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Resumen

Las enfermedades causadas por bacterias del género Vibrio en el cultivo de camardn son de
gran importancia debido a su impacto negativo en la industria acuicola. Estas bacterias pueden
causar diversas enfermedades en camarones, como la necrosis hepatopancreatica aguda
(AHPND). La fagoterapia es una alternativa para el biocontrol de estas bacterias patégenas que
presenta importantes ventajas, como la alta especificidad a sus huéspedes, la replicacién en el
sitio de infeccidn, y la capacidad de infectar a bacterias resistentes a antibiéticos. Sin embargo,
la estabilidad de los fagos en el sistema de cultivo es una preocupacion latente, ya que los fagos
presentan una estabilidad limitada en solucién y experimentan una caida significativa en el
titulo de fagos durante el procesamiento y almacenamiento. EIl método de encapsulacién de
bacteriéfagos, un area que aun no se estudia del todo, se presenta como una potencial
alternativa para atender esta problematica. En el presente estudio se evalué la eficacia
terapéutica de un cdéctel de bacteriéfagos (vB_Vp_PvVpO05, vB_Vp PvVp07 y vB_Vp_PvVp1ll),
encapsulados en alginato de sodio comercial y de mediana Vviscosidad, pectina,
carboxilmetilcelulosa, liposomas vy liofilizado en pectina como agente de biocontrol de Vibrio
parahaemolyticus para su uso en terapias fagicas pasiva y activa. Se observo que el encapsulado
en alginato de sodio de mediana viscosidad presentd la mayor liberacién de fagos activos y al
momento de ser incorporado a alimento para camardn y horneados a 80 — 100°C, se mantuvo
una concentracién de 1.3 x10°> UFP/g después de 100 dias de almacenamiento. Para la
evaluacidn de las terapias pasiva y activa se realizd una infecciéon 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
mostré una mortalidad del 80.6% en los camarones a las 48 hpi (p > 0.05) y una concentracién
de 5 x102 UFC/mL de Vibrio spp. no fermentativos en TCBS. En el caso de la terapia activa no se
presentd mortalidades, pero hubo una disminucion de la concentracién de Vibrio spp. no
fermentativos en TCBS con 5.56 x10* UFC/mL a las 48 hpi (p < 0.05) y aumentd la densidad de
vibriéfagos en 1.4 x10? UFP/mL en el agua de los acuarios (p < 0.05). Se determiné que la terapia
pasiva no ofrecid ninguna ventaja para el control de Vibrio parahaemolyticus, a diferencia de la
terapia activa, que si demostro ser efectiva en el control de esta bacteria.
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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_PvVp11l), 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 10° 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 10' CFU/mL at 48 hpi (p < 0.05), and the density of vibriophages increased to 1.4 x
10% 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.
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Glosario

Alginato de sodio: son polisacdridos de la sal del acido alginico obtenido de algas marinas
pardas y algunas bacterias, su composicion esta dada por los acidos B-D-manurdnico y a-L-
gulurdnico ordenados en bloques con secciones alternadas (Avendaio-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 B-anhidroglucosa (Franco y Mercé, 2006;
Franco et al., 2007).

Epizootia: enfermedad animal de tipo contagioso que ataca a un nimero 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).

Hepatopancreas: érgano del sistema digestivo de crustdceos con diversas funciones entre las
gue se encuentra la secrecién de enzimas, almacenamiento de nutrientes, desintoxicacion,
entre otros (Zeng et al., 2010).

Lecitina: término genérico que designa a sustancias grasas obtenidas de tejidos animales y
vegetales compuestas de acidos fosférico y grasos, glicerol, glicolipidos, triglicéridos vy
fosfolipidos (Calvifio et al., 2017).

Liofilizacion: es un proceso de deshidratacidon de productos a baja presion (vacio) y moderada
temperatura lo que permite la evaporacion del agua por sublimacion (Terroni, 1997).

Patégenos oportunistas: microorganismo que causa enfermedad en organismos cuya defensa
inmune humoral o innata se encuentra comprometida (Rocha-Gracia et al., 2004).

Pectina: polimero que se encuentra en la pared celular de planes y en la cascara de las frutas
compuesto por cadenas lineales de acido galacturdénico cargadas negativamente (Brejnholt,
2010; Sampaio et al., 2019).

Profilactico: medidas aplicadas para prevenir el riesgo de infecciéon y transmision de
enfermedades (Astigarraga et al., 2016).

Quitosano: biopolimero derivado desacetilado de la quitina que se puede encontrar en
crustaceos, insectos y hongos, esta constituido por monémeros de poli B-N-acetil-glucosamina-

co-B-glucosamina (Larez-Velasquez, 2006; Cusihuaman-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 méviles con flagelacion polares, encontrados generalmente en

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



1. INTRODUCCION

La acuicultura es el sector de produccion de alimento con el crecimiento a nivel mundial mas
rapido y se ha establecido como una fuente de proteina necesaria para satisfacer la ascendente
demanda de alimentos (FAO, 2018). En las ultimas décadas, la alta demanda de productos
acuicolas a derivado en el desarrollo de sistemas de produccién intensivos, sin embargo, este
tipo de cultivos presenta desafios sanitarios con la presencia de bacterias patégenas que
pueden generar pérdidas en la produccion (Lightner, 1993). Muchos de estos microorganismos
patdégenos 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 parametros inadecuados o con fluctuaciones
rapidas de temperatura, pH o salinidad; pobre oxigenacién; acumulacién de productos téxicos;
sobrepoblacién; exceso o falta de alimento; exceso de manipulacién; y en general, una baja
calidad de agua (Richards, 2014). Un ejemplo son las bacterias pertenecientes al género Vibrio,
gue son los principales agentes causales de numerosas epizootias en la camaronicultura, debido
a que estos son patégenos 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
camaron en todas sus etapas de vida y son responsables de mortalidades masivas en granjas de

camaron (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 camarén denominada Enfermedad de la
Necrosis Hepatopancredtica Aguda (AHPND por sus siglas en inglés) la cual provoca hasta un
100% de mortalidad de la postlarvas en los primeros 20-30 dias de cultivo (De Schryver et al.,
2014). El signo mas comun de la infeccidn es el hepatopdncreas atrofiado blanco a palido, y a
nivel histolégico se observa el desprendimiento masivo de las células epiteliales en los tubulos
hepatopancreaticos en la etapa aguda de la enfermedad. Por otro lado, en la etapa terminal se
observa necrosis de las células epiteliales de los tubulos hepatopancreaticos e infiltracidon

hemocitica masiva (Tran et al.,, 2013; Soto-Rodriguez et al., 2015). Las medidas profilacticas
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como manejo del estanque (aeraciéon, alimentacién, control del pH, temperatura, etc.) y la
desinfeccion de los estanques antes de la siembra de las postlarvas, no han sido capaces de
detener la proliferacién 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 alimentacion o la aplicacién de antibidticos 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 probidticos,
inmunoestimulantes, compuestos derivados de plantas, lineas de organismos tolerantes a

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

Otra alternativa es la fagoterapia, que implica el uso de bacteriéfagos (o fagos) basdndose en la
actividad bactericida que muestran. Los fagos son virus que infectan Unicamente a bacterias,
por lo cual, se consideran parasitos obligados de estas, ya que, requieren de los recursos de la
célula para poder llevar a cabo su replicacion (Zuppi et al., 2022). Los estudios sobre el
mecanismo de los bacteriéfagos liticos es esencial para el desarrollo de la fagoterapia, donde la
infeccion conduce exclusivamente a la muerte celular, lisis y liberacion de particulas de la
progenie del bacteriéfago (Kropinski 2006; Cisek et al., 2017). Los bacteriéfagos han sido
probados en los campos de la medicina, agricultura y alimentacién, debido a que, en
comparacion a los antibiéticos, estos presentan alta eficiencia, especificidad y se han mostrado

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

Actualmente existen numerosos avances en la aplicacién de fagos, sin embargo, los desafios a
los que se enfrenta la fagoterapia para el control de infecciones son, la administracién en los
organismos vy la pérdida de actividad litica 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 inmovilizacién o encapsulacidon de estas particulas en biopolimeros que los protejan de estas
condiciones y puedan administrarse de forma mads sencilla a través del alimento de los

organismos vy, disminuir los signos de infeccién y mortalidad provocada por la cepa Vp AHPND.



2. ANTECEDENTES

2.1 El estado actual de la acuicultura de camardn

Uno de los sectores de produccion de alimento con el crecimiento mds acelerado a nivel
mundial es la acuicultura, que comprende el cultivo controlado de todo tipo de animales
acudticos y plantas en ambientes de agua dulce, salobre o marina (Pillay y Kutty, 2005). El
incremento en la actividad acuicola es consecuencia de que ha demostrado tener la capacidad
de satisfacer la creciente demanda de alimentos con una alta contribucién nutricional.
Adicionalmente, esta actividad genera empleos directos y secundarios que forman una parte
importante del desarrollo econémico de los paises productores. Por otro lado, las actividades
pesqueras presentan un declive debido a la sobreexplotaciéon de los recursos naturales y el
cambio climatico (FAO, 2014; FAO, 2002). A nivel global se ha tenido una produccién anual de
114.5 millones de toneladas con un valor de 263.6 billones de délares en 2018 (FAO, 2020). Uno
de los productos con mas importancia son los crustdceos, donde la acuicultura genera un 55%
de estos organismos (FAO, 2018). Entre estos, la especie mas relevante es el camardn blanco del
Pacifico Penaeus vannamei, del cual se cultivan en promedio 3.4 millones de toneladas, con un
valor estimado de entre 3,800 a 8,800 dodlares por tonelada, lo que representa el 53% de los
crustaceos producidos anualmente en el mundo (FAO, 2018). El camarén P. vannamei es el
principal crustaceo 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 camarén no es un producto basico, su produccidn
en aumento, contribuye a suplir de alimento a la poblacidn creciente. En este sentido, se ha
optado por la tecnificacién de los sistemas de cultivo, aplicacion de nuevas férmulas
alimenticias, y la cria de postlarvas libres de patégenos especificos (SPF, por sus siglas en inglés),
gue han permitido a la acuicultura de camardn llegar a una intensificacion y expansién de nivel

industrial (Thornber et al., 2020).

