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Resumen 
 
Las enfermedades causadas por bacterias del género Vibrio en el cultivo de camarón son de 
gran importancia debido a su impacto negativo en la industria acuícola. Estas bacterias pueden 
causar diversas enfermedades en camarones, como la necrosis hepatopancreática aguda 
(AHPND). La fagoterapia es una alternativa para el biocontrol de estas bacterias patógenas que 
presenta importantes ventajas, como la alta especificidad a sus huéspedes, la replicación en el 
sitio de infección, y la capacidad de infectar a bacterias resistentes a antibióticos. Sin embargo, 
la estabilidad de los fagos en el sistema de cultivo es una preocupación latente, ya que los fagos 
presentan una estabilidad limitada en solución y experimentan una caída significativa en el 
título de fagos durante el procesamiento y almacenamiento. El método de encapsulación de 
bacteriófagos, un área que aún no se estudia del todo, se presenta como una potencial 
alternativa para atender esta problemática. En el presente estudio se evaluó la eficacia 
terapéutica de un cóctel de bacteriófagos (vB_Vp_PvVp05, vB_Vp_PvVp07 y vB_Vp_PvVp11), 
encapsulados en alginato de sodio comercial y de mediana viscosidad, pectina, 
carboxilmetilcelulosa, liposomas y liofilizado en pectina como agente de biocontrol de Vibrio 
parahaemolyticus para su uso en terapias fagicas pasiva y activa. Se observó que el encapsulado 
en alginato de sodio de mediana viscosidad presentó la mayor liberación de fagos activos y al 
momento de ser incorporado a alimento para camarón y horneados a 80 – 100°C, se mantuvo 
una concentración de 1.3 x105 UFP/g después de 100 días de almacenamiento. Para la 
evaluación de las terapias pasiva y activa se realizó una infección experimental en juveniles de 
Penaeus vannamei para conocer la efectividad de los encapsulados, utilizando para la terapia 
pasiva la cepa Vp M0904 y para la activa la cepa Vp M0605. El experimento de terapia pasiva 
mostró una mortalidad del 80.6% en los camarones a las 48 hpi (p > 0.05) y una concentración 
de 5 x102 UFC/mL de Vibrio spp. no fermentativos en TCBS. En el caso de la terapia activa no se 
presentó mortalidades, pero hubo una disminución de la concentración de Vibrio spp. no 
fermentativos en TCBS con 5.56 x101 UFC/mL a las 48 hpi (p < 0.05) y aumentó la densidad de 
vibriófagos en 1.4 x102 UFP/mL en el agua de los acuarios (p < 0.05). Se determinó que la terapia 
pasiva no ofreció ninguna ventaja para el control de Vibrio parahaemolyticus, a diferencia de la 
terapia activa, que sí demostró ser efectiva en el control de esta bacteria. 
 
Palabras clave: vibriófagos, encapsulado, Penaeus vannamei, terapia activa, terapia pasiva. 
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Summary 
 
Diseases caused by bacteria of the Vibrio genus in shrimp farming are of great importance due 
to their negative impact on the aquaculture industry. These bacteria can cause various diseases 
in shrimp, such as acute hepatopancreatic necrosis disease (AHPND). Phage therapy is an 
alternative for the biocontrol of these pathogenic bacteria, offering significant advantages, 
including high specificity to their hosts, replication at the infection site, and the ability to infect 
antibiotic-resistant bacteria. However, the stability of phages in the farming system is a 
persistent concern, as phages have limited stability in solution and undergo a significant drop in 
phage titer during processing and storage. The method of bacteriophage encapsulation, an area 
that is not yet fully explored, emerges as a potential alternative to address this issue. In this 
study, the therapeutic efficacy of a cocktail of bacteriophages (vB_Vp_PvVp05, vB_Vp_PvVp07, 
and vB_Vp_PvVp11), encapsulated in commercial medium-viscosity sodium alginate, pectin, 
carboxymethylcellulose, liposomes, and lyophilized pectin, was evaluated as a biocontrol agent 
against Vibrio parahaemolyticus for use in passive and active phage therapies. It was observed 
that encapsulation in medium-viscosity sodium alginate showed the highest release of active 
phages, maintaining a concentration of 1.3 x 105 PFU/g after 100 days of storage when 
incorporated into shrimp feed and baked at 80–100°C.For the evaluation of passive and active 
therapies, an experimental infection was conducted on Penaeus vannamei juveniles to assess 
the effectiveness of the encapsulated phages. The passive therapy experiment showed a 
mortality rate of 80.6% in shrimp at 48 hpi (p > 0.05) and a concentration of 5 x 102 CFU/mL of 
non-fermentative Vibrio spp. on TCBS agar. In the case of active therapy, no mortalities were 
observed, but there was a decrease in the concentration of non-fermentative Vibrio sp. on TCBS 
agar to 5.56 x 101 CFU/mL at 48 hpi (p < 0.05), and the density of vibriophages increased to 1.4 x 
102 PFU/mL in the aquarium water (p < 0.05). It was determined that passive therapy offered no 
advantage for the control of Vibrio parahaemolyticus, unlike active therapy, which proved to be 
effective in controlling this bacterium. 
 
Keywords: vibriophages, encapsulated, Penaeus vannamei, active therapy, passive therapy. 
 
ORCID: 0009-0009-2127-3888 

Vo.Bo. 
 
 
  

 
______________________________        _____________________________ 

                    Dr. Eduardo Quiróz Guzmán    Dr. Alberto Peña Rodríguez 
                                     Co-Director     Co-Director  
 
  



iii 

 

Dedicatoria 

 

 

A mi familia que me acompañó en cada momento y me motivaron a salir adelante.  



iv 

 

Agradecimientos 

 

Al Centro de Investigaciones Biológicas del Noroeste, S. C. (CIBNOR) y a la Dirección de Estudios 

de Posgrado y Formación de Recursos Humanos, por permitirme realizar mis estudios de 

Maestría y emplear las instalaciones y recursos para la elaboración de este trabajo. 

 

Al Consejo Nacional de Humanidades Ciencias y Tecnologías (CONAHCYT) por la beca otorgada 

(No. 1084641). 

 

Al Departamento de Becas de CIBNOR por la beca de “Apoyo parcial para gastos de 

manutención para finalizar maestría” (No. 123 ID 1528). 

 

A mis Co-Directores Dr. Eduardo Quiroz Guzmán y Dr. Alberto Peña Rodríguez, así como a mi Co-

Tutora Dra. Sonia Araceli Soto Rodríguez por su apoyo, guía y paciencia durante mis estudios de 

maestría. 

 

Al Laboratorio de Microbiología y Biotecnología para la Integración Agroacuícola y Multitrófica 

por proporcionarme los bacteriófagos, bacterias y recursos necesarios para la tesis. 

 

Al Laboratorio de Nutrición Acuícola en especial al Dr. Ernesto Goytortúa Bores por permitirme 

el uso de las instalaciones y equipos. 

 

Al Laboratorio de Diagnostico Microbiológico en especial a la Dra. Norma Angélica Ochoa 

Álvarez por la disponibilidad de las instalaciones y en asesoría que nos ha brindado a mis 

compañeros y a mí. 

 

Al Laboratorio de Fisiología Comparada en especial a la técnico Patricia Hinojosa Baltazar, 

Q.E.P.D., por su amabilidad y apoyo otorgado.  

 



v 

 

Al grupo de Nanotecnología y Biocontrol Microbiano adscrito al Programa de 

Agricultura en Zonas Áridas en especial a José Manuel Melero Astorga por permitirme hacer uso 

de su laboratorio y equipo. 

Víctor Álvarez de GENAMEX por su apoyo en la donación de organismos para los bioensayos de 

terapia activa. 

 

Al Laboratorio de Bacteriología en el CIAD especialmente a Karla Aguilar por la compañía y 

asesoría brindada. 

 

A mis amigos y compañeros de Laboratorio Bernardo Veyrand, Omar Lomelí, Diana Barajas y 

Marbella Rodas por todos los momentos agradables trabajando junto a ellos y por ser un apoyo 

invaluable. 

 

A Diana Rojas por su amistad que hizo que esta etapa fuera amena. 

 

A Alexis Martínez por siempre alegrarme los días y acompañarme en los buenos y malos 

tiempos.  

 

A mi Hermana y mi Madre, quienes me han motivado a continuar este proyecto. 

 

 

  



vi 

 

Contenido 
 
Resumen ........................................................................................................................................... i 
Summary .......................................................................................................................................... ii 
Dedicatoria ...................................................................................................................................... iii 
Agradecimientos ............................................................................................................................. iv 
Lista de figuras .............................................................................................................................. viii 
Lista de tablas ................................................................................................................................. ix 
Glosario ............................................................................................................................................ x 
1. INTRODUCCIÓN ........................................................................................................................... 1 
2. ANTECEDENTES ............................................................................................................................ 3 

2.1 El estado actual de la acuicultura de camarón ...................................................................... 3 
2.2 Vibrio parahaemolyticus y AHPND ......................................................................................... 4 
2.3 Herramientas para el bio-control de patógenos .................................................................... 5 

2.3.1 Probióticos ....................................................................................................................... 5 
2.3.2 Desarrollo de líneas de camarones tolerantes a AHPND ................................................ 6 
2.3.3 Compuestos derivados de plantas .................................................................................. 6 
2.3.4 Tecnología biofloc ........................................................................................................... 7 
2.3.5 Fagoterapia ...................................................................................................................... 7 

2.4 Encapsulamiento de bacteriófagos líticos .............................................................................. 8 
2.4.1 Liposomas ........................................................................................................................ 9 
2.4.2 Hidrogeles...................................................................................................................... 10 

3. JUSTIFICACIÓN ........................................................................................................................... 11 
4. HIPOTESIS ................................................................................................................................... 12 
5. OBJETIVOS .................................................................................................................................. 13 

5.1 Objetivo general ................................................................................................................... 13 
5.2 Objetivos específicos ............................................................................................................ 13 

6. MATERIAL Y MÉTODOS ............................................................................................................. 14 
6.1 Cepas bacterianas ................................................................................................................ 14 
6.2 Bacteriófagos ........................................................................................................................ 14 
6.3 Encapsulación en alginato .................................................................................................... 15 
6.4 Encapsulación en pectina ..................................................................................................... 16 
6.5 Encapsulación en carboximetilcelulosa (CMC) .................................................................... 17 
6.6 Encapsulación en liposoma .................................................................................................. 17 
6.7 Encapsulación en liofilizados ................................................................................................ 18 
6.8 Evaluación de presencia de vibriófagos en las microesferas ............................................... 18 
6.9 Producción de alimentos a diferentes temperaturas .......................................................... 19 
6.10 Preparación de los alimentos para camarón para el desafío experimental ...................... 20 
6.11 Evaluación de la actividad de los vibriófagos encapsulados en el alimento ...................... 20 
6.12 Liberación de los fagos en el tracto digestivo del camarón ............................................... 21 
6.13 Evaluación in vivo de la fagoterapia en camarón ............................................................... 21 

6.13.1 Condiciones de aclimatación ....................................................................................... 22 
6.13.2 Preparación del inóculo .............................................................................................. 23 
6.13.3 Desafío experimental con camarones ......................................................................... 23 

6.14 Análisis estadísticos ............................................................................................................ 25 



vii 

 

7. RESULTADOS .............................................................................................................................. 26 
7.1 Encapsulación en alginato .................................................................................................... 26 
7.2 Encapsulación en pectina ..................................................................................................... 28 
7.3 Encapsulación con carboximetilcelulosa .............................................................................. 28 
7.4 Encapsulación de liofilizados y liposoma ............................................................................. 29 
7.5 Producción de alimentos a diferentes temperaturas .......................................................... 29 
7.6 Evaluación de la estabilidad de los vibriófagos encapsulados en el alimento..................... 30 
7.7 Liberación de fagos en el tracto digestivo del camarón ...................................................... 34 
7.8 Bioensayos de fagoterapia ................................................................................................... 35 

7.8.1 Terapia pasiva ................................................................................................................ 35 
7.8.2 Terapia activa ................................................................................................................ 38 

8. DISCUSIÓN ................................................................................................................................. 42 
8.1 Encapsulación del coctel de fagos ........................................................................................ 42 
8.2 Evaluación de la actividad lítica de los encapsulados en el alimento .................................. 44 
8.3 Fagoterapia in vivo ............................................................................................................... 46 

8.3.1 Terapia pasiva ................................................................................................................ 46 
8.3.2 Terapia activa ................................................................................................................ 47 

9. CONCLUSIONES .......................................................................................................................... 49 
10. LITERATURA CITADA ................................................................................................................ 50 
11. ANEXOS .................................................................................................................................... 58 

Anexo 1. Fotos de las pruebas de superposición de agar suave de los encapsulados. ............. 58 
Anexo 2. Hepatopáncreas diseccionados de los organismos a las 48 h post infección en la 
terapia pasiva. ............................................................................................................................ 64 
Anexo 3. Análisis de supervivencia durante el bioensayo de infección con M0605 (terapia 
activa) y el alimento experimental. ............................................................................................ 64 
Anexo 4. Hepatopáncreas diseccionados de los organismos a las 48 h post infección............. 67 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



viii 

 

Lista de figuras 
 

Figura 1. Esquema de los tratamientos del desafío experimental en terapia pasiva con la cepa 
M0904 y el alimento experimental con encapsulados de vibriófagos. ......................................... 24 
Figura 2. Esquema de los tratamientos del desafío experimental en terapia activa con la cepa 
M0605 y el alimento experimental con encapsulados de vibriófagos.. ........................................ 25 
Figura 3. Análisis de UFP/g de los alimentos experimentales horneados a 80°C durante 2 meses 
y medio. .......................................................................................................................................... 31 
Figura 4. Análisis de UFP/g de los alimentos experimentales horneados a 90°C durante 2 meses 
y medio. .......................................................................................................................................... 32 
Figura 5. Análisis de UFP/g de los alimentos experimentales horneados a 100°C durante 2 meses 
y medio. .......................................................................................................................................... 32 
Figura 6. Análisis de UFP/g de los alimentos experimentales horneados a 110°C y, cuantificados 
durante 2 meses y medio. .............................................................................................................. 33 
Figura 7. Análisis de UFP/g del alimento experimental con encapsulados en alginato de sodio 
horneado a 80°C. ............................................................................................................................ 34 
Figura 8.  UFC/mL de las colonias verdes durante el bioensayo de terapia pasiva con M0904 y el 
alimento experimental elaborado para el desafío con vibriófagos encapsulados en alginato de 
sodio. .............................................................................................................................................. 37 
Figura 9. Análisis de UFC/mL de las colonias amarillas durante el bioensayo de terapia pasiva 
con M0904 y el alimento experimental elaborado para el desafío con vibriófagos encapsulados 
en alginato de sodio. ...................................................................................................................... 37 
Figura 10. Análisis de supervivencia durante el bioensayo de terapia pasiva con M0904 y el 
alimento experimental. .................................................................................................................. 38 
Figura 11. Análisis de UFC de las colonias verdes durante el bioensayo de terapia activa con 
M0605 y el alimento experimental con fagos encapsulados en alginato de sodio (n=3). ............ 40 
Figura 12. Análisis de UFC de las colonias amarillas durante el bioensayo de terapia activa con 
M0605 y el alimento experimental con fagos encapsulados en alginato de sodio (n=3). ............ 41 
Figura 13. Análisis de UFP/mL de agua durante el bioensayo de terapia activa con M0605 y el 
alimento experimental con fagos encapsulados en alginato de sodio, n=3. ................................. 41 
 
