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RESUMEN

Uno de los andlisis mas importantes para probar la efectividad de los probiéticos para
camarén son los ensayos donde los camarones suplementados con probioticos son
desafiados con bacterias patégenas. Sin embargo, estos experimentos requieren
grandes volumenes de agua, espacio, algunos técnicos, y costos de experimentacion
relativamente altos. El presente trabajo tuvo como objetivo disefiar un protocolo para
la identificacion de probidticos para camarones peneidos utilizando a la Artemia
franciscana como organismo modelo. Se determiné la factibilidad de usar pruebas de
desafio con artemias suplementadas con probioticos y luego desafiadas con una cepa
patogena para camaron, para evaluar la efectividad para identificar probioticos para
camarén. En una prueba de concepto, se desafi6 a artemias, que previamente
recibieron administracion de seis probidticos comerciales, contra una cepa bacteriana
patdgena para camarédn. Los resultados fueron consistentes con los de la prueba in
vitro de exclusion competitiva, donde se evalud los mismos probidticos comerciales y
cepa patdgena. Se observo una correlacion lineal significativa (r = 0.97, p = 0.01) entre
la supervivencia de las artemias al finalizar la prueba in vivo y los resultados de la
prueba in vitro de exclusiéon competitiva. Se determiné que el uso de la artemia en una
prueba de desafio posee un 70% de factibilidad para evaluar la efectividad de
probiotico para camaron, lo cual fue superior a tres métodos de analisis tradicionales.
Tal valor es explicado por los pocos recursos y facilidad de ejecucion de la prueba con

artemias, comparado con los métodos tradicionales.

Palabras Clave: Artemia franciscana, camaron, cribado de probioticos, organismos

modelos, probioticos.



ABSTRACT

One of the most important analyzes to prove the effectiveness of probiotics for shrimp
are trials in which shrimp supplemented with probiotics are challenged with a
pathogenic bacteria. However, these experiments require large volumes of water,
space, some technicians, and relatively high experimentation costs. The present work
aimed to design a protocol for the identification of probiotics for penaeid shrimp using
the Artemia franciscana as a model organism. The feasibility of using challenge tests
with brine shrimp supplemented with probiotics and then challenged with a pathogenic
strain for shrimp, to evaluate the effectiveness in identifying probiotics for shrimp was
determined. In a proof of concept, brine shrimp, previously administered with six
commercial probiotics, were challenged against a bacterial strain pathogenic for
shrimp. The results were consistent with those of the in vitro competitive exclusion test,
where the same commercial probiotics and pathogenic strain were evaluated. A
significant linear correlation (r = 0.97, p = 0.01) was observed between the survival of
the brine shrimp at the end of the in vivo test and the results of the in vitro competitive
exclusion test. It was determined that the use of artemia in a challenge test presented
a 70% feasibility to evaluate the effectiveness of a probiotic for shrimp, which was
superior to the three traditional analysis methods. Such value is explained by the few
resources and ease of execution of the brine shrimp test, compared to the traditional
methods.

Keywords: Artemia franciscana, shrimp, probiotic screening, model organisms,

probiotics.
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CAPITULO 1

1. Introduccion

El camardén Penaeus (Litopenaeus) vannamei es el principal producto no
petrolero de exportacion del Ecuador. En el 2020 se exportd 1491 millones de
libras, equivalente a un ingreso para el pais de USD 3823 millones (BCE, 2021).
A nivel internacional, Ecuador se mantuvo en el 2021 como el segundo productor
mundial de camarén, pese al decrecimiento de las exportaciones por la
pandemia de COVID-19 y las restricciones impuestas por el mercado chino. De
tal forma que, la participacion del sector camaronero en los mercados para
Estados Unidos y Rusia aumentd 58% y 44%, respectivamente (Lizarraga,
2021). El camardn ecuatoriano es reconocido a nivel mundial por su sabor,
calidad, valor agregado, y, sobre todo, por la sostenibilidad con la que se lleva a
cabo el proceso de cultivo, que incluye las buenas practicas de manejo y
bienestar animal (SAE, 2018), (Reyes, 2021). Sin embargo, las enfermedades
de etiologias bacterianas causan problemas durante el cultivo de camarén
(Kautsky, Ronnback, Tedengren, & Troell, 2000). EI método de control mas
usado para tratar las enfermedades bacterianas en acuacultura son los
antibioticos, pero son perjudiciales para el cultivo de camarén por el riesgo de
desarrollo de bacterias resistentes a estos farmacos, de tal forma que, su uso
esta regulado bajo estandares internacionales (Redrovan, 2017). En tal contexto,
el uso de probidticos es el método de control natural més utilizado para combatir
infecciones bacterianas en la acuicultura del camardn. Los multiples beneficios
de los probioticos efectivos incluyen la capacidad de antagonismo contra
bacterias patdégenas, el mejoramiento del sistema inmune y colonizacion de
estas bacterias en el tracto digestivo del camarén, entre otros modos de accion,
lo cual ademas de proteger al animal de las bacterias patégenas, mejora la

supervivencia y el crecimiento (Nayak, 2010).



1.1 Descripcion del problema

Las bacterias del género Vibrio son unos de los patégenos de mayor riesgo para
las distintas etapas de cultivo del camardn, impactando negativamente en la
supervivencia y produccion. Pese a que el uso de probiodticos esta muy extendido
en el cultivo de camardon para combatir este tipo de infecciones bacterianas,
muchos son inefectivos (Sotomayor, y otros, 2019). Por tanto, es importante
desarrollar probidticos efectivos y que los productores puedan evaluar la
efectividad de los probibticos comerciales para evitar pérdidas econOmicas.
Existen algunas pruebas para evaluar la efectividad de los probidticos
comerciales, siendo estas las mismas que son usadas para el descubrimiento y
desarrollo de los probidticos. Sin embargo, el principal problema para evaluar la
eficacia de estos productos radica en los altos costos de algunos de los andlisis
de laboratorio y experimentacién, asi como el tiempo que implica llevarlos a
cabo. Un ejemplo son las pruebas de desafio con patdgenos a camarones que
previamente recibieron la administracion del potencial probiotico a ser estudiado.
Esta clase de experimentos in vivo constituye la prueba béasica para probar el
efecto de los productos dirigidos a mejorar el estado de salud, pero son dificiles
de llevar a cabo por el constante manejo que se necesita realizar a los
camarones y los recursos empleados. Por lo tanto, es importante buscar
organismos alternativos que sirvan como modelo para realizar estas pruebas,
cuyo manejo sea mas sencillo y menos costoso para los investigadores y
productores pequefios. Esto podria ser especialmente Util en una etapa inicial de
cribado cuando se cuentan con una cantidad alta de candidatos a potenciales
cepas probidticas o cuando los productores cuentan con muchos probioticos a

ser evaluados.

