela-Véliz et al.
2017). Con el aumento de la demanda del mercado, se ha incrementado la intensidad del cultivo, dando origen a
sistemas intensivo, super-intensivo e hiper-intensivos, con la finalidad de aumentar la densidad de produccion y cubrir
la demanda alimenticia (Pérez-Chabela et al. 2020).
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Con una elevada densidad de siembra, se propicia el surgimiento de enfermedades que generan problemas en la
produccion, con probabilidad de mortalidad en los organismos y por ende pérdida en la produccion (Martin et al.
2022). Para esta afectacion, se hace uso de tratamientos ya sea profilacticos o terapéuticos, para un mejor control del
agente patdgeno. Uno de estos agentes son las bacterias Gram-negativas, las cuales son microorganismos que se
encuentran en las piscinas de cultivo, ocasionando problemas a la crianza de camarén. El tipo més conocido cuando
se trabaja con salinidades son Vibrio spp. los cuales son los responsables de ocasionar pérdidas a este sector
(Casanova-Nodarse et al. 2023).

Para el control terapéutico de la vibriosis se usan farmacos antibacterianos; sin embargo, el uso de estas sustancias
quimicas provoca la reduccion de algunos microorganismos presentes en el animal y el estanque, que incluyen
bacterias benéficas, ocasionando desequilibrio en el ecosistema. Asimismo, una dosis inadecuada de estos productos
genera resistencia del agente patdgeno, ocasionando un mayor problema en el cultivo (Gamez-Bayardo et al. 2021).

En Ecuador, se encuentra prohibido el uso de antibi6ticos y se recomienda no usar la oxitetraciclina y florfenicol
(Ministerio de Acuacultura y Pesca 2018). Con la restriccion de estos medicamentos han surgido otras alternativas
como el uso de acidos organicos, productos naturales y bacteriéfagos, los mismos que en diferentes investigaciones
han presentado resultados benéficos en la industria del camarén (Saucedo et al. 2020).

Entre estas alternativas, la aplicacion de aceite de orégano, con alto contenido de carvacrol ha demostrado
efectividad con un 70 % de sobrevivencia en comparacion a la Enrofloxacina con un 50 %, destacando su uso como
una opcion sostenible para controlar infecciones en acuicultura sin consecuencias perjudiciales relacionadas con la
aplicacion de antibidticos (Garcia-Valenzuela et al. 2012).

El 4cido formico, formiato de potasio y extracto de orégano “Origanum vulgare” son considerados como una
opcion ante la aparicion de bacterias en el sector camaronero debido a sus diversas propiedades. Por lo tanto, estas
sustancias se presentan como una alternativa menos agresiva para el ambiente y el organismo, destacando que su
aplicacion puede generar beneficios econémicos al productor.

Por lo tanto, el objetivo de este estudio es evaluar la sinergia entre extracto de orégano, sales de potasio y acido
férmico en la reduccion de bacterias del género Vibrio.

MATERIALES Y METODOS

Este proyecto se realizo en los laboratorios de Quimica y Microbiologia de la Facultad de Ciencias Agropecuarias
en la Universidad Técnica de Machala, ubicada en el Cantén Machala, Provincia de El Oro, Ecuador.

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 formico (AF) al 10
% v vy formiato de potasio (FK) al 8,4 % m v,

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.

La cepa de Vibrio utilizada para medir la sensibilidad a los compuestos, se obtuvo del Grupo de Investigacién en
Acuacultura Sostenible (GIAS), la cual fue obtenida mediante siembra en agar TCBS del hepatopancreas (Hp) de
Penaeus vannamei. Para el ensayo experimental se uso cepas de vibrios sacaroliticas, aislados por agotamiento en
agar TSA (Triptona de soya) para obtener cultivos puros.

