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RESUMEN

Recientemente, los vibrios patéogenos del camaron de cultivo han adquirido
resistencia a los antibiéticos comunes, conduciendo a la busqueda permanente de
nuevos productos que resulten ser eficaces para su control. Los métodos in vitro
usados actualmente para evaluar productos son costosos, tediosos y lentos para
obtener los resultados. En contraste, el ensayo de metil tiazol tetrazolio (MTT),
ampliamente usado en lineas celulares de mamiferos para medir el efecto citotéxico
de medicamentos, es economico y reproducible. El objetivo de este estudio es
estandarizar un método in vitro, basado en la reduccion del compuesto MTT, para la
medicion de la viabilidad de vibrios y evaluacion del efecto antivibrio de bioproductos.
Inicialmente, se evalud la capacidad de reduccion del MTT mediante la formacion de
los cristales de formazan de V. harveyi, V. campbellii, V. vulnificus y V.
parahaemolyticus. Determinando que todos los vibrios fueron capaces de reducir el
MTT a formazan. Posteriormente, se validoé el método usando aceite esencial de
orégano a concentraciones diferentes a fin de obtener un efecto dosis-respuesta.
Como control negativo se uso oxitetraciclina, a dosis microbicidas. Como era de
esperar el antibidtico afectd la viabilidad de los cuatro vibrios en todas las
concentraciones evaluadas. En cuanto al aceite esencial, las concentraciones
evaluadas fueron las adecuadas para ver el efecto dosis-respuesta en V. harveyiy V.
parahaemolyticus. En conclusion, el método de reduccion del MTT fue adaptado
satisfactoriamente para medir la viabilidad de los vibrios y constituye una alternativa

eficaz para evaluar productos de una manera mas rapida y sencilla.

Palabras Clave: Reduccion del MTT, vibrios patégenos, cultivo de camardn,

viabilidad de vibrios.



ABSTRACT

Recently, the pathogenic vibrios of farmed shrimp have acquired resistance to
common antibiotics, leading to a permanent search for new products that are effective
for their control. The in vitro methods currently used to evaluate products are expensive,
tedious, and time consuming to obtain results. In contrast, the methyl thiazole
tetrazolium (MTT) assay, widely used in mammalian cell lines to measure the cytotoxic
effect of drugs, is inexpensive and reproducible. The objective of this study is to
standardize an in vitro method, based on the reduction of the MTT compound, for the
measurement of vibrios viability and evaluation of the antivibrio effect of bioproducts.
Initially, the reduction capacity of MTT was evaluated by the formation of formazan
crystals of V. harveyi, V. campbellii, V. vulnificus and V. parahaemolyticus. All vibrios
were found to be capable of reducing MTT to formazan. Subsequently, the method was
validated using oregano essential oil at different concentrations to obtain a dose-
response effect. Oxytetracycline was used as a negative control, at microbicidal doses.
As expected, the antibiotic affected the viability of the four vibrios at all concentrations
evaluated. As for the essential oil, the concentrations evaluated were adequate to see
the dose-response effect in V. harveyi and V. parahaemolyticus. In conclusion, the MTT
reduction method was successfully adapted to measure vibrio viability and constitutes

an effective alternative to evaluate products in a faster and easier way.

Keywords: MTT reduction, pathogenic vibrios, shrimp culture, vibrio viability.
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CAPITULO 1
1. INTRODUCCION

El camaron de cultivo es el recurso marino comercializado mas valioso a nivel
mundial y su produccién ha ido en aumento en las ultimas cuatro décadas, alcanzando
casi 4 000 000 de toneladas en el afio 2018 a nivel mundial (FAO, 2019; Li et al., 2018).
Ademas, este recurso es el principal producto de exportacion no petrolero para el
Ecuador. No obstante, el cultivo de camardn enfrenta problemas debido a distintas
enfermedades, principalmente causadas por virus y bacterias (FAO, 2014; Raja et al.,
2017), que ocasionan pérdidas a nivel global estimadas en $ 3 000 millones por afio
(Durvasula et al., 2019). Los vibrios estan entre los principales patdogenos bacterianos
causantes de enfermedades a los camarones de cultivo. La enfermedad que provocan
es conocida como vibriosis (Borges et al., 2020), pudiendo afectar a larvas y juveniles en
camarones Peneidos y que a menudo resultan en una mortalidad masiva en los sistema
de cultivos, generando grandes pérdidas econdmicas en los paises productores de
camaron (Dash et al., 2017; Dong et al., 2017; Shinn et al., 2018).

Diversos agentes terapéuticos como antibidticos y acidos organicos son
ampliamente utilizados para el control de la vibriosis, como estrategias preventivas o
curativas en el cultivo de camardn. Los vibrios estan en constante evolucion, adquiriendo
resistencia a los productos desinfectantes y/o antibidticos. Dando como resultado una
disminucién de la eficacia de los productos terapéuticos actuales. En consecuencia, las
investigaciones enfocadas en el hallazgo de nuevos agentes terapéuticos para el control
de la vibriosis se intensifican. Asi en los ultimos afios se ha incrementado la busqueda
de agentes antivirulencia que, a diferencia de los antibi6ticos, son productos que no
matan las bacterias sino que inhiben la produccién de toxinas y factores de virulencia
causantes de enfermedades (Shoham, 2013). Teniendo en cuenta que estos productos
activos sean eficientes, sin riesgo para los consumidores, de bajo impacto ambiental y
de baja incidencia a resistencia antibacteriana.

Es necesario recalcar que, para descubrir estos agentes terapéuticos las pruebas
in vitro de susceptibilidad antimicrobiana constituye el primer paso (Ramirez & Castanio,
2009). Sin embargo, los métodos para la realizacion de estas pruebas pueden presentar
muchas desventajas, sobre todo cuando se pretende realizar un cribado a gran escala



debido a la demanda de recursos econdmicos, espacio fisico, materiales, reactivos,
numero de técnicos para el procesamiento de las muestras y el tiempo que se tarda en
conocer los resultados. Llegados a este punto es indispensable la adopcion de métodos
sencillos y fiables que minimicen la necesidad de recursos fisicos y economicos. El
método de reduccion de metil tiazol tetrazolio (MTT) es una prueba colorimétrica
comunmente usada para determinar la proliferacién, viabilidad y citotoxicidad celular. En
este contexto, el método de reduccion del MTT podria constituirse en una alternativa
para la evaluacion de bioproductos activos para el cultivo de camardn debido a su alta
sensibilidad y no presentar limitaciones que los métodos microbiologicos tradicionales

poseen.

