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RESUMEN

El presente estudio evalu6 la eficacia de un bacteri6fago comercial en la reduccion de
la carga bacteriana de Vibrio spp. en postlarvas de camarén blanco (Litopenaeus
vannamei) cultivadas bajo dos condiciones de salinidad: 20 y 30 ups. Se utilizaron
dos tratamientos por salinidad: uno con aplicacién del bacteriéfago (9mL/kg de
alimento) y otro sin aplicacion, durante un periodo de 15 dias. Se evaluaron la carga

bacteriana, crecimiento, supervivencia y estado fisiolégico de las postlarvas.

Los resultados mostraron una notable reduccion de Vibrio parahaemolyticus en los
grupos tratados. A 20 ups, la carga bacteriana disminuyé de 1.855.333 a 46.333
UFC/gH (reduccion del 97,5%), mientras que a 30 ups paso de 1.833.667 a 16.800
UFC/gH (reduccion del 99,1%). El crecimiento también mejoro: a 20 ups, el peso
medio fue de 0,2095 g con bacteriofago frente a 0,1080 g sin tratamiento. A 30 ups,
las postlarvas tratadas alcanzaron 0,2089 g frente a 0,1914 g en el control. La
supervivencia aumento levemente a 20 ups con respecto al control 89% y diferencia

numérica en 30 ups (81% a 94%).

Ademas, se observo una recuperacion fisiologica visible en los organismos tratados:
mejor actividad natatoria, aumento en el consumo del alimento, reduccion de la
pigmentacion anormal y signos clinicos. La eficacia fue mas evidente en 30 ups, lo
gue sugiere que esta salinidad favorece la accion del bacteriéfago y la recuperacion

de la salud en postlarvas infectadas.

Palabras clave: bacteri6fagos, Vibrio parahaemolyticus, postlarvas, salinidad.



ABSTRACT

The present study evaluated the efficacy of a commercial bacteriophage in reducing
the bacterial load of Vibrio spp. in white shrimp (Litopenaeus vannamei) postlarvae
cultured under two salinity conditions: 20 and 30 ups. Two salinity treatments were
used: one with application of the bacteriophage (9mL/kg of feed) and the other without
application, for a period of 15 days. Bacterial load, growth, survival and physiological

state of the postlarvae were evaluated.

The results showed a remarkable reduction of Vibrio parahaemolyticus in the treated
groups. At 20 ups, the bacterial load decreased from 1,855,333 to 46,333 CFU/gH
(97.5% reduction), while at 30 ups it went from 1,833,667 to 16,800 CFU/gH (99.1%
reduction). Growth also improved: at 20 ups, the mean weight was 0.2095 g with
bacteriophage versus 0.1080 g without treatment. At 30 ups, treated postlarvae
reached 0.2089 g versus 0.1914 g in the control. Survival increased slightly at 20 ups

with respect to the control 89% and numerical difference at 30 ups (81% to 94%).

In addition, a visible physiological recovery was observed in the treated organisms:
improved swimming activity, increased feed consumption, reduction of abnormal
pigmentation and clinical signs. Efficacy was more evident at 30 ups, suggesting that
this salinity favors the action of the bacteriophage and the recovery of health in infected

postlarvae.

Keywords: bacteriophages, Vibrio parahaemolyticus, postlarvae, salinity.
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INTRODUCCION

En los dltimos afios el crecimiento poblacional se ha convertido en un reto que se
debe afrontar para responder a la demanda de necesidades de una poblacion (Berger,
2020; Aguirre et al., 2021). La transformacién de los sistemas agroalimentarios es
esencial para afrontar el aumento del hambre, que en 2021 afecté a mas de 828
millones de personas (FAO, 2021). En este contexto, la acuicultura se presenta como
una actividad estratégica dedicada al manejo y cultivo de diversas especies acuaticas
en condiciones controladas. Los organismos criados bajo este sistema suelen
destacar por su resistencia, asi como por su capacidad para crecer y desarrollarse
rapidamente, contribuyendo a la produccion alimentaria y el abastecimiento

sostenible de productos acuaticos (Socarras et al., 2019).

En Ecuador, el sector camaronero es de gran relevancia econdmica, las principales
zonas productoras incluyen la provincia de El Oro y el Golfo de Guayaquil (Ullsco et
al., 2021), este camaron reconocido mundialmente por su sabor (Aguirre et al., 2019).
Actualmente, ocupa el tercer lugar como productor y el primero en Ameérica Latina,
con una produccién de 1,49 MMT a nivel nacional la provincia de El Oro aporta el
15%.

La industria camaronera ecuatoriana ha logrado expandir su presencia en los
mercados internacionales, alcanzando mas de 60 destinos globales, lo que ha sido
clave para la economia del pais. Este sector representa el 3,4% del Producto Interno
Bruto (PIB) y se ha convertido en el que mas empleos genera. Segun el Banco Central
del Ecuador, en 2019, la pesca y acuicultura contribuyeron con $575,8 millones de
doélares en provincias como Guayas, Manabi, Santa Elena, El Oro, Galapagos y
Esmeraldas (Sanchez, 2020). Sin embargo, la crisis sanitaria global de 2020 impact6
negativamente la economia, causando una disminucién del 12,4% del PIB durante el

segundo semestre (Cevallos, 2024).

El cultivo de camardn en Ecuador comenzé a finales de los afios 60 en la provincia
de El Oro y se consolid6 en las décadas de los 70 y 80 como una de las principales
actividades exportadoras del pais (Castillo & Velasquez, 2021). La acuicultura,

particularmente la produccién de camaron es un sector de alto impacto en el



desarrollo productivo y comercial del pais. Desde hace mas de 50 afios, el camaron
ha sido uno de los productos tradicionales de exportacion del pais, consolidandose
como un pilar en la economia ecuatoriana (Chancay et al., 2021). Sin embargo, el
crecimiento del sector ha estado marcado por brotes patolégicos que han puesto en
riesgo los cultivos (Figueredo et al., 2020).