Para la prueba de sensibilidad bacteriana se utilizé el método Kirby-Bauer. Para ello, se prepard el medio de cultivo
Agar Muller-Hilton (MH) con 0,5 % de NaCl y siguiendo las indicaciones del fabricante (121°C, 15 psi durante 15
minutos). Una vez esterilizado, se coloco en cajas de Petri para su solidificacion y se expuso a rayos UV en la camara
de flujo laminar por 15 min para su completa esterilizacion. Esta técnica se realizé por triplicado para garantizar los
datos obtenidos. Luego, en este medio, se colocé 100 pL del cultivo de Vibrio con una concentracion 1,5 x 108 UFC
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ml? (0,5 Mcfarland), y a continuacion se depositaron los discos que fueron impregnados con 60 L de las soluciones
mas densas (EO y T80) y 40 pL para soluciones acuosas (AF, FK).

La mezcla de los compuestos para evaluar si existe sinergia fue denominada como “Oseanah”. Adicionalmente,
se probo su efectividad aplicando Tween 80 (T80) en el extracto de orégano [EO (40 %) + T80 (60 %)] “Oseanah +
T80” usando 40 pL de estas mezclas. En la tabla 1 se presenta un resumen de cada tratamiento in vitro valorado con
Sus respectivas concentraciones:

Tabla 1. Descripcién de los tratamientos evaluados in vitro.

Table 1. Description of the treatments evaluated in vitro.

Tratamientos Contenido Concentracion
A T80 99 % v vl
B EO 0,50 ug mL™!
C AF 25%vv!
D FK 4%myvt
E Oseanah 25%vvi+4%mvi+t0,50 pg mL?
F Oseanah + T80 25%vvi+4%mvi+t0,50 pg mL?

Simbolos: T80, Tween 80; EO, extracto de orégano; AF, &cido férmico; FK, formiato potasico; Oseanah: combinacién de EO, AF y FK.

Para el analisis bacterioldgico se tomaron 10 camarones al azar siguiendo la metodologia de Gdmez et al. (2019).
A partir de 1 g de hepatopancreas, se realizé diluciones sucesivas por triplicado en serie (10) y se inoculd 100 pL de
cada dilucidn en placas Petri con Agar TCBS para conocer la carga inicial de vibrios. Se dejé las Placas de Petri por
24 h a30°C y se contaron las unidades formadoras de colonias (UFC g de hepatopancreas), antes de iniciar el ensayo
experimental.

Para la evaluacién in vivo, se empled la sustancia que presentd el mayor halo de inhibicién, utilizando dos
tratamientos y un control, cada uno con sus respectivas réplicas. TO: alimento balanceado; T1 “Oseanah”: balanceado
+ [AF (2,5 %), FK (4 %), EO (0,50 ug mL )]+ Pegante; T2 “Oseanah + T80”: Balanceado + [AF (2,5 %), FK (4 %),
EO (40 %), T80 (60 %)] + Pegante. Se aplico 2,5 mL kg™ de alimento balanceado mezclados de manera manual por
3 min. Los organismos fueron alimentados con una racion equivalente al 4 % de su biomasa (15 g) por un intervalo
de 10 dias, proporcionando alimento 2 veces al dia (8 AM — 2 PM). Se us6 un total de 54 g de alimento durante los
10 dias. Se aplicd aireacién constante y se controlaron pardmetros como temperatura (26,5+0.5 °C), amonio
(0,010+0,004 mg L), pH (6,28+0,08) usando un APl ammonia NHs/NH," test kit y un potenciémetro marca Base
instruments modelo A120. Los datos obtenidos fueron procesados mediante la aplicacion “Blue Aqua-free Ammonia
(mg LY.

En el disefio experimental se usaron 9 recipientes plasticos con una capacidad de 15 L, los cuales se llenaron con
10 L de agua con 18 ppm procedente de la camaronera “San Alfonso” (Barbones, E1 Oro). Se coloc6 5 camarones
juveniles (3+0,43 g) en cada recipiente seleccionados al azar, para cada tratamiento. Se realiz6 recambios de agua
cada 3 dias al 30 %, con el agua de la misma empresa camaronera.

Luego de completar 10 dias, se realiz6 el analisis bacteriol6gico a partir 1 g de hepatopancreas, siguiendo la
metodologia de Gémez et al. (2019). En este caso, se tom6 un pool 0 mezcla de 5 camarones de cada tratamiento (TO,
T1y T2) para hacer diluciones sucesivas 10, 100, 10002, luego se inoculé 100 uL de cada dilucion en Placas de
Petri con Agar TCBS selectivo para vibrios. Las placas se incubaron durante 24 h a 30°C para el recuento total de
Vibrio.