Por consiguiente, la propuesta de este trabajo es la estandarizacién de un método
que mida la viabilidad de bacterias patogenas del camardn, especificamente vibrios,
basado en la reduccién del MTT con el objetivo de evaluar productos efectivos para el
control de este patdogeno. Cabe senalar, ademas, que el método de reduccion del MTT
permite determinar si los productos a evaluar cumplen con los siguientes requisitos:
efectos microbicidas, minima concentracion inhibitoria (MIC), maxima concentracion
bactericida (MBC), dosis letal que mata el 50% (LDso) y lo mas relevante, dosis que
afectan la viabilidad para enfoques de investigacion en busqueda de productos con

actividad anti-virulencia.
1.1 Descripcion del problema

Los principales métodos in vitro usados para medir la viabilidad microbiana y la
deteccion y/o cuantificacion del efecto antibacteriano de un compuesto, tanto en salud
animal como humana, se basan comunmente en la capacidad de reproduccion de los
microorganismos (porcentaje de células capaces de dividirse) y generalmente incluyen
difusién en disco y dilucion de caldo o agar (Balouiri et al., 2016; Benov, 2019). Sin
embargo, realizar estas técnicas implican una tediosa tarea manual, alto riesgo de
errores en la preparacion de soluciones antimicrobianas para cada prueba y elevado
costo por la gran cantidad de reactivos usados. Se requiere ademas el uso de gran
espacio y mucho tiempo de espera para obtener los resultados (Bursle & Robson, 2016;
Reller et al., 2009). Con estas pruebas es dificil realizar un cribado a gran escala con

compuestos activos diferentes a concentraciones variables (Requena et al., 2019). Por
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lo tanto, es conveniente el uso de nuevas pruebas de susceptibilidad antimicrobiana que
no presenten los inconvenientes y limitaciones de los métodos microbiolégicos

tradicionales.

1.2 Justificacion del problema

El método colorimétrico basado en la reducciéon del compuesto MTT a cristales de
formazan es una prueba cuantitativa que ha sido ampliamente usada en lineas celulares
desde el afo 1983 para evaluar el efecto citotéxico de drogas o medicamentos. Mide la
viabilidad celular en términos de la actividad reductora (Wachsmann & Lamprecht, 2012),
debido a que es un indicador muy sensible y confiable de la actividad metabdlica celular
y esta mediada por enzimas deshidrogenasas. Durante el proceso de reduccion de la sal
de tetrazolio, 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazolio bromuro (MTT), ocurre un
cambio de coloracién, el compuesto inicialmente soluble amarillo palido se convierte en
un precipitado insoluble de color purpura, denominado formazan. La cantidad de
formazan producido es directamente proporcional al numero de células viables en el

cultivo.

La estandarizacion de un método basado en la reduccién del MTT que mida la
viabilidad bacteriana de patogenos del camardn permitira a los investigadores evaluar
productos con posible actividad antimicrobiana de una manera mas sencilla, rapida y
econdmica, agilizando el proceso de descubrimiento de nuevos tratamientos contra los
vibrios que afectan el cultivo de camaron a fin, de paliar las pérdidas econdmicas del
sector camaronero. Cabe destacar que este método es altamente sensible y reproducible
en comparacion con los otros métodos microbioldgicos. Ademas, con su aplicacioén se
podran verificar muchos compuestos activos y diferentes concentraciones en un corto
periodo de tiempo para una amplia variedad de microorganismos (Requena et al., 2019;
Sefton et al., 1994).

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo General

Estandarizar un método in vitro sencillo y sensible, basado en la reduccion del
compuesto MTT, para la medicidon de la viabilidad de vibrios y evaluacion del efecto
antivibrio de bioproductos.



1.3.2 Objetivos Especificos

1. Evaluar la capacidad de reduccion del compuesto MTT por parte de los vibrios
mediante la deteccion de la absorbancia.

2. Validar la prueba usando productos con capacidad antimicrobiana: Antibidtico
oxitetraciclina y aceite esencial de orégano, en vibrios patégenos de camaron,
para determinar el efecto dosis-respuesta.

3. Determinar la dosis letal que afecta al 50% de la poblacién de vibrios (DLsp) para

cada uno de los productos evaluados usando pruebas de regresion lineal.
1.4 Marco teérico

1.4.1 Vibrios asociados con enfermedades en el camarén

Vibrio spp. son bacterias gramnegativas que habitan ambientes marinos vy
estuarinos a nivel global, por lo tanto, forman parte de la flora bacteriana comun de los
animales acuaticos incluyendo corales, moluscos, crustaceos, peces y zooplancton
(Teng et al.,, 2017). Se ha documentado que existen 100 especies de vibrios,
identificados entre patogénicos y no patogénicos (Jones, 2014). Las especies patdégenas
del camardn de cultivo Penaeus vannamei, son consideradas generalmente oportunistas
gue se aprovechan de eventos estresantes, como variaciones subitas de temperatura o
de salinidad, para romper la primera barrera de defensa del organismo, el exoesqueleto,
e infectarlo (Cuéllar, 2013; Vaseeharan & Ramasamy, 2003). Las principales especies
incluyen V. parahaemolyticus, V. penaeicida, V. nigripulchritudo, V. alginolyticus, V.
harveyi, V. vulnificus 'y V. campbellii.

La afeccion causada por los vibrios se denomina vibriosis, considerada una de las
principales enfermedades que afecta al sector camaronero (Rao, 2009). Esta
enfermedad ataca a varios 6rganos del camaron, incluyendo la cuticula, hepatopancreas,
organo linfoide, glandula antenal, corazon, hemolinfa y musculo. Los camarones
infectados se caracterizan por nadar en la superficie de los estanques, cerca de la orilla.
En la primera etapa de la enfermedad presentan musculo opaco e intestino vacio,
posteriormente, se observa expansion de los cromatoforos, hepatopancreas inflamados

y en ciertos organismos luminiscencia. La enfermedad termina con la muerte de hasta



un 90% de postlarvas y juveniles tempranos en las camaroneras (Morales-Covarrubias,
2008).

