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Resumen
El sector avicola comprende una de las agroindustrias mas grandes e importantes del sector
agropecuario mundial; como en toda produccion enfrenta, problemas de resistencia
bacteriana a los antibidticos. En la actualidad se adoptan medidas para enfrentar este
creciente problema, una alternativa es la reduccién de uso de antibiéticos como promotores
de crecimiento siendo una buena opcién el uso de bacteri6fagos. Por tanto, el objetivo de
este estudio fue evaluar la efectividad de coécteles de bacteriéfagos liofilizados como
promotores de crecimiento en pollos de engorde sobre los parametros productivos y
morfometria intestinal. Se utilizaron 288 pollitos Cobb 500 distribuidos aleatoriamente en
cuatro tratamientos: T1, Dieta base méas placebo (Gelatina y Leche descremada), T2, Dieta
base mas bacteri6fagos en vehiculo de Leche descremada, T3, Dieta base mas bacteriofagos
en vehiculo de Gelatina y T4, Dieta base mas bacteri6fagos en vehiculo de Leche
descremada y Gelatina. Se evalué el consumo de alimento, peso corporal, indice de
conversién alimenticia, mortalidad y al final de la crianza la morfometria intestinal. La
administracién de los bacteri6fagos se realizé via oral dos veces a la semana a una
concentracion de 1x10* UFP/ml. El estudio tuvo una duracion de 49 dias. La aplicacion de los
bacteriéfagos en T2 y T4 mostré mejores pesos a los 49 dias, el consumo de alimento a los
21 dias y la ganancia de peso a los 49 dias fue mayor para T4, no hubo significancia
estadistica entre los tratamientos para la ganancia de peso, sin embargo, el indice de
conversién alimenticia fue mejor para los grupos donde se aplicaron bacteriéfagos T2, T3 y
T4. En cuanto a mortalidad, peso de molleja y proventriculo y morfometria intestinal no hubo
significancia entre los tratamientos. En conclusién, la administracion de bacteri6fagos son una

buena alternativa para mejorar los parametros productivos en la crianza de pollos de engorde.
Palabras clave del autor: bacteriéfagos liofilizados, lioprotectores, promotores de

crecimiento, avicultura
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Abstract

The poultry sector comprises one of the largest and most important agribusinesses in the
world agricultural sector; as in all production, it faces, among others, the problems of bacterial
resistance to antibiotics. At present, measures are being adopted to face this growing problem;
one alternative is the reduction of the use of antibiotics as growth promoters, being the use of
bacteriophages a good option. Therefore, the objective of this study was to evaluate the
effectiveness of lyophilized bacteriophage cocktails as growth promoters in broilers on
productive parameters and intestinal morphometry. A total of 288 Cobb 500 chicks randomly
distributed in four treatments were used: T1, Base diet plus placebo (Gelatin and Skim Milk),
T2, Base diet plus bacteriophages in Skim Milk vehicle, T3, Base diet plus bacteriophages in
Gelatin vehicle and T4, Base diet plus bacteriophages in Skim Milk and Gelatin vehicle. Feed
consumption, body weight, feed conversion rate, mortality and intestinal morphometry were
evaluated at the end of the rearing period. Bacteriophages were administered orally twice a
week at a concentration of 1x104 PFU/ml. The study lasted 49 days. The application of
bacteriophages in T2 and T4 showed better weights at 49 days, feed consumption at 21 days
and weight gain at 49 days was higher for T4, there was no statistical significance between
treatments for weight gain, however, the feed conversion rate was better for the groups where
bacteriophages were applied T2, T3 and T4. In terms of mortality, gizzard and proventriculus
weight and intestinal morphometry, there was no significance between treatments. In
conclusion, the administration of bacteriophages is a good alternative to improve productive

parameters in broiler breeding.

Author Keywords: lyophilized bacteriophages, lyoprotectants, growth promoters,

poultry
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1. Introduccién

La industria avicola en la actualidad busca alternativas que sustituyan el uso de promotores
de crecimiento de tipo antibidtico; los mismos son usados para tratar y prevenir infecciones
en animales, sin embargo, en los Ultimos afios ha aumentado el interés en el uso de
bacteriéfagos, puesto que la resistencia bacteriana encontrada tanto en humanos como en
animales ha incrementado, por ello la prohibicién en algunos paises sobre el uso de
antibioticos como promotores de crecimiento es una variable a tener en cuenta (Honorio et
al., 2021).

Referente a la produccion de carne de pollo y huevos de mesa, Ecuador es autosustentable,
lo que significa que toda la produccién se consume dentro del pais y no importa productos
avicolas. Por lo tanto, estamos comprometidos con la Soberania y Seguridad Alimentaria del
Ecuador. En 2023 se produjo en el pais 549 mil toneladas de carne de pollo a partir de la cria
de 292 millones de pollos de engorde, lo que significa que un ecuatoriano consume en
promedio 30,14 kg de carne de pollo al ailo. En cuanto al huevo de mesa, Ecuador produjo
3.648 millones de huevos en 2023, con promedio 9,9 millones de huevos por dia. En Ecuador,

el consumo per capita es de 200 huevos al afio. (CONAVE, 2023a).

Los bacteriéfagos como sustituto de los promotores de crecimiento tipo antibiotico ayudan a
controlar los principales patdégenos bacterianos que afectan a las aves, como Escherichia coli
y Salmonella spp., ademas, de mejorar los pardmetros productivos en pollos broilers y gallinas
de postura (Honorio et al., 2021). Los bacteriéfagos son los depredadores naturales de las
bacterias, estos virus actian como parasitos intracelulares de las mismas y tienen alta

especificidad, por lo cual, no afectan a los microorganismos benéficos (Gonzélez et al., 2020).

Segun Principi et al., (2019); las propiedades antimicrobianas de los bacteriéfagos los
convierte en una alternativa prometedora a los antibioticos, para tales aplicaciones se
requiere el desarrollo de estrategias que aseguran su produccion en gran escala, la viabilidad

de las particulas fagicas durante la administracion y la estabilidad del almacenamiento.

Entre la manera mas sencilla y rentable para la administracion de bacteriéfagos en pollos esta
la via oral a través del agua o alimento; las principales desventajas de este tipo de inoculacién
es que los bacteriéfagos presentan una viabilidad nula cuando son expuestos a temperaturas
superiores a 4°C o a los propios acidos gastricos del sistema digestivo de las aves (Manohar
& Ramesh, 2019). Por ello se han desarrollado técnicas para incrementar la viabilidad de los

bacteri6fagos teniendo en cuenta que el pH éptimo para los bacteriéfagos es de 7 y el pH
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gastrico (en ciertos compartimentos) de los pollos es de 2,8 (Colom et al., 2015). Una de estas
técnicas involucra el método de la liofilizacién o llamado también secado al frio, esta técnica
ha resultado ser muy prometedora, ya que es capaz de mantener una alta viabilidad de estos
bacteriéfagos (Moreno & Cab, 2023).

Por tanto, la presente investigacién analiza el efecto que tiene la utilizacién de bacteri6fagos
liofilizados en la avicultura y especificamente en la crianza de pollos de engorde sobre los

parametros productivos.

Bernal Naula Ana Gabriela — Gutama Pérez Laura Vanesa
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2. Objetivos

2.1. General

Evaluar la efectividad de coécteles de bacterié6fagos liofilizados como promotores de
crecimiento tipo antibidtico en pollos de engorde sobre los parametros productivos vy

morfometria intestinal.

2.2. Especificos

= Evaluar la funcionalidad como crioprotector a la Leche descremada, Gelatina y la
combinaciéon de ambos materiales para la preparacion de cocteles de bacteriéfagos
liofilizados.

= Comparar el efecto de los cécteles de bacteriofagos liofilizados en las variables de
consumo de alimento, ganancia de peso, conversion alimenticia, indice de
productividad y mortalidad.

» Valorar la morfometria intestinal de las aves como respuesta a los cocteles de

bacteriéfagos utilizado en los diferentes tratamientos.

