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Evaluacion de extracto etanolico de hojas de tomillo
Thymus vulgaris como inhibidor de virulencia en Vibrio
parahaemolyticus

Francisco Pozo-Miranda'"; Silvia Pinoargote-Véliz?

Resumen

Actualmente hay enfermedades emergentes causadas por bacterias, cuyo problema principal es el sindrome de mortalidad tempra-
na transmitido por Vibrio parahaemolyticus causando mortalidad y pérdidas econémicas en cultivos de invertebrados acuaticos.
Por ello, se investigo6 la efectividad del extracto de las hojas del tomillo Thymus vulgaris como agente inhibidor de virulencia. Se
efectuaron ensayos in vitro de factores de virulencia como concentracion minima inhibitoria, densidad celular, movilidad y biope-
licula. Los resultados permitieron determinar inhibicién en la proliferacién bacteriana de los ensayos a distintas concentraciones,
efecto que se percibio en la sensibilidad para V. parahaemolyticus correspondiente a la concentracién minima inhibidora a 3.5
mg/mly 10.5 mg/ml. En la densidad celular se observé accion inhibidora a 17.5 mg/ml. En ensayos de movilidad en medio semi-
liquido (swimming) la bacteria disminuy¢ la capacidad de moverse a 17.5 mg/ml, 10.5 mg/ml y 3.5 mg/ml, al igual que en medio
semisolido (swarming) donde la bacteria careci6 de capacidad para moverse frente a todas las concentraciones. En cuanto a la
formacion de biopelicula se observo que el efecto inhibidor resulta a 3.5 mg/ml. Se concluye que el extracto de tomillo no funcion
como antibacteriano, sino como inhibidor de virulencia para V. parahaemolyticus, accién que se debe a compuestos presentes en
el extracto (indol y lactonas). No obstante, para establecer su uso en acuacultura es necesario realizar ensayos de purificacion de
estas dos moléculas para evaluar en infecciones con Vibrio parahaemolyticus en larvas de camarén.
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Evaluation of ethanolic extract of thyme leaves Thymus
vulgaris as a virulence inhibitor in Vibrio parahaemolyticus

Abstract

Currently there are emerging diseases caused by bacteria, whose main problem is the early mortality syndrome transmitted by Vibrio
parahaemolyticus causing mortality and economic losses in aquatic invertebrate culture. For this reason, the effectiveness of the
extract of the Tomillo leaves Thymus vulgaris as a virulence inhibitor agent was investigated. In vitro assays of virulence factors
such as minimum inhibitory concentration, cell density, mobility and biofilm were carried out. The results allowed determining
inhibition in the bacterial proliferation of the tests at different concentrations, an effect that was perceived in the sensitivity for V.
parahaemolyticus corresponding to the minimum inhibitory concentration at 3.5 mg/ 1 and 10.5 mg/ml. In the cell density, inhibitory
action was observed at 17.5 mg/ml. In mobility tests in a semi-liquid medium (swimming) the bacteria decreased the ability to move
to 17.5 mg/ml, 10.5 mg/ml and 3.5 mg/ml, as well as in a semi-solid medium (swarming) where the bacteria lacked the ability to move
against all concentrations. Regarding biofilm formation, it was observed that the inhibitory effect results at 3.5 mg/ml. It is concluded
that the thyme extract did not function as an antibacterial, but rather as a virulence inhibitor for V. parahaemolyticus, an action that is
due to compounds present in the extract (indole and lactones). However, to establish its use in aquaculture, it is necessary to carry out
purification tests of these two molecules to evaluate infections with Vibrio parahaemolyticus in shrimp larvae.

Keywords: Key words: cell density, inhibitor, mobility, Thymus vulgaris, Vibrio parahaemolyticus

Recibido: 17 de abril de 2021
Aceptado: 8 de agosto de 2021

! Master en gestion y auditorias ambientales Pontificia Universidad Catolica del Ecuador Sede Manabi. Cdla. Primero de Mayo, Portoviejo,
Manabi, Ecuador

2 Biologa Marina. Pontificia Universidad Catoélica del Ecuador Sede Manabi. Cdla. Primero de Mayo, Portoviejo, Manabi, Ecuador.