Entre las principales amenazas que enfrenta el sector camaronero, las enfermedades
bacterianas destacan como un desafio critico. Los vibrios patdgenos, que afectan
tanto la fase de larvicultura como la de engorde, causan dafios en el hepatopancreas
de los camarones. En la fase larval, las enfermedades incluyen el Sindrome Zoea Il,
infecciones bacterianas, bacterias luminiscentes y la aparicion de bolitas blancas
asociadas con diversas enfermedades como el camaron manchado, Vibriosis
sistémica, sindrome gaviota, Vibriosis luminiscente, hepatopancreatitis necrotizante,

entre otras (Tenecota et al., 2018).

La Vibriosis es una de las principales enfermedades que afecta la acuicultura de
peces y crustaceos, siendo responsable de la alta mortalidad de los camarones
cultivados a nivel global. Provocada por bacterias gramnegativas del género Vibrio,
esta enfermedad puede superar las barreras defensivas del camaron, como su
exoesqueleto, especialmente cuando factores ambientales favorecen la proliferacion
bacteriana (Chandrakala & Priya, 2017). Los sintomas clinicos de la vibriosis incluyen
anorexia, nado erratico, debilidad general, necrosis interna y externa, musculo
abdominal opaco y expansion de cromatoforos rojos en los apéndices y pleépodos
(Renteria, 2018).

Los vibrios patdogenos mas comunes en el cultivo de camaron son Vibrio

parahaemolyticus, V. harveyiy V. vulnificus.

Vibrio parahaemolyticus destaca por ser halotolerante y mesofilico, causando
necrosis aguda del hepatopancreas debido a la toxina binaria PirA y PirB (Barrantes,
2023). Vibrio harveyi, por su parte, es el principal patbgeno bacteriano que induce
mortalidad masiva en camarones cultivados en sistemas intensivos y retrasa su
crecimiento en estanques de engorde, estd asociado con patologias como vibriosis
oral, entérica y sistémica, generando importantes pérdidas econdmicas (Vinay et al.,

2019). Finalmente, Vibrio vulnificus, un patdégeno oportunista, se encuentra en



estuarios y zonas costeras a nivel global, afectando al camarén causando dafio en
los tejidos del huésped a través de la produccion de toxinas y exoenzimas (Herndndez
& Amaro, 2020).

Las larvas y postlarvas de Litopenaeus vannamei son particularmente vulnerables a
infecciones por Vibrio spp., lo que provoca septicemia y altas tasas de mortalidad.
Estas bacterias colonizan el tracto digestivo y el hepatopancreas, mostrando sintomas
como coloracion rojiza, musculo opaco, bioluminiscencia y cromatéforos dilatados
(Cuellar, 2013; Mufioz, 2022).

Tradicionalmente, los antibiéticos han sido el principal recurso para tratar infecciones
bacterianas en la acuicultura. Aunque su uso ha sido efectivo en el control de
enfermedades, presenta riesgos significativos si no se maneja adecuadamente
(Adenaya et al., 2023). Los antibioticos mas comunes para controlar vibrios son la
oxitetraciclina, florfenicol, sulfamidas y enrofloxacina (Gxalo et al., 2021).

Para controlar la enfermedad los acuicultores recurren excesivamente al uso de
antibidticos (Gracia et al., 2024) Sin embargo, el mal manejo de estos medicamentos
ha contribuido al desarrollo de resistencia bacteriana (Rios et al., 2022; Pérez et al.,
2020).

Segun Aguirre et al., (2021) en la acuicultura la prevencion de enfermedades es
importante para mantener la salud de los organismos cultivados. Una alternativa
sostenible al uso de antibioticos son los probidticos, que mejoran la salud
inmunoldgica y la calidad del agua, reduciendo la proliferacion de patégenos como
Vibrio spp. Estos microorganismos no solo mejoran la salud de los organismos
acuaticos, sino que también favorecen la calidad del agua al inhibir el crecimiento de
patégenos (Chang et al., 2024; Sorroza et al., 2009). Ademas, las plantas medicinales
también han mostrado un alto potencial en el tratamiento de enfermedades acuicolas,
ofreciendo menos efectos secundarios que los farmacos sintéticos ademas de sus
propiedades antimicrobianas, favorecen el crecimiento y la supervivencia de los
animales acuaticos (Ghosh et al., 2021; Sorroza et al., 2017). No obstante, una de las
estrategias mas prometedoras en los ultimos afios es el uso de bacteriéfagos.
(Sanchez et al., 2024). Segun algunos investigadores, los bacteriéfagos muestran

mayor eficacia al reducir bacterias patégenas siendo una alternativa sostenible para



cuidar el medio ambiente ya que son una solucién natural y menos contaminante, los
bacteri6fagos son altamente especificos y a su vez no dejan residuos quimicos en los
organismos a comparacion de los antibidticos (Saucedo et al., 2020). Siendo asi una
estrategia sostenible alineada con las demandas de produccion acuicola moderna
para garantizar la salud de los cultivos (Ninawe et al., 2020).

