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RESUMEN EJECUTIVO 

El uso de bacteriófagos ha surgido como una alternativa prometedora para abordar la 

crisis de resistencia antimicrobiana, impulsada por el uso indiscriminado de 

antibióticos en la industria avícola. Este estudio aisló bacteriófagos líticos específicos 

de S. enterica multirresistente de origen avícola en la provincia de Tungurahua a partir 

de fuentes de agua contaminada, y los evaluó en base a sus perfiles líticos y estabilidad 

a baja temperatura.  

Bajo la línea de investigación de Microbiología y Biotecnología, se llevó a cabo el 

aislamiento y purificación de bacteriófagos usando dos cepas de S. enterica serovar 

Infantis, por el método de agar de doble capa. Los perfiles líticos se evaluaron 

mediante la prueba de la gota. La estabilidad de los bacteriófagos se probó a través de 

la reducción del título fágico, a temperaturas de refrigeración y congelación, con pH 

5.5 y 7.2. 

Se aislaron un total de 27 bacteriófagos. La evaluación con 38 cepas de Salmonella de 

aves de corral y cinco serovares diferentes de S. enterica reveló siete bacteriófagos con 

un amplio rango de hospedadores. Las pruebas de estabilidad de los bacteriófagos F6, 

F7M1 y F4M1B, mostraron que la temperatura y el pH influyeron significativamente 

en la reducción del título fágico y la lisis bacteriana, resaltando la importancia de 

comprender las condiciones de estabilidad de los bacteriófagos para una aplicación 

exitosa. Los resultados destacan el uso potencial de estos bacteriófagos líticos en el 

diseño de productos de biocontrol para la industria avícola. 

 

Palabras clave: Bioprospección, resistencia a antibióticos, bacteriófagos líticos, 

Salmonella, aves de corral. 
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ABSTRACT 

The use of bacteriophages has emerged as a promising alternative to address the 

antimicrobial resistance crisis, driven by the indiscriminate use of antibiotics in the 

poultry industry. This study isolated lytic bacteriophages specific to multi-resistant S. 

enterica of poultry origin in Tungurahua province from contaminated water sources 

and evaluated them based on their lytic profiles and low-temperature stability.  

Under the Microbiology and Biotechnology research line, the isolation and 

purification of bacteriophages was carried out using two strains of S. enterica serovar 

Infantis, by the double-layer agar method. Lytic profiles were evaluated by the gout 

test. The stability of the bacteriophages was tested through the reduction of the phage 

titre, at refrigeration and freezing temperatures, with pH 5.5 and 7.2. 

We isolated a total of 27 bacteriophages. Evaluation against 38 Salmonella isolates 

from poultry and five different S. enterica serovars revealed seven bacteriophages with 

a broad host range. Stability tests of bacteriophages F6, F7M1, and F4M1B, showed 

that temperature and pH significantly influenced phage titer reduction and bacterial 

lysis, underscoring the importance of understanding bacteriophages stability 

conditions for successful application. The results highlight the potential use of these 

lytic bacteriophages in designing biocontrol products for the poultry industry. 

 

 

Keywords: Bioprospecting, antibiotic resistance, lytic bacteriophages, Salmonella, 

poultry. 
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CAPÍTULO I 

MARCO TEÓRICO 

1.1. Antecedentes investigativos  

1.1.1. Generalidades 

En América Latina, la demanda de carne ha presentado un aumento del 2.45 %, siendo 

la carne de ave la preferida, con un porcentaje del 4.1 %  (FAO, 2022). El incremento 

en la producción mundial de carne se encuentra influenciado principalmente por el 

aumento en la demanda de carne de aves de corral, consecuencia de su creciente 

consumo a nivel mundial, debido a la preferencia de las personas por su bajo precio, 

especialmente en países de bajos y medianos ingresos, en comparación con otras 

carnes como res y cerdo (Wessels et al., 2021); siendo la carne de ave el 47 % de la 

proteína consumida desde fuentes cárnicas, estimando un crecimiento en su 

producción para el año 2031 del 16 % a nivel mundial (OECD/FAO, 2022). La 

producción de pollos de engorde constituye el 90 % de la producción avícola en todo 

el mundo (FAO, 2023). En el Ecuador, el sector avícola representa el 2.0 % del 

producto interno bruto nacional, convirtiéndolo en un sector de gran importancia 

económica para el país, con una producción anual de 230 y 250 millones de pollos de 

engorde (Arenas et al., 2021). Según la Corporación Nacional de Avicultores del 

Ecuador (CONAVE), el consumo per cápita de carne de pollo al año es de 30.4 Kg, lo 

que la ha posicionado como uno de los productos más demandados en el país 

(CONAVE, 2023; Rodríguez et al., 2019).  

Por ello, el pollo se destaca como el ave de corral más importante en todo el mundo, 

por su alto rendimiento para satisfacer la demanda de carne, así como por sus ventajas 

nutricionales (FAO, 2020). La carne de pollo se caracteriza por tener un alto contenido 

de proteína (18-25 %), mismo que no puede ser adquirido por las personas en 

cantidades suficientes a partir de fuentes de origen vegetal (Wessels et al., 2021), así 

como un contenido rico de ácidos grasos necesarios para un adecuado crecimiento y 
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desarrollo en humanos (Baéza et al., 2022). No obstante, estas aves albergan en su 

intestino una comunidad diversa de microorganismos que forman parte del microbiota 

del animal, misma que puede verse afectada por factores internos, como la genética y 

el sistema inmunitario, así como factores externos que incluyen el clima y la 

exposición a otros animales (Marmion et al., 2021).  Esta carga bacteriana constituye 

la principal fuente de contaminación en los productos cárnicos, al no contar con 

prácticas higiénicas en los mataderos, específicamente en los procesos de desplumado 

y evisceración (Klaharn et al., 2022). Por lo que, las aves de corral representan una 

fuente importante de exposición a peligros microbiológicos en todo el mundo, al ser 

una fuente de microorganismos zoonóticos como Escherichia coli, Staphylococcus 

aureus, Clostridium perfringens, Listeria monocytogenes, Campylobacter y 

Salmonella spp., principales causantes de intoxicación alimentaria a nivel mundial 

(EFSA, 2021).  

