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RESUMEN

La industria camaronera ecuatoriana ha experimentado un crecimiento sostenido
desde los afios 70, consolidandose como uno de los principales sectores no petroleros del
pais. Sin embargo, este desarrollo ha traido consigo desafios sanitarios, especialmente en las
fases larvarias de cultivo de Penaeus vannamei. Las enfermedades bacterianas, como las
causadas por Vibrio parahaemolyticus, V. vulnificus, V. alginolyticus y Pseudomonas spp.,
representan una amenaza significativa, provocando altas tasas de mortalidad y pérdidas
econdmicas. Frente a la creciente resistencia a los antibidticos y las restricciones
regulatorias, se hace urgente explorar alternativas profilacticas sostenibles y eficaces.

Este estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto de &cidos orgénicos y fagoterapia
sobre la carga bacteriana patdgena y la supervivencia de postlarvas de P. vannamei. Se
plante6 como hipdtesis que la adicion de estos tratamientos influye significativamente en la
salud larvaria. Para ello, se realizaron ensayos in vitro para determinar la concentracién
minima inhibitoria (MIC) de ambos tratamientos frente a cepas bacterianas especificas.
Posteriormente, se llevaron a cabo bioensayos en condiciones controladas en un laboratorio
de larvicultura ubicado en Salinas, Ecuador, abarcando los estadios Zoea, Mysis y Postlarva.

Los acidos organicos, compuestos como el acido férmico, lactico y propionico,
mostraron una accion antimicrobiana de amplio espectro, especialmente eficaz contra V.
parahaemolyticus y Pseudomonas spp., con concentraciones inhibitorias que variaron entre
400 y 600 ppm. No obstante, su efecto fue limitado frente a cepas mas resistentes como V.
alginolyticus. Por su parte, la terapia de fagos, basada en virus especificos que infectan
bacterias, demostr6 una accion méas selectiva y efectiva en etapas tempranas, logrando
controlar cepas como V. vulnificus y V. parahaemolyticus a dosis bajas, aungue con menor
eficacia frente a Pseudomonas spp.

Durante los bioensayos, se monitorearon parametros fisicoquimicos del agua, salud
larvaria y tasas de supervivencia. Los resultados mostraron que la terapia de fagos alcanz6
una supervivencia promedio del 87%, superando al tratamiento con acidos organicos (70%)
y al grupo control. En términos de salud larvaria, los &cidos organicos redujeron la incidencia
de necrosis en branquias y apéndices, mientras que los fagos mostraron un efecto mas
marcado en la reduccién de cargas bacterianas especificas. Sin embargo, su eficacia vario
segun el estadio larvario y el tipo de patdgeno.

La discusion de los resultados compar6 estos hallazgos con estudios previos,
confirmando que la fagoterapia representa una herramienta biosegura y eficaz para el control
de patdgenos en larvicultura, especialmente por su especificidad y estabilidad en condiciones
acuaticas. Aunque los &cidos organicos también demostraron ser (tiles, su efecto depende
de la dosis y puede generar estrés fisioldgico en altas concentraciones. La combinacién de
ambas estrategias podria ofrecer un enfoque integral para mejorar la bioseguridad en
sistemas de cultivo intensivo.

En conclusion, tanto los &cidos organicos como la terapia de fagos son alternativas
viables al uso de antibioticos en acuicultura. La eleccién de uno u otro dependera del tipo de
patogeno, la etapa de desarrollo del camaron y las condiciones del sistema de cultivo. Se
recomienda continuar investigando combinaciones sinérgicas entre ambos tratamientos,
extender su aplicacion a fases posteriores como la precria y ajustar los protocolos segun las
condiciones ambientales. Esta investigacion aporta evidencia valiosa para optimizar el
manejo sanitario en la produccion de P. vannamei, fortaleciendo la sostenibilidad y
competitividad del sector camaronero ecuatoriano.

Palabras claves: Penaeus vannamei, Vibrio, &cidos organicos, bacteri6fagos



ABSTRACT

The Ecuadorian shrimp industry has experienced sustained growth since the 1970s,
becoming one of the country’s leading non-0il export sectors. However, this development
has brought significant health challenges, particularly during the larval stages of Penaeus
vannamei cultivation. Bacterial diseases caused by Vibrio parahaemolyticus, V. vulnificus,
V. alginolyticus, and Pseudomonas spp. pose a serious threat, leading to high mortality rates
and economic losses. Given the increasing resistance to antibiotics and regulatory
restrictions on their use, there is an urgent need to explore sustainable and effective
prophylactic alternatives.

This study aimed to evaluate the effect of organic acids and phage therapy on
pathogenic bacterial load and the survival of P. vannamei postlarvae. The hypothesis
proposed that the addition of these treatments would significantly influence larval health. In
vitro assays were conducted to determine the minimum inhibitory concentration (MIC) of
both treatments against specific bacterial strains. Subsequently, bioassays were carried out
under controlled conditions in a larviculture laboratory located in Salinas, Ecuador, covering
the Zoea, Mysis, and Postlarva stages.

Organic acids—such as formic, lactic, and propionic acids—demonstrated broad-
spectrum antimicrobial activity, particularly effective against V. parahaemolyticus and
Pseudomonas spp., with inhibitory concentrations ranging from 400 to 600 ppm. However,
their effect was limited against more resistant strains like V. alginolyticus. In contrast, phage
therapy, based on viruses that specifically infect bacteria, showed a more selective and
effective action in early stages, successfully controlling strains like V. vulnificus and V.
parahaemolyticus at low doses, though it was less effective against Pseudomonas spp.

Throughout the bioassays, water physicochemical parameters, larval health, and
survival rates were monitored. Results showed that phage therapy achieved an average
survival rate of 87%, outperforming the organic acid treatment (70%) and the control group.
In terms of larval health, organic acids reduced the incidence of necrosis in gills and
appendages, while phages had a more pronounced effect in reducing specific bacterial loads.
However, their efficacy varied depending on the larval stage and the pathogen involved.

The discussion compared these findings with previous studies, confirming that phage
therapy is a biosecure and effective tool for pathogen control in larviculture, especially due
to its specificity and stability in aquatic environments. Although organic acids also proved
useful, their effectiveness is dose-dependent and may induce physiological stress at high
concentrations. A combined approach using both strategies could offer a more
comprehensive solution to enhance biosecurity in intensive farming systems.

In conclusion, both organic acids and phage therapy are viable alternatives to antibiotics in
aquaculture. The choice between them should consider the type of pathogen, the shrimp’s
developmental stage, and the specific conditions of the production system. Further research
is recommended to explore synergistic combinations, extend their application to later stages
such as nursery phases, and refine protocols based on environmental variables. This study
provides valuable evidence to optimize health management in P. vannamei production,
strengthening the sustainability and competitiveness of Ecuador’s shrimp farming sector.
Key words: Penaeus vannamei, Vibrio, organic acids, bacteriophages



1. Introduccion

La Industria camaronera en nuestro pais tiene sus origenes a finales de la década de
1960, al inicio de los afios 70 empieza de forma positiva su desarrollo, segun diversos autores
se da con mayor auge en las provincias de El Oro y Guayas a causa de la presencia de
salitrales y abundante cantidad de postlarvas en esta area, lo que la convirtieron en un lugar
idoneo para que la actividad se convierta en un negocio altamente rentable. Segun, Ponce
(2023) para el afio 1974 aproximadamente 600 hectareas ya estaban siendo destinadas para

la explotacion de camaron.

No obstante el gran auge dio inicios a fines de los afios 80 y principios de los 90,
alcanzando su punto mas alto de producciéon y comercializacién a nivel internacional,
durante este periodo, sus ingresos de ventas llegaron a la impresionante cifra de $872.2
millones, consolidandose, asi como el principal sector de exportaciones no petroleras en el
pais. Este éxito fue impulsado por una demanda creciente y una destacada calidad del
camardn ecuatoriano, lo que permitid su consolidacion en el mercado internacional como un

producto altamente valorado.

Al mismo tiempo con este auge también empez0 la aparicion de los laboratorios para
la produccion de larvas de Penaeus vannamei, estos se iniciaron en el afio 1982. Afio en el
cual llegaron a nuestro pais diferentes tipos de profesionales que trajeron consigo tecnologias
de Japon, Europa, Filipinas entre otros, con las cuales desarrollaron una tecnologia propia
para el lugar. Varios empresarios ecuatorianos innovadores, impulsaron este negocio.
Inicialmente el 100% de estos laboratorios, fueron constituidos y manejados por
profesionales en acuicultura y ciencias afines. Cada laboratorio implemento su propio
departamento de microalgas y desarrollaron protocolos funcionales para una nutricion

apropiada. (Yockteng, 2017)

En consecuencia, a la alta demanda por el incremento poblacional, la acuicultura se
considera un camino viable y sostenible para asegurar alimentos adecuados en el futuro, la
camaronicultura en latino america se ha posicionado en diferentes paises, creciendo de forma
rapida, ya que es apreciada como el cuarto lugar en volumen en produccion mundial, he alli
su relevancia y enfoque a mejoras productivas (Cuéllar, 2021). A pesar de que los precios

son inestables en tiempo y la exigencia en calidad cada vez es mas exigente, estadisticamente



se muestra una tendencia sostenible, lo que hace a este mercado atractivo, uno de los paises
que lidera esta tendencia es Ecuador, que actualmente esta posicionado entre el principal
productor y exportador de camaron blanco, producido principalmente en la costa

ecuatoriana. (Gonzabay et al., 2020)

Durante los ultimos afios la industria camaronera ecuatoriana logro consolidarse
teniendo como producto estrella al Penaeus vannamei, manteniendo una industria con altos
estandares de calidad, innovacion y tecnificacion, para el afio 2022 ya alcanzo cifras récord
llegando a superar ventas de US$ 7.000 millones, lo cual convirtié a Ecuador en el lider
mundial. Por eso es el producto del sector no petrolero con mayor generacion de divisas.
(Saltos, 2024).

En términos econdémicos para el afio 2024 Ecuador exporto 2.671.219.027 libras de
camaron, representado esto un valor de US$ 6.068.447.480 dolares. (CNA, 2024).
Analizando la informacién podemos evidenciar que durante los dltimos 10 afios las
exportaciones de camar6n mantuvieron un crecimiento promedio de 16.20% cada afio,
siendo el precio promedio de venta de US$ 2.74 dolares, a pesar de los diferentes desafios
del mercado este crecimiento se ha mantenido gracias a la implementacion de estrategias de

manejo sostenible en los sistemas de cultivo.

Sin embargo, uno de los principales desafios que enfrenta la industria es el impacto
de enfermedades bacterianas en la economia, se estima que el 60% de las pérdidas en la
industria camaronera se atribuyen al virus del sindrome de la mancha blanca (WSSV),
mientras que aproximadamente un 20% se debe a infecciones bacterianas especialmente
aquellas causadas por el género Harveyi que incluye especies como Vibrio alginolyticus,
Vibrio parahaemolyticus y Vibrio vulnificus y también Pseudomonas spp. responsables de
patologias como el Sindrome de Necrosis Hepatopancreatica Aguda (AHPND). (Barrantes,
2023).

De manera generalizada los productores de P. vannamei, concuerdan que el mayor
reto que afrontan diariamente son las enfermedades que causan un impacto en la economia,
y como consecuencia se incrementan los costos, contratiempo en exportaciones y
especialmente pérdidas en inversién, calculos estimados indican que se pierden

aproximadamente US$ 3.000.000.000 anualmente por causas patoldgicas (Meza, 2022).



