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ABSTRACT

RESUMEN

The antimicrobial activity of Mexican oregano
(Lippia berlandieri) essential oils (OEOs) was evaluated
against bacteria inhabiting shrimp ponds. One OEO had
higher thymol content and another had higher carvacrol
content, both compounds have antimicrobial properties.
Bacterial isolates (n = 19) were collected in shrimp
farms, from shrimp hepatopancreas, pond water and/
or sediments. The genus Pseudomonas was the most
frequent as it was found in four out of 13 sampled farms
and was mainly isolated from hepatopancreas. All the
isolates were used to evaluate the antimicrobial effect
of five antibiotics and the two OEOs by inhibition zone
tests. The antimicrobial activity of the two OEOs was
statistically significant against seven bacterial species,
compared to the other antibiotics (p < 0.007143). The
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La actividad antimicrobiana de aceites esenciales
(OEOs por sus siglas en inglés) del orégano mexicano
(Lippia berlandieri) fue evaluada contra bacterias que viven
en estanques de camarén. Un OEO tuvo mayor contenido
de timol y el otro tuvo mayor contenido de carvacrol, ambos
compuestos tienen propiedades antimicrobianas. Aislados
bacterianos (n = 19) fueron recolectados en granjas
camaronicolas, de hepatopancreas de camaroén, agua de
estanque y/o sedimentos. El género Pseudomonas fue el
mas frecuente ya que se encontré en cuatro de 13 granjas,
y fue aislada principalmente de hepatopancreas. Todos los
aislados se usaron para evaluar el efecto antimicrobiano
de cinco antibidticos y los dos OEOs mediante pruebas
de zona de inhibicion. La actividad antimicrobiana de los
dos OEOs fue estadisticamente significativa contra siete
especies bacterianas, comparada con los otros antibiéticos
(p < 0.007143). Las especies bacterianas sensibles al OEO
rico en timol fueron Serratia marcescens, Proteus vulgaris
y Salmonella spp., mientras que Enterobacter cloacae,
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bacterial species sensitive to the thymol-rich OEO were
Serratia marcescens, Proteus vulgaris and Salmonella
spp., whereas Enterobacter cloacae, Serratia marcescens
and Salmonella typhi were susceptible to the carvacrol-
rich OEO. The thymol-rich OEO had significantly higher
antibacterial effect than oxytetracycline, magnamycin,
aviflox and enrofloxacin, whereas the carvacrol-rich
OEOQO outperformed oxytetracycline and magnamycin.
In conclusion, the two OEOs evaluated had higher
antibacterial properties than most antibiotics used in
this study.

KEY WORDS

Oregano essential oils, thymol, carvacrol, antimicrobial
effect, shrimp farms.

Introduction

The Mexican oregano is a generic group of three
different species of aromatic plants: Lippia graveolens,
also known as L. berlandieri; Poliomintha longiflora, and
Monarda fistulosa var. menthifolia (Cid-Pérez et al., 2015).
The genus Lippia is the most cultivated of these oregano
plants. This genus belongs to the Family Verbenaceae,
which contains 35 genera, and around 1000 species that
are mainly distributed in temperate and warm regions of
the northern and southern hemispheres of the American
continent (Lépez-Villafranco et al., 2017). The genus Lippia
includes about 200 species that are predominant in the
tropical and subtropical regions of the American continent
(Gonzalez-Elizondo et al., 2011). In México, Lippia has 31
species (Huerta, 1997). It has been proposed that oregano
plants of the genus Lippia are a complex of various close
species including L. graveolens, L. berlandieri, L. palmeri,
L. alba and other infraspecies located in the north and
northwest, to the south of Mexico and even Central
America (Pascual et al., 2001; Gonzalez-Elizondo et al.,
2011; Cid-Pérez et al., 2015; Orona-Castillo et al., 2017;
Calvo-Irabien, 2018). The species L. graveolens and L.
berlandieri are considered as one species, or variants of
different populations (Huerta, 1997; Gonzalez-Elizondo et
al., 2011; Cid-Pérez et al., 2015; Calvo-Irabien, 2018). It
is possible that this species is polymorphic, comprised of
several populations with various habitat preferences and
distinct morphological, phenological and phytochemical
features (Gonzalez-Elizondo et al., 2011). It also seems
that this genus has a consistent chemical profile and
pharmacological activities (Pascual et al., 2001).

Serratia marcescens y Salmonella typhi fueron susceptibles
al OEO rico en carvacrol. EI OEO. rico en timol tuvo un efecto
antibacterial significativamente mayor que la oxitetraciclina,
magnamicina, aviflox y enrofloxacina, mientras que el OEO
rico en carvacrol super6 a la oxitetraciclina y magnamicina.
En conclusion, los dos OEOs evaluados tuvieron mayores
propiedades antibacteriales que la de varios de los
antibidticos usados en este estudio.

PALABRAS CLAVE

Aceites esenciales de orégano, timol, carvacrol, efecto
antimicrobiano, granjas camaronicolas.

Introduccién

El orégano mexicano es un grupo genérico de tres
especies distintas de plantas aromaticas: Lippia graveolens,
también conocida como L. berlandieri; Poliomintha
longiflora, y Monarda fistulosa var. menthifolia (Cid-Pérez
et al., 2015). El género Lippia es el mas cultivado de estas
plantas de orégano. Este género pertenece a la Familia
Verbenaceae, la cual contiene 35 géneros y alrededor de
1000 especies, que estan distribuidas principalmente en
regiones templadas y calidas de los hemisferios norte y sur
del continente americano (Lopez-Villafranco et al., 2017).
El género Lippia incluye cerca de 200 especies que son
predominantes en las regiones tropicales y subtropicales
del continente americano (Gonzalez-Elizondo et al., 2011).
En México, Lippia tiene 31 especies (Huerta, 1997). Se
ha propuesto que las plantas de orégano del género
Lippia son un complejo de varias especies cercanas
incluyendo a L. graveolens, L. berlandieri, L. palmeri, L.
alba y otras infraespecies localizadas desde el norte y
noroeste, hasta el sur de México y aun en centroamérica
(Pascual et al., 2001; Gonzalez-Elizondo et al., 2011;
Cid-Pérez et al., 2015; Orona-Castillo et al., 2017; Calvo-
Irabien, 2018). Las especies L. graveolens y L. berlandieri
son consideradas como una sola especie, o variantes de
diferentes poblaciones (Huerta, 1997; Gonzalez-Elizondo
et al., 2011; Cid-Pérez et al., 2015; Calvo-Irabien, 2018). Es
posible que esta especie sea polimoérfica, compuesta por
varias poblaciones con diversas preferencias de habitat
y distintivas caracteristicas morfoldgicas, fenolégicas y
fitoquimicas (Gonzalez-Elizondo et al., 2011). También
parece que este género tiene un perfil quimico y
actividades farmacolégicas consistentes (Pascual et
al., 2001).