Salmonella spp. se caracteriza por ser capaz de prosperar en el tracto intestinal de los 

animales, de forma particular en el pollo (Kim et al., 2018; Koh et al., 2022), 

provocando a su vez pérdidas considerables en los sectores de producción masiva 

(Koutsoumanis et al., 2019). Además, representa una de las bacterias más comunes 

involucradas en casos de infecciones e intoxicaciones alimentarias en humanos a nivel 

global (Fegan et al., 2022; Pires et al., 2021). En la actualidad, las enfermedades 

transmitidas por los alimentos (ETA), representan un grave problema de salud pública 

(PAHO & WHO, 2022). Al año, 600 millones de personas se ven afectadas por 

consumir alimentos contaminados, siendo las infecciones más comunes aquellas de 

tipo zoonóticas, es decir, enfermedades transmitidas entre animales y humanos, 

causadas principalmente por Salmonella spp., arriesgando de esta manera la seguridad 

alimentaria, la inocuidad de los alimentos y la salud (OMS, 2021).   

Entre los procesos preventivos y de control se destacan la vacunación y el uso de 

antibióticos (Ruvalcaba-Gómez et al., 2022). Sin embargo, el extensivo uso de 

antibióticos en el sector productivo ha dado paso a la aparición de cepas de Salmonella 

multirresistentes que pueden diseminarse a través de la cadena alimentaria, 

representando un peligro de salud pública y contribuyendo a la actual emergencia de 

la resistencia antimicrobiana (Gargano et al., 2021). Por lo que, el aumento 
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considerable de estos mecanismos multirresistentes hace que exista la necesidad de 

encontrar nuevas maneras de prevenir o tratar dichas infecciones ocasionadas por 

bacterias patógenas entéricas (Gut et al., 2018). 

El uso de bacteriófagos líticos ha surgido como una nueva estrategia de biocontrol, al 

tratarse de virus bacterianos con alta especificidad en hospedadores, cuya capacidad 

lítica está siendo aplicado para eliminar patógenos en alimentos crudos y listos para 

consumir (Vikram et al., 2022). Son considerados agentes antimicrobianos naturales 

al encontrarse ampliamente distribuidos en el ambiente (Huang et al., 2018). A pesar 

de ello, el desarrollo de bioproductos basados en bacteriófagos, requiere candidatos 

con propiedades biológicas apropiadas, como estabilidad a condiciones abióticas, así 

como ausencia de genes de virulencia y de resistencia a antibióticos (Kortright et al., 

2019). Lo que sugiere la importancia del aislamiento y caracterización de nuevos 

bacteriófagos específicos para un huésped (Huang et al., 2018). 

Por lo tanto, teniendo en cuenta los antecedentes, este proyecto de investigación se 

centra en aislar bacteriófagos líticos específicos para S. enterica multirresistente de 

origen avícola de la provincia de Tungurahua, y su evaluación de acuerdo con los 

perfiles líticos y estabilidad a bajas temperaturas. En base a esta colección, se 

realizarán posteriores evaluaciones genómicas e in vivo. 

1.1.2. Resistencia a los antibióticos 

La resistencia a los antibióticos (ABR, del inglés Antibiotic resistance) representa una 

amenaza creciente para la salud humana y animal en todo el mundo (Magnusson, 

2021). El uso inadecuado de antibióticos en la medicina, veterinaria y agricultura es la 

principal causa del desarrollo de ABR (Samreen et al., 2021). Las restricciones para 

el uso de dosis subterapeúticas como promotores de crecimiento (AGP, del inglés 

antibiotic growth promotors) en pollos de engorde, ha favorecido la presencia de genes 

de resistencia en el entorno, beneficiando la aparición y propagación de cepas 

multirresistente (MDR, del inglés multi-drug resistance) entre humanos, animales y el 

medio ambiente, Figura 1 (Aslam et al., 2021; Fathima et al., 2022).  
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Figura 1  

Propagación de ABR desde un enfoque One Health 

Nota. Adaptado de Antibiotic Resistance: One Health One World Outlook, por 

Aslam et al., 2021, Frontiers in Cellular and Infection Microbiology, 11. 

La resistencia a los antibióticos ocurre cuando las bacterias poseen o desarrollan 

mecanismos para combatir la acción de los fármacos (Christaki et al., 2019). Existen 

tres tipos de resistencia: intrínseca, adquirida o adaptativa, siendo la segunda la de 

mayor preocupación, al tratarse de bacterias susceptibles que debido al uso inadecuado 

de antibióticos generan mecanismos de resistencia (Morrison & Zembower, 2020). 

Estos mecanismos se dan por mutaciones genéticas o bien por la adquisición de genes 

de resistencia a los antibióticos (ARG, del inglés antibiotic resistance genes), mediante 

transferencia genética horizontal, que abarcan la transducción, conjugación y 

trasformación (Berglund et al., 2023; Inda-Díaz et al., 2023). La resistencia que 

expresan las bacterias se basa en la destrucción o modificación de los antibióticos 
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(Christaki et al., 2019). De forma general existen 4 mecanismos de resistencia, 

mediados por la (i) disminución de la acumulación del fármaco debido a la reducida 

permeabilidad o aumento del flujo de salida de la célula, (ii) inactivación o 

modificación del fármaco, (iii) alteración de los sitios diana o de unión y (iv) alteración 

en las vías metabólicas (Morrison & Zembower, 2020).  