Bernal Naula Ana Gabriela — Gutama Pérez Laura Vanesa
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3. Revision de Literatura

3.1. Avicultura en Ecuador

La carne es consumida cada vez mas a nivel mundial, por lo que la industria agropecuaria
debe estar mejorando constantemente la eficiencia en la produccién animal. En avicultura, la
genética y la nutricion para pollos de engorde estan siendo perfeccionadas constantemente
para atender esta demanda, mejorando el desempefio productivo y el peso final a sacrificio
(AviNews, 2019).

El objetivo de Ecuador es proveer a su poblacion y al mundo con proteinas de alta calidad,
por lo que el pais sigue trabajando en la exportacién de carne de pollo. En el 2022, con 263
millones de pollos criados, el pais ha producido 495 mil toneladas de carne de pollo y 3.812
millones de huevos de mesa aptos para una nutriciéon de alta calidad, lo que fortalece el
compromiso del sector avicola con el desarrollo y la produccién de carne de pollo. El sector
avicola confirma datos positivos sobre la exportacién de carne de pollo: de mayo a octubre
de 2023 se exportaron 440 toneladas a Las Bahamas, con un total de 690 toneladas al cierre
del afio (CONAVE, 2023Db).

De acuerdo con Espin, (2023) en Ecuador, el valor bruto de la avicultura ecuatoriana es de 2
mil millones de ddlares que representa el 2% del PIB (Producto interno bruto) nacional. En
tanto la participacion en el PIB agropecuario es del 18%. La avicultura ecuatoriana tiene una
gran importancia socioecondémica, ya que ademas de contribuir con la seguridad y soberania
alimentaria del pais, representa una de las proteinas de mejor calidad y mas accesible para
la poblacion. En 2023, la industria avicola genero 220 mil empleos directos y miles indirectos.
En cuanto a la produccion de carne de pollo, alcanzé las 549 mil toneladas al afio y en gallinas
de postura aproximadamente 14,5 millones de aves con una produccion anual de 3.650
millones de huevos (CONAVE, 2023c).

3.2. Resistencia antimicrobiana

El uso inadecuado de antibiéticos y quimioterapéuticos es posiblemente el factor mas
importante que promueve la aparicion, seleccion y diseminacién de microorganismos
resistentes a los antibiéticos tanto en medicina veterinaria como humana. Esta resistencia
adquirida se produce no soélo en bacterias patdégenas sino también en el microbioma
enddgeno de individuos expuestos (animales y humanos) o poblaciones (Miles et al., 2006;

Boncompte et al., 2022). Los antibibticos veterinarios se han utilizado ampliamente en las
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industrias ganadera, avicola y acuicola con fines de promocion del crecimiento (Jo et al.,
2023).

El sector avicola comprende una de las agroindustrias mas grandes e importantes del sector
agropecuario mundial; como en toda produccién enfrenta los problemas de resistencia
bacteriana a los antibiéticos (Honorio et al., 2021). Entre las enfermedades avicolas de origen
bacteriano, la Salmonelosis es la mas comun e importante debido a las pérdidas econémicas
gue genera al sector por elevadas tasas de mortalidad, baja produccién y causa de zoonosis
en salud publica. Otras de las enfermedades que mas pérdidas econ6micas generan en las
producciones avicolas en Estados Unidos y todo mundo son Colibacilosis,
Campylobacteriosis, Clostridiosis y la Listeriosis (Yang et al., 2020). Las cepas de Escherichia
coli (E. coli) multirresistentes a antibiéticos son la base para la diseminacion de dicha

resistencia a poblaciones completas de aves de corral (Hernandez-Fillor et al., 2017).

La propagacion de bacterias resistentes a multiples farmacos en animales productores de
alimentos incluidos los pollos de engorde, es un problema de salud publica mundial (Samah
et al., 2022). Controlar el crecimiento de bacterias resistentes a multiples farmacos vy limitar
la transmisién de genes de resistencia a los antimicrobianos en pollos de engorde podria ser
una estrategia de mitigacion eficaz. Para contrarrestar la propagacion de bacterias resistentes
a multiples farmacos entre patdégenos zoonéticos en animales destinados a la produccion de
alimentos y reducir el riesgo de su transmision a los seres humanos o al medio ambiente, es
necesario disminuir el uso de antibidticos en la cria de animales (Llagostera & Cortés, 2020;
Orenga, 2021). Por lo tanto, la presion de seleccion de antibiéticos para la resistencia de las
bacterias de las aves de corral es alta y, en consecuencia, su microbiota fecal contiene una
proporcion relativamente alta de bacterias resistentes a antimicrobianos (Miles et al., 2006;
Principi et al., 2019).

El uso de antibidticos en bajas dosis como promotores de crecimiento es una practica
extendida para ayudar a los animales a modular el microbioma intestinal, suprimiendo
levemente las bacterias entero-patégenas (AviNews, 2019). Las bacterias resistentes pueden
causar graves efectos en la salud directamente o mediante la transmisién de los rasgos de
resistencia a los antibiéticos a los patégenos, provocando enfermedades dificiles de tratar y
que, por tanto, tienen mayores tasas de morbilidad y mortalidad (Economou & Gousia, 2015;
Vallenas et al., 2022).

En las aves de corral, los antibidticos utilizados con fines terapéuticos suelen administrarse a

través del agua, a diferencia del uso para promover el crecimiento, en el que los antibiéticos
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se afiaden al pienso. Los antibi6ticos mas utilizados son las Penicilinas (Amoxicilina),
Quinolonas (Enrofloxacina), Tetraciclinas (Doxiciclina, Oxitetraciclina), Macrélidos
(Eritromicina, Tilosina), Aminoglucésidos, la combinacién Sulfonamida/Trimetoprim,
Polimixinas (Colistina) y otros antimicrobianos (Tiamulina) (Hofacre et al., 2013; Apolo &
Barragan, 2015; Samah et al., 2022).

Casi todos los paises estan adoptando medidas para enfrentar este creciente problema, entre
las cuales esta la reduccion de uso de antibidticos como promotores de crecimiento (AGP por
sus siglas en inglés, antibiotics as growth promoters). En 2012, la FDA (Por sus siglas en
inglés, Federal drugs administration) promovié un programa voluntario sin supervision para
reducir el uso de antibiéticos como promotores de crecimiento en los Estados Unidos, en
2017 algunas acciones fueron promulgadas para preservar la eficacia de los tratamientos
antibiéticos con la prohibicion de AGP. Por otra parte, el gobierno de China decidi6 controlar
la resistencia a antibidticos en bacterias de origen animal en el 2020, implementando
regulaciones estrictas en el registro, mercadeo y vigilancia de uso de estas moléculas, la
reduccion de AGP en planes a nivel nacional y realizando pruebas de residuos en productos
de origen animal. Ademas, en Nueva Zelanda la asociacion de veterinarios quiere eliminar
completamente el uso de antibidticos a través del gerenciamiento de la salud y bienestar
animal hacia el 2030 (Zuccarelli, 2020).

Para contrarrestar la resistencia antimicrobiana se han probado probiéticos, bacteriéfagos,
inhibidores del crecimiento bacteriano, estimulantes del sistema inmunolégico innato y
péptidos antimicrobianos (Wang et al., 2017). La terapia con bacteriéfagos es una de las
formas més efectivas de tratar infecciones bacterianas resistentes a los medicamentos en
animales sin alterar su microbioma intestinal normal. Los bacteriéfagos tienen una serie de
cualidades que los convierten en agentes terapéuticos potencialmente atractivos para
enfermedades bacterianas, la excelente especificidad y eficacia para lisar bacterias dafinas
especificas es una de ellas (Nabil et al., 2018; Rydman & Bamford, 2002).

3.3. Bacteri6fagos

Los bacteri6fagos o fagos se consideran una de las alternativas mas prometedoras a los
antibiéticos debido a sus propiedades antimicrobianas naturales. Estos virus de alta
especificidad que infectan bacterias tienen aplicaciones en una amplia gama de campos que
incluyen la agricultura, la alimentacién y la terapia humana o animal (Clark & March, 2006).

Los bacteriéfagos son un tipo de virus que infectan Unicamente a las bacterias. Esta
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caracteristica hace de ellos una herramienta muy eficaz como terapia dirigida para el control

de microorganismos resistentes a los antibioticos o desinfectantes (Boncompte et al., 2022).

