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1. RESUMEN  

La aparición de nuevas cepas de vibrios virulentos y resistentes a los antibióticos 

comunes ha causado importantes pérdidas económicas a la industria del cultivo del 

camarón. Por lo tanto, es necesario adoptar nuevas estrategias para el control de los 

vibrios. Los aceites esenciales (EO, por sus siglas en inglés) han mostrado diferentes 

propiedades biológicas, incluidas las propiedades antimicrobianas. En este trabajo, 

evaluamos el potencial de cinco EOs a dosis subletales para interrumpir los siguientes 

indicadores de detección de quórum (QS, por sus siglas en inglés), la bioluminiscencia 

en dos cepas de vibrios bioluminiscentes y la formación de biopelículas y la motilidad 

enjambre en cinco cepas de Vibrio spp. de interés acuícola: V. harveyi (cepa E22), V. 

campbellii (cepas LM2013), V. parahaemolyticus (cepa ATCC 27969), V. vulnificus 

(cepa S2) y V. parahaemolyticus (cepa BA94C2) positivo a pir A/B. Dos EO, el aceite 

de orégano (EOOv) y el aceite de árbol de té (EOMa) afectaron significativamente (P < 

0.05) los indicadores QS de los cinco Vibrio evaluados. El EOOv fue más eficiente para 

inhibir el QS en comparación con el EOMa y se obtuvo un efecto similar usando 1.0 µg 

ml-1 de EOOv y 5.0 µg ml-1 de EOMa. Con la finalidad de desentrañar el mecanismo de 

acción del mejor EO sobre la virulencia del V. parahaemolyticus causante de enfermedad 

de necrosis hepatopancreática aguda en camarón se usó un abordaje transcriptómico, 

donde el Vibrio fue cultivado con el aceite a dosis subletal. El análisis transcriptómico 

revelo que el EOOv desacoplo el genoma del Vibrio, y múltiples genes fueron reprimidos 

significativamente (P > 0.05), destacando los genes involucrados en la producción de 

proteínas de sideróforos, proteína de resistencia a múltiples fármacos, proteína de 

repuestas a factores estresantes, formación de biopelículas, motilidad, enjambre y 

afectación del sistema de secreción tipo VI, asociado a la producción de toxina pir A/B. 

La inocuidad de ambos EOs (EOOv y EOMa) se evaluó en hemocitos estadios larvales 

tempranos de camarón P. vannamei. Las dosis activas más bajas que inhiben los 

indicadores de QS no exhibieron efectos tóxicos en los hemocitos ni en las larvas de P. 

vannamei. Se realizó una prueba de desafío con V. campbellii en postlarvas (PL8) y con 

V. parahaemolyticus (cepa BA94C2) en camarones juveniles (2.7 g) de P. vannamei. Las 

dos cepas fueron cultivadas en presencia de EO a dosis activas subletales. Ambos EOs 
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redujeron significativamente (P < 0.05) la tasa de mortalidad acumulada de las PL y 

juveniles de P. vannamei desafiada con las dos cepas de Vibrio. Estas observaciones 

indican que la virulencia de V. campbellii y V. parahaemolyticus fueron afectada por los 

EO. Se realizó un bioensayo en un estanque de cultivo de P. vannamei. Los EO se 

administraron diariamente en la alimentación a dos concentraciones diferentes de 2.5 y 

5.0 mg Kg-1 durante todo el ciclo de crecimiento de 102 días. En la cosecha, se evaluaron 

varios parámetros de producción. La supervivencia y el rendimiento fueron 

significativamente mayores (P < 0.05) en los estanques donde los camarones fueron 

tratados con EO en comparación con los estanques donde los camarones no fueron 

tratados (control), obteniendo 93.1 ± 4.4% y 1041 ± 89.5 Kg/ha usado EOOv y 86.2 ± 

4.5% y 912 ± 67.6 Kg / ha usado EOMa. La supervivencia y el rendimiento en los 

estanques del control fueron 72.0 ± 8.7% y 715.9 ± 96.4 Kg/ha respectivamente. En 

conclusión, los EO constituyen herramientas adecuadas para controlar la vibrios en los 

sistemas de cultivo de camarones mediante la adopción de la estrategia antivirulencia. 
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2. INTRODUCCIÓN  

El cultivo de camarones P. vannamei, es una de las actividades acuícolas más ampliamente 

desarrollada en el mundo, debido a su adaptabilidad y alto rendimiento, se estima que la 

producción para el 2018 fue de 4.8 millones de toneladas, cuatro veces más que hace dos 

décadas (FAO, 2018). Para el Ecuador el cultivo de camarón representa la principal actividad 

acuícola y actualmente es el primer producto de exportación no petrolero. Además, la 

camaronicultura se considera un motor principal de la economía ecuatoriana, ya que genera 

210,000 empleos directos e indirectos (CNA, 2017). A pesar del crecimiento exitoso de la 

industria camaronera en estas dos últimas décadas, constantemente la producción se ve 

afectada por la aparición de nuevas enfermedades, principalmente las causadas por virus o 

bacterias altamente letales (Flegel, 2012; Walker and Mohan, 2009). Particularmente, las 

enfermedades de origen bacteriano son ocasionadas por bacterias pertenecientes al género 

Vibrio, conocidas como vibriosis (Jayasree et al., 2006; Noriega-Orozco et al., 2008). 

Recientemente, se ha informado la aparición de la enfermedad de la necrosis 

hepatopancreática aguda (AHPND, por sus siglas en inglés) provocada por varias cepas de 

vibrios que producen la toxina, PirA y PirB, altamente virulenta para camarones peneidos 

(Lai et al., 2015; Xiao et al., 2017). El rol patogénico del género Vibrio en el cultivo de 

camarón ha sido bien documentado por ocasionar grandes pérdidas económicas a nivel global 

(De Schryver et al., 2014; Shinn et al., 2018; Soto-Rodriguez et al., 2015; Stentiford et al., 

2017).  

Una de las estrategias más recurrente para tratar las vibriosis en el cultivo de camarón son 

los antibióticos, pero su uso conlleva al surgimiento de cepas resistentes, anulando su acción 

terapéutico (Brunton et al., 2019; Santos and Ramos, 2018). Los antibióticos también afectan 

la microbiota benéfico propias de los animales, y lo más relevante, las trazas de los 

antibióticos en los animales cultivados conllevan el riesgo del desarrollo de cepas 

multirresistentes (Santos and Ramos, 2018; Yen et al., 2020), que pueden constituirse en un 

serio riesgo de salud pública (Rohr et al., 2019). Por lo tanto, otras estrategias se deben 

emplear para el control de las bacterias virulentas en acuicultura. La implementación de la 

terapia antivirulencia propuesta para organismos acuícolas (Tom Defoirdt et al., 2008; Zhao 
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et al., 2015) resulta muy prometedora para el control de vibrios patógenos (Naik et al., 2018; 

Natrah et al., 2011). 

La estrategia antivirulencia se basa en la interrupción de la comunicación bacteriana, 

conocida como quorum sensing (QS, por sus siglas en inglés) (Clatworthy et al., 2007; 

Defoirdt, 2018; Waters and Bassler, 2005). La terapia antivirulencia minimiza el riesgo de 

aparición de resistencia microbiana (Lesic et al., 2007; Totsika, 2016), debido a que el 

mecanismo de acción se basa en la inhibición de la virulencia sin afectar el crecimiento de 

bacterias, a diferencia de las estrategias basadas en antibióticos que matan (bactericidas) o 

inhiben (bacteriostático) el crecimiento de bacterias causando una presión de selección dentro 

de la comunidad bacteriana (Cabello, 2006; Watts et al., 2017). Mediante el QS, las bacterias 

se comunican a través de pequeñas moléculas químicas llamadas autoinductores (Nealson, 

1977; Reading and Sperandio, 2006; Rutherford and Bassler, 2012), adquiriendo un 

comportamiento colectivo para regular la expresión de varios factores de virulencia, incluida 

la producción de bioluminiscencia (T. Defoirdt et al., 2008; Dunlap, 1999), desarrollo de 

biopelículas (Dickschat, 2010; Zhou et al., 2012), producción de exopolisacáridos (Maunders 

and Welch, 2017; Shrout and Nerenberg, 2012), motilidad de enjambre (Daniels et al., 2004; 

Shrout et al., 2006), transferencia de plásmidos (Lang and Faure, 2014), producción 

secundaria de metabolitos. Interacciones con el huésped y otros microbios dependen de la 

densidad de población. 

Es bien conocido que la bioluminiscencia, la formación de biopelículas, la motilidad 

enjambre y la producción de toxinas en el género Vibrio están mediadas por la detección del 

sistema QS (Henke and Bassler, 2004; Yang et al., 2015; Yildiz and Visick, 2009), que 

permite a los vibrios distinguir entre alta o baja densidad de población y coordinar la 

expresión genética de toda la comunidad . A través del QS, los vibrios pueden lanzar un 

ataque coordinado que facilite la superación de las barreras de defensa del anfitrión. El QS 

influye en la virulencia de los vibrios patógenos en la acuicultura (Brackman et al., 2008a; 

Defoirdt, 2019; Kiran et al., 2016). Prevenir la comunicación de los vibrios o una alteración 

en el QS puede reducir o incluso abolir su virulencia (Tom Defoirdt et al., 2008; Zhao et al., 

2015).  
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Estudios recientes han demostrado que los productos naturales, específicamente los aceites 

esenciales (EO, por sus siglas en ingles) en concentraciones no microbicidas, pueden alterar 

el sistema QS y, por lo tanto, la virulencia de las bacterias patógenas (Ferro et al., 2016; 

Myszka et al., 2016). Omonijo et al. (2018) propone como una alternativa eficiente y segura 

a los EO como un reemplazo para los antibióticos. Sin embargo, la investigación sobre el uso 

de aceites esenciales en el cultivo de camarones P. vannamei es limitada  (Bandeira et al., 

2017). El propósito de este estudio fue identificar EO que interfieran con el QS de los vibrios 

patógenos del camarón P. vannamei. Se evaluaron cinco EO in vitro para determinar su 

capacidad de afectar los indicadores de QS. Los fenotipos evaluados fueron 

bioluminiscencia, formación de biopelículas, producción de exopolisacaridos y crecimiento 

de enjambres en cinco cepas de vibrios patógenos de camarones, a dosis subletales que no 

afectan el crecimiento de los vibrios. Dos EO fueron elegidos por su capacidad de afectar los 

indicadores de QS en los vibrios evaluados. Se seleccionó el mejor EO para dilucidar el 

mecanismo de acción sobre la virulencia de V. parahaemolyticus positivo a pirA/B 

focalizando en formación de biopelículas y el crecimiento en enjambre, mediante el uso de 

transcriptómica. Para los ensayos in vivo se evaluó la seguridad de los EO a concentraciones 

activas mediante pruebas in vitro e in vivo, en hemocitos y estadios larvarios de camarones. 