  



ix 

 

Lista de tablas 
 

Tabla 1. Colección de bacteriófagos empleados en este trabajo. ................................................. 14 
Tabla 2. Producción de encapsulados con alginato de sodio comercial y de mediana viscosidad.
 ........................................................................................................................................................ 16 
Tabla 3. Producción de encapsulados con pectina y alginato de sodio de mediana viscosidad. .. 17 
Tabla 4. Producción de encapsulados con carboximetilcelulosa. ................................................. 17 
Tabla 5. Liofilizados de fago-polímeros ......................................................................................... 18 
Tabla 6. Alimentos experimentales con diferentes tipos de encapsulados de vibriófagos en 
alimentos de camarón horneados a 80, 90, 100 y 110°C. ............................................................. 19 
Tabla 7. Ingredientes y formulación de alimento balanceado para camarón (para 1000 g). ....... 20 
Tabla 8. Efecto de una prueba de superposición de agar suave de las soluciones polímero-
vibriófagos. ..................................................................................................................................... 26 
Tabla 9. Efecto de la prueba de superposición de agar suave de encapsulados en alginato de 
sodio. .............................................................................................................................................. 27 
Tabla 10. Efecto de la prueba de superposición de agar suave de encapsulados en alginato de 
sodio elaborados en la sección 6.3, digeridos en solución salina 2.5% NaCl y en extracto de 
hepatopáncreas. ............................................................................................................................. 27 
Tabla 11. Efecto de la prueba de superposición de agar suave de encapsulados en pectina con 
alginato de sodio elaborados en la sección 6.4, digeridos en solución salina 2.5% NaCl y en 
extracto de hepatopáncreas. ......................................................................................................... 28 
Tabla 12. Efecto de la prueba de superposición de agar suave de encapsulados en 
carboximetilcelulosa elaborados en la sección 6.5, digeridos en solución salina 2.5% NaCl y en 
extracto de hepatopáncreas. ......................................................................................................... 29 
Tabla 13. Efecto de la prueba de superposición de agar suave de encapsulados en 
carboximetilcelulosa elaborados en la sección 6.6 y 6.7, digeridos en solución salina 2.5% NaCl y 
en extracto de hepatopáncreas. .................................................................................................... 29 
Tabla 14. Efecto de la prueba de superposición de agar suave de los alimentos que contienen 
encapsulados de acuerdo con la sección 6.9 y horneados a temperaturas de 80 – 110°C. .......... 30 
Tabla 15. Evaluación de la composición química proximal del alimento referencial y 
experimental. ................................................................................................................................. 34 
Tabla 16. Efecto de la prueba de superposición de agar suave de la prueba de digestibilidad de 
los alimentos con encapsulados en camarón a partir de estómago, intestinos y heces de los 
organismos luego del consumo del alimento. ............................................................................... 35 
  



x 

 

Glosario 

 

Alginato de sodio: son polisacáridos de la sal del ácido algínico obtenido de algas marinas 

pardas y algunas bacterias, su composición está dada por los ácidos β-D-manurónico y α-L-

gulurónico ordenados en bloques con secciones alternadas (Avendaño-Romero et al., 2013; 

Bennacef et al., 2021). 

Carboximetilcelulosa: es un éter derivado de la celulosa constituida por grupos carboximetilo 

de sodio enlazados a grupos hidroxilos de la unidad β-anhidroglucosa (Franco y Mercê, 2006; 

Franco et al., 2007). 

Epizootia: enfermedad animal de tipo contagioso que ataca a un número alto de animales en un 

mismo periodo de tiempo (Uribe-Mendoza, 2015). 

Hemocitos: células del sistema inmune encontradas en la sangre de invertebrados (hemolinfa) 

(Lavine y Strand, 2002). 

Hepatopáncreas: órgano del sistema digestivo de crustáceos con diversas funciones entre las 

que se encuentra la secreción de enzimas, almacenamiento de nutrientes, desintoxicación, 

entre otros (Zeng et al., 2010). 

Lecitina: término genérico que designa a sustancias grasas obtenidas de tejidos animales y 

vegetales compuestas de ácidos fosfórico y grasos, glicerol, glicolípidos, triglicéridos y 

fosfolípidos (Calviño et al., 2017). 

Liofilización: es un proceso de deshidratación de productos a baja presión (vacío) y moderada 

temperatura lo que permite la evaporación del agua por sublimación (Terroni, 1997). 

Patógenos oportunistas: microorganismo que causa enfermedad en organismos cuya defensa 

inmune humoral o innata se encuentra comprometida (Rocha-Gracia et al., 2004). 

Pectina: polímero que se encuentra en la pared celular de planes y en la cascara de las frutas 

compuesto por cadenas lineales de ácido galacturónico cargadas negativamente (Brejnholt, 

2010; Sampaio et al., 2019). 

Profiláctico: medidas aplicadas para prevenir el riesgo de infección y transmisión de 

enfermedades (Astigarraga et al., 2016). 

Quitosano: biopolímero derivado desacetilado de la quitina que se puede encontrar en 

crustáceos, insectos y hongos, está constituido por monómeros de poli β-N-acetil-glucosamina-

co-β-glucosamina (Lárez-Velásquez, 2006; Cusihuamán-Noa et al., 2018). 
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Vibrio: género de bacterias gram-negativas, con forma de bacilos rectos o curvos, metabolismo 

fermentativo y generalmente móviles con flagelación polares, encontrados generalmente en 

ambientes marinos y esteros (Colquhoun y Lillehaug, 2014). 

 

 

 
 

 

 



 

 

1. INTRODUCCIÓN 

 

La acuicultura es el sector de producción de alimento con el crecimiento a nivel mundial más 

rápido y se ha establecido como una fuente de proteína necesaria para satisfacer la ascendente 

demanda de alimentos (FAO, 2018). En las últimas décadas, la alta demanda de productos 

acuícolas a derivado en el desarrollo de sistemas de producción intensivos, sin embargo, este 

tipo de cultivos presenta desafíos sanitarios con la presencia de bacterias patógenas que 

pueden generar pérdidas en la producción (Lightner, 1993). Muchos de estos microorganismos 

patógenos son oportunistas, y pueden permanecer indetectables hasta que una fuente de 

estrés vuelve a los organismos de cultivo susceptibles a enfermedades. Algunos de estas 

condiciones de estrés pueden ser provocadas por parámetros inadecuados o con fluctuaciones 

rápidas de temperatura, pH o salinidad; pobre oxigenación; acumulación de productos tóxicos; 

sobrepoblación; exceso o falta de alimento; exceso de manipulación; y en general, una baja 

calidad de agua (Richards, 2014). Un ejemplo son las bacterias pertenecientes al género Vibrio, 

que son los principales agentes causales de numerosas epizootias en la camaronicultura, debido 

a que estos son patógenos oportunistas (de Souza-Valente y Wan, 2021; Ghosh et al., 2021). 

Algunas cepas de especies de Vibrio como V. parahaemolyticus, V. alginolyticus, V. harveyi, V. 

anguillarum, V. splendidus, V. mimicus, V. damsella, V. vulnificus, V. fischeri, V. cambelli, V. 

ordalli, V. mediterrani, V. orientalis y V. logei pueden producir enfermedades infecciosas en 

camarón en todas sus etapas de vida y son responsables de mortalidades masivas en granjas de 

camarón (Ghosh et al., 2021; Bamel et al., 2022). 

 

En este contexto, Tran et al. (2013) reportaron una cepa de Vibrio parahaemolyticus (Vp) como 

el agente causal de la enfermedad emergente en camarón denominada Enfermedad de la 

Necrosis Hepatopancreática Aguda (AHPND por sus siglas en inglés) la cual provoca hasta un 

100% de mortalidad de la postlarvas en los primeros 20-30 días de cultivo (De Schryver et al., 

2014). El signo más común de la infección es el hepatopáncreas atrofiado blanco a pálido, y a 

nivel histológico se observa el desprendimiento masivo de las células epiteliales en los túbulos 

hepatopancreáticos en la etapa aguda de la enfermedad. Por otro lado, en la etapa terminal se 

observa necrosis de las células epiteliales de los túbulos hepatopancreáticos e infiltración 

hemocítica masiva (Tran et al., 2013; Soto-Rodríguez et al., 2015). Las medidas profilácticas 
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como manejo del estanque (aeración, alimentación, control del pH, temperatura, etc.) y la 

desinfección de los estanques antes de la siembra de las postlarvas, no han sido capaces de 

detener la proliferación de AHPND una vez que aparece en el estanque o en estanques vecinos 

(De Schryver et al., 2014; Hong et al., 2016). Algunas medidas convencionales como interrumpir 

la alimentación o la aplicación de antibióticos y desinfectantes no han sido efectivos (Angulo et 

al., 2019). Adicionalmente, existe el riesgo del desarrollo de multirresistencias en bacterias lo 

que implica un riesgo para los cultivos, por lo que, hay una necesidad urgente por desarrollar 

métodos eficaces para el manejo de esta enfermedad (Rushton et al., 2014; Hong et al., 2016). 

Algunos de los posibles tratamientos o agentes de control son el uso de probióticos, 

inmunoestimulantes, compuestos derivados de plantas, líneas de organismos tolerantes a 

enfermedades, o tecnologías de biofloc (Kumar et al., 2021). 

 

Otra alternativa es la fagoterapia, que implica el uso de bacteriófagos (o fagos) basándose en la 

actividad bactericida que muestran. Los fagos son virus que infectan únicamente a bacterias, 

por lo cual, se consideran parásitos obligados de estas, ya que, requieren de los recursos de la 

célula para poder llevar a cabo su replicación (Zuppi et al., 2022). Los estudios sobre el 

mecanismo de los bacteriófagos líticos es esencial para el desarrollo de la fagoterapia, donde la 

infección conduce exclusivamente a la muerte celular, lisis y liberación de partículas de la 

progenie del bacteriófago (Kropinski 2006; Cisek et al., 2017). Los bacteriófagos han sido 

probados en los campos de la medicina, agricultura y alimentación, debido a que, en 

comparación a los antibióticos, estos presentan alta eficiencia, especificidad y se han mostrado 

amigables con el medio ambiente (Liu et al., 2022). 

 

Actualmente existen numerosos avances en la aplicación de fagos, sin embargo, los desafíos a 

los que se enfrenta la fagoterapia para el control de infecciones son, la administración en los 

organismos y la pérdida de actividad lítica por las condiciones ambientales como la luz UV, 

temperatura, pH, entre otros (Nedovic et al., 2011). Por ello, en el presente trabajo se propone 

la inmovilización o encapsulación de estas partículas en biopolímeros que los protejan de estas 

condiciones y puedan administrarse de forma más sencilla a través del alimento de los 

organismos y, disminuir los signos de infección y mortalidad provocada por la cepa Vp AHPND. 
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2. ANTECEDENTES 

 

2.1 El estado actual de la acuicultura de camarón  

 

Uno de los sectores de producción de alimento con el crecimiento más acelerado a nivel 

mundial es la acuicultura, que comprende el cultivo controlado de todo tipo de animales 

acuáticos y plantas en ambientes de agua dulce, salobre o marina (Pillay y Kutty, 2005). El 

incremento en la actividad acuícola es consecuencia de que ha demostrado tener la capacidad 

de satisfacer la creciente demanda de alimentos con una alta contribución nutricional. 

Adicionalmente, esta actividad genera empleos directos y secundarios que forman una parte 

importante del desarrollo económico de los países productores. Por otro lado, las actividades 

pesqueras presentan un declive debido a la sobreexplotación de los recursos naturales y el 

cambio climático (FAO, 2014; FAO, 2002). A nivel global se ha tenido una producción anual de 

114.5 millones de toneladas con un valor de 263.6 billones de dólares en 2018 (FAO, 2020). Uno 

de los productos con más importancia son los crustáceos, donde la acuicultura genera un 55% 

de estos organismos (FAO, 2018). Entre estos, la especie más relevante es el camarón blanco del 

Pacífico Penaeus vannamei, del cual se cultivan en promedio 3.4 millones de toneladas, con un 

valor estimado de entre 3,800 a 8,800 dólares por tonelada, lo que representa el 53% de los 

crustáceos producidos anualmente en el mundo (FAO, 2018). El camarón P. vannamei es el 

principal crustáceo producido en acuicultura debido a su alta productividad, baja susceptibilidad 

a las enfermedades y, un amplio rango de tolerancia de salinidades y temperaturas (Li et al., 

2017; Thornber et al., 2020). Aun cuando el camarón no es un producto básico, su producción 

en aumento, contribuye a suplir de alimento a la población creciente. En este sentido, se ha 

optado por la tecnificación de los sistemas de cultivo, aplicación de nuevas fórmulas 

alimenticias, y la cría de postlarvas libres de patógenos específicos (SPF, por sus siglas en inglés), 

que han permitido a la acuicultura de camarón llegar a una intensificación y expansión de nivel 

industrial (Thornber et al., 2020). 

 

México se encuentra como uno de los 25 países con mayor importancia en la producción 

acuícola con un crecimiento anual de la producción en los últimos 10 años de 4.56% y una 

producción de 182,110 toneladas de camarón en 2021. Esta producción representa un 72.8% de 
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la actividad camaronera del país que cada vez adquiere un mayor impulso e inversión por su 

capacidad de producción de alimento (CONAPESCA, 2022). Para nuestro país, la especie que 

más se cultiva es el camarón blanco, del cual se produjo 130,344 toneladas en 2017; donde las 

entidades con mayor producción son Sinaloa con 61,763 ton, Sonora con 55,933 ton, Jalisco con 

36,858 ton, Veracruz con 33,910 ton y Chiapas con 29,158 ton (SADER, 2017).  

 

Los sistemas de cultivo en el país siguen un modelo extensivo, semi-intensivo o intensivo, donde 

la diferencia está en la densidad de siembra, el nivel de tecnología aplicada, el control de 

variables fisicoquímicas y biométricas, el consumo de agua y la frecuencia de la dosificación de 

alimentación. En los últimos años, con el fin de suplir alimento y fuente de empleo a la 

población, se ha optado por expandir los sistemas de producción e intensificarlos (Cortés et al., 

2021). No obstante, la intensificación de los cultivos genera una serie de condiciones que 

provocan estrés en los organismos volviéndolos más susceptibles a enfermedades por virus, 

bacterias, hongos y parásitos (Thornber et al., 2020; Vaiyapuri et al., 2021). En este sentido, 

bacterias del género Vibrio están ampliamente distribuidas en el mundo y las infecciones que 

provocan, conocidas como vibriosis, son reportadas tanto en criaderos como en estanques de 

cultivo de camarón (Chandrakala y Priya, 2017). Estas bacterias se consideran como unas de las 

más importantes en la industria acuícola por las pérdidas económicas que provocan (Anh et al., 

2010; Defoirdt et al., 2007). En la actualidad, varias especies del género Vibrio como Vibrio 

parahaemolyticus (Vp) han tomado relevancia por su implicación en mortalidades severas en la 

acuicultura, especialmente en la industria del camarón (Austin y Austin, 2007). 