La aparición de cepas MDR representan un reto para la medicina moderna al no contar 

con terapias efectivas para el tratamiento de infecciones bacterianas, aumentando la 

tasa de mortalidad (Huemer et al., 2020). En la actualidad, las infecciones por 

bacterias MDR causan 700 000 muertes al año y se prevé un aumento a 10 millones 

para el año 2050 a nivel mundial (IACG/OMS, 2019). Por lo que, es indispensable 

abordar ABR desde un punto de vista One Health-One World con el fin de garantizar 

la salud de las personas, animales y el medio ambiente (Aslam et al., 2021). 

1.1.3. Uso de antibióticos en la avicultura  

El uso de antibióticos en aves de corral ha crecido alarmantemente y se estima un 

aumento del 67 % para el año 2030 en países en desarrollo (Samreen et al., 2021). La 

avicultura es una de las industrias productoras de alimentos más importantes a nivel 

mundial, debido a su bajo costo de producción (FAO, 2023), sin embargo, el uso 

inadecuado y excesivo de antibióticos en esta área, es uno de los principales 

responsables de ABR (Roth et al., 2019), ya que, dentro de la avicultura, los 

antibióticos son empleados no solo con fines terapéuticos, sino también como AGP en 

las aves (Rivera-Gomis et al., 2021).  

La exposición prolongada de antibióticos en pollos, sin un fin terapéutico, genera una 

presión selectiva sobre el microbiota de las aves, lo que favorece la aparición de 

bacterias MDR, estas cepas intestinales resistentes a los antibióticos pueden entrar en 

contacto con la carne durante el sacrifico, consiguiendo infectar a los consumidores, 

siendo uno de los principales patógenos Salmonella spp. (Rousham et al., 2018; 

Samreen et al., 2021). Además, debido al metabolismo incompleto, aproximadamente 

el 75 % de los antibióticos suministrados a los pollos, son excretados por las heces u 
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orina, entrando en contacto con el ambiente (suelo, animales y agua) (de Souza et al., 

2023; Torres et al., 2022), contribuyendo a la propagación y mantenimiento de 

bacterias resistentes en el entorno (Gil-Gil et al., 2019).  

En el año 2020 y 2021, aislados de Salmonella spp., recuperados de pollos de engorde 

mostraron un incremento en la resistencia a la ampicilina, las tetraciclinas, las 

sulfonamidas, las cefalosporinas y las quinolonas (EFSA & ECDC, 2023), siendo S. 

Enteritidis, S. Typhimurium, S. Pullorum, S. Kentucky y S. Infantis los principales 

serovares de Salmonella hallados (McMillan et al., 2020). Es así como las prácticas 

inadecuadas de cría de pollos han convertido a estos animales en reservorios de 

bacterias patógenas multirresistentes que colonizan humanos (Magnusson, 2021). 

1.1.4. Salmonella spp.  

Salmonella spp. son un grupo de bacilos gramnegativos móviles, pertenecientes a la 

familia Enterobacteriaceae (Kim et al., 2018). Se componen de dos especies, S. 

enterica y S. bongori, la primera conformado por seis subespecies: enterica, salamae, 

arizonae, diarizonae, houtenae e indica, entre ellos, la subespecie S. enterica cuenta 

con alrededor de 1547 serovares, de los cuales, el 99 % son causantes de las infecciones 

en humanos y animales (Ferrari et al., 2019).  

S. enterica se divide en dos grupos: específicos, aquellos adaptados al huésped y no 

específicos, no adaptados al huésped (Rakov et al., 2020). Así mismo, se clasifican en 

tifoidea y no tifoidea (NTS del inglés, Non-Typhoidal Salmonella) en base a su 

capacidad para desarrollar patologías en humanos (Yan et al., 2022). Los serovares 

tifoideos son una subcategoría de los especialistas, entre los que se encuentran S. 

Typhi, S. Gallinarum y S. Pullorum, mientras que los NTS, están compuestos por S. 

Enteritidis, S. Typhimurium y S. Infantis, causantes de ETA en todo el mundo (Sasaki 

et al., 2021).  

S. enterica subespecie enterica es uno de los patógenos más importantes transmitidos 

por los alimentos, responsable de la mayoría de los brotes de salmonelosis en humanos 
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(ECDC & EFSA, 2018). La salmonelosis es causada por todos los serotipos no 

tifoideos aislados de humanos y animales, teniendo un estimado de 200 millones y mil 

millones de casos en todo el mundo (Chlebicz & Śliżewska, 2018). Su principal 

reservorio, y fuente de infección en personas, es la carne de ave y huevos (Bescucci et 

al., 2022), motivo por el cual resulta imprescindible mantener un control en la 

seguridad microbiana de las aves de corral y sus productos (Poojari et al., 2022). 

1.1.5. Rutas de transmisión de Salmonella en pollos 

La carne de pollo es la principal causante de intoxicación alimentaria por S. enterica 

en humanos a nivel mundial (McMillan et al., 2020).  En comparación con otros 

animales, los casos de Salmonella en productos avícola se encuentran bien 

caracterizados, sin embrago, su prevalencia en pollos se da principalmente por la 

ausencia de buenas prácticas de higiene en la cadena de producción (Mpundu et al., 

2019). La contaminación ocurre cuando los microorganismos ingresan en las aves por 

transmisión vertical u horizontal, a través del aire o durante el proceso de sacrificio y 

posteriormente, al área de preparación de alimentos (Bantawa et al., 2019). 

Las camas de las aves representan una de las más importantes fuentes de 

contaminación que, al entrar en contacto con las heces, restos de comida y plumas, 

forman un ambiente propicio para albergar a un sin número de patógenos como 

Salmonella que, gracias al sistema de ventilación, son esparcidos al aire de las granjas 

avícola, favoreciendo su diseminación (Gomes et al., 2022). En cuanto a la 

transmisión horizontal, esta ocurre por la ruta fecal-oral, invadiendo el tracto intestinal 

de las aves, colonizando el hígado, el bazo y los ciegos del pollo, aumentado el riesgo 

de contaminación durante la evisceración (Hu et al., 2021). Una vez infectado, la 

proliferación de la bacteria se da gracias a las temperaturas de almacenamiento 

inadecuadas y la mala cocción  (EFSA & ECDC, 2023).  