Segun Jamal et al., (2019) Los bacteriéfagos tienen una morfologia que se adapta
perfectamente a su funcidén. Su estructura basica incluye una cabeza o capside que
protege el material genético del fago, una cola que inyecta este material en la bacteria,
una placa basal que ancla la cola en la bacteria y fibras de cola que permiten la
adhesion especifica a las bacterias. Ademas, el material genético puede ser ADN o
ARN, lo que les permite replicarse dentro de las bacterias y propagarse. Los
bacteriéfagos siguen un ciclo de vida que puede ser litico o lisogénico. En el ciclo
litico, el fago infecta la bacteria, se replica dentro de ella y causa la destruccion celular,
liberando nuevos fagos (Fernandez et al., 2019). En el ciclo lisogénico, el material
genético del fago se integra en el ADN bacteriano y permanece latente,

transmitiéndose a las generaciones sucesivas de bacterias (Tynecki et al., 2020).

La terapia fagica, que utiliza estos bacteriéfagos, ha emergido como una alternativa
eficaz frente a los antibidticos. Especialmente ante el problema de la resistencia
antimicrobiana que enfrentan muchas bacterias patdégenas (Gordillo & Barr, 2019). El
mecanismo de accion de los bacteriéfagos contra Vibrio spp sigue los principios del
ciclo litico, donde el fago se adhiere a la bacteria, inyecta su material genético v,
finalmente, provoca la destruccion de la célula bacteriana (Molina-Quiroz et al., 2023).
Los fagos pueden ser usados en sistemas intensivos y semi-intensivos por ende
también pueden ayudar a controlar enfermedades como la vibriosis, septicemia

bacteriana y otras infecciones criticas en peces y crustaceos (Schulz et al., 2022).

En estudios recientes, investigadores han demostrado que los bacteriéfagos son
efectivos en la reduccion de la carga bacteriana en sistemas acuicolas. En un articulo
se observo una notable disminucién en la concentracion de Vibrio spp en postlarvas
de camardn, donde la concentracion inicial de 3,7x103 UFC/mL redujo a 2,2x102
UFC/mL en tal solo dos dias tras la aplicacién del bacteriéfago. Estos resultados

evidencian que los fagos actlan rapidamente sobre las bacterias patdgenas y se han



reportado mejoras significativas en los camarones infectados con Vibrio

parahaemolyticus luego del tratamiento con fagos (Le et al., 2023).

Otro estudio, utilizd un coctel de bacteri6fagos compuesto por fagos liticos
denominados vB_Vc _SrVc2 y vB Vc _Srvc9, en postlarvas de Litopenaeus
vannamei. Se incluyé métodos dependientes e independientes de cultivo, y demostré
una reduccion significativa en la poblaciéon de Vibrio spp. tras la administracion del
coctel. Ademas, mostraron menor dafio hepético en las postlarvas tratadas (Lomeli et
al., 2023).

La aplicacion de bacteri6fagos en acuicultura puede realizarse mediante técnicas
como incorporacion en el agua de cultivo, suplementacion en alimentos,
bioencapsulacion en alimento vivo, bafos terapéuticos, recubrimiento de huevos y
aplicacion localizada en heridas. Cada método busca optimizar la interaccion entre
los fagos y los patogenos, asegurando su eficacia en la prevencion y tratamiento de

infecciones bacterianas (Nachimuthu et al., 2021).

Entre los beneficios del uso de bacteriofagos en la acuicultura se incluye una
reduccion especifica de patdégenos, ademas, ayudan en el control de enfermedades
bacterianas, previniendo y tratando infecciones como la vibriosis, o que reduce la
mortalidad en las postlarvas. En cuanto a la salud del camarén, mejoran la
recuperacion del hepatopancreas, favoreciendo la funcion digestiva, reduciendo
dafios en este organo. También tienen un bajo impacto ambiental, ya que son
biodegradables y no generan residuos toxicos, a diferencia de los antibiéticos (Le Son
& Kurtboke, 2019).



OBJETIVOS

Objetivo General
> Evaluar el uso de un bacteriéfago comercial que reducira la carga de Vibrios,

mediante la aplicacion a postlarvas, en dos salinidades.

Objetivos Especificos
> Determinar la eficacia del bacteri6fago comercial en la reduccion de la carga
bacteriana de Vibrios en postlarvas cultivadas a dos salinidades.
» Comparar el efecto del bacteri6fago comercial sobre la salud, crecimiento y
supervivencia de las postlarvas sometidas a 20 y 30 ups
> Analizar las interacciones entre las condiciones de salinidad y la accién del

bacteriofago comercial en la dinamica poblacional de Vibrios.



METODOLOGIA
Ubicacion
Este estudio se realiz6 en los establecimientos de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias de la Universidad Técnica de Machala ubicada en el Canton Machala,

Provincia de El Oro, con las siguientes coordenadas: 3°15'62"S 79°57'04"0 / -
3.264525, -79.951195.
Figura 1 Ubicacion del area de estudio Fuente: Google.

Materiales y Métodos

Insumos
-  CHROMagar Vibrio
- Alimento balanceado 22% de proteina

- Bacteriéfago

Materiales Bioldgicos

- Postlarvas Camarones (L. vannamei)

- Cepa de Vibrio parahaemolyticus
Equipos

- Aireadores

- Salinometro

- Balanza gramera

- Estufa

- Autoclave

- Medidor de pH



Cabina de flujo laminar
Incubadora
Microscopio

Multiparametro

Materiales

Agua a 30 ups y 20 ups
12 peceras

Tanque (Reservorio)
Piedras difusoras
Manguera para aireacion
Cajas Petri

Guantes

Cotonetes

Cocineta

Marcador

Mascarillas

Papel aluminio

Varilla de vidrio

Pipeta de 10 mL

Asa de Drigalski

Matraz Erlenmeyer 35
Mechero de alcohol
Micropipetas (100 y 1000 pl)
Espatula

Mandil

Sustancias

Alcohol industrial (90%)
Agua destilada



Métodos

Disefio Experimental
Para el desarrollo del experimento, se emple6 un disefio experimental completamente
al azar (DCA), con el propésito de garantizar la fiabilidad de los resultados y minimizar
los sesgos experimentales, con un total de 12 unidades experimentales. El cual tiene
como factor de estudio la aplicacién de bacteriéfagos, con dos diferentes salinidades
(20y 30 Ups), de la misma manera un testigo absoluto (sin aplicacién de tratamiento).