La presencia de Pseudomonas spp. y Aeromonas spp. ha sido reportada en sistemas
de cultivo con altas cargas orgénicas, contribuyendo a la degradacion del tejido branquial,
septicemias hemorragicas y necrosis del hepatopancreas, lo que compromete la calidad
larvaria, los factores como el estrés ambiental, las fluctuaciones en la calidad del agua
favorecen la proliferacion de bacterias patdgenas que aumentan la susceptibilidad en las
etapas tempranas, reduciendo la eficacia de los tratamientos convencionales, ante la
prevalencia a la resistencia bacteriana de los antibidticos y las restricciones regulatorias
sobre su uso en la acuicultura, han surgido alternativas profilacticas y terapéuticas para el
control de patdgenos. Entre estas estrategias destacan los &cidos organicos, prebidticos,
fagoterapia, entre otros. Los acidos organicos han demostrado ser efectivos en la inhibicion
del crecimiento bacteriano mediante la reduccion del pH intracelular y la alteracion de la

permeabilidad de la membrana bacteriana (Carrillo, 2022)

En el mismo contexto, la industria estd en blsqueda de otras alternativas
antimicrobianas que cumplan con los desafios actuales de la produccién, como opcién no
convencional tenemos la terapia de fagos, donde se utilizan bacteriéfagos, que es la infeccion
de virus en bacterias, su uso ha resultado ser efectivo, sin embargo al ser una practica
relativamente nueva, se necesita implementar protocolos in situ que garanticen su correcta
aplicacion, una de las ventajas de la fagoterapia es la eliminacion selectiva sobre los
patdgenos, a diferencia de otras alternativas como los antibidticos que afectan toda la
microbiota (Reina & Reina , 2018).

A pesar del potencial de estas estrategias aun falta informacién en la etapa larvaria,
fase que en la mayoria de las veces no es considerada relevante, no obstante certificar un
manejo adecuado garantiza el éxito en engorde, por ende, la presente investigacion tiene un
enfoque técnico-cientifico para la evaluacion de acidos organicos y fagoterapia sobre la
carga bacteriana patdgena y si existe mejora de la supervivencia en larvas y postlarvas de P.
vannamei. Los resultados de este tienen como objetivo contribuir a la optimizacion de los
protocolos de bioseguridad y alternativas profilacticas e innovadoras en el cultivo,
fortaleciendo asi la sostenibilidad y competitividad de la produccion en tan relevante etapa
productiva (Keong, 2018).



1.1. Problematica

La industria camaronera ha crecido rapidamente y es clave en la economia del pais.
Sin embargo, la intensificacion del cultivo ha incrementado la incidencia de enfermedades
bacterianas. Entre ellas destaca la AHPND, causada por Vibrio parahaemolyticus, que
provoca vaciado intestinal, letargo y alta mortalidad en larvas. Asimismo, V. vulnificus
puede generar septicemia en condiciones de estrés, reduciendo la supervivencia. La
presencia conjunta de patdgenos como V. alginolyticus agrava la situacién. Esto disminuye
el rendimiento productivo, especialmente en fases tempranas. Por ello, es fundamental

aplicar medidas preventivas y controlar el estrés ambiental. (Candelli & Sacco, 2025).

La incidencia a la resistencia bacteriana a causa de los antibidticos, han generado un
rechazo en su uso, por ende, es notable que existe la busqueda de alternativas sostenibles
que sean eficaces en la inhibicidn o eliminacion de bacterias virulentas en etapas tempranas
de P. vannamei. Las mas utilizadas actualmente son los &cidos organicos, probioticos,

prebidticos y en menor medida la fagoterapia (Muleba, 2022).

Aunque constantemente existe informacion sobre el uso de estas alternativas, se
desconoce el protocolo adecuado a emplear segun el patdgeno prevalente y condiciones de
cultivo, lo que genera un mal aprovechamiento de estos recursos, ambos aditivos ya son
utilizados en la industria, pero no en la misma escala, por lo que es fundamental generar
informacion que ayude a los productores a elegir la alternativa adecuada y en qué medida,

para mejorar indices de produccion como la salud, crecimiento y supervivencia.

1.2. Justificacion

Una de las principales actividades en el Ecuador es el cultivo de camar6n blanco, no
obstante su crecimiento exponencial tiene sus propios desafios sanitarios, principalmente en
etapas tempranas, siendo esta fase susceptible a enfermedades por su modelo de cultivo e
intensificacion, los patdgenos que se han registrados como prevalentes son V.
parahaemolyticus, V. vulnificus, V. alginolyticus y Pseudomonas, con proliferacion rapida,
gran parte de dicho crecimiento se debe a condiciones ambientales, contaminacion del agua
y manejo inadecuado de las patologias infecciosas, tradicionalmente el control de patdgenos

se hacia con antibidticos, pero su uso continuo e irresponsable ha generado que las



alternativas existentes en prevencion no sean suficientes, de tal manera la industria esta
impulsada a generar nuevas tecnologias que ayuden a mitigar este problema (Rodriguez,
2023).

Los acidos organicos, siguen siendo una alternativa confiable para la inhibicion de
bacterias patdgenas, sin embargo, por dicha resistencia mencionada, es necesario
implementar nuevas combinaciones de acidos organicos y desafios a concentraciones mas
altas de bacterias gran negativas, que varian dependiendo de la época del afio, y eventos
naturales como el calentamiento superficial del agua en mar abierto, esto genera un reto en
respuesta al uso de los &cidos organicos, siendo necesario implementar nuevos protocolos
eficientes, por ejemplo aditivar acidos organicos desde el inicio del cultivo y dosis mayores,

segun se requiera (Rodriguez, 2023).

En otro contexto, tenemos un alternativa con una accion distinta a las tradicionales,
siendo esta la terapia de fagos que basicamente es la infeccidn de virus a las bacterias que
son virulentas, esta herramienta se considera prometedora, pero su investigacion en areas
como la larvicultura es escasa o casi nula, dada a la relevancia en esta fase de cultivo
preliminar, esta investigacion propone buscar sus efectos y beneficios sobre la salud y
supervivencia, continuando con conocimientos técnico-cientificos que validen practicas in

situ que mejoren la productividad y sostenibilidad de industria camaronera en Ecuador.



1.3. Objetivo general

Evaluar el uso de acidos organicos y terapia de fagos para controlar infecciones

bacterianas que causan mortalidades en la produccion en etapa larvaria de Penaeus vannamei

1.3.1. Objetivos especificos

e Seleccionar los acidos organicos y fagos con capacidad antimicrobiana frente
a bacterias patdgenos en etapas tempranas de P. vannamei.

e Comparar la efectividad profilactica y salud larvaria de los distintos
tratamientos empleados.

¢ Validar un protocolo de aplicacion de acidos organicos y fagos para controlar

mortalidades causadas en larvas de P. vannamei.

1.4. Hipotesis

Ho: La supervivencia, salud y la carga bacteriana patégena varian en funcion a la

adicion de acidos organicos y fagos en etapas tempranas de P. vannamei.

Ha: La supervivencia, salud y lacarga bacteriana patégena no varian en funcion a la

adicién de acidos organicos y fagos en etapas tempranas de P. vannamei.



MARCO TEORICO

2.1. Principales desafios de Larvicultura de P. vannamei en Ecuador

En etapas tempranas existen diversos desafios, que incluyen varios factores, por
ejemplo, la mejora de la bioseguridad, la alimentacion, calidad de agua, genética y
alternativas profilécticas viables, para garantizar la calidad larvaria ha sido necesario aplicar
tecnologias avanzadas y practicas sostenibles en el tiempo, y asi asegurar el mantenimiento

y expansion de la industria.

El principal problema es la prevalencia de patologias a causa de bacterias patdgenas,
siendo la mas incidente la necrosis hepatopancreatica aguda, causada por la presencia de
vibrios, investigaciones realizadas en Ecuador indican el aumento de cargas patogenas en el
agua de mar, lo que pone en alerta a esta fase de cultivo, a mejorar practicas de bioseguridad,
en otro contexto, la alimentacién en las etapas iniciales influyen directamente a la respuesta
de las altas cargas registradas y su uso inadecuado en dosis y aplicaciones, esto proporciona
un medio ideal para que exista un crecimiento acelerado de las bacterias, y por ende
susceptibilidad a la salud larvaria. La dependencia al origen de las dietas micro encapsuladas,
incrementan los costos de produccion, cuestionando la sostenibilidad econémica en el
tiempo, por ende, es necesario aplicar técnicas que ayuden a mitigar estas desventajas y

obtener estabilidad en la fase larvaria (Gonzalez, 2022).

2.2. Desarrollo larvario

Nauplio

El cisto eclosiona después de 10 a 15 horas, el estadio larvario que le sigue se lo
denomina como nauplio, en este estadio se presentan 5 cambios morfoldgicos que se los
denomina como Nauplio 1,2,3,4,5 lo que dura alrededor de 50 horas, es decir 10 horas por
fase, durante este ciclo larvario el animal se alimenta solo de sus reservas vitelinas (Lopez,
2020).



Figura 1.

Nauplio V

Nota. Descripcion del estadio de nauplio V empleado en los cultivos.

Zoea

Zoea es la fase larvaria después de nauplio, la misma estd compuesta de 3 subestadios
Zoea 1,2 y 3. Esta fase dura alrededor de 3 a 4 dias, es decir 1 dia a 2 dias por estadio esto
dependerda mucho del manejo y condiciones, durante esta fase se logra diferenciar por lo
cambios morfoldgicos del cefalotérax, durante esta etapa su principal alimento son las

microalgas tetraselmis (Valarezo, 2022).

Figura 2.

Zoea |

Nota. Representa la etapa productiva de Zoea desde la primera subetapa hasta la tercera.
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Mysis

Una de las diferencias de este estadio larvario es el cuerpo del camaron encorvado
en la zona abdominal, donde el animal esta obligado a nadar a través de contracciones, es
decir un nado hacia atras, este estadio se divide en 3 subestadios, mysis 1,2 y 3 el mismo que

dura 24 horas por cada subestadio. (Villacrés, 2020).

Figura 3.

Mysis 111

f 5
Nota. Representa la etapa productiva de Mysis desde la primera subetapa hasta la tercera.

Postlarva

Durante estos estadios ya se les considera camarones (post-larva 1-20), tiene una
duracion de 12 dias aproximadamente, animales con mas demanda de alimento y totalmente
funcionales, poseen pledpodos para sujetarse y arrastrarse, su alimentacion estd compuesta
por alimento seco y artemia, en esta fase larvaria el animal nada hacia delante gracias a sus

pledpodos. (Carvajal, 2021).
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Figura 4.

Postlarva VI

Nota. Este gréafico representa la etapa productiva de Postlarva.

Bioseguridad en estadios larvales

Ecuador como primer exportador de camarén a nivel mundial se han visto en la
necesidad de desarrollar practicas de manejo con un alto nivel de bioseguridad enfrentando
los desafios de mantener el control de patdgenos dentro de las instalaciones de produccion
larvaria por lo que es importante aplicar altos estandares de seguridad como uso de equipos
sofisticados para desinfeccion, investigacion en dosis de hipocloritos, sales
peroximonosulfatos de potasio en incluso la filtracion adecuada. (CIBNOR, 2018).

La bioseguridad constituye un pilar primordial en el cultivo de larvas y post-larvas,
ayudando a la prevencion y control de posibles enfermedades, debida a su alta
susceptibilidad a bacterias oportunistas, y provocar enfermedades como el sindrome de zoea,
bolitas en el hepatopancreas o mortalidad temprana. Para mitigar posibles pérdidas
econdmicas es esencial manejar estrategias que reduzcan el riesgo de contaminacion, para
aquello se sugiere la aplicacién de probidticos, acidos organicos y entre otros profilacticos
(Guzman, 2019)

2.3. Principales enfermedades bacterianas en estadios larvales

Las enfermedades bacterianas representan una amenaza significativa para el cultivo
de camaron, causando altas tasas de mortalidad que pueden llegar al 100% en condiciones
adversas. Estas infecciones se propagan rapidamente en sistemas de cultivo con deficiencias

en la calidad del agua y manejo inadecuado, comprometiendo la produccion y generando
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pérdidas econdmicas considerables. Aungue algunas bacterias pueden establecer relaciones
simbidticas beneficiosas, la presencia de patdgenos oportunistas convierte a los tanques de
cultivo en entornos altamente vulnerables ante proliferaciones de patégenos (Orellana,
2017).