El monitoreo microbiológico en carne cruda de pollo en las diferentes etapas de 

procesamiento influiría positivamente en la reducción de casos de infección 

alimentaria (Mpundu et al., 2019). En la actualidad existen varias estrategias para el 
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control de bacterias dentro de la cadena de procesamiento del pollo, tales como la 

inactivación microbiana, la irradiación, el tratamiento térmico, la alta presión 

hidrostática y la terapia con antibióticos; sin embargo, su eficiencia es baja, afectando 

negativamente las características organolépticas de los alimentos (Poojari et al., 

2022). Por consecuencia, es necesario desarrollar nuevas tecnologías para el control 

de bacterias patógenas en los alimentos, siendo una alternativa el uso de bacteriófagos 

(Ramírez et al., 2018).    

1.1.6. Bacteriófagos  

Los bacteriófagos o fagos son virus propios del medio ambiente, que infectan y se 

replican en células bacterianas (Harada et al., 2018). Son los organismos más 

antiguos y ubicuos de la tierra, hallándose en ambientes muy diversos como heces, 

suelo, agua, entre otros (Jamal et al., 2019).  Su tamaño varía entre 20 a 200 nm, 

constan de un ácido nucleico (ADN o ARN) contenido por una envoltura 

tridimensional (cápside o cabeza), rodeada o no por una envoltura de lipoproteínas, 

una cola y una vaina de contacto en forma de hélice, que contiene las proteínas de 

unión con el receptor o huésped, Figura 2  (Elois et al., 2023).  
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Figura 2  

Estructura típica de un bacteriófago 

 

Nota. El ADN del bacteriófago está protegido por la cápside (cabeza), unida a la 

vaina (cola) contráctil. Adaptado de Biotechnological applications of bacteriophages: 

State of the art, por Harada et al., 2018, Microbiological Research. 

Comúnmente conocidos como parásitos obligados intracelulares, debido a que carecen 

de una estructura celular, así como de sistemas enzimáticos para la absorción de 

alimentos, síntesis de proteínas y construcción de nuevas partículas, por lo que 

necesariamente requieren de un huésped para su replicación, causando la muerte de la 

bacteria (Mohammed Alomari et al., 2021). Los fagos son muy específicos de la 

especie bacteriana o cepa a la que infectan, exhibiendo una fuerte actividad 

antibacteriana contra bacterias grampositivas y gramnegativas (Kasman & Porter, 

2022). Sin embargo, algunos fagos tienen una amplia gama de huéspedes, esta 

especificidad y rango de actividad depende de la presencia de receptores ubicados en 

la superficie de las células bacterianas, entre los que se encuentran fragmentos de 

lipopolisacáridos (LPS), fimbrias y otras proteínas de superficie (Wernicki et al., 

2017). 
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1.1.6.1. Ciclo de vida de los bacteriófagos  

Los fagos pueden clasificarse de acuerdo con su virulencia en dos tipos: líticos 

(virulentos, productivos) y lisogénicos (templados y latentes) (Kasman & Porter, 

2022). El ciclo de vida lítico o virulento de los fagos consiste en matar velozmente a 

la célula huésped por medio de lisis (Mohammed Alomari et al., 2021). Durante este 

ciclo, los fagos, usan el metabolismo del huésped para generar nuevas progenies de 

fagos que se liberan en la lisis celular; proceso que incluye la adsorción, penetración 

(separación de ácidos nucleicos), biosíntesis (expresión y replicación de los ácidos 

nucleicos), ensamblaje, liberación y transmisión de viriones, con una duración de 20 a 

40 minutos o de 1 a 2 horas, Figura 3  (Jamal et al., 2019).   

Figura 3  

Ciclo lítico de los bacteriófagos 

 

Nota. (1) Adsorción; (2) Penetración; (3) Biosíntesis; (4) Ensamblaje y (5) 

Liberación.  
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En la fase de adsorción el fago se adhiere a la célula bacteriana a través de receptores 

específicos en la superficie de la célula, como LPS en el caso de bacterias 

gramnegativas (Mohammed Alomari et al., 2021). La penetración consiste en la 

destrucción de la pared celular por enzimas del fago, permitiendo la incorporación del 

material genético en el citoplasma bacteriano, la biosíntesis implica la formación de 

estructuras de cápside para la replicación de ácidos nucleicos y proteínas, seguida de 

la transcripción del material genético del fago por inhibición de la replicación del ADN 

bacteriano y su ensamblaje (Wernicki et al., 2017). 

La culminación del ciclo lítico es la lisis celular, proceso mediado por una proteína del 

fago llamado holina, que lisa la membrana citoplasmática bacteriana, y la formación 

de poros causada por la endolisina, proteína codificada por el ADN del fago de doble 

cadena y las hidrolasas de peptidoglicano, dichos poros permiten la entrada de agua y 

la posterior expansión de la célula, haciendo que estalle, liberando de esta forma a los 

viriones para seguir infectando a más células (Principi et al., 2019). En base a la 

capacidad de los fagos líticos de replicarse para destruir de forma rápida y específica 

a células bacterianas, ha surgido el interés del uso de fagos como una alternativa viable 

a los antibióticos actuales, con el fin de combatir bacterias patógenas multirresistentes 

(Dunstan et al., 2023). 