Finalmente, se evaluó el efecto de los EO sobre la virulencia de V. campbellii y V. 

parahaemolyticus positivo PirA/PirB en ensayos de desafío. Además, se realizó un bioensayo 

en los estanques de cultivo de camarones P. vannamei, donde se suministraron EO 

diariamente en el alimento. Los resultados obtenidos indican la viabilidad de utilizar EO 

como agentes de control de virulencia para vibrios patógenos en la acuicultura de camarones. 
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3. OBJETIVO GENERAL 

Identificar aceites esenciales inhibidores de factores de virulencia de vibrios a fin de 

emplearlos para el control de la vibriosis en el cultivo de camarón P. vannamei mediante la 

adopción de la estrategia antivirulencia.  

3.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Evaluar aceites esenciales que afecten fenotipos de virulencia (bioluminiscencia, 

biopelículas y crecimiento en enjambre) en cinco vibrios patógenos de camarón, 

mediante ensayos in vitro. 

2. Determinar el mecanismo de acción del aceite esencial más activo sobre la 

virulencia del V. parahaemolyticus causante de la enfermedad necrosis 

hepatopancreática aguda (AHPND) en P. vannamei mediante transcriptoma.  

3. Evaluar la inocuidad de los aceites esenciales a dosis activas anti-QS a través de 

ensayos in vitro e in vivo hemocitos y estadios larvarios susceptible de P. 

vannamei.   

4. Evaluar in vivo el efecto antivirulencia de los aceites esenciales en P. vannamei, 

mediante prueba de desafíos con vibrios patógenos y en estanques de producción.  
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4. MARCO TEORICO 

4.1. Los vibrios en el cultivo de camarón  

La acuicultura es el sector alimentario de más rápido crecimiento a nivel mundial. Pero, 

actualmente, el mayor problema que enfrenta la industria acuícola son las enfermedades 

causadas por diversos agentes biológicos (Flegel, 2012; Lightner, 2011; Thitamadee et al., 

2016). Las bacterias particularmente las del género Vibrio han sido reportados como agentes 

causales de varias enfermedades en el cultivo de camarón, ocasionando cuantiosas pérdidas 

económicas en varios países productores de camarón, a través de la historia de la industria 

del cultivo de camarón (Phiwsaiya et al., 2017; Shinn et al., 2018; T. A. Bell, 1988; Tran et 

al., 2013). Se ha documentado el papel patogénico de varias cepas de vibrios para camarón, 

destacando entre ellas V. harveyi, V. splendidus, V. parahaemolyticus, V. alginolyticus, V. 

owensis, V. vulnificus, V. campbellii, V. orientalis (Gopal et al., 2005; Phuoc et al., 2009; 

Sotomayor et al., 2019). Recientemente, varias cepas de vibrios han sido reportadas como 

causante de AHPND en camarones peneidos (Liu et al., 2017; Restrepo et al., 2018). Si bien 

es cierto existen varios informes que destacan el rol patogénico de los vibrios para los 

camarones de cultivo, también hay cepas de vibrios que son usadas como probióticos para el 

cultivo de P. vannamei (Gullian et al., 2004; Rodríguez et al., 2007). 

Las enfermedades provocadas por los vibrios son conocidas comúnmente como vibriosis, 

inicialmente se creía que los vibrios eran patógenos secundarios en los cultivos de camarón, 

pero informes recientes demuestran que las vibrios también puede ser patógenos primarios, 

tal es el caso cepas que causan la AHPND, al producir la toxina pir A/B altamente letal para 

camarones (Dong et al., 2019; Xiao et al., 2017). Ante, esta problemática ocasionada por los 

vibrios se ha vuelto común el uso de antibióticos, como medida profiláctica para su control 

en los cultivos de camarón. Sin embargo, el uso de antibiótico genera otros efectos 

perjudiciales como, matar a la flora microbiana propia de los animales (Zeng et al., 2019), 

ocasiona daños irreversibles en el ambiente, debido a que alteran la flora microbiana en el 

entorno e inducir el surgimiento de resistencia microbiana (Santos and Ramos, 2018), 

comprometiendo su eficacia. Además, pueden conllevar al desarrollo de bacterias 

multirresistente que pueden constituirse en serios problemas de salud pública (Albuquerque 

Costa et al., 2015; Okocha et al., 2018; Yen et al., 2020). 
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 4.2. Medidas terapéuticas contra los vibrios 

Varias son la estrategia empleada para el control de vibrios patógeno en el cultivo de 

camarón, usando productos preventivos como, por ejemplo, bacterias probióticas 

(Domínguez-Borbor et al., 2019; Farzanfar, 2006; Kumar et al., 2016), inmunoestimulantes 

betaglucanos (Mohan et al., 2019; Rodríguez et al., 2007), productos naturales extractos de 

plantas (Chaudhari et al., 2014). Productos antimicrobianos como ácidos orgánicos (He et 

al., 2017; Mroz, 2005), aceites esenciales (Pezzani et al., 2017), y antibióticos (Albuquerque 

Costa et al., 2015; Henriksson et al., 2018). En estos últimos años se ha visto un crecimiento 

acelerado de bacterias resistente a los antibióticos comunes en sistemas de producción de 

camarón (Kitiyodom et al., 2010; Sotomayor et al., 2019). Este escenario ha conllevado a la 

búsqueda de nuevas sustancias alternativas eficientes que remplacen a los antibióticos sin 

afectar la salud humana, y a explorar otros mecanismos de acción de las moléculas para hacer 

frente los vibrios patógenos. Los agentes antimicrobianos tradicionales resultan en la muerte 

celular del patógeno, lo que induce a la resistencia microbiana siendo fundamental abordar 

otras estrategias menos agresivas pero eficientes para contra la virulencia de los vibrios 

patógenos de camarón.  

4.3. Estrategia Antivirulencia  

La interrupción del QS, está siendo explorada en esta ultimada década. Este mecanismo juega 

un rol importante en el éxito patogénico de bacterias (LaSarre and Federle, 2013). Mediante 

el QS las bacterias pueden distinguir entre una alta o baja densidad poblacional y coordinar 

la expresión genética de toda la comunidad, regulando la expresión de genes de virulencia, 

incluyendo la bioluminiscencia, formación de biopelículas, producción de exopolisacáridos, 

transferencia de plásmidos y crecimiento en enjambre (Rutherford and Bassler, 2012). La 

comunicación de las bacterias está dada por pequeñas moléculas de señalización química 

denominadas autoinductores (AIs) (Dickschat, 2010; Nealson, 1977; Sedlmayer et al., 2018). 

Estas señales permiten a los patógenos lanzar un ataque coordinado que facilita la superación 

de las barreras de defensa del huésped. Una alteración en el QS puede reducir o incluso abolir 

la virulencia en las bacterias (Defoirdt et al., 2005; Enomoto et al., 2017).  La estrategia 

antivirulencia en acuicultura ha sido propuesta por varios autores como una herramienta 

promisoria para el control de las bacterias patógenas (Defoirdt et al., 2011). Se ha descrito 
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que la detección del QS en los vibrios utiliza un sistema de tres canales (Fig.1), el canal 1, 

que consiste en el autoinductor HAI-1 dependiente de LuxM y el sensor HAI-1, LuxN. El 

canal 2, consiste en el autoinductor AI- dependiente de LuxS 2 y el detector AI-2, LuxPQ. 

El Canal 3, consiste en el autoinductor CAI-1 dependiente de CqsA y un sensor llamado 

CqsS (Wadsworth and Cockell, 2017; Yang et al., 2011). Regulando, la bioluminiscencia, 

formación de biopelículas, producción de hemolisinas, motilidad y movimiento en enjambre 

y la virulencia (Santhakumari et al., 2018; Yang et al., 2015; Yildiz and Visick, 2009).  Un 

estudio in vivo realizado por Defoirdt et al. (2005) describió que la virulencia de V. harveyi 

en Artemia franciscana está mediada por los canales AI2 y CAI-1, de hecho, cuando inactiva 

el luxS AI-2 sintasa o el gen del receptor AI-2 luxP, se elimina la virulencia de V. harveyi. 

 

Figura 1. Esquema del quorum sensing en vibrios. 

Fuente: Martín-Rodríguez et. (2015) 

La producción de bioluminiscencia es una de las características fenotípicas importantes de 

los vibrios luminiscentes que participa en el establecimiento del patógeno en el huésped 

(Kiran et al., 2016). De igual forma, la motilidad de enjambre es necesaria para desarrollar 

una población bacteriana colonial tanto dentro como fuera del huésped y es fundamental para 

el desarrollo de las biopelículas (Fünfhaus et al., 2018; Shrout et al., 2006). Varios estudios 

indican que las biopelículas son importantes para la supervivencia, la virulencia y la 
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resistencia al estrés en Vibrio spp.  La formación de biopelículas generalmente se asocia con 

la colonización y la posterior patogénesis de vibrios en huéspedes de ambientes marinos. Por 

ejemplo, V. harveyi es capaz de formar biopelículas en las superficies de una losa de cemento, 

cupones de plástico y acero (Karunasagar et al., 1996), elementos ampliamente utilizados en 

los sistemas de cultivo de camarones. La formación de biopelículas conduce a una mayor 

resistencia a los antibióticos (King et al., 2008), debido a que las bacterias quedan dentro de 

una matriz extracelular de exopolisacaridos (EPS) de producción propia, compuesta 

principalmente por polisacáridos, proteínas, lípidos y ADN extracelular, que puede restringir 

la difusión de agentes antimicrobianos  (Bai A and Vittal, 2014; Maunders and Welch, 2017; 

Powell et al., 2018). Por lo tanto, interferir con la bioluminiscencia, formación de 

biopelículas, producción de exopolisacarios y crecimiento en enjambre en los vibrios es 

esencial para afectar su virulencia.  

4.4. Productos naturales en la estrategia antivirulencia 

Los productos naturales, particularmente los aceites esenciales (EOs), son sustancias 

aromáticas y límpidas que se pueden obtener de diferentes partes de las plantas, y su 

efectividad está dada por las proporciones de las moléculas bioactivas (Bassolé and Juliani, 

2012; Faleiro M.L., 2011), pudiendo variar en un amplio y diverso espectro de acción dentro 

del mismo género de planta. Además, la misma especie de planta puede diversificar y 

presentar una composición química diferente dependiendo también de las condiciones 

ambientales y climáticas en las que crecen, la etapa de madurez y el método de extracción 

(Ozdemir et al., 2017) . En esta última década los EOs has despertado el interés de varios 

científicos por su actividad anti-Quorum (Alvarez et al., 2014; Joshi et al., 2016; Nazzaro et 

al., 2013; Poli et al., 2018; Szabó et al., 2010), afectando la formación de biopelículas y otros 

factores de virulencia en varias bacterias patógenas, incluyendo vibrios (Brackman et al., 

2008a; Sun et al., 2019). Varios estudios han demostrado que la actividad anti-QS de los EOs 

se debe a las moléculas presente en los EOs (Fig. 2) (Camele et al., 2019), por ejemplo, el 

carvacrol con 0.8 mM inhibió efectivamente las biopelículas de Chromobacterium 

violaceum, Salmonella enterica y Staphylococcus aureus. Mith et al. (2015), documentó que 

el carvacrol presente en EO de (Origanum heracleoticum) es el compuesto activo que afecta 

la producción de toxina en E. coli. Aunque las moléculas suelen proporcionar mejores 
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resultados de bioactividad, también el efecto se puede reducir debido a que la actividad puede 

estar ligado a la mezcla complejas de moléculas presente en los EOs. Además, en términos 

económicos resulta más aplicable usar como tal los EOs que a moléculas purificadas, debido 

a que esto puede incrementar considerablemente los costos de producción. Los EOs han sido 

reconocidos durante mucho tiempo como compuestos antimicrobianos ecológicos con bajas 

toxicidades en mamíferos, y clasificados como sustancias seguras (GRAS) por la 

Administración de Drogas y Alimentos (FDA, 2016), sin riesgo para los consumidores, según 

la Comisión Europea (Burt, 2004). 