Por otro lado, la enfermedad de la necrosis hepatopancreatica aguda (AHPND,
por sus siglas en inglés), descrita inicialmente en Asia en 2009, se ha esparcido hasta
América en los ultimos afios, y puede causar hasta un 100% de mortalidad de los
camarones de cultivo (Han et al., 2018). En los primeros estudios se identifico que el
agente causante de esta enfermedad es una cepa especifica de V. parahaemolyticus
(Vpanpnp) (Han et al., 2015; Tran et al., 2013). Mediante analisis genémicos, se determiné
que la virulencia en V. parahaemolyticus se debe a toxinas binarias PirAB codificada por
genes PirAB contenidos en plasmidos (Sirikharin et al., 2015), que pueden transferirse
de manera horizontal a otros vibrios. Por o que se han identificado mas especies de
vibrios causantes de AHPND, incluido V. campbellii (Han et al., 2017), V. harveyi (Kondo
etal., 2015), V. owensii (Liu et al., 2018) y V. punensis (Restrepo et al., 2018). El principal
signo clinico de AHPND que se observa en los camarones infectados es un
hepatopancreas palido y atrofiado (Lai et al., 2015). En la etapa inicial de la enfermedad
se desprenden las células epiteliales del tubulo del hepatopancreas y en la etapa
terminal, el hepatopancreas muestra una infiltracion hemocitica intra-tubular extensa y el
desarrollo de una infeccion bacteriana secundaria masiva (Caro et al., 2020; Soto-
Rodriguez et al., 2015).

1.4.2 Descripcion general de los métodos in vitro comunmente utilizados

para evaluar la actividad antimicrobiana

En la actualidad, existen diversos métodos in vitro usados para la investigacion de
agentes terapéuticos con actividad antimicrobiana. Entre los principales métodos
destacan difusion de discos y dilucion seriada. El método de difusion de discos fue
desarrollado en 1940 por Heatley (1944) y el procedimiento se basa en colocar el inoculo
bacteriano por toda la superficie de la placa de agar Mueller-Hinton, sobre la cual,
posteriormente, se colocan discos de papel filtro con diferentes concentraciones del
producto a evaluar (Reller et al., 2009). En general, el producto se difunde fuera del disco
inhibiendo la proliferacion del microorganismo, formando halos de inhibicion de
crecimiento, como se observa en la Figura 1.1. Estos halos son medidos a fin de obtener

resultados semicuantitativos, clasificando a las bacterias como susceptibles, intermedias
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o resistentes de acuerdo con el tamafio del halo de inhibicion segun lo establecido por
del Instituto de Normas Clinicas y de Laboratorio (CLSI, 2015; NCCLS, 2002).

A

Figura 1.1 Evaluacién de la actividad antimicrobiana usando el método de difusién en
disco donde se observa los halos de inhibicion de crecimiento. Fuente: Balouiri et al.,
2016

El método de dilucién es cuantitativo debido a que determina la concentracién mas
baja del agente antimicrobiano que inhibe el crecimiento de microorganismos en
condiciones de crecimiento definidas, es decir la concentracién minima inhibitoria (MIC),
ya sea en medio de caldo o en agar (Wiegand et al., 2008). Con respecto a la dilucion
en caldo, el proceso consiste en realizar diluciones dobles del agente antimicrobiano (por
ejemplo, 1, 2, 4, 8, 16 y 32 pg/mL) en un medio de crecimiento liquido dispensado en
tubos que contienen un volumen minimo de 2 mL (macro dilucién) (Balouiri et al., 2016).
Después de la incubacion, se examinan las pruebas y el MIC se determina generalmente
por espectrofotometria (Yam & Lee, 2012). De modo similar ocurre cuando se realiza por
agar, se afiaden diferentes concentraciones del producto al medio de cultivo antes de su
solidificacion, seguido de la siembra del in6culo microbiano en la superficie de la placa.
El MIC se determina observando la carencia de crecimiento de unidades formadoras de
colonias (UFC) luego de la incubacion en las condiciones adecuadas (Balouiri et al.,
2016).

Mediante este método también se puede conocer la concentracion minima
bactericida (MBC), definida como la concentracion mas baja de un producto
antimicrobiano necesaria para matar las bacterias de un cultivo, en otras palabras, la

concentracion minima del agente, que es bactericida (Abedon et al., 2011). Para conocer



el MBC se parte de las diluciones del caldo con la que se determiné el MIC, se vuelven
a cultivar sembrando las diluciones que inhibieron el crecimiento bacteriano (es decir,
aquellos en o por encima del MIC) en placas de agar sin agente antimicrobiano de
prueba. El MBC sera la dilucion de caldo mas baja que impide el crecimiento de UFC en
la placa (Sykes & Rankin, 2013). Dicho proceso se ejemplifica mejor en la Figura 1.2.

Control 1 mg/L 2 mg/L 4 mg/L 8 mg/L 16 mg/L

— — — — o — P
D] Dl K

— N c ‘\
f~ - - A ~

|
v y v
.o
MBC
Key: [ Represents growth of the test organism in the liquid culture medium
Represents no growth in the liquid culture medium

Represents one colony of the organism on the surface of the
culture medium

Figura 1.2 Representacion grafica del método de dilucién en caldo para encontrar la
Concentraciéon Minima Inhibitoria (MIC) y Concentracion Minima Bactericida (MBC).

Fuente: https://ebrary.net/67975/health/factors_micmbc

1.4.3 Método basado en la reducciéon de sales de tetrazolio: Ensayo de
reduccion del MTT

Las pruebas a base de sales de tetrazolio han sido ampliamente usadas desde el
afo 1960, incorporandose en muchos protocolos los cuales son aplicados para medir la
actividad de la enzima oxidorreductasa, para detectar radicales superoxido, entre otros
(Atterwill et al., 1993; Bernas & Dobrucki, 2000; Mosmann, 1983). Una de las sales de
tetrazolio mas usada en el laboratorio para realizar bioensayos es 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
yl)-2,5-difenil tetrazolio bromuro, comunmente abreviado MTT, el método fue
desarrollado por Mosmann en el aiio 1983. Los ensayos de reduccion del MTT se aplican

principalmente a lineas celulares de mamiferos para medir la proliferacion celular y
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citotoxicidad (Jo et al., 2015). Esta prueba se basa en la reduccion del MTT, inicialmente
de color amarillo y soluble en agua, a cristales de formazan de color purpura insoluble
en agua, mediadas por enzimas celulares (Patravale et al., 2012), quimicamente, la

reaccion se representa en la Figura 1.3.