México se encuentra como uno de los 25 paises con mayor importancia en la producciéon
acuicola con un crecimiento anual de la produccién en los ultimos 10 anos de 4.56% y una

produccién de 182,110 toneladas de camardn en 2021. Esta produccion representa un 72.8% de
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la actividad camaronera del pais que cada vez adquiere un mayor impulso e inversidon por su
capacidad de produccién de alimento (CONAPESCA, 2022). Para nuestro pais, la especie que
mas se cultiva es el camardén blanco, del cual se produjo 130,344 toneladas en 2017; donde las
entidades con mayor produccidn 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 pais siguen un modelo extensivo, semi-intensivo o intensivo, donde
la diferencia estd en la densidad de siembra, el nivel de tecnologia aplicada, el control de
variables fisicoquimicas y biométricas, el consumo de agua y la frecuencia de la dosificacion de
alimentacion. En los ultimos afios, con el fin de suplir alimento y fuente de empleo a la
poblacion, se ha optado por expandir los sistemas de produccién e intensificarlos (Cortés et al.,
2021). No obstante, la intensificacion de los cultivos genera una serie de condiciones que
provocan estrés en los organismos volviéndolos mas susceptibles a enfermedades por virus,
bacterias, hongos y parasitos (Thornber et al., 2020; Vaiyapuri et al., 2021). En este sentido,
bacterias del género Vibrio estan ampliamente distribuidas en el mundo y las infecciones que
provocan, conocidas como vibriosis, son reportadas tanto en criaderos como en estanques de
cultivo de camardn (Chandrakala y Priya, 2017). Estas bacterias se consideran como unas de las
mas importantes en la industria acuicola por las pérdidas econémicas 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 implicacion en mortalidades severas en la

acuicultura, especialmente en la industria del camardén (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 adhesion multivalente 7 (MAM?7), distintos tipos
de flagelos, sistemas de secrecion y diferentes toxinas (Broberg et al., 2011). En particular la
adquisicion del sistema de secrecion de las proteinas 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 plasmido (~70 kbp) conocido como pVA1 con los genes de las toxinas PirA*™ y
PirB", que expresa homdlogos a la toxina binaria relacionada con insectos (Pir) de
Photorhabdus. (Lai et al., 2015). En México en 2013 ha provocado pérdidas econdmicas 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 dias después de abastecer un estanque con post-larvas.
Los signos caracteristicos de infeccion por Vp AHPND son letargo, nado erratico, intestino vacio
y hepatopancreas atrofiado blanco a palido con consistencia acuosa en la etapa aguda (Soto-
Rodriguez et al., 2015), y sus lesiones progresivas se han clasificado en cuatro etapas principales
mediante analisis histopatoldgico. La etapa inicial se caracteriza por un alargamiento del epitelio
celular de los tubulos de hepatopancreas, que carecen de colonizacion bacteriana y una
disminucion de las vacuolas en las células Ry B. En la fase aguda, lo mas destacable es el masivo
desprendimiento de las células epiteliales y ausencia de actividad mitética en las células E. La
etapa terminal se caracteriza por tubulos completamente necréticos, proliferacion bacteriana y
melanizacién causada por la respuesta inflamatoria (Tran et al., 2013; Soto-Rodriguez et al.,

2015; Soto-Rodriguez et al., 2018).

2.3 Herramientas para el bio-control de patégenos

2.3.1 Probidticos

Los probidticos 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 produccion de animales de cultivo por su afectividad, su bajo costo y con mejores
resultados que otras sustancias quimicas para promover la salud del organismo (FAO/WHO,
2006; LaPorte, 2017). Los probidticos que se han empleado de manera exitosa en los cultivos de
camaron pertenecen a los géneros Bacillus, Lactobacillus, Enterococcus, Carnobacterium,

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

Los beneficios de su aplicacion como suplementos en alimentos o aditivos en el agua es la
mejora de la calidad del agua del estanque y de las respuestas fisioldgicas e inmunolégicas de

los animales, ademas, reduce el uso de productos quimicos y antibidticos en los cultivos (Tang
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et al., 2020). Aunque, estos microorganismos pueden prevenir enfermedades cuando se aplican
de forma profilactica, no tienen los mismos efectos en la aplicacion terapéutica y es poco

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

Por otra parte se ha reportado que los probidticos secretan sustancias extracelulares y péptidos
potencialmente antimicrobianos, dando como resultado una mejor digestion y absorcién de
alimentos, mejoramiento a la inmunidad de los camarones, sin embargo, para la administracion
del probidtico, se debe tener en cuenta diferentes factores que estdn relacionados con la
capacidad que poseen los probidticos para llegar hasta el tracto gastrointestinal del organismo,
la dosis, el método de administracién, la cepa y la escala de cultivo(Kumar et al., 2016; Kumar et

al., 2021).

2.3.2 Desarrollo de lineas de camarones tolerantes a AHPND

Los programas de seleccion de crias de camardn 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 proteccidon contra otras enfermedades,
como AHPND. Se ha observado en estudios preliminares que la linea de camardn ecuatoriana
generada de la fusidn de otras lineas ecuatorianas con tolerancia al virus del sindrome de la
mancha blanca (WSSV por sus siglas en inglés) mostré un mayor tiempo de supervivencia al ser

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

2.3.3 Compuestos derivados de plantas

Las plantas son una fuente rica de compuestos bioactivos como alcaloides, glucdsidos vy
compuestos aromaticos como fenoles o sus derivados con sustituciones de oxigeno que tienen
la capacidad de actuar como antimicrobianos. La funcién de estos compuestos es la union a
sustratos o iones metalicos impidiendo su uso por los patdgenos, alteran la membrana celular
de los microorganismos o de sus proteinas, pueden inhibir la unién de las bacterias a la

membrana celular, inactivar enzimas, bloquear la fusién o la absorcion 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
fitoquimicos 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
prevencion 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 afiadidos
al agua o alimentos y pueden mezclarse con prebidticos. Aunque, las plantas contienen
compuestos que mejoran la inmunidad y la salud de los camarones, también pueden tener

propiedades toxicoldgicas, mutagénicas o genotoxicas (Kumar et al., 2021).

2.3.4 Tecnologia 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/amoniaco en una concentracion
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 aminoacidos 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 bacteriéfagos (fagos)
para controlar la presencia de bacterias patdgenas (Prada-Pefiaranda et al., 2015). Los

bacteriéfagos 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 produccién de fagos que se ensamblan hasta
romper la célula y liberar la progenie que infectara nuevas células bacterianas (Campbell, 2003).
El tipo de bacteridéfagos que se emplean en la fagoterapia son los de tipo litico, que implica que
la liberacién 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 dafian
ni desbalancean la flora bacteriana normal, se replican en el sitio de infeccién 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 aplicacion de fagos, pero esto no implica una situacidn de riesgo, esto es
porque los fagos de igual forma que las bacterias pueden mutar para poder infectar a la cepa
resistente, ademads, pueden emplearse multiples 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 camardn 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 vibriéfagos 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 bacteriéfagos liticos

Aunque el uso de los fagos tiene multiples ventajas y se han hecho numerosos estudios, alun
presenta retos en cuanto a su administracién debido a que se requiere conocer el mejor tiempo
de inoculacién de las dosis y la desactivacién por factores ambientales o por anticuerpos del
hospedero (Loh et al.,, 2021). Para evitar esto, los fagos pueden ser encapsulados o

inmovilizados, aumentando asi la eficiencia del tratamiento, la llegada de los fagos al sitio de
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infeccion y la liberacidn controlada dentro del organismo hospedero. Este método consiste en
un proceso en el que una sustancia o agente activo permanece en el nucleo que se cubre con un
material que sirve como matriz o cdpsula (Nedovic et al., 2011). Las capsulas se generan por
emulsificacién donde se busca, normalmente, que estas tengan una forma ideal esférica y un
tamafio muy pequefio. Los nombres que se le dan a las particulas dependen de su tamaiio,
ordenados de menor a mayor se conocen como nanocdpsulas o nanoparticulas (entre 1 nm a
100 nm), microcapsulas o microparticulas (entre 3-800 um) y macroparticulas (mayor a 1000
um) (Choinska-Pulit et al., 2015). Las ventajas del uso de encapsulamiento de los bacteriéfagos
son la proteccién, estabilidad, disponibilidad vy, llegada y adhesidon al sitio activo. Aunque la
encapsulacion puede ser empleada en diversos campos y existe una amplia gama de materiales
disponibles para realizar encapsulaciones, aun no se han comparado extensamente, por lo que
aun, el conocimiento en cuanto a sus ventajas, restricciones y desventajas es limitado (Prisse et

al., 2008).

Uno de los métodos fisicos usados cominmente en la encapsulacion es la extrusion, el cual se
caracteriza por la dispersién de un agente activo en un liquido que pasa por presion a través de
una seccion transversal que permite un goteo constante dejdndolas caer sobre una solucién que
induce a la gelatinizacién. Este método tiene una alta eficiencia y con el uso de biopolimeros se
consigue que estos sean biodegradables, biocompatibles, funcionales, econémicos e inocuos
(Silva et al., 2021; Loh et al., 2021). Los encapsulamientos tienen gran cantidad de aplicaciones

tanto en la industria, agricultura, medicina, farmacologia y biotecnologia (Lin et al., 2016).