Revista Bio Ciencias 9, e1344.



Gracia-Valenzuela et al., 2022.

revista

Plants of the genus Lippia have different habitat
preferences, going from a warm climate, gradients of dry
and semi-dry climates, and a part of temperate climates.
In México, they are found through the Gulf Coast, the
Pacific region, the Yucatan peninsula, the arid zones
of Tamaulipas and Hidalgo, and the Chihuahua desert.
The form of the plant is variable, from xerophytic scrub,
subtropical scrub, tropical deciduous forest (low jungle),
chaparral, and acahuales derived from the tropical
deciduous forest (medium jungle). They can also be
the dominant form in the subtropical scrub at southern
Durango and northern Zacatecas (Gonzalez-Elizondo et
al., 2011). The variety L. berlandieri is distributed in the
central-east part of Mexico; the variety L. graveolens, is
found in the north, and the variety L. palmeri locates in
the northwest of the country (Huerta, 1997; Cid-Pérez
et al., 2015).

The oregano essential oils (OEO) have recently
been found to have antimicrobial activity due to the
presence of chemicals such as p-cymene, which is the
precursor of compounds such as thymol and carvacrol,
that may be effective antimicrobials (Skandamis &
Nychas, 2001; Gracia-Valenzuela et al., 2012; Gracia-
Valenzuela et al., 2014; Quiroz-Velazquez et al., 2017).
These compounds make up most of the antimicrobial
molecules in this type of essential oils (Paredes-Aguilar
et al., 2007), and they have shown potential to control
pathogenic microorganisms affecting various farmed
species of fish and crustaceans (Gracia-Valenzuela et
al., 2012; 2014; Morales-Covarrubias et al., 2016; de
Souza et al., 2017; Majolo et al., 2017; 2018; Marasca
et al., 2020).

At present, most farmed fish, mollusks, and crustaceans
can be affected by several types of pathogens causing
disease and mortality (Sindermann, 1984; Lightner et al.,
2012). Of these, bacteria are one of the most damaging,
since they can be highly infectious and can cause
massive mortalities. Hence, one main goal in aquaculture
is to reduce the impact of infectious diseases and at the
same time, diminishing the impact of chemicals on the
aquatic environment and communities of animals and
microorganisms living in it.

The use of chemicals and antibiotics to control microbial
pathogens poses many risks to environmental and
human health, including antibiotic resistance issues
and environmental pollution (Pridgeon & Kiesius,

Plantas del género Lippia tienen diferentes preferencias de
habitat, desde climas calidos, gradientes de climas secos y
semi-secos, y una parte de climas templados. En México,
se encuentran a través de la costa del Golfo, la region
del Pacifico, la peninsula de Yucatan, las zonas aridas de
Tamaulipas e Hidalgo, y el desierto de Chihuahua. La forma
de la planta es variable, desde matorral xeréfilo, matorral
subtropical, bosque tropical deciduo (selva baja), chaparral,
y acahuales derivados del bosque tropical deciduo (selva
media). Estas plantas también pueden ser la forma
dominante en el matorral subtropical en el sur de Durango
y norte de Zacatecas (Gonzalez-Elizondo et al., 2011). La
variedad L. berlandieri se distribuye en la parte central-este
de México; la variedad L. graveolens se encuentra en el
norte, y la variedad L. palmeri se localiza en el noroeste del
pais (Huerta, 1997; Cid-Pérez et al., 2015).

Los aceites esenciales de orégano (OEOs, por sus
siglas en inglés) recientemente han sido reconocidos por
tener actividad antimicrobiana debido a la presencia de
quimicos como el p-cymene, el cual es el precursor de
compuestos como el timol y carvacrol, los cuales pueden
ser antimicrobianos eficaces (Skandamis & Nychas, 2001;
Gracia-Valenzuela et al., 2012; Gracia-Valenzuela et al.,
2014; Quiroz-Velazquez et al., 2017). Estos compuestos
constituyen la mayoria de las moléculas antimicrobianas en
este tipo de aceites esenciales (Paredes-Aguilar et al., 2007),
y han mostrado potencial para controlar microorganismos
patdgenos que afectan a varias especies cultivadas de
peces y crustaceos (Gracia-Valenzuela et al., 2012; 2014;
Morales-Covarrubias et al., 2016; de Souza et al., 2017;
Majolo et al., 2017; 2018; Marasca et al., 2020).

Actualmente, la mayoria de peces moluscos y crustaceos
cultivados pueden ser afectados por varios tipos de
patdogenos causantes de enfermedades y mortalidad
(Sindermann, 1984; Lightner et al, 2012). De estos, las
bacterias son uno de los mas dafinos, puesto que pueden
ser altamente infecciosos y causar mortalidades masivas.
Por ello, un objetivo primordial en la acuicultura es reducir el
impacto de las enfermedades infecciosas, y al mismo tiempo,
disminuir el impacto de quimicos en el ambiente acuatico y
a las comunidades de animales y microorganismos que
viven en él.

El uso de quimicos y antibidticos para controlar patégenos
microbianos poseen muchos riesgos para el ambiente y la
salud humana, incluyendo temas de resistencia a antibiéticos
y contaminacion ambiental (Pridgeon & Klesius, 2012). En
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2012). In aquaculture, the impact of drug-resistant
bacteria on farmed tilapia in China has caused losses
of 400 million US dollars, whereas, in Costa Rica, drug-
resistant bacteria has caused 2.5 million US dollars
losses in tilapia cultures (Oviedo-Bolafios et al., 2021).
Moreover, various bacterial species have been reported
to show resistance to antibiotics, including Enterobacter
(Cohen et al., 2020), Salmonella, and Vibrio (Banerjee et
al., 2012). To fight bacterial pathogens affecting shrimp
cultures, it is necessary to develop and test substances
from natural sources, that are friendly to the environment
and represent an alternative to the use of chemicals and
antibiotics that are hazardous to fauna and beneficial
microorganisms in the aquatic environment. These
premises make the case for the search for products of
natural origin derived from plants such as essential oils
which contain active compounds with several biological
properties, including antimicrobial activity. These natural
products may contribute to reduce the negative impact
of infectious diseases in aquaculture, and also curb the
damaging effects to the aquatic environment caused by
the presently used chemicals (Escobedo-Bonilla, 2021).
Therefore, it is important to find and evaluate natural
compounds with effective antimicrobial activity that may
be used in aquaculture to maintain both aquatic animal
health and preserve the environment (Citarasu, 2012;
Zhu, 2020).