@
B
r HBr s N

STV
N:N®)\\N +2H N:N)\\N
©_<\N,|\ll Reduccion mitocongrial ®_<\N,NH :

MTT MTT formazan

Figura 1.3 Reduccion del MTT a cristales de formazan. Fuente: Grela et al., 2018

Las principales enzimas implicadas en la reduccion del MTT en las células son las
deshidrogenasas dependientes de nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (NADPH)
que se producen en las mitocondrias (Kuete et al., 2017), aunque existen otras enzimas
que también cumplen esta funcion, pero que estan localizados en otros organelos como
el reticulo endoplasmatico (LU et al., 2012; Stockert et al., 2012). Debido a que el MTT
es reducido en mitocondrias activas, la reaccién solo puede ocurrir en células vivas, por
tanto, la cantidad de formazan es directamente proporcional al numero de células viables
(Mosmann, 1983).

De manera general el proceso de esta prueba consiste en cultivar las células en
placas de 96 pocillos. Posteriormente se cambia el medio por el agente a evaluar a
diferentes concentraciones y se incuba. Después se agrega el MTT y se vuelve a incubar.
Se elimina el sobrenadante y se agrega algun solvente organico como DMSO para
disolver los cristales de formazan. Finalmente, se cuantifica la absorbancia midiendo a
una longitud de onda entre 500 y 620 nm usando un espectrofotometro para conocer la
cantidad de cristales de formazan generada (Kuete et al., 2017). En este ensayo debe
existir un control positivo, que corresponde a pozos de células no tratadas debido a que
los resultados se calculan como el porcentaje de viabilidad en relacién con las células no

tratadas (Wachsmann & Lamprecht, 2012).



El ensayo de reduccion del MTT también ha sido adaptado con éxito para evaluar
productos téxicos para los camarones (Dominguez-Borbor et al., 2018). Es un método
bastante versatil que puede ser adaptado a otras células con éxito por lo que a lo largo
de los ultimos afos han surgidos diversos estudios, aplicando el método en células
procariotas. El objetivo de estos estudios ha sido determinar bacterias resistentes a
multiples farmacos (Montoro et al., 2005), evaluacién de la formacidon de biopeliculas
(Brambilla et al., 2014) y cuantificacion indirecta de compuestos antibacterianos (Wang
et al., 2007). A diferencia de las células eucariotas, existe poca informacion sobre el
mecanismo de reduccion en las bacterias (Tachon et al., 2009), pero se cree que estan
involucradas las NADH deshidrogenasas (Grela et al., 2018).

La implementacién del método de reduccidn del MTT permite incrementar la
sensibilidad del método de dilucibn en medio liquido de evaluacion de actividad
antimicrobiana por lo cual puede ser usado como método alternativo o adicional para
determinar la concentracion minima inhibitoria (MIC) (Shi et al., 2007). En resumen, el
proceso consistiria en agregar el MTT al cultivo bacteriano de las diluciones seriadas del
antimicrobiano, seguido de la adicion de solventes organicos para disolver los cristales
de formazan y realizar las mediciones de absorbancia. Una ventaja de este método sobre
el método de dilucién de caldo es que las bacterias muertas no interfieren en el resultado
al momento de hacer la medicién de la densidad Optica, pues las células muertas son
incapaces de reducir el MTT (Grela et al., 2018) . Ademas, por ser realizado en placas
de 96 pocillos, posee otras ventajas como la reproducibilidad y el ahorro de los reactivos
y el espacio (Benov, 2019; Dominguez-Borbor et al., 2018).



CAPITULO 2
2. METODOLOGIA

2.1 Bacterias y condiciones de cultivo

Para este estudio se usaron cuatro especies de vibrios patdogenos del camaron:
Vibrio harveyi (cepa E22), Vibrio campbellii (cepa LM2013), Vibrio parahaemolyticus
(cepa ATCC27969) y Vibrio vulnificus (cepa S2), del Centro Nacional de Acuicultura e
investigaciones Marina (CENAIM). Las cepas de vibrios fueron descongeladas y
viabilizadas en medio de cultivo agar tripticasa soya (TSA) + 2% de NaCl. Inicialmente,
se determind la curva de crecimiento de cada cepa de Vibrio mediante regresion lineal,
a través de los datos de absorbancia y las unidades formadoras de colonias crecidas en
placas de Petri de TSA + 2% de NaCl. Los muestreos se realizaron cada hora (lecturas
de absorbancia y siembra de una muestra), obteniendo datos de la equivalencia de la
densidad optica medida a 620 nm (DO 620 nm) con las unidades formadoras de colonias
(UFC/mL). Los modelos de regresion lineal se seleccionaron con una bondad de ajuste

(r?2 > 0,95), para las curvas de crecimiento de los cuatro vibrios. (Ver apéndice A)

Establecidas las ecuaciones de regresion para cada Vibrio spp., se procedié a
determinar si los vibrios tienen capacidad de reducir el MTT de color amarillo a cristales
de formazan color purpura. Los vibrios fueron viabilizados como se describio
anteriormente. Brevemente, se seleccion6 una colonia de cada bacteria y se cultivaron
en tubos de ensayo en caldo Luria-Bertani (LB) + 2% de NaCl, incubando a 28°C hasta
obtener un valor de absorbancia (DO 620 nm) 0.25, 0.31, 0.23, y 0.3, para V. harveyi, V.
campbellii, V. parahaemolyticus y V. vulnificus, respectivamente, lo que equivale a una
concentracion aproximada de 1 x108 UFC/mL. Dato, estimado de la curva de calibracion
previamente realizada. Del inoculo bacteriano ajustado se realizé una dilucion de 1:10
en solucion salina (2% NaCl), para obtener una concentracion final de 1x10” UFC/mL de
inoculo bacteriano para cada cepa de Vibrio.
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2.2 Reduccién del MTT por los Vibrio spp.