2.4.1 Liposomas

Uno de los tipos de encapsulados es la formacién de una bicapa lipidica que contiene en su
interior una solucién acuosa, lo que los vuelve altamente biocompatibles y muy faciles de
producir, seleccionando un tamafio deseado mediante sonicacidn, extrusion 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 infeccion y puede mejorar e incluso mantener a los

fagos en el sitio (Loh et al., 2021). Para su produccién se puede emplear la lecitina de soya, uno
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de los ingredientes que se afiaden a los alimentos de camardn por su alto contenido de lipidos
de entre 15 a 20% donde se encuentran fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina y
fosfatidilinositol. Ademas, contienen vitamina E que protege a los acidos grasos poliinsaturados
de la oxidacion y la produccion de radicales libres volviéndolo un ingrediente con potencial para

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

2.4.2 Hidrogeles

Otras de las formas mas comunes de encapsular particulas son por inmovilizacidn de los fagos
en soportes solidos compuestos de polimeros de origen natural como alginato, agarosa, pectina,
quitosano o carboximetilcelulosa (CMC) (Li et al., 1996; Loh et al., 2021). Entre los beneficios
gue tienen, es la mejora de la actividad antibacterial, permiten mantener la actividad litica luego
del almacenamiento a temperatura ambiente, la liberacion prolongada en el organismo y no
activan reacciones inflamatorias o produccién de anticuerpos. Este tipo de encapsulamiento se

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

La encapsulaciéon en hidrogel donde se involucran biopolimeros se prepara facilmente como una

suspensidn con el compuesto activo y se emplea en forma de emulsidn o se extruyen hacia otra
., . +2 +2 +2/+3 +2 +2 +3 .

solucién que contenga los iones como Ca'*, Zn'", Fe , Co™", Ba™* o Al"” necesarios para la

gelificacion. Los hidrogeles ademas son versatiles, pueden encapsular practicamente cualquier

compuesto y generan altos rendimientos (Lopez-Cordoba et al., 2012).

La aplicacidon de encapsulados de vibriéfagos dentro del alimento para camardn puede resultar
beneficioso como un método preventivo y terapéutico contra la infeccién por Vp AHPND. Esta
estrategia permite mantener a los vibriéfagos estables y activos por mas tiempo en condiciones
adversas del medio ambiente, previo a su paso a través del organismo al alimentarse y a la
posterior liberacion de estas particulas en el agua de los estanques, disminuyendo la poblacién

de bacterias patdgenas y, por consecuencia mitigan la enfermedad.
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3. JUSTIFICACION

La camaronicultura es una industria con un rapido crecimiento y con una alta importancia
econémica en México. Sin embargo, en los ultimos afios se ha presentado una enfermedad
emergente altamente infecciosa conocida como Enfermedad de la Necrosis Hepatopancreatica
Aguda (AHPND) provocada por Vibrio parahaemolyticus (Vp) que ha generado grandes pérdidas
en la produccién debido a la producciéon de toxinas PirAB y la nula respuesta a los métodos
comunmente empleados de desinfeccion y aplicacion de antibidticos, por lo que, requiere
nuevas estrategias para su control. Una de las alternativas es el uso de vibriéfagos que
presentan las ventajas de encontrarse en la naturaleza, relativamente econdmicos y no generan
serios o irreversibles efectos secundarios reportados hasta la fecha, no obstante, se requiere
mejorar el método de administracién y evitar la desactivacién 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 encapsulacion de vibriéfagos especificos a
AHPND administrados por alimento para camardn 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 administracién de encapsulados de bacteriéfagos en el alimento atenuard la Enfermedad de

la Necrosis Hepatopancreatica Aguda causada por Vibrio parahaemolyticus en camardn blanco

Penaeus vannamei.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar el uso de bacteriéfagos encapsulados en alimento de camardn para el control de Vibrio

parahaemolyticus causante de AHPND.

5.2 Objetivos especificos

1) Estandarizar un método de encapsulamiento de vibriéfagos para la inclusién en el

alimento de camarodn.

2) Evaluar la actividad y estabilidad de los vibriéfagos 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 camarén Penaeus vannamei.
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6. MATERIAL Y METODOS
6.1 Cepas bacterianas

Se empled la cepa de Vibrio parahaemolyticus (CIBGENOO3) perteneciente a la coleccidn del
laboratorio de Gendémica y Bioinformatica del CIBNOR, para la produccidn masiva de los
bacteriéfagos y como cepa diana durante las pruebas de encapsulacion. Para la realizacién de
los bioensayos de infeccién experimental con terapia activa se empled la cepa CAIM M605
(CAIM, por sus siglas en inglés) y para la terapia pasiva se empled la cepa CAIM M904, ambas
pertenecientes a la coleccion del laboratorio de bacteriologia y a la Coleccion de
Microorganismos de Importancia Acuatica del Centro de Investigacion en Alimentos y Desarrollo
A. C. (CIAD, unidad Mazatlan). Estas se ajustaron en solucion salina al 2.5% de NaCl a una
densidad optica de 1.5 a 600 nm (DOgpp =1.5) usando un biofotémetro (Eppendorf, Merck
Darmstadt, Germany), y el nimero de unidades formadoras de colonias por mililitro (9.66 x10’
UFC/mL en M0605 y 3.2 x10° UFC/mL en M0904) se determiné mediante diluciones seriadas en

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

de sodio (TSA+).

6.2 Bacteriéfagos

Los bacteridfagos empleados en el presente estudio se obtuvieron de la coleccion de
bacteriéfagos del CIBNOR unidad La Paz, empleando como hospedero de produccion a la cepa
de Vibrio parahaemolyticus CIBGEN-003 (Tabla 1). Los vibriéfagos se encuentran en medio de

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

Tabla 1. Coleccién de bacteriéfagos empleados en este trabajo.

Cepa hospedera Bacteriofagos Origen Fuente
Vibrio vB_Vp_PvVp05 Penaeus vannamei  Agua de tanque, cultivo de
parahaemolyticus . camaron con AHPND.
vB_Vp_PvwVp07 Penaeus vannamei  Agua de tanque de cultivo
CIBGEN-003
vB_Vp_PvVpll Penaeus vannamei Sedimento, cultivo de

camaron con AHPND
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6.3 Encapsulacion en alginato

Para la evaluacién 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 encapsulacién y
posterior liberacidon de los fagos (Tabla 2). Globalmente, se mezclé 1 mL de un coctel de los
vibriéfagos vB_Vp_PwWp05 (2.7 x10° UFP/mL); vB_Vp_Pwp07 (1.9 x10’ UFP/mL);
vB_Vp_PwVpll (2.6 x10’ UFP/mL) (1:1:1) con una densidad de 2.23 x10” UFP /mL y 9 mL de
solucion buffer Tris-HCI 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, 1y 2%) y cloruro de sodio (NaCl)
(0 y 2.5%). Posteriormente, se gelificd por goteo mediante una jeringa hipodérmica a través de
una aguja 32G en 50 mL de cloruro de calcio (CaCl;) 50 mM con agitacién 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 solucién 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. Produccién de encapsulados con alginato de sodio comercial y de mediana viscosidad.

No. de Tipo de pHdel Tween20 Recubiertade Adicionde UFP/mL
encapsulado alginato al 1% buffer (%) guitosano (min) NaCl anadido de
coctel

1 Mediana 8 - 20 - 2.23 x10’
viscosidad

2 Mediana 8 - 30 - 2.23 x10’
viscosidad

3 Comercial 8 - 20 - 2.23 x10’

4 Comercial 8 - 30 - 2.23 x10’

5 Mediana 8 1 - - 2.23 x10’
viscosidad

6 Mediana 8 1 30 - 2.23 x10’
viscosidad

7 Comercial 8 1 - - 2.23 x10’

8 Comercial 8 1 30 - 2.23 x10’

9 Mediana 8 2 - - 2.23 x10’
viscosidad

10 Mediana 8 2 30 - 2.23 x10’
viscosidad

11 Comercial 8 2 - - 2.23 x10’

12 Comercial 8 2 30 - 2.23 x10’

13 Mediana 8 - - 2.5 2.23 x10’
viscosidad

14 Comercial 8 - - 2.5 2.23 x10’

15 Mediana 8 - 30 2.5 2.23 x10’
viscosidad

16 Comercial 8 - 30 2.5 2.23 x10’

17 Mediana 8 - - - 2.23 x10’
viscosidad

6.4 Encapsulacion en pectina

En el método de encapsulacién con pectina (Sigma, 93854) se empleé 1 mL de coctel de
vibriéfagos a una densidad de 2.23 x10” UFP/mL con diferentes concentraciones de alginato de
sodio Mv (1% y 2%), de Tween 20 (0, 1y 2%), aceite de pescado (0.5 y 5%) y, en 9 mL con buffer
Tris-HCI 50 mM a niveles de pH de 6.5, 7 y 8 (Tabla 3). La gelificacién de las capsulas de pectina,

se empled la misma metodologia descrita en la seccidn 6.3.



Tabla 3. Produccién de encapsulados con pectina y alginato de sodio de mediana viscosidad.
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No. de Pectina Alginatode  Tris-HCl pH Tween Aceite de UFP/mL

encapsulado (%) mediana 20 pescado (%) anadido
viscosidad (%)

18 1 1 6.5 0.5 5 2.23 x10’

19 1 1 8 0.5 5 2.23 x10’

20 2 0.5 6.5 0.5 0.5 2.23 x10’

21 2 0.5 8 0.5 0.5 2.23 x10’

6.5 Encapsulacion en carboximetilcelulosa (CMC)

En la encapsulaciéon con CMC se empled 1 mL de coctel de vibriéfagos a una densidad de 2.23

x10” PFU/mL con diferentes concentraciones de CMC (1% y 2%) en buffer Tris-HCl 50 mM a pH

8.0 (Tabla 4). La gelificacién se realizd como se describe en la seccidn 6.3 con sustitucion de la

solucién de CaCl, por FeClz (1y 2%).

