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RESUMEN

Los probioticos, son una alternativa eficiente a los antibiéticos para el control de
enfermedades bacterianas de camardén de cultivo. ElI descubrimiento de probibticos
para camaroén se realiza principalmente mediante un cribado con pruebas in vitro de la
capacidad de las cepas bacterianas candidatas a probiéticos para excluir el crecimiento
de bacterias patégenas. Este método presenta la desventaja de que el descubrimiento
se limita a cepas antagonicas contra bacterias patdégenas. La busqueda de probioticos
mediante la comparacion del microbioma del tracto gastrointestinal de animales
saludables contra enfermos utiliza tecnologia de secuenciacion de alto rendimiento
(HTS), combinada con técnicas de culturémica, puede ser un método alternativo a la
seleccion de probidticos para camardén, ya que permite la seleccion de cepas
probidticas por cualquier modo de accion. En el presente estudio se realizé un analisis
de la factibilidad técnica y economica para la aplicacion de HTS en el descubrimiento
de potenciales probidticos para larvas de camardén Penaeus vannamei. Se realizé una
experimentaciéon de prueba de concepto de cultivo de bacterias potencialmente
probidticas usando macerados de larvas de camarén P. vannamei de una larvicultura
comercial colectadas en un proyecto de investigacion de descubrimiento de probidticos.
Un total de 18 cepas bacterianas se perfilaron como potencialmente probioticas por
exclusibn competitiva de la bacteria patdégena, sefalando evidencias a favor de
factibilidad de que la técnica sirve para encontrar cepas probibticas para larvas de
camaron. Posteriores estudios seran necesarios para determinar la presencia de otras

cepas probidticas por otros modos de accion en las muestras analizadas.

Palabras claves: Descubrimiento de probiéticos, probidticos, secuenciacién de alto

rendimiento, larvas Penaeus vannamei.
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ABSTRACT

Probiotics are an efficient alternative to antibiotics for the control of bacterial diseases in
farmed shrimp. Probiotic discovery for shrimp is mainly carried out by screening the
ability of candidate probiotic bacterial strains to exclude the growth of pathogenic
bacteria though in vitro tests. This method has the disadvantage that discovery is limited
to strains antagonistic against pathogenic bacteria. Probiotic screening by comparing
the microbiome of the gastrointestinal tract of healthy and diseased animals using high-
throughput sequencing (HTS) technology, combined with culturomics techniques, may
be an alternative method to in vitro probiotic screening for shrimp, as it allows to identify
probiotic strains with different modes of action. In the present study, an analysis of the
technical and economic feasibility for the application of HTS in the discovery of potential
probiotics for Penaeus vannamei shrimp larvae was performed. A proof-of-concept
experimentation of culturing potentially probiotic bacteria was conducted using
macerates of P. vannamei shrimp larvae from a commercial larviculture collected in a
probiotic discovery research project. A total of 18 bacterial strains were profiled as
potentially probiotic by competitive exclusion of pathogenic bacteria, pointing to
evidence in favor of the feasibility of the technique for probiotic strains discovery for
shrimp larvae. Further studies will be necessary to determine the presence of other

probiotic strains by other modes of action in the analyzed samples.

Key words: Probiotic discovery, probiotics, high-throughput sequencing, Penaeus

vannamei larvae.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCCION

El cultivo de camardn es una de las industrias de produccién de alimento de mayor
relevancia mundial. Concomitantemente con el crecimiento de la industria acuicola la
produccion se ha intensificado, lo que incrementa el riesgo de ocurrencia de
enfermedades infecciosas, incluidas las de etiologia bacterianas, impactando
significativamente al sector. Los antibidticos han constituido el tratamiento tradicional
para tratar a las enfermedades bacterianas de camarén de cultivo [1]. Sin embargo, su
uso conlleva importantes desventajas, principalmente la acumulacion de trazas de
antibioticos en el ecosistema acuatico y la generacion de resistencia bacteriana a
antibioticos [2][3][4].

Los probidticos, prebidticos y simbidticos son aditivos empleados para controlar a las
enfermedades bacterianas en camaron [5]. Entre ellos destacan los probidticos, por ser
una alternativa eficiente a los antibioticos [6]. Los probidticos son organismos vivos que
generan beneficios en la salud del individuo [3][6]. La administracion se realiza por via
oral a través del alimento [7], administrado de manera directa al agua de cultivo [8],
utiizando un medio fermentado [9]. Los probidticos tienen varios mecanismos de
accién, como antagonismo directo contra patdégenos debido a la produccion de
sustancias inhibitorias, exclusion competitiva de bacterias patdogenas por los sitios de
adhesién en el tracto gastrointestinal del huésped, competencia con las bacterias
patégenas por nutrientes y estimulacion del sistema inmune del huésped [9][10]. Los
beneficios de los probidticos también incluyen la mejora de la digestibilidad de los
alimentos por la accion de enzimas digestivas [5]. Estos beneficios promueven
directamente la resistencia del camaron a enfermedades bacterianas, e indirectamente

su crecimiento y el mejoramiento de la calidad del agua de cultivo [2][10].

La multiplicidad de efectos benéficos de los probiéticos como consecuencia de los
distintos modos de acciéon ha derivado en el incremento de nuevas alternativas

metodoldgicas para el descubrimiento de nuevas cepas. Una de estas alternativas es la
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busqueda de probidticos utilizando datos obtenidos con secuenciacion de alto
rendimiento (High-throughput sequencing - HTS), que permite la identificacion de
secuencias de ADN de bacterias enriquecidas en muestras de individuos saludables.
En el presente estudio se analiza la factibilidad técnica y econdmica de usar
informacion generada con tecnologia de HTS para el descubrimiento de bacterias
potencialmente probidticas para larvas de camaron Penaeus vannamei. Se describe los
resultados de una prueba de concepto, utilizando datos de amplicones de 16S rRNA
para detectar mediante cultivo microbiano cepas potencialmente probiéticas que hayan
sido identificadas en el andlisis in silico. Ademas, se analiza la factibilidad de aplicar la
metodologia para la seleccion de probibticos para larvas de camardén P. vannamei

utilizando criterios técnicos y econémicos.

1.1. Descripcion del problema

Las enfermedades que afectan a la industria del cultivo de camardn ocasionan grandes
pérdidas econdémicas. Especificamente, las enfermedades bacterianas causadas por el
género Vibrio han provocado altas mortalidades en la etapa larval y de engorde en Asia
y Latinoamérica [11]. Por ejemplo, la enfermedad de etiologia bacteriana de la necrosis
hepatopancreatica aguda (AHPND) ha ocasionado pérdidas econdmicas en Asia [12].
Los probidticos es una de las alternativas naturales a los antibidticos mas eficientes
para tratar enfermedades causadas por patdégenos bacterianos [13]. Sin embargo, hay
un limitado nimero de géneros de bacterias probiéticas comercializadas. Por ejemplo,
en Ecuador se comercializa probiéticos de los géneros Bacillus, Lactobacillus,

Bifidobacterium, Streptococcus, Pediococcus y Paracoccus [14].

El principal enfoque metodoldgico para la busqueda de probidticos para acuacultura
consiste principalmente en el cribado de las bacterias potencialmente probibticas
utilizando pruebas in vitro de la capacidad del potencial probiético para excluir el
crecimiento de bacterias patdogenas. Generalmente, las cepas potencialmente
probidticas que provocan una inhibicion del crecimiento de la bacteria patdgena, en
presencia de un medio de cultivo, son utilizadas posteriormente en pruebas in vivo de
toxicidad del potencial probiético al huésped y de desafio con el patégeno bacteriano.

Este proceso de seleccion tiene principalmente dos problemas. En primer lugar, al

17



enfocarse solamente en el modo de accidon de antagonismo directo, se descarta otras
cepas potencialmente probidticas por algun otro modo de accién. De tal forma que, con
esta metodologia se estaria dejando a un lado bacterias que podrian ser efectivos
probioticos por algun otro modo de accién distinto al de antagonismo contra bacterias
patdgenas. En segundo lugar, podria suceder que no hay consistencia entre los
resultados in vitro e in vivo, ya sea porque la bacteria antagdnica en una prueba in vitro
termina no siendo exitosa en la prueba in vivo [15], o por bacterias que no mostraron
antagonismo en la prueba in vitro pueden ser antagoOnicas in vivo [16].
Independientemente que, el enfoque in vitro ha revelado probiéticos muy efectivos para
la salud del camardn, se estaria dejando a un lado a un arsenal de cepas

potencialmente probioticas que podrian beneficiar sustancialmente a la industria.