“Autor correspondiente: fhpozo@espol.edu.ec




CiENCiA UNEMI Volumen 14, Ntmero 37, Septiembre-Diciembre 2021, pp. 81 - 91

I. INTRODUCCION

El cultivo del camaroén blanco Penaeus vannamet
se ha incrementado (Poveda, 2017a) y consigo las
enfermedades producidas por bacterias como Vibrio
parahaemolyticus, un patégeno
hal6filo (Trinh et al., 2018), que pertenece a la
familia Vibrionaceae (Gémez et al., 2019), habita en
ambientes marinos y estuarinos (Rezny & Evans,
2018), siendo su rango 6ptimo de salinidad entre
5 — 30 g/l (Rodriguez-Camacho et al., 2014). V.
parahaemolyticus es el responsable del Sindrome
de Mortalidad Temprana (EMS por sus siglas en
inglés) (Saavedra-Olivos et al., 2018), a causa
de la enfermedad de necrosis hepatopancreatica
aguda (AHPND por sus siglas en inglés) capaz de
ocasionar el desprendimiento de células epiteliales
del hepatopancreas (Soo et al., 2019), causando

gramnegativo

posteriormente no solo la muerte de los organismos
afectados durante los 35 primeros dias (Junprung
et al.,, 2018), sino también pérdidas econdmicas
en paises como China, Vietnam, Malasia, México y
Filipinas (Bondad-Reantaso, 2016) incluidos Belice
(Varela-Mejias et al., 2017) y paises Sudamericanos
(Pena et al., 2015).

Una opcioén para combatir el AHPND seria el
uso de probidticos, microorganismos que poseen
la capacidad para adherirse al tracto intestinal y
mejorar las capacidades del entorno de cultivo, sin
embargo, para mantener los resultados se necesita de
una aplicacion constante (Toledo et al., 2018). Otra
de las soluciones es tener un correcto manejo del
agua de los estanques que genera estrés en el animal
y costos elevados (Bondad-Reantaso, 2016). Una
buena opcién también seria el uso de extractos crudos
de plantas que posee propiedades antifingicas,
antibacterianas y anti virulentas (Mohammadmehdi
& Jamshid, 2017).

Resultados eficaces se han reportado con extractos
de ciertas plantas como orégano (Origanumvulgare),
hierba luisa (Aloysia triphilla) (Sorroza et al., 2017),
guayaba (Psidium guajava) (Mohammadmehdi &
Jamshid, 2017), eucalipto (Eucalyptus melliodora)
frente a bacterias como V. parahaemolyticus,
V. wulnificus, V. haveyi (Carbay Uyaguari &
Sorroza Ochoa, 2019). De igual modo, el tomillo
(Thymus vulgaris) ha demostrado su actividad
antibacteriana contra microorganismos patogenos
como Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
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Candida albicans, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus, Salmonella typhimurium
(Quynh & Trang, 2019), Vibrio algunlyticus, Vibrio
vulnificus (Tomazelli et al., 2017), Vibrio fluviales
y V. parahaemolyticus (Oramadike & Ogunbanwo,
2017). Esta actividad es atribuida a presencia de
aceite esencial que ha sido considerado como
un agente antimicrobiano, debido a compuestos
fenolicos, timol y carvacrol (Tomazelli et al.,
2017), pero de extractos Thymus vulgaris también
poseen moléculas denominadas auto inductores
como lactonas e indol, cuyos reportes indican que
a la regulacion de la virulencia y en algunos casos
disminuyen la virulencia de bacterias patogenas
(Yang, Julyantoro, et al., 2017).

Considerando que la industria camaronera en
el Ecuador representd en el periodo de enero 2021
en exportacion 238" 565.407,14 millones de délares
(Poveda, 2017b), es necesario aplicar nuevas y
eficaces opciones para contrarrestar enfermedades
bacterianas emergentes. Por ello, el presente trabajo
tiene como objetivo evaluar la actividad del extracto
del tomillo Thymus vulgaris contra la virulencia
de Vibrio parahaemolyticus, mediante analisis de
concentraciones terapéuticas, a fin de disminuir
la actividad de factores de virulencia, siguiendo la
hipotesis de que el extracto de Thymus vulgaris
inhibe la virulencia de Vibrio parahaemolyticus.

II. METODOLOGIA
Obtencion del material vegetal

El tomillo fresco obtenido de una tienda de
especias procedente de un cultivo orgénico fue secado
en una incubadora Memmert durante 4 h a 80°C.
Luego se separaron las hojas, ya secas se trituraron
y pulverizaron usando un Coffee Mill Proctor Silex
(Modelo E160).