Tabla 4. Produccién de encapsulados con carboximetilcelulosa.

No. de CMC (%) pH buffer FeCl3 (%) UFP/mL afiadido
encapsulado
22 1 8 1 2.23 x10’
23 1 8 2 2.23 x10’
24 2 8 1 2.23 x10’

6.6 Encapsulacion en liposoma

Para la preparacion de los liposomas catidnicos, se empled una relacién de volumen (1 mL/1

mL) de lecitina de soya: vibriéfagos a una densidad de 2.23 x10’ PFU/mL. La mezcla se calentd a

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

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

ambiente. El solvente orgdnico se removio con calor a 40°C y se rehidrato con los vibriéfagos en

suspension, la mezcla de lecitina-fago se dejé caer por goteo a través de una jeringa

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

mantuvieron en refrigeracion a 4°C.
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6.7 Encapsulacion en liofilizados

Se prepararon las soluciones fago-polimero previdé a la gelificacion empleando un coctel de
vibriéfagos con densidad de 2.23 x10” UFP/mL siguiendo las proporciones de los encapsulados
No. 9 (1 mL de coctel de vibriéfagos, 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 vibriéfagos a una densidad de 2.23 x10” 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 vibriéfagos a una concentracion de
2.23 x10” UFP/mL, 1% de CMC en 9 mL de buffer Tris HCI pH 8), las soluciones se almacenaron a
-10°C durante 24 h y se liofilizaron hasta obtener una muestra libre de humedad.
Adicionalmente, se liofilizé6 una muestra de 1 mL del coctel de vibriéfagos (encapsulado No. 29)

(Tabla 5).

Tabla 5. Liofilizados de fago-polimeros

No. Solucion fago-polimero liofilizado UFP/mL afiadido
26 No. 9 2.23 x10’
27 No. 20 2.23 x10’
28 No. 22 2.23 x10’
29 Vibriéfagos en TSB+ 2.23 x10’

6.8 Evaluacion de presencia de vibriéfagos en las microesferas

La estabilidad y liberacidn de los vibriéfagos en los encapsulados se realizé tomando 0.02 g de
encapsulados y se maceraron con 100 pL de: a) solucién salina (SD), b) extracto de
hepatopancreas (DE) y c) solucion de ruptura de microesferas (citrato de sodio 50 mM,
bicarbonato de sodio 0.2 M y Tris-HCI 50 mM, pH 7.5) (BF). En el caso de la primera prueba de
liberacion de vibridfagos encapsulados en alginato de sodio comercial y Mv al 1 y 2%, se
homogenizd con la ayuda de vortex y se dejé reposar durante 1 h a temperatura ambiente. El
homogenizado se centrifugdé a 12500 rpm, a 4°C por 15 min y se recuperd el sobrenadante. Se
empled el método de prueba de punto descrito por Adams en 1959, agregando 13 plL del
sobrenadante sobre placas de TSA+ sembradas de forma masiva con la cepa CIBGEN 003 y se
incubd durante 24 h a 30°C. Las zonas de transparencia indican la presencia de los vibriéfagos

activos.
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6.9 Produccidn 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 evaluacién
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 vibriéfagos a una densidad de 2.27 x10’ UFP/mL se mezclaron con
15 g de una mezcla de alimento balanceado de camarén (35% proteina, 8% lipidos).
Adicionalmente, se prepararon alimentos con 1 mL del coctel de vibriéfagos sin encapsular y
con 1 mL de vibriéfagos liofilizado para mantener la misma concentracion de vibriéfagos
afadidos inicialmente. La mezcla de los alimentos con los diferentes encapsulados (Tabla 6) se
hidrato con aproximadamente 4 ml de agua. Los alimentos humedos con encapsulados y con
cocteles de vibriéfagos 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 analizé el UFP durante 2 meses y medio (75 dias).

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

Tratamiento Encapsulado UFP/mL aiiadidos de Descripcion
coctel

1 - 0 Control sin vibriéfago

2 - 2.27 x10’ Control con vibriéfago, 1 mL de
vibriéfagos en TSB+

3 9 2.27 x10’ Encapsulado en alginato

4 20 2.27 x10’ Encapsulado en pectina

5 22 2.27 x10’ Encapsulado en
carboximetilcelulosa

6 25 2.27 x10’ Liposoma

7 27 2.27 x10’ Liofilizado en pectina segun el

encapsulado 20
8 29 2.27 x10’ Liofilizado de vibriéfago en TSB+
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6.10 Preparacion de los alimentos para camaron para el desafio experimental

A partir de la prueba de elaboracion de alimento a diferentes temperaturas, se selecciond una
estrategia para la realizacidon 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 adicioné 83.9 g de encapsulados
de alginato de sodio preparados en la misma proporcién 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 vibriéfagos a una densidad de 9.73 x10® UFP/mL obtenido a partir de la mezcla de los
vibriéfagos vB_Vp_PwVp05 (7.06 x10° UFP/mL); vB_Vp_PwWp07 (7.73 x10° UFP/mL);
vB_Vp_PwVpll (9.53 x10® 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
dandole 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 analizé el UFP

durante 3 meses (100 dias).

Tabla 7. Ingredientes y formulacién de alimento balanceado para camardn (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 Evaluacion de la actividad de los vibriéfagos encapsulados en el alimento

Los alimentos se analizaron tomando muestras de 100 mg que se maceraron en 1 mL de
solucion salina 2.5% de NacCl, la mezcla se centrifugo a 12500 rpm a 4°C por 15 min y se
recupero el sobrenadante. Para determinar la densidad de vibriéfagos se empled el método de

superposicion 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 utilizé la cepa CIBGEN 003 suspendida en solucidn salina al 2.5% NaCl (DOggo
= 1.5 que corresponde a 2.21 x10% UFC/mL), 100 UL de esta suspension bacteriana y 100 uL del
sobrenadante de los alimentos se mezclaron en 8 mL de TSA+ suave diluido y a temperatura de
48°C. Una vez homogenizado se vertid sobre una placa de TSA+ delgado y se dejé secar. Cada
muestra de sobrenadante de alimento se analizé en dilucién seriada por triplicado y se
incubaron por 24 h a 30°C; las calvas o puntos claros indicaron la cantidad de vibriéfagos activos

en el alimento.

6.12 Liberacion de los fagos en el tracto digestivo del camarén

Para verificar la liberacién y el paso de los vibridfagos encapsulados e incorporados en los
alimentos a través del sistema digestivo del camardn, 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 dejo a los camarones
alimentarse durante 1 h y 30 min, concluido el tiempo se recolectaron sus heces, se
diseccionaron los estdmagos e intestinos y se almacenaron en tubos Eppendorf con 1 mL de
solucion salina 2.5% NaCl. Cada muestra se macero y se centrifugd por 15 min a 12,000 rpm a
4°C para recuperar el sobrenadante. Una vez recuperado el sobrenadante se empled la técnica
de superposicién de agar suave como se describe en la seccion 6.11 y se verifico la formacién de

calvas a las 24 h.

6.13 Evaluacion in vivo de la fagoterapia en camarén

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 vibriéfagos (control de fagos y terapia de fagos) y 2 con el
alimento referencia sin fagos (control negativo y control positivo) elaborados en la seccion 6.10.
Durante la prueba de fagoterapia pasiva con la cepa M0904, se les suministro a los organismos
8

el alimento referencial sin fagos y experimental de vibriéfagos con una densidad de 3.2 x10

UFP/g con 2 semanas de haber sido elaborado. Para la prueba de fagoterapia activa con la cepa
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MO0605 se realizd con el alimento referencial sin vibridfagos y experimental con una densidad de

1.30 x10° UFP/g a las 15 semanas de haber sido elaborados.

Una vez elaborados los alimentos experimental y referencial se evalué su composicidén quimica
proximal de acuerdo con la siguiente metodologia: proteina cruda (método de combustidn
Dumas, Ebeling, 1968), lipidos (método 2003.05; AOAC, 2005), cenizas (método 942.05; AOAC,
2005) y fibra cruda (método 978.10; AOAC, 2005). También se estimd el extracto libre de
nitrégeno (ELN) restando del 100% en base seca, el porcentaje de proteina, lipidos, ceniza y

fibra cruda.