Entre las enfermedades bacterianas més peligrosas se encuentran el Sindrome de
Zoea, el Sindrome de Mortalidad Temprana y la Necrosis Hepatopancreatica Aguda
(AHPND). Estas patologias son causadas por bacterias del género vibrio, especialmente
vibrio harveyi y vibrio parahaemolyticus., se consideran patégenos oportunistas que
proliferan en ambientes con exceso de fuentes de carbono, cambios bruscos de temperatura
y deficiencias en bioseguridad, que pueden desencadenar patologias incontrolables que
causan la disminucion de las poblaciones de larvas en pocos dias, un ejemplo, es V.
parahaemolyticus que es una patologia severa que ha provocado pérdidas superiores al 80%
en cultivos de camardn en el noroeste de México desde 2013 (Horacio, 2025).

Pseudomonas, también es considerada una cepa que afecta de forma silenciosa, pero
con perjudiciales consecuencias, las exotoxinas que segregan dafian gravemente a las larvas,
provocando necrosis y alteraciones en el epitelio, y con dichas afectaciones se convierte en
una amenaza latente en los laboratorios de produccion, si no se implementan medidas
preventivas estrictas, las Pseudomonas puede propagarse rapidamente y causar pérdidas

catastroficas en los sistemas de cultivo. (Saul et al., 2022)

2.4. Vibriosis

La vibriosis es una enfermedad altamente infecciosa causada por diferentes especies
del género vibrio, entre ellos tenemos, V. harveyi, V. parahaemolyticus y V. alginolyticus,
gue actlian de manera oportunista, ya que normalmente se encuentran en el medio marino y
con las condiciones adecuadas para su crecimiento proliferan excesivamente, las condiciones
que desencadenan su crecimiento, son las altas temperaturas, altas densidades y manejo
inadecuado del cultivo. La contaminacién con el organismo de interés sucede por medio del
agua o contacto con heridas, que facilita la colonizacién en tejidos para luego liberar toxinas,
hemolisinas y enzimas que producen la melanizacion o necrosis en los tejidos, especialmente
en etapas tempranas, tales como zoea, mysis y postlarva. Entre los sintomas criticos

comunes, tenemos una coloracién rojiza, a causa de la expansion de los cromatéforos,
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necrosis en la hepatopancreas, perdida del apetito y nado lento, para la prevencion de estas
sintomatologias se recomienda aplicar protocolos eficaces de bioseguridad, acompafiado de
herramientas biotecnoldgicas, como acidos organicos, aceites esenciales, prebidticos, y
alternativas emergentes como la fagoterapia. Esta enfermedad es una amenaza latente para

la sostenibilidad de cultivos intensivos, siendo su control una prioridad (Newman., 2022)

Sindrome de Zoea

El sindrome de Zoea, es una condicion que sucede por varios factores, y perjudica el
correcto desarrollo de las etapas post embrionarias, especialmente de nauplio a zoea, este
sindrome se define por el retraso de una fase a otra, interrumpiendo el proceso de
metamorfosis, acompafiado de otros sintomas como la deformidad, nado erratico y altas
mortalidades, aun no se define la causa exacta de este sindrome, sin embargo se puede
asociar a déficits nutricionales, alteraciones de la microbiota, residuos de tdxicos en el agua
y estrés (Lujan, 2017).

Figura 5.

Sintomatologias por Sindrome de Zoea

Nota. Consiste el sistema digestivo de estos organismos en diferentes etapas de observacion
y niveles de aumento, destacando las estructuras clave del tracto digestivo, especialmente la
forma en que se visualiza el alimento dentro del intestino.
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Sindrome de bolitas

El llamado Sindrome de Bolitas es una condicion procedente que sobresalta
primariamente a juveniles y adultos de camaron blanco P. vannamei en sistemas de cultivo
intensivo. Se caracteriza por la presencia de heces flotantes en forma de bolitas blancas o
filamentosas en la superficie del agua, acompafiadas de signos como intestinos vacios o
parcialmente llenos, pérdida de apetito, menor tasa de crecimiento y, en casos Severos,
aumento de la mortalidad. Aunque su etiologia ain no esta completamente esclarecida, se
ha asociado con disbiosis intestinal, acumulacion de bacterias oportunistas como Vibrio spp.,
presencia de microsporidios como Enterocytozoon hepatopenaei (EHP), asi como estrés
ambiental, mala calidad del agua y deficiencias nutricionales. También se ha propuesto que
este sindrome podria estar vinculado con disfuncion o inflamacién de la hepatopancreas,
organo clave en la digestion y la inmunidad del camardn. El Sindrome de Bolitas representa
una amenaza significativa para la productividad y la salud intestinal del camaron, por lo que
su comprensién y prevencion es clave en la bioseguridad de los cultivos (Intriago, 2024)

Figura 6.

Sindrome de bolitas

200 pm

200 pm

Nota. Preparacion fresca de larvas de zoea 2. (a) Una larva sana con un tracto digestivo normal. (b—d) Larva
afectada, notese la falta de contenido alimenticio y la presencia de “bolitas” (flechas) en la hepatopancreas, asi
como en el intestino superior (punta de flecha).
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2.5. Sindrome de la mortalidad temprana (AHPND)

La enfermedad de la necrosis Hepatopancreatica Aguda, es una patologia de origen
bacteriano que afecta particularmente a los primeros estadios de P. vannamei, y es causada
por una especie en particular V. parahaemolyticus que por medio de la produccion de toxinas
PirA y PirB provocan necrosis en el hepatopancreas, la expresion de los genes pirA Vp y
pirB Vp puede influir en el grado de virulencia, con cepas Vp AHPND de virulencia
moderada que muestran una baja expresion del gen pirA (<0,4 expresion relativa) y cepas

menos virulentas que muestran una alta expresion génica (expresion relativa 2,1 veces).

Dado que los genes pirA Vp y pirB V p se encuentran en el mismo operon en el
plasmido virulento (pVAL), tedricamente, ambos genes deben expresarse de forma
constitutiva y, por lo tanto, mostrar una virulencia similar. Sin embargo, es evidente que
también intervienen otros factores. EI nimero de copias de pVAL esta relacionado con la
densidad bacteriana. Las proteinas PirA y PirB (0 el complejo PirAB Vp) pueden ser
secretadas de forma diferencial por las células bacterianas, lo que afecta a su virulencia en
el camardn o pueden verse afectadas por modificaciones postraduccionales. Se observé una
banda mas amplia de proteinas PirA y PirB de cepas mas virulentas mediante transferencia

Western.

Sin embargo, hasta la fecha, el papel de pVA1, junto con los papeles de las toxinas
secretadas, en la virulencia de las cepas bacterianas de AHPND sigue sin estar claro (Soto,
2022)

Figura 7.

Sintomatologia de sindrome de mortalidad temprana en engorde

Nota. La septicemia bacteriana, infecciones por Vibrio spp., virus como el WSSV (Virus del
Sindrome de la Mancha Blanca), o lesiones provocadas por el sindrome de necrosis
hepatopancreatica aguda (AHPND).
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2.6. Implementacion de terapia profilacticas para el control bacteriano

La profilaxis en la acuicultura tiene como objetivo la prevencion de enfermedades
mediante la implementacion de estrategias que garanticen un ambiente estable y equilibrado
para el desarrollo de los organismos en cultivo. En este contexto, el uso de microorganismos
probioticos y compuestos bioactivos de origen animal ha demostrado ser una alternativa
eficaz para optimizar el crecimiento y la supervivencia de especies acudticas sin generar

impactos negativos en el ecosistema (Obando, 2023)

Los microbios favorecedores, como bacterias probioticas y simbiontes intestinales,
ayudan a la homeostasis del microbioma del camardn, optimizando la digestion, la
impregnacion de nutrientes y la respuesta inmunitaria. Ademas, su accién competitiva contra
patdgenos mediante la exclusion competitiva y la produccion de metabolitos

antimicrobianos disminuye la incidencia de enfermedades infecciosas.

Por otro lado, los productos derivados de organismos acuaticos, como extractos de
crustaceos, péptidos antimicrobianos y compuestos inmunoestimulantes, han sido evaluados
por su capacidad para modular la respuesta inmune del camarén y promover un desarrollo
fisiolégico Optimo. Estos biocompuestos pueden mejorar la resistencia a patégenos y reducir

la mortalidad en condiciones de cultivo intensivo.

Desde una perspectiva ambiental, la aplicacién de estas estrategias de profilaxis
minimiza la acumulacién de residuos quimicos y la propagacion de cepas resistentes a
antibidticos, favoreciendo un enfoque de produccion mas sostenible y respetuoso con el
medio acuatico. En este sentido, la implementacion de medidas preventivas basadas en la
biotecnologia aplicada a la acuicultura representa una solucién innovadora para garantizar

la sanidad y el rendimiento productivo en el cultivo de Penaeus vannamei. (Vega, 2019)

2.7. Uso de profilacticos en cultivos larvarios

Adicional a las estrategias de bioseguridad, se tiene las alternativas profiléacticas
dirigidas a las fases iniciales de P. vannamei, que han demostrado ser herramientas eficaces

en el control de patégenos, entre las opciones, tenemos.
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Probidticos

Los probioticos en acuicultura se concretan como microorganismos Vivos que,
administrados en cantidades adecuadas, confieren beneficios a la salud del hospedador vy al
entorno de cultivo. Su aplicacion en sistemas acuicolas, tanto en agua dulce como salada, ha
cobrado gran relevancia como estrategia sustentable para mejorar el rendimiento productivo
y mitigar el uso de antibioticos. En larvicultura de camaron, los probi6ticos pueden aplicarse
al agua de cultivo o al alimento vivo, promoviendo la colonizacion de bacterias benéficas en

el tracto digestivo de las larvas y desplazando a microorganismos patégenos como Vibrio

spp.

Los géneros mas utilizados incluyen Bacillus, Lactobacillus, Pseudomonas,
Enterococcus y Saccharomyces, los cuales actlan a través de diversos mecanismos como la
competencia por nutrientes y espacio, la produccion de compuestos antimicrobianos, la

modulacion del sistema inmune y la mejora en la digestibilidad de nutrientes.

Ademas, los probioticos pueden contribuir a la estabilidad del microbiota intestinal,
lo que se traduce en una mayor resistencia a enfermedades, mejor conversion alimenticia y
mayor supervivencia larval. Su efectividad depende de factores como la cepa utilizada, la
dosis, la frecuencia de aplicacion y las condiciones ambientales del sistema de cultivo. El
uso de probidticos se ha consolidado como una herramienta clave dentro de un enfoque de

manejo sanitario integral y bioseguridad en acuicultura intensiva (L6pez, 2017).

Acidos organicos

Los acidos organicos son compuestos obtenidos a través de la fermentacion de los
carbohidratos, usados ampliamente para la nutricién animal y la inhibicion de bacterias
patdgenas gran negativas y hongos, disminuyen el pH del medio, al ser mezclados con el
alimento se mejora su atractibilidad y aprovechamientos de nutrientes (Jiménez .2021) .En
las pruebas de acidos organicos que se han realizado a través del tiempo han demostrado una
mejora en la supervivencia y el manejo de post larvas donde las condiciones fueron

favorables en todo momento evaluando el desempefio de los tratamientos. (Mayer. 2021).

El uso de las mezclas de acidos organicos demostré un aumento en la productividad,
sobrevivencia y crecimiento en los tanques de cultivos, debido a un buen manejo junto al

mantenimiento de los parametros 6ptimos, los &cidos organicos son una herramienta valiosa
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para el manejo de los ciclos de produccion debido a su efecto y eficiencia (SVA, 2021). En
la larvicultura se pueden describir diversos acidos organicos que al adicionar a los alimentos
se puede evidenciar un aumento y mejora en las condiciones en las que se encuentra un
tanque, mejora la digestibilidad y aumenta la supervivencia. Con un minimo de 5x10-1 y
hasta un maximo de 9x10-3 de tratamiento de los &cidos organicos seria la dosis perfecta

para la inhibicién de los vibrios (Jiménez, 2021).