» TO01— Sin tratamiento (20 ups)

» TO02 — Sin tratamiento (30 ups)

» T1-20ups

» T2-30ups

Modelo del Disefio Experimental

Tabla 1 Distribucion de los Tratamientos en el Experimento.

T0, ™ T2

— == g — —y” — _— g
™ T2 T0,

— — — —r — —1
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Tabla 2 Descripcion de caracteristicas del disefio experimental.

CARACTERISTICAS DEL DISENO EXPERIMENTAL
Unidades experimentales 12
Cantidad de organismos 450
NuUmero de organismos por tratamiento 112
Numero de organismos por réplica 37
Tratamientos 4
Replicas 3
Duracion del experimento 15 dias

Obtencidn de las Postlarvas de Camaron

Se adquirio las postlarvas de un laboratorio ubicado en el sector de Puerto Bolivar,
en estadio PL12. Para el experimento, un total de 450 postlarvas fueron, distribuidas
en peceras a una densidad de 37 postlarvas. Esta cantidad de organismos fue
seleccionada para garantizar condiciones Optimas para el desarrollo de las postlarvas

y la recoleccion de datos confiables.
Aclimatacion de Postlarvas

En las unidades experimentales, las postlarvas fueron sometidas a un proceso de
aclimatacion durante un periodo de cinco dias. Durante esta fase, se mantuvieron en
condiciones controladas para minimizar el estrés fisiolégico asociado con la transicion
al nuevo entorno. Las postlarvas se las alimento diariamente con dietas formuladas y
raciones ajustadas segun su peso corporal. Se monitorearon parametros
fisicoquimicos del agua, como temperatura, salinidad, pH y oxigeno disuelto, para

mantenerlos dentro de los rangos ideales recomendados para la especie.

Este manejo cuidadoso fue fundamental para asegurar la adaptacion exitosa de las

postlarvas antes de iniciar las intervenciones experimentales.
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Andlisis de Vibrio parahaemolyticus en Postlarvas

En el experimento se emple6 CHROMOGENIC Vibrio Agar, un medio de cultivo
cromogénico disefiado especificamente para la identificacién diferencial de Vibrio
spp. mediante la coloracion caracteristica de sus colonias. Segun las especificaciones
del fabricante, las colonias de Vibrio parahaemolyticus desarrolla un color verde

azulado, lo que permitio su identificacion rapida y precisa.

Este método representa una herramienta confiable y eficaz para evaluar la presencia

de Vibrio spp. en muestras provenientes del sistema experimental.
Infeccion Experimental

Siguiendo el protocolo descrito por Le et al., (2023) en caso de que las postlarvas no
presenten evidencia de Vibrio spp. de manera natural, utilizamos una cepa
previamente identificada y caracterizada de Vibrio parahaemolyticus que sera
cultivada bajo condiciones estériles en un medio de cultivo adecuado. Con un asa
previamente esterilizada, se aislaron colonias bacterianas del género Vibrio
parahaemolyticus, provenientes de organismos clinicamente afectados.
Posteriormente, dichas colonias fueron cultivadas para el ensayo de infeccion
experimental, una vez alcanzada la concentracion bacteriana requerida de 1,1x10*

UFC/ml, se inocul6 1 ml a cada pecera.

Ademas, realizamos muestreos periodicos durante tres dias para confirmar la

presencia y concentracion de Vibrio parahaemolyticus en las postlarvas.
Alimentacién con Bacteridéfagos

A las postlarvas previamente infectadas se les administro un bacteriéfago comercial
especifico, dosificado a razén de 9 mL/kg de alimento. El bacteriéfago fue preparado
en una solucién acuosa y aplicado al 100% del alimento mediante un proceso de
saturacion, utilizando una relacion de 0,6 litros de solucion/kg de alimento, para

garantizar una distribucion uniforme del tratamiento.

Para la preparacion del alimento suplementado con bacteri6fagos, se procedié a

mezclar la suspensién fagica con el balanceado comercial destinado a la alimentacion
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de las postlarvas. Esta mezcla se realiz6 de manera cuidadosa, asegurando que el
alimento absorbiera uniformemente toda la preparacién de bacteri6fagos, lo cual
permitié una distribucion homogénea del tratamiento sobre el pellet.

Una vez mezclado, el alimento fue extendido en capas delgadas sobre bandejas
previamente desinfectadas y se dej6 secar a temperatura ambiente durante 24 horas.
Este proceso de secado se llevo a cabo en un ambiente limpio y protegido, alejado
de animales, insectos, polvo o cualquier otro factor que pudiera comprometer la

esterilidad y calidad del producto final.

Luego del secado, el alimento tratado con bacteriéfagos fue almacenado en
condiciones adecuadas hasta el momento de su uso. Posteriormente, fue
suministrado a las postlarvas de Litopenaeus vannamei en las dosis establecidas
segun el protocolo experimental, garantizando asi una exposicion segura, constante

y controlada al tratamiento fagico.

La alimentacion se realizo tres veces al dia, con horario de 8:00am, 11:00 amy 15:00
pm basandose en la biomasa total de las postlarvas y se implementé un proceso
estandarizado para aplicar un pegante al alimento balanceado el cual se aplicé 1mL
por cada 100 g de alimento (Barros & Correa, 2024). Garantizando que el bacteriéfago
guede adecuadamente adherido a la superficie del pellet, optimizando su eficacia
durante el consumo por parte de las postlarvas. Para este propésito, se utilizd un
alimento balanceado de origen comercial, con un contenido proteico del 22% en base

Seca.