 

2.2 Vibrio parahaemolyticus y AHPND 

 

Se tienen bien identificados los principales factores de virulencia de Vibrio parahaemolyticus 

que van desde adhesinas como moléculas de adhesión multivalente 7 (MAM7), distintos tipos 

de flagelos, sistemas de secreción y diferentes toxinas (Broberg et al., 2011). En particular la 

adquisición del sistema de secreción de las proteínas hemolisina directa termoestable (TDH) y la 

hemolisina relacionada con TDH (TRH) ha llevado a distintas cepas con varios tipos y niveles de 

patogenicidad (Okada et al., 2010). Otro factor de virulencia es de las cepas asociadas a AHPND 
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que contienen un plásmido (~70 kbp) conocido como pVA1 con los genes de las toxinas PirAvp y 

PirBvp, que expresa homólogos a la toxina binaria relacionada con insectos (Pir) de 

Photorhabdus. (Lai et al., 2015). En México en 2013 ha provocado pérdidas económicas de hasta 

2.5 millones de pesos. Esta enfermedad tiene la capacidad de ocasionar una mortalidad de 

hasta el 100% en un tiempo de 20 a 30 días después de abastecer un estanque con post-larvas. 

Los signos característicos de infección por Vp AHPND son letargo, nado errático, intestino vacío 

y hepatopáncreas atrofiado blanco a pálido con consistencia acuosa en la etapa aguda (Soto-

Rodríguez et al., 2015), y sus lesiones progresivas se han clasificado en cuatro etapas principales 

mediante análisis histopatológico. La etapa inicial se caracteriza por un alargamiento del epitelio 

celular de los túbulos de hepatopáncreas, que carecen de colonización bacteriana y una 

disminución de las vacuolas en las células R y B. En la fase aguda, lo más destacable es el masivo 

desprendimiento de las células epiteliales y ausencia de actividad mitótica en las células E. La 

etapa terminal se caracteriza por túbulos completamente necróticos, proliferación bacteriana y 

melanización causada por la respuesta inflamatoria (Tran et al., 2013; Soto-Rodríguez et al., 

2015; Soto-Rodríguez et al., 2018).  

 

2.3 Herramientas para el bio-control de patógenos 

 

2.3.1 Probióticos 

 

Los probióticos se definen como “microorganismos vivos, que confieren un beneficio en la salud 

del huésped cuando se consumen en cantidades adecuadas”, son ampliamente utilizados para 

mejorar la producción de animales de cultivo por su afectividad, su bajo costo y con mejores 

resultados que otras sustancias químicas para promover la salud del organismo (FAO/WHO, 

2006; LaPorte, 2017). Los probióticos que se han empleado de manera exitosa en los cultivos de 

camarón pertenecen a los géneros Bacillus, Lactobacillus, Enterococcus, Carnobacterium, 

Saccharomyces y Vibrio no-patogénico (Tang et al., 2020). 

 

Los beneficios de su aplicación como suplementos en alimentos o aditivos en el agua es la 

mejora de la calidad del agua del estanque y de las respuestas fisiológicas e inmunológicas de 

los animales, además, reduce el uso de productos químicos y antibióticos en los cultivos (Tang 
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et al., 2020). Aunque, estos microorganismos pueden prevenir enfermedades cuando se aplican 

de forma profiláctica, no tienen los mismos efectos en la aplicación terapéutica y es poco 

probable que curen a los organismos enfermos (LaPorte, 2017). 

 

Por otra parte se ha reportado que los probióticos secretan sustancias extracelulares y péptidos 

potencialmente antimicrobianos, dando como resultado una mejor digestión y absorción de 

alimentos, mejoramiento a la inmunidad de los camarones, sin embargo, para la administración 

del probiótico, se debe tener en cuenta diferentes factores que están relacionados con la 

capacidad que poseen los probióticos  para llegar hasta el tracto gastrointestinal del organismo, 

la dosis, el método de administración, la cepa y la escala de cultivo(Kumar et al., 2016; Kumar et 

al., 2021). 

 

2.3.2 Desarrollo de líneas de camarones tolerantes a AHPND 

 

Los programas de selección de crías de camarón P. vannamei se encuentran en proceso en 

México, pero se tienen buenos resultados en los programas de Tailandia donde se ha obtenido 

supervivencia de 30 a 85%. Los camarones no tienen un sistema inmune especifico, por lo que 

es posible que la tolerancia a una enfermedad genere protección contra otras enfermedades, 

como AHPND. Se ha observado en estudios preliminares que la línea de camarón ecuatoriana 

generada de la fusión de otras líneas ecuatorianas con tolerancia al virus del síndrome de la 

mancha blanca (WSSV por sus siglas en inglés) mostró un mayor tiempo de supervivencia al ser 

infectada con AHPND que la línea mexicana (Tang et al., 2020). 

 

2.3.3 Compuestos derivados de plantas 

 

Las plantas son una fuente rica de compuestos bioactivos como alcaloides, glucósidos y 

compuestos aromáticos como fenoles o sus derivados con sustituciones de oxígeno que tienen 

la capacidad de actuar como antimicrobianos. La función de estos compuestos es la unión a 

sustratos o iones metálicos impidiendo su uso por los patógenos, alteran la membrana celular 

de los microorganismos o de sus proteínas, pueden inhibir la unión de las bacterias a la 

membrana celular, inactivar enzimas, bloquear la fusión o la absorción de células virales en la 
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célula huésped, entre otros.  Los compuestos de plantas son biodegradables en el ambiente y se 

ha demostrado que pueden minimizar los efectos de AHPND y mejorar la supervivencia, sin 

embargo, pueden afectar a otros microrganismos no blanco (Kumar et al., 2021). 

 

Las plantas medicinales y las algas contienen metabolitos secundarios y compuestos 

fitoquímicos que mejoran el consumo de alimento, la digestibilidad, el rendimiento del 

crecimiento y la salud de los camarones lo que las vuelven alternativas potenciales en la 

prevención y tratamiento de AHPND. Los compuestos con actividad inmunoestimulantes en 

plantas son los fenoles, alcaloides, terpenoides, aceites esenciales, lecitinas, polipéptidos y 

poliacetilenos. Las plantas se pueden administrar como partes completas o extractos añadidos 

al agua o alimentos y pueden mezclarse con prebióticos.  Aunque, las plantas contienen 

compuestos que mejoran la inmunidad y la salud de los camarones, también pueden tener 

propiedades toxicológicas, mutagénicas o genotóxicas (Kumar et al., 2021). 

 

2.3.4 Tecnología biofloc 

 

Los sistemas biofloc emplean microorganismos que reciclan los nutrientes de los residuos de 

alimentos no consumidos y de las heces convirtiéndolos en biomasa microbiana que puede ser 

consumida por los organismos del cultivo o ser recolectada para usarse como ingrediente en 

alimentos. Estos sistemas mantienen los niveles de amonio/amoníaco en una concentración 

baja y no toxica, por lo que, el ambiente del cultivo se mantiene saludable y reduce los 

recambios de agua. Adicionalmente, se ha reportado la presencia de aminoácidos en los 

sistemas biofloc que aumentan la atractabilidad alimenticia en los organismos. Estos sistemas 

mejoran las condiciones del agua y la salud de los organismos, aumentan el rendimiento de 

crecimiento y la resistencia contra infecciones, incluyendo AHPND (Kumar et al., 2021). 

 

2.3.5 Fagoterapia  

 

La fagoterapia es el tratamiento que emplea la actividad bactericida de los bacteriófagos (fagos) 

para controlar la presencia de bacterias patógenas (Prada-Peñaranda et al., 2015). Los 

bacteriófagos son virus que infectan bacterias con una alta especificidad, cuando un fago 
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reconoce la célula bacteriana susceptible inyecta su material genético que redirige la 

maquinaria biosintética de su hospedero hacia la producción de fagos que se ensamblan hasta 

romper la célula y liberar la progenie que infectará nuevas células bacterianas (Campbell, 2003). 

El tipo de bacteriófagos que se emplean en la fagoterapia son los de tipo lítico, que implica que 

la liberación de la progenie se da mediante la ruptura de la envoltura célula lo que involucra la 

muerte de la bacteria (Mathur et al., 2003; Campbell, 2003). 

 

Entre las ventajas que presentan es la alta especificidad a sus huéspedes, por lo que, no dañan 

ni desbalancean la flora bacteriana normal, se replican en el sitio de infección donde se 

concentran por la presencia de la bacteria huésped, se consideran amigables con el ambiente y 

hasta la fecha, no se han reportado efectos adversos durante o después del tratamiento 

(Sulakvelidze et al., 2001; Weber-Dabrowska et al., 2001). El efecto de resistencia también 

puede aparecer con la aplicación de fagos, pero esto no implica una situación de riesgo, esto es 

porque los fagos de igual forma que las bacterias pueden mutar para poder infectar a la cepa 

resistente, además, pueden emplearse múltiples fagos en forma de coctel lo que reduce la 

posibilidad de que la bacteria diana desarrolle resistencia (Golkar et al., 2014).  

 

En el cultivo de camarón el uso de la fagoterapia se ha documentado e identificado como un 

método potencial para controlar infecciones bacterianas y se sigue desarrollando para llegar a 

un nivel comercial. Los fagos que se emplean para controlar enfermedades causadas por 

infecciones de bacterias del género Vibrio se conocen como vibriófagos y se ha demostrado en 

diversos estudios que tienen la capacidad de aumentar la supervivencia de los camarones 

cuando se infectan con Vp AHPND (Jun et al., 2018; Makarov et al., 2019).  

 

2.4 Encapsulamiento de bacteriófagos líticos 

 

Aunque el uso de los fagos tiene múltiples ventajas y se han hecho numerosos estudios, aún 

presenta retos en cuanto a su administración debido a que se requiere conocer el mejor tiempo 

de inoculación de las dosis y la desactivación por factores ambientales o por anticuerpos del 

hospedero (Loh et al., 2021). Para evitar esto, los fagos pueden ser encapsulados o 

inmovilizados, aumentando así la eficiencia del tratamiento, la llegada de los fagos al sitio de 
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infección y la liberación controlada dentro del organismo hospedero. Este método consiste en 

un proceso en el que una sustancia o agente activo permanece en el núcleo que se cubre con un 

material que sirve como matriz o cápsula (Nedovic et al., 2011). Las cápsulas se generan por 

emulsificación donde se busca, normalmente, que estas tengan una forma ideal esférica y un 

tamaño muy pequeño. Los nombres que se le dan a las partículas dependen de su tamaño, 

ordenados de menor a mayor se conocen como nanocápsulas o nanopartículas (entre 1 nm a 

100 nm), microcápsulas o micropartículas (entre 3-800 µm) y macropartículas (mayor a 1000 

µm) (Choioska-Pulit et al., 2015). Las ventajas del uso de encapsulamiento de los bacteriófagos 

son la protección, estabilidad, disponibilidad y, llegada y adhesión al sitio activo. Aunque la 

encapsulación puede ser empleada en diversos campos y existe una amplia gama de materiales 

disponibles para realizar encapsulaciones, aún no se han comparado extensamente, por lo que 

aún, el conocimiento en cuanto a sus ventajas, restricciones y desventajas es limitado (Prüsse et 

al., 2008).  

 

Uno de los métodos físicos usados comúnmente en la encapsulación es la extrusión, el cual se 

caracteriza por la dispersión de un agente activo en un líquido que pasa por presión a través de 

una sección transversal que permite un goteo constante dejándolas caer sobre una solución que 

induce a la gelatinización. Este método tiene una alta eficiencia y con el uso de biopolímeros se 

consigue que estos sean biodegradables, biocompatibles, funcionales, económicos e inocuos 

(Silva et al., 2021; Loh et al., 2021). Los encapsulamientos tienen gran cantidad de aplicaciones 

tanto en la industria, agricultura, medicina, farmacología y biotecnología (Lin et al., 2016).  

 

2.4.1 Liposomas 

 

Uno de los tipos de encapsulados es la formación de una bicapa lipídica que contiene en su 

interior una solución acuosa, lo que los vuelve altamente biocompatibles y muy fáciles de 

producir, seleccionando un tamaño deseado mediante sonicación, extrusión a través de 

membranas o microfluidos, sin embargo, pueden llegar a adherir y fusionar entre ellas bajo 

ciertas condiciones. Se ha comprobado que los liposomas pueden penetrar los biofilms 

bacterianos donde se encuentra el foco de infección y puede mejorar e incluso mantener a los 

fagos en el sitio (Loh et al., 2021). Para su producción se puede emplear la lecitina de soya, uno 
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de los ingredientes que se añaden a los alimentos de camarón por su alto contenido de lípidos 

de entre 15 a 20% donde se encuentran fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina y 

fosfatidilinositol. Además, contienen vitamina E que protege a los ácidos grasos poliinsaturados 

de la oxidación y la producción de radicales libres volviéndolo un ingrediente con potencial para 

la producción de encapsulados en el alimento de camarón (Tamargo-Santos et al., 2011). 

 

2.4.2 Hidrogeles  

 

Otras de las formas más comunes de encapsular partículas son por inmovilización de los fagos 

en soportes sólidos compuestos de polímeros de origen natural como alginato, agarosa, pectina, 

quitosano o carboximetilcelulosa (CMC) (Li et al., 1996; Loh et al., 2021). Entre los beneficios 

que tienen, es la mejora de la actividad antibacterial, permiten mantener la actividad lítica luego 

del almacenamiento a temperatura ambiente, la liberación prolongada en el organismo y no 

activan reacciones inflamatorias o producción de anticuerpos. Este tipo de encapsulamiento se 

puede emplear para el tratamiento o como método profiláctico (Loh et al., 2021). 

 

La encapsulación en hidrogel donde se involucran biopolímeros se prepara fácilmente como una 

suspensión con el compuesto activo y se emplea en forma de emulsión o se extruyen hacia otra 

solución que contenga los iones como Ca+2, Zn+2, Fe+2/+3, Co+2, Ba+2 o Al+3 necesarios para la 

gelificación. Los hidrogeles además son versátiles, pueden encapsular prácticamente cualquier 

compuesto y generan altos rendimientos (López-Córdoba et al., 2012).  

 

La aplicación de encapsulados de vibriófagos dentro del alimento para camarón puede resultar 

beneficioso como un método preventivo y terapéutico contra la infección por Vp AHPND. Esta 

estrategia permite mantener a los vibriófagos estables y activos por más tiempo en condiciones 

adversas del medio ambiente, previo a su paso a través del organismo al alimentarse y a la 

posterior liberación de estas partículas en el agua de los estanques, disminuyendo la población 

de bacterias patógenas y, por consecuencia mitigan la enfermedad. 
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3. JUSTIFICACIÓN 

 

La camaronicultura es una industria con un rápido crecimiento y con una alta importancia 

económica en México. Sin embargo, en los últimos años se ha presentado una enfermedad 

emergente altamente infecciosa conocida como Enfermedad de la Necrosis Hepatopancreática 

Aguda (AHPND) provocada por Vibrio parahaemolyticus (Vp) que ha generado grandes pérdidas 

en la producción debido a la producción de toxinas PirAB y la nula respuesta a los métodos 

comúnmente empleados de desinfección y aplicación de antibióticos, por lo que, requiere 

nuevas estrategias para su control. Una de las alternativas es el uso de vibriófagos que 

presentan las ventajas de encontrarse en la naturaleza, relativamente económicos y no generan 

serios o irreversibles efectos secundarios reportados hasta la fecha, no obstante, se requiere 

mejorar el método de administración y evitar la desactivación de los fagos por las condiciones 

ambientales para obtener un tratamiento efectivo. De este modo, la importancia del presente 

trabajo radica en que es el primer estudio sobre la encapsulación de vibriófagos específicos a 

AHPND administrados por alimento para camarón con lo que se puede mejorar la supervivencia 

de los camarones (Penaeus vannamei) durante una prueba de reto. 
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4. HIPOTESIS 

 

La administración de encapsulados de bacteriófagos en el alimento atenuará la Enfermedad de 

la Necrosis Hepatopancreática Aguda causada por Vibrio parahaemolyticus en camarón blanco 

Penaeus vannamei. 
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5. OBJETIVOS 

 

5.1 Objetivo general 

 

Evaluar el uso de bacteriófagos encapsulados en alimento de camarón para el control de Vibrio 

parahaemolyticus causante de AHPND. 