Por tal razén, se ha utilizado, aunque en menor medida el enfoque de iniciar el proceso
de cribado con pruebas in vivo. Este segundo enfoque metodolégico tiene la ventaja de
permitir la actuacion de todos los modos de accion de los potenciales probioticos, pero
presenta la desventaja que demanda muchos recursos, principalmente, espacio,
animales de experimentacion, réplicas, entre otros, lo cual se traduce en altos costos.
Precisamente en términos de costos, el enfoque de busqueda de probiéticos mediante
pruebas in vitro se ha utilizado mayoritariamente, ya que los costos son muy inferiores

comparados con el enfoque in vivo.

Otro método de seleccion de probidticos consiste en probar la eficacia de géneros de
bacterias, como los Lactobacillus, cuya efectividad como probiéticos para humanos y
agricultura ya ha sido verificada. Sin embargo, este otro método de seleccion podria

estar utilizando bacterias que no son parte de la microbiota natural del camaron.

En este contexto, es importante contar con otra alternativa metodologica para la
busqueda de probidticos efectivos para camaron de cultivo que aborde los problemas
anteriormente descritos. Los probidticos en humanos esta atravesando una nueva era
denominada probiéticos de nueva generacion (next-generation probiotics — NGP)
donde se identifica probidticos de precision utilizando datos de HTS como la de
amplicones del 16S rRNA, comparando la microbiota intestinal de individuos sanos e

individuos afectados, y la deteccion posterior de las bacterias utilizando un amplio
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rango de condiciones de cultivo (culturomica). En el presente trabajo se plantea
estudiar la factibilidad utilizar HTS para el descubrimiento de bacterias potencialmente

probioticas para larvas de camaron P. vannamei.

1.2. Justificacion del problema

El camaron de cultivo es el primer producto no petrolero de exportacion en Ecuador.
Pese a las dificultades a causa de la pandemia por la COVID-19 en el 2020, las
exportaciones de camardn se incrementaron un 25,5% en comparacion al afio 2019
generando 3 mil millones de ddlares [17]. En el 2020, Ecuador se convirtié en el primer
exportador mundial. Sin embargo, las enfermedades bacterianas emergentes han
desencadenado pérdidas economicas a nivel mundial, de manera que es importante
desarrollar alternativas que contribuyan de manera natural al control eficaz de las
enfermedades bacterianas en el cultivo de larvas de camaroén.

La busqueda de probidticos mediante la comparaciéon del microbioma de animales
saludables con enfermos obtenidos con la tecnologia de HTS, combinada con técnicas
de culturémica puede ser un método alternativo a la seleccién de probioticos para
camardn por los siguientes motivos: 1) la utilizacibn de animales colectados de
instalaciones comerciales es una metodologia que inicia con el enfoque in vivo y
permitiria la identificacion de probidticos que tengan cualquier modo de accion, 2)
permitiria identificar probiéticos para patégenos locales, 3) se determinaria taxas de
bacterias significativamente enriquecidas en el grupo de animales saludables, por lo
gue, tal significancia estadistica incrementaria las posibilidades de encontrar un
verdadero probidtico, 4) permitiria la identificacion de la microbiota natural de camarén
por los que los probidticos identificados tendrian mas posibilidades de éxito al ser
bacterias autdctonas del camardon adaptadas al sistema de cultivo, 5) permitiria la
identificacion de un consorcio de bacterias que al estar presentes en forma conjunta en
animales exitosos sugeriria la formulacion de mezclas de mdultiple cepas, lo cual
ahorraria realizar pruebas posteriores para evaluar el efecto sinérgico, 6) permitiria el
descubrimiento de nuevos géneros y especies de probidticos para camarén y 7)
existiria ahorro en los costos de experimentacién del cribado inicial, comparado con el

enfoque in vivo, porque se estaria seleccionando las bacterias de individuos exitosos.
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Este nuevo enfoque metodolégico manifiesta interesantes ventajas sobre los métodos
de descubrimiento de probidticos utilizados principalmente en acuacultura. Sin
embargo, hay dos aspectos que es necesario estudiar: 1) los costos de extraccion,
amplificacion, secuenciacién del material genético y analisis de datos que pueden
tornarlo en una metodologia cara y 2) la proporcion de bacterias que puedan ser
realmente cultivables de un grupo de taxas identificadas mediante el analisis in silico,
ya que, se conoce que un minimo porcentaje de bacterias identificadas in silico son
cultivables. Estos limitantes son analizados en forma critica en el andlisis de factibilidad
realizado en este trabajo para determinar el potencial de aplicaciébn de esta nueva
metodologia para el descubrimiento de bacterias potencialmente probidticas para

camaron de cultivo.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo General
- Evaluar la factibilidad de aplicar secuenciacion de alto rendimiento para el
descubrimiento de bacterias potencialmente probioticas para larvas de camarén

Penaeus vannamei.

1.3.2 Objetivos Especificos

- Analizar la informacién disponible en la literatura cientifica sobre la metodologia
de descubrimiento de probidticos utilizando secuenciacién de alto rendimiento.

- Determinar mediante pruebas in vitro la factibilidad de detectar bacterias
potencialmente probidticas utilizando resultados de secuenciacion de alto

rendimiento.

1.4 Marco tedérico

1.4.1 Probidticos
Los probidticos son microorganismos benéficos considerados en acuacultura como
tratamientos alternativos de gran eficacia y con efectos secundarios menores [18]. Los
probioticos disminuyen las enfermedades e incrementan la supervivencia, mediante la

inhibicion de las bacterias patdgenas o cualquiera de sus otros modos de accion. El
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efecto benéfico de los probiodticos también se refleja en el mejoramiento del crecimiento
de los animales y de la calidad de agua, por reduccion considerable de las
concentraciones de amonio, nitrito y nitrato del medio disminuyendo la carga organica
[19]. La accion de los probidticos suele ser de forma transitoria y su administracion
debe ser de forma continua, como suplemento en la alimentacién o también en el agua

del cultivo, para que, el efecto biologico se mantenga en el tiempo.

1.4.2 Mecanismo de accién de los probidticos

Algunas bacterias probidticas presentan un mecanismo de accion de antagonismo
directo (Figura 1.1), mediante el cual exhiben la capacidad de generar productos
extracelulares como sustancias antimicrobianas y acidos organicos encargados de
inhibir o matar bacterias patdégenas [2][19][20][21]. Algunas bacterias Gram-positivas
cdmo Gram-negativas presentan la capacidad de mejorar la respuesta inmune de los
camarones contra potenciales microorganismos patégenos. Por ejemplo, el camaron
(P. vannamei) al suministrarle tanto Bacillus y Vibrio en el alimento es capaz de
incrementar la resistencia a Vibrio harveyi [22]. En tanto que, otras bacterias mediante
un mecanismo de exclusion competitiva ocluyen el acceso de las bacterias patdgenas a
los sitios de adhesion del tracto gastrointestinal del huésped, permitiendo la
colonizacion del probidtico en el epitelio intestinal. Este proceso permite tener una flora
gastrointestinal beneficiosa para el huésped, ya que impide la colonizacién de una o
varias bacterias patégenas en el microbiota intestinal. Los probidticos ayudan a que
esto se lleve a cabo gracias a la unién con las células epiteliales del huésped, lo que
también colabora a la alerta del sistema inmune del animal [21]. Por ejemplo, en
Penaeus monodon, cepas Bacillus generan un efecto de exclusion competitiva contra
V. harveyi, debido a la capacidad de la cepa Bacillus para adherirse a las paredes de
las mucosas impidiendo que este Vibrio logre colonizar el tracto gastrointestinal del

camaron.
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1.4.3 Secuenciacion de alto rendimiento