Tabla 3 Formulacién de dietas paralos grupos experimentales.

Identificacion  Grupos Experimentales Contenido
TO; Control 20 Ups Balanceado + Almidon de yuca
TO, Control 30 Ups Balanceado + Almidon de yuca
T1 Tratamiento 20 Ups Balanceado + Almidén de yuca + Bacteriofago
T2 Tratamiento 30 Ups Balanceado + Almidén de yuca + Bacteriéfago
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Analisis del Hepatopéancreas (HP)

Se seleccionaron 17 ejemplares por cada grupo experimental (controles y
tratamientos). A cada uno se le extrajo el hepatopancreas hasta pesar 1 gramo,
destinado a los analisis microbiolégicos respectivos. Las muestras se manipularon en
fresco, con el uso de pinzas estériles, y se colocaron en fundas tipo Ziploc
previamente esterilizadas. En estas fundas s se realizé la maceracion manual del

tejido. Luego, se prepararon diluciones en serie (1071, 1072, 1073) con solucién salina.
Preparacion de Medios de Cultivos

El medio de cultivo utilizado para los tratamientos fue agar TCBS, la preparacion del
medio de cultivo siguio las indicaciones del fabricante donde se peso6 89,1 gramos del
agary se disolvieron en 1 litro de agua destilada. La mezcla se dej6 en reposo durante
5 minutos, luego se aplico calor con agitacion frecuente hasta alcanzar la ebullicion y
lograr la disolucion completa Después del enfriamiento a temperatura adecuada, se

distribuyo el medio en cajas Petri estériles para su posterior uso.

Para los grupos control, se empleé el medio CHROMOGENIC Vibrio Agar, su
preparacion fue similar al TCBS, se pesaron 67,5 gramos y se disolvieron en 1 litro
de agua destilada. La mezcla se dejo en reposo durante 5 minutos, luego se aplico
calor con agitacion frecuente hasta alcanzar la ebullicion y lograr la disolucion
completa. Luego de realizar este proceso se pondra 10 mL de agar en las cajas Petri

para su respectiva siembra.

Siembra de Diluciones en Cajas Petri

Se realiz6 la siembra por extension para distribuir una muestra diluida sobre la
superficie del agar sélido. Donde se tomé un volumen de 100 microlitros (ul) con una
micropipeta provista de una punta estéril y se deposito en el centro de una caja Petri
con agar previamente solidificado. Se utilizd6 un asa de Drigalski, esterilizada
previamente, para extender la muestra por toda la superficie del medio. Las cajas se
dejaron secar durante unos minutos en condiciones estériles y se colocaron en
posicion invertida dentro de fundas estériles se incubaron a una temperatura de 28
°C durante 24 horas y luego se contabilizaron las unidades formadoras de colonias

(UFC), lo que proporciono una estimacion precisa de la carga bacteriana.
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RESULTADOS

Los resultados que se obtuvieron en el presente trabajo se pueden observar en la
Figura 2, en el grupo control (20 No Bacteri6fago), se registré una carga bacteriana
promedio de 1.855.333 UFC/gHp, mientras que en el grupo tratado la carga se redujo
drasticamente a 46.333 UFC/gHp. Esta diferencia representa una reduccién absoluta
de 1.809.000 UFC/gH, lo que equivale a una disminuciéon del 97,5%. Este resultado
demuestra una eficacia significativa (p<0.05) del bacteriéfago en condiciones de 20

ups.

En el tratamiento sin bacteriéfago (30 No Bacteri6fago), se observd una carga media
de 1.833.667 UFC/gHp. En el grupo tratado, la carga disminuy6 a 16.800 UFC/gHp,
lo que representa una reduccion absoluta de 1.816.867 UFC/gHp, correspondiente a
una disminucion del 99,1%. Esto indica que, a pesar de una carga inicial similar, el
bacteri6fago mostrd una eficacia significativa (p<0.05) a 30 Ups, aunque no existe
diferencia significativa con respecto a la salinidad.

Figura 2 Efecto del bacteriéfago en la carga bacteriana en el
hepatopancreas de postlarvas.
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Estas diferencias, sefaladas por el andlisis post hoc (Tukey), indican que la
aplicacion de bacteriéfagos fue efectiva para reducir la carga bacteriana de forma

significativa en ambos niveles de salinidad con respecto al control sin el bacteriéfago.

Para evaluar el efecto del bacteriéfago comercial sobre la salud de las postlarvas de
camardn, se analizé su condicion fisiologica durante dos momentos clave del
experimento: fase inicial de infeccion, tras la exposicidn controlada a Vibrio
parahaemolyticus durante los primeros tres dias; y fase de recuperacion, posterior a

la aplicacién del bacteriéfago bajo condiciones de cultivo con salinidad de 20 y 30 ups.

Durante la fase de infeccion, transcurridos los tres primeros dias, se evidenciaron
visualmente diversas afectaciones fisiologicas en las postlarvas. Entre los signos
clinicos mas notables se observaron letargo generalizado, nado erratico, disminucion
del apetito y menor consumo del alimento administrado. Asimismo, se registré una
coloracion rojiza en los uropodos (Figura 3A), lo cual es un indicativo de estrés.
También se detectd pigmentacion anormal en la region cefalotoracica y en las
extremidades, posiblemente asociada a alteraciones metabdlicas inducidas por la
infeccion bacteriana. Ademas, se identificaron signos externos de dafio tisular, como
erosion en los bordes del exoesqueleto y pérdida parcial de apéndices, lo que sugiere

un avance de la infeccion.

