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Resumen 

Este estudio mixto comprobó el efecto del citral en la reducción de los factores de virulencia 

de Pseudomonas aeruginosa y Vibrio parahaemolyticus, cuyas bacterias han presentado 

resistencia a múltiples antibióticos, por lo que se busca comprobar otros compuestos 

antimicrobianos. Por tanto, en este estudio exploratorio desarrollado en el Campus Bahía de 

Caráquez de la Pontificia Universidad Católica del Ecuador Sede Manabí, desde enero hasta 

febrero de 2023, se trabajó con las bacterias de V. parahaemolyticus y P. aeruginosa, 

exponiéndolas a diferentes concentraciones de citral (0.0; 0.3; 0.6 y 1.2 ppm). Se utilizó el 

análisis estadístico de varianza ANOVA (p≤0.05) para evaluar los datos recolectados y el 

método de Tukey (p≤0.05) para tres muestras de los factores de virulencia (crecimiento, 

movilidad, formación de biopelículas). Los resultados demuestran la capacidad del citral de 

reducir los factores de virulencia; también determinan que a concentraciones terapéuticas de 

0.3 y 0.6 ppm/citral, reduce de forma significativa en el crecimiento en V. parahaemolyticus 

(0.146±0.077 Abs) y P. aeruginosa (0.091±0.036 Abs). En la movilidad, muestran que V. 

parahaemolyticus disminuye a concentraciones a 0.6 ppm/citral, mientras que para P. 

aeruginosa todas las concentraciones demuestran ser efectivas. En cuanto a la formación de 

biopelículas, los hallazgos comprueban que el citral reduce a distintas concentraciones 

aplicadas en los cultivos de V. parahaemolyticus, mientras que en P. aeruginosa no presenta 

efecto significativo. Se establece que el citral es eficiente para inhibir los factores de 

virulencia en V. parahaemolyticus y P. aeruginosa según las concentraciones aplicadas. 

 

Palabras clave: V. parahaemolyticus, P. aeruginosa, citral, movilidad, biopelícula. 
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Abstract 

This mixed research study aimed to confirm the effects of citral on lowering the production 

of virulence factors in Pseudomonas aeruginosa and Vibrio parahaemolyticus, whose 

bacteria have developed resistance to several antibiotics, so that this study seeks to prove 

other antimicrobial compounds. Consequently, this exploratory research study was carried out 

at Bahía Campus of Pontificia Universidad Católica del Ecuador Sede Manabí from January 

to February 2023; Pseudomonas aeruginosa and Vibrio parahaemolyticus bacteria were 

exposed to different citral concentrations (0.0; 0.3; 0.6 and 1.2 ppm). Statistical analysis of 

variance (ANOVA) (p≤0.05) was used to evaluate collected data, as well as Tukey’s method 

to evaluate three samples of virulence factors (growth, motility and biofilm formation). The 

findings evidence that citral is able to reduce virulence factors; they also determine that at 

therapeutic concentrations of 0.3 and 0.6 ppm/citral, citral significantly reduces growth in V. 

parahaemolyticus (0.146±0.077 Abs) and P. aeruginosa (0.091±0.036 Abs). Regarding 

motility, the findings show that V. parahaemolyticus decreases at concentrations of 0.6 

ppm/citral, while all concentrations have proved to be effective for P. aeruginosa. About 

biofilm formation, the findings prove that V. parahaemolyticus cultures have effectively 

decreased by citral at different concentrations, but they do not have a significant effect on P. 

aeruginosa. It is established that citral is able to inhibit the production of virulence factors in 

V. parahaemolyticus and P. aeruginosa depending on the different concentrations. 

 

Keywords: V. parahaemolyticus, P. aeruginosa, citral, motility, biofilm 
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 Introducción 

Las bacterias marinas provocan enfermedades en los organismos de cultivo 

mayormente en la producción de camarón. Principalmente ocasionadas por Pseudomona 

aeruginosa y Vibrio parahaemolyticus (Calva Pacheco Bianca Pierina, 2021; Morales et al., 

2007), por lo que para su prevención o control se han usado múltiples antibióticos. Estos son 

compuestos sintéticos, que han mostrado afectación a la microbiota intestinal(útil para la 

degradación de alimentos y producción de ciertos compuestos esenciales para el organismo), 

del cual al no proporcionarle de manera adecuada y administrar múltiples antibióticos al tratar 

las enfermedades pueden desarrollar resistencia bacteriana , por lo que es necesario evaluar 

otros productos (Sandoval et al., 2021) como el citral. 