 

5.2 Objetivos específicos 

 

1) Estandarizar un método de encapsulamiento de vibriófagos para la inclusión en el 

alimento de camarón. 

 

2) Evaluar la actividad y estabilidad de los vibriófagos encapsulados en el alimento. 

 

3) Evaluar la eficiencia de control de V. parahaemolyticus causante de AHPND con los 

alimentos experimentales en un reto in vivo con camarón Penaeus vannamei. 
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6. MATERIAL Y MÉTODOS 

 

6.1 Cepas bacterianas  

 

Se empleó la cepa de Vibrio parahaemolyticus (CIBGEN003) perteneciente a la colección del 

laboratorio de Genómica y Bioinformática del CIBNOR, para la producción masiva de los 

bacteriófagos y como cepa diana durante las pruebas de encapsulación. Para la realización de 

los bioensayos de infección experimental con terapia activa se empleó la cepa CAIM M605 

(CAIM, por sus siglas en inglés) y para la terapia pasiva se empleó la cepa CAIM M904, ambas 

pertenecientes a la colección del laboratorio de bacteriología y a la Colección de 

Microorganismos de Importancia Acuática del Centro de Investigación en Alimentos y Desarrollo 

A. C. (CIAD, unidad Mazatlán). Estas se ajustaron en solución salina al 2.5% de NaCl a una 

densidad óptica de 1.5 a 600 nm (DO600 =1.5) usando un biofotómetro (Eppendorf, Merck 

Darmstadt, Germany), y el número de unidades formadoras de colonias por mililitro (9.66 x107 

UFC/mL en M0605 y 3.2 x109 UFC/mL en M0904) se determinó mediante diluciones seriadas en 

tubos con 2.5% de NaCl en placas de agar soya triptocaseína suplementado con 2.5% de cloruro 

de sodio (TSA+).  

 

6.2 Bacteriófagos  

 

Los bacteriófagos empleados en el presente estudio se obtuvieron de la colección de 

bacteriófagos del CIBNOR unidad La Paz, empleando como hospedero de producción a la cepa 

de Vibrio parahaemolyticus CIBGEN-003 (Tabla 1). Los vibriófagos se encuentran en medio de 

cultivo caldo soya tripticaseína suplementado con 2.5% de cloruro de sodio (TSB+). 

 

Tabla 1. Colección de bacteriófagos empleados en este trabajo. 

Cepa hospedera Bacteriófagos Origen Fuente 

Vibrio 

parahaemolyticus 

CIBGEN-003 

vB_Vp_PvVp05 Penaeus vannamei Agua de tanque, cultivo de 
camarón con AHPND 

vB_Vp_PvVp07 Penaeus vannamei Agua de tanque de cultivo 

vB_Vp_PvVp11 Penaeus vannamei Sedimento, cultivo de 
camarón con AHPND 
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6.3 Encapsulación en alginato 

 

Para la evaluación del uso de alginato de sodio para el encapsulamiento de los fagos, se 

utilizaron 2 tipos, uno comercial (Deiman, REF. 8060-40g), y uno de mediana viscosidad (Sigma, 

201502). Se evaluaron diferentes variables para determinar la estabilidad de encapsulación y 

posterior liberación de los fagos (Tabla 2). Globalmente, se mezcló 1 mL de un coctel de los 

vibriófagos vB_Vp_PvVp05 (2.7 x107 UFP/mL); vB_Vp_PvVp07 (1.9 x107 UFP/mL); 

vB_Vp_PvVp11 (2.6 x107 UFP/mL) (1:1:1) con una densidad de 2.23 x107 UFP /mL y 9 mL de 

solución buffer Tris-HCl 50 mM a pH 8, con alginato de sodio comercial o de mediana viscosidad 

(Mv) al 1%, y con diferentes concentraciones de Tween 20 (0, 1 y 2%) y cloruro de sodio (NaCl) 

(0 y 2.5%). Posteriormente, se gelificó por goteo mediante una jeringa hipodérmica a través de 

una aguja 32G en 50 mL de cloruro de calcio (CaCl2) 50 mM con agitación constante a 150 rpm. 

Se dejaron endurecer durante 30 min, se filtraron y lavaron con agua destilada. Para algunos 

casos, los encapsulados se sumergieron en una solución de quitosano-acetato 0.4% durante 20 

y 30 min, trascurrido este tiempo se filtraron y se lavaron con agua destilada. Una vez generado 

los encapsulados se almacenaron a 10°C en tubos Eppendorf limpios. 
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Tabla 2. Producción de encapsulados con alginato de sodio comercial y de mediana viscosidad. 

No. de 
encapsulado 

Tipo de 
alginato al 1% 

pH del 
buffer 

Tween 20 
(%) 

Recubierta de 
quitosano (min) 

Adición de 
NaCl 

UFP/mL 
añadido de 

coctel 

1 Mediana 
viscosidad 

8 - 20 - 2.23 x107 

2 Mediana 
viscosidad 

8 - 30 - 2.23 x107 

3 Comercial 8 - 20 - 2.23 x107 
4 Comercial 8 - 30 - 2.23 x107 
5 Mediana 

viscosidad 
8 1 - - 2.23 x107 

6 Mediana 
viscosidad 

8 1 30 - 2.23 x107 

7 Comercial 8 1 - - 2.23 x107 
8 Comercial 8 1 30 - 2.23 x107 
9 Mediana 

viscosidad 
8 2 - - 2.23 x107 

10 Mediana 
viscosidad 

8 2 30 - 2.23 x107 

11 Comercial 8 2 - - 2.23 x107 
12 Comercial 8 2 30 - 2.23 x107 
13 Mediana 

viscosidad 
8 - - 2.5 2.23 x107 

14 Comercial 8 - - 2.5 2.23 x107 
15 Mediana 

viscosidad 
8 - 30 2.5 2.23 x107 

16 Comercial 8 - 30 2.5 2.23 x107 
17 Mediana 

viscosidad 
8 - - - 2.23 x107 

 

6.4 Encapsulación en pectina 

 

En el método de encapsulación con pectina (Sigma, 93854) se empleó 1 mL de coctel de 

vibriófagos a una densidad de 2.23 x107 UFP/mL con diferentes concentraciones de alginato de 

sodio Mv (1% y 2%), de Tween 20 (0, 1 y 2%), aceite de pescado (0.5 y 5%) y, en 9 mL con buffer 

Tris-HCl 50 mM a niveles de pH de 6.5, 7 y 8 (Tabla 3). La gelificación de las capsulas de pectina, 

se empleó la misma metodología descrita en la sección 6.3. 
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Tabla 3. Producción de encapsulados con pectina y alginato de sodio de mediana viscosidad. 

No. de 
encapsulado 

Pectina 
(%) 

Alginato de 
mediana 

viscosidad (%) 

Tris-HCl pH Tween 
20  

Aceite de 
pescado (%) 

UFP/mL 
añadido 

18 1 1 6.5 0.5 5 2.23 x107 
19 1 1 8 0.5 5 2.23 x107 
20 2 0.5 6.5 0.5 0.5 2.23 x107 
21 2 0.5 8 0.5 0.5 2.23 x107 

 

6.5 Encapsulación en carboximetilcelulosa (CMC) 

 

En la encapsulación con CMC se empleó 1 mL de coctel de vibriófagos a una densidad de 2.23 

x107 PFU/mL con diferentes concentraciones de CMC (1% y 2%) en buffer Tris-HCl 50 mM a pH 

8.0 (Tabla 4). La gelificación se realizó como se describe en la sección 6.3 con sustitución de la 

solución de CaCl2 por FeCl3 (1 y 2%). 

 

Tabla 4. Producción de encapsulados con carboximetilcelulosa. 

No. de 
encapsulado 

CMC (%) pH buffer FeCl3 (%) UFP/mL añadido 

22 1 8 1 2.23 x107 
23 1 8 2 2.23 x107 
24 2 8 1 2.23 x107 

 

6.6 Encapsulación en liposoma 

 

Para la preparación de los liposomas catiónicos, se empleó una relación de volumen (1 mL/1 

mL) de lecitina de soya: vibriófagos a una densidad de 2.23 x107 PFU/mL. La mezcla se calentó a 

40°C siendo el coctel de bacteriófago el medio de hidratación (Singla et al., 2016).  La lecitina de 

soya se estabilizó en etanol absoluto (1:1 v/v) y se sónico durante 10 min a temperatura 

ambiente. El solvente orgánico se removió con calor a 40°C y se rehidrato con los vibriófagos en 

suspensión, la mezcla de lecitina-fago se dejó caer por goteo a través de una jeringa 

hipodérmica con aguja 32G en agua destilada formando los encapsulados. Los encapsulados se 

mantuvieron en refrigeración a 4°C. 
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6.7 Encapsulación en liofilizados 

 

Se prepararon las soluciones fago-polímero previó a la gelificación empleando un coctel de 

vibriófagos con densidad de 2.23 x107 UFP/mL siguiendo las proporciones de los encapsulados 

No. 9 (1 mL de coctel de vibriófagos, 1% de alginato de sodio Mv, 2% de Tween 20 y 9 mL de 

buffer Tris HCl pH 8), 20 (1 mL de coctel de vibriófagos a una densidad de 2.23 x107 UFP/mL, 2% 

pectina, 0.5% de alginato de sodio de mediana viscosidad, 0.5% de Tween 20, 0.5% de aceite de 

pescado y 9 mL de Tris HCl pH 6.5) y 22 (1 mL de coctel de vibriófagos a una concentración de 

2.23 x107 UFP/mL, 1% de CMC en 9 mL de buffer Tris HCl pH 8), las soluciones se almacenaron a 

-10°C durante 24 h y se liofilizaron hasta obtener una muestra libre de humedad. 

Adicionalmente, se liofilizó una muestra de 1 mL del coctel de vibriófagos (encapsulado No. 29) 

(Tabla 5). 

 

Tabla 5. Liofilizados de fago-polímeros 

No. Solución fago-polímero liofilizado UFP/mL añadido 

26 No. 9 2.23 x107 
27 No. 20 2.23 x107 
28 No. 22 2.23 x107 
29 Vibriófagos en TSB+ 2.23 x107 

 

6.8 Evaluación de presencia de vibriófagos en las microesferas  

 

La estabilidad y liberación de los vibriófagos en los encapsulados se realizó tomando 0.02 g de 

encapsulados y se maceraron con 100 µL de: a) solución salina (SD), b) extracto de 

hepatopáncreas (DE) y c) solución de ruptura de microesferas (citrato de sodio 50 mM, 

bicarbonato de sodio 0.2 M y Tris-HCl 50 mM, pH 7.5) (BF). En el caso de la primera prueba de 

liberación de vibriófagos encapsulados en alginato de sodio comercial y Mv al 1 y 2%, se 

homogenizó con la ayuda de vortex y se dejó reposar durante 1 h a temperatura ambiente. El 

homogenizado se centrifugó a 12500 rpm, a 4°C por 15 min y se recuperó el sobrenadante. Se 

empleó el método de prueba de punto descrito por Adams en 1959, agregando 13 µL del 

sobrenadante sobre placas de TSA+ sembradas de forma masiva con la cepa CIBGEN 003 y se 

incubó durante 24 h a 30°C. Las zonas de transparencia indican la presencia de los vibriófagos 

activos.  
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6.9 Producción de alimentos a diferentes temperaturas 

 

Con la finalidad de evaluar la termolabilidad de los fagos encapsulados en los alimentos, se 

seleccionaron los mejores métodos de encapsulamiento observados a partir de la evaluación 

previa de presencia de los fagos en los encapsulados. Los encapsulados de alginato de sodio Mv 

al 1% (encapsulado No.9), pectina al 2% con alginato de sodio Mv al 0.5% (encapsulado No. 20), 

CMC al 1% (encapsulado No. 22), liposomas y los liofilizados de encapsulado de pectina 

preparados con el coctel de vibriófagos a una densidad de 2.27 x107 UFP/mL se mezclaron con 

15 g de una mezcla de alimento balanceado de camarón (35% proteína, 8% lípidos). 

Adicionalmente, se prepararon alimentos con 1 mL del coctel de vibriófagos sin encapsular y 

con 1 mL de vibriófagos liofilizado para mantener la misma concentración de vibriófagos 

añadidos inicialmente. La mezcla de los alimentos con los diferentes encapsulados (Tabla 6) se 

hidrato con aproximadamente 4 ml de agua. Los alimentos húmedos con encapsulados y con 

cocteles de vibriófagos sin encapsular se pasaron a través de un molino de carne para darle la 

forma de pellets y se secaron en horno a 80, 90, 100 y 110°C durante 8 min. Posteriormente se 

dejaron secar a 40°C durante 4 h y 30 min. Los alimentos se almacenaron a temperatura 

ambiente, en oscuridad y se analizó el UFP durante 2 meses y medio (75 días). 

 

Tabla 6. Alimentos experimentales con diferentes tipos de encapsulados de vibriófagos en 
alimentos de camarón horneados a 80, 90, 100 y 110°C. 

Tratamiento Encapsulado UFP/mL añadidos de 
coctel 

Descripción 

1 - 0 Control sin vibriófago 
2 - 2.27 x107 Control con vibriófago, 1 mL de 

vibriófagos en TSB+ 
3 9 2.27 x107 Encapsulado en alginato 
4 20 2.27 x107 Encapsulado en pectina 
5 22 2.27 x107 Encapsulado en 

carboximetilcelulosa 
6 25 2.27 x107 Liposoma 
7 27 2.27 x107 Liofilizado en pectina según el 

encapsulado 20 
8 29 2.27 x107 Liofilizado de vibriófago en TSB+ 
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6.10 Preparación de los alimentos para camarón para el desafío experimental 

 

A partir de la prueba de elaboración de alimento a diferentes temperaturas, se seleccionó una 

estrategia para la realización de los bioensayos. Se elaboraron 800 g de un alimento referencial 

de acuerdo a la Tabla 7 y un alimento experimental al que se le adicionó 83.9 g de encapsulados 

de alginato de sodio preparados en la misma proporción que el encapsulado No. 9 (1% de 

alginato de sodio Mv, 87.2% de Tris HCl pH 8 y 2% Tween 20) empleando 36 mL del coctel de un 

coctel de vibriófagos a una densidad de 9.73 x108 UFP/mL obtenido a partir de la mezcla de los 

vibriófagos vB_Vp_PvVp05 (7.06 x108 UFP/mL); vB_Vp_PvVp07 (7.73 x108 UFP/mL); 

vB_Vp_PvVp11 (9.53 x108 UFP/mL) (1:1:1). Las mezclas de ingredientes para el alimento se 

hidrataron con 340 mL de agua, se homogenizaron y se pasaron a través de un molino de carne 

dándole la forma de pellet, se secaron en horno a 80°C durante 8 min y se terminaron de secar a 

40°C durante 4 h y 30 min. El alimento se almaceno a 4°C, en oscuridad y se analizó el UFP 

durante 3 meses (100 días). 

 

Tabla 7. Ingredientes y formulación de alimento balanceado para camarón (para 1000 g). 
 