Para determinar si los vibrios tienen capacidad de reducir el MTT de color amarillo
a cristales de formazan de color purpura se adapto la metodologia previamente descrita
por Beltran et al., (2018). Brevemente, en este ensayo se usoé placas estériles de 96
pocillos (Corning CLS3595). Donde, 180 yl de medio de cultivo LB + 2% NaCl fueron
dispensado por pocillo en la microplaca y se agreg6 de inmediato 20 pl del inoculo de
Vibrio previamente ajustado la concentracion, se incluyeron siete réplicas para cada cepa
evaluada. Empleando placas individuales para cada Vibrio. Como control negativo se
empled 180 pl LB + 2% NaCl y 20 uL de solucion salina al 2% NaCl por pocillo, con siete
repeticiones. Las placas se incubaron a 30 °C por 4 horas. Se afiadié 10 yL de solucion
de MTT a una concentracion de (5 mg/mL, en tampén PBS) a cada pocillo de la
microplaca y se incub6 por 2 horas a 30 °C. Las microplacas fueron centrifugadas por 20
minutos a 2 500 g a una temperatura de 24 °C, en una centrifuga de microplacas (Thermo
Scientific™ Megafuge 40R). Posteriormente, se retiré cuidadosamente el sobrenadante
de cada pocillo de la microplaca sin coger el pellet bacteriano. Para disolver la membrana
de los vibrios y los cristales de formazan se coloco 200 pL de etanol absoluto en cada
pocillo y se homogenizd vigorosamente todos los pocillos por pipeteo. Finalmente, la
absorbancia se midi6 a DO e20 nm usando el lector de microplacas Thermo Scientific
Multiskan© EX. Este proceso se aplicé para cada Vibrio spp. evaluado en este estudio.

2.3 Validacion del método de reduccion del MTT por los vibrios para evaluar
productos activos

Para este propdsito, se us6é un producto de fuente natural (aceite esencial de
orégano) a seis concentraciones diferentes, a fin de obtener un efecto dosis-respuesta
en funcion de la cantidad de producto evaluado, respecto a la viabilidad y la cantidad de
cristales de formazan formado por las bacterias. Como control negativo se uso un
producto sintético (Oxitetraciclina) permitido para uso acuicola, a dosis microbicidas.
Ambos productos fueron diluidos en solucién salina al 2% NaCl a diferentes
concentraciones. Para el aceite esencial las dosis finales evaluadas fueron: 1125, 562.5,
281.3, 140.6, 70.3 y 35.2 yg/mL. Para el control negativo (antibiético) las concentraciones
fueron: 7500, 3750, 1875, 937.5 y 468.75 yg/mL. En una microplaca de 96 pocillos se
dispensaron 160 yL de medio de cultivo LB + 2% NaCl y se agreg6 20 uL de los productos
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a las concentraciones antes declaras y 20 pyL de inoculo bacteriano previamente ajustado
(volumen final por pocillo 200 pL). Como control positivo se us6 20 pL de solucion salina
mas 20 pl de suspension bacteriana y como blanco se uso6 40 pL de solucion salina, sin
bacteria. El disefio aplicado se detalla mejor en la Figura 2.1.

Antibiotico oxitetraciclina Aceite esencial de orégano
(Control negativo)
n = | |
's % £ 8 2 2 3 8 QA z—
TRRLRE R R R
5 10

A00©©©666660
@00 0000

-@@® Y,
HOOOOOOCOCOOO

Figura 2.1 Diseiio experimental para determinar la viabilidad de los vibrios frente a

diferentes concentraciones de Aceite esencial de orégano, con n =7.

Las placas se incubaron a 30 °C por 4 horas. Luego, se agreg6 a todos los pocillos
10 pL de soluciéon de MTT a una concentracién de 5 mg/mL. Se incubé durante 2 horas

a 30 °C. Se centrifug6 por 10 minutos a 2500 g a una temperatura de 24 °C.
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Posteriormente, se retir6 cuidadosamente el sobrenadante de cada pocillo de la
microplaca sin coger el pellet bacteriano. Los cristales formazan fueron solubilizados con
200 pL de etanol absoluto en todos los pocillos, homogenizando la solucién por pipeteo.
Finalmente, se midié la densidad éptica a 620 nm usando el lector de microplacas
Thermo Scientific Multiskan© EX. El porcentaje de viabilidad bacteriana fue obtenido

mediante la siguiente formula:

DO de bacterias expuestas al tratamiento

Viabilidad bacteriana = x 100% (2.1)

DO de bacterias no expuestas
DO = Densidad 6ptica a 620 nm

Este mismo proceso se repitid para cepa de Vibrio. Todas las pruebas se llevaron
a cabo en condiciones estériles dentro de una cabina de flujo laminar tipo IIA y todos los

medios de cultivo empleados, se esterilizaron por autoclave.

Adicionalmente, con los resultados obtenidos para la dosis-respuesta del aceite
esencial, se estimo la dosis que mata el 50% (LDso) de células bacteriana, para cada una
de las especies de vibrios evaluado.

2.4 Analisis estadistico

En todos los experimentos se usaron 7 réplicas. Los resultados se expresaron
como un promedio (+ desviacion estandar) de las réplicas. Los analisis estadisticos se
realizaron para determinar diferencias significativas (P < 0.05) usando ANOVA de una
via, después de la verificacion de los supuestos de homogeneidad de la normalidad y la
varianza. Cuando se detectaron diferencias significativas, se aplicé un analisis 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
analisis estadistico. La dosis que causa el 50% de mortalidad (LDso), se estimé mediante
regresiones de probit. Todos los analisis se realizaron con el software estadistico SPSS
(version 21).

13



CAPITULO 3
3. RESULTADOS Y ANALISIS

3.1 Reduccion del MTT por los Vibrio spp.

Las cuatro especies de vibrios patdgenos de camaroén transformaron eficazmente
el compuesto metil tiazol tetrazolio (MTT) a cristales de formazan. Esto se verifico, ya
qgue en todos los pocillos donde se expusieron vibrios al MTT, estos se tornaron a color
purpura (Figura 3.1 A), por el contrario, en los controles (medio de cultivo sin bacteria)
no se observo ningun cambio de color en los pocillos, manteniéndose de color amarillo
una vez, culminado el tiempo de exposicion del MTT (Figura 3.1 B). Los valores de la
densidad optica medidos a 620 nm (DO e20nm) equivalente a la cantidad de formazan
producido por las bacterias viables, fueron significativamente mayores con respecto al
control para cada cepa de Vibrio (Fig. 3.2).