La terapia con bacteriéfagos se acepta cada vez mas como una estrategia de intervencion
antimicrobiana respetuosa con el medio ambiente, eficaz para atacar especificamente
patégenos bacterianos, para prevenir la transmision de bacterias resistentes de los alimentos
a los humanos y viceversa (Orenga, 2021). Se han reportado algunas aplicaciones exitosas,
incluyendo el tratamiento de infecciones de E. coli en terneros, cerdos, corderos y aves de
corral (Barrow et al., 1998; Huff et al., 2003; Clark & March, 2006).

A pesar de algunos intentos exitosos, la terapia con bacteriéfagos en veterinaria ha
presentado resultados variables. Estas disparidades se deben en parte a las graves
condiciones fisicoquimicas que encuentran los bacteriéfagos en su camino a través del
sistema digestivo y en el lugar de la infeccion (Joerger, 2003; Jonczyk et al., 2011). De hecho,
se ha demostrado que la viabilidad y supervivencia de los bacteriéfagos se ven afectadas por
factores como la acidez y la temperatura, que provocan modificaciones en los componentes

estructurales y los acidos nucleicos de los bacteriéfagos (Ackermann et al., 2004).

En cuanto a la administracion, los bacteriéfagos, sobre los antibi6ticos, estos se multiplican
de manera logaritmica, de ahi que necesitarian menor niumero de aplicaciones, reduciendo,

de esta forma el periodo de tratamiento (Principi et al., 2019).

3.4. Efecto de los bacteri6fagos sobre los parametros productivos

Los cocteles de bacteri6fagos han mostrado efectos positivos sobre los parametros
productivos en pollos de engorde y gallinas de postura. Se puede decir que los bacteridfagos
influyen indirectamente sobre los parametros productivos al reducir las bacterias
potencialmente patégenas y favorecen a la multiplicacién de las bacterias benéficas, lo que
resulta en un mejor aprovechamiento de los nutrientes. Los bacteri6fagos pueden ser
utilizados como promotores de crecimiento en los momentos criticos como el despique,
vacunacion y traslado, evitando el aumento de bacterias potencialmente patbégenas, que

afectan negativamente los pardmetros productivos (Honorio et al., 2021).

3.5. Administracion via oral de bacteri6fagos

Las preparaciones a base de bacteri6fagos destinada al uso en aves de corral, en la
produccién y en la industria avicola debe ser segura y eficaz. La dosis y la via de

administracion el momento de la administracion de los productos a base de bacteri6éfagos, asi
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como el uso concomitante de otras preparaciones o vacunaciones también son de suma

importancia (Zbikowska et al., 2020).

La via oral es la mas préactica y rentable en crianza comercial, ya que permite realizar
tratamientos en grandes cantidades de aves con menos tiempo y recursos, mediante el agua
o alimento (Moreno et al., 2024). Se demostré que los bacteriéfagos agregados tanto en el
agua como en el alimento llegan a los distintos 6rganos internos afectados por las bacterias
(Hong et al., 2013; Seo et al., 2018). Los efectos de la fagoterapia son dependientes de la
concentracion, cantidad de dosis y la duracion del tratamiento, justificando de esta manera la
utilizacion de los bacteriéfagos en crianza comercial ya que reducen la mortalidad y el estrés
en las aves (Honorio et al., 2021). Se han intentado estrategias como la encapsulacién con
relativo éxito, pero suelen ser complejas y requieren varios pasos de optimizacion (Nobrega
et al., 2016).

Los bacteri6fagos administrados por via oral para controlar patdégenos zoonéticos enfrentan
desafios importantes, estos estan relacionados con las condiciones hostiles que se
encuentran en el tracto gastrointestinal de las aves, como la temperatura, salinidad y
principalmente pH, que es muy bajo en ciertos compartimentos. La supervivencia de los
bacteri6fagos en estas condiciones puede verse comprometida e intervenir en el tratamiento
(Nobrega et al., 2016).

En la investigacion de Colom et al., (2015), demostr6 que el pH gastrico de los pollos es
aproximadamente 2,8, siendo el pH 7 el 6ptimo para estos virus, con una reduccién de titulos
de bacteriéfagos a medida que disminuye el pH es decir no resisten a medios muy &cidos
(pH<3). Es natural que muchos se pierdan en ese tramo del tracto digestivo y es necesario
protegerlos (Kaikabo et al., 2017; Tie et al., 2018).

3.6. Liofilizacion

La interrupcion del crecimiento microbiano es un principio fundamental de la liofilizacion,
donde prevalece la viabilidad y estabilidad genética del cultivo durante un periodo prolongado.
Debido a que no requiere un suministro constante de Nitrdgeno liquido o eléctrico, este

método es mejor que otras técnicas como la criopreservacion (Santelices & Castro, 2019).

En el Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste, S.C. dentro del grupo de
Nanotecnologia y Biocontrol Microbiano, se estan desarrollando técnicas para incrementar la
viabilidad y vida de los bacteri6fagos. Una de estas técnicas involucra un método de

liofilizacion o secado en frio, utilizando sistemas poliméricos biocompatibles y biodegradables
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como agentes aditivos protectores. Esta técnica resulta prometedora, porque es capaz de
incrementar la vida de anaquel de bacteri6fagos hasta por dos meses, lo cual es de

importancia en la salud humana y animal (Moreno & Cab, 2023).

Este proceso consta principalmente de dos etapas. la primera, la biomolécula de interés es
congelada junto con algun aditivo protector, mientras que, en la segunda, mediante el uso de
un liofilizador, la muestra es sometida a alto vacio y el agua congelada es removida por
sublimacion sin pasar por estado liquido, quedando Unicamente la muestra de interés y el

aditivo protector en una matriz compacta seca (Manohar & Ramesh, 2019).

Una vez liofilizado el in6culo de bacteriéfagos junto con un aditivo protector, esta listo para
poder ser agregado al alimento o agua de bebida de manera practica y efectiva. Asegurando
asi una mayor concentracion de bacteriéfagos integros al interior de los organismos tratado,

aumentando su efectividad ante una posible infeccién bacteriana (Moreno et al., 2024).

La liofilizacion tiene muchos beneficios sobre la criopreservacion. Por ejemplo, tiene un bajo
costo de mantenimiento porque los microorganismos congelados se mantienen en viales o
ampollas de vidrio, que a su vez se almacenan en gavetas sin necesidad de energia eléctrica.
Estos viales o ampollas de vidrio son el método ideal para enviar muestras a terceros porque
son de tamafio pequefio y faciles de distribuir. Una ventaja de la criopreservacion es que el
material requiere ser cultivado antes de despacharlo, mientras que el microorganismo no

requiere ser cultivado antes de despacharlo (John & Glyn, 2007; Avila et al., 2015).

3.6.1. Agentes aditivos protectores utilizados en la liofilizacion para mejorar la

viabilidad de bacteri6fagos

El principal objetivo de utilizar aditivos protectores para la liofilizacion es crear una capa
alrededor de los bacteriéfagos para no dejarlos expuestos al medio externo e incrementar su
viabilidad (Malenovska, 2014; Zhang et al., 2018). Los aditivos protectores mas utilizados
incluyen biopolimeros como la Gelatina, Alginato y azlcares, como la Lactosa y Trehalosa,
los cuales comparten caracteristicas Unicas que incluyen biocompatibilidad,
biodegradabilidad, nula toxicidad y alta estabilidad estructural, que permiten transportar a los

bacteriéfagos en diferentes fluidos biol6gicos con minimo deterioro (Rosner et al., 2021).

Investigaciones anteriores demostraron que el uso de Leche desnatada, Gelatina, Peptona,
Glutamato de sodio, Polietilenglicol, Glicerol y otros azUcares como Manitol, Sacarosa y
Trehalosa son excipientes eficaces para la liofilizacion de bacteriéfagos (Puapermpoonsiri et

al., 2010). Los azucares se consideran buenos excipientes para la liofilizacion de
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bacteriéfagos porque pueden estabilizar los bacteriéfagos durante el proceso de liofilizacion
y también ayudan en el almacenamiento en estanteria de los productos de bacteri6fagos
(Manohar & Ramesh, 2019).