Bacteriofagos

Los fagos o bacteriofagos desempefian un papel crucial en el control de poblaciones
bacterianas en los ecosistemas acuéticos, incluyendo los sistemas de cultivo de camaron.
Estos virus altamente especializados infectan y eliminan bacterias de manera especifica,
actuando como una alternativa natural y eficaz para el manejo de enfermedades bacterianas

en la acuicultura (Lozano, 2020).

Estudios desarrollados Lozano (2020), menciona que, los bacteriéfagos son virus que
infectan y lisan bacterias en forma especie-especifica y se encuentran en abundancia en el
agua de mar, en alrededor de 1x1030 bacteri6fagos por litro de agua de mar. El término
bacteriofago proviene del griego “baktrén™ que significa bacteria y “phagos” que hace
referencia a ‘que se alimenta’, de tal forma que la unién de los dos términos hace alusion a
que se alimentan de bacterias. Los bacteri6fagos también han sido aislados de sedimento
terrestre; por lo que son considerados como “la forma de vida mas abundante y ubicua en la

tierra”.
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Figura 8.

Fases de fagos
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Nota: Representacion grafica de los (A) Ciclos liticos y (B) Ciclos lisogénicos de
bacteriéfagos

En el agua de mar, los bacteridéfagos se adhieren a las bacterias hospedadoras e
inyectan su material genético, desencadenando un proceso de replicacion que culminaen la
lisis celular, es decir, la destruccidn total de la bacteria. Este mecanismo no solo regula la
abundancia de microorganismos patdgenos, sino que también reduce la dependencia de
antibidticos en la acuicultura, minimizando el riesgo de resistencia bacteriana (Lozano,
2020). El uso de fagos especificos contra patégenos como vibrio parahaemolyticus principal
causante de la Necrosis Hepatopancreatica Aguda (AHPND) ha demostrado ser una
estrategia prometedora para mitigar brotes de enfermedades en cultivos de Penaeus

vannamei.

Investigaciones recientes han destacado su eficacia en la reduccion de la carga
bacteriana sin afectar el microbiota beneficioso del ambiente de cultivo, lo que mejora la
supervivencia y el rendimiento de los camarones (Lozano, 2020). En la actualidad la lucha
contras las bacterias se ha visto en la necesidad de buscar nuevas alternativas para el control
de patogenos, los fagos presentan variabilidad provocando lisis en los patdgenos con varias

ventajas frente a otros compuestos como los antibidticos.

Los fagos virulentos afectan unicamente a bacterias determinadas, sin alterar al
microbioma adyacente. Por ello, para incrementar el rango de bacterias a eliminar, se recurre

a mezclas de bacteri6fagos. Esta estrategia representa, ademas, una forma de aplicacion mas
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confiable, ya que, al emplear un solo fago, las bacterias pueden generar resistencia. No
obstante, dicha resistencia se manifiesta principalmente cuando hay una alta concentracion
de una Unica cepa bacteriana, como en cultivos puros, en contraste con entornos donde
coexisten diversas especies bacterianas. Aun asi, debido a mecanismos de coevolucion entre
el huésped y los fagos, la aparicion de bacterias resistentes estimula la evolucion de nuevos
fagos especificos capaces de atacarlas (Moyano, 2019).

2.8. Medios de cultivo en microbiologia

Esta definida como las técnicas de métodos y técnicas utilizadas para identificar y
controlar agentes patdgenos e infecciosos, podemos asignar una especie mediante el
aislamiento bacteriano, deteccion e identificacion bacteriana. (Microbioma, 2020). En todo
laboratorio de microbiologia es importante conocer diversos métodos de deteccion de
vibrios, sim embrago, uno de los méas conocidos es mediante agar TCBS en el cual se logran
identificar vibrios de diferentes tipos y colonias a través de observacién e identificacion
bioquimica y morfologia de sus colias (Soluap,2019). Los agentes patdgenos tienen
diferentes necesidades nutricionales para desarrollarse, donde uno de los principales
compuestos son las sacarosas o azucares lo que es su principal compuesto para la formacion
de colonias. El pH influye drasticamente en que puede modificar la carga nutricional (Baque,
2024).

TCBS

Es uno de los medios para deteccion de vibrios selectivos inhibiendo el crecimiento
de otras especies de bacterias como las Pseudomonas, entre otras, gracias al pH y al cloruro
de sodio se puede diferenciar cada tipo de V. cholerae, V. parahaemolyticus y V. vulnificus

debido a su capacidad para fermentarse en la sacarosa (Miosottys, 2023).

Cetrimida

El agar mas selectivo para la Pseudomona aeruginosa y otras especies de mismo
género, su funcionamiento se basa en la selectividad mediante la peptona de gelatina que
aporta nutrientes para el desarrollo de las Pseudomonas. (Britania, 2020) Las colonias de
bacterias sembradas en los diferentes medios de cultivo estan conformadas por méas de una
célula por lo que el tamafio de la misma dependera del nUmero de organismo en las muestras,
por lo que tiene particularidades de crecimiento, movilidad y manera en la que se presenta

en los agares de siembra (Escolar, 2023).

21



Cromagar vibrio

El Cromagar Vibrio es un medio cromogenico utilizado para aislar y diferenciar
bacterias del género Vibrio en muestras ambientales, acuicolas y alimentarias. Contiene
nutrientes, sales biliares y sustratos cromogénicos que permiten el crecimiento selectivo y la
identificacion visual por el color de las colonias. Su alta especificidad lo hace dtil en
diagnosticos acuicolas, facilitando la deteccion de especies patdgenas como V. cholerae, V.

parahaemolyticus y V. vulnificus.

En el contexto de la acuicultura, especialmente en larvicultura de camarén, su
aplicacion resulta fundamental para el monitoreo microbiolégico del agua de cultivo, del
alimento vivo y de las larvas, contribuyendo a la prevencion de brotes de enfermedades
bacterianas como la vibriosis. Su uso en combinacion con otras técnicas como la tincion de
Gram, pruebas bioquimicas y PCR, mejora significativamente la vigilancia sanitaria en

laboratorios de produccion (Yagual, 2023)

2.9. Protocolo de manejo

Dentro de cada laboratorio de produccion larvaria debe contener las dosis, tipos,
horarios y andlisis para una dieta enriquecida para la buena nutricion de las larvas que
contenga suplementos, vitaminas, bacterias, entre otros. Sim embargo, el manejo por parte

del personal debe ser estricto para obtener un mejor ciclo productivo (Suérez, 2023)
2.10. Supervivencia y sanidad

Las capacidades de produccion en cada laboratorio estan definidas por la
supervivencia y sanidad del area de cultivo, los cuales son indicadores de eficiencia y éxito
en la produccidn, para obtener la supervivencia de los cultivos en los laboratorios se calcula
como el porcentaje de organismos vivos al final del ciclo productivo, dividido por el nimero

de organismos vivos sembrados al inicio del ciclo productivo.

El plan de manejo, o sistema de produccion animal, afecta directamente el desarrollo
de los animales y sus procesos fisiologicos, incluyendo la produccién de sustancias
biologicas activas. Estas sustancias, si no son controladas, pueden ser perjudiciales para el

medio ambiente de cultivo (Saul,2022).
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MATERIALES Y METODOS

3.1. Concentracion minima inhibitoria in vitro (MIC)

Para determinar la dosis minima inhibitoria (MIC) de una mezcla de &cidos organicos
frente a Vibrio alginolyticus, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus y Pseudomonas
spp., se inicié con la preparacion de diluciones seriadas de la mezcla en caldo nutritivo
estéril. Utilizando la formula C1V1 = C2V2, se calcularon las concentraciones deseadas en
partes por millon (ppm), asegurando una distribucion precisa de los tratamientos. Cada
dilucion fue inoculada con una suspension bacteriana previamente ajustada a una turbidez
equivalente al tubo 0.5 de la escala de McFarland, lo que garantiza una concentracién
estandarizada de microorganismos. Las muestras se colocaron en microplacas o tubos de
ensayo, segun el protocolo, y se incubaron a una temperatura controlada de 28 a 30°C
durante un periodo de 18 a 24 horas. Este tiempo permiti6 observar el efecto inhibitorio de
los &cidos sobre el crecimiento bacteriano. Se incluyeron controles positivos (bacterias sin
tratamiento) y negativos (medio sin bacterias) para validar la confiabilidad del ensayo. (Diaz,
2020)

Tras la incubacion, se evaluo el crecimiento bacteriano visualmente o mediante
espectrofotometria, dependiendo de la sensibilidad requerida. La concentracién mas baja de
la mezcla de acidos en la que no se observo crecimiento visible fue registrada como la MIC
para cada cepa. Este procedimiento se repitio de forma individual para cada una de las
bacterias evaluadas, permitiendo comparar su susceptibilidad frente al tratamiento. Los
resultados obtenidos ofrecieron una vision clara sobre la eficacia antimicrobiana de la
mezcla, revelando diferencias en la sensibilidad entre especies del género Vibrio y
Pseudomonas spp. Esta informacion es clave para el desarrollo de estrategias de control
bacteriano en ambientes acuaticos o clinicos. Ademas, el ensayo MIC proporciona una base
cuantitativa para futuras investigaciones sobre sinergias entre compuestos organicos y su

aplicacion en biocontrol.

3.2. Determinacion del MIC de fagos

En el desarrollo experimental, se colocaron 200 uLL de la mezcla control compuesta
por fagos sin presencia bacteriana en los pocillos destinados a controles. A continuacion, en

los demas pocillos se anadieron 200 pL de las diluciones correspondientes de fagos, seguidos
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de 20 uL del inodculo bacteriano. Posteriormente, las placas fueron incubadas a una
temperatura constante de 24 °C. Como parte del monitoreo, las lecturas de turbidez se
realizaron a partir de las 18 horas de incubacién. Segin Anangono (2021), este
procedimiento permite evaluar la eficacia del tratamiento desde etapas tempranas del

crecimiento bacteriano.

Para garantizar la precision del ensayo, es indispensable partir de un aislamiento puro
de la bacteria patdgena en fase estacionaria. Seguidamente, se preparan las diluciones
seriadas del fago utilizando el sobrenadante del cultivo, el cual debe agitarse vigorosamente
con vortex antes de cada dilucion. Cada tubo se pipetea durante ocho segundos para asegurar
la homogeneizacion. Las diluciones deben prepararse en proporcion 1:10, mezclando 100 pL
del fago con 900 pL de buffer SM. Este procedimiento asegura la obtencion de un gradiente
adecuado para observar el efecto del fago sobre la bacteria. Asi, se obtienen concentraciones

precisas para su posterior analisis.

Una vez listas las diluciones, se extraen 100 uL de cada una (particularmente de las
diluciones -6, -7 y -8) en tubos Eppendorf, considerando ademas la duplicaciéon de cada
muestra. A estos tubos se les afiade 200 uL de una suspension bacteriana cargada,
proveniente también de cultivos en fase estacionaria. Luego, esta mezcla se deja en
incubacion durante un periodo de 5 a 10 minutos, permitiendo que los fagos interacttien con
las bacterias. Esta etapa es crucial, ya que determina la eficiencia de adsorcion del fago. Por
consiguiente, se recomienda trabajar bajo condiciones controladas para asegurar resultados

fiables.

Después del tiempo de incubacion, la mezcla se transfiere a tubos que contienen 3 mL
de agar blando, previamente mantenido a 40 °C en bafio Maria. Esta preparacion se vierte en
placas de agar TSA, distribuyendola uniformemente sobre la superficie. Dependiendo de la
calidad de los fagos y la técnica aplicada, los resultados pueden observarse entre las 24 horas
y hasta una semana. Finalmente, las areas de lisis bacteriana, conocidas como calvas, se
desarrollan sobre la placa. Estas zonas se cuantifican como Unidades Formadoras de Placa

(UFP), permitiendo medir con precision la actividad litica del tratamiento aplicado.