 

Figura 2. Principales compuestos activos anti-QS presente en los EOs.          

Fuente: Ippolito Camele et al. (2019) 

5. METODOLOGÍA Y MÉTODOS 

5.1 Metodología 

Cinco aceites esenciales fueron emulsionados en solución salina 2% NaCl + Tween-80 

(1.0%), para determinar la mínima concentración inhibitoria y mínima concentración 

bactericida con la finalidad de trabajar con dosis subletal, es decir que afecten la virulencia 
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de las bacterias sin afectar el crecimiento de los vibrios. Establecida las dosis que no 

afectaban el crecimiento de los vibrios se realizó el cribado de cinco aceites esenciales, sobre 

tres indicadores de comunicación bacteriana (bioluminiscencia, biopelículas y crecimiento 

en enjambre) en cinco cepas de vibrios patógenos de camarón. Identificando las dosis y los 

aceites esenciales más bioactivos anti-QS, se determinó in vitro e in vivo su inocuidad en 

hemocitos y estadios larvarios temprano de P. vannamei. Posteriormente se evaluó in vivo el 

efecto de los aceites esenciales sobre la virulencia en dos aislados de vibrios patógenos de 

camarón, mediante prueba de desafío con inóculos de los vibrios crecido en exposición con 

aceite esencial y sin aceite esencial. Finalmente se determinó el efecto de los aceites 

esenciales mediante un experimento donde se adiciono aceites esenciales en el alimento 

durante todo un ciclo de cultivo de P. vannamei a dosis activas previamente identificadas 

evaluando al final de la cosecha la, supervivencia, rendimiento, factor de conversión 

alimenticia y días de cultivo. La (Fig. 3), muestra un esquema de la metodología del estudio 

investigativo.  

 

 
Figura 3. Representación pictórica en la búsqueda de aceites esenciales con actividad 

antivirulencia para el control de vibrios patógenos en el cultivo de camarón P. vannamei. 
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5.2 Métodos  

5.2.1 Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento. 

En este estudio se utilizaron cinco cepas de vibrios patógenas de camarón, V. harveyi (cepa 

E22), V. campbellii (cepas LM2013), V. parahaemolyticus (cepa ATCC 27969), V. vulnificus 

(cepa S2) y V. parahaemolyticus (cepa BA94C2) positivo a pir A/B (Restrepo et al., 2016). 

Los vibrios fueron proporcionados por el departamento de microbiología del Centro Nacional 

de Acuicultura e Investigaciones Marinas (CENAIM), Ecuador. Todas las cepas se cultivaron 

aeróbicamente en agar Luria Bertani con NaCl al 2% (LBa + NaCl al 2%), mediante siembra 

de estrías y se incubaron durante 18 horas a 28ºC. Luego, colonias individuales se 

transfirieron al caldo Luria-Bertani suplementado con NaCl al 2% (p/vol) (LBb + NaCl al 

2%) y se incubaron a 28 °C con agitación constante (200 rpm) durante 8 h de crecimiento. 

Los cultivos de Vibrio se diluyeron en LBb + NaCl al 2% para obtener suspensiones 

bacterianas de 2 x 108 UFC ml-1 mediante densidad óptica (OD, por sus siglas en inglés) de 

0.4 – 0.6 a 600nm, según la cepa de Vibrio. A partir de estas suspensiones bacterianas se 

hicieron diluciones en serie usando solución salina estéril (SS-2% NaCl), para análisis 

posteriores. 

5.2.2. Aceites esenciales evaluados. 

Se evaluaron cinco aceites esenciales (EO sigla en inglés), aceite esencial de Organum 

vulgaris (EOOv), aceite esencial de Melaleuca alternifolia (EOMa), aceite esencial de 

Cymbopogon citratus (EOCc) aceite esencial de Cinnamomum verum (EOCv) y aceite 

esencial de Thymus vulgaris (EOTv). Para los ensayos anti-QS, los EO se emulsionaron en 

SS-2 % NaCl + Tween-80 (1.0 %), se usó Tween-80 como agente emulsionante (Deng et al., 

2016, informe científico). Para las pruebas de toxicidad in vitro, con los EO se emulsionaron 

en solución salina equilibrada de Hanks (Gibco 14185-052) + Tween-80 (1.0 %). 

Previamente, se determinó que la sustancia utilizada, como emulsionante (Tw-80) no influya 

sobre los parámetros evaluados. 

5.2.3 Determinación de la dosis subletal, concentraciones mínimas inhibitorias (MIC) 

y bactericidas (MBC) de los EOs 
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La concentración inhibitoria mínima (MIC, por sus siglas en inglés) y la concentración 

bactericida mínima (MBC, por sus siglas en inglés) se determinaron con el fin de establecer 

dosis subletales, para afectar solo la bioluminiscencia, el desarrollo de biopelículas y la 

motilidad en enjambre, sin afectar la viabilidad de los vibrios. Los valores de MIC se 

obtuvieron usando una técnica de ensayo de dilución en micropocillos previamente descrita 

por Sokovicx et al. (2010) con pequeñas adaptaciones. Brevemente, se usaron microplacas 

de 96 pocillos. Se añadieron 160 μl de LBb + NaCl al 2%, en cada pocillo más 20 μl de EO 

previamente ajustados a diferentes concentraciones (100, 200, ... 3000 μg ml-1) (seis réplicas 

para cada concentración analizada) y 20 μl de suspensión bacteriana 2 x 108 UFC ml-1. Se 

incluyeron un control positivo (que contenía inóculo, pero no EO) y un control negativo (que 

contenía EO, pero no inóculo) en cada microplaca. Las microplacas se incubaron a 28 oC 

durante 24 h. Este ensayo se realizó para cada una de las cuatro cepas. Los valores de MIC 

se determinaron como la dosis más baja que afecto crecimiento bacteriano determinado por 

OD, midiendo la turbidez a 600nm (OD600) en un espectrofotómetro de microplacas 

(VarioskanLux_0315). Para la determinación de la MBC, se sembraron los cultivos de los 

pocillos seleccionados para el MIC, tres concentraciones superiores e inferiores en placas de 

TSA + NaCl al 2 %, las placas se incubaron a 28 oC durante 24 h. Las cajas donde no se 

observó crecimiento bacteriano (colonias) por la fue concentraciones de los EOs fueron 

considerado como la MBC y se expresó en (mg L-1), de EO para cada cepa de Vibrio 

evaluada. 

5.2.4. Efecto de los EOs sobre la bioluminiscencia de V. harveyi y V. campbellii.  

Dado que la bioluminiscencia en las especies de Vibrio es uno de los fenotipos controlados 

del QS (Manefield et al., 2000), se consideró la posibilidad que los EOs puede afectar la 

bioluminiscencia de las cepas de V. harveyi y V. campbellii, cepas bioluminiscentes de tipo 

salvaje. Para evaluar el efecto de los EOs sobre la bioluminiscencia se siguiendo la 

metodología descrita por Nackerdien et al. (2009), con ligeras adaptaciones. Brevemente, los 

cultivos de Vibrio se ajustan por OD600 ~ (0.40 V. harveyi) y (0.46 V. campbellii), 

correspondientes a 2 x 108 UFC ml-1. Las suspensiones bacterianas se diluyeron 1:100 en 

LBb + NaCl al 2% (concentración final 106 UFC ml-1), se transfirieron 20 μL de la suspensión 

bacteriana a cada pocillo de una microplaca de 96 pocillos, que contenía 180 μL de LBb + 
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NaCl al 2% estéril a diferentes concentraciones subletales (0.1, 0.25, 0.5, 1.0, 2.5, 5.0, 10.0 

μg ml-1) de cada EO evaluado. Como control, suspensión bacteriana + LBb + NaCl al 2% sin 

EO. Seis réplicas para cada concentración. Las microplacas se incubaron a 28 oC durante 12 

h. La emisión luminiscente de los Vibrio se cuantificó mediante un detector de luminiscencia 

(VarioskanLux_0315) cada hora durante el bioensayo (12 h). Se consideró como 100% de 

bioluminiscencia a las bacterias no tratadas con EO. 

5.2.5. Efecto de los EOs sobre la formación de las biopelículas de los Vibrio spp. 

Para determinar el efecto de los EOs sobre la formación de las biopelículas de los vibrios, se 

utilizaron las cinco cepas de vibrios antes mencionadas. La biomasa de la biopelícula 

bacteriana se tiñó con cristal violeta (CV) y se cuantificó espectrofotométricamente 

siguiendo el procedimiento descripto por Djordjevic et al., (2002) con ligeras modificaciones. 

Brevemente, se prepararon suspensiones bacterianas de concentración 1 x 106 UFC ml-1 de 

las cinco cepas de Vibrio como se describió previamente. Los inóculos bacterianos se 

diluyeron 1:100 en LBb + NaCl al 2%, 20 μl de suspensión bacteriana se transfirieron a cada 

pocillo en una microplaca de 96 pocillos, que contenía 180 μl de LBb + NaCl al 2% estéril a 

diferentes concentraciones subletales de EO (0.1, 0.25, 0.5, 1.0, 2.5, 5.0, 10.0 μg ml-1). Como 

control se utilizó, suspensión bacteriana LBb + NaCl al 2% sin EO. Seis réplicas para cada 

concentración. Además, se incluyó un antibiótico comercial (oxitetraciclina) a una 

concentración de 100 μg ml-1. Las placas se incubaron a 28 oC durante 36 h. Se eliminaron 

las células planctónicas y las biopelículas se lavaron cuidadosamente dos veces utilizando 

200 μl de tampón (PBS pH. 7.2). Las biopelículas se secaron a 50 ° C durante 30 minutos y 

se tiñeron con 220 μl de 0.1% de cristal violeta (p/v) (Merck_ C0775), durante 15 minutos. 