1.2 Justificacion del problema

Los organismos modelos son especies utilizadas en diversas areas de la biologia
para estudiar procesos y respuestas bioldégicas importantes y extrapolarlos a
organismos de interés, que son mas dificiles de estudiar directamente (Fields &
Johnston, 2005). La Artemia franciscana es utilizada como organismo modelo en
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estudios ecotoxicolégicos para extrapolar el impacto ambiental provocado por
materiales industriales (Cavion, y otros, 2020). La artemia ha sido inclusive
sugerida como una alternativa a las pruebas in vitro para evaluar la citotoxicidad
de compuestos de distinta naturaleza (Rajab, Ramazani, Hamidi, & Naji, 2015).
La artemia es también usada como especie experimental para el cribado y
biodescubrimiento de compuestos bioactivos y posterior desarrollo de
fitofarmacos para humanos (Meyer, y otros, 1982). En acuacultura, la A.
franciscana es el organismo modelo para investigaciones en crustaceos y para
la evaluacion de productos naturales bioactivos o téxicos (Nunes, Carvalho,
Guilhermino, & Stappen, 2006). Las principales ventajas experimentales de la A.
franciscana incluyen facilidad de cultivo, mantenimiento y reproduccién en
laboratorio, ciclo biolégico rapido y alto nimero de descendientes. Considerando
gue, la artemia ha sido utilizada como organismo modelo para la evaluacion de
productos naturales bioactivos para crustaceos, y que, algunos de los principales
problemas para evaluar la eficacia de los productos comercializados para la
salud de camardn radican en los altos costos y variedad de pruebas para testear
los modos de accion, se plantea que, la A. franciscana puede ser usada para
identificar cepas potencialmente probidticas para camarén a través de un
screening previo con pruebas de desafios de A. franciscana con patdgenos
bacterianos. De verificarse la hipétesis, y dada la facilidad de la experimentacion
con las artemias, estas podrian ser utilizadas como herramienta practica y
relativamente econdmica para la busqueda de probidticos, e inclusive para el
analisis de efectividad de los productos comercializados como antibacterianos
para camaron, analisis de toxicidad de productos comercializados para la salud

de camardn, entre otras aplicaciones.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo General

e Disefiar un protocolo para la identificacion de probidticos en camarones

peneidos utilizando la Artemia franciscana como organismo modelo.



1.3.2 Objetivos Especificos

e Analizar estudios de A. franciscana como organismo modelo aplicados a

la salud humana y animal.

e Desarrollar un protocolo de identificacién de probi6ticos basado en A.

franciscana para camarones peneidos

1.4 Marco Teoérico
1.4.1 Artemia franciscanay su aplicacién en acuicultura

La A. franciscana es un micro crustaceo que habita en ecosistemas acuaticos
gue alcanzan grandes concentraciones de sal. Las artemias son organismos
filtradores no selectivos, por eso se la comercializa para fines alimenticios en
acuicultura debido a su gran contenido nutricional, su capacidad de
bioencapsulacion, asi como su gran resistencia a las distintas condiciones del
medio, y la alta tasa de crecimiento que alcanza (Green, y otros, 2005). Se la
utiliza como alimento vivo para las etapas de larvicultura de diversas especies
de peces, asi como de crustaceos mas grandes como camarén, cangrejo y
langostas (Hai, Buller, & Fotedar, 2010). Por lo general, los productores optan
por enriquecerla con microalgas, probioéticos o vitaminas antes de administrarlas
a sus cultivos. Debido a su reducido tamafio, son facilmente digeribles ya sea en
su aplicacion como biomasa fresca o congelada (Alvarez, 2017).

La artemia es también utilizada en acuacultura como organismo modelo para los
estudios de invertebrados como P. vannamei, Penaeus monodon (Laranja, y
otros, 2018), y cangrejo azul Cardiosoma crassum (Azrin, Yuzine, Ina-Salwany,
& Karim, 2019) debido a que comparten con estos invertebrados similares
respuestas del sistema inmune. Por ejemplo, se han realizado estudios con
artemias para extrapolar a camaron los resultados de la expresion de genes
codificantes de la proteina de choque térmico Hsp70 frente a variaciones bruscas
de temperatura e infecciones causadas por la presencia de patdégenos
bacterianos y virales (Santander, 2009), (Baruah, Norouzitallab, Linayati,
Sorgeloos, & Bossier, 2014). Otra aplicacion de la A. franciscana ha sido
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propuesto por (Bossier, 2015), quien la ha usado en condiciones gnotobidéticas
para la busqueda de patdégenos bacterianos de camaron. De igual manera, uno
de los estudios recientes para medir la efectividad de potenciales probiéticos
contra V. harveyi en cangrejo azul (Azrin, Yuzine, Ina-Salwany, & Karim, 2019),
propone el uso de la artemia en las Pruebas de Letalidad Media (LC50) para
encontrar la concentracion del patégeno a la que debe desafiarse a los juveniles
de cangrejo azul.

En todos los estudios mencionados, las ventajas de usar la artemia radica en
gue las experimentaciones: se realizan a pequefia escala, son facilmente
ejecutables y repetibles, son altamente controlables, presentan una reduccion en
los tiempos de duracion de los ensayos y, sobre todo, sus resultados son
replicables en camaron.

Finalmente, las aplicaciones de la artemia van mas alla de la industria acuicola,
por ejemplo, se han realizado estudios eco-toxicologicos en busqueda de
extractos vegetales con propiedades farmacéuticas, de esta manera, se han
hallado nuevos compuestos a través del cribado con artemia, o que demuestra
el beneficio que aporta al desarrollo de nuevos procedimientos de bioensayos

gue sean mas economicos y faciles de realizar (Meyer, y otros, 1982).
1.4.2 Enfermedades bacterianas en el cultivo de camaron

Las enfermedades de origen bacteriano en acuicultura son provocadas
principalmente por Vibrios (Abud & Barracco, 2008). Los Vibrios, son
considerados patdégenos oportunistas, ya que se incrementan cuando el animal
presenta un sistema inmune debilitado y coloniza primero el tracto digestivo
(Amaro & Biosca, 2021). Estas bacterias utilizan un mecanismo de expresion de
genes de virulencia llamado quorum sensing (QS), por el cual utilizan moléculas
autoinductoras, conocidas como lactonas N-acil homoserina (AHL) para
difundirse hacia el exterior de la membrana celular, con el objetivo de alcanzar
concentraciones criticas y posteriormente ingresar a la célula y activar la
expresion de genes de virulencia (Bai, Han, Chen, & Zhang, 2007). En presencia
de factores bidticos, abidticos, genéticos e inmunoldgicos, estas bacterias en el

camarén pueden desencadenar el desarrollo de infecciones con altas



mortalidades tales como la enfermedad de la necrosis hepatopancreatica aguda
(AHPND). AHPND es una importante enfermedad emergente que se propago
progresivamente como epidemia en Asia desde el afio 2009 y hoy en dia afecta
a la mayoria de los paises camaroneros (Hong, 2016). Una diferente cantidad de
bacterias del género Vibrio producen este evento entre ellas V.
parahaemolyticus, Vibrio campbellii, Vibrio owensii y Vibrio harveyi (Hong, 2016).
La enfermedad se produce cuando el patdégeno coloniza el estbmago de los
camarones, liberando las toxinas binarias PirA y PirB, y afectando
posteriormente al hepatopancreas, al generar necrosis y desprendimientos
celulares agudos en este 6rgano (Lai, Tze-Hann, & Ando, 2015), (Hong, 2016) ,
(Restrepo, y otros, 2018).