Dentro las ultimas dos décadas se han desarrollado distintos estudios de la microbiota
humana en forma independiente del cultivo bacteriano, basandose en andlisis
molecular y utilizacion de métodos de secuenciacion de ADN. Una de estas técnicas es
la metagendmica que estudia comunidades microbianas de forma directa en su medio
sin hacer uso del aislamiento de las bacterias y su cultivo, revelando una mayor
diversidad inclusive para ecosistemas desconocidos [23]. La metagenomica es el
estudio del conjunto de ADN de comunidades enteras de microorganismos
(metagenoma) en un determinado habitat [24]. La disciplina se desarroll6 como
alternativa a la problematica de que Unicamente entre el 0.1 y 10% de los
microorganismos de una muestra son cultivables mediante técnicas microbiolégicas
clasicas. La mayoria de las bacterias de una muestra no pueden ser cultivadas porque
se desconoce los requerimientos nutricionales y parametros fisicoquimicos necesarios
para un Optimo crecimiento de estas bacterias. Ante esta problematica se desarroll6 la
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metagendmica como una disciplina alternativa para determinar la diversidad de
microrganismos presentes (cultivables y no cultivables) en un habitat a través de la
informacion genética, prescindiendo de los cultivos microbiologicos. Se utiliza también
para caracterizar taxonémica y genéticamente a las comunidades bacterianas de
distintos organismos, para seleccionar candidatos a probidticos [21][25][26], para el
analisis de abundancia diferencial en organismos saludables comparados con
organismos enfermos [27][28], y para el desarrollo de estrategias de control de
patdégenos [29]. El analisis de metagendmica se realiza a través de una serie de pasos
(Figura 1.2), que en forma resumida consisten en: 1) obtencion de la muestra de un
habitat, 2) extraccion del ADN de partes de los genomas o de los genomas de los
microorganismos de la muestra, 3) preparacion de los fragmentos con un tamafo
determinado del ADN extraido, (librerias o bibliotecas), 4) secuenciacion de estos
fragmentos utilizando tecnologias HTS para la obtencidén de secuencias de nucleétidos
de los microorganismos presentes en la muestra, y 5) analisis de las secuencias de
ADN (andlisis bioinforméatico) para la asignacion taxonémica de los microorganismos
secuenciados, estudios de diversidad del microbioma, entre otros analisis. La
secuenciacion puede realizarse para el metagenoma completo (secuenciacion shotgun)
o para un fragmento o marcador del genoma bacteriano (secuenciacion de amplicén o
cbdigo de barras - barcoding), que a menudo se realiza para regiones hipervariables
del gen ribosomal 16S rRNA.

Muestra ADN Amplicones Librerias

]

GEN

Extraccion
ADN
PCR
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Secuenciacion

| 1 r
Obtencidn de
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Figura 1.2 Pasos realizados en un andlisis de metagendmica [30].
23



Las plataformas de secuenciacién de metagenémica son cada vez mas usadas para la
obtencion de probidticos para humanos y animales y consecuentemente disminuyen los
costos de analisis. Por su lado, la culturomica permite el cultivo de bacterias viables,
pero inicialmente no cultivables mediante la combinacién de mdultiples condiciones de
cultivo, combinadas con la identificacion rapida de bacterias, o que ha permitido el

cultivo de cientos de nuevos microorganismos [26][31].
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CAPITULO 2

2. METODOLOGIA

2.1 Analisis bibliografico sobre metodologias de descubrimiento de probidticos
utilizando datos de secuenciacion de alto rendimiento

Se realizé un analisis bibliogréfico sobre metodologias de descubrimiento de
probidticos para humanos utilizando datos de secuenciacion de alto rendimiento. La
busqueda bibliografica también incluyé la revision de los métodos tradicionales
empleados en el descubrimiento de probidticos para acuacultura. Esta informacion
sirvié posteriormente para identificar los procesos, analisis, ventajas y desventajas de
los métodos tradicionales de descubrimiento de probidticos y el alternativo de HTS

propuesto en este documento.

Con respecto a los probidticos para humanos, desde el descubrimiento de la bacteria
del género Bifidobacterium, aislada en 1899 por Tissier de las heces de bebés
lactantes, y el inicio del concepto de descubrimiento de probidticos por Metchnikoff en
1907 [32] con la proposicion de que la microbiota humana podia ser alterada para
promover la salud mediante el consumo regular de yogurt fermentado rico en bacterias
acidas lacticas, se han realizado numerosas investigaciones de causalidad entre la
microbiota y la salud humana [33]. Sin embargo, al igual que en acuacultura, la mayoria
de los probidticos comerciales para salud humana pertenecen a un limitado nimero de
géneros, que incluyen principalmente a Bifidobacterium spp. y Lactobacillus spp [34].
Otras especies comerciales de probidticos para humanos son Saccharomyces, Bacillus
spp., Escherichia coli, Enterococci, y Weissella spp. aisladas del tracto intestinal de

humanos o de alimentos fermentados [35].

A medida que se ha ampliado el conocimiento del microbioma humano y sus funciones,
se desarrollan potentes métodos de cultivo que permiten el aislamiento y la
caracterizacion de una nueva gama de microorganismos. Paralelamente, los costos de
secuenciacion del ADN disminuyen, facilitando el descubriendo de nuevos taxones de
potenciales probidticos de siguiente generacion (next-generation probiotics — NGP [33].

El descubrimiento de NGPs sigue la estrategia metodolégica de “arriba hacia abajo”
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(top-down), donde los probidticos son descubiertos a la medida para problemas
especificos de salud, mediante la comparacion de la microbiota del intestino de
individuos saludables y enfermos, utilizando analisis de HTS y técnicas de culturémica
(Figura 2.1). Antes del desarrollo de la HTS, el descubrimiento de probiéticos con el
enfoque top-down inici6 con los descubrimientos de los géneros Bifidobacterium vy
Lactobacillus [32]. En la era de HTS y la secuenciacién de metagendmica, junto con la
disciplina de la culturémica y la dilucidaciéon del modo de accion de las cepas
potencialmente probidticas con experimentos in vitro e in vivo, el descubrimiento de
probidticos se ha perfeccionado, permitiendo la identificacion de nuevos géneros de
bacterias probidticas para humanos. Con este enfoque se ha descubierto a
Faecalibacterium prausnitzii, diferencialmente mas abundante en la microbiota
intestinal de individuos sanos comparados con la de pacientes con diabetes, cancer
colon-rectal y enfermedad de Crohn. El mecanismo de accion de F. prausnitzii radica
en su capacidad antiinflamatoria, por la produccién de butirato y acido salicilico por
parte de la bacteria, lo cual por un lado inhibe ciertas vias inflamatorias, y por otro lado
estimula otras vias antiinflamatorias en el huésped. Adicionalmente, el butirato
presenta también un modo de accién anticancerigeno, ya que induce la apoptosis

(muerte) de las células cancerosas del colon [36].

Otra cepa probiodtica para la salud humana descubierta con el enfoque top-down es la
bacteria Akkermansia muciniphila, abundante en la microbiota del intestino humano
(0.5-5%) de las bacterias totales, pero diferencialmente poco abundante en la
microbiota de pacientes con obesidad, diabetes tipo 2 y enfermedad inflamatoria
intestinal crénica [37] [38]. El modo de accién de A. muciniphila no estd del todo
revelado, pero se conoce que la proteina Amuc_1100 de la membrana externa de A.
muciniphila estd implicada en la formacién de pilis que participan en la interaccién entre
la bacteria y las proteinas Toll-like receptor 2 (TLR2) de ciertas células que regulan la

inmunidad y el reconocimiento bacteriano del sistema inmune en humanos.
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Figura 2.1 Estrategia metodolégica “top-down” para el descubrimiento de probidticos para

humanos [33].

La segunda estrategia para el descubrimiento de NGPs esta basada en el cribado de
cepas potencialmente probidticas utilizando: pruebas in vitro con células de cultivo
celular, modelos animales para la prueba de hipétesis de modos de accién
inmunoldgicos, neuronal o metabdlico, a nivel molecular haciendo un cribado de cepas
potencialmente probiodticas que en el analisis in silico , también presentan el potencial
de producir moléculas (metabolitos o proteinas) capaces de modular el metabolismo de
la microbiota o del huésped, y de esta forma influenciar en su estado de salud [33].
Utilizando esta estrategia se identific la cepa Hafnia alvei 4597, que produce la
proteina caseinolitica peptidasa B (CLpB) localizada en las mitocondrias, con alta

expresion en el cerebro que imita los efectos de la hormona estimulante a-melanocitos
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(a-MSH) reguladora del apetito [32]. En tal sentido, la microbiota de pacientes obesos
presentan menos abundancia de bacterias productoras de CLpB, y ratones con
obesidad suplementados con la cepa H. alvei 4597 muestran una reduccion de peso,

aumento de masa grasa y una reduccion en el consumo de alimento.