6.13.1 Condiciones de aclimatacion

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 dias en tanques de
400 L con agua marina (33-34 g L-1 salinidad) filtrada (10 y 5 um) y desinfectada con radiacidn
UV. Cada tanque contaba con aireacidn 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 bacteridfagos
encapsulados a una densidad de 3.2 x10® UFP/g, ambos se administraron en una proporcién de

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

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 dias en un tanque de 400 L con agua marina (33-34 g/L salinidad)
filtrada (10 um y 5 um). El tanque contaba con aireacidn, temperatura constante de 27°C + 1°C,
ademas de un fotoperiodo de 12 h luz y 12 h oscuridad y con recambios de agua al 70% diarios.
Los organismos se alimentaron con alimento referencial (sin vibriéfagos) en una proporcion de
15% de biomasa total con dos raciones diarias. Posteriormente se hizo una seleccion de
organismos de 0.07 a 0.17 g para distribuirlos en los acuarios correspondientes que contendrian

los tratamientos para el desafio experimental de la seccién 6.13.3.
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6.13.2 Preparacion del in6culo

a) Terapia pasiva

Para elaborar el inéculo para la terapia pasiva se cultivdé la cepa Vp M0904 siguiendo la
metodologia de Aguilar-Renddn et al., (2020). Se inoculo 100 uL de bacteria en 60 mL de caldo
TSB+ y después se incubo en horno de incubacidon (NB-205L, N-Biotek) a 30°C durante 18 h con
agitacion 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 realizé una suspension bacteriana en solucién salina
2.5% NaCl ajustada a DOggp = 1.5 (1.57 x10° CFU/mL). La infeccién fue realizada por el método
de inmersion inoculando 3.5 mL de la suspensidn bacteriana a cada acuario de los tratamientos
de control positivo y terapia de fagos. La densidad real mencionada se estimé realizando

diluciones seriales y conteo de colonias en TCBS.

b) Terapia activa

Para elaborar el indculo para la terapia activa se tomé la cepa Vp M0605 criopreservada en un
ultracongelador a -80°C de la coleccion CAIM, posteriormente se reactivd en 10 mL de caldo
TSB+, después se incubo a 30°C durante 24 h con agitacion constante (100 rpm) de acuerdo con
la metodologia de Aguilar-Rendén et al., (2020). Posteriormente, se sembré en TSA+ durante 18
h y se realizd una suspension bacteriana en solucidn salina al 2.5% NaCl ajustada a una densidad
Optica de DOggo = 1.502 (2.21 x10® UFC/mL). La infeccion fue realizada por el método de
inmersién inoculando 21 mL de la suspensién a cada acuario de los tratamientos de control
positivo y terapia de fagos. La densidad real mencionada se estimd realizando diluciones

seriales y conteo de colonias en TCBS.

6.13.3 Desafio 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 contenia 30 L de agua marina (33-34 g/L
salinidad) filtrada (10 um y 5 um). Los tratamientos fueron establecidos como se indica en la

terapia pasiva con tres controles: control negativo, control positivo, control de fagos y, una



24

terapia de fagos. Los organismos fueron alimentados de acuerdo al tratamiento, con alimento
referencial o experimental, 24 h previos a la infeccidn y se eliminaron los restos de alimento y
heces 1 h previo a la infeccion (Fig. 1). La densidad bacteriana se cuantifico en medio TCBS a las

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

LS a— 1
Control negativo Alimento Control de fagos Alimento experimental
referencial (108 UFP/qg)
= _J ——————
Control positivo Alimento Terapia de fagos Alimento experimental

Figura 1. Esquema de los tratamientos del desafio experimental en terapia pasiva con la cepa
M0904 y el alimento experimental con encapsulados de vibriéfagos. Control negativo sin
infeccion, control de fagos con alimento experimental sin infeccidn, control positivo con
infeccidn y terapia de fagos con alimento experimental e infeccién.

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 contenia 4 L de agua marina (33-34 g/L
salinidad) filtrada (10 um y 5 um). Se colocaron tres tratamientos control: el control negativo
gue contenia solo los organismos sin infectar con alimento referencial, un control de fagos con
alimento experimental con vibriéfagos encapsulados preparado en la secciéon 6.10 (3 meses
después de su produccién y que contiene 1.30 x10° UFP/g) y un control positivo infectado con la
cepa MO0605 vy, finalmente, un tratamiento de terapia de fagos con el alimento experimental que
contiene vibriéfagos encapsulados e infectado con la cepa M0605 (Fig. 2). Los organismos de
todos los tratamientos fueron alimentados en una proporcién de 11% de biomasa total con dos
raciones diarias durante 24 h antes y durante toda la infeccidn. Durante la infeccién se observé
mortalidad, cambio de mudas, actividad y coloracion del hepatopancreas. La concentracion

bacteriana se cuantifico en medio TCBS a las 0, 6, 12, 24, 36 y 48 horas post infeccién (hpi).
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Figura 2. Esquema de los tratamientos del desafio experimental en terapia activa con la cepa
MO0605 y el alimento experimental con encapsulados de vibriéfagos. Control negativo sin
infeccion, control de fagos con alimento experimental sin infeccidn, control positivo con
infeccion y terapia de fagos con alimento experimental e infeccién.

6.14 Analisis estadisticos

Los datos se analizaron por una ANOVA de dos vias para identificar los efectos de la infeccidn y
del alimento con encapsulados de vibriéfagos vy, se realizé un andlisis post hoc de Tukey para
determinar si existen diferencias entre tratamientos. Se realizaran adicionalmente un anlisis de
supervivencia Kaplan-Meier para generar una curva de supervivencia. Los analisis se realizaron

mediante el lenguaje de programacion estadistico R versién 4.1.2.
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7. RESULTADOS

7.1 Encapsulacion en alginato

Las primeras soluciones vibriéfagos-polimero sin encapsular mantuvieron la actividad de los
vibriéfagos con alginato de sodio comercial y de mediana viscosidad al 1y 2% con Tween 20 al
0, 1y 2%, siendo el mejor resultado la solucién que contiene alginato de mediana viscosidad al 1
y 2% sin adicién de Tween 20. El efecto litico de los vibriéfagos no fue detectable afiadir NaCl al
2.5% (Tabla 8). En el caso de los primeros encapsulados con ambos alginatos presentaron calvas
principalmente en la digestion con extracto de hepatopancreas (DE) para el alginato de mediana
densidad al 2% y para el alginato comercial al 1y 2%. La digestion con buffer (DF) tuvo efecto
con el alginato a mediana viscosidad al 1y 2% vy, en el alginato comercial al 1%. La digestién con
solucion 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 liberacion, el
mayor efecto litico 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 My, sin
Tween 20). Todos los encapsulados que presentaron calva no se endurecieron en quitosano

(Tabla 10).

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

Tipo de alginato Buffer sin Buffer al 2.5% Adicion de Adicion de
de sodio adiciones NacCl Tween 1% 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 superposicidon de agar suave de encapsulados en alginato de
sodio. Alginato de mediana viscosidad (Mv) y alginato comercial (C) al 1y 2%. Los encapsulados
estan digeridos en solucion salina 2.5% NaCl, en extracto de hepatopdncreas de camarén y en
solucién de ruptura de microesferas.

Tipo de Digestion en solucion Digestion en extracto de Digestidn en solucién de
alginato salina 2.5% hepatopancreas ruptura de microesferas
de sodio No molido Molidocon No molido Molidocon No molido Molido con
pistilo pistilo pistilo
Mv 1% - B B B - B
Mv 2% - B B B - B
Cl1l% - B B B - B
C2% - B M B - B

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

Tabla 10. Efecto de la prueba de superposicion de agar suave de encapsulados en alginato de
sodio elaborados en la seccidn 6.3, digeridos en solucién salina 2.5% NaCl y en extracto de
hepatopancreas.

No. de encapsulado Digerido en solucidn salina Digerido en extracto de
2.5% NaCl hepatopancreas
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 Encapsulacion en pectina

Los encapsulados con pectina y alginato de sodio Mv se probaron en digestidon con sol. Salina
2.5% NaCl y extracto de hepatopancreas, donde el mayor efecto litico 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) presenté un efecto litico intermedio en la digestién 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)
presentd un efecto litico 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) presentd un

efecto litico nulo en la liberacién de vibriéfagos con digestion con SD y DE (Tabla 11).

Tabla 11. Efecto de la prueba de superposicion de agar suave de encapsulados en pectina con
alginato de sodio elaborados en la seccion 6.4, digeridos en solucién salina 2.5% NaCl y en
extracto de hepatopdncreas.

No. de encapsulado Digerido en solucidn salina Digerido en extracto de
2.5% NacCl hepatopancreas
18 B B
19 M M
20 A A
21 - -

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

7.3 Encapsulacion con carboximetilcelulosa

Los encapsulados con carboximetilcelulosa (CMC) No. 22 (1% CMC gelificado en 1% FeCls), 23
(1% CMC en 2% FeCl3) y 24 (2% CMC en 1% FeCls) se probaron con digestion con SD y DE (Tabla
12). El mejor efecto de la liberacidn de los vibriéfagos fue el encapsulado No. 22 elaborado con
1% CMC gelificado en 1% FeCl; y digeridos con DE al mostrar un area de lisis mas amplia pero no
se mostré efecto litico al digerir con SD. La digestidon con SD y DE en el resto de encapsulados no

mostré un efecto positivo de lisis por los vibriéfagos.
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Tabla 12. Efecto de la prueba de superposicion de agar suave de encapsulados en
carboximetilcelulosa elaborados en la seccién 6.5, digeridos en solucién salina 2.5% NaCl y en
extracto de hepatopdncreas.

No. encapsulado Digerido en solucidn salina Digerido en extracto de
2.5% NacCl hepatopancreas
22 B M
23 B B
24 B B

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

7.4 Encapsulacion 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 litico al ser digeridos con SD y DE. Por otro lado, el liofilizado
28 (1% CMC, pH 8) y 29 (vibriéfagos en medio de cultivo TSB) presentaron efecto litico con el
mejor efecto en el de vibriéfagos liofilizados sin polimero de encapsulamiento (encapsulado No.

29) (Tabla 13).

Tabla 13. Efecto de la prueba de superposicion de agar suave de encapsulados en
carboximetilcelulosa elaborados en la seccion 6.6 y 6.7, digeridos en solucién salina 2.5% NaCl y
en extracto de hepatopancreas.