The present study aimed to determine in vitro the
antimicrobial effect of two OEOs with different
proportions of carvacrol and thymol on naturally-
occurring bacteria from farmed shrimp from Sonora, Mexico.

Material and Methods

Morphological traits of Mexican oregano

Plants of the Mexican oregano Lippia complex,
are aromatic shrubs measuring up to 2.5 m high and
1.20 m average foliage. They have branched stems
with high numbers of leaves, which are the usable part
of the plant. The smell and taste of the wild plants are
robust and strong (Cid-Pérez et al., 2015). The leaves
are 1 to 3 cm long, and 0.5 to 1.5 cm wide, they are
opposed, alternate, with oval shape, dark green color,
serrated edges, rough texture with villi. The flowers are
white and small forming inflorescences in clusters. The

acuacultura, el impacto de bacterias resistentes a antibiéticos
en tilapias cultivadas en China ha causado pérdidas de 400
millones de ddélares americanos, mientras en Costa Rica,
bacterias resistentes a antibiéticos han causado pérdidas
por 2.5 millones de ddlares americanos en cultivos de tilapia
(Oviedo-Bolafios et al, 2021). Ademas, varias especies
bacterianas han sido reportadas mostrando resistencia a
antibiéticos, incluyendo Enterobacter (Cohen et al., 2020),
Salmonella y Vibrio (Banerjee et al., 2012). Con el fin de
combatir patdgenos bacterianos que afectan a los cultivos
de camarén, es necesario desarrollar y evaluar sustancias
de fuentes naturales, que sean amigables con el ambiente y
representan una alternativa al uso de quimicos y antibidticos
que son riesgosos a la fauna y a microorganismos benéficos
en el ambiente acuatico. Estas premisas promueven
la busqueda de productos de origen natural derivados
de plantas como los aceites esenciales, que contienen
compuestos activos con un numero de propiedades
biolégicas, incluyendo la actividad antimicrobiana. Estos
productos naturales pueden contribuir a reducir el impacto
negativo de enfermedades infecciosas en acuacultura,
y también a reducir el efecto dafino al ambiente acuatico
causado por los quimicos actualmente utilizados (Escobedo-
Bonilla, 2021). Por lo tanto, es importante encontrar y evaluar
compuestos naturales con actividad antimicrobiana efectiva
que pueden ser usados en acuacultura para mantener tanto
la salud de animales acuaticos y preservar el ambiente
(Citarasu, 2012; Zhu, 2020).

El objetivo del presente estudio fue determinar in vitro el efecto
antimicrobiano de dos OEOs con diferentes proporciones de
carvacrol y timol sobre bacterias que aparecen naturalmente
en camarones cultivados de Sonora, México.

Material y Métodos
Caracteristicas morfolégicas del orégano mexicano

Plantas del complejo del orégano mexicano Lippia,
son arbustos aromaticos que miden hasta 2.5 m de alto y
1.20 m de follaje promedio. Tienen tallos ramificados con un
gran numero de hojas las cuales son la parte util de la planta.
El olor y sabor de las plantas silvestres es robusto y fuerte
(Cid-Pérez et al., 2015). Las hojas tienen de 1 a 3 cm de
largo y 0.5 a 1.5 cm de ancho, son opuestas, alternadas, de
forma oval, con color verde oscuro, con las orillas serradas,
textura rugosa con vellosidades. Las flores son blancas y
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fruits are small capsules containing brown seeds, not
bigger than 0.25 mm (Huerta, 1997).

Production of oregano essential oils (OEOs)

Culture fields of Lippia berlandieri from Salaices,
Chihuahua were the origin of the vegetal material.
Leaves were dried and ground to prepare the essential
oils, according to the methods described by Paredes-
Aguilar et al. (2007). Briefly, dry oregano leaves were
used for hydro-distillation using a Clevenger-type
distiller to produce the essential oils. The oils were
separated by density using a separation funnel. The
fractions containing different concentrations of thymol
and carvacrol were obtained by placing the resulting
essential oil into a flask coupled to a distillation column,
and heating until boiling. Distillation was done until
about 30% of the initial volume was left in the flask.
The distilled solution was again distilled under the
same conditions until the two fractions with different
concentrations of thymol and carvacrol were obtained.

Analyses of the resulting fractions showed that OEO1
had higher thymol content (48 — 64% thymol, 23 —
26% carvacrol), whereas OEO2 had higher carvacrol
content (3 — 6% thymol, 77 — 82% carvacrol) (Paredes-
Aguilar et al., 2007). These OEOs were stored at room
temperature (28 + 2 °C) until used in the experiments.

Bacteria isolates

Samples from shrimp, pond soil and water were
collected in 13 shrimp farms in Sonora, México. On
each farm, 130 shrimp with signs of bacterial infection
were collected and transported to the laboratory to
be processed for bacteriological analyses. At the
laboratory, shrimp were externally sanitized with 70
% ethanol, and the hepatopancreas was aseptically
removed. Organ tissues (= 50 mg) were homogenized
and diluted with 45 ml of sterile 0.1% peptone water.
Tenfold dilutions were prepared and plated in triplicate
on Thiosulfate-Citrate-Bile salts-Sucrose Agar (TCBS).
Plates were incubated at 30 + 2 °C for 24 h according
to the method proposed by Gracia-Valenzuela et al.
(2014). Sediments and water samples (one sample per
pond) were also used to isolate bacteria. This type of
sample was collected in sterile plastic bags, placed
in coolers at 4 °C and transported to the laboratory,
where the samples were processed to obtain bacterial

pequefas formando inflorescencias en racimos. Las frutas
son pequefas capsulas que contienen semillas cafés no
mayores a 0.25 mm (Huerta, 1997).

Produccion de los aceites esenciales de
oregano (OEOs)

Campos de cultivo de Lippia berlandieri en Salaices,
Chihuahua, fueron el origen del material vegetal. Las hojas
fueron secadas y maceradas para preparar los aceites
esenciales, de acuerdo a los métodos descritos por Paredes-
Aguilar et al. (2007). Brevemente, las hojas de orégano secas
fueron usadas para hidrodestilacién usando un destilador tipo
Clevenger con el fin de producir los aceites esenciales. Los
aceites fueron separados por densidad usando un embudo
de separacién. Las fracciones que contienen diferentes
concentraciones de timol y carvacrol fueron obtenidas
colocando los aceites esenciales resultantes en un frasco
acoplado a una columna de destilacion y calentado hasta el
hervor. Se hizo la destilacién hasta que cerca del 30% del
volumen inicial quedé en el frasco. La solucion destilada fue
nuevamente destilada bajo las mismas condiciones hasta que
las dos fracciones con diferentes concentraciones de timol y
carvacrol fueron obtenidas.