3.3. Desafio experimental en produccion
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Area de estudio

El bioensayo sera desarrollado en un laboratorio de produccion de postlarvas, que se
encuentra ubicado a aproximadamente 1 kilometro de la parroguia Anconcito en el sector
denominado la Diablica, del canton Salinas, perteneciente a la provincia de Santa Elena —
Ecuador, las coordenadas exactas del laboratorio (-2.3070347, -80.8994948).

Figura 9.

Playa De Punta Carnero
Fuente: Google Earth

Caracteristicas de los tanques de produccion

forrados con liners, con una capacidad maxima de 18 T. El abastecimiento del agua de mar

en el laboratorio, se lo realizara mediante toma abierta por 2 absorbentes; para mantener la
temperatura de los tanques se utiliz6 un sistema de calentamiento por medio de un caldero
Bunker, y para proporcionar oxigeno un Blower de 10 H.P.
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Bioensayo experimental
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Las larvas seran obtenidas de la maduracion con la que decida trabajar el laboratorio,

y se sembrara a una densidad de siembra de 120 nauplios/L. Los bioensayos se realizaran en
los siguientes estadios Zoea, Mysis y Postlarva, cada tratamiento correspondera a tres
replicas: control (sin tratamiento, T1 (AO) y T2 (terapia de fagos). En cuanto a la
alimentacion y pardmetros de produccion lo manejara el laboratorio donde se realizara la

prueba.

3.4. Desafio experimental

Obtencion de postlarvas

Las larvas se obtendran de laboratorio donde haremos los bioensayos, se trabajaran

peceras de 5 L, y se sembrara una densidad 100-120 larvas/L.
Seleccién de la cepa

La cepa Ba94C2 de V. parahaemolyticus que pertenece a la coleccion de cepas del
Laboratorio de analisis Novagestion. Esta cepa es causante de altas mortalidades por
AHPND en juveniles y larvas de camaron, serd utilizada como cepa bacteriana patdgena

para evaluar a los &cidos organicos y fagos.

Modelo de ensayo (infeccion)

Para el siguiente ensayo se requiere realizar 3 réplicas por cada tratamiento donde se
tendra un control negativo sin adicion de terapia de fagos y 3 con adicion de terapia de fagos

en diferentes dosis segun cada estadio.
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Tabla 1.

Dosis aplicadas en los distintos estadios en peceras

ESTADIO DOSIS REPLICAS
ZOEA Control negativo 1
2
3
0,0005 ml/1 1
2
3
0,0010 ml/1 1
2
3
0,0020 ml/1 1
2
3
MYSIS Control negativo 1
2
3
0,0020 ml/1 1
2
3
0,0040 ml/1 1
2
3
0,0060 ml/1 1
2
3
POSTLARVAV Control negativo 1
2
3
0,0080 ml/1 1
2
3
0,0100 ml/1 1
2
3
0,0120 ml/l 1
2
3

Nota: En la tabla presente se muestran las dosis usadas en los estadios de zoea, mysis y postlarva
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Figura 10.

Tratamiento donde se tendrd un control negativo sin adicion de fagos y 3 con diferentes
dosis de fagos.
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Nota. Grupos numerados del 1 al 3, cada uno compuesto por cuatro recuadros. Cada
recuadro representa un tratamiento o condicion experimental con diferentes dosis para
evaluar el efecto de la terapia frente a la carga patégena.

Patologia en fresco

La enfermedad de la vibriosis se da por diversas cepas de vibrios los signos
patolégicos que se logra observar directamente para reconocer dicha enfermedad es el
elevado rango de estrés que presenta el camar6n como: natacion erratica, cromatoforos

expandidos, musculo contraido, anorexia y también opacidad muscular (Carrera, 2022).

Parametros fisicos quimicos

Durante el estudio experimental se realizara un seguimiento de los parametros
fisicoquimicos: temperatura, salinidad potencial de hidrogeno. estos serdn tomados dos

veces al dia (mafiana y tarde).

Parametros de calidad de agua

Se llevard a cabo la realizaciébn de andlisis de calidad de agua mediante
espectrofotometro: calcio, potasio, magnesio, alcalinidad, amonios y nitritos, con el fin de
corroborar que estos parametros estén dentro de los rangos éptimos y no alteren los

resultados finales
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Muestreos bioldgicos

Para determinar el crecimiento se realizard muestreos diarios, donde se elegira de
forma aleatoria 100 postlarvas, de las que se tomaron los datos biométricos (longitud total y
peso promedio); para el registro de la longitud total (LT) se midiera individualmente las
postlarvas desde el extremo distal de la espina rostral hasta la punta del telson (mm), con un
vernier digital de 0,01 de precision. En cambio, para el registro del peso (g), se procedera a
pesar el total de las postlarvas con una balanza analitica de 0,01 de precision (Anzoategui,
2022).

Parametros productivos de evaluacion

Para la comparacion del crecimiento y supervivencia entre los diferentes

tratamientos, se empleara los siguientes métodos de evaluacion (Loqui, et al. 2021):

3.5. Tasa de crecimiento especifica

InWy — InWi
TCE = ———— X 100

Donde: InWf y InWi: logaritmo natural del peso final e inicial de las postlarvas

respectivamente, la d: periodo de dias transcurrido (Garcia-Lépez et al.,2003).
Factor de conversion alimenticia

PSAS
FCA= ——
PG

Donde: PSAS= Peso seco del alimento suministrado. PG= Peso ganado (Zafra et al.,
2019)

Supervivencia

Se calcula con el nimero de individuos inicial X100, dividido para el total de
individuos obtenido al final (Mirabent et al., 2020)

__ N°delarvas final

X100

N°de larvas inicial

29



Salud larvaria

La salud larvaria se categoriz6 mediante una tabla referencial, que nos ayudo a
identificar el grado de severidad, calificando segun la tabla expresada en métodos (0 a 4), se
observaron al microscopio las branquias, el misculo y los apéndices, estas observaciones se
llevaron a cabo en cada uno de los estadios y sub-estadios como respuesta a las dosis y
tratamientos aplicados, las principales observaciones se basaron en el oscurecimiento del
musculo o melanizacion en apéndices, siendo una respuesta fisica por posibles infecciones
causadas por bacterias patdgenas que tienen una accidn citoxica, que es la liberacion de
toxinas en el organismo. Los tratamientos evaluados fueron etiquetados de la siguiente

manera: control, 4cidos organicos (AQ) y terapia de fagos (FA).
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Figura 11.

Observaciones microscopicas

Desarrollo 6ptimo Necrosis muscular

Mdsculo

Musculo sano

Nota. Se observa claramente el cuerpo alargado y segmentado del organismo, estructuras
complejas como apéndices y ojos compuestos (oscurecidos), y otros organismos mas
pequefios alrededor, lo cual es comin en muestras de plancton o cultivo larvario.
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Observaciones en Zoea

En las observaciones directas mediante el microscopio en los sub-estadios Zoea I,
Zoea Il y Zoea III, no se observaron deformidades y necrosis que indique una afectacion a
la salud larvaria inicial, esto responde a los pocos dias de cultivo, sin embargo, la incidencia
de deformidades en el estadio Zoea de Penaeus vannamei puede alcanzar entre el 5% y el
20%, afectando negativamente la supervivencia y el desarrollo larvario. Estas
malformaciones, como anormalidades en apéndices o el telson, suelen deberse a deficiencias

nutricionales, mala calidad del agua o infecciones bacterianas.

Las larvas deformes presentan menor capacidad de alimentacién y movilidad, lo que
incrementa su vulnerabilidad y reduce la tasa de muda. Este problema puede generar
pérdidas significativas en la fase larvaria si no se corrige a tiempo. Por ello, es clave el
monitoreo riguroso de parametros ambientales y de manejo. Detectar y corregir estas fallas

mejora la calidad y viabilidad del cultivo.

Tabla 2.
Reporte de salud larvaria en el estadio Zoea
Ciclo de produccion Observacion Zoea 1 Zoea Il Zoea 111
1 Deformidad 0 0 0
CONTROL 2 Necrosis en apéndices 0 0 0
3 Necrosis muscular 0 0 0
1 Deformidad 0 0 0
AO 2 Necrosis en apéndices 0 0 0
3 Necrosis muscular 0 0 0
1 Deformidad 0 0 0
FA 2 Necrosis en apéndices 0 0 0
3 Necrosis muscular 0 0 0

Nota: Representacion de la calificacion patologica de los diferentes tratamientos aplicados (acidos organicos
y terapia de fagos) en los subestadios zoea I, zoea II, zoea III.
Observaciones en Mysis

La siguiente etapa crucial para el éxito del cultivo de camaron es el estadio mysis, en

este estadio se observo una presencia leve de necrosis principalmente en los tratamientos
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con la terapia de fagos, se asume que esta anomalia se debe a que la terapia de fagos no tiene
una respuesta de amplio espectro para las diferentes cepas bacterianas, al contrario de los
acidos organicos que mantuvieron un efecto antimicrobiano de alto alcance por su

mecanismo de accion.

Tabla 3.
Reporte en la salud larvaria en el estadio Mysis
Ciclo de produccion Observacion Mysis I Mysis I Mysis II1
1 Deformidad 0 0 0
CONTROL 2 Necrosis en apéndices 0 0 0
3 Necrosis muscular 0 1 1
1 Deformidad 0 0 0
AO 2 Necrosis en apéndices 0 0 0
3 Necrosis muscular 0 0 0
1 Deformidad 0 0 0
FA 2 Necrosis en apéndices 0 1 1
3 Necrosis muscular 0 1 1

Nota: Representacion de la calificacion patologica de los diferentes tratamientos aplicados (acidos organicos

y terapia de fagos) en los subestadios mysis I, mysis II, mysis III.

Observaciones en Postlarva

Los tratamientos con acidos organicos presentan tendencia a la disminucion de
necrosis en branquias, apéndices y musculos; las diferencias entre el control y el tratamiento
AO (acido organico), radican en la composicion y concentracion de acidos orgéanicos, por

otro lado, la terapia de fagos no evita ni disminuye la afectacion en los tejidos.
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Tabla 4.

Reporte en la salud larvaria en el estadio Postlarva | a VvV

Ciclos de

broduccién Observacion PLI PLII PLIII PLIV PLV

1 Necrosis branquial 0 0 0 1 1

CONTROL 2 Necrosis en apéndices 0 0 0 2 1

3 Necrosis muscular 1 0 1 2 2

1 Necrosis branquial 0 0 0 1 1

AO 2 Necrosis en apéndices 0 0 0 0 1

3 Necrosis muscular 0 0 0 2 1

1  Necrosis branquial 0 0 2 2 1

FA 2 Necrosis en apéndices 1 2 2 2 1

3 Necrosis muscular 2 2 2 1 1

Nota: Representacion de la calificacion patologica de los diferentes tratamientos aplicados (acidos organicos

y terapia de fagos) en los subestadios postlarva I a Postlarva V

Tabla 5.
Reporte en la salud larvaria en el estadio Postlarva VI a XII
Ciclos de
Observacion PLVI PLVII PLVIII PLVII PLX
produccion
1 Necrosis branquial 2 2 1 0 1
CONTROL 2 Necrosis en apéndices 1 1 0 0 1
3 Necrosis muscular 2 2 1 1 2
1 Necrosis branquial 0 1 1 2 1
AO 2 Necrosis en apéndices 0 0 1 1 1
3 Necrosis muscular 1 2 1 1 2
1 Necrosis branquial 2 1 2 2 1
FA 2 Necrosis en apéndices 2 1 1 1 2
3 Necrosis muscular 2 1 2 1 1

Nota: Representacion de la calificacion patoldgica de los diferentes tratamientos aplicados (4dcidos orgénicos

y terapia de fagos) en los subestadios postlarva VI a Postlarva X
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RESULTADOS Y DISCUSION DE LA INVESTIGACION

4.1. Anélisis de datos

Los datos se analizaran por medio de un ANOVA de dos vias para identificar los
efectos de la infeccion, se realizard un analisis post hoc Tukey para determinar si existen
diferencias entre los tratamientos. Para la supervivencia y crecimiento se aplicara el método

Kaplan-Meier, donde se generara una curva de supervivencia y crecimiento.