Los datos obtenidos se evaluaron mediante analisis de varianza (ANOVA) de un factor entre grupos para comparar
las variaciones entre los tratamientos con diferentes concentraciones de acidos organicos y EO usando un nivel de
significacion a = 0,05. Previo a ejecutar el ANOVA, se comprobé la normalidad de los datos por medio de la prueba
de normalidad de Shapiro-Wilk y evaluando la homogeneidad de las varianzas con la prueba de Levene. Estas
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observaciones realizadas se llevaron a cabo usando del software estadistico SPSS Statistics version 25. Para
individualizar semejanzas o disimilitudes relevantes entre los tratamientos, se emple6 la prueba post-hoc de Duncan.

RESULTADOS
Sensibilidad de Vibrio sp. frente a los compuestos

Los resultados proyectados en la Tabla 2 evidencian que la combinacion de acido férmico, formiato de potasio y
aceite esencial de orégano (Oseanah) reflej6 un mayor halo de inhibicion frente al patégeno bacteriano, en
comparacion con el uso de las sustancias aisladas, con una diferencia en el diametro que fue desde 1,82 a 6,01 mm,
lo que podria indicar que existe sinergia entre los productos al efectuar la mezcla.

Tabla 2. Tratamientos evaluados con su respectivo halo de inhibicion a las 24 y 48 h.

Table 2. Treatments evaluated with their respective inhibition halo at 24 and 48 h.

Tratamientos Diametro del halo (mm)

24 h 48 h
A T80 - -
B EO 7,24 7,24
C AF 8,75 8,75
D FK 9,70 9,70
E Oseanah 13,25 13,25
F Oseanah + T80 11,43 11,43

T80, Tween 80; EO, extracto de orégano; AF, cido formico; FK, formiato potasico; Oseanah: combinacién de EO, AF y FK.

La comparacion del diametro de los halos de inhibicion evidencio diferencias estadisticamente significativas entre
tratamientos (p<0,05). Por otra parte, se observé que la actividad antimicrobiana de la mezcla los compuestos
(Oseanah con y sin Tween 80) fue superior en la inhibicidn de Vibrio totales, aplicado en concentraciones iguales
observando halos de 13,25 mm Oseanah, y 11,43 mm para Oseanah + T80 (Fig. 1).

placa A placa B

-

Figura 1. Resultado de los tratamientos evaluados in vitro frente a Vibrio sp. Placa A: 1. AF, 2. FK, 3. EO, 4. Oseanah; Placa B:
5. Oseanah+T80, 6. Oseanah, 0: T80.

Figure 1. Results of the in vitro treatments evaluated against Vibrio sp. Plate A: 1. AF, 2. FK, 3. EO, 4. Oseanah; Plate B: 5.
Oseanah+T80, 6. Oseanah, 0: T80.

Evaluacion in vivo de la sinergia entre &cidos organicos y fitobioticos frente a Vibrio sp.
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En el recuento de Vibrio totales, inicialmente se obtuvo una carga total de 1,5 x 10 % UFC g* de Hp. Con base a
los resultados obtenidos, se evidencié que los organismos ya presentaban una concentracion considerable de bacterias

(Fig. 2).

——

Figura 2. Conteo en placa con agar TCBS 1000 con un total de 1,5 x 106 UFC g™ Hp.

Figure 2. Plate count on TCBS agar 1000 with a total of 1,5 x 108 CFU g* Hp.

Tras 10 dias de aplicacién de los tratamientos, se observé que la carga de Vibrio en T1 y T2 disminuyé en
comparacion con el control, lo que podria indicar que la mezcla de las 3 sustancias inhibe el crecimiento de las
bacterias.

El ANOVA evidenci6 diferencia significativa respecto al control (F=4,1573 x 107'°; p<0,05). Esto indica que el
patdgeno bacteriano es sensible a la mezcla de las sustancias. Ademas, manifiesta que los animales alimentados con
T1 “Oseanah sin Tween 80 presentaron una mayor reduccion de la carga de Vibrio sp. en comparacion al tratamiento
control (Fig. 3).