A pesar del avance de la investigacion que muestran relaciones de causalidad entre
probioticos y mejoramiento de la salud [39][40] los probidticos para humanos no son
consumidos para controlar enfermedades especificas. Probablemente esto es
explicado por la controversia que existe sobre la eficacia de los probiéticos
comerciales, lo que a su vez es provocado por variacion entre cepas y efecto de

persona a persona [41].

Por su lado, las bacterias de los géneros Bifidobacterium, Bacillus y Lactobacillus son
los probidticos mas usados en acuacultura [42]. Ademas de los Lactobacillus, otros
probidticos &cidos lacticos usados en acuacultura son Lactococcus, Enterococcus,
Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus y Aeromonas [43]. Por su lado, los Bacillus
también son ampliamente usados como probiéticos por su capacidad de formacién de
esporas, lo que le confiere una ventaja de supervivencia frente a otras bacterias. Otros
géneros de bacterias usadas como probidticos en acuacultura son: Alteromonas,
Arthrobacter, Clostridium, Microbacterium, Paenibacillus, Phaeobacter,
Pseudoalteromonas, Pseudomonas, Rhodosporidium, Roseobacter, Streptomyces y
Vibrios [44]. En tanto que, en Ecuador, la mayoria de los probidticos con registro
sanitario comercializados para la salud de camarén pertenecen a un grupo limitado de
géneros, que incluye: Bacillus (B. subtilis, B. licheniformis, B. toyonensis), Lactobacillus
(L. plantarum), Bifidobacterium, Streptococcus, Pediococcus (P. acidilactici) y

Paracoccus [14].

El principal enfoque metodoldgico para la busqueda de probidticos para acuacultura
consiste principalmente en un proceso de cribado de las bacterias potencialmente
probioticas que empieza con la ejecucion de pruebas in vitro de la capacidad inhibitoria
del potencial probiético contra bacterias patdogenas [45][46]. Las bacterias
potencialmente probidticas que provocan una inhibicion del crecimiento de la bacteria

patdgena, en presencia de un medio de cultivo, son empleadas en un siguiente paso,
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donde mediante pruebas in vivo se prueba la toxicidad del potencial probidtico [45][47]
y/o la proteccion al organismo en condiciones de desafio con el patégeno bacteriano
[48]. Este enfoque es el mas usado por la facilidad de experimentacion, el
requerimiento de poco espacio, y porque al inicio no requiere de animales de
experimentacion. En menor medida se ha utilizado el enfoque de iniciar el proceso de
cribado con pruebas in vivo [49][50]. Este enfoque metodoldgico tiene la ventaja de
permitir la actuacion de todos los modos de accion de los potenciales probioticos, pero
presenta la desventaja que demanda muchos recursos, principalmente espacio,
animales de experimentacion, réplicas, entre otros, lo cual se traduce en altos costos.
Precisamente en términos de costos, el enfoque de busqueda de probidticos mediante
pruebas in vitro se ha utilizado mayoritariamente, ya que los costos son muy inferiores

comparados con el enfoque in vivo.

2.2 Encuestas y entrevistas a técnicos de la industria acuicola

Posteriormente a la busqueda bibliogréfica, se realizé una encuesta a 25 productores
de camaron para identificar etapas productivas de mayor requerimiento de desarrollo
de probidticos. Con los resultados obtenidos en el andlisis bibliogréafico y las encuestas
se elabor6 un formato de entrevista a expertos en desarrollo y comercializacién de
probioticos para la salud de camaron, entrevistando a un total de 5 expertos. Estas
entrevistas tuvieron como objetivos profundizar en distintos aspectos de desarrollo y
aplicacion de probidticos, identificar la etapa productiva a la que se iba a aplicar la
prueba de concepto e identificar criterios e indicadores de factibilidad para las

metodologias de descubrimiento de probidticos.

2.3 Experimentacion de pruebas de concepto

Se realiz6 una experimentacion de prueba de concepto mediante la cual se realizd un
analisis de cultivo de bacterias potencialmente probidticas. Las muestras que se
utilizaron en esta prueba de concepto correspondieron a macerados de larvas de
camarén P. vannamei de una larvicultura comercial colectadas para ejecutar un
proyecto de investigacion de descubrimiento de probidticos. Se utilizé estas muestras

porque en el mencionado proyecto se identificd, mediante analisis in silico, muestras de

29



larvas de camardn con consorcios de taxas de bacterias significativamente asociadas a
cultivos exitosos comparados con cultivos no exitosos. Por tanto, se consideré que
estas muestras debian contener algunas bacterias potencialmente probioticas. Dado el
poco tiempo de ejecucion del presente proyecto se investigo la presencia de bacterias
potencialmente probiéticas por el modo de accion de antagonismo. Sin embargo, dada
la potencialidad de la metodologia de HTS para descubrir probiéticos con varios modos
de accidn, sera necesario darle a continuidad a la presente investigacion para descubrir
en esas muestras cepas potencialmente probidticas por otros modos de accién. Las
bacterias de estas muestras fueron aisladas y utilizadas en pruebas de antagonismo
contra una bacteria patdogena para camardén. La presencia de varias cepas
potencialmente antagdnicas contra la cepa patdgena sefialé evidencias a favor de la
factibilidad de que la técnica sirva para encontrar cepas probiéticas para camaron. Se
utilizé un total de 20 muestras de larvas de camardn que presentaron mayor
abundancia de secuencias con esas taxas bacterianas. Los géneros y especies de
bacterias, que fueron identificados como significativamente asociados a los cultivos
exitosos, fueron investigados en la literatura cientifica para determinar las condiciones

Optimas de crecimiento bacteriano.

2.3.1 Preparacion de medios

En base a la informacion bibliografica se seleccionaron los siguientes medios para
cultivo bacteriano: LB Broth Miller Luria-Bertani (LB), Yeast Extract (Extract of
Autolysed Yeast Cells - YE), Marine Broth 2216 (MB), Tryptic Soy Broth (TSB), Brain
Heart Infusion (BHI), Bacto Peptone (PEPTONA), Nutrient Broth (NB) y De Man,
Rogosa y Sharpe (MRS). Los medios se dispensaron en 25 tubos de ensayo de 15 ml,

a razon de 5 ml por tubo de cada medio de cultivo.

2.3.2 Reactivaciéon de las bacterias

Se tomo 20 pl del producto macerado (almacenadas a -80°C y preservadas con PBS y
glicerol) de cada una de las 20 muestras y se inoculé en 200 pl de solucion salina. Se
homogenizo y dispensd 20 pl en los tubos con 5 ml de medio de cultivo. Un grupo de

muestras se incubaron en condiciones aerdbicas por 24 y 48 horas a 50°C. Mientras
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gue, las muestras restantes se incubaron a 30°C en condiciones anaeroébicas,

utilizando fundas de anaerobiosis por 168 a 240 horas a 30°C (Figura 2.2).

Figura 2.2 Camara de seguridad utilizada en el cultivo de bacterias.

2.3.3 Evaluacion y seleccion de los medios de cultivo

Después de 24 horas de incubacion, se reviso visualmente la turbidez de los tubos con
medios de cultivo (crecimiento bacteriano) descartando los medios de cultivo que no
registraron crecimiento (PEPTONA). Los tubos que registraron crecimiento leve se
incubaron por 48 horas. Luego de este proceso, se descartaron los medios YE y LB por
poco crecimiento. Los medios que presentaron crecimiento a las 24 y 48 horas fueron
utilizados para la siembra ajustando al 2% de Bacto agar. Cuando se registro turbidez
alta en estos tubos se realiz6 hasta 6 diluciones (1:10), sembrando las tres ultimas

diluciones.