El citral 3,7-dimenthyl-2,6-octadiena, proviene de un conjunto de cítricos que se ha 

probado y aprovechado sus propiedades aromáticas añadidos en productos alimenticios y 

bebidas (Xu et al., 2022). Además, estudios comprueban su utilidad como antimicrobiano y 

controlador de factores de virulencia (Sun et al., 2019). Ante la interacción del citral con las 

bacterias, (Liu et al., 2020) expresa que el citral tiene propiedades que produce inhibición en 

la formación de biopelícula, además es capaz de reprimir la expresión de genes, también 

depende de las concentraciones administradas este compuesto puede dañar estructuras celular 

de las bacterias. 

Las bacterias han desarrollado con el tiempo factores que les han permitido invadir y 

lisar a la célula huésped, obteniendo complementos nutricionales, de las cuales le han permitido 

sobrevivir dentro de un organismo. Según (Chávez-López, 2021) los factores de virulencia en 

bacterias conlleva una serie de mecanismos donde participan proteínas y enzimas que 

contribuyen de manera efectiva a la adherencia, en la invasión, multiplicación y creación de 

toxinas dentro de las células huéspedes. Menciona (Nüesch-Inderbinen et al., 2021) en su 
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estudio con Escherichia coli, establece que la virulencia proviene de la codificación genética 

relacionada a la patogenicidad e incluso resistencia a antibióticos. 

Vibrio parahaemolyticus es una bacteria que crece y se desarrolla en medio acuático, 

se han observado casos donde afecta principalmente en Penaeus vannamei (Varela & Choc-

Martínez, 2020) provocando debilidad en el individuo siendo incapaz de poder alimentarse. 

También causa atrofia en algunos órganos y decoloración del hepatopáncreas, hasta es capaz 

de causar mortalidades desde los 7 días de comenzar el sembrío de camarón (Morales et al., 

2007). (Li et al., 2019) menciona que los factores de virulencia de V. parahaemolyticus se debe 

a la producción de hemolisinas, los sistemas de secreción tipo III(T3SS) y (T6SS), factores de 

adherencia, lipopolisacáridos, la liberación de enzimas de proteasas, del cual, la bacteria 

produce para así destruir las membranas celulares, lisosomales y otras células que se encuentra 

en el interior del organismo. 

Pseudomona aeruginosa es otra bacteria que afecta tanto animales como en personas y 

plantas, esta especie se encuentran en entornos de agua o sedimento, del cual en sistema 

acuícola afectan a los animales marinos mayormente peces y crustáceos. En el caso de 

camarones Litopenaeus vannamei infectados con P. aeruginosa presentan manchas oscuras en 

el exoesqueleto y apéndices, tejido muscular con inflamación y necrosis (Calva Pacheco Bianca 

Pierina, 2021). La efectividad de virulencia de P. aeruginosa se debe a los mecanismos que la 

bacteria ha optado para infectar a sus huéspedes, de las cuales según (Rodulfo et al., 2019) 

consiste la presencia del pili, flagelos, toxinas, lipopolisacáridos, enzimas proteolíticas y otros.  