La Leche en polvo descremada es un lioprotector popular porque previene el dafio celular
estabilizando los componentes de la membrana, proporcionando una capa protectora a las
células que inhibe la formacion de cristales gracias a su contenido de proteinas y creando
poros en la estructura del producto liofilizado, lo que facilita la rehidratacion. A su vez, tiene
la ventaja de ser un lioprotector econdmico y facil de obtener (Grauer et al., 2015; Quintero et
al., 2023).

La Gelatina o Hidrolizado de colageno, es un hidrocoloide que se utiliza como agente
gelificante. Esta compuesto por proteina derivada de hueso o piel y se obtiene por hidrélisis
parcial del Colageno, tanto de ganado vacuno como ganado porcino. Se lo utiliza como
agente gelificante y fuente de proteinas. La Gelatina ademas tiene un alto poder de
reticulacién por la presencia de grupos animo primarios que durante los procesos de
congelacion protege a los bacteriéfagos del estrés mecanico (Gonzalez, 2020; Zimmermann,
2020).

3.7.  Consumo de agua en pollos

Una forma de evaluar el desempefio de la parvada es medir el consumo de agua de los pollos.
El consumo de aguay alimento de los pollos aumenta constantemente a medida que envejece
la parvada; este consumo es aproximadamente 1,6 a 2,0 veces mayor (Watkins & G.T., 2010).
La gran representatividad de este elemento en los diferentes tejidos animales puede explicar
el consumo de agua que es necesario para realizar las funciones vitales del organismo
(Rubio, 2005).
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Tabla 1. Consumo diario de agua en pollos en 12 parvadas en la Granja de Investigacion

Aplicada de Pollos

Galones por 1000 aves

Edad | Uso Uso Uso Edad | Uso Uso Uso Edad | Uso Uso Uso

(dias) | min. max. prom. (dias) | min. max prom. (dias) | min max prom.
1 0 0 0 19 34,75 51,78 43,07 37 55,57 87,49 74,45
2 3,8 7,80 6,36 20 37,22 54,59 44,08 38 56,54 92,33 77,16
3 5,59 11,27 7,7 21 38,7 56,07 46,19 39 61,99 91,80 78,69
4 9,39 14,17 10,98 22 35,57 54,71 47,23 40 67,15 95,99 78,92
5 10,7 16,66 12,84 23 39,07 59,43 49,63 41 65,14 99,26 80,83
6 11,9 16,95 10,04 24 37,96 62,89 53,28 42 66,24 96,43 82,32
7 13,34 19,36 16,96 25 43,26 65,58 64,58 43 68,97 92,61 81,01
8 14,46 21,66 17,69 26 42,29 64,76 64,34 44 65,63 90,7 80,19
9 12,66 23,17 19,51 27 46,33 69,41 67,56 45 69,37 91,83 81,18
10 19,39 29,16 22,64 28 49,06 71,73 59,96 46 66,19 97,36 83,39
11 19,38 30,08 25,71 29 53,33 76,82 63,08 47 69,00 91,2 81,76
12 23,01 31,4 27,83 30 52,94 76,83 63,08 48 71,72 97 82,26
13 26,04 36,33 30,19 31 47,83 79,26 65,66 49 67,22 97,7 85,9

14 28,39 37,94 32,78 32 66,16 78,76 68,29 50 72,72 93,16 86,41
15 29,92 40,64 34,78 33 59,55 84,47 70,1 51 77,05 99,95 85,29
16 29,71 40,64 36,71 34 65,33 88,12 70,22 52 74,86 98,08 86,69
17 30,66 46,14 38,94 35 69,12 85,49 72,59 53 76,08 96,19 87,82
18 32,61 49,07 41,30 36 66,15 87,38 73.21 54 76,45 98,83 87,6

Fuente: El Sitio Avicola mayor (Watkins & G.T., 2010).

Czarick & Fairchild (2020), demostraron que el consumo de agua estd muy relacionado con
el consumo de alimento. Entre los factores que intervienen en el consumo de agua esta la
edad, el sexo, la temperatura medioambiental y la composicion nutricional del alimento. La
ingesta de agua esta intimamente relacionada al consumo de pienso y a la edad del ave
(Kirkpatrick & Fleming, 2008).

El sexo del ave también influye en su consumo de agua. Desde la primera semana de vida,
los machos consumen mas agua que las hembras. La proporcién agua y pienso es también
mayor en los machos que en las hembras. Las diferencias en el consumo de agua entre los
sexos se deben a variaciones en el tejido adiposo (las hembras tienen mas grasa que los
machos y la grasa tiene un menor contenido de agua que la proteina) (Kirkpatrick & Fleming,
2008).

La temperatura ambiental tiene un impacto significativo en el consumo de agua. A una
temperatura de 21°C en bebederos de campana, el consumo de agua de los pollos es
aproximadamente el doble que el de pienso. La evaporacién de agua a través del sistema
respiratorio durante el jadeo es una de las principales formas en que las aves regulan su

temperatura corporal. Sin embargo, las aves que experimentan estrés de calor aumentaran
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su consumo. Por encima de 21°C, la ingesta de agua del ave aumenta de 6 a 7% por cada
grado Centigrado (NRC, 1994; Fairchild & Ritz, 2009).

Cualquier nutriente en la composicién del alimento que aumente la excrecion mineral por los
rinfones también aumenta el consumo de agua. El consumo de agua aumenta con mas
proteinas en la dieta, lo que aumenta la relacién agua/alimento. El consumo de agua aumenta
cuando hay mas sal en la dieta y alimentos ricos en Potasio como la Soya y la Melaza
(Chango, 2015).
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4. Materiales y Métodos

4.1. Areade estudio

El trabajo de campo consistié en el empleo del coctel de bacteri6fagos como promotor de
crecimiento. El experimento se realizo en la granja comercial AVICOLAS SANTA ROSITA,
localizada en la parroquia Sinincay del canton Cuenca provincia del Azuay.

Figura 1. Mapa satelital, ubicacion geografia granja comercial AVICOLAS SANTA ROSITA,
Parroquia Sinincay.

Fuente: Google maps 2024.

4.2. Disefio experimental

Para la investigacién se empled 288 pollitos Cobb 500 mixtos de 1 dia de edad con un peso
promedio de 53,5 g, fueron distribuidos aleatoriamente en 32 jaulas experimentales con 9
pollitos cada una. Los tratamientos fueron: T1 Dieta Base mas placebo (Gelatina mas Leche
descremada), T2 Dieta base mas bacteriéfagos en vehiculo de Leche descremada, T3 Dieta
base méas bacteri6fagos en vehiculo de Gelatina y T4 Dieta base mas bacteriéfagos en
vehiculo de Leche descremada y Gelatina. La dosis de bacteriéfagos administrada en el agua
de bebida tuvo una concentracién de 1x10* UFP (Unidades formadoras de placas liticas)/ml.
Cada semana se evalu6 consumo de alimento, ganancia de peso, conversion alimenticia,

mortalidad y al final de la crianza se valoré la morfometria intestinal.
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Todos los pollitos recibieron alimento ad libitum durante la primera semana, ademas se
administr6 vacunas y vitaminas (Figura 13). La temperatura inicial para la crianza fue de 33°C
durante la primera semana, misma que se fue disminuyendo semanalmente (-3°C) hasta
llegar a una temperatura ambiente; ademas las aves tuvieron una ventilacién adecuada

durante todo el proceso de crianza. El estudio tuvo una duracion de 49 dias.