100000 —
80000
60000
40000

20000

Conteo de Vibrio { UFCig de hepatopancreas)

=

To control T1 sintween T2 contween

Tratamientos

Medias con distinta letra presentan diferencias estadisticamente significativas dentro de la misma columna (p<0,05 %).
Figura 3. Concentracion (mediatDE) de Vibrio totales en funcion a los tratamientos utilizados.

Figure 3. Total Vibrio concentration (mean+SD) based on the treatments applied.
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Al comparar la carga inicial de Vibrio spp. (1,5 x 106 UFC g* Hp) con el control TO (1 x 10° UFC g™ Hp) después
de 10 dias (Tabla 3) mediante una prueba ANOVA, se observd que los recambios de agua posiblemente influyeron
en la disminucidn de las bacterias. No obstante, al analizar la comparacién entre los tratamientos T1y T2, se evidencid
que fueron significativamente diferentes (p<0,05), con reducciones de 97,67 % y 92,33 %, respectivamente, denotando
que el tratamiento T1 presentd una mayor efectividad en la reduccién de bacterias patégenas.

Tabla 3. Recuento de bacterias (UFC g* Hp) inicial y final, junto con T1y T2.

Table 3. Initial and final bacterial count (CFU gt Hp), along with T1 and T2.

Recuento de UFC g*Hp

Carga inicial TO T1 T2

(Balanceado) (Oseanah) (Oseanah + T80)
1500 000 100 0002 2333,33° 7666,67¢
Reduccion 97,67 % 92,33 %

Medias con distinta letra presentan diferencias estadisticamente significativas dentro de la misma fila (p<0,05 %).
DISCUSION
Evaluacion de la sinergia entre acidos organicos y extracto de orégano

La prueba de sensibilidad frente a patdgenos es fundamental para evaluar la efectividad de una sustancia contra
microorganismos especificos, y poder elegir el mejor tratamiento posible frente a una enfermedad, asimismo permite
monitorear la aparicion de resistencia microbiana a dicha sustancia.

En cuanto a los resultados obtenidos, se pudo evidenciar que cada sustancia por separado presentd diferente
sensibilidad a las sustancias, ya que cada uno mostro diferentes tamafios de halos de inhibicion. Asi se observé que el
extracto de orégano (EO) (0,50 ug mL™) present6 un halo de 7,24 mm, lo cual coincide con Aguirre (2021), quién
trabajo con la extraccion del aceite de orégano sin diluir frente a varias cepas de Vibrio sp. (HP2-V, HP4-V1, Im-Alg,
Im-Tum) y evidencio halos entre 8,4 a 14 mm. Asimismo, Morales-Covarrubias et al. (2018) trabajaron con infusion
de hojas de orégano para verificar su efecto inhibitorio sobre Vibrio sp. describiendo halos de inhibicién entre 9y 17
mm, resultados superiores al de la presente investigacion. Esto sugiere que el orégano tiene actividad antibacteriana,
pero existe diferente sensibilidad por parte del patdgeno, lo cual puede deberse a diferentes factores relacionados con
la planta y el método de extraccion.

Paredes et al. (2007) también presentaron resultados semejantes, trabajando con aceite de orégano al 100 % frente
a cepas de Vibrio sp. (HP2-V HP4-V1 CD13, CD14), reflejando halos de inhibicion de 8,4 a 14 mm, quienes ademas
argumentan que la diferencia de diametro de halos de inhibicion generalmente se debe a la especie de orégano con la
que se esta trabajando, ya que los niveles del compuestos bioactivos (timol y carvacrol) variaran dependiendo de la
especie, condiciones climéticas, método de extraccién y medio de dilucion, entre otras. Estos hallazgos sugieren que
el aceite de orégano tiene un efecto inhibitorio sobre la cepa estudiada, lo que indica que podria ser utilizada frente a
patégenos bacterianos.