Estos microorganismos patógenos provocan numerosas mortalidades y al tratar de 

controlar con diferentes antibióticos, causa en muchos casos que las bacterias adquieren 

resistencia a estas moléculas antimicrobianas, de ahí la importancia de evaluar otro tipo de 

moléculas como 3,7-dimenthyl-2,6-octadiena(citral) para atenuar la virulencia de bacterias. 
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Ante estos antecedentes, el presente estudio tiene como objetivo evaluar el citral como 

antimicrobiano para reducir los factores de virulencia mediados en Vibrio parahaemolyticus y 

Pseudomona aeruginosa, de los cuales se quiere establecer concentraciones de citral mediante 

pruebas de sensibilidad que permitan identificar concentraciones terapéuticas que reducen la 

virulencia de Vibrio parahaemolyticus y Pseudomona aeruginosa; reducir la movilidad y 

formación de biopelículas de las colonias de bacterias antes mencionadas en presencia de tres 

concentraciones terapéuticas de citral. 
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Metodología 

Obtención de cepas 

Se trabajó con las bacterias de Vibrio parahaemolyticus y Pseudomona aeruginosa, las 

cuales se encuentran en el laboratorio de la Pontificia Universidad Católica del Ecuador 

Campus Bahía, en el laboratorio de microbiología. Las bacterias se activaron en medio de 

cultivo Luria-Bertani LB agar (2% NaCl), mediante siembra por estrías, la incubación se 

efectuó a 30 °C por 24 horas. 

Cultivo en medio líquido 

Una vez activada la cepa, se procedió a seleccionar una de las colonias para inocular en 

20 ml de medio de cultivo líquido fresco de LB al 2% NaCl. La incubación se desarrolló en un 

baño maría a 30 °C durante 24 horas (Sun et al., 2019). 

Crecimiento 

Para establecer la capacidad de crecimiento de Vibrio parahaemolyticus y Pseudomona 

aeruginosa ante el citral. Se preparó una suspensión bacteriana a densidad óptima (DO) de 1,0 

y se inoculó en medio de cultivo LB con distintas concentraciones de citral (0.0, 0.3, 0.6, 1.2 

ppm) con 2% de NaCl, luego se incubó 30°C durante 24h (Wang et al., 2021). La unidad de 

medición fue en absorbancia (Abs) en nm mediante espectrofotometría.  

Ensayo de motilidad  

Para establecer la movilidad de las colonias de las bacterias, se preparó LB al 0,4 % de 

agar y 2 % NaCl, se añadió el citral acorde a cada tratamiento (0.0, 0.3, 0.6, 1.2 ppm). Una vez 

preparado el medio de cultivo se inoculó en el centro de la caja Petri, 3 µl, de suspensión 

bacteriana a densidad óptica de 1,0. Se incubó a 30 °C durante 24 horas. La movilidad se 

cuantificó por la medición del halo de crecimiento en mm. Se utilizó 5 réplicas por cada 

tratamiento. 
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Formación de biopelículas  

Una vez activadas las cepas bacterias, se procedió a realizar la suspensión de cada cepa 

en un medio líquido, para obtener biomasa celular mediante incubación a 30 ºC durante 24 

horas a 100 rpm, hasta obtener una D.O. de 1,0. Luego se tomó una alícuota de la suspensión 

bacteriana y se inoculó en un matraz que contiene 100 ml de medio LB fresco suplementado 

con 2% NaCl, hasta obtener una densidad celular de 0,1 D.O. 

Una vez preparado el medio y la bacteria para evaluar, se añadió a cada tratamiento las 

concentraciones de 0.0, 0.3, 0.6, 1.2 ppm/citral. Se dejó en incubación por 24 horas a 30 oC. A 

continuación, mediante el uso de una aguja de 1 cm3 se eliminó el medio de cultivo, 

manteniendo la biopelícula en el tubo, luego los tubos se secaron para teñirlos con cristal violeta 

(CV) al 0,1% durante 15 min.  

Posteriormente, se usó un flujo continuo de agua para eliminar el exceso de cristal 

violeta y se dejó secar al aire. A continuación, se añadió etanol para solubilizar el CV, 

finalmente se realizó la cuantificación mediante espectrofotometría a 620 nm utilizando el 

espectrofotómetro YSI 9300. Cada tratamiento se evaluó con 5 réplicas (Awuor et al., 2022). 