1.4.3 Probiéticos en laindustria acuicola

El concepto original de probi6ticos ha cambiado a lo largo de los afios. Una de
las definiciones enfatiza en el concepto que los probibticos son microorganismos
vivos usados como suplementos alimenticios con el fin de mejorar la salud del
ser humano o del ganado, siendo el efecto benéfico la modificacion de la
microbiota del hospedero (Villamil Diaz & Martin Silva, 2009). Otro concepto
valido de probidtico refiere al organismo de origen microbiolégico que estimula
el crecimiento de otros organismos y ayuda al equilibrio microbiano intestinal
(Sorroza L, 2016). En Ecuador la industria acuicola ha sufrido importantes
pérdidas debido a eventos patoldgicos en los ultimos afios. Aunque existen
alternativas para enfrentar estos eventos, como el uso de antibiéticos, estos no
son recomendados principalmente por el riesgo de adquisicion de resistencia a
estos quimicos y consiguiente reduccion de su efectividad (Lozano & Palacios,
2020)

Entre las diferentes especies de bacterias usadas como probidticos destaca el
uso de Bacillus como principal candidato por sus propiedades antagonistas a
patogenos. Los Bacillus son usados también para el mejoramiento de la calidad
de agua de cultivo, puesto que pueden convertir la materia organica en COz, en
contraste con las bacterias gram negativas que degradan la materia organica

formando un limo (Segundo, Parraga, & Santos, 2018). Los Bacillus son
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bacterias formadoras de endosporas, poseen flagelos periiticos, son quimio-
heteroétrofos y pertenecen a una familia con mas de 60 especies, siendo aerobios
o anaerobios (Turnbull, Melling, & Kramer, 1991). Por lo general, este género se
encuentra en plantas y suelos donde el ciclo del nitrégeno y carbono cumplen un
papel importante y la mayoria estan mas activos en sedimentos, donde su ciclo
de vida se divide en dos etapas: una fase de crecimiento exponencial y otra de
esporulacion (Merchan & Marquéz, 2017). Entre las principales caracteristicas
de los bacilos esta la capacidad de producir antibidticos, la nitrificacion y
desnitrificacion del medio, la termofilia y el parasitismo. Por ejemplo, un estudio
mostro los efectos benéficos de cuatro cepas de Bacillus en larvas de P.
vannamei, donde las cuatro cepas indujeron una supervivencia de larvas
significativamente mayor comparada al control, asi como un antagonismo
marcado frente a V. campbellii, Vibrio vulnificus, V. parahaemolyticus y Vibrio

alginolyticus (Irasema, y otros, 2011).

1.4.4 Mecanismos de accion de los probioéticos

Los camarones, al ser invertebrados, no poseen una inmunidad adaptativa, por
ende, se busca proveer a su sistema inmune con las mayores defensas posibles.
(Laranja, y otros, 2017). Por eso, al administrar probidticos se espera que dichas
bacterias puedan activar en los animales, genes de inmunidad que eviten la
colonizacion de las bacterias patégenas (Figura 1). Los probiéticos por lo
general, favorecen el crecimiento del microbiota intestinal del hospedero. De esta
manera compiten por espacio y nutrientes con las bacterias potencialmente
perjudiciales, logrando mejorar los mecanismos de defensa naturales y con esto,

su resistencia a enfermedades infecciosas (Ossorio, 2017).
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Figura 1. Mecanismos de accion de los probioticos en acuicultura. (Lazado,
Lacsamana, & Caipang, 2015)

Por lo general, las bacterias probioticas producen ciertos compuestos inhibitorios
gue degradan las sefales moleculares propias de las bacterias patdgenas. Tal
es el caso de los Bacillus, que poseen el gen aiiA que codifica la enzima AHL-
lactonasa, que es capaz de inactivar las AHLs y con esto interferir en la deteccién
del QS. A este mecanismo se lo conoce como quorum quenching o QQ (Figura
2) (Vinoj, Vaseeharan, Tomas, Spiers, & Shanthi, 2014). La interrupcion del QS
es una de las nuevas estrategias de control que se aplican en acuicultura y otras
afectadas por este tipo de patégenos (Zhao, Chen, Quan, & Fan, 2015).

Quorum Sensing
Competitive Inhibition

Quorum Sensing Quorum Quenching

<> Autoinducer Molecules € ) AtHReceptors <+ QS-Inhibitors €9 Quorum Quencher

Figura 2. Mecanismo de bloqueo de la comunicacion bacteriana Quorum
Sensing (QS) conocido como Quorum Quenching QQ. (Beitelshees, Hill, Jones,
& Pfeifer, 2018).



2.

CAPITULO 2

Metodologia

El disefio del protocolo para la identificacion de probiéticos en camarones
peneidos utilizando a la A. franciscana como organismo modelo se desarrollo

en tres fases (Figura 3).

Referencias Bibliograficas Experimentaciéon Disefio
°
— j
o —

@ - W

== W
Arternia franciscana como Pruebas exploratorias con Protocolo para identificar

organismo modelo en suplementacidn de probidticos potenciales probidticos

diferentes estudios comerciales en artemia utilizando A. franciscana

Figura 3. Esquema de la metodologia utilizada para el disefio del protocolo de

identificaciéon de camarones peneidos utilizado A. franciscana como organismo

modelo.

2.1 Uso de laartemia como organismo modelo para salud humanay animal

2.2

La primera fase consistio en la revision de la literatura cientifica sobre el uso
de la artemia como organismo modelo en estudios de diferentes areas cuyos
resultados hayan sido extrapolados a distintos organismos o ecosistemas de
interés, incluyendo estudios dirigidos a camarones peneidos (Figura 3).

Factibilidad de la prueba de desafio con artemia para evaluar la

efectividad de probidticos para camaroén

En la segunda fase, se determind mediante dos actividades la factibilidad de
gue la prueba de desafio con artemias pueda evaluar la efectividad de
probidticos para camarén. En primer lugar, se realiz6 una exploracion de
prueba de concepto, donde mediante una experimentacion in vivo se desafio
a artemias, que previamente fueron administradas con seis probidticos

comerciales, contra una cepa bacteriana patdgena para camaron (Figura 3).
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Posteriormente, se evalué la efectividad de la prueba de desafio con
artemias, comparando los resultados (supervivencia de las artemias luego
de la infeccion con la cepa bacteriana patdgena) con los resultados del
analisis in vitro de exclusion competitiva (didametro de inhibicién) de los
probidticos comerciales contra la cepa bacteriana patdgena utilizados en la
prueba in vivo. Una vez que se comprobd que era factible usar a la artemia
para evaluar la calidad de probidticos comerciales, se valoro esta factibilidad.
Se incluy6 en esta valoracion tres analisis utilizados tradicionalmente para
evaluar la calidad de probi6ticos para camaron. La valoracion se realizé en
base a criterios propuestos en la literatura para evaluar cuantitativamente las

metodologias de evaluacion de efectividad de los probioticos.

2.2.1 Experimentacién de exploracién para la prueba del concepto

Para la prueba de concepto se utilizo 6 probidticos comerciales (P1, P2, P3,
P4, P5y P6), mientras que la bacteria patogena para camaron fue la cepa
V. parahaemolyticus Ba94C2, causante de AHPND (Restrepo, y otros,
2018).