4.3. Actividades experimentales
4.3.1. Actividades de laboratorio

El trabajo de laboratorio consisti6 en la obtencién y preparacién de los cécteles de
bacteriéfagos con los diferentes crioprotectores (vehiculos) se realiz6 en el Laboratorio de
Biologia Molecular de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de Cuenca.
Se replicaron procesos elaborados en investigaciones previas como: la preparacion del
in6culo en la que se utiliz6 bacterias del género E. coli (Pérez & Astudillo, 2020); la
preparacion de inéculos con concentrado de bacteriéfagos recuperados (Gémez & Paccha,
2022). De estos in6culos se utilizaron para esta investigacion cuatro bacteriéfagos (vB-
Eco_122, vB-Eco_133, vB-Eco_211, vB-Eco_441) que fueron congelados y liofilizados en
presencia de Leche descremada, Gelatina y la mezcla de ambas sustancias para favorecer
la viabilidad de las particulas virales a fin de evaluar la utlidad de los cocteles como

promotores de crecimiento.
43.1.1. Preparaciéon dein6culo

Preparar soluciones con bacteriéfagos, congelarlos y liofilizarlos

Materiales de laboratorio y equipos: platina de agitacién, pipetas, vortex, viales de vidrio de

5mly de 30ml, autoclave.

Materiales quimicos: Agua destilada, Leche descremada en polvo, Gelatina, solucién Buffer.
Materiales biolégicos: Concentracion de bacteriéfagos recuperados (Gémez & Paccha, 2022).
Procedimiento para la realizar la titulacion de bacteriéfagos

Paso 1. En la platina de agitacién se mezcl6 a 800 r.p.m. 60 ml de agua destilada con 2 g de
Leche en polvo hasta que se diluya y se fue afiadiendo 10 veces la solucion Buffer. La

solucion se ajust6é con 40 ml de agua destilada para tener un volumen de 100 ml.

Paso 2. Se realizé el mismo procedimiento con 2 g de Gelatina y de igual manera para la

mezcla de 1 g de Leche y 1 g de Gelatina.
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Paso 3. Después se tomé el volumen respectivo de los cuatro bacteriéfagos, se agité en el

vortex y fueron inoculados en las soluciones preparadas (Leche, Gelatina y Leche/Gelatina).

Paso 4. De esta preparacion se tomé 1 ml y se colocé en los viales de vidrio de 5 ml
anteriormente rotulados para finalmente proceder a la liofilizacion. Adicional se coloc6 30 ml
de agua destilada en los envases de vidrio mas grandes, para después ser esterilizados en

el autoclave.

Paso 5. El proceso de liofilizacion se realizé en el Laboratorio de Biotecnologia de la
Universidad del Azuay (UDA), dicho procedimiento duré aproximadamente 12 horas.
Obteniendo de esta manera los viales con el liofilizado de los cocteles bacteriofagos, estos
se conservaron a una temperatura de -80 °C, mismos que estuvieron listos para la

administracién en la fase de campo.

4.3.2. Actividades de campo
4.3.2.1. Actividad N°1: Preparacion del galpon
Materiales y equipos: Planchas MDF, tiras de madera, cortinas, bebederos, comederos,

bandejas de iniciacion, tamo de arroz, criadoras, cilindros de gas.

Materiales quimicos: Formaldehido, Cal, Yodo.

Procedimiento para la preparacion del galpén previo a larecepcién de los pollitos.

Paso 1. Tras el tiempo de vacio sanitario (15 dias), se realizé el aseo y desinfeccion del
galpény de los materiales a utilizar como cortinas internas y externas, bebederos, comederos

y bandejas.

Paso 2. Se armé las unidades experimentales con las planchas de MDF con una dimension

de 0,80 m de alto por 1,00 m de ancho y se identifico.

Paso 3. Se colocaron las cortinas internas y externas y se instalaron las criadoras con los

cilindros de gas.

Paso 4. En cada unidad experimental se colocé cal, tamo de arroz (10 cm de altura), un

bebedero y comedero. Quedando listo el galpon para la recepcion de los pollitos.
4.3.2.2. Actividad N°2: Recepcioén de pollitos bebés

Materiales y equipos: unidades experimentales, balanza, termémetro y registros.
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Materiales quimicos: Cal.

Materiales biolégicos: pollitos bebes Cobb 500.

Procedimiento para la recepcion de pollitos bebes

Paso 1. Los pollitos al llegar fueron pesados y analizados fisicamente mediante el test de

Score de Pasgar, teniendo respuesta Optima a todos los parametros.

Paso 2. En cada unidad experimental fueron colocados al azar 9 pollitos, teniendo en total 32

unidades experimentales.

Paso 3. Durante la primera semana se administré6 alimento ad libitum, hubo control de

iluminacion, temperatura y ventilacion.

Paso 4. Se establecié un calendario de vacunacion, las vacunas administradas fueron
Newcastle mas bronquitis al dia 8, Gumboro al dia 15 y refuerzo de Newcastle mas bronquitis
al dia 21 (Figura 13).

Paso 5. Se administré vitaminas y minerales a la recepcion y posvacunal (Figura 13).
4.3.2.3. Actividad N°3: Administracion de bacteri6fagos liofilizados en agua

Materiales y equipos: unidades experimentales, balanza, registros, jeringas.
Materiales quimicos: cal, hipoclorito de sodio, agua destilada

Materiales bioldgicos: pollitos bebes, bacteriéfagos liofilizados.

Procedimiento para la administracion de bacteri6fagos en agua de bebida

Paso 1. Se restringi6 el consumo de agua durante dos horas previo a la administracién de los

bacteriéfagos.

Paso 2. Los viales conservados en ultracongelacion en el laboratorio de Biologia Molecular
de la facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de Cuenca fueron transportados

al galpon tomando en cuenta las medidas de bioseguridad.

Paso 3. En el galpén cada vial que contenia el coctel de bacteri6fagos fue diluido con 1 ml de
agua destilada, esta solucion abastecia a 5 litros de agua para tener una concentracion final
de 1x10* UFP/m.

Paso 4. De los 5 litros preparados se midio la cantidad de agua a administrar para cada unidad

experimental segun la tabla de consumo de alimento y agua (en una relacién 1:2). Se tomd
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en cuenta el respectivo tratamiento para administrar el bacteriéfago con el vehiculo

correspondiente.
La administracion se realiz6 dos dias a la semana, especialmente después de situaciones de
estrés como la recepcion, pesaje y vacunacion.

4.3.2.4. Actividad N°4: Pesaje y vacunacion de pollos

Materiales y equipos: unidades experimentales, balanza, registros.
Materiales quimicos: Cal, Vacuna de Newcastle mas Bronquitis, Vacuna de Gumboro.

Materiales biol6gicos: pollitos Cobb 500.

Procedimiento para el pesaje y vacunacién de los pollitos, y obtencién de datos de

pardmetros productivos

Paso 1. La vacunacion se realizo via oculonasal al dia 8 (Newcastle mas Bronquitis), dia 15

(Gumboro), dia 21 (revacunacion de Newcastle mas Bronquitis).

Paso 2. Serealiz6 el pesaje semanal individual del pollito de cada unidad experimental hasta

cumplir las 7 semanas de crianza, el peso fue registrado en gramos/animal.

Paso 3. Para el consumo de alimento (g/ave), se registré el peso del alimento ofrecido para

la semana menos el peso del alimento sobrante.

Paso 4. Para la ganancia de peso (g/ave), se registré el peso final del ave en pie menos el
peso inicial para el numero de dias de crianza. Los pesos fueron registrados desde el dia 1

del estudio, semanalmente hasta el final de la crianza.

Paso 5. Para el indice de conversion alimenticia se registré el consumo de alimento por ave

en kg para el peso actual del ave en kg.

Paso 6. Para la mortalidad (%) se registr6é el nUmero de aves muertas por cien para el nimero

de aves iniciales.