Figura 3 Signos de postlarvas enferma (A), camaroén tratado
con bacteriofago (B).

e A_ B_
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Durante la fase de recuperacion, posterior a la aplicacion del bacteriéfago comercial,
se evidencié una mejora progresiva en la condicion fisiolégica de las postlarvas.
Desde el tercer dia de tratamiento, disminuyeron visiblemente los signos clinicos. Las
postlarvas recuperaron su comportamiento natatorio normal, con mayor actividad y
coordinacion. También se observé un aumento en el consumo de alimento, lo que
sugiere una reactivacion del metabolismo digestivo. Estos cambios indican una

respuesta positiva al tratamiento aplicado.

Asimismo, la coloracién rojiza en los urépodos y las zonas de pigmentacion anormal
se redujeron (Figura 3B), reflejando una disminucién del estrés y la inflamacion. En
casos con melanizacion, el proceso se estabilizé sin mayores complicaciones.
Algunos apéndices comenzaron a regenerarse y mejor0 la integridad del
exoesqueleto. La recuperacion fue mas notoria en las postlarvas cultivadas a 30 ups,
lo que sugiere que esta salinidad favorece la eficacia del bacteriéfago y el

restablecimiento de la salud de los organismos.

Con respecto al segundo objetivo, los resultados obtenidos para el crecimiento de las
postlarvas, a una salinidad de 20 ups tratadas con bacteridfago alcanzaron una media
de peso de 0,2095 g, valor considerablemente superior al registrado en el grupo sin
bacteriofago, el cual presentd una media de 0,1080 g. Esta diferencia representa un
incremento de 0,1015 g en el peso larval asociado al uso de bacteriéfagos bajo la

misma condicion de salinidad.

De manera similar, a una salinidad de 30 ups, se observo una tendencia positiva en
el peso promedio con la aplicacion del bacteriofago. Las postlarvas tratadas
alcanzaron un peso medio de 0,2089 g, frente a los 0,1914 g obtenidos en el grupo
control. Aunque la diferencia en este caso fue menos marcada, igualmente refuerza

la tendencia positiva del tratamiento.

Sin embargo, a pesar de que estas diferencias numéricas sugieren una posible mejora
en el crecimiento asociado al uso de bacteriéfagos, el analisis estadistico mediante la
prueba HSD de Tukey (a = 0,05) determind que no existen diferencias
estadisticamente significativas entre ninguno de los tratamientos (p = 0,435). Todos
los grupos se ubicaron dentro del mismo subconjunto homogéneo, lo que indica que
las variaciones observadas podrian deberse al azar o a variabilidad natural dentro de

los grupos
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Figura 4 Efecto del bacteriéfago en peso de postlarvas (g).
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En cuanto a la supervivencia de las postlarvas, los resultados presentados en la
Figura 5, a una salinidad de 20, la supervivencia en el grupo sin bacteriéfago fue del
89%, mientras que en el grupo tratado con bacteriéfago se registré una leve mejora,
alcanzando el 90%. Aunque la diferencia fue minima, esta indica una tendencia
positiva del tratamiento, incluso en condiciones donde la carga bacteriana fue mas

moderada.

En condiciones de 30 ups, se evidenci6 una mayor diferencia: el grupo sin
bacteriéfago presentd una supervivencia del 81%, mientras que el grupo tratado con
bacteriéfago alcanzé un 94%, representando un incremento del 13% en la

supervivencia, con respecto al control.
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Figura 5 Efecto de los bacteriéfagos en la supervivencia final (%).
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Los resultados obtenidos permiten identificar una clara interaccién entre los niveles
de salinidad y la accién del bacteriéfago comercial sobre la dinamica de poblacién de

Vibrio parahaemolyticus en las postlarvas expuestas.

En la figura 6 se puede evidenciar que en condiciones de salinidad 20, la poblacion
media de V. parahaemolyticus alcanzé 1.855.333 UFC/gHp en ausencia del
bacteri6fago, mientras que con su aplicacion se redujo drasticamente a 46.333
UFC/gHp.

En contraste la salinidad 30, se observé el mayor crecimiento poblacional de V.
parahaemolyticus sin tratamiento, alcanzando un valor de 1.833.667 UFC/gHp. lo que
representa un incremento exponencial respecto a los demas tratamientos. No
obstante, la adicion del bacteriofago en esta misma condiciéon redujo la poblacién
bacteriana a 16.800 UFC/gHp, logrando una disminucién del 99,1%, alin mas eficiente

gue a salinidad 20.

Estos resultados indican que la salinidad de 30 favorece significativamente la
proliferacion de Vibrio parahaemolyticus, mientras que la salinidad de 20 limita
parcialmente su desarrollo. Sin embargo, en ambos niveles de salinidad, la aplicacion
del bacteri6fago comercial fue efectiva en modular la dinamica poblacional del
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patdgeno, reduciendo su carga a niveles bajos, con mayor impacto en condiciones

donde su crecimiento era mas elevado.

Por tanto, se confirma que existe una interaccion directa entre la salinidad y la accién
del bacteri6fago: a mayor salinidad, mayor proliferacion de Vibrio parahaemolyticus,
y mayor necesidad de intervencion para su control. La efectividad del bacteri6fago fue
constante, aunque con mayor eficiencia en condiciones de salinidad alta, donde el

riesgo de proliferacion del patégeno es mas elevado.