2.2.1.1 Determinacion de la concentracion letal de la cepa patéogena
Para determinar la concentracidon de bacteria patégena adecuada para
infectar a las artemias se realiz6 un experimento de toxicidad, con el cual se
identificd la concentracién letal 50 (LC50) (Castafio, Cantarino, Castillo, &
Tarazona, 1996) de la cepa V. parahaemolyticus Ba94C2. Se trabajé con
artemias de alto nivel de bioseguridad (cistos de artemia IL, INVE, Lote
N°2120233228). Se realizd una siembra directa de 1 g de quistes en un cono
de eclosion (Figura 4), con volumen final de 1 L de agua de mar filtrada por
UV y autoclavada (FASW) previamente. Ademas, se colocé aireacion e
iluminacion constante durante 24 horas antes de cosechar y enjuagar a los

nauplios (Figura 4).
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Figura 4. Cono de eclosién de artemia utilizado en la determinacion del LC50
de la bacteria patégena.

Para el disefio experimental se realizdé una variacion del protocolo descrito
por (Laranja, y otros, 2018). Se tuvieron cuatro tratamientos consistentes en
diferentes concentraciones de la bacteria patégena: 102, 103, 104, y 10°
UFC/mL. Se incluyé un control negativo, donde la artemias no fueron
infectadas con la cepa patégena. Cada tratamiento tuvo un total de seis
réplicas y cada unidad experimental (tubos Falcon 50 mL) contenia 30 ml de
FASW, a una densidad de 1 nauplio de artemia/mL. El experimento se llevé
a cabo sin aireacion, con una temperatura promedio del agua de 30.1 + 0.9
°C. La infeccion se realizé una hora después de colocar los nauplios en las

unidades experimentales. La primera alimentacién se suministré a las cuatro
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horas post-infeccion y luego cada cuatro horas con 30 pL de la cepa
bacteriana ILI autoclavada (Cobo & Cedefio, 2007). El ensayo se realiz6 en
una sala experimental de las instalaciones del CENAIM-ESPOL (Figura 5) y
tuvo una duracion de 48 horas, luego de lo cual se contd los nauplios
sobrevivientes y se comparé la supervivencia entre tratamientos.
Posteriormente, se realizé otras dos pruebas de desafio adicionales para
confirmar la repetibilidad del rango de mortalidad conteniendo el valor del
50%, provocado por la dosis de bacteria patégena escogida en la primera

prueba de desafio.

Figura 5. Ensayo experimental del LC50.

2.2.1.2 Pruebade desafio de artemias suplementadas con probidticos para
camaron

Una vez determinada la concentracion de la cepa bacteriana patégena que
mato a aproximadamente el 50% de las artemias, se realizé una prueba de
desafio, donde las artemias fueron suplementadas con los probioticos
escogidos para la prueba, y posteriormente desafiadas con la cepa patdégena
Ba94C2. Para esta prueba se siguid realizando una variacion de la
metodologia descrita por (Laranja, y otros, 2018). De igual manera se trabajo
con artemias de alto nivel de bioseguridad (cistos de artemia IL, INVE Lote
N°2120233228).
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Se realiz6 una siembra directa de 0,5 g de quistes de artemia en un cono de
eclosion con volumen final de 1 L de agua de mar filtrada por UV y
autoclavada previamente (FASW). El cono se mantuvo con iluminacion y
aireacion constante durante 24 horas antes de enjuagar y re suspender en
10 litros de FASW para un mejor conteo. El conteo de nauplios se realizé en
pipetas de vidrio de 1 ml y se complet6 el volumen restante alcanzando un
total de 30 ml. Dado que, el animal no tiene desarrollado completamente el
sistema digestivo hasta que cambia de estadio a Nauplio 2 (Bowen &
Sterling, 1978), la administracion del probi6tico se realiz6 a las 5 horas
después de la siembra en los tubos Falcon (50 mL, unidad experimental).
Los 6 probiéticos comerciales fueron preparados de acuerdo con las
especificaciones del proveedor. Se incluy6é un control negativo, donde las
artemias solo fueron infectadas con la cepa patdgena, no recibiendo
suplementacion de probidticos. Cada tratamiento tuvo 6 réplicas. La
infeccion se realizo 6 horas después de la administracion del probiético. Se
realiz6 el conteo de supervivencia 48 horas después de la infeccion (Figura
6).

| l T ! N
l
) . L i - .
Sh
24 h 1-2h Administracién 6h 48 h
Eclosidon Siembra Infeccién Cosecha

del probidtico

Figura 6. Esquema cronologico de la prueba de desafio de artemias
suplementadas con probioticos

2.2.2 Pruebas de exclusion competitiva de probidticos comerciales

contra cepa patdégena para camardn

Los seis probioticos comerciales fueron utilizados para la prueba in vitro de

exclusion competitiva frente a la cepa patdgena Ba94C2. La cepa patogena fue
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sembrada en cajas de agar TSA al 2% de NaCl, incubada por 18 horas a 30 °C.
Posteriormente, una colonia fue transferida a 5 ml de medio TSB al 2% de NaCl.
Se incub6 en bafio Maria por 4 horas a 30°C con agitacion constante. La
concentracion de la bacteria patégena fue ajustada a una concentracién de
10° UFC/ml utilizando el estandar 0.5 de McFarland. Se inoculé 100 pl de
bacteria patdgena en cada caja con agar con medio Mueller-Hinton y se disperso
con hisopo estéril. Por otro lado, los probiéticos comerciales fueron activados el
dia anterior en placas Petri utilizando medio de cultivo Agar Tripticasa Soya
(TSA), e incubadas por 18 horas a 30°C. Del césped bacteriano se colecté un
cumulo de bacterias probidticas y se colocé sobre el patégeno. Las bacterias
probidticas y patdégena fueron incubadas a 30°C por 24 horas, registrando los
halos de inhibicion de las bacterias probidticas frente a la bacteria patégena.
Finalmente, se realiz6 un andlisis de regresion y correlacion lineal para comparar
la efectividad de la prueba de desafio con artemias (supervivencia de las
artemias luego de la infeccidbn con la cepa bacteriana patdégena) con los
resultados del andlisis in vitro de exclusion competitiva (didmetro de inhibicion)
de los probio6ticos comerciales contra la cepa bacteriana patdgena utilizados en

ambas pruebas.

2.2.3 Analisis de factibilidad de las pruebas en artemia para identificar

probiéticos para camaron

Se valor¢ la factibilidad de la experimentacién in vivo de desafio a artemias para
evaluar la calidad de los probidticos comerciales para camaron. Los resultados
fueron comparados con los siguientes tres analisis utilizados tradicionalmente
para evaluar la calidad de probioticos para camarén: a) pruebas de desafio a
larvas de camardn que han recibido administracién de probidticos y luego son
desafiadas con una bacteria patégena, b) pruebas de desafio con juveniles de
camaron que han recibido administracion de probiéticos y luego son desafiados
con una bacteria patdégena y c) prueba de exclusibn competitiva de los
probidticos contra una bacteria patégena. La valoracion de la factibilidad de los

tres andlisis tradicionales y el propuesto en este estudio se realiz6 usando los
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criterios propuestos por (Nufiez & Mora, 2019), mediante el cual se valora
cuantitativamente las metodologias de analisis usadas para evaluar la
efectividad de probidticos.