Ingredientes Gramos 

Harina de pescado (69%- sardina) 200 
Harina de soya 305 
Harina de trigo 413 
Lecitina de soya  40 

Aceite de pescado 25 
Vitamina C 1 

Premezcla de vitaminas y minerales 5 
Cloruro de colina 1 

Aglutinante inerte (alginato) 10 
Total 1000 

 

6.11 Evaluación de la actividad de los vibriófagos encapsulados en el alimento 

 

Los alimentos se analizaron tomando muestras de 100 mg que se maceraron en 1 mL de 

solución salina 2.5% de NaCl, la mezcla se centrifugo a 12500 rpm a 4°C por 15 min y se 

recuperó el sobrenadante. Para determinar la densidad de vibriófagos se empleó el método de 

superposición de agar suave (TSA+ con 12 g/L de bactoagar BD Difco REF. 214010-454 g) de 
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acuerdo con el procedimiento estandarizado descrito por Kropinski et al., (2009) con 

modificaciones. Se utilizó la cepa CIBGEN 003 suspendida en solución salina al 2.5% NaCl (DO600 

= 1.5 que corresponde a 2.21 x108 UFC/mL), 100 µL de esta suspensión bacteriana y 100 µL del 

sobrenadante de los alimentos se mezclaron en 8 mL de TSA+ suave diluido y a temperatura de 

48°C. Una vez homogenizado se vertió sobre una placa de TSA+ delgado y se dejó secar. Cada 

muestra de sobrenadante de alimento se analizó en dilución seriada por triplicado y se 

incubaron por 24 h a 30°C; las calvas o puntos claros indicaron la cantidad de vibriófagos activos 

en el alimento.  

 

6.12 Liberación de los fagos en el tracto digestivo del camarón 

 

Para verificar la liberación y el paso de los vibriófagos encapsulados e incorporados en los 

alimentos a través del sistema digestivo del camarón, se distribuyeron 5 camarones con un peso 

promedio de 1 g en tanques de 50 L por tratamiento, los organismos se alimentaron con los 

alimentos experimentales mencionados en la Tabla 6 horneados a 80°C. Se dejó a los camarones 

alimentarse durante 1 h y 30 min, concluido el tiempo se recolectaron sus heces, se 

diseccionaron los estómagos e intestinos y se almacenaron en tubos Eppendorf con 1 mL de 

solución salina 2.5% NaCl. Cada muestra se macero y se centrifugó por 15 min a 12,000 rpm a 

4°C para recuperar el sobrenadante. Una vez recuperado el sobrenadante se empleó la técnica 

de superposición de agar suave como se describe en la sección 6.11 y se verifico la formación de 

calvas a las 24 h. 

 

6.13 Evaluación in vivo de la fagoterapia en camarón 

  

Se realizaron 2 bioensayos para evaluar la fagoterapia de forma pasiva y de forma activa. Se 

evaluaron 4 tratamientos en total para cada bioensayo (Figs. 1 y 2); 2 con el alimento 

experimental con el coctel de vibriófagos (control de fagos y terapia de fagos) y 2 con el 

alimento referencia sin fagos (control negativo y control positivo) elaborados en la sección 6.10.  

Durante la prueba de fagoterapia pasiva con la cepa M0904, se les suministro a los organismos 

el alimento referencial sin fagos y experimental de vibriófagos con una densidad de 3.2 x108 

UFP/g con 2 semanas de haber sido elaborado. Para la prueba de fagoterapia activa con la cepa 
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M0605 se realizó con el alimento referencial sin vibriófagos y experimental con una densidad de 

1.30 x105 UFP/g a las 15 semanas de haber sido elaborados. 

 

Una vez elaborados los alimentos experimental y referencial se evaluó su composición química 

proximal de acuerdo con la siguiente metodología: proteína cruda (método de combustión 

Dumas, Ebeling, 1968), lípidos (método 2003.05; AOAC, 2005), cenizas (método 942.05; AOAC, 

2005) y fibra cruda (método 978.10; AOAC, 2005). También se estimó el extracto libre de 

nitrógeno (ELN) restando del 100% en base seca, el porcentaje de proteína, lípidos, ceniza y 

fibra cruda. 

 

6.13.1 Condiciones de aclimatación 

 

a) Terapia pasiva 

Un total de 280 de juveniles tempranos Penaeus vannamei con un peso promedio de 0.19 g (± 

0.1 g) se dividieron en dos grupos de 140 camarones y se aclimataron por 3 días en tanques de 

400 L con agua marina (33-34 g L-1 salinidad) filtrada (10 y 5 µm) y desinfectada con radiación 

UV. Cada tanque contaba con aireación individual, temperatura constante (30°C ± 1°C), y un 

fotoperiodo de 12 h luz:12 h oscuridad. Uno de los grupos de camarones fue alimentado con un 

alimento referencia y el otro grupo con el alimento experimental con bacteriófagos 

encapsulados a una densidad de 3.2 x108 UFP/g, ambos se administraron en una proporción de 

15% de biomasa total. Los camarones fueron alimentados 3 veces al día. 

 

b) Terapia activa 

Un total de 120 juveniles tempranos de Penaeus vannamei con un peso promedio de 0.12 g 

(±0.05 g) se mantuvieron por 7 días en un tanque de 400 L con agua marina (33-34 g/L salinidad) 

filtrada (10 µm y 5 µm). El tanque contaba con aireación, temperatura constante de 27°C ± 1°C, 

además de un fotoperíodo de 12 h luz y 12 h oscuridad y con recambios de agua al 70% diarios. 

Los organismos se alimentaron con alimento referencial (sin vibriófagos) en una proporción de 

15% de biomasa total con dos raciones diarias. Posteriormente se hizo una selección de 

organismos de 0.07 a 0.17 g para distribuirlos en los acuarios correspondientes que contendrían 

los tratamientos para el desafío experimental de la sección 6.13.3. 
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6.13.2 Preparación del inóculo 

 

a) Terapia pasiva 

Para elaborar el inóculo para la terapia pasiva se cultivó la cepa Vp M0904 siguiendo la 

metodología de Aguilar-Rendón et al., (2020). Se inoculo 100 µL de bacteria en 60 mL de caldo 

TSB+ y después se incubo en horno de incubación (NB-205L, N-Biotek) a 30°C durante 18 h con 

agitación constante (100 rpm). Posteriormente, el cultivo se centrifugo a 2521 g a 20°C por 15 

min para retirar el medio de cultivo y se realizó una suspensión bacteriana en solución salina 

2.5% NaCl ajustada a DO600 = 1.5 (1.57 x109 CFU/mL). La infección fue realizada por el método 

de inmersión inoculando 3.5 mL de la suspensión bacteriana a cada acuario de los tratamientos 

de control positivo y terapia de fagos. La densidad real mencionada se estimó realizando 

diluciones seriales y conteo de colonias en TCBS. 

 

b) Terapia activa 

Para elaborar el inóculo para la terapia activa se tomó la cepa Vp M0605 criopreservada en un 

ultracongelador a -80°C de la colección CAIM, posteriormente se reactivó en 10 mL de caldo 

TSB+, después se incubo a 30°C durante 24 h con agitación constante (100 rpm) de acuerdo con 

la metodología de Aguilar-Rendón et al., (2020). Posteriormente, se sembró en TSA+ durante 18 

h y se realizó una suspensión bacteriana en solución salina al 2.5% NaCl ajustada a una densidad 

óptica de DO600 = 1.502 (2.21 x108 UFC/mL). La infección fue realizada por el método de 

inmersión inoculando 21 mL de la suspensión a cada acuario de los tratamientos de control 

positivo y terapia de fagos. La densidad real mencionada se estimó realizando diluciones 

seriales y conteo de colonias en TCBS. 

 

6.13.3 Desafío experimental con camarones 

 

a) Terapia pasiva  

Para la terapia pasiva se colocaron 14 camarones por acuario, con un peso promedio de 0.19 g 

(± 0.05 g) con 5 réplicas por tratamiento. Cada acuario contenía 30 L de agua marina (33-34 g/L 

salinidad) filtrada (10 µm y 5 µm). Los tratamientos fueron establecidos como se indica en la 

terapia pasiva con tres controles: control negativo, control positivo, control de fagos y, una 
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terapia de fagos. Los organismos fueron alimentados de acuerdo al tratamiento, con alimento 

referencial o experimental, 24 h previos a la infección y se eliminaron los restos de alimento y 

heces 1 h previo a la infección (Fig. 1). La densidad bacteriana se cuantifico en medio TCBS a las 

0, 8, 12, 24 y 48 horas post infección (hpi). 

 

Figura 1. Esquema de los tratamientos del desafío experimental en terapia pasiva con la cepa 
M0904 y el alimento experimental con encapsulados de vibriófagos. Control negativo sin 
infección, control de fagos con alimento experimental sin infección, control positivo con 
infección y terapia de fagos con alimento experimental e infección. 
 

b) Terapia activa  

En la terapia activa se colocaron 10 camarones por acuario con un peso promedio de 0.12 g (± 

0.05 g) con 3 réplicas por tratamiento. Cada acuario contenía 4 L de agua marina (33-34 g/L 

salinidad) filtrada (10 µm y 5 µm). Se colocaron tres tratamientos control: el control negativo 

que contenía solo los organismos sin infectar con alimento referencial, un control de fagos con 

alimento experimental con vibriófagos encapsulados preparado en la sección 6.10 (3 meses 

después de su producción y que contiene 1.30 x105 UFP/g) y un control positivo infectado con la 

cepa M0605 y, finalmente, un tratamiento de terapia de fagos con el alimento experimental que 

contiene vibriófagos encapsulados e infectado con la cepa M0605 (Fig. 2). Los organismos de 

todos los tratamientos fueron alimentados en una proporción de 11% de biomasa total con dos 

raciones diarias durante 24 h antes y durante toda la infección. Durante la infección se observó 

mortalidad, cambio de mudas, actividad y coloración del hepatopáncreas. La concentración 

bacteriana se cuantifico en medio TCBS a las 0, 6, 12, 24, 36 y 48 horas post infección (hpi). 
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Figura 2. Esquema de los tratamientos del desafío experimental en terapia activa con la cepa 
M0605 y el alimento experimental con encapsulados de vibriófagos. Control negativo sin 
infección, control de fagos con alimento experimental sin infección, control positivo con 
infección y terapia de fagos con alimento experimental e infección. 
 

6.14 Análisis estadísticos 

 

Los datos se analizaron por una ANOVA de dos vías para identificar los efectos de la infección y 

del alimento con encapsulados de vibriófagos y, se realizó un análisis post hoc de Tukey para 

determinar si existen diferencias entre tratamientos. Se realizarán adicionalmente un análisis de 

supervivencia Kaplan-Meier para generar una curva de supervivencia. Los análisis se realizaron 

mediante el lenguaje de programación estadístico R versión 4.1.2. 
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7. RESULTADOS 

 

7.1 Encapsulación en alginato 

 

Las primeras soluciones vibriófagos-polímero sin encapsular mantuvieron la actividad de los 

vibriófagos con alginato de sodio comercial y de mediana viscosidad al 1 y 2% con Tween 20 al 

0, 1 y 2%, siendo el mejor resultado la solución que contiene alginato de mediana viscosidad al 1 

y 2% sin adición de Tween 20. El efecto lítico de los vibriófagos no fue detectable añadir NaCl al 

2.5% (Tabla 8). En el caso de los primeros encapsulados con ambos alginatos presentaron calvas 

principalmente en la digestión con extracto de hepatopáncreas (DE) para el alginato de mediana 

densidad al 2% y para el alginato comercial al 1 y 2%. La digestión con buffer (DF) tuvo efecto 

con el alginato a mediana viscosidad al 1 y 2% y, en el alginato comercial al 1%. La digestión con 

solución salina (SD) solo tuvo efecto sobre las capsulas de alginato comercial al 1% (Tabla 9). 

Finalmente, en los capsulados con alginato al 1% continuaron viables, presentaron calvas con 

bajo efecto, cuando se digirieron con DE los encapsulados presentaron la mejor liberación, el 

mayor efecto lítico fueron el No. 5 (1% alginato Mv, 1% Tween 20), 7 (1% alginato comercial), 9 

(1% alginato Mv, 2% Tween 20), 13 (1% alginato Mv, 2.5% Tween 20) y 17 (1% alginato Mv, sin 

Tween 20). Todos los encapsulados que presentaron calva no se endurecieron en quitosano 

(Tabla 10). 

 

Tabla 8. Efecto de una prueba de superposición de agar suave de las soluciones polímero-
vibriófagos. Alginato de mediana viscosidad (Mv) y alginato comercial (C) al 1 y 2% en buffer sin 
adiciones y adicionados con NaCl al 2.5% o Tween 20 al 1% y 2%.  

Tipo de alginato 
de sodio 

Buffer sin 
adiciones 

Buffer al 2.5% 
NaCl 

Adición de 
Tween 1% 

Adición de 
Tween 2% 

1% Mv A B A A 
2% Mv A B A A 
1% C M B A A 
2% C M B A A 

Niveles de efecto: (B) bajo, (M) medio y (A) alto 
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Tabla 9. Efecto de la prueba de superposición de agar suave de encapsulados en alginato de 
sodio. Alginato de mediana viscosidad (Mv) y alginato comercial (C) al 1 y 2%. Los encapsulados 
están digeridos en solución salina 2.5% NaCl, en extracto de hepatopáncreas de camarón y en 
solución de ruptura de microesferas. 

Tipo de 
alginato 
de sodio 

Digestión en solución 
salina 2.5% 

Digestión en extracto de 
hepatopáncreas 

Digestión en solución de 
ruptura de microesferas 

No molido Molido con 
pistilo 

No molido Molido con 
pistilo 

No molido Molido con 
pistilo 

Mv 1% - B B B - B 
Mv 2% - B B B - B 
C 1% - B B B - B 
C 2% - B M B - B 

Niveles de efecto: (B) bajo, (M) medio 

 

Tabla 10. Efecto de la prueba de superposición de agar suave de encapsulados en alginato de 
sodio elaborados en la sección 6.3, digeridos en solución salina 2.5% NaCl y en extracto de 
hepatopáncreas. 

No. de encapsulado Digerido en solución salina 
2.5% NaCl 

Digerido en extracto de 
hepatopáncreas 

1 B - 
2 - - 
3 - - 
4 - - 
5 B M 
6 - - 
7 B M 
8 - - 
9 B M 

10 - - 
11 B B 
12 - - 
13 B M 
14 B B 
15 - - 
16 - - 
17 B B 

Niveles de efecto: (B) bajo, (M) medio 
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7.2 Encapsulación en pectina 

 

Los encapsulados con pectina y alginato de sodio Mv se probaron en digestión con sol. Salina 

2.5% NaCl y extracto de hepatopáncreas, donde el mayor efecto lítico liberado fue el 

encapsulado No. 20 (2% pectina, 0.5% alginato Mv, 0.5% Tween 20, 0.5% aceite de pescado con 

pH 6.5) al ser digerido con SD y DE. El encapsulado No. 19 (1% pectina, 1% Mv, 0.5% Tween 20, 

5% aceite de pescado con pH 8) presentó un efecto lítico intermedio en la digestión con SD y DE 

y, el encapsulado 18 (1% pectina, 0.5% Mv, 0.5% Tween 20, 0.5% aceite de pescado con pH 6.5) 

presentó un efecto lítico bajo al ser digerido con DE y nulo al digerirlo con SD. El encapsulado 21 

(2% pectina, 0.5% alginato Mv, 0.5% Tween 20, 0.5% aceite de pescado con pH 8) presentó un 

efecto lítico nulo en la liberación de vibriófagos con digestión con SD y DE (Tabla 11). 