Paso 7. La morfometria intestinal se realiz6 al finalizar la crianza, se sacrificé un pollo de cada
repeticion, de los cuales se tomd una muestra del segmento del duodeno misma que se envié
al laboratorio de patologia para su respectivo analisis (altura de vellosidades y profundidad
de cripta en um), ademas se midio la longitud del intestino en cm y se pes6 la molleja y

proventriculo en g.
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5. Andlisis estadistico

Para el analisis estadistico se usé un Disefio en Bloques Completos al Azar con el uso del
factor principal Tratamientos en 4 niveles y como variable de control local las repeticiones
siendo en total 8. En cada variable evaluada, se determinaron los residuos del modelo, los
mismos que sirvieron para calcular el test de normalidad (Shapiro Wilks test), que en caso de
no ser significativo se establecid el uso de una prueba paramétrica (p > 0,01). En general,
cuando la prueba de normalidad resulté significativa (p < 0,01), se usaron los resultados del
ANOVA no paramétrico (Kruskal Wallis test) al mismo nivel de significancia (a = 0,05). Por
otro lado, cuando se encontré significancias estadisticas en los andlisis de varianza, se
determinaron pruebas pos hoc tanto en el ANOVA paramétrico (Duncan test) y no
paramétrico (Rank test).
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6. Resultados y discusion

6.1. Peso corporal

En la variable peso promedio a los 21 dias y peso promedio a los 49 dias no hubo significancia
estadistica (p > 0,05) (Tabla 2), los datos en esta investigacibn demostraron valores
ligeramente mayores en la variable peso promedio a los 49 dias para el T4 (Dieta base +
bacteri6fagos en vehiculo de Leche descremada y Gelatina) siendo 3089,4 g mayor en
comparacion con los demas tratamientos, lo que coincide con Aguilar et al., (2023) en su
investigacion “Efecto de la aplicacion de colifagos en el control de Escherichia coli en pollos
de engorde” donde revelan datos numéricos que demuestran que el peso de las aves fue
levemente mayor cuando se emplearon bacteriéfagos. Por otro lado Ortiz et al., (2017) en su
experimento demuestran que, en sus diferentes tratamientos tanto por via oral como por via
intramuscular, el uso de bacteriéfagos no afecto el peso final de las aves. Finalmente, Honorio
et al., (2021) menciona que los bacteriéfagos no solo se han utilizado para proteger de
enfermedades a los animales, sino también han jugado un papel fundamental en la tasa de

crecimiento y eficiencia alimenticia.

Tabla 2. Peso promedio en dos periodos de tiempo (21 y 49 dias)

Tratamientos*

Tl T2 T3 T4
Edad (dias) Media (EE) Media (EE) Media (EE) Media (EE)
Peso Promedio 21  725,0 (10,11) 727,6 (7,87) 735,8 (13,56) 728,2 (7,85)

dias (g) ave/tx

Peso Promedio 49 2.980,2 (32,69) 3.070,9 (53,96) 3.017,3(22,10) 3.089,4 (37,23)
dias (g) ave/tx

T1 = Dieta Base més placebo; T2 = Dieta base méas bacteriéfagos en vehiculo de Leche descremada; T3 = Dieta
base mas bacteriéfagos en vehiculo de Gelatina; T4 = Dieta base mas bacteriéfagos en vehiculo de Leche
descremada y Gelatina

6.2. Consumo alimento

El andlisis estadistico en las variables consumo y consumo promedio a los 21 dias (Tabla 3)
mostré significancia estadistica (p < 0,05), en donde T4 (Dieta base + bacteri6fagos en
vehiculo de Leche descremaday Gelatina) presentd un consumo de 1.0418,8 g por repeticion
yde 1.111,1 g en el consumo promedio por ave, siendo mayor en comparacion con los demas

tratamientos, lo que difiere con Anh et al., (2022) que report6 en su estudio en el cual las aves
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del grupo control (1 a 35 dias), es decir, las aves que dentro de su composicién dietaria no
tenia bacteridfagos, obtuvieron un mayor consumo. Por otro lado, en las variables Consumo
y Consumo Promedio a los 49 dias, no hubo significancia estadistica (p > 0,05), lo que
coincide con Upadhaya et al., (2021) que en su investigacion obtuvieron resultados similares
a los expresados en este experimento, ya que estos autores demostraron que la adicién de
bacteriéfagos no tuvo efectos sobre el consumo de alimento. Finalmente, Aguilar et al., (2023)
en su investigacion también corroboraron que no existe diferencia estadistica significativa

para el consumo de alimento.

Tabla 3. Consumo promedio en dos periodos de tiempo (21 y 49 dias)

Tratamientos*

T1 T2 T3 T4

Media (EE) Media (EE) Media (EE) Media (EE)

Consumo 21 dias (g) 10.075ab 9.881,3a 9.875a 10.418,8b
rep/tx (203,32) (247,84) (201,56) (283,31)
Consumo 49 dias (g) rep/tx 49.537,5 48.050,0 47.437,5 49.350,0

(926,53) (1207,01) (877,89) (696,03)
Consumo promedio 21 1.074,7ab 1.085,4ab 1.067,6a 1.111,1b
dias (g) ave/tx (6,56) (16,66) (11,63) (29,81)
Consumo promedio 49 dias 5.286,5 5.279,0 5.129,1 5.268,7
(g) aveltx (54,98) (94,40) (43,42) (47,30)

T1 = Dieta Base més placebo; T2 = Dieta base méas bacteriéfagos en vehiculo de Leche descremada; T3 = Dieta
base mas bacteriéfagos en vehiculo de Gelatina; T4 = Dieta base mas bacteriéfagos en vehiculo de Leche
descremada y Gelatina

* Letras diferentes (a, b) determinaron significancias estadisticas (p < 0,05), segun Test de Duncan.

6.3. Ganancia de peso e indice de conversion

Para la ganancia de peso (Tabla 4), no hubo significancia estadistica (p > 0,05) en la
comparacion entre los tratamientos, sin embargo, en los dos periodos de tiempo T2 (Dieta
base + bacteriéfagos en vehiculo de Leche), T3 (Dieta base + bacteri6fagos en vehiculo de
Gelatina) y T4 (Dieta base + bacteriofagos en vehiculo de Leche descremada y Gelatina)
destacan con un valor ligeramente mayor en comparacion con T1(Dieta base + placebo); en
donde T2 mostré una ganancia de peso de 674,1 g a los 21 dias y de 3.017,4 a los 49 dias,
T3 mostré una ganancia de peso de 682,3 g a los 21 dias y de 2.963,8 g alos 49 dias y el T4
mostré una ganancia de peso de 674,7 g a los 21 dias y de 3.035,9 g a los 49 dias. Lo que
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concuerda con Kim et al., (2014) que en su estudio establecieron que la ganancia de peso de
las aves con dietas complementadas con bacteriéfagos no obtuvo diferencias estadisticas a
comparacion con los otros tratamientos que no tenian dentro de su plan dietario
bacteriéfagos. Sin embargo, los resultados expuestos por Anh et al., (2022) mostraron que la
ganancia de peso fue mayor en los pollos tratados con bacteri6fagos a los 35 dias de
crecimiento y mantuvo esa tendencia durante todo el periodo de crianza. Por otro lado,
Upadhaya et al., (2021) también demostraron que la ganancia de peso fue directamente
proporcional al consumo de bacteri6fagos afiadidas en las dietas. Confirmando de esta
manera que los tratamientos donde se aplicaron bacteriéfagos son los que muestran valores

mas altos en la variable ganancia de peso en comparacion con el grupo control.

Tabla 4. Ganancia de peso en dos periodos de tiempo (21 y 49 dias)

Tratamientos*

T1 T2 T3 T4

Media (EE) Media (EE) Media (EE) Media (EE)

Ganancia media 671,5 (10,11) 674,1(7,87) 682,3 (13,56) 674,7 (7,85)
peso 21 dias

Ganancia media  2.926,7 (32,69) 3.017,4 (53,96) 2.963,8 (22,10) 3.035,9 (37,23)
peso 49 dias

T1 = Dieta Base més placebo; T2 = Dieta base méas bacteriéfagos en vehiculo de Leche descremada; T3 = Dieta
base mas bacteriéfagos en vehiculo de Gelatina; T4 = Dieta base mas bacteriéfagos en vehiculo de Leche
descremada y Gelatina

* Letras diferentes (a, b) determinaron significancias estadisticas (p < 0,05), segun Test de Duncan.