Estos criterios de valoracion fueron:

a) Costo, donde se valoré mediante indicadores cuantitativos la cantidad de
recursos necesarios para realizar los analisis. Estos indicadores fueron:
equipos, reactivos/materiales, agua, aireacion, alimentacion, espacio para
la experimentacion, organismos (incluyd disponibilidad) y personal
(cantidad y entrenamiento calificado).

b) Tiempo, que valor6é tanto la duracién de la experimentacion como el
tiempo que toma obtener los resultados del andlisis.

c) Calidad de los resultados, que valoré el grado de extrapolacion de los
resultados de los analisis a camarédn de cultivo.

d) Facilidad de ejecucion, que valoro la viabilidad de ejecucion del analisis,
considerando los recursos empleados y la disponibilidad de ejecucion de
estos analisis en los laboratorios de servicios para la industria acuicola.
Mediante una entrevista, los criterios fueron valorados por un productor, un
investigador y un técnico local de laboratorio de analisis de servicios para la
industria acuicola. Estos valores y las ponderaciones propuestas por (Nufiez
& Mora, 2019) para cada criterio fueron promediados.
Los cuatro analisis (tres analisis tradicionales y el propuesto de prueba de
desafio con artemias) fueron valorados aplicando los criterios mencionados.
Para el caso del criterio de costo (cantidad de recursos) se evaluaron los
ocho indicadores (equipos, reactivos/materiales, agua, aireacion,
alimentacion, espacio para la experimentacion, organismos y personal). La
valoracion se realiz6 con los valores de 0 a 5. Para el caso de los criterios
de costo, tiempo, la valoracion se efectué con la siguiente escala de
calificacion: 0 (Muy alta), 1 (Alta), 2 (Media), 3 (Baja), 4 (Muy baja) y 5 (No
se requiere). Los criterios de facilidad de ejecucion y calidad de los
resultados fueron valorados con otra escala de calificacion: 0 (No se
requiere), 1 (Muy baja), 2 (Baja), 3 (Media), 4 (Alta) y 5 (Muy alta).
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Luego de calificar a los indicadores y ponderarlos con el valor promedio
obtenido en cada criterio se realizé la sumatoria para cada tipo de analisis,
siendo este total el valor de factibilidad para cada caso. Sumatorias con
valores mas altos indicaron una mayor factibilidad del andlisis para

determinar la efectividad de probidticos para camarones.

2.3 Protocolo de evaluacién de probidticos en camarones peneidos

utilizando la Artemia franciscana como organismo modelo.

Finalmente, en la tercera fase, se elabord un protocolo para la identificacion
de probidticos para camarones usando artemias. Este protocolo incluyo la
descripcion de estudios adicionales requeridos para respaldar la hipétesis de
que las artemias puedan ser utilizadas como herramienta para la busqueda

de probidticos comerciales.
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CAPITULO 3

3. Resultados y Analisis

3.1 Uso de la Artemia como organismo modelo para salud humana y

animal

La busqueda bibliografica permitio determinar que la artemia es
ampliamente utilizada como organismo modelo para varios tipos de
estudios, incluyendo la salud humana (Tabla 1). Con respecto a los
estudios ecotoxicoldgicos, la A. franciscana es empleada para determinar
el impacto ambiental a la cadena alimentaria acuética (Cavion, y otros,
2020). Los ensayos de toxicidad con artemia también han sido sugeridos
como reemplazo mas barato y sencillo que el ensayo in vitro del MTT 3-
(4,5-dimethylthiazole-2-yl)-2,5-diphenyl  tetrazolium bromide (Rajab,
Ramazani, Hamidi, & Naji, 2015) para determinar la citotoxicidad de
compuestos y sustancias.

La artemia es también muy utilizada para estudios de cribado en
acuacultura, como el de Chan et al. 2021, donde fue usada para extrapolar
a peces los resultados de toxicidad. También se ha utilizado a la artemia
para el descubrimiento de diferentes compuestos bioactivos como
potenciales probidticos para P. monodon y C. crassum (Tabla 2). Por su
parte, (Laranja, y otros, 2018) buscaron determinar si las concentraciones
mayores de poli-beta-hidroxibutirato (PHB) amorfo acumulado en una cepa
de Bacillus ofrecian proteccién en artemia desafiada a una cepa patégena
de V. campbelli, obteniéndose resultados favorables, que posteriormente
fueron aplicados a postlarvas de P. monodon para mejorar su sistema
inmune, e incrementar la supervivencia, crecimiento y robustez. Las tablas
1y 2 resumen algunos resultados de varios estudios donde la artemia ha
sido usada como organismo modelo para diferentes areas, incluyendo la

salud humana y animal.
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Tabla 1. Estudios de ecotoxicidad donde se utiliza a la Artemia franciscana como organismo modelo.

Objetivo del estudio Organismo o Compuestos Principales resultados Fuente
Ecosistema de evaluados
interés para el cual
se extrapola los
resultados
Ecotoxicidad. Comparar la Humanosy ambiente Nanoparticulas: El ensayo in vivo de letalidad con Rajabi J et
efectividad del ensayo in vivo inorganicas, lipidicas, artemia cuantificé con exactitud la  al. (2015)
de letalidad usando Artemia poliméricas y citotoxicidad de las nanoparticulas
salina comparado con el materiales usados para evaluadas, comparado con el
ensayo in vitro de MTT para el transporte de drogas ensayo in vitro de MTT.
evaluar la citotoxicidad de a distintos 6rganos
diferentes clases de humanos
nanoparticulas. (Atorvastatina,
Ibuprofeno,
Repaglinida,
Ciclosporina,
Azitromicina)]
Ecotoxicidad. Determinar el Cadena alimentaria Oxido de grafeno Los ensayos sobre toxicidad del Cavion, F
potencial impacto ambiental en acuatica oxido de grafeno muestran un bajo et al.
ecosistemas acuaticos impacto negativo sobre adultos de  (2020).

provocado por los materiales
basados en grafeno utilizando

Artemia franciscana como
organismo modelo para
evaluar las diferentes

reacciones producto de altas
concentraciones.

A. franciscana. La acumulacion en
poblaciones naturales de artemia
puede provocar efectos toxicos en
otros  organismos, y como
consecuencia bioacumulacion a lo
largo de la cadena alimentaria.
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Compuestos bioactivos. Humanos Podofilotoxina, cloruro La A. franciscana es una Meyer, B.
Desarrollar un método sencillo de berberina, sulfato  herramienta econdmica y sencilla et al.
de exploracion para la de estricnina, de manejar como cribado en  (1982).
deteccién y aislamiento de digitalina, sulfato de  estudios sistematicos que
compuestos naturales activos quinidina, sulfato de  detecten y aislen compuestos

con propiedades efedrina, estrofantina, activos provenientes de plantas.
farmacologicas provenientes arbutina, cafeina, timol, Se recomienda su uso en

de plantas superiores usando atropina SO4, farmacognosia y fitoquimica.

como cribado a la Artemia santonina

franciscana.

Ecotoxicidad. Examinar si la  Pez damisela azul Extractos toxicos de  Los extractos toxicos para artemia Chan, W.
artemia en bioensayos Chromis viridis moluscos también lo son para el pez et al.
produce resultados similares a Goniobranchus damisela azul. Extractos no toxicos  (2021).
ensayos de toxicidad splendidus para la artemia también pueden

ictiologica. Se prueba la afectar al pez. La artemia indica

toxicidad relativa de extractos razonablemente la  toxicidad

toxicos de moluscos potencial de diferentes
Goniobranchus splendidus compuestos para peces.

para validar su uso como

herramienta de cribado

preliminar para vertebrados

acuaticos.