Los andlisis de las fracciones resultantes mostraron que el
OEO1 tenia mayor concentracion de timol (48 —64% timol, 23 —
26% carvacrol), mientras que el OEO2 tuvo mayor contenido de
carvacrol (3 — 6% timol, 77 — 82% carvacrol) (Paredes-Aguilar
et al., 2007). Estos OEOs fueron almacenados a temperatura
ambiente (28 £ 2 °C) hasta su uso en los experimentos.

Aislados bacterianos

Muestras de camarén, suelo de estanque y agua fueron
recolectados en 13 granjas de camaron en Sonora, México.
En cada granja, 130 camarones con signos de infeccion
bacteriana fueron recolectados y transportados al laboratorio
para ser procesados para andlisis bacteriologicos. En el
laboratorio, los camarones fueron sanitizados externamente
con etanol al 70%, y los hepatopancreas fueron removidos
asépticamente. Los tejidos del 6rgano (= 50 mg) fueron
homogenizados y diluidos con 45 mL de agua peptonada
estéril (0.1%). Diluciones seriales de base 10 fueron
preparados y sembrados por triplicado en placas de Agar
Tiosulfato Citrato Sales Biliares y Sacarosa (TCBS). Las
placas fueron incubadas a 30 + 2 °C por 24 h de acuerdo
al método propuesto por Gracia-Valenzuela et al. (2014).
Los sedimentos y muestras de agua (una muestra por
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cultures as described above.

Determination of bacteria species

The genera and species of the cultured bacteria
were determined by using the commercial kit API20E
(BioMérieux, France) according to the manufacturer’s
instructions. Briefly, the APl 20E system involves 23
standardized biochemical tests to identify Gram-negative
Enterobacteriaceae. This system can identify 108 genera
and 104 species of bacteria. The system works as
follows: a bacterial suspension is inoculated to each of
the test tubes of the system, inducing different reactions
to determine a specific biochemical property, revealed by
a change of color (or not) in the reaction (after adding
catalysts or not), giving a colorimetric interpretation of the
bacterial species.

OEOs antibacterial activity

The evaluation of the antimicrobial activity of OEOs
compared to antibiotics was done by the inhibition zone
test as follows (Roque et al., 2001). Plates with Mueller-
Hinton medium added with 2.5% NaCl were inoculated
with 100 pL of each bacterial suspension (n = 19) and
evenly spread with a glass rod in order to get a uniform
bacterial layer. Then, sterile paper circles (5 mm
diameter) were individually saturated with 20 pL of each
of the OEOs and placed on top of the culture medium.
The same procedure was done with the antimicrobials:
aviflox™ (AF), florfenicol™ (FF), magnamycine™ (MC),
enrofloxacine™ (EF) and oxytetracyclin™ (OTC). For
these antibiotics, a concentration of 50 pg/mL was
used to saturate each paper disk. A saline solution (2.5
% NaCl) was used as negative control. The plate was
incubated at 30 °C overnight and it was observed at
24 and 48 h post-incubation to determine the inhibition
zones. The measurement of the diameter (mm) of the
inhibition zones was done in triplicate and recorded.
It was not possible to include positive controls of pure
thymol or carvacrol molecules.

Statistical analyses

Differences between inhibition zone (mm) of
the different antimicrobials tested were analyzed
by the non-parametric Kruskal-Wallis test. Multiple
comparison analysis between treatments was done with
the Mann-Whitney U test (Zar, 1998), using the online

estanque) fueron usados para aislar bacterias. Este tipo de
muestras fueron recolectadas en bolsas de plastico estériles,
colocadas en hieleras a 4 °C, y transportadas al laboratorio,
donde las muestras fueron procesadas para obtener cultivos
bacterianos como se describié anteriormente.

Determinacion de las especies bacterianas

Los géneros y especies de las bacterias cultivadas
fueron determinadas usando el kit comercial API20E
(BioMérieux, Francia) de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. Brevemente, el sistema APl 20E involucra 23
pruebas bioquimicas estandarizadas para identificar bacterias
Enterobacteriaceae Gram-negativas. Este sistema puede
identificar 108 géneros y 104 especies de bacterias. El sistema
funciona como sigue: una suspension bacteriana es inoculada
a cada uno de los tubos de prueba del sistema, induciendo
diferentes reacciones para determinar una propiedad
bioquimica especifica, revelada por un cambio de color (o no)
en la reaccién (después de afiadir un catalizador, o no), dando
una interpretacion colorimétrica de la especie bacteriana.

Actividad antibacteriana de los OEOs

Laevaluacion de la actividad antimicrobiana de los OEOs
comparado contra antibiéticos, fue hecho por la prueba de la
zona de inhibicion como se describe a continuacion (Roque
et al., 2001). Placas con medio Mueller-Hinton afiadidos con
2.5 % NaCl fueron inoculados con 100 pL de cada suspension
bacteriana (n = 19) y distribuidos uniformemente con un
filamento de vidrio con el fin de obtener una capa bacteriana
uniforme. Luego, circulos de papel estéril (5 mm diametro)
fueron individualmente saturados con 20 pL de cada uno de
los OEOs y colocados sobre el medio de cultivo. EI mismo
procedimiento fue hecho con los antimicrobianos: aviflox™
(AF), florfenicol™ (FF), magnamicina™ (MC), enrofloxacina™
(EF) y oxitetraciclina™ (OTC). Para estos antibidticos, una
concentracion de 50 ug/mL fue usada para saturar cada disco
de papel. Una solucion salina (2.5 % NaCl) fue usada como
control negativo. La placa fue incubada a 30 °C por una noche
y fue observada a las 24 y 48 h post incubacion para determinar
las zonas de inhibicion. La medicién del diametro (mm) de las
zonas de inhibicion fue hecho en triplicado y registrado. No fue
posible incluir controles positivos de moléculas puras de timol
o carvacrol.

Analisis estadisticos
Las diferencias entre las zonas de inhibicion (mm) de

los diferentes antimicrobianos evaluados fueron analizados
por la prueba no paramétrica de Kruskall-Wallis. Andlisis de
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Kruskal-Wallis calculator (https://www.statskingdom.
com/kruskal-wallis-calculator.html).