Por otro lado, Lépez (2018) realizé una evaluacion del Tween 80 de manera individual y en mezcla con el extracto
de orégano [EO (40 %) + T80 (60 %)] frente a bacterias Gram-negativas en un ensayo de sensibilidad, y concluyé
que la aplicacion individual del Tween 80 no presenta efectos inhibitorios, argumentando que su uso no afecta la
actividad antimicrobiana del EO, lo cual concuerda con los resultados obtenidos del presente trabajo.

Wing-Keong y Chik-Boon (2016) comentan que los &cidos organicos representan una variedad de sustancias
producto de la fermentacion de carbohidratos, sefialados por tener al menos un Grupo acido carboxilico, y que pueden
servir para la inhibicién de patégenos. En esta investigacion se trabajé con acido férmico (AF al 2,5 %) que, al ser
evaluada su sensibilidad frente al patdgeno por método de difusion en placa, se obtuvo un halo de 8,75 mm, lo que
indica que también existe inhibicidn de Vibrio spp. y que podria ser utilizado como tratamiento para esta enfermedad.
Como lo indican Mine y Boopathy (2011), quienes estudiaron la capacidad inhibitoria del AF frente a Vibrio harveyi
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por el método de la absorbancia a una longitud de onda de 600 nm, sefialando que se logrd una reduccién completa
del Vibrio a una concentracion igual o superior de 0,035 %. Asimismo, Adams y Boopathy (2013) continuaron con la
investigacion, esta vez usando 5 cepas de Vibrio sp. (V. alginolyticus, V. cholerae, V. harveyi, V. parahaemolyticus y
V. vulnificus) obteniendo resultados similares a sus primeras investigaciones.

De esta manera se destaca que la aplicacion del &cido férmico in vitro a bajas concentraciones (2,5 %), ya sea
mediante espectrofotometria o difusion en placa, tiene efectos positivos en la reduccion de bacterias patdgenas, y esto
se debe a la capacidad del AF de alterar el pH, la membrana celular de las bacterias y a la desnaturalizacion de las
enzimas y proteinas (Silhavy et al. 2010).

En la actualidad, no existe informacion en acuicultura que indique la sensibilidad de los vibrios frente a una mezcla
de &cido formico, formiato de potasio o aceite de orégano, pero se respalda la sinergia obtenida de los compuestos
“Oseanah” con y sin Tween 80 con bibliografia que corrobora el uso del EO con otros &cidos organicos. De este modo,
Reyes (2017) verifico que existe efecto sinérgico entre la combinacién de acidos organicos y fitoquimicos, y en sus
resultados evidenci6 efecto inhibitorio in vitro frente a Vibrio parahaemolyticus causante de la enfermedad de la
necrosis aguda del hepatopancreas (AHPND™), exponiendo a acidos organicos con una Concentracion Inhibitoria (ClI)
de 11,23 a 100 mM y de fitoquimicos de 4,18 y 10 % (v v'%). Ademas, afiadio que la efectividad del 4cido acético con
fitoquimicos presentd una mayor actividad inhibitoria de 94,11 % con un valor de CI de 0,98-10 %. Finalmente,
argumenta que su combinacién es una alternativa para evitar el uso de antibi6ticos en el tratamiento de enfermedades.

De manera similar, Lin et al. (2005), observaron los efectos de una mezcla de extracto de orégano, ardndano y
4cido lactico, en la inhibicion de Vibrio parahaemolyticus, donde se mostrd un efecto sinérgico cuando la
concentracion fenolica de los extractos totales fue de 0,1 mg ml™ en relacion 50 %:50 % p p con el &cido lactico a
un pH 6, generando un halo de inhibicién de 20 mm. Esto indica que la combinacion de fitobidticos con cidos
orgénicos podria ser una alternativa amigable frente a vibrios, ya que se potencia la sensibilidad frente al patégeno.

Efecto de la mezcla entre 4cidos organicos y extracto de orégano en Penaeus vannamei

En la bacteriologia inicial, los organismos presentaron una carga de 1,5 x 10 UFC g™ de Hp. De acuerdo con los
intervalos recomendados por Morales-Covarrubias (2011), una cantidad de colonias verdes con conteos de 1 x 106
UFC g* de Hp es considerada preocupante por lo que se deberia tomar acciones de inmediato para evitar pérdidas en
el cultivo.