1.1.6.2. Bacteriófagos como agentes de control biológico 

< La utilidad de los fagos se ha probado especialmente en el contexto de la seguridad 

alimentaria en tres sectores claves: (i) producción primaria, que consiste en la 

aplicación en animales vivos a través de los alimentos o por aspersión antes del 

sacrificio, (ii) bioconservación, por aplicación directa en la superficie de los alimentos 

o en empaques de almacenamiento  y (iii) biosanitización, para desinfección de 

superficies utilizadas en la producción y procesamiento (Moye et al., 2018), 

aprovechando su capacidad de “atacar” a microorganismos patógenos sin modificar 

las propiedades organolépticas o fisicoquímicas, ni de afectar la microbiota normal de 

los alimentos, frenando la diseminación de bacterias MDR en la cadena alimentaria 

(Han et al., 2022). 
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Estudios recientes han demostrado la capacidad de bacteriófagos líticos para lisar 

cepas MDR de Salmonella aislados de aves de corral (Lopez-Garcia et al., 2023). 

Cocteles de bacteriófagos se han diseñado para el control de Salmonella, consiguiendo 

reducir la colonización de esta bacteria en el ciego de pollos, así mismo, cocteles de 

fagos aplicados después del sacrificio consiguieron reducir S. Enteritidis en la piel de 

pollo en 1,0 log UFC/cm2 al administrar los fagos a una multiplicidad de infección 

(MOI) de 10 000 (Nale et al., 2021). Sin embargo, a pesar de que los estudios han 

destacado el uso de cócteles de fagos para reducir Salmonella, tanto antes como 

después del sacrificio en aves, existen pocos productos de fagos disponibles en el 

mercado para controlar la infección en los pollos (Żbikowska et al., 2020). 

Actualmente los bioproductos de fagos contra Salmonella en aves de corral, 

reconocidos como seguros, aprobados por la FDA y el Departamento de Agricultura 

de los Estados Unidos (USDA) son dos, SalmoFresh™ y Salmonelex™ (Toprak & 

Şanlıbaba, 2020). 

Aunque se ha informado que los cocteles compuestos por varios fagos promueven de 

mejor forma la lisis de Salmonella (Żbikowska et al., 2020), para que el tratamiento 

in vivo aplicado a pollos de engorde sea efectivo, debe contarse con una actividad 

óptima de amplio rango de huésped para conseguir eliminar de forma efectiva los 

diferentes serotipos de Salmonella (Nale et al., 2021). Así mismo, los bacteriófagos 

deben contar con algunas características importantes, como una eliminación bacteriana 

veloz, sin niveles significativos de supervivencia bacteriana (Hyman, 2019), fáciles 

de propagar, de producir títulos altos y de purificar, de igual forma, deben ser estables 

en diferentes concentraciones de tal manera que su almacenamiento por largos 

períodos a temperaturas de refrigeración no supongan una pérdida de infectividad, 

además, las preparaciones de fagos deben ser estériles y libres de toxinas; y finalmente, 

el fago no debe poder actuar como transductores generalizados o especializados 

(Hatfull et al., 2022). 

Aun así, la eficiencia de la terapia de fagos representa un desafío por superar, ya que, 

si bien los niveles de bacterias disminuyen inicialmente, no siempre son eliminados 

por completo, por lo que es necesario combinar el tratamiento con antibióticos (Moye 

et al., 2018). Sin embargo, estudios recientes han revelado que, a pesar de la eventual 
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resistencia a los fagos, los fenotipos bacterianos resistentes se asociaron con una mayor 

sensibilidad a los antibióticos al administrar simultáneamente fagos y antibióticos 

(Schooley et al., 2017). Es decir, cepas resistentes a los fagos se volvieron a 

sensibilizar al complemento humano, antibióticos betalactámicos y a los fagos 

alternativos, lo que podría suponer una ventaja frente a la actual emergencia de la 

resistencia antimicrobiana (Gordillo Altamirano et al., 2021). Es así como los fagos 

pueden proporcionar una tecnología natural, no tóxica y económica para el control de 

Salmonella en pollos (Clavijo et al., 2019), teniendo varios enfoques de aplicación 

dentro de la cadena de suministro hasta la conservación (Moon et al., 2020). 

1.1.6.3. Características abióticas requeridas para los bacteriófagos líticos con 

potencial aplicación en pollos de consumo humano 

La terapia de fagos se ha aplicado con éxito para el control de microorganismos 

patógenos en carne cruda (Mohammed Alomari et al., 2021). Sin embargo, a pesar 

de que los fagos son capaces de permanecer de forma autónoma fuera del huésped en 

una variedad de entornos, existen varios factores que afectan su estabilidad (Almutairi 

et al., 2022). Factores fisicoquímicos como la temperatura, pH, fuerza iónica y efectos 

interfaciales pueden inactivar los fagos al dañar los elementos estructurales de los 

mismos (cabeza, cola, envoltura) (Malik et al., 2017), por lo que es fundamental 

estudiar las condiciones de estabilidad de los bacteriófagos para su aplicación exitosa 

como agentes de biocontrol de microorganismos patógenos en alimentos.  

La temperatura cumple un rol fundamental en la supervivencia de los fagos, 

específicamente en la fase de unión, penetración y multiplicación, es así que, a 

temperaturas inferiores a las óptimas menos ADN ingresa a la célula huésped, por lo 

que menor cantidad de fagos se involucran en la fase de replicación; por otro lado, las 

temperaturas muy altas hacen que el período latente se prolongue, aumentando el 

tiempo desde la adsorción hasta la liberación de viriones (Kering et al., 2020; Lázaro 

et al., 2018). Aun así, bacteriófagos aplicados a las mismas condiciones que el 

tratamiento térmico en el procesamiento de carne de pollo han permanecido activos, 

logrando reducir la carga bacteriana en el alimento (Park et al., 2021). Sin embargo, 
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el almacenamiento a bajas temperaturas es fundamental para prolongar la vida útil del 

alimento, generalmente a temperaturas de refrigeración (0 a 7 °C) o congelación (-18 

°C), siendo esta última la técnica más segura y viable, garantizando una vida útil de la 

carne de 7 a 18 meses (Kaewthong et al., 2019). Por lo que los bacteriófagos deberían 

mantener su actividad lítica a bajas temperaturas y largos períodos de tiempo para su 

aplicación en carne de pollo.  