Figura 3.1 Ensayo de reduccion del MTT de Vibrio spp.

Después de 2 horas de exposicion al MTT, se observa que los pocillos de medio de crecimiento con bacterias se
tornaron purpura (A), mientras que los pocillos sin bacteria se mantuvieron de color amarillo (B).
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Figura 3.2 Densidad 6ptica de los vibrios expuestos al MTT.
Capacidad de transformar el MTT a cristales de formazan por los vibrios. Exposicion por dos horas. Valores

representados como el promedio + DESVEST de 7 réplicas.

El analisis cuantitativo mostré que V. campbellii fue la cepa de Vibrio que mayor
capacidad tuvo de reducir el MTT a cristales de formazan debido a que tuvo el valor mas
alto de DO e20nm. El Vibrio que menor capacidad tuvo de convertir el compuesto fue el V.
harveyi y comportandose de valor intermedio, estuvieron V. vwvulnificus y V.
parahaemolyticus. Es importante mencionar que, en este ensayo, lo vibrios tuvieron dos
horas de exposicion al MTT, por lo que no se destaca que entre mas tiempo de
exposicion al MTT, los vibrios tendrian mayor capacidad de reducir el MTT a formazan.
Otro aspecto que se debe considerar es la longitud de onda con la que se mide la
absorbancia o densidad optica. De modo que, es muy probable que, al aumentar la
longitud de onda a 650 nm, lo valores se incrementen, porque aumenta el paso de la luz
al momento de leer la muestra, sin embargo, eso no implica que exista mas cantidad de

cristales de formazan producidos.
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3.2 Validacion del método de reduccién del MTT por los vibrios para evaluar
productos activos: natural y sintético

3.2.1 Aceite esencial de orégano

La técnica de reduccién del MTT, permitio evaluar el efecto de las concentraciones
del aceite esencial del orégano sobre los vibrios, observandose un efecto dosis-
respuesta, es decir, las cantidades de cristales de formazan estuvieron en funcion de la
cantidad de vibrios viables. Este comportamiento fue mayormente apreciado o visible
para V. harveyi, debido a que a medida que disminuia la dosis, los valores de densidad
optica (DO e20nm), iban aumentando (Tabla 3.1).

Tabla 3.1 Densidad éptica ¢20 nm de las diferentes concentraciones de aceite esencial de

orégano evaluadas contra cuatro cepas de vibrios patégenos de camarén

Concentraciones de aceite esencial de orégano (ug/mL)

Vibrios patdégenos 1125 562,5 281,3 140,6 70,3 35,2  Control
_ PomDO 031 0,37 043 054 078 087 117
V- harveyi sD 011 015 022 023 025 018 026
] PomDO 003 1,16 169 160 167 158 1,76
V- campbelli SD 0,08 0,12 005 021 017 019 0,11
. parahaemolytious PO DO 021 062 069 060 053 038 160
sD 007 0,11 021 008 010 008 016
- PomnDO  -004 1,70 166 171 163 152 174
V- vulnificus SD 0,08 0,06 007 006 008 026 004

Valores representados como el promedio de DO + desviacion estandar (SD) de 7 réplicas.

Los resultados del porcentaje de viabilidad bacteriana (cociente entre la DO 620nm
de vibrios tratados y la DO e20nm de vibrios no tratados, por 100), mostraron que para V.
harveyi, a medida que la concentracion del aceite esencial disminuia, la viabilidad
aumentaba, ademas hubo diferencias significativas en cada una de las concentraciones
empleadas respecto al grupo control, a excepcion de la concentracidon mas baja, 195.31
pg/mL (Figura 3.3 A). De manera similar, ocurrié para V. parahaemolyticus, todas las
concentraciones evaluadas fueron significativamente diferentes con respecto al control
(Figura 3.3 B). En cuanto a V. campbellii los resultaros mostraron que solo a las
concentraciones de 1 125 y 562.5 ug/mL la viabilidad disminuy6 con respecto al grupo
control en un grado estadisticamente significativo (Figura 3.2 C). Por ultimo, V. vulnificus
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registré disminucién significativa en la viabilidad, solo cuando las bacterias se incubaron

con una concentracion de 1 125 uyg/mL del aceite de orégano (Figura 3.2 D)
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Figura 3.3 Viabilidad (expresada como porcentaje) de las cepas de vibrios después de 4

horas de incubacioén con diferentes concentraciones del aceite esencial de orégano.

El control representa las bacterias no tratadas (100% de viabilidad). La viabilidad se obtuvo del cociente de la DO g20nm

de bacterias tratadas entre DO 620 nm de bacterias no tratadas x100. Las concentraciones que son significativamente

diferentes con el control (p <0.05) se representan por un asterisco (*).

El analisis de los resultados tanto de densidad 6ptica como de viabilidad mostraron

que las concentraciones de aceite esencial de orégano, evaluadas en V. harveyiy V.

parahaemolyticus fueron las adecuadas porque permitieron ver este efecto dosis-

respuesta. Por el contrario, para V. campbelliiy V. vulnifucus no se observé este efecto,

porque es muy probable que se encuentre entre la dosis 1 125 y 562,5 ug/mL debido a

que la dosis mayor afect6 el 100% de viabilidad, mientras que, a las dosis restantes, la

viabilidad de las bacterias no fue afectada y pudieron reducir el MTT a cristales de

formazan eficientemente.
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El aceite esencial de orégano es un bioproducto conocido por tener propiedades
de antivirulencia, siendo eficaz en inhibir los procesos mediados por el quorum sensing
(QS), como la formacién de biopelicula, motilidad en enjambre y bioluminiscencia, en
vibrios patdégenos del camaron de cultivo (Dominguez-Borbor et al., 2020). Por todo esto,
cabe destacar que, a pesar de que este bioproducto no haya afectado la viabilidad de V.
campbellii y V. vulnificus a las dosis mas bajas, si tienen un efecto sobre la virulencia.
Debido a que, Dominguez-Borbor et al. (2020) determiné que a partir de una
concentracion de 1 ug/mL hay un efecto sobre el QS de vibrios patégenos del camaron,

causante de enfermedades del camaron de cultivo.

