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RESUMEN

El objetivo de la presente investigacion fué evaluar el uso
de bacteriéfagos incorporados en alimento balanceado
como estrategia de control de Vibrios spp. y su efecto
sobre la supervivencia y el crecimiento de Litopenaeus
vannamei, como alternativa de biocontrol y apoyo a la re-
duccion del uso de antibidticos en sistemas de cultivo. Se
trabajoé con un disefilo completamente al azar con trata-
mientos que incluyeron un grupo control y diferentes dosis:
0,4 L de solucion/kg de alimento (T1), 0,6 L de solucion/kg
de alimento (T2) y 0,8 L de solucion/kg de alimento (T3),
las mismas que fueron aplicadas directamente al alimento
balanceado, mediante un procedimiento de humectacion
y aglutinado. Durante el ensayo se realizd el seguimiento
de la condicién de los organismos, asi como el muestreo
para el analisis microbioldégico en hepatopancreas median-
te medios selectivos para vibrios. Los tratamientos con
bacteridfagos evidenciaron una disminucion de la carga
bacteriana respecto del control, junto con una mejora en la
supervivencia y el desempefio productivo. Los resultados
demostraron la pertinencia de incorporar bacteriéfagos en
la dieta como alternativa de biocontrol frente a vibrios, des-
tacando su potencial para reducir el uso de antibiéticos y
contribuir a una produccidén camaronera mas sostenible.
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ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate the use of
bacteriophages incorporated into feed as a control strategy
for Vibrio spp. and their effect on the survival and growth
of Litopenaeus vannamei, as a biocontrol alternative and
to support the reduction of antibiotic use in aquaculture
systems. A completely randomized design was used with
treatments that included a control group and different do-
ses: 0,4 L of solution/kg of feed (T1), 0,6 L of solution/kg
of feed (T2), and 0,8 L of solution/kg of feed (T3). These
doses were applied directly to the feed using a wetting and
agglutination procedure. During the trial, the condition of
the organisms was monitored, and samples were taken
from the hepatopancreas for microbiological analysis using
selective media for Vibrio. The bacteriophage treatments
showed a decrease in bacterial load compared to the con-
trol, along with an improvement in survival and productive
performance. The results demonstrated the relevance of
incorporating bacteriophages into the diet as a biocontrol
alternative against vibrios, highlighting their potential to re-
duce the use of antibiotics and contribute to more sustaina-
ble shrimp production.

Keywords:
phages, antibiotics, bacteria.
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INTRODUCCION

La camaronicultura constituye una actividad estratégica
para la economia ecuatoriana, con una dinamica exporta-
dora que se ha consolidado en los Ultimos afios y demanda
soluciones técnicas que sostengan la productividad y la
inocuidad (Gonzabay-Crespin et al., 2021; Jiménez et al.,
2021). Bajo este contexto, las enfermedades bacterianas
asociadas a vibrios representan un desafio recurrente por
su impacto en la supervivencia, el crecimiento y la estabi-
lidad sanitaria de los sistemas de cultivo. Diversas espe-
cies del género Vibrio se asocian a cuadros que incluyen
vibriosis sistémica, formas luminiscentes y procesos que
comprometen el hepatopancreas, con efectos directos so-
bre el rendimiento productivo (Barrantes, 2023; Vinay et
al., 2019; Yin et al., 2022). La severidad del cuadro clinico
puede variar segun la cepa, la carga bacteriana y la con-
dicion fisiologica del camardn, lo cual complica el control
en escenarios de alta densidad y estrés (Galaviz-Silva et
al., 2021).

Las principales especies de Vibrio asociadas a enfermedades bac-
terianas en camardn y sus respectivos cuadros patoldgicos se re-
sumen en la Tabla 1.