Luego se enjuagaron las placas para eliminar el exceso de tinte y se secaron a temperatura 

ambiente (28 oC). El colorante impregnado se solubilizó con 220 μl de etanol. Del producto 

solubilizado, se transfirieron 150 μl de cada pocillo a una nueva microplaca de 96 pocillos y 

se leyó la densidad óptica a 590nm (OD590). Se consideró, como 100%, la biomasa de 

biopelículas bacterianas no tratadas (control negativo). El nivel de inhibición de la 

biopelícula se calculó utilizando la fórmula. Porcentaje de inhibición = [(Control OD - EO 

OD) / Control OD] × 100. Este procedimiento se repitió para cada EO. Adicionalmente, 

también se visualizaron las biopelículas tratadas con EOs y sin EOs, usando un microscopio 
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de epifluorescencia (Nikon ECLIPSE E200) después de la tinción con naranja de acridina 

(AO, Sigma) (longitud de emisión entre 520 y 650 nm), siguiendo la metodología descrita 

por Campana and Baffone (2018), con ligeras adaptaciones. En resumen, se transfirieron 4 

ml de la suspensión bacteriana de vibrios a una SlideFlask (Nunc cat. No. 170920) especial 

para cultivo celular, y se añadió 1 ml de solución salina estéril (2% de NaCl) con EO 

(concentración final 1.0 µg ml). Como tratamiento de control, se empleó una solución salina 

NaCl al 2% sin EOOv, tres replicas para cada concentración evaluada. Los SlideFlasks se 

incubaron a 28 oC durante 3 días. Después, se descartaron las células flotantes y se realizaron 

2 lavados con tampón (PBS pH. 7.2). Las biopelículas tratadas con y sin EO se tiñeron con 

1 ml de solución de naranja de acridina (0.25%) durante 10 minutos a temperatura ambiente 

en oscuridad. Después de la incubación, el SlideFlask se lavó nuevamente con (PBS pH. 7.2) 

y los portaobjetos de SlideFlask fueron retirados y montados para la observación en un 

microscopio de epifluorescencia con los juegos de filtros apropiados, se realizaron fotos con 

una cámara (MshOt MS60) acoplada al microscopio y con software work 2.0 se determinó 

el volumen de las biopelículas de las imágenes en 3D. Comparando las biopelículas tratadas 

con EOs respecto al grupo control.   

5.2.6.  Efecto del EOOv en la producción de exopolisacáridos (EPS) en V. 

parahaemolyticus positivo a pirA/B. 

La cuantificación de exopolisacaridos, se realizó siguiendo la metodología descripta 

previamente por Zhang et al. (2018). Brevemente, la cepa V. parahaemolyticus positivo a 

pirA/B se cultivó en caldo LB 2% NaCl en ausencia y presencia de EOOv a concentraciones 

(0.01, 0.1, 0.5, 1.0, 2.5, 5.0, 10.0 µg ml-1) sin movimiento durante 48 ha 28 ° C. Después de 

la incubación, los tubos de cultivo se centrifugaron a 5000 × g durante 30 minutos. El 

sobrenadante se filtró (0.22 μm) y EPS se precipitó mediante la adición de tres volúmenes de 

etanol al 95% helado (20 ° C) y se colocó a 4 ° C durante la noche. El EPS precipitado se 

recogió por centrifugación a 5000 × g durante 30 minutos a 2 ° C, y el sedimento se disolvió 

en 1 ml de agua desionizada, y se almacenó a -40 ° C hasta su uso posterior. El contenido 

total de carbohidratos en el EPS se cuantificó por el método del ácido fenol-sulfúrico 

utilizando glucosa como estándar (Dubois et al., 2019). La absorbancia se midió a 490 nm 

(OD490). El porcentaje de inhibición en la producción de EPS se calculó utilizando la fórmula. 

Porcentaje de inhibición = [(Control OD - Prueba OD) / Control OD] × 100. 
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5.2.7. Efecto de los EOs sobre motilidad de enjambre 

El efecto de los EOs sobre la motilidad de los cinco vibrios fue evaluado, siguiendo el método 

descrito por Finchaos et al. (2018), con ligeras adaptaciones. El LBb suplementado con agar 

al 0.6% + NaCl al 2% se esterilizó en autoclave (esterilizador SN510). El medio LB después 

de enfriar a 45 ± oC, se agregaron los EOs por separado a cada concentración a evaluar (0.1, 

0.5, 1.0, 2.5, 5.0, 10.0 µg ml-1). El medio LB se dispensó en placas de Petri de (100 x 15 

mm). Las placas se secaron durante 15 minutos e inmediatamente, se inocularon (5 µL) de 2 

x 106 de inóculo Vibrio en el centro de las placas. Como control se incluyeron placas Petri 

con LB suplementado con 0,6% de agar + NaCl al 2% sin EO. Además, se incluyeron placas 

con la misma cantidad de agar y NaCl + antibiótico (oxitetraciclina) a una sola dosis (50 µg 

ml-1). Las placas se incubaron a 26 °C durante 72 h, luego se midió (mm) la migración de la 

motilidad de enjambre de cada uno de los vibrios. La migración de la motilidad de enjambre 

de los vibrios tratados con EO se comparó con la migración de la motilidad de enjambre de 

los vibrios no tratados. Además, se realizó un ensayo para determinar de efecto de los EOs 

en presencia de antibiótico, utilizando discos de susceptibilidad antimicrobiana (diámetro 6 

mm) de oxitetraciclina (T, 30 µg, oxoid). Cajas Petri con LBb suplementado con agar al 0.6% 

+ NaCl al 2%, con EO a una concentración final única de (1.0 µg ml-1) y sin EO como 

(control), fueron preparadas como se describió previamente. Inmediatamente, se inocularon 

5 µL de suspensión de bacteria (2 x 106) en el centro de las placas de Petri, y se colocó un 

disco antibiótico por placa. Las placas Petri se incubaron a 26 °C durante 72 h en una cámara 

húmeda. Luego, se midió el diámetro del halo de inhibición, por el del antibiótico en (mm), 

y se compararon los tamaños de los halos de las placas tratadas con EO con respecto al grupo 

de control. 

5.2.8. Efecto de EOOv sobre la motilidad de enjambre en V. parahaemolyticus positivo 

a pir A/B mediante análisis transcriptómico. 

Para dilucidar el mecanismo de acción del EOOv, sobre la virulencia de V. parahaemolyticus, 

se realizó un análisis transcriptómico sobre la expresión genética involucrada en el enjambre 

importante fenotipo controlados por QS. Para el ensayo, se seleccionó la dosis más baja pero 

activa para el QS (1.0 µg ml-1). Se prepararon placas con y sin EOOv como se describió 

anteriormente, cuatro réplicas por tratamiento. También se incluyó un antibiótico 
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ampliamente utilizado por los acuicultores (oxitetraciclina) a una única dosis 10 μg ml-1. 

Después de 72 h, las células que crecen en los bordes de las placas de cada tratamiento se 

tomaron cuidadosamente con un asa de platino para extraer el ARNm. Se usaron biopelículas 

de V. parahaemolyticus de 72 h de incubación de los tres grupos, con y sin EOOv y 

antibiótico, para la extracción del ARNm. El ARN se extrajo siguiendo las instrucciones del 

fabricante del kit (MasterPure ™ RNA Purification Kit. Cat. No. MCR85102, Epicenter y la 

compañía Ilumina). Brevemente, las muestras se centrifugaron a 10.000 g durante 10 minutos 

a 4 °C, se descartó el sobrenadante y, al sedimento bacteriano, se añadió solución de lisis 

celular y de tejido que contenía proteinasa K. Se añadió reactivo de precipitación de proteína 

MPC y se centrifugó nuevamente en las mismas condiciones, el sobrenadante se transfirió a 

tubos limpios de microcentrífuga y se añadió isopropanol y se centrifugó nuevamente para 

precipitar los ácidos nucleicos. Se añadió solución de ADNasa (ADNasa libre de ARNasa) a 

las muestras. Posteriormente, se añadieron una solución de lisis 2X T y C y un reactivo de 

precipitación de proteínas MPC. La muestra se centrifugó nuevamente y los sobrenadantes 

que contenían el ARN se transfirieron a tubos limpios de microcentrífuga. Posteriormente, 

se añadió isopropanol y las muestras se centrifugaron, luego los gránulos se enjuagaron dos 

veces con etanol al 70%. Finalmente, estos se centrifugaron nuevamente, se eliminó el etanol 

y el residuo pudo evaporarse. El ARN se suspendió en agua ultrapura y se almacenó a (-80 

oC) hasta su envió a la compañía MACROGEN de Corea para secuenciación por Ilumina. 

5.2.9. Toxicidad de los EOs in vitro 

La toxicidad de los EOs fue determinada por exposición directa de los EOs en hemocitos de 

camarón, siguiendo la metodología previamente descrita por Domínguez et al. (2018). 

Brevemente, se extrajo hemolinfa de camarones sanos, y se realizó un cultivo primario de 

hemocitos, a una concentración de 1 x 106 cel. ml-1, en placas de 96 pocillos con sales de 

Hanks (Gibco 14185-052), suplementado con Cl2Ca 13 mM y 26 mM Cl2Mg. Las placas 

fueron incubadas durante 75 minutos a 26 °C, se retiró el sobrenadante y se colocaron de 

inmediato 100 μl de sales de Hanks suplementadas con Cl2Ca 12 mM y Cl2Mg6 mM, 

conteniendo EO a varias concentraciones (0.1, 0.5, 1.0, 2.5, 5.0, 10.0 μg ml-1). Seis réplicas 

para la concentración evaluada. Como control hemocitos sin exposición a los EOs. Después 

de 120 minutos de exposición, se agregaron 10 μl de MTT (5 mg / ml de MTT en sales de 
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Hanks) a todos los pocillos. Se incubó durante 120 minutos a 27 °C. El sobrenadante se 

eliminó y los cristales de formarán se disolvieron con 150 μl de isopropanol HCL 0.04 N. 

Esta reacción colorimétrica se leyó 620nm (OD620). Los resultados se transformaron en 

porcentajes de viabilidad celular usando la siguiente fórmula.  

Viabilidad celular OD = (OD células expuestas EO / células de control OD) x 100%. 