Figura 6 Control y tratamiento de 30 ups — 20
ups.
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DISCUSION

Los resultados muestran que la aplicacién de bacteri6fagos en postlarvas de
Litopenaeus vannamei mostré efectos diferenciados en funcion de la salinidad del
sistema. En ambos ambientes, el bacteri6fago comercial fue altamente efectivo en la
reduccién de Vibrios. Aunque la carga inicial fue muy similar en ambos casos
(alrededor de 1.8 millones UFC/gHp), el tratamiento redujo la concentracion
bacteriana a menos de 50.000 UFC/gHp en 20 ups y menos de 17.000 UFC/gHp a 30
ups. Esta disminucion fue ligeramente superior en 30 ups, lo que podria indicar una
mejor accion del bacteriéfago en condiciones de mayor salinidad, posiblemente por
una mayor estabilidad viral o susceptibilidad bacteriana. De acuerdo con lo planteado
por Lomeli et al., (2023), se evidencia una tendencia similar en cuanto a la eficacia de
los bacteriofagos para reducir selectivamente poblaciones del género Vibrio en
postlarvas de Litopenaeus vannamei. En su estudio, se observé una disminucion
significativa en la carga bacteriana en los grupos tratados con un coctel fagico, sin
efectos adversos sobre otras bacterias benéficas. Ademas, los fagos mostraron una
notable estabilidad en condiciones variables, operando eficientemente en un amplio
rango de temperaturas (20—-60 °C) y salinidades (5—-35 ppt), lo que refuerza su

aplicabilidad en sistemas de cultivo con condiciones ambientales fluctuantes.

Estos hallazgos coinciden con los de Le et al., (2023), quienes reportaron que los
bacteriéfagos no solo disminuyeron la carga de Vibrio parahaemolyticus, sino que
también promovieron la recuperacion histologica de los tejidos afectados en L.
vannamei, especialmente de el hepatopancreas. De manera similar, en el presente
estudio se evidencié una mejora fisiologica en las postlarvas tratadas, observandose
la reduccion de sintomas clinicos como nado erratico, letargo y pigmentacion anormal,
asi como una recuperacion progresiva del comportamiento y del apetito. Ademas, se
documentd regeneracion de apéndices y mejoria en la integridad del exoesqueleto, lo
gue, en conjunto, sugiere que los bacteriéfagos inciden no solo en la reduccion
bacteriana, sino también en la restauracion de la salud estructural de los camarones,

reforzando su potencial como una herramienta terapéutica integral en la acuicultura.

En condiciones de 20 ups, se evidencié un aumento en el peso promedio de las
postlarvas de 0,1080 g (sin tratamiento) a 0,2095 g con bacteriofago, representando

casi un doble incremento en el crecimiento. Este efecto fue mas moderado a 30 ups,
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donde el peso pas6 de 0,1914 g a 0,2089 g, sugiriendo que, a mayor salinidad, el
efecto positivo del bacteriéfago sobre el crecimiento se estabiliza ya que hubo menor
mortalidad. En términos de crecimiento, los resultados obtenidos en el presente
estudio coinciden con los reportados por Karunasagar et al. (2006), quienes evaluaron
el uso de bacteri6fagos especificos contra Vibrio en larvas de Litopenaeus vannamei,
observando una mejora significativa en la ganancia de peso y el estado general de
los organismos, lo que respalda la hipotesis de que el control especifico de patégenos
mediante fagoterapia puede favorecer indirectamente el crecimiento al reducir el

estrés inmunoldgico y mejorar la eficiencia alimenticia.

En cuanto a la supervivencia en salinidad de 20 sin bacteri6éfago fue de 89% mientras
gue con bacteriofago fue de 90%. Por otro lado, en condiciones de 30 ups, en el grupo
sin bacteriéfago fue de 81% mientras que con bacteriéfago fue 94%. Estos resultados
se alinean con los de Lomeli & Martinez (2014), quienes demostraron que la
aplicacion de bacteriofagos especificos produjo una significativa mejoria en la
supervivencia (de 59 % a 77-80 %) en postlarvas de L. vannamei infectadas con V.
parahaemolyticus. En este estudio, se observa un efecto similar, con un incremento
del 13 % en la supervivencia a 30 ups (81 — 94 %) y del 1 % a 20 Ups (89 — 90 %).
Los datos mostraron que el bacteriéfago comercial mantuvo su viabilidad en las dos
salinidades, pero su efectividad para reducir la poblacion de Vibrio se incremento
significativamente a mayor salinidad. Este comportamiento coincide con lo reportado
por Silva et al., (2014), quienes demostraron que, si bien la supervivencia del fago no
se ve afectada por cambios salinos, su actividad litica si se potencia en ambientes
marinos. Por tanto, la interaccidn entre salinidad y fagoterapia sugiere que optimizar
la salinidad del sistema acuicola puede amplificar el control bioldgico sobre Vibrio, lo
gue refuerza la viabilidad de protocolos modulados para entornos salobres o de alta
salinidad. Este comportamiento sugiere que el ajuste de la salinidad puede ser una
estrategia adicional para potenciar la accion del bacteri6fago en entornos acuicolas

controlados.
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CONCLUSION

Tras finalizar el experimento se concluyo que:

> La aplicacion de bacteri6fago comercial demostré ser altamente eficaz enla en
la reduccion de la carga bacteriana de Vibrios en postlarvas de camaron
cultivadas a salinidades de 20 y 30 ups. En ambos casos, la disminucién fue
significativa, alcanzando una reduccion del 97,5% a 20 ups y del 99,1% a 30
ups.

» La mayor eficacia observada a 30 ups sugiere que la salinidad podria influir
positivamente en el desempefio del bacteriéfago, posiblemente porque las
condiciones mas salinas favorecen su actividad o porque las bacterias del
género Vibrio se vuelven mas susceptibles al ataque del bacteridfago en ese
entorno.

> Luego de la aplicacion del bacteriéfago se observé una mejora significativa en
la condicion fisiolégica de las postlarvas. Los signos de infeccion y estrés
como: nado erratico, letargo, pigmentacion y dafio tisular. Disminuyeron
progresivamente, evidenciando una recuperacion general del estado de salud.
Esta recuperacion fue mas evidente en el grupo expuesto a salinidad de 30
ups.