Tabla 1. Principales especies de Vibrio asociadas a enfer-
medades en camardn

Especies de Vibrio | Enfermedad o cuadro | Principales efectos

patolégico en el camaron
Vibrio  parahae- | Necrosis aguda del | Destruccion del
molyticus hepatopancreas | hepatopancreas,

(AHPND/EMS) anorexia y mortali-

dades masivas

Vibriosis luminiscente | Bioluminiscencia,
septicemia y altas

mortalidades

Vibrio harveyi

Lesiones externas,
melanizacion y re-
duccién de super-

Vibrio vulnificus Vibriosis sistémica

vivencia
Vibrio  alginolyti- | Vibriosis oportunista | Necrosis en apén-
cus dices y estrés cro-
nico
Vibrio splendidus | Vibriosis asociada a | Inmunosupresion vy

estrés bajo rendimiento

Vibrio anguillarum | Vibriosis hemorragica | Septicemia y mor-

talidad progresiva

Vibrio campbellii | Vibriosis luminiscente | Alta patogenicidad

en larvas

Dafio tisular severo
y retraso del creci-
miento

Fuente: Elaboracion propia en base a Vinay et al. (2019; Yin et al. (2022); Galaviz-
Silva et al. (2021) y Barrantes (2023).

Necrosis bacteriana
del hepatopancreas

Vibrio penaeicida
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Para el control de Vibrios spp, se ha incorporado antibi6ti-
Cos y otros quimioterapéuticos; sin embargo, el uso inten-
sivo e indiscriminado se asocia con la seleccion de bac-
terias resistentes y la presencia de genes de resistencia
en ambientes acuicolas, lo cual implica riesgos sanitarios
y ambientales y reduce la eficacia de las medidas tera-
péuticas (Hossain et al., 2022; Shao et al., 2021). Por ello,
las alternativas biolégicas cobran relevancia en la agen-
da cientifica y productiva, incluyendo probiéticos, inmu-
noestimulantes y otras estrategias de manejo integradas
(Bondad-Reantaso et al., 2023; Pérez-Chabela et al., 2020).
En el conjunto de alternativas emergentes, los bacterio-
fagos se consideran una opcioén de biocontrol por su ca-
pacidad de infectar y lisar bacterias especificas, con una
alta selectividad que permite reducir poblaciones patége-
nas sin afectar de manera amplia a la microbiota benéfica
(Castario, 2019; Fuentes et al., 2021). Ademés, su versa-
tilidad trasciende la fagoterapia clésica, al explorarse apli-
caciones en inocuidad alimentaria, bioprocesos y control
microbioldgico en diferentes matrices (Gallego & Jimenez,
2022; Jun et al., 2014). En acuicultura, se ha documentado
que los fagos pueden dirigirse contra vibrios de importan-
Cia sanitaria en crustaceos y peces y que, cuando se em-
plean en combinacion, pueden ampliar el rango de accion
y mitigar la aparicion de resistencia bacteriana (Borrego &
Lanzas, 2022).

La evidencia experimental en camardn sugiere efec-
tos protectores frente a infecciones por Vibrio parahae-
molyticus, con mejoras en respuesta inmune y desempe-
Ao productivo (Alagappan et al.,, 2016; Le et al., 2023).
De forma complementaria, el uso de coécteles de fagos
ha mostrado una eliminacién selectiva y eficiente de es-
pecies de Vibrio en entornos camaroneros, conservando
la estabilidad del sistema (Lomeli-Ortega et al., 2023).
Pese a este avance, persisten necesidades metodolégicas
y aplicadas relacionadas con la formulacién, estabilidad y
via de administracion de fagos para su incorporacion en
programas de control sanitario. La administracién median-
te alimento balanceado resulta atractiva por su factibilidad
operativa y porque permite una exposicion sostenida en el
tracto digestivo, sitio clave de colonizacion bacteriana en
el camaron.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la eficiencia
de bacteriéfagos incorporados en el alimento balan-
ceado para el control de Vibrios spp. y su efecto sobre
la supervivencia y el crecimiento de Litopenaeus van-
namei, como alternativa de biocontrol y apoyo a la re-
duccién del uso de antibidticos en sistemas de cultivo.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo experimental se realiz6 en el Laboratorio de
Maricultura, dentro de las instalaciones de la Facultad de
Ciencias Agropecuarias (FCA) de la “Universidad Técnica
de Machala” en el cantén Machala-Provincia de El Oro
-Ecuador.
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Fig. 1. Ubicacion del trabajo experimental, UTMACH - FCA
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Fuente: Google Earth (2026)

Para el desarrollo de la investigacion se emplearon 12 uni-
dades experimentales de plastico con una capacidad de
40 litros, distribuidas en tres réplicas para cada tratamien-
to: 0,4 L de solucion/kg de alimento (T1), 0,6 L de solucién/
kg de alimento (T2) y 0,8 L de solucion/kg de alimento (T3),
incluyendo un tratamiento de control (TO).