2.3.4 Preservacién de muestras

Se preservo dos tipos de muestras. Por un lado, las colonias fueron aisladas en agar
TSA y suplementadas al 2% de NaCl para verificar la pureza, preservandolas en medio
TSB suplementado al 2% de NaCl y 20% de glicerol a -80°C. Por otro lado, se agrego
500 pl de solucién salina en la caja Petri de mayor concentracion bacteriana por cada
tipo de medio de cultivo. Se realizé un barrido y se resuspendié todas las bacterias
presentes, preservando 100 pl en medio TSB suplementado al 2% de NaCl y 20% de
glicerol en tubos de 1.5 ml. Para este proceso se juntaron todas las cajas de diferentes
medios de cultivo procesadas para la misma muestra. Por ejemplo: la bacteria 5 que
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fue sembrada en los medios AM, LB y TSA, los tres barridos fueron almacenados en un
mismo tubo de 1. 5 ml. Este procedimiento de agrupar los barridos de una misma
muestra se realizd para disminuir el nimero de muestras a ser analizadas por HTS

para la caracterizacién de la microbiota dependiente de cultivo.

2.3.5 Caracterizacion bacteriana (Bacterias aerdbicas)

Las bacterias presentes en los diferentes medios de cultivo de las 20 muestras
totalizaron 176 aislados. Posteriormente, los aislados fueron caracterizados en base a
sus caracteristicas morfologicas (color, forma, borde, elevacién y superficie) y

codificados para su almacenamiento.

2.3.6 Siembra de aislados bacterianos en agar TCBS y TSA

Se prepar6 medio de cultivo TCBS para separar los posibles vibrios y Agar Tripticasa
Soya (TSA) para aislar y purificar las bacterias. Se dividi6 las cajas Petri de TCBS en 8
partes y las de TSA en 2 partes. Posteriormente, se sembraron los 176 aislados
bacterianos que previamente habian sido preservados en un cepario (ultracongelador
-80°C), incubando en TSA por 24 horas a 30°C.

2.3.7 Observacion de las muestras

Se revisaron las cajas Petri que fueron sembradas en agar TCBS y TSA (Figura 2.3),
separando las colonias que resultaron positivas en TCBS. Ademas, los aislados
bacterianos sembrados en agar TCBS, se indicaron con: (+) las que registraron
crecimiento (posibles vibrios), (-) las que no crecieron y () las que presentaron un

crecimiento minimo.

Figura 2.3 Cajas Petri conteniendo las colonias cultivadas en agar en TCBS.
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Los aislados que no crecieron en TCBS, pero si en TSA fueron sembrados en tubos de
1.5 ml conteniendo 100 pl de medio de cultivo TSB suplementado al 2% NacCl, y
ubicados en agitacion constante utilizando un shaker por un lapso de 4 h (Figura 2.4).
Posteriormente, se retiraron los tubos y el contenido fue inoculado en cajas Petri con
medio TSA e incubados por 24 horas a 30°C, con la finalidad de obtener una

biopelicula.

2.3.8 Activacion de la cepa bacteriana patégena

La cepa bacteriana patdgena Vibrio parahaemolyticus para camaron fue sembrada en
una caja de agar TSA al 2% de NaCl e incubada por el lapso de 18 horas a 30°C. Una
colonia se transfiri6 a 5 ml de medio TSB ajustado al 2% de NaCl. Se incubd por 4
horas en bafio Maria a 30°C con agitacion constante, y se midié el crecimiento

microbiano por turbidez (ODgy) a 240 nm (concentracion de 10%® UFC/ml).

Posteriormente, se realizaron diluciones sucesivas 1:10 para llegar a la concentracion
final sugerida de 10° UFC/ml.

Figura 2.4 Distintas fases de la activacion de cepas potencialmente probibticas y patégena.
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2.3.9 Pruebas de antagonismo (exclusién competitiva) de bacteria patégena

Se realizé pruebas de antagonismo (exclusién competitiva) por los métodos de cumulos
y de difusion del tapon de agar. Para el efecto, se prepar6 medio de cultivo Muller-
Hinton (MH) y se in6culo 100 ul de la bacteria patdégena, esparciéndola con hisopo
estéril. Para el método de exclusion competitiva por camulos, se colocé un cumulo de
biofilm bacteriano, previamente incubado por 24 horas a 30°C en las placas MH, que
contenia la bacteria patégena. Para el método de exclusién competitiva por el método
de difusién del tapon de agar, con una pipeta estéril se corté un circulo de agar
conteniendo biofilm bacteriano previamente incubado por 24 horas a 30°C y se lo
coloco en la placa de MH conteniendo la bacteria patégena. En ambos casos las placas
se incubaron por 24 y 48 horas a 30°C en condiciones aerbbicas. Se realiz6 la
observaciéon de sensibilidad de la bacteria patdgena provocada por las bacterias
potencialmente probidticas, observandose dos comportamientos de sensibilidad de la
bacteria patdégena: 1) inhibicion de la bacteria patdogena frente a las bacterias
potencialmente probidticas y 2) exclusion de la bacteria patdégena por las bacterias
potencialmente probioticas, manifestada esta Ultima por la observacion de crecimiento

de la cepa potencialmente probidtica sobre la bacteria patégena.

2.4 Andlisis de factibilidad de descubrimiento de bacterias usando

secuenciacién de alto rendimiento

Se cuantificé la factibilidad de descubrir probidticos para camarén por los dos métodos
de descubrimiento de probidticos mas utilizados en acuacultura: enfoque in vitro y
enfoque in vivo, asi como por la alternativa propuesta de HTS. Para la factibilidad
econdmica se elabord un flujograma de los procesos y analisis (laboratorio y datos) que
se requieren para descubrir probidticos para los tres métodos. Estos procesos y
andlisis fueron considerados como los indicadores cuantificables del criterio costos de
la factibilidad. En tanto que, para la factibilidad técnica, la informacion obtenida en la
revision bibliogréafica, entrevistas y encuestas fue resumida en un analisis de ventajas y
desventajas para los tres métodos. Estas ventajas y desventajas fueron agrupadas en

criterios cuantificables de factibilidad técnica. Cada uno de los criterios técnicos y
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econdémicos fueron ponderados de acuerdo con la importancia relativa entre ellos, de
tal forma que la suma de la ponderacion fue 100%. Una vez identificados los criterios e
indicadores semi-cuantificables y asignadas las respectivas ponderaciones, se procedio
a asignar una valoracion para los tres métodos usando valores 1, 2 o 3, que
significaron factibilidad baja (1), intermedia (2) y alta (3). Finalmente, estos valores
fueron llevados a la ponderacion del indicador respectivo, y los valores fueron sumados
para obtener la factibilidad final para cada método. Donde métodos con mayores

valores de la sumatoria sefialaron una mayor factibilidad para descubrir probioticos.
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CAPITULO 3
3. RESULTADOS Y ANALISIS

3.1 Entrevistas y encuestas a expertos de la industria acuicola sobre desarrollo
industrializacién, aplicacién de probioticos

Para el 40% de los encuestados todas las etapas de cultivo son criticas para el
desarrollo de probidticos comerciales (Tabla 3.1). Otro 40% de los encuestados opind
gue la etapa de cultivo de larvas es mas critica. En general, los encuestados
consideraron que en zoea es la etapa larvaria para la cual se necesita desarrollar mas
probidticos y que la pre-cria/pre-engorde es la etapa mas critica del engorde. Se
encontré una predominancia de usar tres probibticos durante el cultivo de camaroén.
Todos los encuestados recomendaron usar probidticos microencapsulados. Bacillus es
el género de probiéticos mas usado. En tanto que, los probiéticos son mayoritariamente
usados tanto para la salud como para la biorremediacion.

Los expertos mencionaron que los analisis de inocuidad para humanos, pruebas in vivo
de toxicidad y desafio de camarones con bacterias patdégenas y pruebas en campo son
los que las empresas acuicolas evaluan antes de iniciar el proceso de industrializacion
de un probiético (Tabla 3.2). Los expertos mencionaron que no todos los probiéticos
comerciales han sido aislados del tracto gastrointestinal del camaron, por lo que
presentan accion transitoria por desventajas en la capacidad de adhesion al mucus
gastrointestinal de los camarones, requiriendo la administracion continua. Los géneros
mas usados como probioticos para la salud del camarén son Pediococcus, Bacillus y
Lactobacillus. Los expertos coincidieron con los técnicos que el cultivo de larvas es la
etapa con mayor requerimiento de desarrollo de probidticos. Sin embargo, la mayor
parte de los probidticos son desarrollados para la etapa de engorde. Los expertos no
mencionaron que cepas anaerobicas sean comercializadas como probioticos, pero Si
mencionaron una bacteria facultativa anaerdbica. Los probidticos comercializados en
Ecuador si poseen gran efectividad en el control y prevencion de enfermedades
bacterianas. En tanto que, los expertos coincidieron con los técnicos en que la
microencapsulacion es la forma mas adecuada de administracion de los probidticos.
Aspectos importantes para el futuro de los probiéticos son: el disefio de productos para
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patdgenos locales, desarrollar probidticos para algunas bacterias patbgenas y mejorar

el proceso de microencapsulacion para la obtencidn de probioticos de mejor calidad.