Obtencién del extracto

Se tomaron 85 gr de hojas pulverizadas de T.
vulgaris para colocarlos en un vaso de precipitaciéon
que contenia 807 ml de etanol al 96%, luego se colocd
en la plataforma de agitacion Heidolph y se retird
después de 24 h. Posteriormente, se dej6 precipitar
el soluto y se recuper6 el sobrenadante para filtrarlo
por tres veces. Para eliminar el disolvente y obtener
un extracto en la porcidon acuosa, la soluciéon fue
colocada en el ROTAVAPOR-R (Modelo Buchi



256064) a 30+1°C a 3 rpm (Gonelimali et al., 2018).
Posteriormente se obtuvo una concentracion de 30
mg/ml del extracto al 100%.

Cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (CG-EM)

El analisis cromatogréafico se efectud en Centro de
Investigaciones Biotecnologicas del Ecuador (CIBE).
Se realizd6 una Cromatografia de gases acoplada
a espectrometria de masas (CG-EM), usando una
columna: DB-5MS (30 m longitud x 0.25 mm
Diametro interno) con 0.25 micrémetros de espesor
de pelicula, con los parametros de temperaturas:
inyecciéon a 250°C en modo Splitless, temperatura
inicial del horno a 70°C por 2 minutos, gradiente
del horno a 5°C/min, final del horno a 300°C por
6 minutos, de transferencia a 300°C, del detector a
230°C. El voltaje de electroionizacion fue a 70 eV a
un rango de screening de 50-550 u.m.a.

Obtencién de la cepa bacteriana

Se us6 una cepa de V. parahaemolyticus del
repositorio del Laboratorio de Microbiologia
de la carrera de Biologia Marina (PUCE - Sede
Manabi). Esta fue obtenida del hepatopancreas
de camarones Litopenaeus vannamei enfermos
de un cultivo comercial en la provincia de Manabi.
El hepatopéincreas fue macerado y sembrado por
la técnica de barrido en medio de cultivo TCBS y
posteriormente mantenido en refrigeracion hasta su
activacion.

Preparacion de los discos de inhibicién

Se elaboraron discos de papel filtro estéril
Whatman de 6 mm de didmetro, se impregnaron con
20 pl del extracto (agua de peptona y extracto de T.
vulgaris) a diferentes diluciones 3.5 mg/ml, 17.5 mg/
ml, 24.5 mg/ml. Para el control positivo se emplearon
discos con 20 pl (0.03 mg/ml) de oxitetraciclina.

Concentracion Minima Inhibitoria

Para determinar la sensibilidad bacteriana al
extracto, se utiliz6 el método de difusion en agar, que
consiste en preparar cajas Petri con medio de cultivo
Luria Bertani (LB) e inocular la cepa bacteriana
(D.O.,,, = 0.1) con un hisopo. Para esto se tomaron
los discos impregnados con extractos a diferentes
concentraciones y se colocaron sobre el medio de
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cultivo LB. Se incubaron a 29+1°C durante 24 h. Se
cuantifico mediantela medicion del halo de inhibicion
(mm). Los anélisis se realizaron con 6 réplicas por
concentracion (Oramadike & Ogunbanwo, 2017).
Para la Concentraciéon Minima Inhibidora (CMI) se
escogieron concentraciones efectivas del extracto
que disminuyan la proliferaciéon bacteriana, de
acuerdo con las categorias resistente (R < 14.00
mm), intermedio (I de 15.0 a 18.0 mm) y sensible (S
> 19.0 mm).

Densidad celular

Para la determinacion del crecimiento celular
se prepararon 3 diluciones del extracto etandlico de
T. vulgaris a concentraciones de 3.5 mg/ml, 10.5
mg/ml y 17.5 mg/ml. Se distribuyeron de forma
seriada tubos con 8 ml de medio nutritivo (agua de
peptona), al igual que las diluciones de cada extracto.
Se inocul6 la bacteria V. parahaemolyticus a una
densidad optica (D.O.,  =0.1) y se incub6é por 24
h a 29°C. Se cuantific6 la D.O. a una longitud de
onda de 600 nm cada 6 h en un espectrofotometro
Spectroquant NOVA 60. Se emplearon 6 réplicas
para cada tratamiento.