5.2.10. Toxicidad de los EOs in vivo  

Para confirmar la inocuidad de los EOs se realizaron in vivo tres ensayos independientes, 

usando tres estadios larvales de alta susceptibilidad, Zoea 1 (Z-1), Mysis 1 (M-1) y Post-larva 

(PL-3) de camarones P. vannamei. Las larvas de P. vannamei fueron provistas por un 

laboratorio comercial en Santa Elena (130 km de Guayaquil). El agua utilizada en las pruebas 

se filtró y esterilizó en autoclave. Para la prueba con los estadios Z-1 y M-1, la densidad fue 

(1000 ind. Lt-1), se usaron 6 réplicas para cada concentración evaluada de EO (0.1, 0.5, 1.0, 

1.5, 2.5, 5.0, 10.0 μg ml-1). Los EOs se aplicaron cada 8 horas en relación con el volumen 

total de agua de cada unidad experimental. Como control, se usaron larvas sin exposición a 

EOs. Las larvas fueron monitoreadas durante 48 horas. Los datos se transformaron en 

porcentajes de supervivencia, considerando como 100% la supervivencia de las larvas que 

no recibieron EO. En la prueba con PL3, la densidad fue (100 ind. Lt-1), se usaron 6 réplicas 

para cada concentración (0.5, 1.0, 1.5, 2.5, 5.0, 10.0 μg ml-1). Se inoculó una dosis 

equivalente a la concentración establecida cada 8 horas. Las larvas fueron monitoreadas 

durante 96 horas después de la inoculación de los EOs. Los datos se transformaron en 

porcentajes de supervivencia, considerando como 100% la supervivencia de las larvas que 

no recibieron los EOs. Además, con los datos obtenidos se determinaron dosis que causaron 

un 50% de mortalidad (DL50) para cada etapa larval del camarón. 

5.2.11. Efecto antivirulencia in vivo de los EO 

A fin de determinar in vivo el efecto antivirulencia de los EOs se realizaron dos bioensayos 

independientes, donde dos vibrios patógenos fueron crecidos en crecencia o ausencia de los 

EOs a dosis subletales. Bioensayo 1. El efecto antivirulencia de los EOs se verificó mediante 

una prueba de desafío utilizando larvas sanas de P. vannamei de etapa (PL8). Los PL8 fueron 

alimentados con una dieta comercial cada 4 horas durante todo el bioensayo (96 h). El inóculo 
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bacteriano se preparó como se describe a continuación, un cultivo de V. campbellii crecido 

durante 10 h, se ajustó a una concentración de 108 UCF ml-1. A partir de este inoculo ajustado 

se transfirió (1.0 ml) diferentes matraces que contenían 1000 ml de caldo fresco LB + NaCl 

al 2%, con EOs a dos concentraciones subletales (1.0 y 2.5 µg ml-1) y sin EOs como control. 

Los cultivos se incubaron durante la noche a 30 °C, con movimiento constante. 

Posteriormente, los cultivos se centrifugaron (3500 g, 10 min, 25 °C), los sobrenadantes se 

descartaron y las células de pellet se suspendieron en SS-2% NaCl, se ajustaron a 107 UFC 

ml-1 y se inocularon inmediatamente a las unidades experimental con las PL-8, a cada 

tratamiento asignado. El intercambio de agua fue del (50%), se realizó 12 horas después de 

la exposición (hpe) y la supervivencia se determinó contando el PL8 cada cuatro horas hasta 

96 hpe. Considerando el 100% de la virulencia al inóculo de V. campbellii cultivado sin EO. 

Cada tratamiento tuvo seis repeticiones con 100 post larvas. Se usó agua de mar filtrada y 

esterilizada con UV, se proporcionó aireación continua y la temperatura se ajustó a 30.5 ± 

0.5 oC. Bioensayo 2. El efecto antivirulencia de los dos EOs (EOOv y EOMa) se verificó 

mediante una prueba de provocación con juveniles sanos de P. vannamei de peso 2.52 ± 0.36 

g. Los camarones se dividieron en tres tratamientos, para ser expuestos a V. parahaemolyticus 

(cepa BA94C2) cultivado en presencia o ausencia de ambos aceites EOOv y EOMa a tres 

concentraciones diferentes (1.0, 2.5 y 5.0 µg ml-1) y un grupo control sin EOs fue preparado 

de la misma forma que se describió para el V. campbellii. Cada tratamiento tuvo seis 

repeticiones con 15 camarones. Los inóculos de BA94C2 fueron ajustado a concentración 

107 UFC ml-1, inmediatamente fueron usados para la prueba de desafío de los camarones 

juveniles, inoculando a cada tratamiento asignado. El intercambio de agua del (50%) se 

realizó a las 24 hpe y la supervivencia se determinó contando los camarones cada cuatro 

horas hasta las 120 hpe. Considerando el 100% de la virulencia de BA94C2 a los camarones 

expuestos al inóculo de BA94C2 control, cultivado sin EOs. 

5.2.12. Efecto del uso de los EOs en estanques de engorde de P. vannamei 

El efecto protector de los EOs se evaluó en estanques de producción de camarones P. 

vannamei. Se utilizaron doce estanques de tierra de 400 m2 cuadrados de la Estación 

Experimental del CENAIM (Provincia de Santa Elena, Ecuador), para evaluar los dos EOs 

más prometedores. Se incluyó un grupo de control sin aplicación EO. Cada tratamiento tenía 
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cuatro réplicas. Un total de 3200 camarones postlarvas (PL12) fueron sembrados en cada 

estanque (densidad de población de 12 PL m2). Los EOs se aplicaron a dos dosis diarias en 

los alimentos a una concentración de (2.5 y 5.0 mg Kg-1), desde el primer día de cultivo 

durante todo el ciclo de producción que duró 102 días. Cada día, las EOs se incorporaron al 

alimento granulado comercial (28% de proteína) y se suministraron inmediatamente a los 

estanques asignados. El alimento suministrado a los camarones fue del 3% respecto al peso 

corporal promedio, y cada semana fue ajustada la cantidad de alimento. Los parámetros 

ambientales tales como temperatura, O2 disuelto y salinidad, fueron monitoreados 

diariamente. La supervivencia final de los camarones (%), el peso promedio (g), los 

rendimientos de producción (kg/ha) y la relación de conversión alimenticia (FCR) se 

evaluaron en el momento de la cosecha. 

5.2.13. Análisis estadístico 

Todos los experimentos se realizaron en seis réplicas, excepto en el bioensayo en estanques 

de crecimiento donde se utilizaron cuatro réplicas. Los resultados se expresaron como un 

promedio (± desviación estándar) de las réplicas. Los análisis estadísticos se realizaron para 

determinar diferencias significativas (P ≤ 0.05) utilizando ANOVA de una vía, después de 

la verificación de los supuestos de normalidad y homogeneidad de la varianza. Cuando se 

detectaron diferencias significativas, se aplicó un análisis post hoc de Dunnett (grupos de 

control y tratados). Los datos expresados en porcentajes se transformaron (usando arcoseno), 

y los supuestos se cumplieron antes de realizar el análisis estadístico. La dosis que causa el 

50% de mortalidad (LD50), se estimó mediante regresiones de Probit. Todos los análisis se 

realizaron con el software estadístico SPSS (versión 21) 

6. RESULTADOS Y DISCUSION 

6.1. Determinación de dosis subletales de los EOs 

Cada una de los EOs exhibieron diferentes valores de MIC y MBC frente a las cuatro cepas 

de vibrios evaluadas como se muestra en la (Tabla 1). Los valores de MIC y MBC de EOOv 

y EOMa fueron los más bajos, con valores de 700 –900, 800-1100 µg ml-1 (MIC, MCB), para 

EOOv y 600–1000, 700-1200 µg ml-1 (MIC, MCB) para EOMa, lo que demuestra que las 

actividades inhibitorias y bactericidas fueron más fuertes con respecto a los otros aceites 
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esenciales evaluados (Tabla 1). Los valores de MIC y MBC se usaron como referencias para 

pruebas posteriores, y solo a concentraciones subletales inferiores a la MIC se seleccionaron 

(0.1, 0.25, 0.5, 1.0, 2.5, 5.0, 10.0 µg ml-1) uniformemente para los cinco EO. Además, se 

verificó que la dosis más alta evaluada (10.0 µg ml-1) no afecte el crecimiento de los vibrios 

patógenos (Fig. 4).  

Tabla 1. Concentración inhibitoria mínima (MIC) y concentración bactericida máxima 

(MBC) para cada una de los EOs evaluadas, valor expresado en (µg ml-1). 

    Aceites esenciales (EOs) 

Cepas de Vibrio  (µg ml-1) EOOv EOMa EOCc EOCv EOTv 

V. campbellii 

(LM_2013) 

MIC 800 800 1500 1000 1900 

MBC 800 900 1500 1200 2000 

V. harveyi (E_22) 
MIC 700 800 1000 900 2000 

MBC 800 800 1100 900 2100 

V. vulnificus (S_2) 
MIC 900 1000 2000 1000 1800 

MBC 1100 1200 2200 1100 1800 

V. parahaemolyticus 

(ATCC_27969) 

MIC 800 600 1400 1500 1500 

MBC 900 900 1500 1600 1500 

V. parahaemolyticus 

(BA94C2) 

MIC 900 1000 1300 1100 900 

MBC 1000 1300 1300 1200 1000 
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Figura 4. Efecto de los EO en el crecimiento de los Vibrio spp. (A) V. harveyi, (B) V. 

campbellii, (C) V. vulnificus y (D) V. parahaemolyticus. A la concentración máxima anti-QS 

(10.0 µg ml-1). Los valores se presentan como como la media de seis réplicas, de las lecturas 

de OD600 de los cultivos tratado con EOs y grupo control (sin EOs). 

6.2. Inhibición de la bioluminiscencia de V. harveyi y V. campbellii 

Los dos EOs, EOOv y EOMa redujeron significativamente (P < 0.05) la bioluminiscencia de 

los dos Vibrio spp. evaluados V. harveyi (Fig. 5 A) y V. campbellii (Fig. 5 B), y el porcentaje 

de inhibición de la bioluminiscencia, para cada cepa bacteriana, fue dependiente de la 

concentración de EO (Fig. 5). El EOOv fue el más eficiente para inhibir la bioluminiscencia, 

por ejemplo, a concentración de 1.0 µg ml-1 de EOOv, inhibió más del 50% de la 

bioluminiscencia de ambos Vibrio spp. Mientras que tres EOs (EOCc, EOCv y EOTv) no 

mostraron ningún efecto sobre la bioluminiscencia de V. harveyi y V. campbellii en ninguna 

de las concentraciones evaluadas (Fig. 5). La producción de bioluminiscencia es una de las 

características fenotípicas importantes de los vibrios luminiscentes (Manefield et al., 2000; 

Vanmaele et al., 2015), que está regulada positivamente por el QS y participa en el 

establecimiento del patógeno en el huésped (Niu et al., 2006; Wang et al., 2013). Los vibrios 
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luminiscentes son ampliamente como modelos en la búsqueda de productos anti-QS  

(Brackman et al., 2008b; T. Defoirdt et al., 2008; Naik et al., 2018; Noor et al., 2019; Vikram 

et al., 2011), debido a que este fenotipo solo se expresa cuando las bacterias alcanzan el 

quórum. Por ejemplo, Kiran et al. (2016) utilizaron la inhibición de la luminiscencia de V. 

campbellii para evaluar las características antivirulencia del polihidroxibutirato.  
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Figura 5. Efecto de varias concentraciones de EO sobre bioluminiscencia de los Vibrio (a) 

V. harveyi y (b) V. campbellii. Los datos de luminiscencia mostrados se realizaron 12 h 

después de la adición de los EOs. La bioluminiscencia en el tratamiento control se estableció 

al 100% y los otros tratamientos se normalizaron en consecuencia. Las barras de error 

representan la desviación estándar de seis réplicas. Los asteriscos (*) representan diferencias 

significativas respecto del control (P ≤ 0.05, Dunnett's). 