Morfometría celular 

Se tomó una alícuota de 10 µl de un cultivo in vitro expuestas a concentraciones de 

citral para establecer el efecto en la morfología microbiana. Se colocó sobre un portaobjeto de 

vidrio, se realizó la tinción con cristal violeta y su visualización se hizo mediante el uso de un 

microscopio de luz a lente de 80x y 100x, la descripción se hizo como porcentaje % de células 

en forma de bacilo (alargados) y porcentaje de células en forma circular (esféricas) (figura. 1). 
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Figura 1 

Forma de la célula expuesta a citral. A= forma de bacilo y B= forma circular  

 

 

Análisis estadístico  

A todos los datos se realizó el análisis de normalidad según ShapiroWilk (p<0.05) y 

homocedasticidad mediante Levene (p<0.05). Una vez cumplido el supuesto de los datos se 

procedió a realizar en ANOVA (p<0.05) para analizar los datos dependientes de sensibilidad 

de crecimiento, nivel de formación de biopelícula y movilidad. 

Una vez determinado las diferencias significativas se procedió a realizar una prueba de 

post hoc de Tukey (p< 0.05). Los datos de cada ensayo serán evaluados mediante SPSS versión 

25. 
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Resultados 

 Crecimiento  

Los resultados mostraron diferencias significativas entre las concentraciones de citral 

mediante el análisis de ANOVA (F=804.68). Mediante el análisis de Tukey (p=<0.05), se 

comprobó que existe una reducción significativa en el crecimiento en Vibrio parahaemolyticus 

(0.146±0.077 Abs) y Pseudomona aeruginosa (0.091±0.036 Abs) a 0.3 ppm y 0.6 ppm de citral 

(Vibrio parahaemolyticus 0.479±0.043 Abs y Pseudomona aeruginosa 0.107±0.067 Abs). 

Mientras que, a concentración de 1.2 ppm elevó el crecimiento bacteriano de forma 

significativa (p=<0.05). Así Vibrio parahaemolyticus incrementó hasta 1.24±0.015 Abs y 

Pseudomona aeruginosa 1.464 ± 0.02 Abs como se muestra en la gráfico 2.  

 

Gráfico 2 

Influencia de las distintas concentraciones de citral en el crecimiento bacteriano para 

definición de concentraciones terapéuticas.  

 

 

 



 

20 

 

 

 

Movilidad bacteriana 

Los datos de movilidad evaluados mediante el análisis estadístico de ANOVA (F= 33. 

27) mostraron diferencias significativas entre los tratamientos aplicados en las bacterias de 

ensayo. En Vibrio parahaemolyticus se pudo establecer que concentraciones de 1.2 ppm logró 

reducir significativamente (Tukey p=<0.05) la movilidad microbiana a 2.31±2.31 mm 

comparado con el control 4.62± 4.62 mm. 

Sin embargo, Pseudomona aeruginosa presentó niveles bajos de movilidad en todas las 

concentraciones evaluadas respecto al control (86.0±0.00 mm) (Tukey p=<0.05) (gráfico 3). 

En consecuencia, a concentraciones medias (0.6 ppm/citral) se observa reducción de la 

movilidad bacteriana en Vibrio parahaemolyticus, mientras que para Pseudomona aeruginosa 

todas las concentraciones fueron efectivas (gráfico 3) y (figura 1.1 y 1.2). 

 

Gráfico 3 

Efectividad de las concentraciones terapéuticas de citral en reducción la movilidad 

bacteriana. 
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Figura 3.1  

Tratamientos de diferentes concentraciones de citral en Vibrio parahaemolyticus. 

a=control 0.0 ppm, b= 0.3 ppm, c=0.6 ppm, d=1.2 ppm. 
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Figura 3.2  

Tratamientos de diferentes concentraciones de citral en Pseudomona aeruginosa. 

a=control 0.0 ppm, b= 0.3 ppm, c=0.6 ppm, d=1.2 ppm. 
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Formación de biopelículas de Vibrio parahaemolyticus y Pseudomona aeruginosa. 