No. encapsulado Digerido en solucidn salina Digerido en extracto de
2.5% NaCl hepatopdancreas
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 Produccidn de alimentos a diferentes temperaturas

Los alimentos con vibriéfagos a temperatura de 80°C presentd la mayor actividad litica con los
tratamientos 2 (vibriéfagos sin encapsular en TSB+) y 3 (1% Mv, 2% Tween 20, sin recubierta de
guitosano), seguido de los tratamientos 6 (liposomas) y 8 (liofilizado de vibriéfagos sin polimero

en TSB+) que presentaron una menor lisis. Los alimentos horneados a 90°C mantuvieron un
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mismo nivel de actividad litica en los tratamientos 2, 3, 6 y 8. Cuando se horneo a 100°C se
mantuvo la actividad litica igual en los tratamientos 2 y 3 y, cuando se horneo a 110°C se perdié
la mayor actividad siendo los tratamientos 2 y 3 los Unicos que conservaron una baja actividad

litica (Tabla 14).

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

No. Descripcion Temperaturas
80 90 100 110
1 Control sin vibriéfagos - - -
2 Control con vibriéfago, 1 mL A M M B
de vibriéfagos en TSB+
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 vibriéfago en M M B -
TSB+

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

7.6 Evaluacion de la estabilidad de los vibriéfagos encapsulados en el alimento

Los alimentos horneados a 80, 90, 100 y 110°C se analizaron y cuantificé el UFP durante 2 meses
y medio. Determinado que la mayor actividad litica se presentd en los alimentos con
encapsulados en alginato de sodio Mv y con fagos sin encapsular, en menor medida se presentd

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

Los alimentos horneados a 80°C presentaron la mayor actividad litica, en el alimento con
encapsulados en alginato se presenté una cantidad inicial de 1.49 x10’ UFP/g vy final de 4.20
x10° UFP/g, en los fagos sin encapsular la cantidad inicial fue de 9.07 x10° UFP/g y final de 2.43
x10° UFP/g, en los alimentos con liposomas la cantidad inicial fue de 2.95 x10° UFP/g y una final
de 9.43 x10* UFP/g y, con liofilizados de los fagos en TSB se obtuvo una cantidad inicial de 1.75
x10° UFP/g y final de 3.87 x10* UFP/g (Fig. 3).
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A la temperatura de 90 (Fig. 4) y 100°C (Fig. 5) presentaron una disminucion 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 x10° UFP/g y final de 5.13 x10* UFP/g, en el alimento con
encapsulados en alginato de sodio la cantidad registrada fue de 8.87 x10* UFP/g y final de 4.97
x10° UFP/g, en el alimento con liofilizados de los fagos en TSB no se detecté actividad litica a

esta temperatura.

Al analizar el alimento experimental con encapsulados de alginato de sodio Mv horneado a 80°C
elaborado para el desafio experimental como se describe en la seccién 6.10, se identificd una
concentracién inicial de 3.20 x10® UFP/g después de terminado el proceso de elaboracion y, una
concentracién final de 1.3 x10° UFP/g luego de 14 semanas de almacenamiento, lo que indica
una caida de la actividad litica de 10 UFP/g (Fig. 7). En la composicién quimica proximal de los
alimentos (Tabla 15), se obtuvo una concentracion de 34.5% proteina, 8.6% lipidos, 7.2% ceniza

y 49% de ELN.
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Encapsulado en alginato Encapsulado en pectina
Encapsulado en carboximetilcelulosa Liposoma

Liofilizado con pectina Liofilizado de fago en TSB

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

y medio.
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Figura 5. Andlisis de UFP/g de los alimentos experimentales horneados a 100°C durante 2 meses

y medio.
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Figura 6. Analisis de UFP/g de los alimentos experimentales horneados a 110°C y, cuantificados
durante 2 meses y medio.
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Figura 7. Andlisis de UFP/g del alimento experimental con encapsulados en alginato de sodio
horneado a 80°C elaborado para el desafio experimental y cuantificados durante 14 semanas
(101 dias) posterior a su elaboracién.

Tabla 15. Evaluacion de la composicién quimica proximal del alimento referencial y
experimental.

Muestra Proteina (%)  Extracto Fibra cruda Cenizas (%) ELN (%)
etéreo (%) (%)

Alimento 34.52 8.60 0.39 7.28 49.21

referencial

Alimento 34.56 8.54 0.40 7.25 49.25

experimental

7.7 Liberacion de fagos en el tracto digestivo del camardn

Los alimentos horneados a 80°C que se prepararon en la secciéon 7.5 se suministraron a los
organismos para evaluar la digestibilidad. Los alimentos con vibriéfagos que fueron capaces de
liberar los vibriéfagos y atravesar el sistema digestivo del camarén hasta su liberacién en las
heces fueron los que contienen vibriéfagos sin encapsular, encapsulados de alginato, liposomas
y el liofilizado de vibriéfagos sin encapsular. De estos los mejores resultados fueron de los

alimentos con vibridfagos 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 estdmago del camardn y no lograron tener una liberacién o estabilidad hasta el
intestino del organismo, de estos presentd el alimento con encapsulado de pectina presentd la

mayor concentracion de vibriofagos en el estémago (Tabla 16).

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

No. Descripcion Estomago Intestino Heces

1 Control sin vibriéfagos - - -
2 Control con vibriéfago, 1 mL de vibriéfagos 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 vibriéfago 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 analisis microbioldgico del agua de los acuarios mostré que la mayor densidad de Vibrio spp.
no fermentativos en TCBS (colonias verdes) se presenté 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 observé a las 0.25 hpi donde
alcanzaron valores de 2.5 x10° UFC/mL en el control negativo y 8.5 x10°> UFC/mL en la terapia de
fagos. A partir de este tiempo, la densidad se mantuvo en descenso hasta alcanzar valores de 4
x10* UFC/mL en el control negativo y 1 x10* UFC/mL en la terapia de fagos. Por lo tanto, el
coctel de vibriéfagos administrado a través del alimento no tuvieron un efecto detectable en la
inhibicion 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 detecté a las 8 hpi con 5 x10* UFC/mL en el control negativo y
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1 x10> 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 analisis de Vibrio spp. fermentativos en TCBS (colonias amarillas), no se
observaron diferencias significativas (p < 0.05) entre los 4 tratamientos durante el bioensayo. Se
identifico que la mayor densidad en el control positivo se alcanzé a las 0.25 hpi con 1.6 x10*
UFC/mL y a las 8 hpi en el control negativo con 2.62 x10% UFC/mL; el control de fagos con 2.08
x10* UFC/mL y la terapia de fagos con 4.85 x10° UFC/mL. La densidad se redujo
progresivamente hasta que a las 48 hpi, observando la menor densidad de 1.28 x10° UFC/mL en

el control negativo, 5.6 x10%> UFC/mL en el control de fagos, 5 x10% UFC/mL en la terapia de

fagos y 3.7 x10? UFC/mL en el control positivo (Fig. 9).

La mortalidad en el bioensayo inicid 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 hepatopancreas, donde se observd que los
organismos infectados con la cepa presentaron una coloracion muy pdlida de este drgano,
mientras que los hepatopdncreas del control negativo presentaron una coloracién café claro

normal y el control de fagos una coloracidon 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 desafio con vibriéfagos encapsulados en alginato de
sodio, utilizando ANOVA de una via donde la variable dependiente fue la densidad bacteriana
(UFC/mL) y la variable categdrica el tratamiento (n=5).
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Figura 9. Analisis de UFC/mL de las colonias amarillas durante el bioensayo de terapia pasiva
con M0904 y el alimento experimental elaborado para el desafio con vibriéfagos encapsulados
en alginato de sodio, utilizando ANOVA de una via donde la variable dependiente fue la
densidad bacteriana (UFC/mL) y la variable categérica el tratamiento (n=5).
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Figura 10. Analisis de supervivencia de los camarones durante el bioensayo de terapia pasiva
con M0904 y el alimento experimental a 3.2 x10® UFP/g (n=5).

7.8.2 Terapia activa

El analisis microbiolégico de colonias verdes del agua en los acuarios indicd que la mayor
densidad de Vibrio spp con coloracién verde en medio TCBS en el control negativo y el control
de fagos se presenté a las 0.25 hpi con 3.11 x10* UFC/mL y 1.09 x10* UFC/mL respectivamente.
Estd densidad comenzd a descender a partir de las 6 hpi y a las 48 hpi, donde alcanzé una
densidad de 1.11 x10® UFP/mL en el control negativoy 1.22 x10% 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 alcanzé a las 6 hpi con 5.41 x10® UFC/mL, mientras que
en el control positivo se dio a las 12 hpi con 5.54 x10° UFC/mL. La densidad mas baja fue a las 48
hpi de 1.62 x10® UFC/mL en el control positivo y 5.56 x10* 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 finalizacion del bioensayo (48 hpi), se presentaron diferencias
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significativas (p < 0.05) entre estos dos tratamientos con infeccién, 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 andlisis de UFC de colonias amarillas en el agua de los acuarios indicd que la mayor densidad
de vibrios se alcanzé a las 6 h en todos los tratamientos con 1.2 x10° UFC/mL en la terapia de
fagos, 8.91 x10° UFC/mL en el control negativo, 8.79 x10° UFC/mL en el control positivo y 5.42
x10°> UFC/mL en el control de fagos. A partir de las 12 h, las UFC de colonias amarillas
comenzaron a descender. La densidad mds baja de las colonias amarillas se dio a las 48 hpi con
8.8 x10° UFC/mL en el control negativo, 4.96 x10®° UFC/mL en el control de fagos, 1.5 x10°
UFC/mL en la terapia de fagos y 9.56 x10% 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 analisis del agua de cada acuario de los controles negativo y positivo,
donde no se obtuvo efecto litico a partir de la prueba de superposicién de agar suave, lo que
indica que no contienen bacteriéfagos. 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 x10' UFP/mL,
aumentando conforme se continuo la alimentacidn de los organismos y con la lisis de la cepa
diana en la terapia de fagos. Esto permitid al tratamiento de terapia de fagos aumentar su
concentracion con respecto al control de fagos, finalizando a una densidad de 6.7 x10" UFP/mL
en el tratamiento del control de fagos y en 1.4 x10% 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).