6.3. Efectos de los EOs en la formación de biopelículas de los Vibrio spp. 

Los tres EOs (EOCc, EOCv y EOTv) no exhibieron efecto inhibitorio sobre las biopelículas 

de los cuatro vibrios patógenos evaluados, por lo que se descartaron para los próximos 

ensayos. Mientras que EOOv y EOMa redujeron significativamente (P < 0.05) las 

biopelículas de los cuatro vibrios, y el porcentaje de reducción de las biopelículas estuvo en 

función de la concentración del EO y la cepa de Vibrio evaluada (Fig. 6). Cuando se 

agregaron 0.5 µg ml-1 de EOOv, se redujeron las biopelículas 58.2 ± 6.5% para V. harveyi, 

53.3 ± 9.1% para V. campbellii, 45.4 ± 5.3% para V. vulnificus 50.4 ± 8.7%, para V. 

parahaemolyticus 52.7 ± 2.9% y 26.2 ± 8.4 para V. parahaemolyticus (BA94C2), y cuando 

se adiciono EOOv a concentraciones de 1.0, 2.5 y 5.0 µg ml-1, se redujo más del 50% de las 

biopelículas de los cinco vibrios, y con la dosis máxima evaluada (10.0 µg ml-1), solo se 

desarrolló 22.9 ± 5.5 %, 25.8 ± 7.8, 35.2 ± 11.3%, 27.4 ± 7.1 y  22.7 ± 12.0%) de las 
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biopelículas para los cinco vibrios (Fig. 6A). Para el EOMa, la concentración activa más baja, 

que redujo significativamente (P < 0.05) la formación de biopelícula para los cinco vibrios 

fue de 2.5 µg ml-1, (24.6 ± 5.3%,  19.4 ± 2.7%, 19.4 ± 4.9%, 23.3 ± 8.0 y 12.3 ± 6.6%), para 

biopelículas de V. harveyi, V. campbellii, V. vulnificus, V. parahaemolyticus y V. 

parahaemolyticus BA94C2, respectivamente. Y solo a la dosis más alta evaluada (10.0 µg 

ml-1 de EOMa), se redujo el 50% de las biopelículas de V. harveyi, V. campbellii y V. 

vulnificus, pero no de V. parahaemolyticus de ambas cepas, que se vio afectado solo en el 

35% de la biopelícula (Fig. 6B). La formación de las biopelículas de los cinco vibrios también 

se vio afectada por el antibiótico (oxitetraciclina). Sin embargo, con el antibiótico, se registró 

un mayor porcentaje de biopelículas para los cinco vibrios en comparación con los tratados 

con EO, como podemos ver en la (Fig. 6). La eficacia de los EOs en la prevención de la 

formación de biopelículas en bacterias de interés clínico y veterinario ha sido bien 

documentada (Alvarez et al., 2014; Kerekes et al., 2019; Vikram et al., 2011; Zhang et al., 

2018), incluso para bacterias resistentes a los antibióticos comunes (Yap et al., 2015). Hasta 

la fecha, solo se han realizado unos pocos estudios sobre la inhibición de las biopelículas en 

Vibrio spp. patógenos de camarones que utilizan diferentes moléculas como tiofenonas 

(Yang et al., 2015), polihidroxibutirato (Kiran et al., 2016), indol (Yang et al., 2017), 

catecolamina (Suong et al., 2017), 2, 6-Di-terc-butil-4-metilfenol (Santhakumari et al., 

2018). El EOOv y EOMa mostraron un claro efecto para evitar la formación de las 

biopelículas de los cinco vibrios evaluados. Sin embargo, el EOOv fue el más eficiente. Por 

ejemplo. a concentración de 1.0 µg ml-1, afectó al 50% de las biopelículas de los cinco vibrios 

evaluados (Fig. 6). Hasta donde sabemos, es el primer informe donde EOOv se evalúa como 

agentes para prevenir la formación de biopelículas en vibrios patógenos de P. vannamei. En 

el presente estudio, el EOOv fue el más eficiente para inhibir los indicadores QS de los cinco 

vibrios evaluados como podemos apreciar en la (Fig. 7), probablemente la actividad anti-QS 

observada está relacionada con las considerables proporciones de carvacrol y timol, 45.6% y 

5.2%, respectivamente presentes en este EOOv. Burt et al. (2014), 0.8 mM de carvacrol 

inhibió efectivamente las biopelículas de Chromobacterium violaceum, Salmonella enterica 

y Staphylococcus aureus. Mith y col. (2015), documentan que el carvacrol presente en EO 

de (Origanum heracleoticum) es el compuesto activo que afecta la producción de toxina en 

E. coli.  
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Figura 6. Efecto de varias concentraciones de los dos EOs sobre la formación de biopelículas 

en los Vibrio spp. (a) efecto del EOOv y (b) el EOMa. Los datos se representan como media 

± SD de seis réplicas del porcentaje de formación de biopelículas. Los asteriscos (*) 

representan diferencias significativas respecto del control (P ≤ 0.05, Dunnett's). 
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Figura 7. Efecto del EOOv a varias concentraciones sobre las biopelículas de los Vibrio spp. 

patógenos. Biopelículas teñidas con naranja de acrídida observada en microscopio de 

epiflurencencia, fotos tomadas en 3D. Barra de escala 20 µm.    

6.4. Efecto del EOOv en la producción de exopolisacáridos (EPS) en V. 

parahaemolyticus  

La producción de EPS totales de los vibrios patógenos de camarón también se afectó por la 

exposición a los EOs. El EOOv, fue eficaz para reducir la producción de EPS del V. 

parahaemolyticus positivo a pirA/B causante de AHPND en camarón P. vannamei. El 

porcentaje de EPS se redujo significativas (P < 0.05) cuando se adiciono 0.5 µg ml-1 de 

EOOv, la reducción fue del 22. 8 ± 4.5% y más del 50% de los EPS se redujo cuando se 

agregó 1.0 µg ml-1 de EOOv. La máxima concentración evaluada (10 µg ml-1 de EOOv), 

redujo el 90% de los polisacáridos (Fig. 8). Los EPS constituye la parte más extensa de la 

biopelícula y tiene muchas funciones, incluida la de proporcionar estructura y estabilidad 

mecánica (Neu and Lawrence, 2009). Además, las bacterias incrustadas en los EPS exhiben 

una mayor resistencia a los agentes antimicrobianos convencionales (Srinivasan et al., 2017). 

Como la síntesis de EPS está regulada por el QS (Vu et al., 2009), la inhibición de QS da 

como resultado una síntesis reducida de EPS o impide su producción. Varios autores han 

documentado el efecto de los EOs para impedir la producción de EPS de varias cepas 
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patógenas de interés clínico (Amrutha et al., 2017; Zhang et al., 2018).  En nuestro estudio 

el EOOv afecto la producción de EPS de la cepa causante de AHPND de camarones.  

 

Figura 8. Efecto del EOOv sobre la inhibición en la producción de EPS del V. 

parahaemolyticus (BA94C2). Los datos se representan como media ± SD de seis réplicas del 

porcentaje de producción de EPS. Los asteriscos (*) representan diferencias significativas 

respecto del control (P ≤ 0.05, Dunnett's). 

6.5. Efectos de los EOs en la motilidad de enjambre 

La motilidad de enjambre de las cinco cepas de vibrios patógenos también fue afectado por 

los EOs, reduciendo significativamente (P < 0.05) los diámetros de migración de la motilidad 

de enjambre de los cinco vibrios expuestos a los EO, y fue dependiente de la concentración 

de EO empleadas (Fig. 9). Cuando se agregó 1.0 µg ml-1 EOOv, se registraron diámetros de 

migración de motilidad de enjambre (> 20 mm) para los cinco vibrios (Fig. 9A), siendo 

significativamente más pequeño (P < 0.05) que los diámetros de migración respecto al grupo 

control (< 50 mm). En cuanto, a el EOMa redujo significativamente (P < 0.05) la motilidad 

del enjambre a una dosis de 2.5 µg ml-1, registrando diámetros de migración de la motilidad 

de enjambre de (< 30 mm) (Fig. 9B). Sin embargo, el EO más eficiente fue el EOOv, porque 

la adición de 1.0 µg ml-1 registró diámetros de migración de la motilidad de enjambre de < 

20 mm en comparación con el EOMa, que produjo diámetros similares cuando se utilizaron 
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5.0 µg ml-1, es decir cinco veces más de producto para lograr el mismo efecto. Además, se 

observó que la motilidad de enjambre aumentó significativamente (P < 0.05) con el 

antibiótico respecto al grupo de control como podemos apreciar en la (Fig. 10). En el ensayo 

de swarming motility en presencia de antibiótico, seleccionamos la cepa de V. vulnificus 

resistente a la oxitetraciclina, por su capacidad en realizar swarming, ya que le demora 96 

horas para cubrir toda la placa de Petri, en LBb con 0.6% de agar. En el ensayo, encontramos 

que los EOs también afectan la resistencia a los antibióticos. Debido a que los EOs 

disminuyeron el enjambre de V. vulnificus, los diámetros de los halos de inhibición 

producidos por el antibiótico donde se agregó EOs se mantuvieron hasta el final del 

experimento 96 h (Fig. 11). En comparación con el grupo control, los diámetros del halo de 

inhibición se redujeron a medida que pasaban las horas. Los halos de inhibición, producto 

del antibiótico oxitetraciclina en aquellas placas tratadas con EOOv fluctuaron 25-39 mm y 

35-47 para 0.5 y 1.0 µg ml-1, respectivamente. En cuanto a EOMa, solo a la dosis más alta 

de 1.0 hubo un efecto atenuador sobre el enjambre del Vibrio (Fig. 11), presentando halo de 

22-33 mm. Mientras que para el grupo de control el enjambre de Vibrio llego hasta el disco 

de antibiótico (Fig. 11). Los Vibrio spp. son bacterias altamente móviles, debido a la rotación 

de los flagelos que facilitan el movimiento. Se ha descrito que la motilidad enjambre de 

varios vibrios patógenos de interés acuícola también está positivamente regulada por el QS, 

como es el caso de V. harveyi (Yang and Defoirdt, 2015), V. campbellii (Kiran et al., 2016) 

y V. alginolyticus (Liu et al., 2020). La motilidad de enjambre en los vibrios les permite 

desarrollar la población bacteriana colonial tanto dentro como fuera del huésped, formar 

biopelículas y volverse resistentes a los antibióticos (Karunasagar et al., 1996; Saxena et al., 

2019). Por lo tanto, interferir con la motilidad de los Vibrio spp. es esencial para afectar su 

virulencia.  
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Figura 9. Efecto de varias concentraciones de los EO en Vibrio motilidad enjambre. (a) 

efecto de EOOv y (b) EOMa. Los datos se representan como media ± SD, seis réplicas de los 

diámetros de la motilidad migratoria enjambre de los Vibrio spp. Los asteriscos (*) 

representan diferencias significativas respecto del control (P ≤ 0.05, Dunnett's). 