La acidez es otro factor de gran significancia al hablar de bacteriófagos; estudios han 

comprobado que son bastante estables a pH muy bajos (Huang et al., 2018; Touret 

et al., 2018). Con respecto al pH de la carne de pollos de engorde jóvenes y mayores, 

específicamente de la pechuga y muslos, éste varía entre 5.6-6.3 respectivamente 

(Untea et al., 2023), aunque se reportan varios estudios en los que a las 24 h post-

mortem la carne del pollo, disminuye mínimamente su pH; sin embargo, son valores 

que se encuentran dentro del rango normal aceptable (Mueller et al., 2023). A partir 

de esto, muy probablemente los bacteriófagos líticos usados como biocontrol in vivo 

de diferentes serovares de Salmonella en carne de pollo, son estables a esos rangos de 

pH (Aguilera et al., 2022; Almutairi et al., 2022; Wessels et al., 2021). En contraste, 

las concentraciones de sal o sacarosa en un ambiente específico hacen que la presencia 

de bacteriófagos disminuya (Whitman & Marshall, 1971), aunque los iones presentes 

en soluciones salinas a concentraciones bajas posiblemente eviten su inactivación 

(Jończyk et al., 2011). 

En general, los fagos son capaces de permanecer activos o de inactivarse frente a 

diferentes factores físicos y químicos como temperatura, pH, salinidad e iones. Y, su 

aplicación como agentes de biocontrol dentro de la industria alimentaria y avícola 

sigue siendo importante, concretamente en la aplicación in vivo de pollos de engorde 

como los principales conductores de bacterias patógenas en todo el mundo.  
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1.2.Objetivos  

1.2.1. Objetivo general  

Desarrollar una bioprospección de bacteriófagos líticos de S. enterica utilizando 

aislamientos locales. 

1.2.2. Objetivos específicos 

• Seleccionar hospedadores de S. enterica de origen local para la realización de 

ensayos de bioprospección de bacteriófagos. 

• Aislar bacteriófagos líticos de S. enterica a partir de fuentes acuáticas 

contaminadas. 

• Evaluar la colección de bacteriófagos de acuerdo a sus perfiles líticos y 

estabilidad a bajas temperaturas. 

Hipótesis  

• Hipótesis nula  

No es posible realizar una bioprospección de bacteriófagos líticos de S. enterica 

multirresistente de origen avícola aislados a partir de fuentes acuáticas 

contaminadas de la provincia de Cotopaxi y Tungurahua. 

• Hipótesis alternativa  

Es posible realizar una bioprospección de bacteriófagos líticos de S. enterica 

multirresistente de origen avícola aislados a partir de fuentes acuáticas 

contaminadas de la provincia de Cotopaxi y Tungurahua. 
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CAPÍTULO II 

METODOLOGÍA 

2.1. Materiales 

En el presente proyecto de investigación, se utilizaron los materiales, equipos y 

reactivos presentados en las Tablas 1, 2 y 3.  

Tabla 1  

Equipos de laboratorio empleados  

EQUIPOS CANTIDAD 

Autoclave 1 

Balanza analítica 1 

Estufa  1 

Microondas  1 

Mechero Bunsen 2 

Fuente de poder 1 

Nevera  1 

Congelador  1 

Cabina de flujo laminar Bioseguridad II  1 

Microcentrífuga  1 

Vortex 1 
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Tabla 2  

Materiales de laboratorio empleados 

MATERIALES CANTIDAD 

Botellas de autoclave (100 – 500 mL)  5 

Espátula 2 

Asa de inoculación 2 

Cajas mono Petri plásticas 1000 

Pipetas x 10 mL 5 

Gradilla 3 

Frascos plásticos estériles  50 

Juego de micropipetas 1 

Puntas para micropipetas 1 de cada tipo 

Fundas Ziploc 10 

Tubos de ensayo con tapa 50 

Pera de succión 1 

Filtros Syringe Filters de 0.22 µm 50 

Jeringuas 100 

Eppendorfs de 1.5 mL 1000 

Eppendorfs de 200 µL 150 

Hisopos  100 

Parafilm 1m 

Guantes de nitrilo  4 cajas 

Mascarillas  4 cajas  
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Tabla 3  

Reactivos de laboratorio empleados  

REACTIVOS CANTIDAD 

Agar Mac Conkey  500 g 

Agar Mueller-Hinton 300 g 

Caldo TSB 300 g 

Agua oxigenada  15 mL 

Caldo Luria Bertani (LB) 100 mL 

Agua Peptonada 250 g 

Extracto de levadura 100 g 

Cloruro Sódico (NaCl2) 25 g 

Extracto de carne 200 g 

Carbonato Sódico (Na2CO3) 50 g 

Cloruro de Magnesio (MgCl2) 30 mL 

Cloruro de Calcio (CaCl2) 150 mL 

Agar-agar 500 g 

Agua bidestilada 50 mL 

Buffer fosfato salino (PBS) 1x 1000 mL 

Glicerol 200 mL  

Discos de antibióticos  17 tipos  

Agua destilada  20 L 

Etanol 70 % 3 L  

Cloro 4 L 

Agarosa  15 g 

Agua destilada libre de nucleasas (ddH2O) 50 mL 

Loading Buffer 400 µL  

DNA SYBR Safe 400 µL 

TBE 1X 1 L 

DreamTaq Green 200 µL  

Primers  100 µL  
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2.2. Métodos  

2.2.1. Selección de hospedadores de S. enterica de origen local para la realización 

de ensayos de bioprospección de bacteriófagos. 