Results

Bacterial isolates

A total of 19 bacterial isolates belonging to
seven genera (Klebsiella, Pasteurella, Pseudomonas,
Salmonella, Serratia, Enterobacter and Proteus) and
10 species were obtained from shrimp hepatopancreas,
water and/or sediments from the sampled farms (Figure
1). All the isolated bacterial species were gram-negative
and were identified using the API20E system. The genera
Pseudomonas and Salmonella had the highest frequency
in the samples. These genera were mainly isolated from
hepatopancreas. Conversely, Proteus was the genus with
the lowest frequency. The frequency of these genera or
species corresponds to the number of farms where they
were found (Table 1 and Figure 1).

Evaluation of OEOs antimicrobial activity

The antimicrobial effect of OEOs evaluated as
inhibition zone is shown in Table 2. Overall, the average
inhibition halo size (mm) against all the bacteria species
for each treatment were: OEO1 26.02, OEO2 23.30,

Unidentified

Proteus vulgaris
Salmonella typhi
Salmonella
paratyphi A

Enterobacter
cloacae

Serratia
marcescens

comparacion multiple entre tratamientos fue hecha con la
prueba U de Mann-Whitney (Zar, 1998), usando el calculador
Kruskall-Wallis en linea (https://www.statskingdom.com/

kruskal-wallis-calculator.html).

Resultados

Aislados bacterianos

Un total de 19 aislados bacterianos pertenecientes
a siete géneros (Klebsiella, Pasteurella, Pseudomonas,
Salmonella, Serratia, Enterobacter and Proteus) y 10
especies fueron obtenidos de hepatopancreas de camarén,
agua y/o sedimentos de las granjas muestreadas (Figura
1). Todas las especies bacterianas aisladas fueron Gram-
negativas y fueron identificadas usando el sistema API20E.
Los géneros Pseudomonas y Salmonella tuvieron la
mayor frecuencia en las muestras. Estos géneros fueron
principalmente aislados del hepatopancreas. En contraste,
Proteus fue el género con la menor frecuencia. La frecuencia
de estos géneros o especies corresponde al nimero de
granjas donde fueron encontrados (Tabla 1y Figura 1).

Evaluacion de la actividad antimicrobiana de los OEOs
El efecto antimicrobiano de los OEOs evaluados como

zona de inhibicién esta mostrado en la Tabla 2. En general,
el tamafio promedio del halo de inhibicion (mm) contra todas

Klebsiella ozaenae

V ‘ ‘ Pasteurella sp.

Pseudomonas
aeruginosa

Salmonella sp.

Figure 1. Frequency (%) of the bacterial isolates found in the 13 farms sampled.
Figura 1. Frecuencia (%) de los aislados bacterianos encontrados en las 13 granjas muestreadas.
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Table 1.
Bacterial species found using the API20E system.
Tabla 1.
Especies bacterianas encontradas usando el sistema API20E
) Frequency
Isolate . Species
Genus and species (number of
code number
farms found)
C-17 Enterobacter cloacae 1 2
C-15 Klebsiella ozaenae 2 2
C-19 Pasteurella spp 3 3
C-46 Proteus vulgaris 4 1
C-40 Pseudomonas aeruginosa 5 4
C-6 Salmonella spp. 6 1
C-4 Salmonella paratyphi A 7 2
C-5 Salmonella typhi 8 1
C-18 Serratia marcescens 9 2
C-53 Not identified 10 1
- - - Table 2. - - - -gn -
Mann-Whitney U multiple comparisons between statistically significant test pairs.
Tabla 2.

Comparaciones multiples de Mann-Whitney entre pares de prueba estadisticamente significativos.

Treatment pair Difference  H value Critical value P value Conclusion
OEO1 >> EF 5 10.0394 7.2367 0.001532 significant differences
OEO1>>OTC 18 27.9712 7.2367 1.23E-07 significant differences
OEO1>>MC 9 24.9826 7.2367 5.79E-07 significant differences
OEO1 >> AF 4 10.2807 7.2367 0.001344 significant differences
OEO2 >> OTC 15 27.9712 7.2367 1.23E-07 significant differences
OEO2 >> MC 6 19.3575 7.2367 0.00001084 significant differences
FF >> OTC 15 27.922 7.2367 1.26E-07 significant differences
FF >>MC 6 19.9707 7.2367 0.000007864  significant differences
EF >>OTC 13 27.9374 7.2367 1.25E-07 significant differences
EF >>MC 4 12.4108 7.2367 0.0004269 significant differences
OTC >> MC 9 26.2839 7.2367 2.95E-07 significant differences
OTC >>AF 14 27.9867 7.2367 1.22E-07 significant differences
MC >> AF 5 17.1745 7.2367 0.0000341 significant differences

* OEO 1: OEO rich in thymol; OEO 2: OEO rich in carvacrol; FF: florfenicol; EF: enrofloxacine; OTC:
oxytetracycline; MC: magnamycin; AF: aviflox.

* OEO 1: OEO rico en timol; OEO 2: OEO rico en carvacrol; FF: florfenicol; EF: enrofloxacina; OTC:
oxitetraciclina; MC: magnamicina; AF: aviflox.

Revista Bio Ciencias 9, e1344. 8



Gracia-Valenzuela et al., 2022.

revista

florfenicol 22.89, enrofloxacin 21.85, oxytetracycline 8.35,
magnamycin 16.96 and aviflox 22.19, respectively.

The Kruskal-Wallis  analysis showed significant
differences between treatments, although no significant
the antibacterial
proficiency of thymol-rich OEO and carvarol-rich OEO.
Multiple comparisons using the Mann-Whitney U test
showed significant differences (p < 0.007143) (using the
Bonferroni correction) in size of inhibition halos between

differences were found between

OEO1 and enrofloxacine, oxytetracycline, magnamycin
and aviflox; whereas OEO2 had significant differences
with oxytetracycline and magnamycin (Table 2).