Diserio experimental

Se empled un disefio completamente al azar (DCA) con cu-
atro tratamientos: control sin bacteriéfagos (T0) y tres dosis
de bacteriéfagos incorporados al alimento (T1: 0,4 L/kg;
T2: 0,6 L/kg; T3: 0,8 L/kg), con tres réplicas por tratamien-
to (n = 3), para un total de 12 unidades experimentales.
La variable de respuesta principal fue la carga bacteriana
de Vibrios spp. en hepatopancreas, expresada como UFC.
Previo al analisis, los recuentos de UFC se transformaron
a log10(UFC + 1) para aproximar la normalidad. Se verifi-
caron los supuestos de normalidad (Shapiro-Wilk) y homo-
geneidad de varianzas (Levene). Para comparar tratamien-
tos se aplicd un ANOVA de una via y, cuando se detectaron
diferencias, se utilizd la prueba post hoc de Tukey para
comparaciones multiples. El nivel de significancia fue a =
0,05. El andlisis se realizé en IBM SPSS Statistics v25.

Tabla 2. Disefio experimental

TO T1 T3 T2

Balanceado 0,4 L de so- 0,8 L/kg de | 0,6 L/kg de so-
lucion/kg de | solucion/Kg | lucion  /Kg de
alimento de alimento alimento

T TO T2 T1

0,4 L de so-|Balanceado | 0,6 L/kg de|0,4 L de solu-

lucion/kg de solucion/Kg | cién/kg de ali-

alimento de alimento mento

T3 T2 TO T3

0,8 L de so-|0,6 L de so- | Balanceado 0,8 L de solu-

lucion /kg de | lucion kg cion/kg de ali-

alimento de alimento mento
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Obtencion y acondicionamiento de organismos.

Se adquirieron 70 ejemplares de Litopenaeus vannamei
(camarén blanco) en una granja camaronera ubicada en
el sector Hualtaco (cantdn Huaquillas, provincia de El Oro,
Ecuador). Se seleccionaron 60 organismos con un peso
aproximado de 8 g para el ensayo (figura 2). El transporte
se realizé en recipientes con aireacion para asegurar el su-
ministro de oxigeno (figura 3). El agua inicial se recolectd
del sitio de origen y, para recambios posteriores, se utilizd
agua del sector La Pitahaya (Arenillas, El Oro), almacena-
da en tanques con aireacion constante. Previo a su uso, el
agua se filtr6 mediante malla y se mantuvo con aireacion.
Durante el ensayo, los parametros fisicos del agua se man-
tuvieron estables en torno a temperatura 25 °C, salinidad
30 ppty pH 7,6.

Fig. 2. Obtencion de camarones

Preparacion de medios de cultivo y analisis microbioldgico.

Para el analisis microbiolégico bajo condiciones de asep-
sia, se extrajeron muestras de hepatopancreas (HP) de ca-
marones enfermos con vibriosis; las muestras se maceraron
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y se realizaron diluciones seriadas utilizando agua pepto-
nada a 10", 107, 10°, posteriormente se realizé la siembra
microbiolégica utilizando Agar TCBS como medio selectivo
para vibrios spp. Las placas sembradas fueron incubadas
a 28 °C por 24 h, identificandose las colonias desarrolladas
por su coloracion (figura 4).

Fig. 4. Cepas de vibrios para infeccion de camarones

|

Aplicacion de los bacteriofagos en el balanceado

Se utilizé un coctel de vibriéfagos en solucion liquida dise-
flado para regular el crecimiento de vibrios mediante lisis
bacteriana, tomando en consideracion la dosis que el fa-
bricante lo recomienda de 0.6 litros de solucién por cada
kilogramo de alimento. Para el ensayo, el bacteriéfago se
incorporé al alimento balanceado mediante una mezcla
con agua destilada para evitar contaminaciéon, que per-
mitié la humectacion total del alimento y la adicién de un
aglutinante para favorecer la adhesion y compactacion del
producto sobre los pellets. Se evaluaron tres dosis inclu-
yendo la dosis utilizada por el fabricante: 0,4 L de solucién/
kg de alimento (T1), 0,6 L de solucion/kg de alimento (T2) y
0,8 L de solucion/kg de alimento (T3). El control (TO) recibio
Unicamente alimento balanceado (Tabla 3).