A partir del banco de microorganismos del grupo de investigación UTA RAM One 

Health, se seleccionaron aislamientos de Salmonella en base a sus fenotipos de 

resistencia a antibióticos y a su diversidad clonal, mediante un análisis de tipificación 

molecular de serovares y genotipificación por la técnica (GTG)5-PCR y de sus perfiles 

de resistencia fenotípica. 

2.2.1.1. Extracción de ADN por choque térmico 

En primer lugar, se llevó a cabo la extracción de ADN de las 38 cepas de Salmonella, 

siguiendo el protocolo expuesto por (Sánchez-Salazar et al., 2020). Para lo cual, se 

generó biomasa de todas las cepas en caldo TSB. Al siguiente día se tomó 1 mL de la 

biomasa en un eppendorf y se centrifugó a 5000 rpm por 5 minutos, eliminando el 

sobrenadante y resuspendiendo el pellet en 200 µL de ddH2O. Posteriormente se 

colocó los eppendorfs en el termobloque a 90°C por 10 minutos y al instante, se colocó 

en hielo (0 °C) por 10 minutos, procediendo a centrifugar nuevamente por 5 minutos 

a 5000 rpm. Finalmente, se descartó el pellet y se guardó el sobrenadante en eppendorf 

rotulado adecuadamente. 

2.2.1.2. Identificación de serovares de Salmonella por PCR 

Para la identificación de los serovares de Salmonella, se evaluaron dos genes de 

virulencia: bcfC y M.SinI (Anexo 1). Para ello, todos los materiales, a excepción de 

los reactivos, fueron esterilizados por luz UV dentro de la cabina de flujo; se realizó 

la mezcla de 12.5 µL de Dream Taq PCR Master Mix (2X), 0.25 µL del primer bcfC 

y M.SinI según corresponda, a una concentración de 10 µM y 10.75 µL de agua libre 

de nucleasas, seguidamente se agregó en cada eppendorf 1.25 µL del ADN de las cepas 

de Salmonella, para finalmente colocar 20 µL de aceite mineral en cada uno. Se 
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colocaron los eppendorfs con la mezcla lista en el termociclador a las siguientes 

condiciones: la desnaturalización inicial a 95 °C por 5 minutos, seguida por 35 ciclos 

de desnaturalización a 95 °C durante 30 segundos, alineamiento a 56 °C por 30 

segundos, elongación a 72 °C por 1 minuto y la elongación final a 72 °C por 1 minuto 

y de ser el caso, su almacenamiento a 4 °C para su próximo uso. 

Se realizó una electroforesis en gel de agarosa al 1.2 %. Para ello, al gel atemperado, 

se añadió el tinte de gel de DNA SYBR® Safe mezclando ligeramente y colocándolo 

en el molde junto con el peine. Una vez solidificado, se colocó en la cámara de 

electroforesis con TBE 1X. Se preparó una dilución del Ladder (100 pb) con 4 µL del 

Ladder, 2 µL de Loading Buffer y 4 µL de ddH2O. Después se realizó la mezcla de 4 

µL Loading Buffer junto con 8 µL del producto de PCR para cargar 12 µL de cada 

muestra en los pocillos. Finalmente se conectaron los electrodos y se corrió el gel a 90 

V por 5 horas, para posteriormente visualizar el gel en el programa ENDURO. 

2.2.1.3. Análisis de Perfiles de resistencia de cepas de S. enterica 

El análisis de los perfiles de resistencia se basó en el método descrito por Kirby y 

Bauer, por difusión de discos en agar Mueller Hinton (Hudzicki, 2009). Para ello, los 

serovares se sembraron en agar MacConkey, al día siguiente se generó biomasa en 

tubos con 5 mL de medio TSB (Tryptic Soy Broth), inoculando cada tubo con una 

colonia de las cepas a analizar, incubando a 37 °C por 2 horas o hasta alcanzar una 

escala de 0.5 McFarland.  

En placas de agar Mueller-Hinton se realizó una siembra masiva o en césped de la 

biomasa utilizando un hisopo estéril, e inmediatamente se colocaron los discos de 

antibióticos (Tabla 4) con ayuda de una pinza, incubando las placas a 37 °C toda la 

noche. Al día siguiente se midieron los halos de inhibición para clasificarlas como 

sensibles (S), intermedias (I), o resistentes (R), de acuerdo con lo expuesto por el CLSI, 

determinando adicionalmente aquellas cepas BLEE positivas o productoras de β-

lactamasas de espectro extendido.  
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Tabla 4  

Antibióticos usados en perfiles de resistencia fenotípica 

Familia de antibióticos Antibióticos Abreviatura 

Penicilinas 

Ampicilina AM 10 

Amoxicilina/ácido clavulánico AMC 30 

Piperacilina/Tazobactam TPZ 110 

Cefalosporinas 

 

Cefotaxima CTX 30 

Cefepime FEP 30 

Ceftazidima CAZ 30 

Cefuroxima CXM 

Ceftriaxona CRO 30 

Aztreonam ATM 30 

Carbapenems 

 

Meropenem MEM 10 

Ertapenem ETP 10 

Aminoglicósidos 

 

Gentamicina CN 10 

Amikacina AK 30 

Nitrofuranos Nitrofurantoina F 300 

Fosfonatos Fosfomicina FF 200 

Quinolonas Ciprofloxacina CIP 5 

Sulfonamidas y 

diaminopiridinas 
Trimetoprima/Sulfametoxazol SXT 25 

 

2.2.1.4. Genotipificación molecular por (GTG)5-PCR 

(GTG)5-PCR es un tipo de PCR palindrómica extragénica repetitiva que se basa en la 

amplificación del elemento repetitivo (GTG)5 presente en todos los genomas 

bacterianos (Babazadeh & Ranjbar, 2021). Para realizar esta técnica, se usó 12.5 µL 

de Dream Taq PCR Master Mix (2X), 0.25 µL del primer (GTG)5 a una concentración 

de 25 µM y 11 µL de agua libre de nucleasas, la mezcla se agregó a cada uno de los 

eppendorfs de PCR rotulados, se añadió 1.25 µL del ADN de las cepas de Salmonella 
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y 20 µL de aceite mineral como protector. Se colocaron los eppendorfs con la mezcla 

lista en el termociclador a las siguientes condiciones: la desnaturalización inicial a 94 

°C por 5 minutos, seguida por 30 ciclos de desnaturalización a 94 °C durante 30 

segundos, alineamiento a 45 °C por 1 minuto, elongación a 65 °C por 8 minutos y la 

elongación final a 65 °C por 16 minutos y de ser el caso, su almacenamiento a 4 °C 

para su próximo uso. 