The thymol-rich OEO1 had highest antimicrobial activity
against Serratia marcescens (31 £ 1 mm), Proteus vulgaris
(30 £ 1 mm), Salmonella spp. (29 + 0.6 mm), Salmonella
paratyphi (28 £ 1 mm), Klebsiella ozaenae (28 + 1 mm),
Enterobacter cloacae (27 + 0.6 mm) and Pasteurella
spp. (26 £ 1 mm). Likewise, the carvacrol-rich OEO2
had high antimicrobial activity against Enterobacter
cloacae (28 + 0.6 mm), Serratia marcescens (28 + 0.6
mm), Salmonella typhi (26 + 1 mm), Salmonella spp.
(25 £ 0.6 mm), Salmonella paratyphi (25 + 1), Proteus
vulgaris (24 + 1 mm), Pasteurella spp. (24 + 0.6 mm) and
Klebsiella ozaenae (23 £ 1 mm). The antibiotic aviflox had
the highest activity against Salmonella typhi (28 + 0.6
mm) and Pasteurella spp (26 + 1). Enrofloxacin showed
highest antibacterial activity against Salmonella spp. (28
+ 0.6 mm) and Enterobacter cloacae (27 + 1 mm). Last,
the antibiotic florfenicol showed highest activity against
Enterobacter cloacae and Serratia marcescens (28 + 0.6
mm, respectively) and Pseudomonas aeruginosa (26 +
1 mm) (Table 3).

Discussion

The present study examined the antibacterial
effect of two OEOs, one with higher thymol content
and the other with higher carvacrol content on 10
bacteria species belonging
Enterobacteriaceae living in the aquatic environment

to the gram-negative

of shrimp ponds. These extracts showed higher
antibacterial activity
antibiotics (Table 3).

than some commonly used

las especies bacterianas para cada tratamiento fueron:
OEO1 26.02, OEO2 23.30, florfenicol 22.89, enrofloxacina
21.85, oxitetraciclina 8.35, magnamicina 16.96 y aviflox
22.19, respectivamente.

El analisis Kruskall-Wallis mostré diferencias significativas
entre tratamientos, aunque no se encontraron diferencias
significativas entre la eficacia antibacteriana del OEO rico
en timol y el OEO rico en carvacrol. Las comparaciones
multiples usando la prueba U de Mann-Whitney mostraron
diferencias significativas (p < 0.007143) (usando la
correccion de Bonferroni) en tamafo del halo de inhibicion
entre OEO1 y enrofloxacina, oxitetraciclina, magnamicina y
aviflox; mientras que el OEO2 tuvo diferencias significativas
con oxitetraciclina y magnamicina (Tabla 2).

EI OEO1 rico en timol tuvo la mayor actividad antimicrobiana
contra Serratia marcescens (31 £ 1 mm), Proteus vulgaris (30
+1mm), Salmonella spp. (29 £ 0.6 mm), Salmonella paratyphi
(28 £ 1 mm), Klebsiella ozaenae (28 + 1 mm), Enterobacter
cloacae (27 + 0.6 mm) y Pasteurella spp. (26 + 1 mm). De
igual forma, el OEO2 rico en carvacrol tuvo alta actividad
antimicrobiana contra Enterobacter cloacae (28 + 0.6 mm),
Serratia marcescens (28 + 0.6 mm), Salmonella typhi (26 +
1 mm), Salmonella spp. (25 + 0.6 mm), Salmonella paratyphi
(25 + 1), Proteus vulgaris (24 £ 1 mm), Pasteurella spp. (24
+ 0.6 mm) y Klebsiella ozaenae (23 + 1 mm). El antibiético
aviflox tuvo la mayor actividad contra Salmonella typhi (28 £
0.6 mm) y Pasteurella spp (26 + 1). La enrofloxacina mostro
la mayor actividad antibacteriana contra Salmonella spp. (28
+ 0.6 mm) y Enterobacter cloacae (27 £ 1 mm). Por ultimo,
el antibictico florfenicol mostré la mas alta actividad contra
Enterobacter cloacae y Serratia marcescens (28 + 0.6
mm, respectivamente) y Pseudomonas aeruginosa (26 +
1 mm) (Tabla 3).

Discusion

El presente estudio examino el efecto antibacterial de
dos OEOs, uno con mayor contenido de timol y el otro con
mayor contenido de carvacrol sobre 10 especies bacterianas
que pertenecen a las gram-negativas Enterobacteriaceae
que viven en el ambiente acudtico de los estanques de
camarén. Estos extractos mostraron mayor actividad
antibacterial que algunos de los antibiéticos cominmente
usados (Cuadro 3).
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Table 3.
Inhibition zones (average * standard deviation in mm) of bacteria isolates exposed to different
antimicrobial products.

Tabla 3.
Zonas de inhibicién (media * desviacién estandar en mm) de los aislados bacterianos expuestos a
diferentes productos antimicrobianos.

Isolate/species OEO 1* OEO2* FF* EF* oTC* McC* AF*
Enterobacter cloacae 1 24 £1 201 28+0.6 21+ 10+0.6 19+1 231
Enterobacter cloacae 2 27+0.6 28+ .6 24 27 £1 10+0.6 15+1 24+0.6

Klebsiella ozaenae 1 28+0.6 23+1 23+ 21+0.6 6+06 15+0.6 22+ 1
Klebsiella ozaenae 2 28+ 1 23+0.6 20+ 0.6 22 +1 8+0.6 10+ 1 23+0.6
Pasteurella spp 1 22+0.6 19+1 24 +1 25+0.6 11+1 16+ 0.6 26 +
Pasteurella spp 2 24 £1 24 +0.6 22+0.6 211 12+ 0.6 18+1 20+
Pasteurella spp 3 26+ 1 22+ 1 211 25+ 0.6 9+1 20+ 1 19+0.6
Proteus vulgaris 301 24 +1 20+0.6 17 £1 71 17+ 0.6 25+1
Pseudomonas aeruginosa 1 22+0.6 19+1 231 26+0.6 8+0.6 16 £ 1 22
Pseudomonas aeruginosa 2 22+0.6 23+0.6 26 £ 17+06 10x0.6 24 +1 21 +1
Pseudomonas aeruginosa 3 22 +1 23 +1 22+0.6 17 £1 8+0.6 16+06 24106
Pseudomonas aeruginosa 4 22+0.6 19+1 25+0.6 20 +1 9+0.6 17 £1 201

Salmonella spp. 29+0.6 25+ 0.6 17+06 28+0.6 7+06 17+06 20x0.6
Salmonella paratyphi 1 28 +1 25 +1 23 £ 20 +1 101 16+ 0.6 20 +1
Salmonella paratyphi 2 28+0.6 23+0.6 20+ 20+ 1 9+06 20+0.6 25+ 1

Salmonella typhi 24 +1 26 + 1 25+0.6 15+ 1 6+06 1106 28x06
Serratia marcescens 1 31+0.6 28+0.6 221 26+0.6 61 19+1 201
Serratia marcescens 2 31+£1 26+0.6 28+0.6 201 7+0.6 22+1 18+0.6

Not identified 23106 19+0.6 25+ 1 26 +1 7+0.6 15+1 201

* OEO 1: OEO rich in thymol; OEO 2: OEO rich in carvacrol; FF: florfenicol; EF: enrofloxacine; OTC:

oxytetracycline; MC: magnamycin; AF: aviflox.