4.2. Resultados
En el presente estudio se evaluaron dos alternativas de aditivos, con el fin de lograr
controlar infecciones producidas por bacterias patdgenas que causan mortalidades en etapas
tempranas de P. vannamei, estas alternativas son &acidos orgdnicos y una innovadora
herramienta tecnologica como lo es la terapia de fagos; como primera instancia fue
seleccionar y determinar las dosis optimas a nivel in vitro que inhiban el crecimiento de las
colonias de los siguientes patogenos: V. alginolyticus, V. parahaemolyticus, V. vulnificus y

Pseudomonas spp.

4.2.1. Determinacion de dosis de acido orgéanico

Para la determinacion de la cantidad de 4cidos organicos a usar, se realiz6 un analisis
anivel in vitro sobre la concentracion minima inhibitoria (MIC), previamente seleccionadas
las cepas que causan altas mortalidades en la produccion de larvas y post-larvas. El andlisis
MIC indico que existen variaciones en la dosis, segiin la cepa bacteriana, siendo para V.
parahaemolitycus, una concentracion inhibitoria de 400 ppm, para V. vulnificus y

Pseudomonas spp. resulto en 600 ppm, y finalmente para V. alginolyticus en 100ppm.
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Tabla 6.

Concentracion minima inhibitoria
CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA EN ACIDOS ORGANICOS (ACIDO FORMICO,
ACIDO LACTICO & ACIDO PROPIONICO)

Cepas Bacteriana Concentraciones en ppm/Resultados en mm

1000 900 800 700 600 500 400 300 200 100

ppm ppm  ppm  ppm e ppm  ppm  ppm e ppm
V. parahaemolitycus N N N N N N - P P P
V. vulnificus N N N N - p P P P p
V. alginolyticus N N N N N N N N N -
Pseudomonas sp. N N N N - P P P P P

Nota: Representacion de las dosis minimas inhibitorias de acidos organicos, para los diferentes patdgenos que

afectan el cultivo de etapas tempranas de p. vannamei

Los resultados demuestran que los acidos organicos pueden ser utiles como agentes
antimicrobianos selectivos, particularmente contra V. parahaemolyticus y Pseudomonas sp.,
en concentraciones moderadas. Sin embargo, su eficacia es limitada frente a cepas mas
resistentes como V. alginolyticus, lo que plantea la necesidad de combinaciones con otros
tratamientos como fagoterapia o aceites esenciales. Asimismo, la variabilidad en la respuesta
bacteriana resalta la importancia de realizar pruebas previas de sensibilidad antes de su
aplicacion en sistemas acuicolas. Esta estrategia permite optimizar el uso de biocidas
naturales, reduciendo el riesgo de resistencia microbiana y mejorando la bioseguridad en el

cultivo de Penaeus vannamei.

4.2.2. Determinacion de dosis en terapia de fagos

Se llevo a cabo un protocolo de validacion, ya que inclusive el fabricante no cuenta
una metodologia que respalde a nivel in vitro el efecto bacteriostatico y bactericida sobre las
bacterias del género vibrio, lo que valida como protocolo inicial los ensayos que se realizaron
en este estudio, con los bioensayos preliminares se definié una metodologia precedente para
justificar su aplicacion en larvicultura, donde aun no existen resultados e inclusion del

producto en los protocolos rutinarios.
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El efecto bactericida vario de un estadio a otro, en zoea los V. parahemolyticus y V.
vulnificus, fueron controlados a una dosis de 0,0020 ml/L, en cambio en mysis también
funciono controlando V. parahemolyticus, V. vulnificus y pseudomonas a una dosis de
0,0020 ml/L, hubo un ligero control con V. alginolyticus a dosis de 0,0060 ml/L, en postlarva
el comportamiento bactericida fue distinto, no hubo un control para V. alginolyticus, pero si
para V. parahemolyticus y V. vulnificus a una dosis de 0,0080 ml/L. Demostrando a nivel in
vitro, que la terapia de fagos si inhibe el crecimiento de V. parahemolyticus, V. vulnificus, y

que esta inhibicion esta ligada a la dosis segun el estadio.

Tabla 7.

Concentracion minima inhibitoria en el estadio zoea, en peceras

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA EN TERAPIA DE FAGOS EN EL

ESTADIO ZOEA
ESTADIO ZOEA
Bacterias Control 0,0005 ml 0,0010 ml 0,0020 ml
negativo
V. alginolyticus P P P P
V. Parahemolyticus P P P _
V. Vulnificus P P P _
Pseudomonas P P P P
Tabla 8.

Concentracién minima inhibitoria en el estadio mysis, en peceras

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA EN TERAPIA DE FAGOS EN

EL ESTADIO MYSIS
ESTADIO MYSIS
Bacterias Control 0,0020 ml 0,0040 ml 0,0060 ml
negativo
V. alginolyticus P P P -
V. Parahemolyticus P N N
V. Vulnificus P N N
Pseudomonas P _ N N
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Tabla 9.

Concentracién minima inhibitoria en el estadio postlarva, evaluado en peceras

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA EN TERAPIA DE FAGOS EN

EL ESTADIO POSTLARVA
ESTADIO POSTLARVA
Bacterias Control 0,0080 ml 0,0100 ml 0,0120 ml
negativo
V. alginolyticus P P P P
V. Parahemolyticus P N N
N N

V. Vulnificus -

Pseudomonas P P

4.2.3. Anadlisis in vitro microbiolégicos

Dinamica de crecimiento V. alginolyticus

Se calcularon estadisticas descriptivas para cada uno de los tratamientos en los
distintos estadios de desarrollo larvales (Zoea, Mysis, Postlarva3 y Postlarva7). Las variables
consideradas incluyeron la media, desviacion estandar, error estdndar y los intervalos de
confianza al 95% para la media, asimismo, se evalud la homogeneidad de varianzas. En el
caso de V. alginolyticus, el analisis descriptivo mostr6 que el tratamiento con terapia de fagos
presentd una media significativamente mayor en el estadio Mysis, en comparacion con el
tratamiento con acido organico y el control. La prueba de Anova indicé homogeneidad de

varianzas (p > 0,05), indicando que no existieron diferencias significativas.

Dinamica de crecimiento basada en las medias estadisticas en Zoea en V. alginolyticus

Zoea es la primera etapa en larvicultura, y en este caso las cargas bacterianas iniciales
oscilaron entre 1,88E+04 a 3,2E+04, siendo la carga menor para el tratamiento control y la
mayor para la terapia de fagos, cabe recalcar que estadisticamente los tratamientos no
difieren entre si (p< 0,05), sin embargo, se indica que estas concentraciones de bacterias

estan cerca del limite de los rangos permitidos < E+04.
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Figura 12.
Cuantificacion de colonias
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Dinamica de crecimiento basada en las medias estadisticas en Mysis en V.

alginolyticus

La siguiente etapa critica en produccién, no tuvo diferencias estadisticas (p< 0,05),
no obstante, se observa una tendencia interesante, el tratamiento con acido organico resulto
ser mas efectivo con respecto al control y la terapia de fagos, bajando las cargas bacterianas
a 4,82E+02, sugiere esta tendencia que el tratamiento con &cido orgéanico tuvo un efecto
bactericida y que las dosis fueron las adecuadas para el control de este patdgeno. Sin
embargo, el incremento con tratamiento de fagos, presentaron el doble de concentracion

exponencial, en V. alginolyticus.
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Figura 13.

Cuantificacion colonias de V. alginolyticus en Mysis
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Dinamica de crecimiento basada en las medias estadisticas en Post-larva 11l de ¥

alginolyticus

En cambio, en post-larva, se observd un incremento en la carga patdgena en
tratamiento con la terapia de fagos, indicando que esta alternativa no fue efectiva en el
control del patdgeno monitoreado, en el analisis estadistico no se encontraron diferencias
estadisticas, sin embargo, la tendencia propone que los tratamientos con acidos organicos
evitan el crecimiento de este patdgeno. Ademas, es importante acentuar que, aunque se
registraron altas concentraciones de V. alginolyticus, no se debe relacionar con posibles
mortalidades, debido a que su crecimiento puedo asociarse a la adicion de ciertos

probiéticos.
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Figura 14.

Colonias en el estadio postlarva 1l en respuesta a diferentes tratamientos empleados
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Dinamica de crecimiento basada en las medias estadisticas en Post-larva VII en

V. alginolyticus

Cerca de la culminacion del ciclo productivo, se observé una tendencia similar a la
del monitoreo anterior, la adiccion de acidos organicos cumplié un mejor control de V.
alginolyticus, manteniendo las cargas bacterianas por debajo de los rangos permitidos (<
E+04). En cambio, la terapia de fagos contrasto con los resultados de acidos organicos,
resultando ser menos efectivo su efecto sobre las colonias de patégenos, alcanzando

concentraciones de 10E4, lo que evidencia su carencia en el control de este patdgeno.

41



Figura 15.
Colonias en el estadio postlarva VII en respuesta a diferentes tratamientos empleados
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Dinamica de crecimiento v. Parahaemolyticus

El analisis estadistico realizado para V. parahaemolyticus mostré una variacion
considerable entre los tratamientos, especialmente en el estadio Postlarva Ill, el tratamiento
con terapia de fagos presentd la media mas alta en comparacion con el control y el &cido
organico, lo que sugiere una mayor eficacia en la reduccion de la carga bacteriana en esta
etapa. A pesar de no encontrarse diferencias estadisticas significativas en todos los casos, se
observo una tendencia favorable hacia el uso de fagos en el control de este patdgeno. No
obstante, es importante sefialar que, aunque el tratamiento con terapia de fagos mostro los
mejores resultados en el estadio Postlarva I, en otros estadios la eficacia del control puede
variar, lo que resalta la necesidad de ajustar el tratamiento segln la etapa de desarrollo del

camaron.
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Figura 16.
Cuantificacion de las colonias en el estadio V. parahaemolyticus zoea
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Dinamica de crecimiento de v. Vulnificus

Los resultados estadisticos obtenidos permitieron identificar diferencias
significativas en algunos casos especificos, mientras que en otros no se observaron

variaciones relevantes.

A continuacion, se presentan los resultados de los analisis estadisticos para cada uno

de los estadios:
Dinamica de crecimiento basada en las medias estadisticas en Zoea en V. vulnificus

En el estadio Zoea, se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre
el grupo control y el tratamiento con terapia de fagos (p = 0,001), asi como entre el
tratamiento con acido organico y la terapia de fagos (p = 0,006). Sin embargo, no se
observaron diferencias significativas entre el grupo control y el tratamiento con éacido
organico (p = 0,496). Esto sugiere que la terapia de fagos podria tener un impacto diferencial

en este estadio en comparacion con los otros tratamientos.
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Figura 17.

Cuantificacion de colonias de V. vulnificus en Zoea
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Dinamica de crecimiento basada en las medias estadisticas en Mysis en V. vulnificus

En Mysis, no hubo resultados estadisticos que indiquen que las cargas bacterianas

fueron influenciadas por los profilacticos empleados, pero si hubo un efecto bacteriostatico,

que mantuvo los niveles por debajo de los rangos permitidos, a excepcion del control que

las colonias mantuvieron un crecimiento progresivo de 5,8E+02 a 1,50E+03.

Figura 18.

Cuantificacion de las colonias en el estadio mysis
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Dinamica de crecimiento basada en las medias estadisticas en Postlarva Il en V.

vulnificus

En el muestreo realizado en postlarva III, se observa que el crecimiento bacteriano
sigue en simultaneo, con rangos por debajo de lo tolerado, siendo entre 1,33E+03 a
2,67E+03. El efecto bacteriostatico se mantiene, pero se cuestiona la influencia terapéutica
de los fagos para este patdgeno, por otro lado, los dcidos organicos cumplen su rol de amplio

espectro.

Figura 19.