Para el indice de conversién tanto para los 21 y 49 dias el analisis estadistico mostro
diferencia significativa (p < 0,05). Siendo el indice de conversion alimenticia la cantidad de
alimento transformado (en gramos) a peso vivo (en gramos), en donde la cantidad de alimento
transformado debe ser lo menor posible para obtener el mayor rendimiento del producto. En
esta investigacion en el caso del indice de conversion a los 21 dias (Tabla 5), el T3 (Dieta
base + bacteri6fagos en vehiculo de Gelatina) mostré el mejor indice de conversion en
comparacion con los demas tratamientos. Por otro lado, para el indice de conversion a los 49
dias, los tratamientos T2, T3 y T4 mostraron un mejor indice de conversién en comparacion
con T1 (Dieta base + placebo), lo cual demostré que los mejores indices de conversion a los
49 dias fueron para los tratamientos en donde se administraron bacteri6fagos. Estos datos

no coinciden con Aguilar et al., (2023), que en su estudio los resultados no mostraron

Bernal Naula Ana Gabriela — Gutama Pérez Laura Vanesa



UCUENCA

33

diferencia significativa para la variable indice de conversion. Por otro lado Anh et al., (2022),
en su estudio “Application of phages to control Escherichia coli infections in native Noi
chickens” demostré que las aves que recibieron bacteriéfagos sin desafio fueron las que
tuvieron el mejor indice de conversidon en comparacién con el grupo control negativo que no
recibieron bacteri6fagos en un periodo de 1 a 35 dias, lo que coincide con los resultados

obtenidos en esta investigacion.

Tabla 5. indice de conversion en dos periodos temporales (21 y 49 dias)

Tratamientos*

T1 T2 T3 T4

Media (EE) Media (EE) Media (EE) Media (EE)

indice de Conversion 21 dias 1,48ab (0,02) 1,49ab (0,01) 1,45a (0,02) 1,52b (0,02)

indice de Conversién 49 dias 1,8b (0,01) 1,72a(0,03) 1,7a(0,02) 1,71a (0,01)

T1 = Dieta Base més placebo; T2 = Dieta base méas bacteriéfagos en vehiculo de Leche descremada; T3 = Dieta
base mas bacteriéfagos en vehiculo de Gelatina; T4 = Dieta base mas bacteriéfagos en vehiculo de Leche
descremada y Gelatina

* Letras diferentes (a, b) determinaron significancias estadisticas (p < 0,05), segun Test de Duncan.

6.4. Mortalidad

Para la variable Mortalidad (Tabla 6), no hubo significancia estadistica (p > 0,05) entre los
tratamientos, sin embargo, la mortalidad existente en esta investigacion es consecuencia de
factores externos. Por otro lado, en el trabajo realizado por Aguilar et al., (2023) en donde se
evaluo el “Efecto de la aplicacion de colifagos en el control de Escherichia coli en pollos de
engorde” demostraron la efectividad de los bacteriéfagos ya que en los grupos en donde se
aplicaron colifagos fueron los que tuvieron menor mortalidad, coincidiendo con Gohary et al.,
(2014) que en su estudio reveld que la mortalidad fue baja cuando se usan bacteri6fagos en
combinacion con antibiéticos. Ademas, Oliveira et al., (2010) demostré en su estudio una
disminucion del 25 y 43 % de mortalidad y morbilidad en pollos cuando se usaron dosis de
cocteles de bacteriéfagos de 10° UFP/ml de phi F78E por via oral. Finalmente, Mohammad
et al., (2019) sugiere en su estudio que el uso de un solo bacteriéfago, como el empleo de un
coctel de bacteriéfagos infectadas con E. coli presentaron una mortalidad mas baja en

comparacion con aves infectadas que no recibieron fagos en sus dietas.
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Tabla 6. Mortalidad en dos periodos temporales (21 y 49 dias)

Tratamientos*

T1 T2 T3 T4

Media (EE) Media (EE) Media (EE) Media (EE)

Mortalidad 21 dias (%) 0% () 2,8% (1,8%) 1,25% (1,25%)  0%(---)

Mortalidad 49 dias (%) 0% ()  2,8% (1,8%) 1,25% (1,25%) 1,25% (1,25%)

T1 = Dieta Base més placebo; T2 = Dieta base méas bacteriéfagos en vehiculo de Leche descremada; T3 = Dieta
base mas bacteriéfagos en vehiculo de Gelatina; T4 = Dieta base mas bacteri6fagos en vehiculo de Leche
descremada y Gelatina

* Letras diferentes (a, b) determinaron significancias estadisticas (p < 0,05), segun Test de Duncan.

6.5. Peso de mollejay proventriculo y longitud de intestino

Para la variable Peso de molleja y proventriculo (Tabla 7), no hubo significancia estadistica
(p > 0,05). Mientras que en el longitud del intestino T3 (Dieta base + bacteriéfagos en vehiculo
de Gelatina) indicé un mayor promedio (232,4 + 4,92), comparado con el Tratamiento 2, en
la investigacion realizada por Upadhaya et al., (2021) concluyen que la inclusién de
bacteri6fagos al 0,05 % fue directamente proporcional al desarrollo de la bolsa de Fabricio, el
bazo y ademas aumentdé el peso relativo en molleja, también reportaron que las

caracteristicas del intestino fueron mejores cuando se usan bacteriéfagos.

Tabla 7. Peso de molleja y longitud del intestino

Tratamientos*

T1 T2 T3 T4

Media (EE) Media (EE) Media (EE) Media (EE)

Peso molleja y proventriculo (g) 70 (2,25) 67,1(1,90) 71,6(1,41) 67,8 (2,68)

Longitud intestinal (cm) 220,3ab (5,21) 215,a (4,69) 232,4b (4,92) 220,9ab (3,28)

* Letras diferentes (a, b) determinaron significancias estadisticas (p < 0,05), segun Test de Duncan.
6.6. Morfometria intestinal
Para las variables Longitud de vellosidades y Profundidad de cripta (Tabla 8), no se

encontraron diferencias estadisticas (p > 0,05), lo que nos lleva a confirmar que no hubo

cambios morfologicos tras la administracién de bacteri6fagos en los diferentes tratamientos
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de esta investigacion, coincidiendo con Araujo et al., (2022) que evaluaron en su investigacion
el intestino de forma histomorfoldgica (ileon y Ciego), en donde valoraron parametros como
la altura de las vellosidades del ileon y la profundidad de las criptas de ileon y el Ciego y
concluyeron que no hubo cambios morfoldgicos. Por su parte Burel, (2012) sefiala que la
adicién de bacteriéfagos en la dieta influye sobre el sistema inmunolégico intestinal y por ende
sobre la salud general de las aves, proporcionando un mejor desarrollo y conservacion del

intestino en general.

Tabla 8. Longitud de vellosidades y profundidad de criptas

Tratamientos*
T1 T2 T3 T4

Media (EE) Media (EE) Media (EE) Media (EE)

Longitud vellosidades 526,02 (40,50) 542,62 (21,18) 538,28 (33,14) 552,60 (28,72)
(micrémetros)

Profundidad criptas 44,45 (2,57) 41,91 (2,07) 39,79 (1,83) 41,52 (1,32)
(micrometros)

* Letras diferentes (a, b) determinaron significancias estadisticas (p < 0,05), segun Test de Duncan.

6.7. Grado y tipo de inflamacion

Como dato adicional para esta investigacion se valoré la salud e integridad intestinal, esto se
realizd con la valoracion histologica para determinar el grado de inflamacion, utilizando un
score (0 a 3) acorde al grado de afectacion y presencia de linfocitos y células plasmaticas
(Tabla 9). Tras el analisis histopatol6gico se determindé que T1 (Dieta base + placebo)
presento en todos sus grupos una inflamacion entre leve y moderada de tipo linfoplasmaocitica.
Por otro lado, los tratamientos T2, T3y T4 en los cuales se administré bacteri6fago mostraron
grupos con menor inflamaciéon leve e incluso en algunos grupos no hubo presencia de
inflamacion, lo cual coincide con la investigacion de Araujo et al., (2022) en donde se concluye
que la presencia del fago M13 no resulté en lesiones intestinales y no tuvo impacto en la salud

intestinal de las aves.

La identificacion de focos inflamatorios es uno de los indicadores utilizados para evaluar la
integridad intestinal. Segun Apolo et al., (2021) el intestino debe funcionar al maximo para
impulsar el crecimiento de las aves, metabolizar los alimentos y controlar la respuesta

inmunitaria. La inflamacion intestinal es una respuesta genérica de la inmunidad innata que
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protege al huésped de estimulos nocivos. No solo los patégenos infecciosos causan la

inflamacién, ademas de las inflamaciones bacterianas agudas, existe un tipo de inflamacion

estéril o crénica no infecciosa causada por la presencia de factores antinutricionales en el

alimento de las aves (Kogut et al., 2018; Blanch, 2021).