* OEO 1: OEO rico en timol; OEO 2: OEOQ rico en carvacrol; FF: florfenicol; EF: enrofloxacina; OTC:

oxitetraciclina; MC: magnamicina; AF: aviflox.

The bacterial genera found using the API20E system
included Klebsiella, Pasteurella, Pseudomonas, Salmonella,
Serratia, Enterobacter and Proteus. Most of these genera
have previously been reported to occur in different aquatic
environments such as coastal and brackish water (Cohen
et al.,, 2020), coastal and marine waters (Joyner et al.,
2014), fresh- and marine water (Singh & Kulshreshtha,
1992), water and soil (Wareth & Neubauer, 2021), shrimp
digestive tract (Buglione et al., 2010), and digestive tract of
other animals (Drzewiecka, 2016).

Many of these bacteria genera and/or species have been
reported to display some degree of antibiotic resistance.

Los géneros bacterianos encontrados usando el sistema
API20E incluyeron a Klebsiella, Pasteurella, Pseudomonas,
Salmonella, Serratia, Enterobacter y Proteus. La mayoria
de estos géneros han sido reportados previamente que
ocurren en diferentes ambientes acuéaticos como el costero
y de agua salobre (Cohen et al., 2020), aguas costeras y
marinas (Joyner et al., 2014), agua dulce y marina (Singh &
Kulshreshtha, 1992), agua y sedimento (Wareth & Neubauer,
2021), tracto digestivo del camarén (Buglione et al., 2010), y
tracto digestivo de otros animales (Drzewiecka, 2016).

Muchos de estos géneros de bacterias y/o especies han
sido reportadas que presentan algun grado de resistencia
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Such species have developed and/or acquired various
extended-spectrum B-lactamase enzymes, which inhibit
B-lactam antibiotics such as penicillins, cephalosporins,
and carbapenems. Genes responsible for enzyme
inactivation are often located on mobile genetic elements
and provide a risk of transfer to other bacteria (Wareth &
Neubauer, 2021).

Among the species reported to contain or produce the
carbapenemase- and extended-spectrum B-lactamase
include Enterobacter cloacae and Klebsiella oxytoca
(Cohen et al., 2020). Other species are Klebsiella
pneumoniae, Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, Acinetobacter baumannii, = Pseudomonas
aeruginosa, and Enterobacter spp. (Wareth & Neubauer,
2021). In addition, other genera reported in the present
study have also been shown to display antibiotic
resistance. Examples are the Salmonella enterica serovar
Corvallis isolated from water in two shrimp farms and
showed resistance to erythromycin. Two other S. enterica
serovar Corvallis isolates from another shrimp farm were
resistant to oxolinic acid, sulphonamides, tetracycline,
sulfamethoxazole/trimethoprim, ampicillin, doxycycline
hydrochloride, erythromycin and chloramphenicol.
Nonetheless, they were sensitive to nitrofurantoin and
norfloxacin (Banerjee et al., 2012).

Several Vibrio species have also been reported to
display antibiotic resistance. Water-isolated V. mimicus
was resistant to sulfamethoxazole/trimethoprim,
sulphonamides, and ampicillin. Isolates of V. cholerae
were resistant to ampicillin; whereas isolates from
shrimp were resistant to doxycycline hydrochloride,
ampicillin and tetracycline. An isolate of V. cholerae was
resistant to doxycycline hydrochloride and tetracycline.
Isolates of V. mimicus from shrimp and water, and V.
vulnificus from shrimp, were resistant to ampicillin.
Likewise, most Vibrio isolates showed resistance to
ampicillin, followed by resistance to tetracycline and
doxycycline. Two farms had a higher presence of
antibiotic-resistant bacteria (one to four antibiotics) than
another farm (one to two antibiotics). The species V.
cholerae showed the widest antibiotic-resistant pattern
(Banerjee et al., 2012). Another foodborne bacterial
disease of concern is caused by Salmonella enterica,
not only for its impact on human health but also for the
emergence and spread of antibiotic resistant variants
worldwide (Santos et al., 2019).

a antibidticos. Tales especies han desarrollado y/o adquirido
varias enzimas de espectro extendido de las B-lactamasas,
que inhiben los antibidticos PB-lactam tales como las
penicilinas, cefalosporinas y carbapenemos. Los genes
responsables para la inactivacién de enzimas a menudo se
localizan en elementos genéticos moviles y son un riesgo de
transferencia a otras bacterias (Wareth & Neubauer, 2021).

Entre las especies reportadas que contienen o producen las
carbapenemasas y B-lactamasas de espectro extendido se
incluyen Enterobacter cloacae y Klebsiella oxytoca (Cohen
et al., 2020). Otras especies son Klebsiella pneumoniae,
faecium, Staphylococcus aureus,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, y
Enterobacter spp. (Wareth & Neubauer, 2021). En adicién,
otros géneros reportados en el presente estudio también

Enterococcus

han sido mostrados que presentan resistencia a antibioticos.
Ejemplos son la Salmonella enterica serovar Corvallis
aislada del agua en dos granjas de camarén y mostraron
resistencia a la eritromicina. Otros dos aislados de S.
enterica serovar Corvallis de otra granja de camarén fueron
resistentes al acido oxolinico, sulfonamidas, tetraciclina,
sulfametoxazol/trimetoprima, ampicilina, hidrocloruro de
doxiciclina, eritromicina y cloranfenicol. No obstante, estas
fueron sensibles a nitrofurantoina y norfloxacina (Banerjee
et al., 2012).