Colonias de V. vulnificus postlarvas en el estadio postlarva Il1
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Dinamica de crecimiento basada en las medias estadisticas en Postlarva VIl en V.

vulnificus

A pocas sub-fases de culminar el ciclo de produccion, resulto que los acidos
organicos controlaron de manera eficiente este patogeno, que puede causar afectaciones en
la salud y pérdidas econdmicas, manteniendo los valores en 1,67E+02, en contraste con la
terapia de fagos que en vez de controlar o reducir los crecimientos bacterianos, este aumento,
siendo en el estadio zoea una carga inicial de 5,12E+03 y final de 6,83E+03. Es importante
la eleccion los profilacticos adecuados, segun la infeccion presentada y el grado de
severidad, ya que en etapas avanzadas como lo es una postlarva, la enfermedad que puede
afectar la salud, seré llevada al siguiente ciclo, perjudicando los indices productivos que

mantienen la estabilidad econémica del productor.
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Figura 20.

Colonias en el estadio postlarva VI
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El analisis estadistico se llevo a cabo utilizando una comparacion de medias a través

de la prueba de Tukey, la cual permite realizar comparaciones multiples entre grupos para

determinar la significancia estadistica de las diferencias observadas. Se considerd un valor

de significancia de p < 0,05 como criterio para establecer si existian diferencias significativas

entre los tratamientos.
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Dinamica de crecimiento basada en las medias estadisticas en Zoea en Pseudomonas

La presencia de pseudomonas al inicio fue baja o inexistente para todos los

tratamientos, esto se justifica por la fase temprana en la que se encuentra.

Figura 21.

Cuantificacion de las colonias en el estadio zoea
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Dinamica de crecimiento basada en las medias estadisticas en Mysis en Pseudomonas

En la fase mysis, hubo un crecimiento leve de este patdgeno, pero aun este se
encuentra dentro de los rangos permitidos, no obstante, el incremento en la carga patogena

nos indica que los tratamientos no cumplen hasta esta sub-fase, con su fin profilactico.
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Figura 22.
Colonias en el estadio mysis
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Dinamica de crecimiento basada en las medias estadisticas en postlarva 11l en

Pseudomonas

En postlarva III, sin el tratamiento adecuado se causan contaminaciones cruzadas que
conllevan a altas mortalidades en el cultivo, siendo el manejo uno de los factores que
promueve la proliferacion. La terapia de fagos contrasta (1,41E+03) Con los tratamientos
con acidos organicos (6,43E+02), estos crecimientos bacterianos, nos indican que los

tratamientos empleados no controlaron la proliferacion de pseudomonas.

48



Figura 23.

Colonias en el estadio postlarva 1l en respuesta a diferentes tratamientos empleados
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Dinamica de crecimiento basada en las medias estadisticas en postlarva VII en

Pseudomonas

En el ultimo monitoreo, se observd que las cargas patogenas se redujeron, cabe
recalcar que la terapia de fagos no es especifica para el control de pseudomonas, sin embargo
los valores bajaron de 1,41E+03 a 4,17+01, no precisamente este puede deber a la influencia
de la terapia de fagos, si no a la variabilidad de la comunidad microbiana, por otro lado, los
acidos organicos al ser de amplio espectro, no tuvieron influencia significativa, sugiriendo

aplicar otros aditivos que potencialicen el efecto bactericida en pseudomonas.
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Figura 24.
Colonias en el estadio postlarva VI
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Supervivencia

La validacién del protocolo se verifico mediante el efecto bacteriostatico y
bactericida de los tratamientos aplicados versus los principales patogenos que afectan el
cultivo de larvas en etapas tempranas, la supervivencia es un indice productivo que responde
al tratamiento preventivo que se da, por la prevalencia de los patogenos evaluados. La
estadistica nos indicé que existen diferencias estadisticas entre los tratamientos, en las
siguientes graficas representativas, se representa la respuesta de la supervivencia (p<0,05)

frente a V. parahaemolitycus, V. vulnificus V. alginolyticus y Pseudomonas spp.
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Figura 25.
Basada en las medias estadisticas mediante anova
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La supervivencia basada en las medias resulto ser en un 87% que incluia el
tratamiento con la terapia de fagos, seguida del tratamiento con acidos organico con el 70%
de supervivencia, el tratamiento con la terapia de fagos fue superior con 25% en relacion al

control.

Supervivencia en el primer ciclo de produccion

Con respecto al primer ciclo de produccion que fue llevado a cabo en una época
complicada donde existia gran incidencia de mortalidades en los laboratorios cercanos,
incidié que no perdure una uniformidad en la supervivencia, a excepcion del tratamiento con
la terapia de fagos, esto se puede deber a que dicho tratamiento profilactico controla las
cepas virulentas. Con respecto al control y tratamiento con acidos organicos no hubo
diferencias marcadas entre una réplica y la otra. Ademas, aunque los valores de UFC, no
superaron a 10 UFC/ml, si hubo impacto en este factor productivo considerado uno de los

importantes para el cultivo.
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Figura 26.

Supervivencias del primer ciclo de produccion
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TRATAMIENTOS

Supervivencia en segundo ciclo de produccion

En el segundo ciclo, el control obtuvo supervivencias bajas con respecto al

tratamiento con acidos organicos y terapia de fagos, sin embargo, se mantiene la misma

tendencia y estabilidad en los tanques tratados con la terapia de fagos.
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Figura 27.
Supervivencias del segundo ciclo de produccién
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En el tercer ciclo se presentan supervivencias similares a las del primer ciclo, donde

el control y tratamiento con acidos organicos no difieren en sus resultados, a diferencia del

tratamiento con fagos que mantuvo supervivencias por encima de 80% en todas las réplicas,

estos resultados sugieren que la terapia de fagos es una alternativa profilactica que se puede

usar en etapas iniciales de cultivo, sin embargo, los 4cidos organicos cumplen el papel

profiléctico, y este efecto se puede potenciar con el uso de la terapia de fagos.
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Figura 28.
Supervivencias del tercer ciclo de produccién
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Con el fin de garantizar un desarrollo adecuado, y evitar que pardmetros como el

calcio, potasio, magnesio, alcalinidad, temperatura y pH, afecten significativamente el

cultivo en marcha, se monitoreo segin el parametro, la frecuencia, para la temperatura,

salinidad y pH, se llevo un control diario, en cambio para el balance i6nico, se realizé en los

estadios susceptible del cultivo, que son zoea, mysis y postlarva.
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Tabla 10.

Valores de paréametros fisico-quimicos durante el cultivo

Ciclo de o s % ‘ E ‘E
produccion ‘;; g §" g 'g =
e < < =
Control 1 220 400 1520 0,86 920
2 221 410 1100 0,94 120
3 221 410 1100 0,94 90
AO 1 112 380 1460 0,63 75
2 112 380 1460 0,63 75
3 112 380 1460 0,63 75
FA 1 210 380 1300 0,71 75
2 210 380 1300 0,71 110
3 220 400 1520 0,94 110
Nota: Tabla de medias estadisticas de los parametros de balance idnico, tales como calcio, potasio, magnesio
y alcalinidad
Temperatura

La temperatura oscilo entre los 31 y 26 grados Celsius, debido a que es primordial

mantener temperaturas Optimas para evitar retrasos, se monitoreo constantemente

Figura 29.

Variacion de temperatura
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Potencial de hidrogeno

El potencial de hidrogeno si vario de un tratamiento a otro, y eso se debe a que los acidos organicos,

acidifican el agua, mientras el pH sea menor a 8, las bacterias tienen menor proliferacion.

Figura 30.

Variacion del ph en diferentes estadios y tratamientos

pH

Postlarva
8,4
Mysis
8,5
8,1
Zoea 7,9
7,9
7,4 7,6 7,8 8 8,2 8,4 8,6
Zoea Mysis Postlarva
HFA 8,1 8,4 8
= AO 7,9 8,1 7,8
H Control 7,9 8,5 7,9

Nota. Valores de los acidos organicos
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4.3. Discusion

La presente evaluacion comparativa entre el uso de acidos orgénicos (acido formico,
acido lactico y acido propidnico) y la terapia con bacteriéfagos en Penaeus vannamei
corrobora y amplia estudios recientes realizados entre 2020 y 2025. Investigaciones como la
de Pérez (2021) demostré que los acidos organicos poseen propiedades antimicrobianas
efectivas, aunque su eficacia puede verse limitada por la acidificacion del medio y el estrés
fisioldgico inducido en larvas. En contraste, trabajos como el de Loor (2023) destaco que los
fagos actuan de manera especifica sobre bacterias del género Vibrio, reduciendo su carga sin
alterar significativamente la microbiota benéfica ni la supervivencia de las postlarvas.
Nuestros resultados coinciden con estas observaciones, pues la aplicacion de fagos mostrd
mayor efectividad en el control bacteriano, especialmente frente a Vibrio parahaemolyticus,
mejores tasas de supervivencia comparadas con los acidos. Asimismo, estudios de Coelho y
Malcata (2022) resaltan el potencial de los fagos como herramienta biosegura, lo que
refuerza la idea de integrar la fagoterapia como estrategia preventiva en larvicultura. Por
tanto, esta comparacion confirma que, si bien ambos métodos son utiles, la terapia con
bacteriofagos presenta ventajas claras en términos de especificidad, seguridad y eficacia a

corto plazo. (Cordero, 2025)

Reporta Albarella, (2025) quien evalud la estabilidad de fagos en condiciones
acuicolas y encontraron que estos conservan su viabilidad y capacidad infectiva en rangos
amplios de temperatura y salinidad. En el presente estudio, dicha estabilidad fue clave para
mantener una accion constante contra Vibrio parahaemolyticus sin afectar negativamente la
supervivencia de las postlarvas. A diferencia de los 4&cidos organicos, cuyo efecto
antimicrobiano puede comprometer la fisiologia larval a altas concentraciones, los fagos
ofrecieron una alternativa mas segura y especifica. Este hallazgo coincide con lo observado
por Kumar (2021) quien destaco la inocuidad de la fagoterapia en etapas tempranas del
desarrollo de P. vannamei. En conjunto, estos resultados respaldan el uso de bacteriofagos
como una herramienta eficaz y biosegura para el control de patdgenos en sistemas larvarios,
superando las limitaciones de los acidos orgdnicos cuando se prioriza la supervivencia y el

bienestar de los organismos. (Escobar, 2023)

En la presente investigacion, la terapia con bacteriofagos demostré una eficacia
notable en la reduccion especifica de cepas patdogenas como Vibrio parahaemolyticus y

Vibrio vulnificus, superando los efectos observados con el uso de acidos organicos, tanto en
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control bacteriano como en mejora de la supervivencia de Penaeus vannamei. Estos
resultados coinciden con los hallazgos de Cruz (2021), quien demostro que los fagos actiian
de manera selectiva y segura sobre bacterias patogenas sin generar desequilibrios en la
microbiota beneficiosa ni efectos adversos en larvas. Ademads, investigaciones como la de
Viazquez (2023) sostiene que la fagoterapia, al mantener su actividad en condiciones
variables de salinidad y temperatura, representa una herramienta eficaz en sistemas de
acuicultura intensiva. En contraste, aunque los dcidos orgdnicos también mostraron actividad
antimicrobiana, su efecto fue dosis-dependiente, y en concentraciones elevadas afectaron
negativamente la supervivencia larval, como lo reporta (Munoz, 2022). En conjunto, esta
discusion respalda el uso de fagos como una alternativa biotecnoldgica superior para el
control bacteriano en larvicultura, especialmente cuando se busca preservar la viabilidad y

el rendimiento en etapas criticas del cultivo. (Ponce E. 1., 2023)