Asi mismo se observaron caracteristicas de los organismos de cada tratamiento, donde se
identificd una baja cantidad de mudas; Unicamente a las 15 hpi en el control positivo y control
de fagos. Ademads, en ese mismo tiempo se presentd en el control positivo la mayor
hiperactividad de los organismos (> 60%), se identific6 mds del 40% con coloracién palida del

hepatopancreas y un menor consumo de alimento. El control de fagos presentd la mayor
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hiperactividad a las 20 hpi; se observaron algunos camarones (<10%) con coloracion
ligeramente palida del hepatopancreas 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 observé la mayor hiperactividad (>50%) a las 20 hpi, el menor consumo
de alimento se observo a las 15 hpi. El control negativo presentd la mayor hiperactividad a las
15 hpi (>60%), el 100% de los organismos mantuvo la coloracién del hepatopancreas normaly a
las 15 hpi el consumo disminuyo hasta un 60%. El consumo de alimento aumenté a las 35 hpi

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

0 0,25 6 12 24 36
Horas

B Control negativo ® Control positivo ™ Terapia de fagos Control de fagos

Figura 11. Analisis de UFC de las colonias verdes durante el bioensayo de terapia activa con
MO0605 y el alimento experimental con fagos encapsulados en alginato de sodio (n=3).
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Figura 12. Andlisis de UFC de las colonias amarillas durante el bioensayo de terapia activa con
MO0605 vy el alimento experimental con fagos encapsulados en alginato de sodio, ND indica que
no hubo diferencias significativas entre tratamientos (n=3).
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Figura 13. Analisis de UFP/mL de agua durante el bioensayo de terapia activa con M0605 vy el
alimento experimental con fagos encapsulados en alginato de sodio, n=3.
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8. DISCUSION

8.1 Encapsulacidn del coctel de fagos

En la acuacultura comercial, las condiciones que generan estrés en los organismos como la
sobrealimentacion, temperaturas altas, recambios frecuentes y las altas densidades, pueden
propiciar condiciones idéneas para la aparicién y propagacién de enfermedades bacterianas
(Richards, 2014). El uso regular de los antibiéticos ha contribuido a la generacién de bacterias
multirresistentes como en el caso de Vibrio parahaemolyticus causante de la Enfermedad de la
Necrosis Hepatopdncreatica Aguda (AHPND) (Han et al., 2015; Lai et al., 2015; Dong et al.,
2017). El AHPND afecta a multiples especies de camardn y se caracteriza por la severa atrofia
del hepatopancreas con un desprendimiento masivo de las células epiteliales en la etapa aguda
de la enfermedad (Soto-Rodriguez et al., 2015). Las infecciones por bacterias multirresistentes
se consideran como una importante limitante para el desarrollo de la produccidn acuicola, por
ello, se buscan alternativas para el control y prevencion de infecciones como el uso de la terapia
de fagos, implementando el uso de cocteles que evitan la aparicién de bacterias resistentes a
los fagos (Tran et al., 2013; Mateus et al., 2014; Lai et al., 2015). Sin embargo, la aplicacién de
fagos en acuicultura presenta la limitante de ser inactivados por factores ambientales, una
forma de evitar esto es la encapsulacion o inmovilizacidon que permiten mejorar la eficiencia del
tratamiento. En este sentido, se debe tomar en cuenta el estrés quimico y fisico durante el
proceso de encapsulamiento y durante el almacenamiento que podrian inactivar los fagos y

reducir su eficacia como tratamiento (Malik, 2021).

Al respecto, en el presente trabajo la encapsulacién 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 idnico que reduce la aglomeracién y una mejor
dispersién de los fagos para su correcta encapsulacién (Richards y Malik, 2021). En cambio, el
efecto litico de los vibriéfagos no fue detectable al afiadir los vibriéfagos en el buffer al 2.5% de
NaCl, posiblemente se deba a que la interaccién de NaCl puede generar un comportamiento
repulsivo entre algunos bacteriéfagos (Mylon et al., 2010). Por otra parte, la liberacién de los

fagos con extracto de hepatopancreas aumenté 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 0157: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 digestion acida (pH = 2) y con enzimas
digestivas y, que posteriormente fueron liberados del encapsulado. En este caso, al emplearse
en una digestién con enzimas digestivas de camaron (con un pH éptimo de 7) (Fox et al., 2006)
no se logro la solubilizacién de la cubierta de quitosano y, por tanto, de la liberacién adecuada
de los vibriéfagos encapsulados (Silva et al., 2016). Por otra parte, aunque las bacterias en el
tracto digestivo de los camarones pueden sintetizar quitinasa para la digestién de la quitina, no
existe evidencia de que posean enzimas como la quitosanasa para la degradacion del quitosano
(Tzuc et al., 2014). Por otro lado, el quitosano es soluble a pH < 6.5 (Cusihuaman-Noa et al.,
2018), condicién que no se produce durante la digestidon en los camarones que presentan una
digestion a pH de 7.2 a 7.4 (Fox et al., 2006), a diferencia de los animales con digestién acida a la
que estdn dirigidos los estudios de Kim et al., (2015) y Yongsheng et al., (2008) que manejaron
rangos de pH de 2.0-2.5y 2.8 — 4.4, por lo que, se optd por descartar la aplicacidn del quitosano

en la encapsulacion del presente trabajo.

En cuanto a la encapsulaciéon con pectina combinado con alginato de sodio, la eficiencia de
encapsulacion y liberacion 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 gelificacidn mientras que la pectina tiene una gelificacidn
mas lenta propiciando a la difusion 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
emulsificacion y en alginato, de las cuales consiguieron una liberacion de los fagos casi en la

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

Para el caso de las capsulas de carboximetilcelulosa (CMC) con fagos, la encapsulacién vy
liberacion de los fagos fue poco eficiente, coincidiendo con el trabajo de Bogantes et al., (2018)
qguienes encapsularon nematodos obteniendo un bajo rendimiento debido a la acidez de la

solucién de FeCls que llega a ser de un pH muy acido (<1) a diferencia de la solucion de CaCl,,
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empleada en la gelificacion del alginato y pectina, que tiene un pH cercano a 7 (Bogantes et al.,
2018). Esta acidez de la solucidon durante la encapsulacion podria explicar por qué se detectd

una disminucion de los vibriéfagos activos en los encapsulados con CMC.

Respecto a los liposomas formados a partir de los fosfolipidos presentes en la lecitina de soya,
no mostraron un resultado eficiente en la prueba de encapsulacion y liberacion de los
vibriofagos. 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 liberacion
de 49, 48 y 47%, respectivamente. En estos liposomas, ademds de los fosfolipidos se empled
colesterol, con lo que se sugiriere que la adiciéon de colesterol mejora la estabilidad del

liposoma.

8.2 Evaluacidn de la actividad litica de los encapsulados en el alimento

A partir de la evaluacidn de los alimentos se obtuvo que la mejor encapsulacion y liberacion de
los vibriéfagos 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
encapsulacion, la actividad litica se mantuvo cercana al 30% después de 75 dias 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 ultimo puede ser debido a que los geles de alginato son estables a temperaturas de O-
100°C pero sobre 100°C la estructura comienza a despolimerizarse, lo que puede provocar que
los vibriéfagos se vean expuestos a las altas temperaturas y se pierda la actividad litica. Por otra
parte, hornear los alimentos a temperaturas en las que los encapsulados se mantienen estables
aseguran una conservacion de la estructura y, por tanto, evitan la degradacién de los vibriéfagos
que se encuentran recubiertos por el polimero (Bennacef et al., 2021). La eficiencia reportada
en la encapsulacién 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 vibridfagos y puedan pasar a través del
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sistema digestivo del organismo que representa la principal ruta de infeccion (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
gue se sometid a una temperatura de 90°C mantuvo el 92% del contenido de licopeno
encapsulado integro. Comparado con este trabajo, es probable que la encapsulaciéon con
pectina no fue eficiente, ya que la liberacion de los vibridfagos en el alimento a las temperaturas
de 80-110°C no fue detectable: Sin embargo, si se observé actividad de los fagos en el estdmago
de los organismos que consumieron el alimento (80°C), lo que también indica que el método de
analisis para determinar la viabilidad directo del alimento no fue el éptimo. En un trabajo de
Cajiao y Luna (2019) donde encapsularon antocianinas con pectina y alginato, obtuvieron un
mayor porcentaje de liberacidn a pH < 4, por lo tanto, es posible que la cantidad liberada a pH
7.2-7.4 durante la digestion del camarén (Fox et al., 2006) afecte la liberacion de los fagos

encapsulados.