Tabla 3.1 Resultados de las encuestas realizadas a 25 productores de camaron.

PREGUNTA RESPUESTA PORCENTAJE
¢ Para qué etapa productiva del Cultivo de larvas de camardn 40
cultivo de camardn es mas Cultivo de juveniles de camaron 20
critico el desarrollo de Todas las etapas de cultivo 40
probidticos comerciales?
¢, Para qué etapa de desarrollo Zoea 56
larval de camaron es mas critico Mysis 8
el desarrollo de probidticos? Postlarvas 36
¢Para qué etapa de engorde de Toda la etapa 40
camaron es mas critico el Pre-cria y pre-engorde 48
desarrollo de probiodticos? Cuando existen problemas de matena 8
organica
Cuando se excede la capacidad de carga 4
¢, Cuantos probidticos usted 1 12
emplea en un cultivo de 2 20
camaron? 3 48
4 12
5 4
6 4
¢ Queé tipo de probidtico es Micro encapsulado 100
recomendado usar? On top 0
¢ Cuales son los géneros que Bacillus 52
mas usa como probidticos para Nitrificantes 8
la salud de camaron? EBacillus y nitrificantes 40
¢ Los probidticos que estan Ambos a6
usando son para salud o Biorremediacion 16
biorremediacion? Salud 28
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Tabla 3.2 Resultados de las entrevistas realizadas a 5 expertos en desarrollo y comercializacion de probioticos

Tipos de analisis y pruebas que el personal de I+D+i
(Investigacion, Desarrollo e Innovacion) de una empresa
acuicola evalidan antes de iniciar el proceso de

industrializacion de un probidtico

Analisis de inocuidad para humanos

Pruebas de toxicidad para camarones

Pruebas de desafio con bacterias patdgenas emergentes

Pruebas de efectividad en condiciones de produccion (al menos un ciclo de
produccion para desarrollo de probidticos para engorde o aproximadamente un mes

si se desarrolla un probidtico para larvas de camaron)

Tiempo que toma las investigaciones para el desarrollo

de un probidtico comercial

Aproximadamente un afio

Probidticos aislados del tracto intestinal de la especie

hospedera estudiada

Algunos probioticos son parte del tracto intestinal, pero no todas las cepas que se
encuentran en el mercado son aisladas del tracto gastrointestinal del camaron.
Estas dltimas tienen accion transitoria, por tanto, requieren ser administrados de

forma continua.

Géneros mas usados como probioticos para la salud de

camaron

» Pediococcus acidilactici
» Bacillus subtilis

* Bacillus licheniformis

» Bacillus toyonensis

» [ actobacillus plantarum

éPor qué son mayoritariamente usados estos
probidticos (Bacillus o Lactobacillus)? ;Forman parte

del microbiota intestinal del camaron?

La gran mayoria de los Bacillus estan presentes en el fondo de los estanques y
algunas especies se encuentran dentro del tracto intestinal del camarén.

Los Lactobacillus no forman parte de la microbiota del camardn, pero son utilizados
porque producen metabolitos benéficos; su accidn es transitoria por desventajas en
la capacidad de adhesion al mucus gastrointestinal de los camarones, por tanto,

requieren de administracion continua

38



iPara qué etapa productiva del camardn es mas
necesario el desarrollo de probidticos comerciales y

por qué?

La etapa productiva del cultivo de camardn mas critica es en la larvicultura porque

ocurren las mayores mortalidades.

& Qué porcentaje de los probidticos comerciales para la

salud de camarén son para larvicultura y para engorde?

Gran parte de los probidticos comerciales son para la etapa de engorde a diferencia

para la fase de larvicultura.

iLas bacterias anaerobicas son usadas como

probidticos?

Si, por ejemplo, Pediococcus acidilactici es una bacteria facultativa anaerdbica,
perteneciente a la familia Lactobacillaceae y es usada como probidtico para

camardn.

iConsidera que los probidticos comerciales en
Ecuador son efectivos para disminuir las

enfermedades?

Los probidticos que se comercializan en Ecuador poseen gran efectividad en el
control y prevencion de enfermedades, asi como en la mejora de la tasa de

supervivencia y control de estrés, entre otros efectos benéficos.

& Cual es el método adecuado de adicion de los
probidticos para la salud de camaron al sistema de
produccion acuicola (microencapsulados, incorporados

a la dieta, incorporados al agua)?

El método mas adecuado de adicion de los probidticos para la salud de camaron es
a traves de microencapsulados en la dieta. Las ventajas son: a) evitar el manipuleo
en la preparacion del probidtico, b) introduccion directa al sistema digestivo del
individuo, c) incremento en la viabilidad de almacenamiento, d) reduce gastos por

perdidas.

& Cual es el futuro de los probidticos para camarén en

el mundo y en el Ecuador?

Disefio de probidticos para patdgenos locales

Abarcar un mayor abanico de bacterias patdgenas, ya que no todos los probitticos
actuan igual contra todos los patdgenos

Mejorar la calidad del probidtico en la etapa de industnalizacion de

microencapsulacion en el alimento.
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3.2 Experimentacion de prueba de concepto

Los resultados de las encuestas y entrevistas a técnicos de la industria acuicola
direccionaron a que la prueba de concepto se realizara para el caso de larvas de
camaron, por mayor incidencia de problemas bacterianos. Al realizar la prueba de
concepto se observdO que un total de 6 cepas bacterianas se perfilaron como
potencialmente probidticas por inhibicion de la bacteria patdogena, mientras que, 12
cepas bacterianas se perfilaron como potencialmente probiéticas por exclusién
competitiva de la bacteria patdgena (Tabla 3.3 y Figura 3.1). Estos resultados
sefialaron evidencias a favor de que la técnica de HTS sirve para encontrar cepas

probioticas para camaron.

Tabla 3.3 Resultados de las pruebas de antagonismo (exclusién competitiva) por el método de
cumulos (método mas efectivo), mostrando sensibilidad de una cepa patégena Vibrio

parahaemolyticus frente a las bacterias potencialmente probiéticas.

Modo de accionde Codigodelacepa Diametro de inhibicidn de la bacteria

la cepa potencialmente patégena (mm)
potencialmente probidtica 24 h de 48 h de
probidtica incubacion incubacion
12AM-2(3) 19 19
5AM-2(2) 28 28
Inhibicion de la TAM-2(1) 22 22
bacteria patogena  8TSA-4(1) 1 13
9BHI-4(2) 20 20
5AM-2(3) 12 12
TAM-2(3) 21 21
32BHI-4(1) 20 16
26BHI-4(2) 25 24
32NB-2(2) 20 18
Exclusion 27TTSA-4(1) 19 20
competitiva 27AM-4(1) 20 19
14BHI-4(2) 23 23
8AM-2(2) 25 25
32BHI-4(1) 20 16
18MRS0(2) 18 19
16TSA-4(2) 16 18
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Figura 3.1 Resultados de las pruebas de antagonismo/exclusion competitiva por los métodos
de cumulos (derecha) y de difusién del tapon de agar (izquierdo), mostrando la sensibilidad de
una cepa patégena Vibrio parahaemolyticus frente a las bacterias potencialmente probiéticas,

estimada a través de halos de inhibicion.