Es importante sefialar que la estabilidad de los fagos en condiciones ambientales
tipicas del cultivo (temperatura, salinidad y pH) resulta critica para garantizar su eficacia.
En el presente estudio, los fagos demostraron buena estabilidad y persistencia, lo que
favorecid su accion sostenida durante las etapas mas vulnerables del desarrollo larval de
Penaeus vannamei. Este hallazgo coincide con lo reportado por Sandoval (2020), quienes
observaron que ciertos fagos mantienen su viabilidad en ambientes acuicolas durante varios
dias, lo que permite una proteccion prolongada frente a patdgenos como Vibrio spp. Ademas,
estudios recientes como el de Quiros (2021) destacan que la estabilidad de los fagos en
rangos comunes de salinidad y temperatura en larvicultura es una ventaja clave frente a otros
tratamientos, como los antibidticos o 4cidos organicos, que pueden perder eficacia o generar
efectos adversos bajo ciertas condiciones. Por tanto, la capacidad de los fagos para
mantenerse activos en condiciones de cultivo representa un factor determinante en su
potencial aplicacion practica como herramienta preventiva y terapéutica en la produccion

acuicola intensiva (Orozco, 2022).
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Conclusion

e La valoracion de disimiles habilidades para la revision de patdgenos en acuicultura
revel6 que la fagoterapia sefialo ser la opcion mas efectiva en términos de estabilidad,
logrando un 85%, lo que representa un aumento del 25% en cotejo con el grupo de
control. Esta secuela destaca el potencial de los fagos como instrumento transformador
para lidiar contaminaciones bacterianas en sistemas de cultivo.

e Aunque los acidos organicos alcanzaron inhibir el desarrollo de bacterias patdogenas, su
consecuencia no se convirtié en una ampliacion significativa de la tasa de resistencia de
las postlarvas. Este descubrimiento propone que ciertas especies, como vibrio
parahaemolyticus y vibrio vulnificus, podrian ejercer un impacto mas agresivo en los
organismos cultivados, en contraste con otros patégenos como Pseudomonas, las cuales
parecen responder mejor a la terapia con fagos.

e Elestudio en conexo con post hoc mostrd que no se hallaron oposiciones explicativas en
los diferentes estadios valorados, lo que implica que ni la terapia de fagos ni el uso de
acidos organicos influyeron de manera diferencial en la supervivencia y condicion de las
postlarvas cuando estaban expuestas a V. vulnificus. Esto refuerza la idea de que la
efectividad de cada estrategia podria depender de otros factores mas especificos, como
el tipo de patdgeno y las condiciones ambientales del cultivo.

e Tanto la fagoterapia como los 4cidos organicos surgen como alternativas prometedoras
al uso de antibidticos en acuicultura, ofreciendo opciones mas sostenibles para la
prevencion y control de enfermedades. La eleccion entre ambas estrategias deberia
considerar variables clave, como la etapa de desarrollo del organismo, el tipo de
infeccion, las caracteristicas del sistema de produccion y los costos asociados. La
combinacion de ambas metodologias podria representar un enfoque integral y robusto
para mejorar la salud de los organismos y reducir las pérdidas en la produccion.

e Finalmente, los resultados sugieren que la terapia con fagos es particularmente eficaz en
las primeras etapas de desarrollo del camar6n, probablemente debido a la alta
vulnerabilidad de los patégenos en esos estadios iniciales. Por otro lado, en etapas mas
avanzadas, el uso de acidos organicos parece proporcionar una mayor estabilidad y
resistencia al sistema de cultivo, lo que podria ser clave para el manejo de enfermedades

en el crecimiento posterior.
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Recomendaciones

Para fortalecer el control de enfermedades en acuicultura y mejorar la sostenibilidad de
la produccion, se recomienda explorar nuevas combinaciones de acidos organicos y
fagoterapia en futuras investigaciones. En particular, se sugiere evaluar diferentes
concentraciones de acidos organicos con la aplicacion de fagos para determinar si existe
un efecto sinérgico mas potente. Esta aproximacion permitiria optimizar la efectividad
de cada tratamiento y encontrar las mejores condiciones para el manejo de patdogenos en
distintos sistemas de cultivo.

Asi mismo, es esencial extender el tratamiento a ciclos posteriores, como la fase de
precria, con el proposito de mantener el efecto de los agentes terapéuticos y examinar de
manera mas detallada la respuesta adaptativa de los organismos al uso de fagoterapia. La
continuacion del tratamiento en etapas periddicas del desarrollo del camaron podria
brindar indagar una valiosa sobre la estabilidad del efecto protector de los fagos y su
posible aplicacion a largo plazo en sistemas productivos.

Por otro lado, se recomienda experimentar con nuevas composiciones de acidos
organicos y terapia de fagos, a fin de identificar si existen variaciones en la respuesta de
los organismos y en la dinamica de los patégenos con respecto a los resultados
previamente obtenidos. Analizar tendencias en distintos entornos y condiciones de
cultivo permitiria evaluar la consistencia y la versatilidad de estas estrategias, facilitando
su implementacion en escenarios practicos.

En conjunto, estas recomendaciones buscan mejorar el manejo de padecimientos en la
acuicultura, iniciando un enfoque mas sostenible y eficaz para reducir la dependencia de
antibioticos y mejorar la salud de los organismos cultivados. La investigacion continua
en estas areas permitira afinar las estrategias de control y adaptarlas mejor a los desafios

del sector.
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Glosario

Acuicultura: Cria y cultivo de organismos acuaticos, como peces, moluscos y crustaceos,
en condiciones controladas.

Bactericida: Sustancia que mata bacterias, en lugar de solo inhibir su crecimiento.
Bioensayo: Experimento bioldgico utilizado para evaluar los efectos de sustancias sobre
organismos Vivos.

MIC (Minimum Inhibitory Concentration): Minima concentracion de un agente
antimicrobiano que impide el crecimiento visible de un microorganismo.

Colonias bacterianas: Grupos de bacterias que crecen juntos a partir de una sola célula en
un medio de cultivo.

Disolvente: Sustancia liquida que disuelve un soluto para formar una solucién, como el agua
0 el DMSO.

Fagoterapia: Uso de bacteriofagos (virus que infectan bacterias) para combatir infecciones
bacterianas.

Gramnegativas: Bacterias que no retienen el colorante violeta del método de tincion de
Gram; suelen ser mas resistentes a antibioticos.

Inoculo: Suspension de microorganismos utilizada para iniciar un cultivo o prueba
microbioldgica.

Letargo: Estado de actividad reducida o debilidad en organismos, comdn en animales
infectados o estresados.

Necrosis Hepatopancreatica Aguda (AHPND): Enfermedad bacteriana grave que afecta al
camaron, causando la destruccién del hepatopancreas.

Vibrio spp.: Género de bacterias Gramnegativas que incluye especies patdgenas para

humanos y animales acuaticos.
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ANEXOS

Dinamica de crecimiento V. alginolyticus

Tabla 11. Anélisis estadistico

VARIABLE

DEPENDIENTE (I) TRATAMIENTO  (J) TRATAMIENTO SIG
Acido organico ,999
Control
Terapia de fagos ,378
control ,999
Zoea Acido organico
Terapia de fagos ,361
control ,378
Terapia de fagos
Acido organico ,361
Acido organico ,341
Control
Terapia de fagos ,648
control ,341
Mysis Acido organico
Terapia de fagos ,079
control ,648
Terapia de fagos
Acido organico ,079
Acido organico ,932
Control
Terapia de fagos ,704
control ,932
Postlarva III Acido organico
Terapia de fagos ,490
control , 704
Terapia de fagos
Acido organico ,490
Acido organico 916
Control
Terapia de fagos ,661
control 916
Postlarva VII Acido organico
Terapia de fagos 427
control ,661
Terapia de fagos
Acido organico 427

Nota: Analisis estadistico con prueba post hoc o comparaciones multiples de la dindmica de
crecimiento V. alginolyticus
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Tabla 12.
Analisis estadistico

VARIABLE TRATAMIENTOS

DEPENDIENTE TRATAMIENTO (COMBINACIONES) SIG

Acido organico 0,973

Control Terapia de fagos 0,520

Zoea Acido organico control 0,973
g Terapia de fagos 0,653

Terapia de fagos control 0,520

Acido organico 0,653

Nota: Prueba post hoc o comparaciones multiples de dinamica de crecimiento V. parahaemolyticus

Tabla 13

Anadlisis estadistico

VARIABLE
DEPENDIENTE (I) TRATAMIENTO (J) TRATAMIENTO SIG
Control Acido organico ,496
Terapia de fagos ,001
Zoed Acido organico control ,496
Terapia de fagos ,006
Terapia de fagos control ,001
Acido organico ,006
control Acido orgéanico ,970
Terapia de fagos ,948
Mysis Acido organico control ,970
Terapia de fagos ,997
Terapia de fagos control ,948
Acido organico ,997
control Acido organico ,762
Terapia de fagos ,816
Acido organico control , 762
Postlarva III ¢ Terapia de fagos ,995
Terapia de fagos control ,816
Acido organico 995
control Acido organico ,999
Terapia de fagos 472
Acido organico control ,999
Postlarva VII ¢ Terapia de fagos ,455
Terapia de fagos control 472
Acido organico ,455

Nota: Prueba post hoc o comparaciones miiltiples de dindmica de crecimiento V. vulnificus
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Tabla 14

Analisis estadistico de prueba post hoc

Variable

dependiente (I) Tratamiento  (J) Tratamiento Sig.
Acido organico ,387
control ]
Terapia de fagos ,272
) ) control ,387
Zoea Acido organico ]
Terapia de fagos 978
) control ,272
Terapia de fagos . .
Acido organico 978
Acido organico ,996
control _
Terapia de fagos ,793
) ) ) control ,996
Mysis Acido organico )
Terapia de fagos ,838
) control , 793
Terapia de fagos ) _
Acido organico ,838
Acido organico ,888
control _
Terapia de fagos ,584
) ) control ,888
Postlarva III Acido organico ]
Terapia de fagos ,861
) control ,584
Terapia de fagos . .
Acido organico ,861
Acido organico ,494
control _
Terapia de fagos ,900
) ) control ,494
Postlarva VII Acido organico ]
Terapia de fagos ,731
) control ,900
Terapia de fagos ) )
Acido organico ,731

Nota: Prueba post hoc o comparaciones multiples de dindmica de crecimiento de pseudomonas
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Tabla 15.

Concentracion minima inhibitoria en el estadio zoea, evaluado en peceras

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA EN TERAPIA DE FAGOS EN EL

ESTADIO ZOEA
ESTADIO ZOEA
Bacterias Control 0,0005 ml 0,0010 ml 0,0020 ml
negativo
V. alginolyticus P P P

V. Parahemolyticus P P P

P
V. Vulnificus P P P -
P

Pseudomonas P P P

Nota: Se representa mediante la siguiente tabla las dosis usadas en el estadio zoea, que fueron 0,0005 ml/L,

0,0010ml/L y 0,0020 ml/L

Tabla 16.

Concentracion minima inhibitoria en el estadio mysis, evaluado en peceras

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA EN TERAPIA DE FAGOS EN

EL ESTADIO MYSIS
ESTADIO MYSIS
Bacterias Control 0,0020 ml 0,0040 ml 0,0060 ml
negativo
V. alginolyticus P P P -
V. Parahemolyticus P - N N
V.Vulnificus P - N N
Pseudomonas P - N N

Nota: Se representa mediante la siguiente tabla las dosis usadas en el estadio mysis, que fueron 0,0020 ml/L,

0,0040ml/L y 0,0060 ml/L
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Tabla 17.

Concentracion minima inhibitoria en el estadio postlarva, evaluado en peceras

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA EN TERAPIA DE FAGOS EN

EL ESTADIO POSTLARVA
ESTADIO POSTLARVA
Bacterias Control 0,0060 ml 0,0040 ml 0,0020 ml
negativo
V. alginolyticus P P P
V. Parahemolyticus P N N
V.Vulnificus -—N N N

Pseudomonas P P

Nota: Se representa mediante la siguiente tabla las dosis usadas en el estadio zoea, que fueron 0,0020 ml/L,

0,0040ml/L y 0,0060 ml/L
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Fotografia 5: Cosecha de los tanques PL12 Fotografia 6: Preparacion de dosis de bacteriéfagos
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