Por otro lado, en el anlisis comparativo entre la carga inicial de Vibrio sp. en el hepatopéancreas 1,5 x 108 UFC g
! Hp y la del grupo control TO después de 10 dias 1 x 10° UFC g Hp, Tabla 3, resalt que los recambios periddicos
de agua también contribuyeron significativamente a reducir la poblacion bacteriana en los tratamientos, lo que
concuerda con Pifieros-Roldan et al. (2020), quienes indican que un buen manejo del estanque junto con aireacion,
contribuye a mantener una buena calidad del agua y por ende una baja carga de microorganismos. Pero, ademas, al
realizar la comparacion final entre los tres tratamientos, se enfatiza que el uso Oseanah sin Tween 80 incide de manera
significativa en la disminucién total de Vibrio sp. presentes en el hepatopancreas.

Con base en los resultados proyectados en la tabla 3, se observo que existe una reduccion del 97,67 % y 92,33 %
en la carga bacteriana de Vibrio en los tratamientos 1 y 2 en comparacion con el control, respectivamente, lo que
puede indicar que la combinacién de los monoterpenos del EO junto con los &cidos organicos pueden actuar en
conjunto para la reduccién del patdgeno. Cada sustancia presenta diferentes mecanismos de accién, pero estos pueden
ser potenciados cuando se combinan como lo indica Reyes (2017), quién expone que los polifenoles mezclados con
acidos organicos son beneficiosos ya que produce una mayor alteracion en la membrana celular de las bacterias,
contribuyendo a su reduccion.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo son similares a los obtenidos por He et al. (2017) quienes también
trabajaron con aceites esenciales (timol, 1,7 %; vainillina, 1,0 %) y &cidos organicos (citrico 25 %, sorbico 16,7 %)
en el cultivo de Penaeus vannamei, y determinaron que 0,3 g kg agregados en la dieta presenta efectos positivos
mejorando el sistema inmune especifico, la microbiota intestinal y favoreciendo la resistencia ante Vibrio
parahaemolyticus, lo que se refleja en una reduccion en el conteo de bacterias.
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De igual manera, Lin et al. (2005), trabajaron con una mezcla de extracto de orégano y ardndano, junto con acido
lactico, en la inhibicion de Vibrio parahaemolyticus en camarones. Evidenciaron una reaccion sinérgica cuando la
concentracion fendlica de los extractos totales fue de 0,1 mg ml en 50 %:50 % p p’?, junto con el 4cido lactico a un
pH 6, observando una reduccién total de Vibrio parahaemolyticus. Adicionalmente, sefialan que la capacidad del acido
lactico frente a vibrios mejora con una mezcla de extractos fitoquimicos, ya que estas sustancias causan dafios letales
en la membrana celular de dichas bacterias.

En el andlisis de los resultados obtenidos in vivo, se observo que la aplicacion de Oseanah en la alimentacion
provocd una disminucion en la carga bacteriana de Penaeus vannamei. Es fundamental asegurarse de que las
concentraciones utilizadas en la evaluacion de productos sean adecuadas, dado que se trata de organismos Vivos.
Ademas, es crucial garantizar que las sustancias sean inocuas, ya que los extractos vegetales pueden tener efectos
adversos en los animales de cultivo. Armijos y Vacacela (2022) demostraron que una alta concentracion de extracto
de orégano (>50 pg mL™!) puede ocasionar una reduccion en el conteo total de hemocitos.

CONCLUSIONES

A través de los resultados obtenidos mediante la prueba de sensibilidad, se evidencié que la formulacion realizada
para obtener una posible sinergia entre &cido férmico, formiato de potasio y extracto de orégano fue efectiva,
demostrando un efecto inhibitorio frente a bacterias del género Vibrio. Ademas, la dosificacién de Oseanah mostré
resultados més efectivos en la disminucion de Vibrio sp. después de un intervalo de aplicacién de 10 dias en el alimento
bajo las condiciones descritas. Aunque este estudio sugiere una sinergia positiva, la efectividad de estas combinaciones
puede depender de varios factores, como la concentracion de cada compuesto, el tipo de microorganismos, y su
aplicacion en el campo acuicola.
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