3.3 Anadlisis de factibilidad de descubrimiento de bacterias usando secuenciacion

de alto rendimiento

El andlisis de la bibliografia, encuestas y entrevistas evidencio los principales procesos
y analisis requeridos para descubrir probioticos por los tres métodos analizados (Figura
3.2). Los tres enfoques inician con la coleccion de muestras, que para los enfoques in
vitro e in vivo generalmente provienen de unidades productivas con alta supervivencia.
En el enfoque HTS se utilizan dos grupos de muestras de animales provenientes de
cultivos exitosos versus no exitosos. Posteriormente, en los enfoques tradicionales in
vitro e in vivo, las cepas candidatas a probiéticos son obtenidas, aisladas y
preservadas. Para el caso del enfoque in vitro las cepas candidatas a probi6ticos pasan
luego al proceso de cribado mediante pruebas in vitro de antagonismo contra cepas
patdgenas para camarén. Luego, las cepas antagdnicas son usadas en pruebas in vivo
de toxicidad y desafio de camarones suplementados con estas cepas y desafiados con
bacterias patégenas para camarén. Para el caso del enfoque in vivo las cepas
candidatas a probi6ticos son probadas directamente en las pruebas in vivo de toxicidad
y desafio. En el enfoque HTS, luego del muestreo, se realiza la extraccion,
amplificacion y secuenciacion de ADN de bacterias de esos dos grupos de animales.
Posteriormente se realiza una comparacién del microbioma de animales de los dos

grupos mediante andlisis bioinformatico para obtener las secuencias de bacterias que
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son diferencialmente mas abundantes en el grupo de animales de cultivos exitosos.
Paralelamente, en este proceso de andlisis de datos se realiza el disefio de iniciadores
para un posterior paso de obtencion aislamiento y preservacion de las muestras, las
mismas que son usadas para la amplificacion y deteccion de las bacterias
significativamente mas enriquecidas en los animales de cultivos exitosos. Los
siguientes pasos de pruebas in vitro e in vivo no pueden descartarse en el enfoque
HTS, dado que es importante confirmar el potencial probiotico de las cepas y

determinar sus modos de accion.

La principal ventaja del enfoque in vitro es que presenta un costo relativamente bajo,
mientras que la desventaja es que el descubrimiento se limita a cepas antagonicas
contra bacterias patogenas (Tabla 3.4). En tanto que, la ventaja del enfoque in vivo es
que se puede descubrir bacterias probidticas con varios modos de accién, pero
presenta la desventaja de costos altos porque no hay un criterio inicial de seleccion de
cepas potencialmente probioticas. Mientras que, la principal ventaja del enfoque de
HTS es que se puede descubrir bacterias probioticas con varios modos de accion, pero
tiene la desventaja que se incurre en costos adicionales por andlisis de muestras y de

datos.
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Enfoque in vitro

Enfoque in vivo

Muestreo en un grupo (camarones, agua o
sedimento de unidades productivas con alta
supervivencia)

Muestreo en un grupo (camarones, agua o
sedimento de unidades productivas con alta
supervivencia)

Pruebas in vitro de antagonismo de cepas
candidatas a probiéticos contra cepas patdgenas
para camarén

Figura 3.2 Flujograma de los procesos y andlisis involucrados en los métodos de descubrimiento de probi6ticos

Enfoque Secuenciacion de alto rendimiento (HTS)

Muestreo en dos grupos (camarones saludables
vs enfermos, o unidades productivas con alta vs
baja supervivencia)

v

Extraccion, amplificacién y secuenciacion de ADN
de bacterias de dos grupos de animales:
saludables vs enfermos, o de unidades de alta vs
baja supervivencia

l
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Tabla 3.4 Ventajas y desventajas de los métodos de descubrimiento de probiéticos

Método de descubrimiento de probidticos

Ventajas y Enfoque in vitro Enfoque in vivo Enfoque Secuenciacién
desventajas de alto rendimiento
(HTS)
Ventajas Costos de descubrimiento » Descubrimiento de » Descubrimiento de
relativamente bajos (cribado bacterias bacterias probidticas
inicial se realiza con probidticas con con varios modos de
pruebas in vitro que no varios modos de accion
necesita animales ni accion o
muchos recursos de ' P05|t?|!|dad de )
experimentacion o espacio) identificar consorcio
de cepas autoctonas
Productos comerciales )
exitosos * Permite
descubrimiento de
nuevas géneros y
especies de
probidticos
» Ahorro en costos de
experimentacién
(cribado se realiza con
cepas bacterianas
significativamente
asociadas a
condiciones de salud
0 a cultivos exitosos)
Desventajas Descubrimiento de bacterias | ¢ Costos de » Costos adicionales por

probidticas se limita a un
solo modo de accion
(antagonismo contra
bacterias patdgenas)

Inconsistencia entre
resultados in vitro e in vivo

Bacterias gue no mostraron
antagonismo en pruebas in
vitro pueden ser
antagonicas in vivo

Bacterias antagénicas en

prueba in vitro podrian no
ser exitosas en pruebas in
vivo

descubrimiento altos
(cribado se realiza
con un gran ndmero
de cepas
bacterianas
candidatas a
probidticos)

extraccion,
amplificacion y
secuenciacion de ADN
de bacterias y analisis
de datos relativamente
altos

* Posibilidad que los
biomarcadores de
potenciales
probiéticos no sean
cultivables
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Los procesos y analisis fueron agrupados en seis indicadores cuantificables del criterio
costos, ya que su ejecucion implica costos: a) muestreo, b) crecimiento, aislamiento y
preservacion de cepas candidatas a probiéticos, ¢) pruebas in vitro de antagonismo, d)
pruebas in vivo de toxicidad y desafio, e) extraccién, amplificacion, secuenciacion de
ADN (incluye amplificacion y deteccién de las bacterias aisladas) y f) analisis de datos
(bioinformatica). Mientras que, las ventajas y desventajas fueron resumidas y
agrupadas en tres criterios cuantificables de factibilidad técnica: a) posibilidad de
identificar varios modos de accién, b) posibilidad de identificar cepas autoctonas y
consorcio de bacterias y c) tiempo en obtener resultados. La tabla 3.5 muestra los
criterios e indicadores del criterio costo, asi como la ponderacion recibida. Los criterios
de costos recibieron el 50% de la ponderacién, mientras que los criterios técnicos
recibieron el otro 50% de la ponderacion. A su vez, los indicadores de pruebas in vivo
de toxicidad y desafio, asi como extraccion, amplificacion, secuenciacion de ADN
recibieron cada uno un 12.5% de ponderacion por ser procesos que implican mayores
costos. Le sigui6é los procesos de crecimiento, aislamiento y preservacion de cepas
candidatas a probioticos, y analisis de datos (bioinformatica), que recibié cada uno un
7.5% de ponderacion. Los procesos de muestreo y pruebas in vitro de antagonismo
recibieron las ponderaciones mas bajas (5% cada uno) por ser procesos que implican
menores costos. Por su parte, el criterio técnico con mayor ponderacion fue el de la
posibilidad de identificar varios modos de accion, que recibié una ponderacion del 25%.
El criterio de tiempo en obtener resultados (confirmacién de contar con la cepa
probidtica) recibié el siguiente puntaje mas alto (15%), mientras que, la posibilidad de
identificar cepas autoctonas y consorcio de bacterias recibié un 10% de ponderacion.
Con respecto a las valoraciones de cada método, el proceso de muestreo fue calificado
con el valor mas alto (3) para los tres métodos, ya que no es un proceso que incurre en
muchos gastos. Sin embargo, el proceso de crecimiento, aislamiento y preservacion de
las cepas bacterianas recibio el valor 1 por ser un proceso que requiere de material y
reactivos, recibiendo los tres métodos la misma valoracion. Para la valoracion del
proceso de pruebas in vitro de antagonismo, el enfoque in vitro recibié la mas baja
valoracion porque se realiza varios analisis, en tanto que con el enfoque in vivo recibid
la mas alta valoracion porque este enfoque no realiza las pruebas, mientras que para el
enfoque HTS se valor6é con 2 porque, aunque se requiere realizar pruebas in vitro, no

son de la misma envergadura que en el enfoque in vitro. Por su lado, las pruebas in
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vivo recibieron los valores de 2, 1 y 3 para los enfoques in vitro, in vivo y HTS, dado
gue el enfoque in vivo es el que requiere de mas pruebas in vivo, luego le sigue el
enfoque in vitro, y finalmente HTS, ya que existiria ahorro en los costos de
experimentacién del cribado inicial, comparado con el enfoque in vivo, porque se
estaria seleccionando las bacterias de individuos exitosos. Para el proceso de
extraccion, amplificacion y secuenciacion, los enfoques in vitro e in vivo recibieron la
mas alta calificacion porque no contempla su ejecucion. Mientras que el enfoque HTS
recibié la mas baja calificacion porque se debe realizar una gran cantidad de estos
andlisis. En cuanto al proceso de andlisis de datos, el enfoque HTS recibio la
calificacion mas baja porgue se necesita realizar andlisis bioinformaticos, mientras que
el analisis de datos para los otros dos métodos es minimo. El criterio posibilidad de
identificar varios modos de accién recibio la mas alta calificacion para los métodos in
vivo y HTS, mientras que el enfoque in vitro recibié la mas baja calificacion. Por su
lado, el criterio de posibilidad de identificar cepas autéctonas y consorcio de bacterias
recibio la mas alta calificacion para el enfoque HTS y la méas baja para los enfoques in
vitro e in vivo. Finalmente, para el criterio tiempo en obtener los resultados, el enfoque
in vitro recibié la mas alta calificacion por que los resultados no toman mucho tiempo,
mientras que con los enfoques in vivo y HTS se tarda mas tiempo. Estos valores fueron
llevados a la ponderacidn respectiva segun el criterio e indicador. La sumatoria final de
factibilidad para los enfoques in vitro, in vivo y HTS fue 62%, 68% y 72%,

respectivamente.
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Tabla 3.5 Matriz de factibilidad para el descubrimiento de probibticos para camardn Penaeus vannamei utilizando los enfoques in vitro, in

vivo y secuenciacion de alto rendimiento.