 

Tabla 11. Efecto de la prueba de superposición de agar suave de encapsulados en pectina con 
alginato de sodio elaborados en la sección 6.4, digeridos en solución salina 2.5% NaCl y en 
extracto de hepatopáncreas. 

No. de encapsulado Digerido en solución salina 
2.5% NaCl 

Digerido en extracto de 
hepatopáncreas 

18 B B 
19 M M 
20 A A 
21 - - 

Niveles de efecto: (B) bajo, (M) medio y (A) alto. 

 

7.3 Encapsulación con carboximetilcelulosa 

 

Los encapsulados con carboximetilcelulosa (CMC) No. 22 (1% CMC gelificado en 1% FeCl3), 23 

(1% CMC en 2% FeCl3) y 24 (2% CMC en 1% FeCl3) se probaron con digestión con SD y DE (Tabla 

12). El mejor efecto de la liberación de los vibriófagos fue el encapsulado No. 22 elaborado con 

1% CMC gelificado en 1% FeCl3 y digeridos con DE al mostrar un área de lisis más amplia pero no 

se mostró efecto lítico al digerir con SD. La digestión con SD y DE en el resto de encapsulados no 

mostró un efecto positivo de lisis por los vibriófagos. 
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Tabla 12. Efecto de la prueba de superposición de agar suave de encapsulados en 
carboximetilcelulosa elaborados en la sección 6.5, digeridos en solución salina 2.5% NaCl y en 
extracto de hepatopáncreas. 

No. encapsulado Digerido en solución salina 
2.5% NaCl 

Digerido en extracto de 
hepatopáncreas 

22 B M 
23 B B 
24 B B 

Niveles de efecto: (B) bajo, (M) medio y (A) alto. 

 

7.4 Encapsulación de liofilizados y liposoma 

 

El liposoma (No. 25) y el liofilizado de alginato de sodio de Mv (1% Mv, 2% Tween 20, sin 

cubierta de quitosano) y de pectina (2% pectina, 0.5% Mv, pH 6.5, 0.5% Tween 20, 0.5% aceite 

de pescado) no presentaron efecto lítico al ser digeridos con SD y DE. Por otro lado, el liofilizado 

28 (1% CMC, pH 8) y 29 (vibriófagos en medio de cultivo TSB) presentaron efecto lítico con el 

mejor efecto en el de vibriófagos liofilizados sin polímero de encapsulamiento (encapsulado No. 

29) (Tabla 13). 

 

Tabla 13. Efecto de la prueba de superposición de agar suave de encapsulados en 
carboximetilcelulosa elaborados en la sección 6.6 y 6.7, digeridos en solución salina 2.5% NaCl y 
en extracto de hepatopáncreas. 

No. encapsulado Digerido en solución salina 
2.5% NaCl 

Digerido en extracto de 
hepatopáncreas 

25 B B 
26 B B 
27 B B 
28 M B 
29 A A 

Niveles de efecto: (B) bajo, (M) medio y (A) alto. 

 

7.5 Producción de alimentos a diferentes temperaturas  

Los alimentos con vibriófagos a temperatura de 80°C presentó la mayor actividad lítica con los 

tratamientos 2 (vibriófagos sin encapsular en TSB+) y 3 (1% Mv, 2% Tween 20, sin recubierta de 

quitosano), seguido de los tratamientos 6 (liposomas) y 8 (liofilizado de vibriófagos sin polímero 

en TSB+) que presentaron una menor lisis. Los alimentos horneados a 90°C mantuvieron un 
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mismo nivel de actividad lítica en los tratamientos 2, 3, 6 y 8. Cuando se horneo a 100°C se 

mantuvo la actividad lítica igual en los tratamientos 2 y 3 y, cuando se horneo a 110°C se perdió 

la mayor actividad siendo los tratamientos 2 y 3 los únicos que conservaron una baja actividad 

lítica (Tabla 14). 

 

Tabla 14. Efecto de la prueba de superposición de agar suave de los alimentos que contienen 
encapsulados de acuerdo con la sección 6.9 y horneados a temperaturas de 80 – 110°C. 

No. Descripción Temperaturas 

80 90 100 110 

1 Control sin vibriófagos - - - - 
2 Control con vibriófago, 1 mL 

de vibriófagos en TSB+ 
A M M B 

3 Encapsulado en alginato A M M B 
4 Encapsulado en pectina - - - - 
5 Encapsulado en 

carboximetilcelulosa 
- - - - 

6 Liposoma B M B - 
7 Liofilizado en pectina - - - - 
8 Liofilizado de vibriófago en 

TSB+ 
M M B - 

Niveles de efecto: (B) bajo, (M) medio y (A) alto. 

 

7.6 Evaluación de la estabilidad de los vibriófagos encapsulados en el alimento 

 

Los alimentos horneados a 80, 90, 100 y 110°C se analizaron y cuantificó el UFP durante 2 meses 

y medio. Determinado que la mayor actividad lítica se presentó en los alimentos con 

encapsulados en alginato de sodio Mv y con fagos sin encapsular, en menor medida se presentó 

actividad en los alimentos con liposomas y con liofilizados de los fagos en TSB.  

 

Los alimentos horneados a 80°C presentaron la mayor actividad lítica, en el alimento con 

encapsulados en alginato se presentó una cantidad inicial de 1.49 x107 UFP/g y final de 4.20 

x106 UFP/g, en los fagos sin encapsular la cantidad inicial fue de 9.07 x106 UFP/g y final de 2.43 

x106  UFP/g, en los alimentos con liposomas la cantidad inicial fue de 2.95 x105 UFP/g y una final 

de 9.43 x104 UFP/g y, con liofilizados de los fagos en TSB se obtuvo una cantidad inicial de 1.75 

x105 UFP/g y final de 3.87 x104 UFP/g (Fig. 3). 
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A la temperatura de 90 (Fig. 4) y 100°C (Fig. 5) presentaron una disminución de la actividad con 

respecto a la temperatura de horneado de 80°C mientras que la menor cantidad de actividad 

encontrada fue a la temperatura de 110°C (Fig. 6) donde la cantidad inicial en el alimento con 

fago sin encapsular fue de 3.38 x106 UFP/g y final de 5.13 x104 UFP/g, en el alimento con 

encapsulados en alginato de sodio la cantidad registrada fue de 8.87 x104 UFP/g y final de 4.97 

x106 UFP/g, en el alimento con liofilizados de los fagos en TSB no se detectó actividad lítica a 

está temperatura. 

 

Al analizar el alimento experimental con encapsulados de alginato de sodio Mv horneado a 80°C 

elaborado para el desafío experimental como se describe en la sección 6.10, se identificó una 

concentración inicial de 3.20 x108 UFP/g después de terminado el proceso de elaboración y, una 

concentración final de 1.3 x105 UFP/g luego de 14 semanas de almacenamiento, lo que indica 

una caída de la actividad lítica de 103 UFP/g (Fig. 7). En la composición química proximal de los 

alimentos (Tabla 15), se obtuvo una concentración de 34.5% proteína, 8.6% lípidos, 7.2% ceniza 

y 49% de ELN. 

 

Figura 3. Análisis de UFP/g de los alimentos experimentales horneados a 80°C durante 2 meses 
y medio. 
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Figura 4. Análisis de UFP/g de los alimentos experimentales horneados a 90°C durante 2 meses 
y medio. 

 

 
Figura 5. Análisis de UFP/g de los alimentos experimentales horneados a 100°C durante 2 meses 
y medio. 
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Figura 6. Análisis de UFP/g de los alimentos experimentales horneados a 110°C y, cuantificados 
durante 2 meses y medio. 
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Figura 7. Análisis de UFP/g del alimento experimental con encapsulados en alginato de sodio 
horneado a 80°C elaborado para el desafío experimental y cuantificados durante 14 semanas 
(101 días) posterior a su elaboración. 
 

Tabla 15. Evaluación de la composición química proximal del alimento referencial y 
experimental. 

Muestra Proteína (%) Extracto 
etéreo (%) 

Fibra cruda 
(%) 

Cenizas (%) ELN (%) 

Alimento 
referencial 

34.52 8.60 0.39 7.28 49.21 

Alimento 
experimental 

34.56 8.54 0.40 7.25 49.25 

 

7.7 Liberación de fagos en el tracto digestivo del camarón 

 

Los alimentos horneados a 80°C que se prepararon en la sección 7.5 se suministraron a los 

organismos para evaluar la digestibilidad. Los alimentos con vibriófagos que fueron capaces de 

liberar los vibriófagos y atravesar el sistema digestivo del camarón hasta su liberación en las 

heces fueron los que contienen vibriófagos sin encapsular, encapsulados de alginato, liposomas 

y el liofilizado de vibriófagos sin encapsular. De estos los mejores resultados fueron de los 

alimentos con vibriófagos sin encapsular y con encapsulados de alginato. Los alimentos con 
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encapsulados de pectina, de carboximetilcelulosa y el liofilizado en pectina solo se pudieron 

detectar en el estómago del camarón y no lograron tener una liberación o estabilidad hasta el 

intestino del organismo, de estos presentó el alimento con encapsulado de pectina presentó la 

mayor concentración de vibriófagos en el estómago (Tabla 16). 

 

Tabla 16. Efecto de la prueba de superposición de agar suave de la prueba de digestibilidad de 
los alimentos con encapsulados en camarón a partir de estómago, intestinos y heces de los 
organismos luego del consumo del alimento. 

No. Descripción Estomago Intestino Heces 

1 Control sin vibriófagos - - - 
2 Control con vibriófago, 1 mL de vibriófagos en TSB+ A A A 
3 Encapsulado en alginato A A A 
4 Encapsulado en pectina A B B 
5 Encapsulado en carboximetilcelulosa B - - 
6 Liposoma B B B 
7 Liofilizado en pectina B - - 
8 Liofilizado de vibriófago en TSB+ M B B 

Niveles de efecto: (B) bajo, (M) medio y (A) alto 

 
7.8 Bioensayos de fagoterapia 

 

7.8.1 Terapia pasiva 

 

El análisis microbiológico del agua de los acuarios mostró que la mayor densidad de Vibrio spp. 

no fermentativos en TCBS (colonias verdes) se presentó en el control positivo y la terapia de 

fagos, sin encontrar diferencias significativas (p <0.05) entre estos dos tratamientos durante el 

bioensayo excepto a las 12 hpi. La mayor densidad bacteriana se observó a las 0.25 hpi donde 

alcanzaron valores de 2.5 x105 UFC/mL en el control negativo y 8.5 x105 UFC/mL en la terapia de 

fagos. A partir de este tiempo, la densidad se mantuvo en descenso hasta alcanzar valores de 4 

x101 UFC/mL en el control negativo y 1 x101 UFC/mL en la terapia de fagos. Por lo tanto, el 

coctel de vibriófagos administrado a través del alimento no tuvieron un efecto detectable en la 

inhibición de vibrios en la terapia de fagos. Entre los tratamientos de control negativo y de 

fagos, no hubo diferencias significativas (p < 0.05) durante el bioensayo. La mayor carga de 

Vibrio spp. de colonias verdes se detectó a las 8 hpi con 5 x101 UFC/mL en el control negativo y 
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1 x102 UFC/mL en el control de fagos; mientras que la densidad bacteriana se mantuvo en 

descenso hasta ser indetectables a las 48 hpi (Fig. 8). 

 

En el caso del análisis de Vibrio spp. fermentativos en TCBS (colonias amarillas), no se 

observaron diferencias significativas (p < 0.05) entre los 4 tratamientos durante el bioensayo. Se 

identificó que la mayor densidad en el control positivo se alcanzó a las 0.25 hpi con 1.6 x104 

UFC/mL y a las 8 hpi en el control negativo con 2.62 x104 UFC/mL; el control de fagos con 2.08 

x104 UFC/mL y la terapia de fagos con 4.85 x104 UFC/mL. La densidad se redujo 

progresivamente hasta que a las 48 hpi, observando la menor densidad de 1.28 x103 UFC/mL en 

el control negativo, 5.6 x102 UFC/mL en el control de fagos, 5 x102 UFC/mL en la terapia de 

fagos y 3.7 x102 UFC/mL en el control positivo (Fig. 9). 

 

La mortalidad en el bioensayo inició a las 6 hpi en los tratamientos de control positivo y terapia 

de fagos, y continuo hasta alcanzar mortalidades del 71.4% en el control positivo y 80.6% en la 

terapia de fagos a las 48 hpi. No hubo diferencias significativas entre estos dos tratamientos 

infectados, mientras que si hubo diferencias significativas (p < 0.05) de estos dos tratamientos 

con respecto a los controles no infectados (control negativo y de fagos) (p > 0.05) (Fig.10).  

 

Al terminar el bioensayo se diseccionaron los hepatopáncreas, donde se observó que los 

organismos infectados con la cepa presentaron una coloración muy pálida de este órgano, 

mientras que los hepatopáncreas del control negativo presentaron una coloración café claro 

normal y el control de fagos una coloración oscura normal (Anexo 4). 
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Figura 8.  UFC/mL de las colonias verdes durante el bioensayo de terapia pasiva con M0904 y el 
alimento experimental elaborado para el desafío con vibriófagos encapsulados en alginato de 
sodio, utilizando ANOVA de una vía donde la variable dependiente fue la densidad bacteriana 
(UFC/mL) y la variable categórica el tratamiento (n=5). 

 

 
Figura 9. Análisis de UFC/mL de las colonias amarillas durante el bioensayo de terapia pasiva 
con M0904 y el alimento experimental elaborado para el desafío con vibriófagos encapsulados 
en alginato de sodio, utilizando ANOVA de una vía donde la variable dependiente fue la 
densidad bacteriana (UFC/mL) y la variable categórica el tratamiento (n=5). 
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Figura 10. Análisis de supervivencia de los camarones durante el bioensayo de terapia pasiva 
con M0904 y el alimento experimental a 3.2 x108 UFP/g (n=5). 
 

7.8.2 Terapia activa 

 

El análisis microbiológico de colonias verdes del agua en los acuarios indicó que la mayor 

densidad de Vibrio spp con coloración verde en medio TCBS en el control negativo y el control 

de fagos se presentó a las 0.25 hpi con 3.11 x104 UFC/mL y 1.09 x104 UFC/mL respectivamente. 

Está densidad comenzó a descender a partir de las 6 hpi y a las 48 hpi, donde alcanzó una 

densidad de 1.11 x102 UFP/mL en el control negativo y 1.22 x102 UFP/mL en el control de fagos, 

sin presentar diferencias significativas (p > 0.05) entre estos dos tratamientos. En el caso de la 

terapia de fagos, la mayor densidad se alcanzó a las 6 hpi con 5.41 x106 UFC/mL, mientras que 

en el control positivo se dio a las 12 hpi con 5.54 x106 UFC/mL. La densidad más baja fue a las 48 

hpi de 1.62 x103 UFC/mL en el control positivo y 5.56 x101 FC/mL en la terapia de fagos, sin 

presentar diferencias significativas entre estos tratamientos (p > 0.05) hasta las 6 hpi. A partir 

de las 12 hpi y hasta la finalización del bioensayo (48 hpi), se presentaron diferencias 
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significativas (p < 0.05) entre estos dos tratamientos con infección, mientras que no hubo 

diferencias significativas entre la terapia de fagos y los controles negativo y de fagos en ese 

rango de tiempo (Fig.11). 