*

*
* * *

*

*

*
*

*
*

*

* *

* *
* *

*

*

*
* * *

*

*

* *
* * *

0

10

20

30

40

50

60

70

80

0.1 0.25 0.5 1.0 2.5 5.0 10.0 Control Antibiotic

M
o

ti
li

d
a

d
 e

n
ja

m
b

re
 (

m
m

)

Concentración de EOOv (µg ml-1)

V. harveyi V. campbellii

V. vulnificus V. parahaemolyticus

V. parahaemolyticus BA94C2

*

*
* *

*

* * *

*

* *
*

*

*
*

*
* *

* *

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

0.1 0.25 0.5 1.0 2.5 5.0 10.0 Control Antibiotic

M
o
ti

li
d

a
d

 e
n

ja
m

b
re

 (
m

m
)

Concentración de EOMa (µg ml-1)

V. harveyi V. campbellii

V. vulnificus V. parahaemolyticus

V. parahaemolyticus BA94C2

B 

A 



32 
 

 

Figura 10. Efecto de los EOs sobre el movimiento en enjambre de los Vibrio spp. después 

de 72 h de incubación. 
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Figura 11. EOs efecto atenuador sobre el enjambre de V. vulnificus (resistente a la 

oxitetraciclina) en presencia de antibiótico oxitetraciclina. Después de 96 h. 

6.6. Efecto de EOOv sobre la motilidad de enjambre en V. parahaemolyticus mediante 

análisis transcriptómico. 

Se identificaron un total de 4484 genes expresados diferencialmente (DEG) involucrados en 

una variedad de procesos y vías biológicas. Nuestros resultados revelan que el EOOv tiene 

varios mecanismos de acción sobre la cepa de V. parahaemolyticus causante de AHPND en 

camarones, debido a que altero el 72.56% del genoma de la cepa de V. parahaemolyticus, 

desacopla todo el genoma del Vibrio y haciendo que se repriman y se sobreexpresen una 

diversidad de genes involucrados en múltiples vías metabólicas. Un total de 2303 genes que 

representan el 50.86% del genoma total del V. parahaemolyticus fueron reprimidos 

significativamente (P > 0.05) respecto al control y un total de 974 genes que representan el 

21.73% del genoma total se sobreexpresarón respecto al control, tras la exposición al EOOv 

a la única dosis subletal evaluada (Fig. 12A).  

Entre los principales los genes que fueron reprimidos respecto al control en V. 

parahaemolyticus tras la exposición al EOOv, destacan los genes involucrados en la 
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producción de proteínas de utilización de sideróforos, proteínas de resistencia a múltiples 

fármacos, proteínas de ensamblaje de pilus, proteínas que aceptan metilo involucradas en 

quimiotaxis, proteínas de biosíntesis del anillo P del cuerpo basal flagelar FlgA, proteína de 

choque de fagos B, transportador familiar AcrB / AcrD / AcrF, proteína de estrés universal 

UspB, Chaperonina tipo Hsp33, trigger factor, proteína chaperona TorD, quinolinato 

sintetasa NADH deshidrogenasa, aminoácido transportador ABC proteína de unión a ATP, 

proteína adhesina, proteasa tipo ClpA/B. Los sistemas de secreción tipo II (T2SS, por sus 

siglas en ingles), tipo IV (T4SS) y tipo VI (T6SS) del V. parahaemolyticus también fueron 

afectados por el EOOv. Se reprimió significativamente (P > 0.05) la expresión de varios 

genes involucrados en la motilidad y formación de biopelículas secretado por T2SS (Apel 

and Surette, 2008; Johnson et al., 2014; Zielke et al., 2014), y en la producción de proteínas 

de ensamblaje de pilus secretado por T4SS (Johnson et al., 2014; Xu et al., 2013). El T6SS 

en V. parahaemolyticus causante de AHPND ha sido asociado a la secreción de la toxina pir 

A/B (Li et al., 2017), en nuestro estudio el EOOv reprimió significativamente (P > 0.05) los 

genes involucrados en el T6SS, afectando la virulencia del Vibrio. Este resultado ayuda a 

explicar el incremento de la supervivencia de los camarones tratados con EOOv en la prueba 

de desafío, donde reducimos significativamente (P > 0.05) la tasa de mortalidad acumulada 

de los camarones desafiados con inoculo bacteriano cultivado con EOOv a dosis subletal (1.0 

µg ml-1) respecto al grupo control.  

En contraste el mecanismo de acción del antibiótico oxitetraciclina sobre la cepa de V. 

parahaemolyticus es local, especifico y tiene pocas dianas moleculares para afectar al Vibrio. 

El antibiótico alteró muy pocos genes respecto al control como podemos apreciar en la (Fig. 

12B). Curiosamente, los genes que se sobrexpresaron por efecto del antibiótico, fueron genes 

involucrados en la síntesis de proteínas a resistencia a múltiples fármacos, genes que 

codifican el flujo de salida de antibiótico, genes del T2SS y proteína de la biosíntesis de los 

flagelos. Esto puede explicar porque los Vibrio spp. generan resistencia a los antibióticos en 

particular a la oxitetraciclina que su mecanismo de acción es local (Ian and Marilyn, 2001), 

matando a las bacterias y ejerciendo un efecto de presión de selección (Cudkowicz and 

Schuldiner, 2019), induciendo de esta forma a la resistencia microbiana.  
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Los sideróforos son considerados fundamentales para la supervivencia de las bacterias en 

medios limitados de hierro (McRose et al., 2018). El EOOv reprimió significativamente la 

expresión de genes involucrado en la producción de los sideróforos, disminuye la posibilidad 

al desarrollo de resistencia bacteriana. Debido, a que reprimió a los genes involucrados en la 

producción proteínas de resistencia a múltiples fármacos. El EOOv también afecta la 

transferencia de plásmidos en bacterias ya que en nuestro estudio reprimió a los genes 

involucrados en la proteína de ensamblaje de pilus. Además, el afecto a los genes 

involucrados en la proteína de biosíntesis de los flagelos, estructuras fundamentales para la 

motilidad y quimiotaxis de las bacterias (Apel and Surette, 2008; Kehry and Dahlquist, 1982; 

Qutyan et al., 2010; Sauer et al., 2016). Esto explicaría el efecto de los EOs sobre el enjambre 

de los Vibrio spp. evidenciado in vitro (Fig. 10). Los genes involucrados en la producción 

varias proteínas de estrés involucradas en la supervivencia de las bacterias condiciones 

adversas y en la generación de toxinas para competir con otras bacterias. También fueron 

reprimidos significativamente (P > 0.05). varios genes involucrados en la síntesis de varias 

proteínas de transportes de electrones vitales para el normal funcionamiento de las bacterias.   

 

Figura 12. Los puntos rojos en la parte superior representan cada gen que se sobreexpresó y 

en la parte inferior los genes reprimido y los puntos negros los genes sin cambio respecto al 
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control en V. parahaemolyticus positivo a pir A/B. En 12A) Efecto del EOOv respecto al 

control y en 12B) Efecto del antibiótico respecto al control. 

6.7. Toxicidad de los EOs in vitro. 

Los dos EOs no afectaron la viabilidad de los hemocitos de P. vannamei a las dosis de (0.1, 

0.5, 1.0, 2.5 y 5.0 µg ml-1). Sin diferencias significativas en la viabilidad (P < 0.05) de los 

hemocitos expuestos a los EOs respecto al grupo de control (sin EO). Sin embargo, a la 

concentración máxima evaluada (10.0 µg ml-1), ambos EOs afectaron significativamente (P 

< 0.05) la viabilidad de los hemocitos en comparación con el grupo de control (Fig. 13). 

Reduciendo la viabilidad de los hemocitos en 15.1 ± 4.0% y 13.3 ± 3.1% con el EOOv y 

EOMa, respectivamente (Fig. 13).  

 

Figura 13. Prueba de toxicidad realizada con aceites esenciales en hemocitos de camarones 

(2 h, de exposición a los EOs). La viabilidad de los hemocitos en el tratamiento de control se 

estableció al 100% y los otros tratamientos se normalizaron en consecuencia. Los asteriscos 

(*) representan diferencias significativas respecto del control (P ≤ 0.05, Dunnett's). 
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6.8. Toxicidad de los EOs in vivo.  

El ensayo reveló que cuanto más pequeña es la etapa larval, mayor es la susceptibilidad a los 

EOs. En la etapa de Zoea-1 los dos EO afectaron la supervivencia de las Zoea-1, reduciendo 

significativamente la supervivencia (P < 0.05) de las Zoea-1 en las concentraciones 

superiores de EO evaluado (0.5, 1.0, 2.5, 5.0 y 10.0 µg ml-1) y solo a concentraciones 

inferiores a 0.25 µg ml-1 no se afectó la supervivencia de la Zoea-1 (Fig. 14). Con respecto a 

la etapa de Mysis, ambos EOs solo mostraron un efecto negativo sobre la supervivencia a las 

dos dosis más altas evaluadas (5.0 y 10.0 µg ml-1). Sin efectos significativos (P > 0.05) sobre 

la supervivencia de las Mysis en las dosis inferiores a 5.0 µg ml-1 (Fig. 14). En cuanto a las 

PL, expuesta a los EOs, solo se vio afectada la supervivencia a la concentración mayor 10.0 

µg ml-1 con el EOOv, mientras que a dosis inferiores a 10.0 µg ml-1 pero activas anti-QS, no 

se observaron efectos negativos sobre la supervivencia de las PL (Fig. 14A). Mientras que el 

EOMa, no afectó la supervivencia de los PL en ninguna concentración evaluada (Fig. 14B). 

En la (Tabla 2), se muestran los valores estimados de LD50 para cada uno de los estadios 

larvales de P. vannamei, obtenidos mediante el análisis probit para los dos EOs más eficiente, 

para afectar los indicadores de QS. Los EO son excelentes sustancias antibacterianas 

(Nazzaro et al., 2013)(Kovács et al., 2016), que incluso se han propuesto como reemplazo de 

antibióticos (Yap et al., 2014). Sin embargo, se requieren dosis considerable para causar el 

efecto microbicida, que puede resultar  tóxico para los camarones (Sotomayor et al., 2019). 