Tabla 3. Distribucion de producto en diferentes
concentraciones

Dosis de bacterio-
Identificacion Contenido fago (L de solucién/
kg de alimento)
TO Balanceado 0
T1 Balanceado + bacteri¢fago | 0,4
T2 Balanceado + Bacteriofago | 0,6
T3 Balanceado + Bacteriofago | 0,8

Variables evaluadas.

La variable principal fue la carga bacteriana de Vibrios spp.
en hepatopancreas, expresada como unidades formado-
ras de colonias (UFC). Ademas, se registro la superviven-
cia final y el peso inicial y final para estimar la ganancia de
peso durante el periodo experimental.

RESULTADOS-DISCUSION

Carga bacteriana de Vibrios spp.

Los tratamientos con bacteriéfagos redujeron marcada-
mente la carga de Vibrios spp. en hepatopancreas frente al
grupo control. La dosis intermedia (T2; 0,6 L/kg) presentd
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la mayor reduccion relativa (carga final: 826,7 UFC; reduc-
cion >96%), seguida de T3 (0,8 L/kg; 803,3 UFC)y T1 (0,4
L/kg; 1683,3 UFC). En contraste, en el control (TO) la carga
bacteriana aumentd durante el periodo de evaluacion, lo
que sugiere proliferacion bacteriana en ausencia de bio-
control (Figura 5).
Ginga s nial e

(CUaFr%:j bacteriana final de Vibrios

30.000,0

20.000,0

[22.000.0]

[22.000.0] [22.000.0 22.000,0]

10.000,0

Carga bacteriana inical y final de Vibrios (UFQ)

00
Control (testigo) o4L 06L 08L
bacteriofagosi/kg bacteriofagos/kg bacteriofagos/kg
de AB de AB de AB

Tratamientos

Fig. 5. Efecto de los bacteriéfagos en la carga bacteriana
(UFC) en hepatopancreas de camaron.

De acuerdo a la revision de la literatura, la reduccion ob-
servada en hepatopancreas concuerda con la actividad
litica descrita para vibriéfagos aislados de ambientes ca-
maroneros y evaluados frente a Vibrio spp., donde se re-
porta disminucién de poblaciones bacterianas y/o control
de vibriosis bajo condiciones experimentales (Vinay et al.,
2019; Yin et al., 2022). Asimismo, el empleo de coécteles
de fagos ha demostrado eliminar selectivamente diversas
especies de Vibrio en el ambiente de cultivo, o que respal-
da el uso de formulaciones multicepa en sistemas con alta
diversidad bacteriana (Lomeli-Ortega et al., 2023; Borrego
& Lanzas, 2022). Aunque estos estudios difieren en matri-
cesy vias de aplicacion, el patrén comun es la selectividad
del fago por su hospedero bacteriano, lo que explica la
disminucién de Vibrios spp. sin requerir antimicrobianos de
amplio espectro.

Estos resultados son relevantes porque el control de vibrios
en camaronicultura suele apoyarse en quimioterapéuticos,
cuyo uso favorece la seleccion y diseminacion de bacterias
resistentes y genes de resistencia, con riesgos ambientales
y sanitarios (Hossain et al., 2022; Shao et al., 2021). En este
sentido, revisiones recientes destacan la integracion de al-
ternativas como probidticos, inmunoestimulantes y fagote-
rapia en esquemas preventivos para disminuir la presion
de seleccion asociada al uso de antimicrobianos (Bondad-
Reantaso et al., 2023; Pérez-Chabela et al., 2020). La fago-
terapia ofrece ventajas adicionales por su especificidad y
por la posibilidad de combinar fagos, lo que puede ampliar
el rango de accion frente a diferentes cepas y contribuir
a retrasar la aparicion de resistencia bacteriana (Castafio,
2019; Gallego & Jimenez, 2022; Borrego & Lanzas, 2022).