 

El análisis de UFC de colonias amarillas en el agua de los acuarios indicó que la mayor densidad 

de vibrios se alcanzó a las 6 h en todos los tratamientos con 1.2 x106 UFC/mL en la terapia de 

fagos, 8.91 x105 UFC/mL en el control negativo, 8.79 x105 UFC/mL en el control positivo y 5.42 

x105 UFC/mL en el control de fagos. A partir de las 12 h, las UFC de colonias amarillas 

comenzaron a descender. La densidad más baja de las colonias amarillas se dio a las 48 hpi con 

8.8 x103 UFC/mL en el control negativo, 4.96 x103 UFC/mL en el control de fagos, 1.5 x103 

UFC/mL en la terapia de fagos y 9.56 x102 UFC/mL en el control positivo. No se presentaron 

diferencias significativas (p > 0.05) entre los tratamientos durante el bioensayo (Fig. 12).   

 

El UFP se obtuvo del análisis del agua de cada acuario de los controles negativo y positivo, 

donde no se obtuvo efecto lítico a partir de la prueba de superposición de agar suave, lo que 

indica que no contienen bacteriófagos. Por otra parte, el control de fagos y la terapia de fagos 

presentaron dosis iniciales muy bajas de fagos libres en el agua de 2.2 x101 UFP/mL, 

aumentando conforme se continuo la alimentación de los organismos y con la lisis de la cepa 

diana en la terapia de fagos. Esto permitió al tratamiento de terapia de fagos aumentar su 

concentración con respecto al control de fagos, finalizando a una densidad de 6.7 x101 UFP/mL 

en el tratamiento del control de fagos y en 1.4 x102 UFP/mL en la terapia de fagos. Entre los 

tratamientos de control de fagos y terapia de fagos y, entre el control negativo y el control 

positivo no hubo diferencias significativas (p > 0.05); mientras que entre los tratamientos de 

control de fagos y terapia de fagos si se encontraron diferencias significativas (p < 0.05) (Fig. 13).  

 

Así mismo se observaron características de los organismos de cada tratamiento, donde se 

identificó una baja cantidad de mudas; únicamente a las 15 hpi en el control positivo y control 

de fagos. Además, en ese mismo tiempo se presentó en el control positivo la mayor 

hiperactividad de los organismos (> 60%), se identificó más del 40% con coloración pálida del 

hepatopáncreas y un menor consumo de alimento. El control de fagos presentó la mayor 
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hiperactividad a las 20 hpi; se observaron algunos camarones (<10%) con coloración 

ligeramente pálida del hepatopáncreas y de igual forma, el menor consumo de alimento se dio a 

las 15 hpi al observarse mayor cantidad de restos de alimento no consumido. En los camarones 

con terapia de fagos, se observó la mayor hiperactividad (>50%) a las 20 hpi, el menor consumo 

de alimento se observó a las 15 hpi. El control negativo presentó la mayor hiperactividad a las 

15 hpi (>60%), el 100% de los organismos mantuvo la coloración del hepatopáncreas normal y a 

las 15 hpi el consumo disminuyo hasta un 60%. El consumo de alimento aumentó a las 35 hpi 

(Anexo 2 y 3). No se presentó mortalidad. 

 

 
 

Figura 11. Análisis de UFC de las colonias verdes durante el bioensayo de terapia activa con 
M0605 y el alimento experimental con fagos encapsulados en alginato de sodio (n=3). 
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Figura 12. Análisis de UFC de las colonias amarillas durante el bioensayo de terapia activa con 
M0605 y el alimento experimental con fagos encapsulados en alginato de sodio, ND indica que 
no hubo diferencias significativas entre tratamientos (n=3).  

 
Figura 13. Análisis de UFP/mL de agua durante el bioensayo de terapia activa con M0605 y el 
alimento experimental con fagos encapsulados en alginato de sodio, n=3.  
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8. DISCUSIÓN 

 

8.1 Encapsulación del coctel de fagos 

 

En la acuacultura comercial, las condiciones que generan estrés en los organismos como la 

sobrealimentación, temperaturas altas, recambios frecuentes y las altas densidades, pueden 

propiciar condiciones idóneas para la aparición y propagación de enfermedades bacterianas 

(Richards, 2014). El uso regular de los antibióticos ha contribuido a la generación de bacterias 

multirresistentes como en el caso de Vibrio parahaemolyticus causante de la Enfermedad de la 

Necrosis Hepatopáncreatica Aguda (AHPND) (Han et al., 2015; Lai et al., 2015; Dong et al., 

2017). El AHPND afecta a múltiples especies de camarón y se caracteriza por la severa atrofia 

del hepatopáncreas con un desprendimiento masivo de las células epiteliales en la etapa aguda 

de la enfermedad (Soto-Rodríguez et al., 2015). Las infecciones por bacterias multirresistentes 

se consideran como una importante limitante para el desarrollo de la producción acuícola, por 

ello, se buscan alternativas para el control y prevención de infecciones como el uso de la terapia 

de fagos, implementando el uso de cocteles que evitan la aparición de bacterias resistentes a 

los fagos (Tran et al., 2013; Mateus et al., 2014; Lai et al., 2015). Sin embargo, la aplicación de 

fagos en acuicultura presenta la limitante de ser inactivados por factores ambientales, una 

forma de evitar esto es la encapsulación o inmovilización que permiten mejorar la eficiencia del 

tratamiento. En este sentido, se debe tomar en cuenta el estrés químico y físico durante el 

proceso de encapsulamiento y durante el almacenamiento que podrían inactivar los fagos y 

reducir su eficacia como tratamiento (Malik, 2021).  

 

Al respecto, en el presente trabajo la encapsulación con alginato de sodio adicionado con 

Tween 20 al 1 y 2%, permiten un adecuado encapsulamiento de los fagos, esto puede ser 

debido a que Tween 20 es un tensioactivo no iónico que reduce la aglomeración y una mejor 

dispersión de los fagos para su correcta encapsulación (Richards y Malik, 2021). En cambio, el 

efecto lítico de los vibriófagos no fue detectable al añadir los vibriófagos en el buffer al 2.5% de 

NaCl, posiblemente se deba a que la interacción de NaCl puede generar un comportamiento 

repulsivo entre algunos bacteriófagos (Mylon et al., 2010). Por otra parte, la liberación de los 

fagos con extracto de hepatopáncreas aumentó al eliminar el recubrimiento en quitosano. Esto 
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difiere con lo reportado por Yongsheng et al., (2008) y Kim et al., (2015) quienes encapsularon 

el fago Felix O1 que infecta al género Salmonella y O157:H7 que infecta a Escherichia coli, 

respectivamente. En estos trabajos emplearon una cubierta de quitosano manteniendo la 

estabilidad de los fagos después de someterlos a una digestión acida (pH = 2) y con enzimas 

digestivas y, que posteriormente fueron liberados del encapsulado. En este caso, al emplearse 

en una digestión con enzimas digestivas de camarón (con un pH óptimo de 7) (Fox et al., 2006) 

no se logró la solubilización de la cubierta de quitosano y, por tanto, de la liberación adecuada 

de los vibriófagos encapsulados (Silva et al., 2016). Por otra parte, aunque las bacterias en el 

tracto digestivo de los camarones pueden sintetizar quitinasa para la digestión de la quitina, no 

existe evidencia de que posean enzimas como la quitosanasa para la degradación del quitosano 

(Tzuc et al., 2014). Por otro lado, el quitosano es soluble a pH < 6.5 (Cusihuamán-Noa et al., 

2018), condición que no se produce durante la digestión en los camarones que presentan una 

digestión a pH de 7.2 a 7.4 (Fox et al., 2006), a diferencia de los animales con digestión ácida a la 

que están dirigidos los estudios de Kim et al., (2015) y Yongsheng et al., (2008) que manejaron 

rangos de pH de 2.0-2.5 y 2.8 – 4.4, por lo que, se optó por descartar la aplicación del quitosano 

en la encapsulación del presente trabajo. 

 

En cuanto a la encapsulación con pectina combinado con alginato de sodio, la eficiencia de 

encapsulación y liberación de fagos fueron similares cualitativamente a los encapsulados solo 

con alginato de sodio. Esto puede ser debido a que el alginato produce un mejor acomodo de 

los fagos en la red de gel durante la gelificación mientras que la pectina tiene una gelificación 

más lenta propiciando a la difusión de los fagos fuera de la matriz. Este resultado es similar al 

descrito por Dini et al., (2012), quienes encapsularon el fago CA933P en 3% de pectina con 

emulsificación y en alginato, de las cuales consiguieron una liberación de los fagos casi en la 

misma medida entre estas dos encapsulaciones de aproximadamente 6 log UFP/cápsula. 

 

Para el caso de las capsulas de carboximetilcelulosa (CMC) con fagos, la encapsulación y 

liberación de los fagos fue poco eficiente, coincidiendo con el trabajo de Bogantes et al., (2018) 

quienes encapsularon nematodos obteniendo un bajo rendimiento debido a la acidez de la 

solución de FeCl3 que llega a ser de un pH muy acido (<1) a diferencia de la solución de CaCl2, 
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empleada en la gelificación del alginato y pectina, que tiene un pH cercano a 7 (Bogantes et al., 

2018). Esta acidez de la solución durante la encapsulación podría explicar por qué se detectó 

una disminución de los vibriófagos activos en los encapsulados con CMC. 

 

Respecto a los liposomas formados a partir de los fosfolípidos presentes en la lecitina de soya, 

no mostraron un resultado eficiente en la prueba de encapsulación y liberación de los 

vibriófagos. A diferencia del trabajo de Colom et al., (2015), quienes encapsularon en diferentes 

liposomas los fagos UAB_Phi20, UAB_Phi78 y UAB_Phi87 de los que obtuvieron una liberación 

de 49, 48 y 47%, respectivamente. En estos liposomas, además de los fosfolípidos se empleó 

colesterol, con lo que se sugiriere que la adición de colesterol mejora la estabilidad del 

liposoma.  

 

8.2 Evaluación de la actividad lítica de los encapsulados en el alimento 

 

A partir de la evaluación de los alimentos se obtuvo que la mejor encapsulación y liberación de 

los vibriófagos fue con los encapsulados de alginato de sodio, manteniendo cerca del 100% de 

actividad justo después del horneado temperaturas de 80, 90, y 100°C. Para este método de 

encapsulación, la actividad lítica se mantuvo cercana al 30% después de 75 días de almacenaje 

del alimento. Por otro lado, a 110°C en los diferentes métodos, incluyendo el método con 

alginato, presentaron baja afectividad (<3% de viabilidad de los fagos). 

 

Esto último puede ser debido a que los geles de alginato son estables a temperaturas de 0-

100°C pero sobre 100°C la estructura comienza a despolimerizarse, lo que puede provocar que 

los vibriófagos se vean expuestos a las altas temperaturas y se pierda la actividad lítica. Por otra 

parte, hornear los alimentos a temperaturas en las que los encapsulados se mantienen estables 

aseguran una conservación de la estructura y, por tanto, evitan la degradación de los vibriófagos 

que se encuentran recubiertos por el polímero (Bennacef et al., 2021). La eficiencia reportada 

en la encapsulación en alginato de sodio puede, adicionalmente, ser producto de su alta 

solubilidad en agua (Hartmann et al., 2006) permitiendo que una vez macerado o consumido 

por los camarones se liberen de forma efectiva los vibriófagos y puedan pasar a través del 
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sistema digestivo del organismo que representa la principal ruta de infección (Imaizumi et al., 

2021). 

 

Por otra parte, Sampaio et al., (2019) concluyeron que los encapsulados de pectina de un 

concentrado de licopeno, un pigmento carotenoide de color rojo, obtenido a partir de sandia 

que se sometió a una temperatura de 90°C mantuvo el 92% del contenido de licopeno 

encapsulado integro. Comparado con este trabajo, es probable que la encapsulación con 

pectina no fue eficiente, ya que la liberación de los vibriófagos en el alimento a las temperaturas 

de 80-110°C no fue detectable: Sin embargo, si se observó actividad de los fagos en el estómago 

de los organismos que consumieron el alimento (80°C), lo que también indica que el método de 

análisis para determinar la viabilidad directo del alimento no fue el óptimo.  En un trabajo de 

Cajiao y Luna (2019) donde encapsularon antocianinas con pectina y alginato, obtuvieron un 

mayor porcentaje de liberación a pH < 4, por lo tanto, es posible que la cantidad liberada a pH 

7.2-7.4 durante la digestión del camarón (Fox et al., 2006) afecte la liberación de los fagos 

encapsulados. 

 

El alimento con liposomas también presentó un resultado de liberación bajo comparado con los 

obtenidos por Colom et al., (2015) quienes encapsularon un coctel de los fagos UAB_Phi20, 

UAB_Phi78 y UAB_Phi87. Estos encapsulados fueron administrados a gallinas por lo que pasaron 

a través de la digestión ácida y con enzimas digestivas, al finalizar obtuvieron un rendimiento de 

66.7% mientras que, en el presente trabajo, el rendimiento fue de 25%, el cual se mantuvo con 

poca variación entre 80 y 110°C. Es posible que los liposomas se vean degradados al ser 

expuestos a las altas temperaturas, por lo que, es más probable que se requiera un método 

diferente que permita la encapsulación de los vibriófagos en los liposomas ya que el alimento 

con los fagos sin encapsular presentó una mayor densidad de los mismos indicando que los 

vibriófagos soportan las temperaturas a las que fueron expuestos (Yin y Faustman, 1993). 

 

 Por último, el encapsulado en carboximetilcelulosa no presentó actividad lítica detectable a 

ninguna de las temperaturas estudiadas. Esto puede ser debido a que la acidez de la solución de 

FeCl3 empleada en la gelificación como se mencionó anteriormente, redujera la densidad de 
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vibriófagos y, posteriormente, al calentarse a las altas temperaturas, se perdiera parte de esta 

actividad, de la misma manera que en el resto de encapsulados, hasta el punto de ser 

indetectables. 

 

8.3 Fagoterapia in vivo 

 

8.3.1 Terapia pasiva 

 

Durante la terapia pasiva con la cepa M0904 se mantuvo una reducción similar de la densidad 

de vibrios no fermentativos en TCBS (colonias verdes) entre los tratamientos de la terapia de 

fagos y el control positivo durante todo el bioensayo, excepto a las 12 hpi, en la cual se 

observan diferencias significativas entre ambos tratamientos hasta la finalización del bioensayo 

donde la densidad no mostro diferencias entre ambos tratamientos, está alta reducción puede 

ser producto de que esta cepa prefiere un estilo de vida bentónico (Aguilar-Rendón et al., 2020). 

Al igual que en el bioensayo de la terapia activa, no se presentaron diferencias entre el 

crecimiento de los vibrios fermentativos en TCBS (colonias amarillas), de la misma manera no se 

vieron afectados por la adición de los vibriófagos ya que estos son bastante específicos y, solo 

se ha identificado que presentan actividad lítica sobre cepas de V. parahaemolyiticus. De 

acuerdo con Aguilar-Rendón et al., (2020) la cepa M0904 se considera altamente virulenta y 

puede provocar mortalidades de hasta el 86.2% en 123 hpi, durante el bioensayo en el presente 

trabajo las mortalidad alcanzaron valores similares en los tratamientos de control positivo y 

terapia de fago a las 48 hpi y, al diseccionar los hepatopáncreas de los camarones 

supervivientes se observó que en el control positivo y terapia de fago fueron los más dañados 

con una coloración pálida, por todo lo anterior, se considera que la terapia con vibriófagos no 

fue efectiva para controlar el crecimiento bacteriano ni reducir los signos de infección cuando se 

infecta con la cepa M0904. Durante este bioensayo, la mortalidad de los tratamientos con 

infección (control positivo y terapia de fagos) no tuvieron diferencias significativas, 

posiblemente se pueda deber a que la enfermedad progreso tan rápidamente que el 

tratamiento de fagos perdió eficacia, como se observó en el trabajo de Jun et al., (2018) donde 

en el bioensayo I con el bacteriófago pVp-1 en el alimento dado 1 hpi a una densidad de 1 x108 
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UFP/camarón no modifico la mortalidad del 100% en el tratamiento de terapia contra la cepa 

Vp AHPND 13-028/A3.  