En la comprobación del citral como reductor en la formación de biopelículas de Vibrio 

parahaemolyticus y Pseudomona aeruginosa, según el análisis de ANOVA (F=44.94) se 

demostró que el citral provoca la reducción significativa en la formación de biopelículas a 

distintas concentraciones aplicadas en cultivos de Vibrio parahaemolyticus, mientras que en 

Pseudomona aeruginosa no presentó efecto significativo en la reducción de biopelículas 

(gráfico 4) y (figura 4.1 y 4.2). Así, Vibrio parahaemolyticus disminuye la formación de 

biopelículas a concentración de 1.2 ppm (0.11±0.01 Abs) siendo significativamente diferente a 

los otros tratamientos (Tukey p= ˂0.05). 

 

Gráfico 4 

Efecto de diferentes concentraciones de citral en la formación de biopelículas por Vibrio 

parahaemolyticus y Pseudomona aeruginosa. 
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Figura 4.1  

Formaciones de biopelículas expuestas a diferentes concentraciones de citral en 

Vibrio parahaemolyticus. a=control 0.0 ppm, b= 0.3 ppm, c=0.6 ppm, d=1.2 ppm. 
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Figura 4.2 

Formaciones de biopelículas expuestas a diferentes concentraciones de citral en 

Pseudomona aeruginosa. a=control 0.0 ppm, b= 0.3 ppm, c=0.6 ppm, d=1.2 ppm. 
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Morfometría celular  

La evaluación de cultivos realizado a 24 h de Vibrio parahaemolyticus y Pseudomona 

aeruginosa, se observó mediante microscopia el efecto en la morfología microbiana que fueron 

expuestas citral. Pseudomona aeruginosa presentó un mayor cambio en su estructura a 

concentraciones de 0.6 ppm, se observó que el 70% de la población de células perdieron la 

forma de bacilos, cambiando a una estructura semicircular (figura 5.1). Sin embargo, en Vibrio 

parahaemolyticus existió modificación de bacilo a semicircular a 0.3 y 0.6 ppm de ppm (tabla 

1) y (figura 5.2). 

 

Tabla 1 

Tasa de modificación morfológica establecida por enfoque bajo microscopio a lente de100x. 

 Pseudomona aeruginosa % Vibrio parahaemolyticus % 

Control 

0.0 ppm 

50 50 

0.3 ppm 40 80 

0.6 ppm 70 90 

1.2 ppm 40 70 
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Figura 5.1 

Afectaciones en la morfología celular expuestas a diferentes concentraciones de citral en 

Pseudomona aeruginosa. a=control 0.0 ppm, b= 0.3 ppm, c=0.6 ppm, d=1.2 ppm. 
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Figura 5.2 

Cambio en la morfometría celular expuestas a diferentes concentraciones de citral en 

Vibrio parahaemolyticus. a=control 0.0 ppm, b= 0.3 ppm, c=0.6 ppm, d=1.2 ppm. 
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Discusión 

Vibrio parahaemolyticus y Pseudomona aeruginosa son bacterias que han generado 

brotes de enfermedades en cultivo de camarón de Litopenaeus vannamei y Penaeus vannamei 

de lo que ha causado numerosas pérdidas económica en la producción, de allí se es necesario 

tratamientos que permitan reducir la problemática. 

 Actualmente se ha trabajado con moléculas que no matan la bacteria pero que permiten 

reducir la virulencia. Estudios han comprobado la efectividad del citral en la reducción de los 

factores de virulencias y antimicrobiano en bacterias (Sun et al., 2019). 

El presente estudio demostró que concentraciones bajas de citral inhiben el crecimiento 

bacteriano principalmente en Pseudomona aeruginosa, esta actividad fue confirmada por 

(Tetard et al., 2021) quien detalla que concentraciones de citral de 4 a 2mg/ml detiene la 

multiplicación bacteriana .Así, ensayos con citral derivado de aceites de limón evaluados en 

Vibrio parahaemolyticus, ha funcionado en la reducción de biopelícula, además de minimizar 

la movilidad, la natación de la bacteria (Sun et al., 2019) y la actividad microbiana (Zheng et 

al., 2020).  