Valoraciéon ponderada para los

Valoracion para los métodos de meétodos de descubrimiento de

descubrimiento de probidticos

Criterios de factibilidad Indicadores Ponderacion i probidticos a—
Cuantificables (%) Secuenciacion Secuenciacion
Enfoque | Enfoque Enfoque | Enfoque
in vitro in vivo de alto in vitro in vivo de alto
rendimiento rendimiento
Muestreo 5.0 3 3 3 5.0 5.0 5.0
Crecimiento,
aislamiento y
preservacion de 7.5 1 1 1 2.5 2.5 2.5
cepas candidatas a
probidticos
Pruebas_ in vitro de 50 1 3 2 1.7 5.0 3.3
antagonismo
Pruebas in vivo de
Costos toxicidad y desafio 12.5 2 1 3 8.3 4.2 12.5
Extraccion,

amplificacién,
secuenciacion de
ADN (incluye 125 3 3 1 12.5 12.5 4.2
amplificacion y
deteccion de las
bacterias aisladas)
Analisis de datos

(bioinformatica) 75 2 2 1 5.0 5.0 2.5
- ) ) ) . 250
Posibilidad de identificar varios modos de accion 1 3 3 3,3 25.0 25.0
Posibilid_ad de identi_ﬁcar cepas autoctonas y 10.0 1 1 3 3,3 33 10.0
consorcio de bacterias
Tiempo en obtener resultados 15.0 3 1 1 15,0 5.0 5.0
WValor total de factibilidad 100 17 18 18 61.7 67.5 70.0

47



CAPITULO 4

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusiones

Dada la necesidad de prevenir y controlar las enfermedades bacterianas en el cultivo
de camardn es necesario contar con técnicas de descubrimiento de probidticos que
partan de un enfoque in vivo para permitir la identificacion de una gama mas amplia de
bacterias probidticas [47]. Para ello es imprescindible una mejor comprensién de la
ecologia microbiana de la especie y del medio circundante acuicola porque las
bacterias adaptadas al ambiente acuicola seran las mas exitosas durante un cultivo. El
enfoque de descubrimiento de probidticos utilizando el enfoque HTS se convierte en
altamente promisoria para el descubrimiento de probi6ticos de precision para camarén
porgue parte de un enfoque in vivo al iniciar con la comparacion de la microbiota de
animales saludables/enfermos. Ademas, permite conocer la microbiota natural y
autoctona del camardn adaptada al sistema de cultivo, y facilita la identificacién de un
consorcio de bacterias asociadas a cultivos exitosos mediante la comparacién con
cultivos de bajo rendimiento [51][52][53][54][55][56].

Cultivation of
bacterial strains
Metagenomics
analysis 'Y l

[ Small-scale in vivo H In vitro screening ]
screening
@ No
Yes
Pathogenicity test
towards target organism
u No
Yes
Pilot-scale in vivo
experiments
: No
Yes
Pathogenicity towards
other trophic levels
g No

Yes
Host-specific
precision probiotics

Figura 4.1 Metodologia para probiéticos de precision [47].
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En tal sentido, en este estudio se evalué la factibilidad de aplicar HTS para el
descubrimiento de bacterias potencialmente probidticas para larvas de camarén,
comparando con los dos métodos de descubrimiento de probidticos mas utilizados en
acuacultura: enfoque in vitro y enfoque in vivo. Para determinar la factibilidad de la
alternativa se realizé una revision bibliografica, entrevistas, encuestas, experimentacion
de pruebas de concepto y el estudio de factibilidad técnica y econémica. Se analizo
especialmente dos aspectos criticos de la alternativa.

- El analisis de los costos adicionales y la factibilidad técnica con la prueba de
concepto, que se aplicé para el caso de larvas de camardn por mayor incidencia
de problemas bacterianos.

- En la factibilidad técnica se utilizaron muestras de un proyecto de
descubrimiento de probiéticos, donde se encontré algunas cepas con potencial
probidtico antagdnicas contra una cepa patdgena, sefalando evidencias a favor
de factibilidad de que la técnica sirva para encontrar cepas probiodticas para

larvas de camaroén.

El andlisis de factibilidad técnica y econdmica mostré un 72% de factibilidad de usar la
metodologia de secuenciacion masiva para descubrir probidticos para camarén, lo que
comparado con el 62% y 68% alcanzados con las metodologias tradicionales con el
enfoque in vitro e in vivo, demuestra que esta es una alternativa que debe ser
considerada por la industria acuicola. Las plataformas de secuenciacion son cada vez
mas usadas y consecuentemente los costos de andlisis se abaratan lo que permitira
que la industria considere el desarrollo de esta alternativa de descubrimiento de

probioticos.

El impacto general de desarrollar esta alternativa metodoldgica para el descubrimiento
de probidticos sera contar con un arsenal de probiéticos con varios modos de accion, y
no solamente cepas antagonicas contra bacterias patdgenas, lo cual beneficiara
sustancialmente a la industria acuicola. A nivel de productores y pais, se incrementaria
el desarrollo de productos comerciales que contribuyan al control de enfermedades
bacterianas. A nivel industrial, el desarrollo de la propuesta de valor generaria mas

inversion, empleos y crecimiento industrial de este sector.
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La aplicacion de esta metodologia permitird ademas conocer la microbiota natural del
camaron, descubrir bacterias autdctonas de camardn saludables (consorcio de
bacterias) mediante comparacion con camarones enfermos y a su vez desarrollar
probioticos para patdogenos emergentes locales, al igual que descubrir nuevos géneros
y especies de bacterias probidticas con potencial para la industrializacion.

4.2 Recomendaciones

El resultado de la factibilidad de aplicar secuenciaciéon de alto rendimiento en la
obtencion de bacterias potencialmente probidticas es muy prometedor y alentador,
basados en la exploracion de la literatura, pruebas de desafio incluyendo las
entrevistas y encuestas realizadas a los expertos en esta temética. En el presente
proyecto integrador se mostr6 un camino totalmente viable en la busqueda de la
solucion a la problematica planteada. A continuacion, se agregan varias

recomendaciones a tomar en cuenta a futuro.

e Para ampliar el conocimiento acerca de los procesos en la investigacion y
desarrollo de nuevos probidticos se deberian aumentar la cantidad de
entrevistas y encuestas a expertos con la finalidad de mejorar la muestra
estadistica para asi consolidar toda la informacion recabada o aumentar un
parametro adicional a tomar en cuenta.

e Dado el corto tiempo para la ejecucion de la prueba de concepto, se necesita
investigar la presencia de otras cepas potencialmente probiéticas en las
muestras analizadas mediante el disefio de iniciadores para un posterior paso de
amplificacion y detecciéon de las bacterias significativamente mas enriquecidas
en los animales de cultivos exitosos. Con las cepas que amplifiquen las
secuencias de biomarcadores se debera confirmar el potencial probiético y sus
modos de accion.

e Se deberia ampliar la muestra primaria de otros laboratorios de larvas de la
costa ecuatoriana para lograr una flora bacteriana mas general y asi poder
encontrar mas bacterias potencialmente probidticas.

e Las autoridades deberan tener mayor control con los probiéticos comerciales
gue se venden en el mercado ya que algunos no poseen ninguna prueba de su

eficacia en campo.
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