> El tratamiento con bacteriéfagos favorecié el crecimiento de las postlarvas,
reflejado en un mayor incremento de peso promedio en ambos niveles de
salinidad.

» La supervivencia de las postlarvas también se vio favorecida por el uso del
bacteriofago. En 30 ups, la diferencia fue mayor, con un aumento del 13% en
comparacién con el grupo sin tratamiento. Esto refuerza la utlidad del
bacteriofago como herramienta preventiva en condiciones de mayor riesgo.

> Finalmente, se evidencio una interaccion significativa entre los niveles de
salinidad y la dinAmica poblacional de Vibrio parahaemolyticus. En 30 ups
favorece su proliferacion, mientras que en 20 ups actua como un factor
limitante parcial. En ambos casos el bacteriéfago logré reducir eficazmente la
carga bacteriana, con una eficiencia aun mayor en condiciones de salinidad

alta
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RECOMENDACIONES

Explorar la eficacia del bacteriéfago comercial en un rango mas amplio de
salinidades, incluyendo niveles inferiores a 20 ups y superiores a 30 ups, con
el fin de determinar los umbrales Optimos de accién y evaluar si existen
condiciones limite donde la efectividad del fago se vea comprometida o
potenciada.

Ampliar la investigacion a diferentes condiciones ambientales, como
variaciones de temperatura o pH, para evaluar si influyen en la eficacia del
bacteri6fago comercial y su capacidad de reducir Vibrio parahaemolyticus en
distintos escenarios de cultivo.

Realizar estudios a mayor escala, tanto en condiciones controladas como en
sistemas productivos reales (estanques o piscinas de engorde), para validar la
efectividad del bacteriofago comercial en condiciones mas cercanas a la
realidad de campo.

Promover el uso de fagoterapia como alternativa sostenible al uso
indiscriminado de antibidticos, difundiendo los resultados obtenidos a
productores, técnicos y laboratorios larvarios como una opcion ecoldgica,

eficiente y segura.
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ANEXOS

Descriptivos

Carga Bacteriana (UFC/gh)

N Media | Desv. Error 95% de intervalo de Minim | Maxim
estandar | estandar | confianza para la o} o}
media
Limite Limite
inferior superior
20- 3 4,63E+ | 8,505E+0 | 4,910E+0 | 2,52E+00 | 6,75E+00 | 4,E+0 | 6,E+0
Bacteriofago 004 03 03 4 4 04 04
20-No 3 1,86E+ | 1,512E+0 | 8,730E+0 | - 5,61E+00 |3,E+0 | 3,E+0
Bacteriofago 006 06 05 1,90E+00 |6 05 06
6
30- 3 1,68E+ | 1,200E+0 | 6,928E+0 | 1,38E+00 | 1,98E+00 |2,E+0 |2,E+0O
Bacterioago 004 03 02 4 4 04 04
30-No 3 1,83E+ | 1,630E+0 | 9,411E+0 | - 5,88E+00 | 2,E+0 | 3,E+0
Bacteriofago 006 06 05 2,22E+00 |6 05 06
6
Total 12 9,38E+ | 1,340E+0 | 3,868E+0 | 8,67E+00 | 1,79E+00 |2,E+0 | 3,E+0
005 06 05 4 6 04 06
Anexo 1 Resultado descriptivo Carga bacteriana de Vibrios (UFC)
ANOVA
Carga Bacteriana (UFC/gh)
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadrética
Entre grupos 9862194306 3 | 3287398102 2,660 ,119
666,666 222,222
Dentro de 9886518880 8 | 1235814860
grupos 000,000 000,000
Total 1974871318 11
6666,664
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Anexo 2 Anova de carga bacteriana

+.0

+Descriptivos

Supervivencia de larvas (%)

N Media | Desv. Error 95% de intervalo de Minim | Maxim
estandar | estandar | confianza parala o] o]
media
Limite Limite
inferior superior
20- 16 90,00 | 4,993 1,248 87,34 92,66 86 100
Bacteriofago
20-No 16 88,88 | 6,712 1,678 85,30 92,45 80 100
Bacteriofago
30- 16 94,13 | 2,125 ,531 92,99 95,26 93 100
Bacterioago
30-No 16 80,50 | 10,532 2,633 74,89 86,11 66 100
Bacteriofago
Total 64 88,38 | 8,309 1,039 86,30 90,45 66 100

Anexo 3 Resultados descriptivos de la supervivencia
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ANOVA

Supervivencia de larvas (%)
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica

Entre grupos 1567,500 3 522,500 11,271 <,001

Dentro de 2781,500 60 46,358

grupos

Total 4349,000 63

Anexo 4 Anova de supervivencia

Anexo 6 Obtencion de postlarvas.
P Anexo 5 Acondicionamiento de Unidades

Experimentales.

33



Anexo 10 Preparacion de alimento
balanceado.
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Anexo 11 Preparacion de medio de

Anexo 12 Postlarvas infectadas. cultivo.

Anexo 13 Esterilizacion en caAmara de
flujo. Anexo 14 Extraccion de Hepatopancreas.
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. o Anexo 16 Siembra en cajas Petri.
Anexo 15 Preparacion de diluciones

seriadas.

Anexo 18 Conteo de colonias. ' Anexo 17 Conteo de colonias.
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Anexo 22 Siembra de controles en

Anexo 21 Seleccién de postlarvas para cajas Petri.

extraccion de hepatopancreas.
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Anexo 19 Siembra de cepa.

Anexo 20 Medio de cultivo.
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Anexo 24 Peso de postlarvas.
Anexo 23 Preparacion de tratamiento.
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