Tabla 9. Score realizado para determinar el grado y tipo de inflamacién mediante un analisis

histol6gico del Duodeno

Tratamiento- Inflamacion Tipo de Tratamiento- Inflamacion Tipo de
repeticion Presencia inflamacion repeticion Presenciao inflamacién
0 ausencia ausencia
T1R1 1 Linfoplasmocitica T3R1 0 NA
T1R2 1 Linfoplasmocitica T3R2 1 Linfoplasmocitica
T1R3 1 Linfoplasmocitica T3R3 0 NA
T1R4 1 Linfoplasmocitica T3R4 1 Linfoplasmocitica
T1R5 1 Linfoplasmocitica T3R5 1 Linfoplasmocitica
T1R6 1 Linfoplasmocitica T3R6 2 Linfoplasmocitica
T1R7 2 Linfoplasmocitica T3R7 1 Linfoplasmocitica
T1R8 1 Linfoplasmocitica T3R8 0 NA
T2R1 1 Linfoplasmocitica T4R1 1 Linfoplasmocitica
T2R2 1 Linfoplasmocitica T4R2 0 NA
T2R3 2 Linfoplasmocitica T4R3 0 NA
T2R4 0 NA T4R4 1 Linfoplasmocitica
T2R5 1 Linfoplasmocitica T4R5 0 NA
T2R6 1 Linfoplasmocitica T4R6 2 Linfoplasmocitica
T2R7 0 NA T4ARY 0 NA
T2R8 0 NA T4R8 2 Linfoplasmocitica

Cddigos para determinar el grado de inflamacion: ausencia (0), leve (1), moderada (2), severa (3), ausencia de

lesiones (NA).
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7. Conclusiones

Este estudio determiné que los crioprotectores utilizados (Leche descremada, Gelatina y
la combinaciéon de ambos vehiculos) para la preparacion de cocteles de bacteriéfagos
liofilizados tuvieron una funcionalidad positiva frente a la administracion via oral en pollos
de engorde como promotores de crecimiento.

La administracion en los diferentes tratamientos de los cocteles bacteriéfagos en pollos
de engorde mediante el agua de bebida demostré tener mejores resultados en cuanto a
los pardmetros consumo de alimento, peso corporal e indice de conversion alimenticia
frente al tratamiento control.

La adicion de bacteri6fagos en la dieta determiné que el grado de inflamacion para los
tratamientos 2, 3y 4 en los cuales se administré bacteriofagos mostraron menor grado de
inflamacion ademas no presentaron alteracion en su morfometria intestinal en
comparacion con el grupo control, proporcionando de esta manera una mejor salud e
integridad intestinal en las aves, permitiendo que el desarrollo sea mejor y asi obtener un

buen rendimiento en los pardmetros productivos.
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8. Recomendaciones

La administracion via oral de cocteles bacteridfagos son una alternativa eficaz como
promotores de crecimiento frente al uso de antibiéticos, ademas que en la industria avicola
esta practica resultaria ser facil y rentable para el productor, lo que incentiva a la indagacion
y pruebas de otras formas de presentacién cémo alternativas para la administracion oral de
los bacteriéfagos, a mas de poder analizar la rentabilidad del uso de estos en la crianza de

aves tanto de manera técnica como convencional.
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10. Anexos

Fase de laboratorio

Figura 2. Reactivos y preparacion para la obtencion de cultivos bacterianos/ bacteri6fagos

Pesaje de Reactivos
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Figura 3. Siembra de la E. coli TOP10F’
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Figura 4. Inoculacion de los bacteriéfagos en cajas Petri

Figura 5. Cosecha de bacteriéfagos
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Figura 6. Centrifugacion del suspendido de bacteri6fagos

Figura 7.Regulacion de pH de la solucion de bacteriéfagos concentrada
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Figura 8. Dosificacion y etiquetado del coctel de bacteriéfagos listos para liofilizar

Figura 9. Liofilizacién de la solucion de bacteriéfagos
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Figura 10. Soluciones con bacteriéfagos, liofilizados y congelados
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Fase de campo

Figura 11. Preparacion del galpon.

Materiales para la preparacion del galpon; criadoras, banderas, bebederos, balanza

meC— )|

poeoBa--  \J
\aooes )

53

Bernal Naula Ana Gabriela — Gutama Pérez Laura Vanesa



UCUENCA

54

Colocacién de cortinas externas para el galp6on y adecuacion de las unidades experimentales
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Figura 12. Recepcién de pollitos bebes Cobb 500

Pesaje al dia 1 y evaluacion fisica de los pollitos

Figura 13 Administracion de bacteriofagos

Medicién de agua, preparacion de bacteri6fagos y administracion a cada grupo
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La Administracion de bacteriéfagos se realizd 2 dias a la semana previa restriccion de agua
de 2 horas

TRATAMIENTO 4
[P Tep—

R?
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Figura 15 Recoleccién de datos

Los datos recolectados fueron del peso, alimento restante y alimento ofrecido. Se realizo

semanalmente.
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Figura 16 Vacunacion de pollitos

Inoculacién y vacunas administradas a los 7, 14 y 21 dias

Figura 17 Alimentacién de los pollitos

La alimentacion se realiz6 por un tiempo de 10 horas en un intervalo de tiempo 7am a 5pm
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Figura 18 Toma de muestras para laboratorio y obtencién de datos

Rotulacion de pollos segun el grupo y repeticiéon, se tomo6 1cm de la seccién del duodeno, se

conservo en formol, pesaje de la molleja y medicién de la longitud del intestino

Figura 13. Cronograma de actividades durante la crianza de las aves
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(dias) Peso (g) alimento (g) acumulado (g) (ratio: agual/peso:2) acu:gu\]l:;l:elslzf;nov ADM INIS"TIRACION Dosis ml (9) Repl-Rept (8) para ¥ para ¥ Viales
0 42
1 55 13
; 3 90 19 0,038 38,00 342,00 sabado 09/12/2023
A 4 112 22 0,044 44,00 396,00 domingo 10/12/2023
2 5 138 26 0,052 52,00 468,00 lunes 11/12/2023 Vity Minerales
6 168 30 0,060 60,00 540,00 martes 12/12/2023 Vity Minerales
7 202 68,00 612,00 miércoles 13/12/2023 | Vity Minerales
80,00 720,00 Jueves 14/12/2023

| w000 | w00 | | ] |  |sébadole/12/203 | |

146,00 1314,00 martes 19/12/2023 Vity Minerales
160,00 1440,00 miércoles 20/12/2023 | Vity Minerales

| s | e | e | ez [ oaes | saw | s 1512.00 jueves 21/12/2023

3

=

m| v | 76 | o s61 1722 wooo | wmsaoo | [ | |  |ssbado23/1zj203 | |
A 18 864 105 966 1,932

Al [ e | 1077 | aas |

20 118 2,390 236,00 2124,00 martes 26/12/2023 Vity Minerales
21 125 2,640 250,00 2250,00 miércoles 27/12/2023 | Vity Minerales
262,00 2358,00 jueves 28/ 12/2023

| a0 | osmoo | | ] |  |sébado30/12/203 | |

2880,00 martes 02/01/2024

320,00

330,00 2970,00 miércoles 03/01/2024
338,00 3042,00 jueves 04/01/2024
348,00 3132,00 viernes 05/01/2024

356,00 3204,00 sabado 06/01/2024

382,00 3438,00 martes 09/01/2024
388,00 3492,00 miércoles 10/01/2024
396,00 3564,00 jueves 11/01/2024
37 2738 202 4035 0,404 8,070 404,00 3636,00 viernes 12/01/2024
38 2846 206 4241 412,00 3708,00 sabado 13/01/2024

39 2954 209 4450
40 3062 213 4663

>z»Imon

434,00 3906,00 martes 16/01/2024
440,00 3960,00 miércoles 17/01/2024
448,00 4032,00 jueves 18/01/2024

456,00 4104,00 viernes 19/01/2024
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