Determinacion de niveles de biopelicula

En tubos de cultivo de fondo plano de vidrio
de 16 mm se adicionaron los extractos de cada
tratamiento 3.5 mg/ml, 10.5 mg/ml, 17.5 mg/ml, se
distribuyeron alicuotas (200 pl) de cultivos de V.
parahaemolyticus y se incubaron por 24 h a 30+1°C.
Los tubos se lavaron con tampén de fosfato salino
(PBS). Se agreg6 etanol (150 pl) por 20 min, se
eliminé el etanol y se tifié con 150 pl de cristal violeta
(0.5%) durante 15 min. Posteriormente, se eliminé el
exceso de cristal violeta, se agreg6 etanol (150 pl) y
se ley6 la densidad optica en el espectrofotometro a
una longitud de onda (D.0O.) de 600 nm (J. Lee et al.,
2011). Se usaron 6 réplicas

Movilidad swimming

Se denomina movilidad swimming al medio
semiliquido que simula al liquido que hay entre los
tabulos del hepatopancreas del camar6on. En este
medio las bacterias desarrollan flagelo polar (cola)
y nadan libremente. Para determinar el swimming,
se distribuyeron alicuotas de suspensiéon de V.
parahaemolyticus de 1.0 de DO600 en placas Petri LB
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(0.2 % agar — 2% NaCl) y se agregd extracto (3.5 mg/
ml, 10.5 mg/ml, 17.5 mg/ml). Se incubaron durante
24 h a 30+£1°Cy se les midi6 el halo de movilidad. Se
emplearon 6 réplicas para cada tratamiento (Yang &
Defoirdt, 2015).

Analisis estadistico

Se evaluaron la normalidad y homocedasticidad
de las varianzas mediante las pruebas de Shapiro-
Wilk y Levene (p< 0.05) a los datos de sensibilidad,
densidad celular, y nivel de formacion de biopelicula
y movilidad. Cumplido el supuesto de normalidad de
los datos se evaluaron las diferencias significativas
respecto al control, mediante analisis de varianza
ANOVA una via (p< 0.05). Para los datos de
sensibilidad que no presentaron normalidad se
utilizaron las pruebas de Kruskal-Wallis y Mann-
Whitney. Los datos de cada ensayo fueron evaluados
usando el software libre R versiéon 3.6.0 y R Studio
version 1.1.453.

III. RESULTADOS
CG-EM

La evaluaciéon del extracto mediante CG-EM
permitié identificar 36 metabolitos, observamos

3,17-dione, 6-metoxi- y Acido Ferulico resultaron
predominantes. Otros metabolitos con menor area
de predominancia estan nutraceudticos como acido
succinico; el acido organico malico; sacaridos como
D-(+)-arabitol, ribitol glucitol, D-manitol lactosa,
beta-gentiobiosa y 2-alfa-manobiosa. Antioxidantes
como L-treito, vainillina, tirosol, acido vanilico, acido
galico, 4cido cafeico. Inhibidores de quorum sensing;:
4cido arabinénico-1,4-lactona, 1H-indol, como se
muestra en la tabla 1.

Concentraciéon Minima Inhibitoria

Se observo que los tratamientos 17.5 mg/ml y
24.5 mg/ml mostraron efecto inhibidor (15.40 mm de
diametro y 22.40 mm de didmetro respectivamente)
similar al control positivo con oxitetraciclina 0.03
mg/ml (22.70 mm de didmetro), sin embargo,
concentraciones més bajas mostraron halos de
inhibicion menores a los 15.0 mm de didmetro,
equivalentes a presencia de resistencia bacteriana al
extracto (figura 1). Los resultados nos demuestran
que 24.5 mg/ml de extracto crudo ayudan combatir
una infecciéon de forma similar a un antibi6tico
sintético, aunque concentraciones méis bajas del
extracto crudo también ayudan a contrarrestar el

a Ribitol, 6,10-Metano-19-norandrost-4-ene-  crecimiento bacteriano, pero en menor grado.
—~ 250
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Figura 1. Halo de inhibicién (mm) formado por los tratamientos con diferentes
concentraciones (mg/ml) del extracto de T. vulgaris. Medias con una letra
comun no son significativamente diferentes (p< 0.05).
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Tabla 1. Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM), de extracto etandlico de T.