En el presente estudio, los EOs, EOOv y EOMa a dosis inferiores a 2.5 µg ml-1 afectaron los 

factores de virulencia de los vibrios, sin efectos tóxicos para Mysis y PLs de P. vannamei, 

siendo el EOOv más efectivo. Sin embargo, en etapas larvales más tempranas, como P. 

vannamei Zoea, los dos EOs afectaron la supervivencia, por lo que se sugiere comenzar los 

tratamientos de aplicación de los EOs desde Mysis, a dosis inferiores a 2.5 µg ml-1 y en PL 

hasta un máximo de 10 µg ml-1. Además, los EOs han sido ampliamente utilizados en la 

preparación de alimentos y como conservantes de alimentos para consumo humano desde la 

antigüedad, son considerados de baja toxicidad para mamíferos, y clasificados como 

sustancias seguras (GRAS) por la Administración de Drogas y Alimentos (FDA, USA), y sin 

riesgo para los consumidores, según la Comisión Europea. Hasta donde sabemos, no está 

prohibido su uso en la cría de animales para consumo humano.  
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Figura 14. Resultados de supervivencia de larvas de P. vannamei expuestas a diferentes 

concentraciones de aceites esenciales en tres etapas de desarrollo. Supervivencia acumulada 

después de 72 horas de exposición. Se muestran los valores promedio con DS (n = 6). Los 

asteriscos (*) representan diferencias significativas respecto del control (P ≤ 0.05, Dunnett's). 
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Tabla. 2. Estimación de la dosis letal (LD50) mediante análisis probit para los dos aceites 

esenciales más activos, los valores puntuales se muestran en (µg ml-1) con sus respectivos 

intervalos de confianza (IC) del 95% para cada etapa larval. 

Aceites 

esenciales 

LD50 Estadios larvales de P. vannamei 

Zoea Mysis PL 

 Valor IC 95% Valor IC 95% Valor IC 95% 

EOOv 2.5  1.7 - 3.4 18.5 15.3 - 32.1 54.4 32.7 - 103.3 

E0Ma 3.4 1.7 - 5.4 39.7 22.7 - 99.4 91.7 65.5 - 146.7 

 

6.9. Efecto de los EOs sobre la virulencia de los Vibrio spp.  

6.9.1. Efecto sobre la virulencia de V. campbellii en larvas de P. vannamei 

Aunque se inoculó la misma concentración de V. campbellii (107 UFC ml-1) en cada 

tratamiento, se registraron diferencias significativas (P < 0.05) entre las tasas de mortalidad 

acumulada de las PL de P. vannamei, desafiadas con V. campbellii crecido en presencia y 

ausencia de EO. Cuando se usaron 1.0 µg ml-1 de EOOv, la tasa de mortalidad acumulada se 

redujo un 23.3 ± 7.5%, un mayor efecto se obtuvo con 2.5 µg ml-1, mortalidad se redujo un 

35.7 ± 9.1%, con ambas concentraciones de EOOv la virulencia del V. campbellii hacia las 

larvas de P. vannamei se redujo significativamente (P < 0.05) en comparación con el grupo 

control (Fig. 14). Para el EOMa, solo a dosis de 2.5 µg ml-1, la tasa de mortalidad se redujo 

significativamente (P < 0.05) en comparación con el grupo control, la tasa de mortalidad 

acumulada para las PL fue 62.7 ± 4.4%, y para el grupo control la tasa de mortalidad 

acumulada fue de 83.7 ± 6.4% (Fig. 14). 
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Figura 15. Efecto de dos EO sobre la virulencia de V. campbellii, mortalidad acumulada (%) 

de P. vannamei PLs 96 horas después de la exposición al patógeno V. campbellii, crecido 

con EO a dos dosis subletales. La barra de error representa el S.D. de la media (n = 6). El 

asterisco (*) representan diferencias significativas respecto del control (P < 0.05, Dunnett's) 

6.9.2. Efecto sobra la virulencia de V. parahaemolyticus en juveniles de P. vannamei 

Los camarones expuestos a V. parahaemolyticus exhibieron una mortalidad de 95.3 ± 3.5% 

en el grupo control (BA94C2 cultivado sin EO). Estos camarones exhibieron varios síntomas 

clínicos, características de AHPND (Anexos). Mientras que los camarones tratados con 

EOOv se redujo significativamente (P > 0,05) la tasa de mortalidad acumulada por efecto del 

patógeno causante de AHPND, en las tres dosis de EOOv evaluada (Fig. 16). En cuanto a la 

tasa mortalidad acumulada de los camarones por causa del patógeno BA94C2 en el grupo 

con EOMa solo se redujo significativamente (P < 0.05) a la dosis más alta evaluada (5.0 µg 

ml-1) (Fig. 16). Esto sugiere que el EOOv es más eficiente para afectar la virulencia de la 

cepa BA94C2, positiva a PirA/B. Estos resultados se correlacionan positivamente con los 

hallazgos evidenciado in vitro y sobre todo con el mecanismo de acción del EOOv, que afecta 

al sistema secreto tipo VI, considerado el sistema secretor de la toxina causante del AHPND.  
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Figura 16. Efecto del aceite esencial (EOOv y EOMa), sobre la virulencia de V. 

parahaemolyticus, mortalidad acumulada (%) de juveniles de P. vannamei 96 horas después 

de la exposición al patógeno V. parahaemolyticus, crecido con EO a dos dosis subletales. La 

barra de error representa el S.D. de la media (n = 6). El asterisco (*) representan diferencias 

significativas respecto del control (P < 0.05, Dunnett's). 

En nuestro estudio observamos un claro efecto de los EOs sobre la virulencia de los dos 

patógenos evaluados V. campbellii, V. parahaemolyticus aislado local, altamente virulento 

para las larvas de camarones, observando una reducción significativa en las tasas de 

mortalidad acumulada de las PL expuestas a V. campbellii, y juveniles expuesta a V. 

parahaemolyticus en los inóculos bacterianos cultivado en presencia de los EOs a dosis 

subletales. La reducción en la mortalidad indica la efectividad de los dos aceites para inhibir 

la virulencia de los Vibrio.  

6.10. Efecto beneficioso de los EOs en estanques de cultivo de P. vannamei 

En los estanques, los parámetros ambientales se mantuvieron dentro de los rangos aceptables 

para el cultivo de P. vannamei durante todo el experimento. La temperatura fluctuó entre 

25.5 - 29.4 oC, los niveles de O2 disuelto siempre se mantuvieron por encima de 3.5 mg L-1 

y la salinidad entre 34 - 45 g L-1. La supervivencia acumulada (%) y el rendimiento (kg / ha) 

fueron significativamente mayores (P < 0.05) en los estanques tratados con EOOv en ambas 
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dosis evaluadas, en comparación con el grupo control. Con respecto a EOMa solo a la dosis 

más alta evaluada (5.0 mg kg-1), el rendimiento y la supervivencia se mejoraron 

significativamente (P < 0.05) en comparación con el grupo control (Tabla 3). La 

supervivencia final de los camarones tratados con EOOv a una dosis de 2.5 y 5.0 mg kg-1, 

aplicada en alimentos fue de 92.2 ± 5.6% y 93.1 ± 4.8%, respectivamente. Para los camarones 

tratados con EOMa a la misma dosis, la supervivencia fue de 87.1 ± 6.8% y 89.2 ± 4.5% 

respectivamente, y para el grupo control la supervivencia final fue de 72.0 ± 8.7%. No hubo 

mejoras significativas (P > 0.05) en términos de peso promedio, tasa de crecimiento 

específico y factor de conversión alimenticia entre el camarón tratado y el grupo de 

camarones de control. (Tabla 3). Aunque no hubo brote de vibriosis, fue posible obtener 

mayores rendimientos de supervivencia y producción en la cosecha. Aunque se obtuvo 

excelentes resultados con ambos EOs evaluados, los mejores resultados se obtuvieron 

mejores con el EOOv. Resultado que está relacionado con los obtenidos in vitro, en que el 

EOOv fue más efectivo para detener los indicadores de QS. 

Tabla 3. El efecto beneficioso de los EOs en el cultivo de camarones P. vannamei durante un 

bioensayo de 102 días (duración del ciclo de producción). Los resultados se presentan como 

media ± SD (n = 4). Diferentes letras minúsculas indican diferencias significativas (P < 0.05). 

Tratamientos Aceites 

esenciales 

(mg/kg) 

Densidad de 

siembra 

(camarón/m2) 

Peso 

promedio 

(g) 

Supervivencia 

(%) 

Rendimiento                

(Lb ha-1) 

Factor de 

conversión 

alimenticia  

EOOv 2.5 12 12.4±1.3 a 92.2±5.6 b 2098.2±193.8 bc 1.06±0.13 a 

  5.0 12 13.3±1.9 a 93.1±4.8 b 2291.1±192.4 bc 1.03±0.09 a 

EOMa 2.5 12 11.1±1.1 a 87.1±6.8 ab 1943.4±196.8 ab 1.14±0.28 a 

  5.0 12 12.1±1.5 a 89.2±4.4 b 2071.2±146.2 b 1.03±0.04 a 

Control - 12 11.5±2.0 a 72.0±8.7 a 1574,9±212.1 a 1.27±0.37 a 
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7. Conclusiones y recomendaciones 

 

 Los EOs, EOOv y EOMa inhibieron los indicadores de QS de los vibrios evaluados 

y las dosis activas más bajas no mostraron toxicidad. Sin embargo, el más eficiente 

fue EOOv. 

 El análisis transcripcional revela que el EOOv tiene múltiples dianas para afectar la 

virulencia del V. parahaemolyticus positivo a pir A/B.   

 El EOOv fue el más eficiente para inhibir la virulencia de V. campbelli y V. 

parahaemolyticus positivo a pir A/B, y su aplicación en campo mejoró 

significativamente la producción de P. vannamei. 

 Estos resultados ilustran las ventajas del uso del aceite esencial como herramientas 

antivirulencia para controlar la vibriosis en cultivo de camarón. 

 

Los aceites tienen varias propiedades biológicas por lo que se recomienda urgente la 

exploración de los aceites esenciales extraídos de plantas endémicas del Ecuador, a fin de 

valorizar y conocer su potencial biotecnológico, constituyéndose en herramientas claves para 

control de patógenos biológicos salud clínica y animal. En plena era post antibiótica los EO 

se constituyen en una alternativa promisoria para el remplazó de los antibióticos. Ecuador 

considerado un país megadiverso con una gran diversidad de flora, lo mismo que se traduce 

a una gran diversidad de moléculas no exploradas. Pudiendo encontrar la curas para muchas 

de las patologías actuales. 
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9. Anexos  

ANEXO 1. 

 

Esquema metodológico del cribado in vitro de la actividad antiquorum sensing de los aceites esenciales para los vibrios patógenos P. 

vannamei.    
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ANEXO 2. 

 

 

Esquema metodológico utilizado para elucidar el mecanismo de acción del aceite esencial sobre el V. parahaemolyticus causante de la 

necrosis hepatopancreática aguda (AHPND, siglas en inglés). 
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ANEXO 3. 

 

Esquema metodológico usado para evaluar la toxicidad in vitro e in vivo de los aceites esenciales.  
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ANEXO 4. 

   

 

Validación in vivo de la eficacia de los aceites esenciales sobre la virulencia de los vibrios y beneficio para el cultivo de camarón P. 

vannamei.  