(Luciardi et al., 2021), expresa que la efectividad en la reducción de la formación de 

biopelículas expuestos a compuestos de aceite de limón genera inhibición de más del 50% de 

la movilidad bacteriana. Indicando que la pureza del aceite de limón potenciaba la efectividad 

de inhibir algunas actividades de la célula, como lo confirmó (Utchariyakiat et al., 2016) en 

ensayos con aceite de limoncillo y limón, actividad similar se observa en combinación 

citral/ClNa (Lu et al., 2023) y citral/borneol (Wang et al., 2022). 

La capacidad antibacterial y/o reducción de movilidad ocasionada por el citral se 

debería al deterioro de la pared y membrana celular, así como la reducción de polisacáridos 

extracelulares y hemolisinas, mediante la disminución de la transcripción de los sistemas de 

secreción tipo III y VI dependiente de la detección quorùm sensing (Cao et al., 2021). 
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Sin embargo, cuando incremento la concentración de citral notamos también un 

incremento en el número de células. Posiblemente la fisiología bacteriana ante el estrés por la 

presencia alta de citral activa la capacidad de la bomba de expulsión y enzimas 

complementarias al sistema de salida en el operón de la bomba de flujo multidrogas AB ligado 

a la enzima 12-oxo-phytodienoic acid reductase (MexAB) de la proteína de la membrana 

externa (OprM). Del cual, le permite resistencia bacteriana al expulsar al exterior sustancias 

extrañas (Andrés Gómez Álvarez et al., 2005; Pesingi et al., 2019), cuya regulación es solo 

controlada por represores transcripcionales (MExR, NalD y NalC) que contiene el antirrepresor 

gen MexR para reducir la expresión de la bomba de salida (Aguilar-Rodea et al., 2022). Por 

otro lado, se ha reportado que bacterias como Pseudomona aeruginosa poseen la propiedad de 

degradación de compuestos derivados de citral (isoprenoides acíclicos) como fuente de energía 

(Cantwell et al., 1978). Así, tanto el control de la bomba de flujo o el uso de citral como fuente 

de energía podría explicar el crecimiento bacteriano y la poca efectividad sobre la virulencia a 

concentraciones altas de citral. 

En cuanto a la modificación morfológica de las bacterias, se conoce que Pseudomona 

aeruginosa y Vibrio parahaemolyticus son en formas de bacilos rectos o ligeramente curvados, 

pero al observarlos se notó el cambio de bacilos alargados o curvos a una forma circular; 

posiblemente seria la reacción de las bacterias ante el estrés celular frente a las concentraciones 

elevadas de citral. Según (Shi et al., 2016), indican que el citral es capaz de dañar la membrana 

celular, reducir la pili y provocar hiperpolarización (cambio de la membrana) de la bacteria, 

esto provocaría modificación de la morfología celular lo cual podría reducir su capacidad de 

formar biopelícula y disminuir la virulencia. 
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Conclusión 

Las bacterias Pseudomona aeruginosa y Vibrio parahaemolyticus provocan 

enfermedades que reducen la supervivencia en la producción de camarones, por lo cual se 

comprobó la eficiencia del citral como agente terapéutico, así se concluyó que; 

-El citral es útil y eficiente para inhibir los factores de virulencia en Vibrio 

parahaemolyticus y Pseudomona aeruginosa, por lo cual se estableció concentraciones 

terapéuticas a 0.3 ppm; 0.6 ppm y 1.2 ppm. 

-Se determinó que a concentraciones de 0.6 ppm citral reduce la movilidad bacteriana 

en Vibrio parahaemolyticus, mientras que para Pseudomona aeruginosa todas las 

concentraciones tuvo efectividad. 

-Finalmente, se demostró mayor efectividad en la disminución de la formación de 

biopelículas en Vibrio parahaemolyticus a concentraciones de 1.2 ppm que en Pseudomona 

aeruginosa. 
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