Sin embargo, debe considerarse que el recuento en TCBS
cuantifica vibrios presuntivos a nivel de género; por tanto,
la comparacion con estudios especificos sobre V. parahae-
molyticus u otras especies debe interpretarse con caute-
la. Trabajos orientados a especies, como el aislamiento
de fagos con actividad litica contra V. parahaemolyticus
en estanques de P vannamei, muestran que la eficacia
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depende de la compatibilidad fago—cepa y de condiciones
ambientales (Yin et al., 2022). De igual forma, el uso de
fagos en matrices alimentarias marinas se ha validado en
aplicaciones de inocuidad (Jun et al., 2014), lo que sugiere
que la administracion via alimento es factible; no obstante,
se recomienda caracterizar la estabilidad del producto en
el pellet y su actividad a lo largo del almacenamiento y la
digestion, como sefalan revisiones en acuicultura (Schulz
et al., 2022; Borrego & Lanzas, 2022).

Supervivencia y crecimiento

En la Figura 6 se observa que T2 alcanzé la mayor super-
vivencia (100%) y la mayor ganancia de peso (2,95 g) al
final del periodo experimental. T1 y T3 también mejoraron
respecto del control, con supervivencias de 80% y 87% y
ganancias de peso de 2,69 gy 2,87 g, respectivamente. El
grupo control registré los valores mas bajos (67 % de super-
vivencia y 1,93 g de ganancia), lo que sugiere una relacion
entre la reduccion de vibrios y el desempefio productivo
(Figura 7).

Fig. 6. Efecto de los bacteridfagos en la supervivencia final
(%).
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Fig. 7. Efecto de los bacteridfagos en el peso final (g).
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El efecto sobre supervivencia y crecimiento es consisten-
te con investigaciones en camarén donde la administra-
cion de fagos frente a V. parahaemolyticus disminuye la
severidad de la infeccion y se asocia con mejoras en su-
pervivencia y en la condicion tisular del hepatopancreas
(Alagappan et al., 2016; Le et al., 2023). En el presente

estudio, la reduccion de la carga bacteriana en hepato-
pancreas (Figura 5) coincide con el mejor desempefio pro-
ductivo (Figuras 6-7), lo que respalda la hipdtesis de que
limitar la colonizacion bacteriana en este érgano contribuye
a sostener el consumo y la eficiencia del alimento en con-
diciones de desafio.

Aunque T3 mostré una carga final de vibrios numéricamen-
te similar a T2, no se observd una ventaja adicional en su-
pervivencia o ganancia de peso. Este comportamiento su-
giere que, dentro del rango evaluado, una dosis intermedia
puede ser suficiente para alcanzar una dosis efectiva en el
tracto digestivo, mientras que incrementos adicionales po-
drfan no traducirse en beneficios productivos por factores
como saturacion de sitios de infeccion bacteriana o varia-
ciones en la dinamica fago-bacteria—huésped (Schulz et
al., 2022; Borrego & Lanzas, 2022). Desde una perspectiva
de adopcion en granja, identificar una dosis minima efecti-
va es clave para optimizar costos y facilitar la incorporacion
de fagos en programas integrados de manejo sanitario.

CONCLUSIONES

La incorporaciéon de bacteriéfagos en el alimento balan-
ceado mostré un efecto favorable para el control de Vibrios
spp. en el camardn blanco, al asociarse con menores car-
gas bacterianas en hepatopancreas y con mejoras en su-
pervivencia y crecimiento frente al control. La dosis de 0,6
L/kg de alimento representd el mejor desempefio integral
dentro de las condiciones evaluadas, al combinar un con-
trol microbiolégico elevado con el mayor rendimiento pro-
ductivo. Estos hallazgos respaldan la aplicaciéon de bacte-
riofagos como alternativa de biocontrol con potencial para
reducir el uso de antibiéticos y fortalecer la sostenibilidad
sanitaria en el cultivo de camarén. Se recomienda ampliar
estudios adicionales en condiciones comerciales y sobre
la estabilidad del producto durante el almacenamiento del
alimento son necesarios para respaldar su aplicacion a es-
cala productiva.
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