vulgaris.
Tiempo de ) Masa
Identificacién putativa reten‘cién % Area £DE Formula empirica molecular
(min)

Acido beta-Lactico 9.073 0.07 +0.00 C10H1205 212.2
L-Valina 10.84 0.10+0.01 C5H1INO2 117.15
Dodecano, 4,6-dimetil- 11.33 0.06 +0.00 C14H30 198.39
Acido Succinico 13.42 0.25+0.02 C4H604 118.09
Hexadecano 13.65 0.16 £ 0.01 Cl6H34 226.44
Acido Glycerico 13.84 0.19 +0.00 C3H604 106.08
OA;i‘_j,O;ﬁClizl‘t);exanecarbo"“i°°’ -metil-2- 15.43 0.04+0.02 COH1403 170.21
BHT-quinona-metida 17.36 0.07+£0.02 C15H220 218.33
Acido Malico 17.85 0.22+0.02 C4H605 134.09
L-Treito 18.37 0.17+0.01 C4H1004 122.12
Vanillina 18.82 0.11£0.01 C8HB8O03 152.15
Tirosol 19.73 0.12+0.02 C8H1002 138.16
Acido dodecanoico, 1-metiletil ester 21.06 0.65+0.02 CI15H3002 242.4
Acido Arabinonico-1,4-lactona * 21.19 0.20+0.01 C5H805 148.11
D-(+)-Arabitol 22.90 0.16 £ 0.01 C5H1205 152.15
Ribitol 23.21 1.09 +0.02 C5H1205 152.15
Acido Vanillico 24.04 0.17+0.01 C8H804 168.15
Spiro[ciclopropano1,8'(1H')[3a.6]metano[3ah]
ciclopenta cicloocteno]-10'"-ona, octahidro-, 26.97 0.50 +0.02
(3'as,6'R,9'ar)-
Glucitol 27.94 0.48 £ 0.02 C6H1406 182.17
D-Manitol 27.62 0.35+0.01 C6H1406 182.17
Acido duniana 27.71 0.13 £0.00 C20H3204 336.5
Acido Galico 28.03 0.12 + 0.00 C7H605 170.1
zzilimﬁ‘[csl"l“ﬁg)tahi g‘fﬁ:g; 29.03 0.08 +0.01 CI3HI1CI2NO2 284.14
giln(;i\ngmo—19—n0randrost—4—en0—3,17—diona, 2975 135+ 0.03 C20H2603 314.4
Acido Ferulico 30.53 1.26 £ 0.03 CI10H1004 194.18
Acido Cafeico 31.38 0.43 £ 0.04 C9H804 180.16
Acido Heptadecanoico 31.55 0.13 +£0.01 C17H3402 270.5
1H-Indol * 32.24 0.14 £ 0.01 C8H7N 117.15
Alpa-D-Glucopiranosido, metil 38.58 0.17 £0.01 C7H1406 194.18
Fenoxanil 40.60 0.11 £ 0.01 C15H18CI2N202 329.2
Lactosa 40.78 0.31 £ 0.03 CI12H22011 342.3
Beta-Gentiobiosa 40.94 0.26 +0.03 C12H22011 3423
2-alfa-Manobiosa 41.13 0.28 £ 0.01 C12H22011 3423
D-Xilosa 42.15 0.07 +0.01 C5H1005 150.13
;izéﬁzb_igﬁo[9'2'2]pentadeca'1(14)’1 115)- 45.28 0.20 £ 0.06 CI4H2INO 21932
Rafinosa 49.63 0.20 £ 0.01 C18H32016 504.4

*Molécula con actividad de quorum sensing
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Densidad Celular

La evaluacion de la densidad celular se realizd
para establecer efecto del extracto sobre Ila
proliferacion bacteriana respecto al control (sin
extracto), se observd que el extracto muestra efecto
antibaterial durante las 24 horas a concentracion alta
(17.5 mg/ml), comportamiento diferente se observo a
concentraciones méas bajas (10.5 mg/mly 3.5 mg/ml).
Aqui se pudo observar que la proliferacion bacterial
fue similar al control hasta las 12 horas, finalmente,

a las 16 horas en ambos tratamientos reducen de
crecimiento microbiano, como se muestra en la
figura 2.