Toxicidad ambiental. Utilizar la Ecosistemas No aplica La artemia es utilizada como De Los
artemia como modelo para la acuaticos modelo, para evaluar politicas de Rios &
evaluacion de politicas de manejo de recursos costeros para Gajardo,
manejo de recursos costeros y toma de decisiones de proteccion (2004).

toma de decisiones.

de especies costeras

19



Seleccionar extractos Células cancerigenas
provenientes  de plantas

nativas de la India para usarlos

en terapias contra el cancer en

humanos.

Physalis minima,
Allium odoratum,
Tabebuia chrysantha,
Chentotecha.
longilamina, Impatiens
balsamina

Se realizé una prueba de LC50 en
nauplios de artemia. Seis extractos
de plantas nativas de la India
presentaron potencial biologico
contra el cancer.

Chasanah,
U., et al.
(2012)
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Tabla 2. Estudios en el area de acuicultura donde se utiliza a la Artemia franciscana como organismo modelo en la extrapolacion

de resultados.

Objetivo del estudio Organismo o Compuestos evaluados Principales resultados Fuente
Ecosistema de
interés para el
cual se extrapola
los resultados
Bioencapsuladores para Granjas acuicolas  Saccharomyces cerevisiae En combinacion con alimento Marqués, A.
acuicultura. Evaluar el modo y Dunaliella tertiolecta vivo de diferente calidad, las et al. (2005).
de accion de la levadura bacterias muertas favorecieron
Saccharomyces cerevisiae y la supervivencia en artemia, sin
la  microalga Dunaliella embargo, no mostraron un
tertiolecta segun su efecto efecto significativo en la talla
nutricional y probiotico en un individual. En  contraparte,
sistema modelo utilizando cuando se administrO bacteria
artemia gnotobidtica. viva hubo una mejora en el
crecimiento de los organismos.
Estos organismos son los més
recomendables para utilizar
como vector para transferir
probidticos a larvas de
diferentes especies objetivos.
Patogenos en acuicultura. Granjas acuicolas Compuestos producidos por Las bacterias del género Neu, A. K., et
Determinar Si los bacterias Roseobacter, productoras de  al. (2014).

compuestos producidos por

TDA son consideradas como un

bacterias del clado grupo potencialmente
Roseobacter, probidtico en acuicultura, sin
Photobacteriaceae y embargo, Actinobacteria,
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Vibrionaceae causan Pseudoalteromona,

toxicidad en los organismos Photobacteriaceae y
eucariotas Caernorhabditis Vibrionaceae deben usarse con
elegans y Artemia sp. precaucion

Biocontrol en acuicultura. Penaeus monodon Poli-beta-hidroxibutirato La cepa J47 con 48 horas de Laranja, J., et
Determinar Si las amorfo cultivo 'y un  contenido  al. (2018).
concentraciones mayores aproximado del 55% de PHB

de PHB amorfo acumulado amorfo mostré un incremento

en la cepa Bacillus J47 significativo en la supervivencia

tenian efectos protectores de las artemias, esto ayudo a

sobre la A. franciscana gue posteriormente se pruebe

cultivada en  ambiente la cepa en P. monodon con

gnotobidtico y desafiada resultados favorables en
posteriormente a una cepa crecimiento, robustez y

patdégena de Vibrio supervivencia.

campbellii.

Probidticos para acuicultura. Callinectes Bacillus amyloliquefaciens Se demostré que la cepa L11 Azrin, N., et
Evaluar una potencial cepa sapidus identificada previamente como  al. (2019).

probiotica (Bacillus
amyloliquefaciens) para
juveniles de cangrejo azul
con un screening previo en
artemia gnotobidtica. Las
pruebas realizadas fueron:
Tiempo de colonizacion y
Prueba de Letalidad al 50%
para infeccién con V. harveyi

B. amyloliquefaciens y probada
en artemia, mostré un aumento
significativo en la supervivencia
de larvas de cangrejo azul (42 +
1%) frente a las que fueron
desafiadas con V. harveyi (12 +
1 %,
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Inducir la expresion de esta
proteina Hsp70 mediante el
uso de Hspi para evaluar la
proteccion contra Vibrio y
comparar la respuesta del
sistema inmune a varios
factores estresantes
biolégicos tanto en artemia
como en larvas de camaron.

Larvas de camarén

Tex-OE (Hspi), proveniente
de un extracto de la fruta de
la tuna (Opuntia ficus-
indica)

El producto Hspi desencadena
una sintesis de Hsp70 incluso
en animales modelo como la
artemia. Con esto se demuestra
que el producto actia de
manera profilactica para brindar
proteccion contra vibrios
patdgenos.

Baruah, K., et

al. (2014)

Patogenos en acuicultura.
Evaluar de manera in vitro el
efecto antimicrobiano de
diferentes productos
comerciales usados para
combatir enfermedades de
tipo bacteriano en larvas de
camarén

Penaeus
(Litopenaeus)
vannamei

5 probidticos comerciales, 9
acidos organicos y 2
aceites esenciales

Se realizd un screening de las
cepas patdgenas en nauplios
de artemia para posteriormente
realizar pruebas de desafio en
post larvas de L. vannamei. De
16 productos usados en el
mercado, sOlo 3 fueron
efectivos para controlar a las
cepas patdgenas

Sotomayor,
M. et al.
(2019).

Bioencapsuladores para
acuicultura. Demostrar la
aplicacion de la A.
franciscana como
bioencapsulador para
suministro de probidticos en
juveniles de peces vy
camarones de cultivo.

Juveniles de peces
y camarones de
cultivo

Streptomyces sp. Cepa RL8

~ significativamente

Tras 24 horas de
enriquecimiento a los nauplios
de artemia, todos los grupos se
desafiaron con una cepa de V.
parahaemolyticus. Los nauplios
que fueron previamente
enriquecidos con la cepa
probiotica RL8 mostraron una
supervivencia

mayor

Ossorio, P.
(2017).
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(88,7% y 86,25%) en
comparacion al control (57,5%).

Epigenética. Utilizar a la Especies acuéticas
Artemia franciscana como

organismo modelo para

evaluar mecanismos

epigenéticos de control del

desarrollo y heredabilidad

de fenotipos deseables para

especies acuicolas.

No aplica

Al exponer a una poblacion
partenogenética de artemias a
un desafio con V. campbellii, las
tres generaciones sucesivas
mostraron alta resistencia en un
desafio posterior con la misma
cepa, caracteristica replicable
en otras especies.

Norouzitallab,

P. (2015).
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3.2 Factibilidad de la prueba de desafio con artemia para evaluar la

efectividad de probioticos para camaron
3.2.1 Experimentacién de exploracion para la prueba del concepto

3.2.1.1 Determinacién de la concentracion letal de la cepa patdogena

Se determiné que la concentracibn de la cepa patdbgena que matd
aproximadamente al 50% de las artemias en las unidades experimentales fue
10* UFC/mL (Tabla 3). Las dos pruebas de desafios posteriores confirmaron que
la concentracion mencionada de la cepa patdgena era la mas adecuada para
realizar la posterior prueba de desafio (Tabla 3).

Tabla 3. Resultados de la prueba de letalidad media (LC50) de artemias
infectadas con una cepa patégena de V. parahaemolyticus.