3.2.2 Antibiético oxitetraciclina (Control negativo)

La técnica de reduccién del MTT, permitié determinar que las cuatro cepas de
vibrios fueron afectadas significativamente por la cantidad de antibiotico subministrados
debido a que se observaron valores de DO inferiores a 0.06, leidos a una longitud de
onda de 620 nm, lo que indica que no hubo formacién de cristales de formazan. (Tabla
3.2)

Tabla 3.2 Densidad dptica ¢20 nm de las diferentes concentraciones de antibiético

oxitetraciclina evaluadas contra cuatro cepas de vibrios patogenos de camarén

Concentraciones de antibiético oxitetraciclina
Vibrios patégenos (pg/mL)
7 500 3750 1875 937,5 468,75 Control

Prom DO -0,02 -0,09 -0,09 -0,10 -0,02 1,17

V- harveyi SD 0,06 003 005 003 001 026

. campbeli PonDO 002 000 -006 -0,04 -002 176
) 003 003 006 002 001 011

_ PonDO  -004 015 -017 -0,18  -017 1,60

V- parahaemolyticus SD 002 001 001 001 001 016
U vuinifcns PonDO  -0,03  -004 -002 -0,02 003 174

) 001 006 005 006 002 004

Valores representados como el promedio de DO + desviacion estandar (SD) de 7 réplicas.

Los mismos datos fueron transformados a la viabilidad de los vibrios. Los
resultados mostraron que todas las concentraciones evaluadas disminuyeron la
viabilidad para cada cepa de Vibrio estudiada con respecto al control en un grado
estadisticamente significativo. Ademas, cabe recalcar que, entre las concentraciones

evaluadas en los vibrios no hubo diferencias significativas (Figura 3.4).
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Figura 3.4 Viabilidad (expresada como porcentaje) de las cepas de vibrios después de 4

horas de incubacién con diferentes concentraciones del antibiético oxitetraciclina.
El control representa las bacterias no tratadas (100% de viabilidad). La viabilidad se obtuvo del cociente de la DO g29
nm de bacterias tratadas entre DO 20 nm de bacterias no tratadas x100. En todas las graficas, perteneciente a cada
cepa de Vibrio, se muestra que todas las concentraciones evaluadas son significativamente diferentes con respecto

al control y las diferencias entre las concentraciones no son representativas (p <0.05).

La oxitetraciclina, es uno de los antibidticos de amplio espectro para bacterias
grampositivas y gramnegativas, ampliamente utilizado en la acuicultura debido a que es
permitido en ciertos paises, ademas es un producto eficiente y con un precio accesible
(Neela et al., 2007). Un estudio realizado por Reboucas et al., (2011), determind que la
concentracion minima inhibitoria (MIC) de la oxitetraciclina evaluada en vibrios, no
excede los 400 mg/mL. De manera que se confirma que las concentraciones evaluadas

en este ensayo, 7 500 — 468.75 pg/mL, fueron letales para todas las cepas de vibrios.
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3.3 Dosis letal del 50% evaluadas de aceite esencial de orégano.

Los valores de la dosis que mata el 50% (LDso) de las células bacterianas
estimados a partir de los resultados obtenidos para la dosis-respuesta del aceite esencial
de orégano, fueron 150.9, 255.3, 814.1 y 6 924 .4 para V. harveyi, V. parahaemolyticus,
V. campbellii y V. vulfinicus, respectivamente. Adicionalmente, con los datos generados

por el analisis probit, se graficé las curvas de mortalidad de los Vibrio spp. (Figura 3.4).
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C Curva de mortalidad de V. campbellii
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Figura 3.5 Curvas de mortalidad de Vibrio spp. cultivados con aceite esencial de

orégano.

El LD 50 es la dosis administrada de una sustancia que se puede esperar que
cause la muerte del 50% de la poblacion dosificada (Gad, 2014). El analisis cuantitavo
de los valores de LDsg calculados, mostraron un menor valor para V. harveyi, lo que
indica que este Vibrio es mas sensible al aceite esencial de orégano en relacion a las
otras cepas analizadas, seguido por V. parahaemolyticus. Por el contrario V. campbellii,
fue la cepa que obtuvo un valor de LDso mas alto en comparacion a las otras cepas, es

decir, se necesita administrar una dosis mas alta para matar la mitad de la poblacion
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bacteriana. Cabe recalcar que, a pesar de que el LDso de V.vulnificus fue la mayor de
todas, el valor excede por mucho la dosis esperada, por lo que es necesario evaluar
concentraciones que estén entre un rango de 1125 a 562 ug/mL para poder estimar de

forma correcta el valor del LDsp.
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CAPITULO 4
4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Con la finalidad de evaluar bioproductos con posible actividad
antivirulencia, reduciendo costos y tiempo, en este trabajo se estandarizé con
éxito un método basado en la reduccion del compuesto MTT que mida la viabilidad
de vibrios patégenos del camaron (Ver apéndice B), tomando como referencia la
metodologia de estudios previamente realizados, por lo que se concluye que:

1. Las cuatro cepas de vibrios estudiadas tienen la capacidad de reducir el
compuesto MTT a cristales de formazan, determinando asi que V.
campbellii, es la cepa que mayor formazan genera con respecto a los

otros vibrios evaluados.

2. La cantidad de formazan producido por los vibrios, generalmente
cuantificado por espectrofotometria, corresponde la cantidad de células

vivas en el cultivo bacteriano.

3. La validacion de la prueba usando un producto natural con propiedades
de antivirulencia (aceite esencial de orégano) a distintas
concentraciones, permite observar el efecto dosis-respuesta, es decir,
muestra como la viabilidad bacteriana es afectada de forma diferente
dependiendo de la dosis de producto afadido en el cultivo bacteriano.

4. V. harveyi y V. parahaemolyticus son las cepas de vibrios que mejor
muestra el efecto de dosis-respuesta a las concentraciones evaluadas

en este estudio.

5. Los valores de viabilidad al evaluar el aceite esencial de orégano difieren
para cada cepa de vibrios lo que indica la sensibilidad del método de
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reduccién del MTT para evaluar el efecto de bioproductos frente a vibrios

patdgenos del camardn.

Las concentraciones de antibidtico oxitetraciclina evaluadas en este
estudio, fueron letales para todas las cepas vibrios, de modo que, no se
observdé la formacidon de cristales de formazan en los cultivos

bacterianos.