Estos resultados demuestran que el extracto
posee moléculas con capacidad antibacterial, que
cuando el tratamiento estd a menor concentracion
(10.5 mg/ml y 3.5 mg/ml) tales moléculas tardan en
mostrar el efecto (18 horas), pero disminuyendo la
poblaciéon bacteriana en un 50% menos que el control
(sin extracto).

1,4
~ —-—175
O, 1,2
2 10 ——105
<
2 08
= —=>¢=3.5
O 06
=
:.9 0.4 —@— Control -
w2
5
a 0,2
0,0
00:00 h 06:00 h 12:00 h 18:00 h 24:00 h
Tiempo

Figura 2. Valores de la densidad éptica (DO) en diferentes concentraciones (mg/
ml) del extracto de T. vulgaris. cuantificado cada seis horas. Asteriscos las
diferencias significativas que poseen los tratamientos respecto al control -

(sin extracto).

Formacién de biopelicula

Se evalu6 la formacion de biopelicula para
establecer el efecto del extracto sobre la capacidad
de la bacteria para adherirse a una superficie o tejido
especifico. Los resultados mostraron que la bacteria
disminuy6 significativamente (ANOVA p< 0.05) la
capacidad de formar biopelicula (promedio D.O. =

0.08) en todos los tratamientos (17.5 mg/ml, 10.5
mg/ml y 3.5 mg/ml) comparados con el control
(D.O. = 0.16) como se observa en la figura 3. Se
observa que concentraciones minimas (3.5 5 mg/ml)
son suficientes para evitar agregaciones celulares,
contrarrestando la colonizacion de bacterias a
superficies o tejidos.
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Figura 3. Valores de la D.O. perteneciente a cada concentracion del extracto de T.
vulgaris después de 24 h de incubacion a 30+1°C con respecto al control.
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p< 0.05).

Niveles de movilidad swimming

Al evaluar mediante ANOVA p< 0.05 la movilidad
de las colonias bacterianas se observo que el extracto
de T. vulgaris redujo significativamente la movilidad
swimming de la bacteria comparado con el control
(17.40 mm didmetro). La concentracion de 17.5 mg/
ml present6 una movilidad de 2.2 mm diametro,

movilidad similar al resto de concentraciones
evaluadas como se muestra en figura 4. Podemos
observar que las concentraciones evaluadas evitan
la movilidad en medio semiliquido, lo cual brinda
una oportunidad para contrarrestar la movilizacion
de colonias en superficies como tibulos de 6rganos
objetivos (hepatopancreas).

—~ 25,0
2
b b
= 20,0 et
9
5)
;§ 15,0
=
o 10,0
o
L)
CEG 5.0 a a a

0.0 [ 1 ] ]

3.5 10.5 17.5 Control -

Concentracion (mg/ml)

Figura 4. Movilidad swimming de Vibrio parahaemolyticus en agar semiliquido con
extracto de T. vulgaris a distintas concentraciones (mg/ml). Medias con una
letra comun no son significativamente diferentes (p< 0.05).

IV. DISCUSION

En la actualidad, los patégenos bacterianos
especificamente del género Vibrio es el principal
problema en el cultivo de camar6n (Saavedra-Olivos

et al., 2018) y el uso de antibitticos es el principal
tratamiento que genera problematicas como; residuos
en el suelo del cultivo, en el musculo del camarén y
resistencia bacteriana (Varela-Mejias & Alfaro-Mora,
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2018). Se ha demostrado que los extractos de origen
vegetal evitan esta problemaética, al aplicarse como
medidas profilacticas para combatir a las bacterias
en la acuicultura (Carbay Uyaguari & Sorroza Ochoa,
2019).

El tomillo Thymus vulgaris es una especie de
planta que pertenece a la familia Lamiaceae, sus
hojas son pequenas y aromaticas (Salehi et al.,
2019), cuya composicion quimica incluye terpenos,
alcoholes terpénicos, derivados fenolicos, cetonas,
aldehidos, éteres y ésteres (Salehi et al., 2019). En
varios estudios se ha atribuido el efecto benéfico de
Thymus vulgaris a su aceite esencial, que se ha sido
considerado como un agente antimicrobiano, debido
a compuestos fenolicos y compuestos volatiles como
timol y carvacrol (Tomazelli et al., 2017) extraido
con solventes acuosos mediante arrastre por
vapor (Montero-Recalde et al., 2018), que podrian
contrarrestar la enfermedad AHPND causada por V.
parahaemolyticus mediante la muerte de la bacteria
causal.