No. de la prueba de . Conf:,entraci()n de §uper_viver_10ia de z,:lrt_emias (%)
desafio mfecgon con la cepa Limite inferior ~ Limite superior
patogena (UFC/mL) del ICgs del ICgos

1.0 x 107 62.0 76.8
] 1.0 x 103 57.4 64.8
Prueba de desafio 1 10 x 10° 48.8 612
1.0 x 10° 28.3 55.1
Prueba de desafio 2 1.0 x 104 43.3 51.2
Prueba de desafio 3 1.0 x 104 42.2 53.3

ICos5 = Intervalo de confianza al 95%
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3.2.1.2 Pruebade desafio en artemias suplementadas con probiéticos para
camaron

Tras desafiar a las artemias que previamente habian recibido suplementacion

con los probiéticos comerciales se obtuvo las supervivencias descritas en la tabla

4. Siendo el probidtico comercial 6 el que mostré mejores resultados de

supervivencia y los probidticos comerciales 2 y 4 los que mostraron las

supervivencias mas bajas tras el desafio.

Tabla 4. Resultados de supervivencia de la prueba de desafio en artemias
suplementadas con probioticos comerciales e infectadas con cepa patogena.

Probi6tico comercial Supervivencia de
artemias (%)
Probiético 1 31.1+8.4
Probiotico 2 122+19
Probidtico 3 34.4+3.8
Probiotico 4 156+1.9
Probiotico 5 31.1+5.1
Probiético 6 68.9+7.7

3.2.2 Pruebas de exclusién competitiva de probiéticos comerciales contra

cepa patdégena para camarén

Los resultados obtenidos en las pruebas in vitro de exclusion competitiva de los
probidticos comerciales contra la bacteria patdbgena mostraron consistencia con
los resultados de la prueba in vivo de desafio de las artemias (Tabla 5). El
probiético 6 y los probidticos 2 y 4 mostraron la mayor y menores inhibiciones
frente a la bacteria patdgena, respectivamente.

Tabla 5. Comparacion entre los resultados de la prueba de exclusion competitiva y la
supervivencia obtenida en la prueba de desafio en artemias suplementadas con
probidticos.

Probioticos suplementados Inhibicidn de cepa

a las artemias patégena (mm)
Probidtico 1 14.2
Probidtico 2 1.0
Probidtico 3 12.0
Probidtico 4 8.0

26



Probiético 5 12.0
Probidtico 6 44.0

Los resultados de la regresion lineal confirman que, para las condiciones
utilizadas en la experimentacion existio una correlacion lineal significativa (r =
0.97, p = 0.01) entre la supervivencia de las artemias suplementadas con los
probiéticos comerciales y posteriormente desafiadas con la cepa patégena, y los
resultados de la prueba in vitro de exclusién competitiva (Figura 7).

80
70 y =1,3201x + 12,141
60
50
40

30 o .&

20

Supervivnecia de Artemias (%)

0 10 20 30 40 50

Halos de inibicion (mm)

Figura 7. Regresion lineal entre supervivencia de las artemias suplementadas
con seis probioticos comerciales e infectada con una cepa bacteriana patégena
para camaron y diametro de inhibicion de los probiéticos comerciales contra la

cepa bacteriana patdégena.
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CAPITULO 4

4. Conclusiones y Recomendaciones
4.1 Conclusiones

4.1.1 Andlisis de factibilidad de las pruebas en artemia para identificar
probiéticos para camaron

Los criterios de recursos y confiabilidad de los resultados obtuvieron las méas
altas ponderaciones, que en promedio equivalid al 30% cada uno (Tabla 6). Por
otra parte, los criterios correspondientes al tiempo de obtencion de los resultados
y facilidad de ejecucion tuvieron ambos una calificacién equivalente al 20%
(Tabla 6).

Tabla 6. Valoracion (en porcentaje) de criterios de factibilidad de las
metodologias de analisis para evaluar efectividad de probiéticos comerciales,
obtenida mediante entrevistas y ponderaciones propuestas por (Nuiiez & Mora,

2020).
Criterio de Entrevistado Entrevistado Entrevistado Nugez Promedio
factibilidad No. 1 No. 2 No. 3

Mora

Recursos 30 40 30 20 30
Tiempo en
obtener 20 20 30 10 20
resultados
Facilidad de 20 15 15 30 20
ejecucion
Calidad de 30 25 25 40 30
resultados
Total 100% 100% 100% 100% 100%

Al utilizar estos criterios para valorar la factibilidad de las metodologias de
andlisis para evaluar efectividad de los probidticos comerciales se obtuvo como
resultado que las pruebas de desafio en artemia son un 70% factible, siendo
superior a lo determinado con los tres métodos tradicionales de evaluacion de

probioticos (Tabla 7).
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Tabla 7. Matriz de factibilidad de las metodologias de analisis para evaluar la efectividad de probidticos comerciales. Se realiza la
comparacion entre tres métodos tradicionales (pruebas de desafio en larvas de camarén, prueba de desafio en juveniles de camardén,

y prueba in vitro de exclusién competitiva) y la prueba de desafio con artemias propuesta en este trabajo.

Factibilidad (valores ponderados segln las

Valores ponderaciones de indicadores cuantificables)
Prueba
L Ponderaciones | Prueba de Prueba de de Prueba
Crlterlo'(:ie Indicadores cuantificables | Ponderaciones Indicadores desafio Pruepa de Prueba de Prueba’de desafio desafio Prueba de de
evaluacion e desafio con 1 desafio i P
cuantificables con larvas iuveniles de exclusion con con larvas con exclusion desafio
de ! " competitiva . de juveniles competitiva con
. camaron artemia . .
camaron camaron de artemia
camaroén
Agua 4 2 0 5 4 1.6 0.0 4.0 3.2
Disponibilidad de organis 3 1 2 5 4 0.6 1,2 3.0 2.4
Aireacion 3 2 0 5 4 12 0.0 3.0 2.4
Recursos Espacio para la 30% 4 2 0 4 4 16 0.0 3.2 3.2
experimentacion
Alimentacion 4 0 1 5 5 0.0 0,8 4.0 4.0
Reactivos/Materiales 4 1 1 2 3 0.8 0,8 1.6 24
No. de personas 4 0 1 4 5 0.0 0,8 3.2 4.0
Nivel de entrenamiento 4 3 4 2 3 2.4 3,2 1.6 2.4
Tiempo en
obtener Duracion de experimentacion 20% 20 4 0 4 4 16.0 0.0 16.0 16.0
resultados
Facilidad de Facilidad de ejecucion 20% 20 0 0 2 3 0.0 0.0 8.0 12,0
ejecucion
Calidad de los i , o
eeiienhs Extrapolacién a camarén 30% 30 5 5 2 3 30.0 30.0 12.0 18.0
Factibilidad de cada analisis para evaluar efectividad de probidticos comerciales 54.2 % 36.8 % 59.6 % 70.0%

La valoracién se realiz6 entre 0 a 5. Para el caso de los criterios de costo y tiempo, la valoracion se efectu6 con la siguiente escala de calificacion: 0 (Muy alta), 1 (Alta), 2 (Media), 3 (Baja), 4 (Muy baja) y 5
(No se requiere). Los criterios calidad de los resultados y facilidad de ejecucion fueron valorados con la escala de calificacion: 0 (No se requiere), 1 (Muy baja), 2 (Baja), 3 (Media), 4 (Alta) y 5 (Muy alta).