Mediante el método de reduccion del MTT también es posible calcular el
LDso determinando que, V. harveyi es la cepa de vibrio mas sensible al

aceite esencial de orégano en relacion con las otras cepas estudiadas.

El método de reduccion del MTT, constituye una alternativa eficaz a las
pruebas microbiolégicas tradicionales para evaluar el efecto
antibacteriano de productos naturales y sintéticos de manera mas

simple, rapida y econdmica.

Recomendaciones

1.

4.

Aplicar la técnica de reduccion del MTT a los ensayos microbiolégicos

de rutina para evaluar productos con actividad antimicrobiana.

Para estimar correctamente los valores de LDso de Vibrio spp., es
importante que se evaluen concentraciones que estén entre un rango

de 0 a 100% de afectacion de la viabilidad bacteriana.

Es imprescindible que todos los pasos del método de reduccién del
MTT se realicen correctamente y con las condiciones de esterilidad

adecuados para obtener los resultados deseados.

Al momento de retirar el sobrenadante de los pocillos después de la

centrifugacion es importante que se evite extraer el pellet bacteriano
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para asi mantener la cantidad total de formazan generado y no obtener

datos atipicos de densidad optica.

. La etapa de solubilizacion de los cristales de formazan usando etanol
absoluto (100%) podria mejorarse probando otros solventes organicos
mas eficaces para disolver los cristales de formazan bacterianos, a fin

de agilizar el proceso del método de reduccién del MTT.
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APENDICES

APENDICE A: Curvas de calibracién de Vibrio spp.

Tabla: Recuentos en placa y densidad optica de V. harveyi en el tiempo

Tiempo (hora)  0.D 620nm Recuentos
0 0,079 2,41E+03
1 0,082 6,46E+03
2 0,094 3,15E+04
3 0,091 5,91E+04
4 0,101 1,02E+05
5 0,134 8,88E+05
6 0,174 3,49E+06
7 0,21 8,27E+07
8 0,27 5,36E+08
9 0,399 1,95E+09
10 0,439 4,25E+09
V. harveyi
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Figura. Curva de calibracion (Densidad optica vs Conteo en placa) para V.

harveyi



Tabla: Recuentos en placa y densidad 6ptica de V. campbellii en el tiempo

Tiempo (hora)  0.D 620nm Recuentos
0 0,079 1,41E+03
1 0,082 2,46E+03
2 0,094 3,15E+04
3 0,111 7,91E+04
4 0,131 1,02E+05
5 0,164 8,88E+05
6 0,201 3,49E+06
7 0,26 2,17E+07
8 0,31 1,36E+08
9 0,399 1,95E+09

[
o
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Figura. Curva de calibracion (Densidad optica vs Conteo en placa) para V.
campbellii



Tabla: Recuentos en placa y densidad 6ptica de V. parahaemolyticus en el tiempo

Tiempo (hora)  0.D 620nm Recuentos
0 0,079 4,10E+02
1 0,082 2,46E+03
2 0,094 2,75E+04
3 0,091 7,91E+04
4 0,101 1,02E+05
5 0,134 5,58E+05
6 0,174 3,49E+06
7 0,232 1,03E+08
8 0,276 5,36E+08
9 0,332 1,95E+09

[
o
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V. parahaemolyticus

1,00E+11

o YESRRBOEE e @
1,00E+09 R2=09663 | .eT

1,00E+08 e
L00E+07 | e

1,00E+06
1,00E+05 P
1,00E+04

Recuentos en placa

1,00E+03
1,00E+02
1,00E+01
1,00E+00

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4 0,45
Densidad o6ptica

Figura. Curva de calibracion (Densidad optica vs Conteo en placa) para V.

parahaemolyticus



Tabla: Recuentos en placa y densidad 6ptica de V. vulnificus en el tiempo

Tiempo (hora)  0.D 620nm Recuentos
0 0,069 4,10E+02
1 0,077 7,46E+03
2 0,084 3,15E+04
3 0,101 3,91E+04
4 0,101 1,02E+05
5 0,134 8,88E+05
6 0,174 3,49E+06
7 0,299 1,03E+08
8 0,34 4,36E+08
9 0,399 1,95E+09
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Figura. Curva de calibracion (Densidad optica vs Conteo en placa) para V.

vulnificus



APENDICE B

Protocolo para medir la viabilidad bacteriana a fin de evaluar productos contra

vibrios patégenos del camarén

1.

7.
8.
9.

Preparar las diferentes concentraciones del producto a evaluar (dosis
subletales), usando solucién salina (2% NaCl) como solvente, para
observar un efecto de dosis repuesta en funcion de la cantidad de producto
evaluado, respecto a la viabilidad y la cantidad de cristales de formazan
formado por las bacterias.

En una microplaca de 96 pocillos, dispensar 160 uL de medio de cultivo LB
+ 2% NaCl en cada pocillo.

Agregar 20 pL del producto a evaluar a las concentraciones previamente
preparadas (una concentracion diferente por columna).

Afadir 20 pL de inoculo de Vibrio a una concentracion de 1x10” UFC/mL
(volumen final por pocillo 200 pL).

Para el control positivo, en lugar de afadir el producto, colocar 20 yL de
solucion salina.

Para el blanco afiadir 40 pL de solucion salina, en lugar de la suspension
bacteriana y del producto.

Realizar 7 réplicas por tratamiento y controles.

Incubar la placa a 30 °C por 4 horas.

Agregar a todos los pocillos 10 pyL de solucion de MTT (5 mg/mL).

10.Incubar la placa por 2 horas a 30 °C.

11.Centrifugar la placa por 10 minutos a 2 500 g a una temperatura de 24 °C.

12.Retirar cuidadosamente el sobrenadante de cada pocillo de la microplaca

sin coger el pellet bacteriano ubicado en el fondo de cada pocillo.

13. Solubilizar el pellet bacteriano con 200 pL de etanol absoluto en todos los

pocillos, homogenizando la solucidn por pipeteo.

14.Medir la densidad oOptica a 620 nm usando un lector de microplacas.

15.Calcular el porcentaje de viabilidad bacteriana, mediante la siguiente

formula:



DO de bacterias expuestas al tratamiento

x 100%

Viabilidad bacteriana = :
DO de bacterias no expuestas

DO = Densidad 6ptica a 620 nm