Al trabajar con extractos etandlico nos
encontramos con moléculas tipo nutracetticos como
acido succinico y su derivado acido malico, aceite
esencial como el hexadecano y una molécula de
caracter citotoxico como es BHT-quinona las cuales
pudieron causar el efecto antibacteriano observado
en el andlisis de concentracién minima inhibitoria
(CMI) a concentraciones de 24.5 mg/ml, 17.5 mg/
ml, 10.5 mg/ml y 3.5 mg/ml (esta Gltima con un
didametro de inhibicién de 12.0 mm). Otro estudio
también observé efecto inhibitorio, aunque esto
fue a concentraciones superiores a 1.3 mg/ml de
extracto con un didmetro de 7.7 mm (Oramadike
& Ogunbanwo, 2017), lo que indica que a mayor
concentracion de T. vulgaris mayor es el didmetro
del halo de inhibicién (Montero-Recalde et al., 2018).
El efecto observado en cada uno de los estudios varia
mucho en cuanto a la concentraciéon usada, esto
podria ser a causa de la composicion fenélica presente
en el extracto durante el tiempo de los tratamientos
(Quynh & Trang, 2019), por tanto para contrarrestar
de manera méas eficaz la actividad bacteriana, es
necesaria la combinaciéon de moléculas con actividad
biolégica para neutralizar el crecimiento de bacterias
principalmente multirresistente (Iseppi et al., 2019).

Por otro lado, el extracto también presenta
glucoésidos, antioxidantes

y moléculas muy
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interesantes con capacidad de regulacion de la
comunicacion celular (quorum sensing) (tabla 1).
El quorum sensing (QS) es un proceso en el cual las
bacterias activan su virulencia en relaciéon con su
densidad celular, a alta densidad celular se induce
la liberacion de moléculas auto inductoras acil-
homoserin-lactonas (HSL) que activan la expresion
de genes OpaR que estimulan la patogenicidad
de la bacteria (Kalburge et al., 2017), mediante el
incremento dela movilidad, formacion de biopelicula,
produccién de sider6foros, bioluminiscencia y otros
(Burkeetal.,2015; Karnjanaetal.,2019; Paczkowski et
al., 2017). Ahora, moléculas de indol han demostrado
actividad antagbénica ha acil-homoserin-lactonas
(HSL) (Kim & Park, 2015; J. H. Lee et al., 2015; Li
et al., 2014; Mueller et al., 2009; Yang, Lin, et al.,
2017). Esto podria justificar los resultados obtenidos
debido a la presencia de indol de nuestro extracto.
Nosotros observamos que a concentraciéon baja de
extractos (3.5 mg/ml) la actividad antibacteriana
disminuye, pero la actividad antivirulencia aumenta,
evidenciado en la disminucién de la formaciéon de
biopelicula y movilidad, debido a la presencia de un
agente regulador de la expresion genética bacteriana
(Myszka et al., 2016). El indol es una molécula
de senalizaciéon heterociclica, que ha demostrado
la reduccion de genes relacionado a virulencia y
formacion de biopelicula en Pseudomona aeruginosa
(J. Lee et al., 2011). Esto confirma la hipétesis de que
el extracto de Thymus vulgaris al poseer moléculas
de Indol podria acttia como inhibidor de virulencia,
brindandonos oportunidad de crear tratamientos
terapéuticos que eviten el problema de resistencia
bacteriana.

V. CONCLUSION

La presente investigacion evidencidé la eficacia
que tiene el extracto alcohdlico de T. vulgaris
sobre Vibrio parahaemolyticus, al
concentraciones minimas (3,1 mg/ml) que detiene el
crecimiento. En cuanto a la capacidad patogena de
la bacteria relacionado a su movilidad y formacion

establecer

de biopelicula, estas fueron totalmente inhibida,
debida a la presencia de indol, molécula que tiene
la capacidad de regulacion de expresion genética,
inhibiendo la expresion de genes de virulencia. Pese
a esto, se requiere evaluar la purificacion y toxicidad
de esta molécula con el fin de encontrar resultados



que permitan emplearlos en los tanques de cultivo,
en presencia de larvas de camardn.
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