Varias especies de Vibrio también han sido reportadas que
presentan resistencia a antibiéticos. La especie V. mimicus
aislada de agua fue resistente a sulfametoxazol/trimetoprima,
sulfonamidas y ampicilina. Aislados de V. cholerae fueron
resistentes a ampicilina; mientras que vibrios aislados de
camardn fueron resistentes al hidrocloruro de doxiciclina,
ampicilina y tetraciclina. Un aislado de V. cholerae fue
resistente al hidrocloruro de doxiciclina y tetraciclina.
Aislados de V. mimicus de camaron y agua, y V. vulnificus de
camaron, fueron resistentes a ampicilina. De igual manera,
muchos aislados de Vibrio mostraron resistencia a ampicilina,
seguidos por resistencia a tetraciclina y doxiciclina. Dos
granjas tuvieron mayor presencia de bacterias resistentes
a antibidticos (uno a cuatro antibidticos) que otra granja
(uno a dos antibioticos). La especie V. cholerae mostro el
mas amplio patron de resistencia a antibidticos (Banerjee
et al., 2012). Otra enfermedad bacteriana de consideracion
en alimentos es causada por Salmonella enterica, no
solamente por su impacto en la salud humana sino también
por la emergencia y dispersion de variantes resistentes a
antibiéticos a nivel mundial (Santos et al., 2019).
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Since the number of multidrug-resistant bacteria
species continues to rise and are present in various
aquatic environments, strategies to reduce their impact
on aquaculture and to restrict their threat to aquatic
animal health are urgently needed. Some of such
strategies include the use of natural products from
plants or seaweeds, which have antimicrobial and
growth-promoting properties. Moreover, they represent
environmental-friendly alternatives to antibiotic use
(Menanteau-Ledouble et al., 2015; Escobedo-Bonilla,
2021). For example, various plant-derived extracts
have been tested against several bacterial pathogens.
Such plant extracts include concoctions from barks,
stems and roots of Zingibe officinale, Mentha piperita,
Abarema cochliacarpos, Syzygium cordatum, among
others. The precise antimicrobial mechanisms of
most plant bioactive components are not yet clarified.
Nonetheless, some mechanisms have been suggested
such as the disruption of pathogen membranes,
interruption of DNA/RNA synthesis and function,
interference with intermediary metabolism, coagulation
of cytoplasmic constituents, and the interruption of
normal cell communication (Santos et al., 2019).

Previously, other studies have used OEOs to evaluate
their antibacterial activity in vitro against bacteria of the
genera Aeromonas, Pseudomonas and Vibrio (Gracia-
Valenzuela et al., 2012). Their efficacy was assessed in
vivo inoculating shrimp with different species of Vibrio
and then treating them with each of the OEO obtaining
promising results (Gracia-Valenzuela et al., 2014). In
the present study, these OEOs showed high efficacy
against Enterobacteriaceae in vitro. The size of the
inhibition halos produced by the two OEOs was similar
according to the statistical analysis. The OEO with
higher thymol content showed higher average inhibition
halos (26.02 mm) than the OEO containing a higher
amount of carvacrol (23.30 mm). These two products
had higher mean inhibition halo size than the commercial
antibiotics tested. The least effective antibiotics were
oxytetracycline and magnamycin (Table 3). These results
suggest that the two OEOs assayed in this work had
antibacterial properties against the tested species of the
Enterobacteriaceae, many of which are becoming global
threats to human and animal health, due to their multidrug
resistance variants.

In conclusion, the antibacterial effect of two OEOs,
one with higher thymol content and other with higher

Puesto que el nUmero de especies de bacterias multiresistentes
a antibiéticos continla aumentando y estan presentes en
varios ambientes acuaticos, las estrategias para reducir su
impacto en la acuacultura y para restringir su amenaza a la
salud de animales acuaticos son urgentemente necesarias.
Algunas de tales estrategias incluyen el uso de productos
naturales de plantas o algas, las cuales tienen propiedades
antimicrobianas y estimulantes de crecimiento. Mas aun, ellos
representan alternativas amigables con el ambiente al uso
de antibidticos (Menanteau-Ledouble et al., 2015; Escobedo-
Bonilla, 2021). Como ejemplo, varios extractos derivados
de plantas han sido evaluados contra diversos patégenos
bacterianos. Tales extractos de plantas incluyen formulados
de cortezas, tallos y raices de plantas como Zingibe officinale,
Mentha piperita, Abarema cochliacarpos, Syzygium cordatum,
entre ofras. Los mecanismos antimicrobianos precisos de
muchos de los componentes de activos de plantas todavia
no estan aclarados. Sin embargo, algunos mecanismos han
sido sugeridos, como la disrupcion de membranas de los
patégenos, interrupcion de la sintesis y funcién de DNA/RNA,
interferencia con intermediarios del metabolismo, coagulacion
de constituyentes citoplasmicos, y la interrupcion de la
comunicacion normal de la célula (Santos et al., 2019).

Previamente, otros estudios han usado OEOs para evaluar su
actividad antibacterial in vitro contra bacterias de los géneros
Aeromonas, Pseudomonas y Vibrio (Gracia-Valenzuela et al.,
2012). Su eficacia fue evaluada in vivo inoculando camarones
con diferentes especies de Vibrio y luego tratandolos con cada
uno de los OEO obteniendo resultados promisorios (Gracia-
Valenzuela et al., 2014). En el presente estudio, estos OEOs
mostraron alta eficacia contra Enterobacteriaceae in vitro. El
tamario de los halos de inhibicion producidos por los dos OEOs
fueron similares de acuerdo a los analisis estadisticos. El OEO
con mayor contenido de timol mostré un promedio mayor
de halo de inhibicion (26.02 mm) que el OEO que contiene
mayor cantidad de carvacrol (23.30 mm). Estos dos productos
tuvieron un tamafio promedio mayor de halos de inhibicién
que los antibiéticos comerciales evaluados. Los antibiéticos
menos efectivos fueron oxitetraciclina y magnamicina (Cuadro
3). Estos resultados sugieren que los dos OEOs evaluados en
este trabajo tuvieron propiedades antibacterianas contra las
especies de Enterobacteriaceae evaluadas, muchas de las
cuales estan volviéndose amenazas globales a la salud
humana y animal, debido a sus variantes multiresistentes
a antibidticos.

En conclusion, el efecto antibacterial de dos OEOs, uno
con mayor contenido de timol y otro con mayor contenido
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carvacrol content on 10 gram-negative species of
the Enterobacteriaceae, showed higher antibacterial
activity in vitro than some commonly used antibiotics
in aquaculture. The bacterial genera and species
found in this study are normally found in marine and
brackish aquatic environments, including the shrimp
digestive tract. Many of these bacteria have been
reported to display some degree of multidrug resistance
to antibiotics such as penicillins, cephalosporins, and
carbapenems. Therefore, strategies based on natural
products with antimicrobial properties to reduce
their impact on aquatic animal health are urgently
needed. The antimicrobial activity of two OEOs in
vitro was very effective against 10 bacterial species
of Enterobacteriaceae. These natural compounds
were significantly efficient to inhibit bacterial growth
compared to antibiotics commonly used in aquaculture
operations and human health.
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