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Adaptacion del ensayo de reduccion de metil tiazol tetrazolio (MTT)
para medir la viabilidad celular en bacterias del genero Vibrio

PROBLEMA

El cultivo de camaron es una de las actividades acuicolas con mayor valor comercial a nivel global, y para Ecuador

representa el primer rubro no petrolero. Sin embargo, esta industria enfrenta graves desafios debido a enfermedades

bacterianas, principalmente causadas por bacterias del género Vibrio, que provocan altas tasas de mortalidad y perdidas
econdmicas globales estimadas en 3 mil millones de ddlares anuales. Los métodos in vitro tradicionales para evaluar
productos con actividad antibacteriana contra los vibrios, son costosos, lentos y poco eficientes. Ademas, no se han

adaptado suficientemente para evaluar productos que puedan ser usado bajo la estrategia anti-virulencia para controlar

patdgenos bacterianos de camaron.

OBJETIVO GENERAL

Estandarizar un metodo in vitro, basado en la reduccion del compuesto MTT, para medir la viabilidad celular y evaluar

el efecto anti-Vibrio de bioproductos.

PROPUESTA

Desarrollar un metodo alternativo, rapido, economico y fiable para identificar agentes terapeuticos eficaces y sostenibles.

La adaptacion del método de MTT para estimar la viabilidad de vibrios patdgenos de camaron basado en la reduccion de
MTT a cristales de formazan por las cé€lulas viables, permitira contar con una herramienta robusta para evaluar de forma
efectiva, productos con potencial microbicida o anti-virulencia, determinando su dosis letal (LD.,) y su impacto sobre la
virulencia bacteriana. En el presente estudio se evaluo la capacidad de reduccion del MTT en cuatro cepas de Vibrio
harveyi, V. campbellii, V. parahaemolyticus y V. vulnificus, patdgenos de camaron. Posteriormente, el método se valido

utilizando aceite esencial de Origanum vulgare (OEOv) a diferentes concentraciones para obtener un efecto dosis-

respuesta y se establecio LD, para cada cepa de Vibrio.

RESULTADOS

Los Vibrio redujeron eficientemente el MTT a formazan,

evidenciado por el cambio a color purpura en los pocillos Al g *Vhimyz B it e
con bacterias, mientras que no hubo cambio en los " £
controles sin bacterias (Fig. 1). V. campbellii presento la f f
mayor capacidad reductora, seguido por V. vulnificus, V.
parahaemolyticus, y V. harveyi. La técnica de reduccion T ey T oy
de MTT permitid evaluar el efecto del EOOv sobre la c" . /. campbeli D" /. wlnificus
viabilidad de los Vibrio, no se observo efecto a 10 <ol || [ o
ug/mL, pero a partir de 35 pug/mL se afectaron los cuatro ze =
Vibrio reflejando una clara relacion dosis-respuesta (Fig. . 3
2). La LD, del EOOv vario entre las cepas de Vibrio, oL B M N W W 8 . LW NN RN
siendo V. harveyi la mas sensible LD, =150,9 ug/mL A ooy b
(Fig. 3). Las curvas de mortalidad confirmaron esta Fig. 2. Validacion del método de reduccion de MTT
tendencia, indicando que se requieren dosis mas altas de en vibrios usando productos activos contra Vibrio.
EOOVv para afectar a V. campbellii y V. vulnificus.
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Fig. 1. Reduccion del compuesto MTT a cristales de
formazan por vibrios patogenos de camaron. A) Fig. 2. Determinacion de la dosis letal que mata
Pocillos con Vibrio tratados con MTT. B) Pocillos 50% del aceite esencial de orégano contra los
con Vibrio sin MTT. Vibrio.

CONCLUSIONES RECONOCIMIENTOS

* La prueba de reduccion de MTT fue adaptada con éxito " bste trabajo fue apqyadq por el Centro Nacional de
para medir la viabilidad de Vibrio patogenos en el Acuicultura e Investigaciones Marinas (CENAIM) y
cultivo de camarén, demostrando ser una alternativa fondos derivados de la Escuela Superior Politécnica del
precisa y rapida para evaluar productos antimicrobianos Litoral (ESPOL). Extendemos nuestro agradecimiento a
con potencial uso terapéutico en acuicultura. todas las personas del CENAIM que colaboraron en esta

Investigacion.
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