Para el caso de la evaluacion de probidticos utilizando la artemia, el criterio de
Recursos resulto el indicador cuantificable con mejor puntaje (24%), comparable
con el puntaje en este criterio para la prueba in vitro de exclusiébn competitiva
(24%, Figura 8). En el caso de la prueba in vitro, aunque se utiliza reactivos,
materiales y personal calificado, la técnica no implica tantos recursos de agua,
organismos y espacio, y no se necesita gastar en alimentacion; en tanto que,
aunque se necesita personal calificado, no se requiere un numero alto de
personas para realizar el andlisis. En el caso de la evaluacion de probiéticos
utilizando la artemia, el puntaje alto en el criterio Recursos obedece a que
ademas de que no se requiere tantos recursos de agua, disponibilidad de
organismos, aireacion, espacio y alimentacion, no se requiere gran cantidad de
reactivos o materiales. Ademas, se requiere un minimo de personal. El método
tradicional que le sigue en porcentaje de factibilidad es la prueba in vitro de
exclusién competitiva. Sin embargo, por tratarse de una prueba in vitro solo
alcanza el 59,6% de factibilidad, con una confiabilidad de los resultados del 12%,
en comparacion a los otros métodos tradicionales de desafio, ya sea que se
realice en larvas o0 en juveniles de camardn, para los cuales el porcentaje
ponderado en esa categoria es del 30%. Al respecto, aunque estas pruebas
tradicionales de desafio de patdgenos en larvas y juveniles de camardn
presentaron un 30% de confiabilidad en el criterio de extrapolacion de resultados
a camaron, el resultado global fue inferior a la evaluacion de probiéticos
utilizando la artemia. Esto se explica por los bajos valores de factibilidad
obtenidos en las pruebas de desafio con juveniles y larvas para el criterio de

Recursos, asi como en la Facilidad de ejecucion.
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Recursos mTiempo mFacilidad de ejecucién  m Confiabilidad

Prueba en larvas

de camarén Pruebaen -
juveniles de Antibiograma

camaron Pruebas en
artemia

Figura 8. Factibilidad de las metodologias de andlisis para evaluar la efectividad
de probibticos comerciales.

4.1.2 Protocolo de evaluacion de probidticos en camarones peneidos

utilizando la Artemia franciscana como organismo modelo.

Al avanzar en la revision bibliografica sobre el uso de la A. franciscana como
organismo modelo para acuacultura, se detect6 que no hay metodologias
estandarizadas para evaluar e identificar probiéticos utilizando a las artemias
como organismo modelo. Dado que, el uso de artemias es factible para identificar
potenciales probidticos y que, la técnica resulta mas sencilla y menos costosa,
la prueba con artemias puede ser usada especialmente en una etapa inicial de
cribado cuando se requiere evaluar muchos candidatos a probidticos. Por tal
motivo, se propone la siguiente metodologia para la identificacion de probi6ticos
para camarones peneidos. La figura 9 esquematiza los procedimientos basicos
para identificar potenciales cepas probioticas para camarones peneidos.

Luego del muestreo, procesamiento y aislamiento de las cepas candidatas, se
debera realizar la caracterizacion de la cepa y curva de crecimiento para

determinar las concentraciones a ser utilizadas posteriormente. Posteriormente,
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se deberd realizar una prueba de letalidad del patégeno escogido, a fin de
determinar la concentracion que mate al 50% de las artemias. Luego, se sugiere
trabajar directamente con la prueba de desafio en artemia, suplementandolas
previamente con las cepas potencialmente probidticas. Este periodo de
suplementacion, asi como el de desafio son de pocas horas (Capitulo 3), por lo

gue en un periodo corto de tiempo se obtendra resultados.

Este estudio tuvo como finalidad proponer una metodologia que utilice un
organismo alternativo al camardn para evaluar compuestos que mejoren su
salud. La propuesta es una alternativa practica y econdémica, que puede permitir
la evaluacion de una cantidad considerable de cepas potencialmente probidticas.
Para elaborar esta propuesta se realizdé una revision bibliogréfica acerca de la
literatura donde se utiliza a la artemia para extrapolar sus resultados a
organismos superiores. Se destaca su uso en estudios de ecotoxicidad,
descubrimiento de compuestos bioactivos para organismos acuaticos y salud
humana. Principalmente, la literatura es consistente en sugerir a la artemia como
organismo modelo para extrapolar los resultados, no sélo a otras especies
acudticas, sino también a la cadena alimenticia, e incluso aplicables a la salud
humana.

Como segunda parte de este estudio, se comprobd con una prueba in vivo, parte
de la metodologia propuesta para en el protocolo. Es importante mencionar que,
los resultados en artemia fueron consistentes con la prueba in vitro tradicional de
exclusion competitiva (correlacion lineal significativa, r = 0.97, p = 0.01),
demostrando de esta manera, que es posible utilizar esta metodologia con
resultados confiables en artemia. Ademas, con el andlisis de factibilidad para el
uso de la artemia en estas pruebas con probidticos, se determiné que el uso de
la artemia en una prueba de desafio posee un 70% de factibilidad, cantidad que
fue superior a los otros ensayos tradicionales. Se concluye que utilizar artemia

para la identificacion de probidticos para camarones peneidos es factible.
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Disefio de un protocolo para la identificacion de
probibticos en camarones peneidos utilizando la Artemia
franciscana como organismo modelo.

7 s ..\\. Prueba de desafio _|= Correlacion de
( : } | en camarones supenivencias

4, / peneidos

v

Antagonismo a patégenos
Disrupcion de QS
Produccién de compuestos benéficos
Modulacidn del sistema inmune
Capacidad de colonizacidn

Figura 9. Disefio de un protocolo para la identificacion de probidticos en
camarones peneidos utilizando la A. franciscana como organismo modelo.
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4.2 Recomendaciones

Las pruebas de desafio constituyen una parte fundamental para probar la
efectividad de los compuestos bioactivos, como probidticos para camarén. Sin
embargo, los altos costos de experimentacion son una limitante para los
investigadores. Por eso, a través del protocolo propuesto se espera que se
evalien de manera efectiva bacterias potencialmente probioticas. En el presente
trabajo se demostrd la factibilidad de utilizar a la Artemia franciscana como
cribado previo, por lo que es importante que, si se desea evaluar o identificar un
potencial probidtico se sigan los procesos presentados en este estudio.

Adicional, se incluyen algunas recomendaciones:

e Para las pruebas de desafio llevadas en artemia no es necesario utilizar
aireacion complementaria, ya que podria causar mortalidad y alterar los
resultados finales.

e Es importante destacar que los resultados propuestos en este estudio
constituyen un primer paso, por lo que, la propuesta de utilizar a la artemia
para identificar probidticos para camardn tendra que ser validada con un
analisis de correlacion entre las supervivencias de las pruebas de desafio en
artemias con la de camarones. Los modos de accién de los potenciales
probidticos tendran que ser validados con las metodologias descritas en la
literatura cientifica.

e Esta metodologia puede ser usada para investigar otra clase de compuestos
bioactivos, tales como derivados de plantas, destinados a mejorar la salud del

camaron.

La presente investigacion estd enmarcada en el proyecto de investigacién PIC-
21-INE-ESPOL-004 Biotecnologia azul para el fortalecimiento de la industria
acuicola ecuatoriana controlando Vibrios patdogenos, auspiciado por el Programa
INEDITA de SENESCYT.
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