El alimento con liposomas también presentd un resultado de liberacién 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 digestién acida 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 variacién entre 80 y 110°C. Es posible que los liposomas se vean degradados al ser
expuestos a las altas temperaturas, por lo que, es mas probable que se requiera un método
diferente que permita la encapsulacion de los vibriéfagos en los liposomas ya que el alimento
con los fagos sin encapsular presentéd una mayor densidad de los mismos indicando que los

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

Por ultimo, el encapsulado en carboximetilcelulosa no presentd actividad litica detectable a
ninguna de las temperaturas estudiadas. Esto puede ser debido a que la acidez de la solucién de

FeCl; empleada en la gelificacion como se menciond anteriormente, redujera la densidad de
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vibriéfagos 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 reduccion 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 finalizacién del bioensayo
donde la densidad no mostro diferencias entre ambos tratamientos, esta alta reduccion puede
ser producto de que esta cepa prefiere un estilo de vida bentdnico (Aguilar-Renddn 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 adicidén de los vibriéfagos ya que estos son bastante especificos y, solo
se ha identificado que presentan actividad litica sobre cepas de V. parahaemolyiticus. De
acuerdo con Aguilar-Rendén 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 hepatopancreas de los camarones
supervivientes se observé que en el control positivo y terapia de fago fueron los mas danados
con una coloracién pdlida, por todo lo anterior, se considera que la terapia con vibriéfagos no
fue efectiva para controlar el crecimiento bacteriano ni reducir los signos de infecciéon cuando se
infecta con la cepa M0904. Durante este bioensayo, la mortalidad de los tratamientos con
infeccion (control positivo y terapia de fagos) no tuvieron diferencias significativas,
posiblemente se pueda deber a que la enfermedad progreso tan rapidamente que el
tratamiento de fagos perdié eficacia, como se observé en el trabajo de Jun et al., (2018) donde

en el bioensayo | con el bacteriéfago pVp-1 en el alimento dado 1 hpi a una densidad de 1 x10®



47

UFP/camardn 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 analizd el UFC de Vibrio spp. no fermentativos en
TCBS (colonias verdes) en el agua para identificar el crecimiento bacteriano con el que se
identificd 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 reduccidn significativa de la densidad
bacteriana, hasta el punto en el que, al terminar el bioensayo, el UFC de la terapia de fagos
alcanzé una concentracién similar al del control negativo. Este resultado indica que los
vibriéfagos aportados a través del alimento han permitido la reduccién 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 logré reducir la

densidad bacteriana hasta ser indetectables en los huevos de jurel tratados.

Al evaluarse la liberacion y replicacién de vibriéfagos en el agua de los tratamientos de terapia
de fagos y control de fagos se observaron concentraciones de 10", esta baja liberacion de
vibriéfagos en el agua puede deberse a la retencién de los fagos dentro del sistema digestivo del
camaron, asi como a la desactivacidn de los vibriéfagos por condiciones del ambiente como el
cambio de pH, temperatura, salinidad o la presencia de iones (Joiczyk et al., 2011). Sin
embargo, la terapia de fagos logré reducir la densidad de colonias amarillas en TCBS entre las
gue se incluye la cepa de infeccion V. parahaemolyticus M0605, ademas se demostré que los
vibriéfagos pudieron replicarse a partir de su liberacién de los encapsulados y en presencia de la
bacteria blanco, ya que, se encontré una densidad mayor en los tratamientos de terapia de fago

gue en el control de fagos (p > 0.05).

Por otra parte, la concentracion 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 mayoria de los fagos son bastante
especificos pudiendo infectar solo en un rango de bacterias en el nivel de cepas, lo que vuelve
poco probable una infeccién de estos vibriéfagos hacia otras cepas que forman parte del
ambiente del organismo (Warriner y Namvar, 2011; Kumar et al., 2016) demostrando asi, que
los vibriéfagos pueden interactuar sin afectar de manera negativa a otras especies de bacterias
gue 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 caracteristicas como la coloraciéon del hepatopdncreas al
diseccionarlo, con ello se identific6 que los organismos del control negativo, de fagos y la
terapia de fagos mostraron una coloracion café normal (Kumar et al., 2020) mientras que los
organismos en el control positivo presentaron una coloracion muy ligeramente palida, signo de
la infeccién por AHPND (Soto-Rodriguez et al., 2015), sin embargo, no provoco mortalidades ni
dafios significativos sobre los organismos en los tratamientos de infeccién con la cepa M0605,
posiblemente, debido a que la cepa fue sembrada en medio de cultivo solido que carece de
suficiente espacio para la sefializacion célula-célula durante el crecimiento de las bacterias (Tran
et al., 2013). Este estudio demostré que los encapsulados permiten el mantenimiento de los
vibriéfagos dentro del alimento durante un tiempo prolongado (de hasta 14 semanas) y su
posterior liberacion dentro del sistema digestivo del camardn y, consecuentemente, en el agua
de los acuarios. Respecto a la terapia pasiva, estd no funciono a diferencia de la terapia activa
gue, aunque no presentd 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

e Se realizaron 29 tipos de encapsulados con los biopolimeros de alginato de sodio,
pectina, CMC, liposoma y un liofilizado de pectina; de estos se seleccionaron los que

presentaron la mayor liberacidn de los vibriéfagos obteniendo 5 encapsulados.

e 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 mas tiempo la actividad litica de los vibriéfagos.

e 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.

e El alimento administrado en una terapia pasiva no mostré 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 superposicién de agar suave de los encapsulados.

Figura 14. Prueba de superposiciéon de agar suave de las soluciones polimero-vibriéfagos.
Alginato comercial (C) y alginato de mediana viscosidad (Mv) al 1y 2% con adicién de NacCl al
2.5% (NaCl), sin adiciones de NaCl ni Tween 20 (Sin adicion), con 1% Tween 20 (1% T) y con 2%
Tween 20 (2% T).

Figura 15. Prueba de superposicién 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 estan digeridos en solucién
salina 2.5% NaCl (SD), en extracto de hepatopancreas de camarén (DE) y en solucion 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 superposicién de agar suave con encapsulados de alginato de sodio de
mediana viscosidad con vibriéfago correspondientes a la Tabla 2. A) Encapsulados de 1-16
digeridos con solucién salina al 2.5%. B) Encapsulados de 1-16 digeridos con extracto de
hepatopancreas de camaroén. C) Encapsulado 17 digerido con solucidn salina al 2.5% y el control
del fago. D) Encapsulado 17 digerido con extracto de hepatopancreas de camarén y el control
de vibriéfagos.
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Figura 17. Prueba de superposicién de agar suave con los encapsulados 18 a 21 digeridos con
solucidn salina 2.5% NaCl (SD) y extracto de hepatopancreas de camarén (DE). La primera
columna corresponde a los encapsulados sin digestion.

Figura 18. Prueba de superposicidon de agar suave con los encapsulados 22 a 24 digeridos con
solucién salina 2.5% NaCl (SD) y extracto de hepatopancreas de camarén (DE). La primera
columna corresponde a los encapsulados sin digestion y C es el control de vibriéfagos.
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Figura 19. Prueba de superposicion de agar suave con los encapsulados de liposomas (25) y
liofilizados de alginato (26), pectina (27), carboximetilcelulosa (28) y fago sin polimero (29). “C”
corresponde al control de vibriéfagos y la digestion de los encapsulados se realizd con extracto
de hepatopancreas de camarén (DE) y solucion salina 2.5% NacCl (SD).
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Figura 20. Prueba de superposicidon de agar suave de los alimentos preparados con vibriéfagos
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 superposicién de agar suave de la prueba de digestibilidad de los
alimentos con encapsulados en camardn. 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 vibriéfago (C).
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Anexo 2. Hepatopdncreas diseccionados de los organismos a las 48 h post infeccién en la

terapia pasiva.

Figura 21. Hepatopancreas diseccionados de los organismos a las 48 h post infeccidon en la
terapia pasiva. Control negativo (C-), control de fagos (CF), control positivo (C+) y terapia de
fagos (TF).

Anexo 3. Analisis de supervivencia durante el bioensayo de infeccién con M0O605 (terapia activa)

y el alimento experimental.

Tabla 17. Anadlisis de supervivencia durante el bioensayo de infeccion con MO0605 (terapia
activa) y el alimento experimental.

Horas Mudas Actividad Coloracidn de Alimento
post hepatopancreas consumido
infeccion
0 0 Todos presentaron Todos los organismos  Todos los
actividad normal presentaron una organismos de los
coloracion normal tratamientos
marrén consumieron el
100% del alimento.
10 0 En el control negativoy En el control negativoy Todos los
control de fagos el control de fagos el organismos en el
100% de los 100% de los organismos control negativo

organismos presentd  presentd una coloracion consumieron todo
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2 mudas en
el control
positivo.

3 mudas en
el control de
fagos.

una actividad normal.

En el control positivo se
presentd hiperactividad

en el 50% de los
organismos.

En la terapia de fagos
se presentd
hiperactividad en el

70% de los organismos

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 presento el aumento
de actividad en > 40%.

En la terapia de fagos

presentd hiperactividad

en el 60% de los
organismos.

normal.
En el control positivo

aumento la coloracion
palida en el 20% de los

organismos.
En la terapia de fagos

<5% de los organismos

presento coloracién
palida.

El 100% en el control

negativo y el control de

fagos presento
coloracién normal.
En el control positivo
aumento los
organismos con
coloracién palida (>
40%).

En la terapia de fagos
aumento los
organismos con
coloracién palida (<
5%).
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del alimento.

En el control
positivo se redujo el
consumo de
alimento (> 60% de
los organismos
consumié 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).

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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35

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.

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).

El control negativo

todos tenian coloracién

normal.

En el control positivo se
mantuvo la cantidad de
organismos con
coloracion palida (>
40%).

En el control de fagos

aumento los

organismos con
coloracion palida (<
5%).

En la terapia de fagos se
mantuvo la cantidad de

organismos con
coloracién palida (<
5%).

En el control negativo

todos los organismos
tenian coloracién
normal.

En el control positivo se
mantuvo la cantidad de

organismos con
coloracion palida (>
40%).

En el control de fagos

aumento la cantidad de

organismos con
coloracion padlida (>
10%).

En la terapia de fagos se
mantuvo la cantidad de

66

En el control
negativo se
mantuvo el
consumo de
alimento (> 60% de
los organismos
consumié 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).

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




67

organismos con consumo de
coloracion padlida (< alimento (> 90% de
5%). los organismos

consumieron > 70%
del alimento).

En la terapia de
fagos aumento el
consumo de
alimento (el 100%
de los organismos
consumid > 90% del
alimento).

Anexo 4. Hepatopancreas diseccionados de los organismos a las 48 h post infeccién.

Figura 22. Hepatopancreas diseccionados de los organismos a las 48 h post infeccién.