 

8.3.2 Terapia activa 

 

Durante el bioensayo de la terapia activa se analizó el UFC de Vibrio spp. no fermentativos en 

TCBS (colonias verdes) en el agua para identificar el crecimiento bacteriano con el que se 

identificó un descenso de la densidad bacteriana a partir de las 12 h en el tratamiento de 

terapia de fago con respecto al control positivo con una reducción significativa de la densidad 

bacteriana, hasta el punto en el que, al terminar el bioensayo, el UFC de la terapia de fagos 

alcanzó una concentración similar al del control negativo. Este resultado indica que los 

vibriófagos aportados a través del alimento han permitido la reducción de la densidad de 

especies que crecen como colonias de color verde en TCBS (V. parahaemolyticus, V. mimicus, V. 

vulnificus, V. campbelli y V. splendidus (Thompson et al., 2005; Su et al., 2005; Kesarcodi-

Watson et al., 2009) en el agua, sin embargo, se considera que no fue tan efectivo comparado 

con otros trabajos como el de Veyrand (2021) donde el fago vB_Pd_PDCC-1 logró reducir la 

densidad bacteriana hasta ser indetectables en los huevos de jurel tratados. 

 

Al evaluarse la liberación y replicación de vibriófagos en el agua de los tratamientos de terapia 

de fagos y control de fagos se observaron concentraciones de 101, esta baja liberación de 

vibriófagos en el agua puede deberse a la retención de los fagos dentro del sistema digestivo del 

camarón, así como a la desactivación de los vibriófagos por condiciones del ambiente como el 

cambio de pH, temperatura, salinidad o la presencia de iones (Jooczyk et al., 2011). Sin 

embargo, la terapia de fagos logró reducir la densidad de colonias amarillas en TCBS entre las 

que se incluye la cepa de infección V. parahaemolyticus M0605, además se demostró que los 

vibriófagos pudieron replicarse a partir de su liberación de los encapsulados y en presencia de la 

bacteria blanco, ya que, se encontró una densidad mayor en los tratamientos de terapia de fago 

que en el control de fagos (p > 0.05).  

 

Por otra parte, la concentración de Vibrio spp. que crecen de color amarillo en TCBS como son 

V. alginolyticus, V. anguillarum, V. furnissii, V. fluviales, V. owensii, V. harveyi, , V. orientalis, V. 
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mediterranei y V. logei (Thompson et al., 2005; Su et al., 2005; Balta, 2016; Mahmoud et al., 

2017; Dong et al., 2019; Muthukrishnan et al., 2019; Yen et al., 2022; Fan et al., 2023) no se vio 

afectada a través del bioensayo, esto se debe a que la mayoría de los fagos son bastante 

específicos pudiendo infectar solo en un rango de bacterias en el nivel de cepas, lo que vuelve 

poco probable una infección de estos vibriófagos hacia otras cepas que forman parte del 

ambiente del organismo (Warriner y Namvar, 2011; Kumar et al., 2016) demostrando así, que 

los vibriófagos pueden interactuar sin afectar de manera negativa a otras especies de bacterias 

que forman parte del ecosistema en el que se encuentran los organismos y a su vez que reducen 

la carga bacteriana de la cepa blanco.  

 

Adicionalmente, se identificaron características como la coloración del hepatopáncreas al 

diseccionarlo, con ello se identificó que los organismos del control negativo, de fagos y la 

terapia de fagos mostraron una coloración café normal (Kumar et al., 2020) mientras que los 

organismos en el control positivo presentaron una coloración muy ligeramente pálida, signo de 

la infección por AHPND (Soto-Rodríguez et al., 2015), sin embargo, no provoco mortalidades ni 

daños significativos sobre los organismos en los tratamientos de infección con la cepa M0605, 

posiblemente, debido a que la cepa fue sembrada en medio de cultivo solido que carece de 

suficiente espacio para la señalización célula-célula durante el crecimiento de las bacterias (Tran 

et al., 2013). Este estudio demostró que los encapsulados permiten el mantenimiento de los 

vibriófagos dentro del alimento durante un tiempo prolongado (de hasta 14 semanas) y su 

posterior liberación dentro del sistema digestivo del camarón y, consecuentemente, en el agua 

de los acuarios. Respecto a la terapia pasiva, está no funciono a diferencia de la terapia activa 

que, aunque no presentó resultados concluyentes se ve un potencial uso para el biocontrol de 

vibrios, por lo que, es necesario continuar con estos estudios.  
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9. CONCLUSIONES 

 

 Se realizaron 29 tipos de encapsulados con los biopolímeros de alginato de sodio, 

pectina, CMC, liposoma y un liofilizado de pectina; de estos se seleccionaron los que 

presentaron la mayor liberación de los vibriófagos obteniendo 5 encapsulados. 

 

 Entre los alimentos elaborados con los encapsulados seleccionados, el mejor resultado se 

obtuvo a partir de los encapsulados de alginato de sodio ya que protegen y mantienen 

durante más tiempo la actividad lítica de los vibriófagos. 

 

 El alimento con encapsulado de fagos disminuyo el crecimiento de la cepa Vp M0605 en 

el agua en los tratamientos con camarones, sin embargo, no fue posible evaluar la terapia 

activa contra AHPND. 

 

 El alimento administrado en una terapia pasiva no mostró diferencias en la supervivencia 

y control de UFC/mL en agua con respecto al control positivo por lo que se concluye que 

esta estrategia no es efectiva para el biocontrol de la cepa M0904. 
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11. ANEXOS 

Anexo 1. Fotos de las pruebas de superposición de agar suave de los encapsulados. 

 

 

 

Figura 14. Prueba de superposición de agar suave de las soluciones polímero-vibriófagos. 
Alginato comercial (C) y alginato de mediana viscosidad (Mv) al 1 y 2% con adición de NaCl al 
2.5% (NaCl), sin adiciones de NaCl ni Tween 20 (Sin adición), con 1% Tween 20 (1% T) y con 2% 
Tween 20 (2% T).  
 
 

 

Figura 15. Prueba de superposición de agar suave de encapsulados en alginato de sodio. A) 
Encapsulados de alginato de sodio de mediana viscosidad al 1% (M1) y 2% (M2). B) 
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Encapsulados en alginato de sodio comercial. Los encapsulados están digeridos en solución 
salina 2.5% NaCl (SD), en extracto de hepatopáncreas de camarón (DE) y en solución de ruptura 
de microesferas (BF). El punto azul indica que los encapsulados se molieron con pistilo y “C” 
indica el control de fago. 

 

Figura 16. Prueba de superposición de agar suave con encapsulados de alginato de sodio de 
mediana viscosidad con vibriófago correspondientes a la Tabla 2. A) Encapsulados de 1-16 
digeridos con solución salina al 2.5%. B) Encapsulados de 1-16 digeridos con extracto de 
hepatopáncreas de camarón. C) Encapsulado 17 digerido con solución salina al 2.5% y el control 
del fago. D) Encapsulado 17 digerido con extracto de hepatopáncreas de camarón y el control 
de vibriófagos. 
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Figura 17. Prueba de superposición de agar suave con los encapsulados 18 a 21 digeridos con 
solución salina 2.5% NaCl (SD) y extracto de hepatopáncreas de camarón (DE). La primera 
columna corresponde a los encapsulados sin digestión. 
 

 
Figura 18. Prueba de superposición de agar suave con los encapsulados 22 a 24 digeridos con 
solución salina 2.5% NaCl (SD) y extracto de hepatopáncreas de camarón (DE). La primera 
columna corresponde a los encapsulados sin digestión y C es el control de vibriófagos.  
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Figura 19. Prueba de superposición de agar suave con los encapsulados de liposomas (25) y 
liofilizados de alginato (26), pectina (27), carboximetilcelulosa (28) y fago sin polímero (29). “C” 
corresponde al control de vibriófagos y la digestión de los encapsulados se realizó con extracto 
de hepatopáncreas de camarón (DE) y solución salina 2.5% NaCl (SD). 
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Figura 20. Prueba de superposición de agar suave de los alimentos preparados con vibriófagos 
encapsulados de acuerdo con la Tabla 6. Los alimentos se hornearon 8 min a A) 80, B) 90, C) 100 
y D) 110°C. 1) Control sin fago, 2) Control de fago sin encapsular, 3) encapsulado en alginato, 4) 
pectina, 5) CMC, 6) liposoma, 7) liofilizado en pectina, 8) liofilizado sin encapsular.   
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Figura 21. Prueba de superposición de agar suave de la prueba de digestibilidad de los 
alimentos con encapsulados en camarón. A) Estomago, B) intestinos y C) heces de los 
camarones en los tratamientos. Los tratamientos son 1) Control sin fago, 2) Control de fago sin 
encapsular, 3) encapsulado en alginato, 4) pectina, 5) CMC, 6) liposoma, 7) liofilizado en pectina, 
8) liofilizado sin encapsular y un control del vibriófago (C). 
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Anexo 2. Hepatopáncreas diseccionados de los organismos a las 48 h post infección en la 

terapia pasiva. 

 

 
Figura 21. Hepatopáncreas diseccionados de los organismos a las 48 h post infección en la 
terapia pasiva. Control negativo (C-), control de fagos (CF), control positivo (C+) y terapia de 
fagos (TF). 
 

Anexo 3. Análisis de supervivencia durante el bioensayo de infección con M0605 (terapia activa) 

y el alimento experimental. 

 

Tabla 17. Análisis de supervivencia durante el bioensayo de infección con M0605 (terapia 
activa) y el alimento experimental. 
 

Horas 
post 
infección 

Mudas Actividad Coloración de 
hepatopáncreas 

Alimento 
consumido 

0 0 Todos presentaron 
actividad normal 

Todos los organismos 
presentaron una 
coloración normal 
marrón 

Todos los 
organismos de los 
tratamientos 
consumieron el 
100% del alimento. 

10 0 En el control negativo y 
control de fagos el 
100% de los 
organismos presentó 

En el control negativo y 
control de fagos el 
100% de los organismos 
presentó una coloración 

Todos los 
organismos en el 
control negativo 
consumieron todo 

C- 

CF 

C+ 

TF 
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una actividad normal. 
En el control positivo se 
presentó hiperactividad 
en el 50% de los 
organismos. 
En la terapia de fagos 
se presentó 
hiperactividad en el 
70% de los organismos 
 

normal. 
En el control positivo 
aumento la coloración 
pálida en el 20% de los 
organismos. 
En la terapia de fagos 
<5% de los organismos 
presentó coloración 
pálida. 

del alimento.  
En el control 
positivo se redujo el 
consumo de 
alimento (> 60% de 
los organismos 
consumió el 100% 
del alimento). 
En el control de 
fagos y la terapia de 
fagos se mantuvo el 
consumo de 
alimento (todos los 
organismos 
consumieron el 
100% del alimento).   
 

15 2 mudas en 
el control 
positivo. 
3 mudas en 
el control de 
fagos. 
 

En el control negativo 
aumento la actividad 
en > 80% de los 
organismos. 
En el control positivo 
aumento la actividad 
en > 90% de los 
organismos. 
En el control de fagos 
se presentó el aumento 
de actividad en > 40%. 
En la terapia de fagos 
presentó hiperactividad 
en el 60% de los 
organismos. 

El 100% en el control 
negativo y el control de 
fagos presento 
coloración normal. 
En el control positivo 
aumento los 
organismos con 
coloración pálida (> 
40%). 
En la terapia de fagos 
aumento los 
organismos con 
coloración pálida (< 
5%). 

En el control 
negativo el consumo 
del alimento se 
redujo (> 60% de los 
organismos 
consumieron el 20% 
del alimento). 
En el control 
positivo se redujo el 
consumo de 
alimento (> 30% de 
los organismos 
consumieron el 
100% del alimento). 
En el control de 
fagos el consumo de 
alimento se redujo 
(> 80% de los 
organismos 
consumieron > 50% 
del alimento). 
En la terapia de 
fagos se redujo el 
consumo de 
alimento (> 70% de 
los organismos 
consumieron > 90% 
del alimento). 
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20 0 mudas En el control negativo 
se redujo la actividad (> 
70% de los 
organismos). 
En el control positivo se 
redujo la actividad 
(70% de los 
organismos). 
En el control de fagos 
aumento la actividad (> 
90% de los 
organismos). 
En la terapia de fagos 
aumento la actividad (> 
70% de los organismos. 

El control negativo 
todos tenían coloración 
normal. 
En el control positivo se 
mantuvo la cantidad de 
organismos con 
coloración pálida (> 
40%). 
En el control de fagos 
aumento los 
organismos con 
coloración pálida (< 
5%). 
En la terapia de fagos se 
mantuvo la cantidad de 
organismos con 
coloración pálida (< 
5%). 

En el control 
negativo se 
mantuvo el 
consumo de 
alimento (> 60% de 
los organismos 
consumió un 20% 
del alimento). 
En el control 
positivo se mantuvo 
el consumo de 
alimento (> 30% de 
los organismos 
consumieron >90% 
del alimento). 
En el control de 
fagos se mantuvo el 
consumo de 
alimento (> 80% del 
control de fagos 
consumieron el 55% 
del alimento). 
En la terapia de 
fagos se mantuvo el 
consumo de 
alimento (> 70% de 
los organismos 
consumieron > 90% 
del alimento).  

35   En el control negativo 
se redujo la actividad (< 
5% de los organismos). 
En el control positivo se 
redujo la actividad 
(>30% de los 
organismos). 
En el control de fagos 
se redujo la actividad 
(50% de los 
organismos). 
En la terapia de fagos 
se redujo la actividad 
(>60% de los 
organismos). 

En el control negativo 
todos los organismos 
tenían coloración 
normal. 
En el control positivo se 
mantuvo la cantidad de 
organismos con 
coloración pálida (> 
40%). 
En el control de fagos 
aumento la cantidad de 
organismos con 
coloración pálida (> 
10%). 
En la terapia de fagos se 
mantuvo la cantidad de 

En el control 
negativo aumento el 
consumo de 
alimento (90% de 
los organismos 
consumieron un 
80% del alimento). 
En el control 
positivo aumento el 
consumo de 
alimento (> 90% de 
los organismos 
consumieron el 
100% del alimento). 
En el control de 
fagos aumento el 
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organismos con 
coloración pálida (< 
5%). 

consumo de 
alimento (> 90% de 
los organismos 
consumieron > 70% 
del alimento). 
En la terapia de 
fagos aumento el 
consumo de 
alimento (el 100% 
de los organismos 
consumió > 90% del 
alimento). 

 

 
Anexo 4. Hepatopáncreas diseccionados de los organismos a las 48 h post infección. 

 

 

Figura 22. Hepatopáncreas diseccionados de los organismos a las 48 h post infección. 
 

 

 