Se realizó una electroforesis en gel de agarosa para (GTG)5 al 2 %, una vez temperado 

el gel, se añadió el tinte de gel de DNA SYBR® Safe mezclando ligeramente y 

colocándolo en el molde junto con el peine. Una vez solidificado, se colocó en la 

cámara de electroforesis que contiene TBE 1X. Se preparó la dilución del Ladder (1 

kb) con 4 µL del Ladder, 2 µL de Loading Buffer y 4 µL de ddH2O. Después se realizó 

la mezcla de 4 µL Loading Buffer junto con 2 µL de ddH2O y 6 µL del producto de 

PCR para cargar 12 µL de cada muestra en los pocillos. Finalmente se conectaron los 

electrodos, se corrió el gel a 90 V por 5 horas, para posteriormente visualizar el gel en 

el programa ENDURO. 

Los resultados fueron analizados mediante el uso del programa GelJ, donde la 

similitud entre las distintas cepas se procesó usando el índice Dice, por el Método de 

Pares no Ponderados y algoritmo UPGMA (de promedios aritméticos), finalmente el 

archivo Newick obtenido se editó en el programa iTOL. 

2.2.2. Aislamiento de bacteriófagos líticos de S. enterica a partir de fuentes 

acuáticas contaminadas  

Con la finalidad de aislar bacteriófagos, se procedió con la recolección de muestras de 

agua de fuentes contaminadas, procedentes de las provincias de Cotopaxi y 

Tungurahua, posterior a lo cual, se llevó a cabo procesos de purificación y 

conservación de los fagos.  
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2.2.2.1. Recolección de muestras de agua para el aislamiento de bacteriófagos  

La toma de muestras de agua para el aislamiento de bacteriófagos líticos se realizó en 

8 puntos estratégicos dispuestos por las provincias de Cotopaxi y Tungurahua, como 

se muestra en la Tabla 5. El volumen de muestra fue de aproximadamente 100 mL y 

se recogió en frascos de plástico estériles, mismos que se etiquetaron con los datos 

correspondientes. La muestra se mantuvo a una temperatura de 2-4 °C y se llevó al 

laboratorio en un lapso no mayor a 24 horas para el procesamiento de ésta.   

Tabla 5  

Puntos de muestreo de agua 

Nº Código Coordenadas Localidad Cantón/Provincia 

1 P1SF 

0º55'57''S 78º37'35''O   

Latitud: -0.932372           

Longitud: -78.626392 

San Felipe: Río 

Pumacunchi 
Latacunga/Cotopaxi 

2 P2HGL 

0º56'15''S 78º37'5''O       

Latitud: -0.937438          

Longitud: -78.617975 

  

Hospital 

General 

Latacunga: Río 

Cutuchi 

Latacunga/Cotopaxi 

3 P3PJ 

0°57'34.9"S 

78°41'58.2"O                    

Latitud: -0.9597                   

Longitud: -78.6995 

  

Chimbacalle: 

Río Pujilí 
Pujilí/Cotopaxi 

4 P4CC 

0º56'4.87''S 

78º37'8.69''O    Latitud: 

-0.934687         

Longitud: -78.619081 

  

Casa de la 

Cultura: Río 

Yanayacu 

Latacunga/Cotopaxi 

5 P5CS 

1º2'44.085''S 

78º35'49.47''O     

Latitud: -1.45579         

Longitud: -78.597077 

  

Camal Salcedo: 

Río Cutuchi 
Salcedo/Cotopaxi 

6 P6HRA 

1º13'44.3''S 

78º37'02.9''O    

Latitud: -1.228312         

Hospital 

Regional 
Ambato/Tungurahua 
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Nº Código Coordenadas Localidad Cantón/Provincia 

Longitud: -78.617587 

  

Ambato: Río 

Ambato 

7 P7FGT 

1º19'26.3"S 

78°35'47.4"O 

Latitud: -1.323974 

Longitud: -78.596512 

  

GELCO: Río 

Pachanlica 
Ambato/Tungurahua 

8 P8RPT 

1º18'40.68''S 

78º35'33.298''O   

Latitud: -1.311300         

Longitud: -78.592583 

Río Pachanlica Ambato/Tungurahua 

 

2.2.2.2. Aislamiento de bacteriófagos líticos de S. enterica  

La metodología para el aislamiento, purificación y conservación de bacteriófagos se 

basó en una modificación de la norma ISO 10705-2:2000 (ISO, 2002), Figura 4. En 

primera instancia, los serovares de S. enterica se cultivaron en agar MacConkey para 

la generación de biomasa con 10 mL de caldo MSB, inoculando cada tubo con una 

colonia de Salmonella e incubando a 37 °C por 2 horas o hasta alcanzar una escala de 

0.5 McFarland. Se realizó un pre-enriquecimiento de las muestras, para lo cual, en 

tubos Falcon de 50 mL estériles, se colocaron 44.5 mL de la muestra de agua, junto 

con 5 mL de agua peptonada a una concentración 10X y 0.5 mL de la biomasa del 

huésped, incubándolo a 37 °C toda la noche.  

Posteriormente se preparó agar MSA y se vertió en placas, así mismo agar semisólido 

MSA’s, suplementado con CaCl2 (50 g/L). Se dispensó 2.5 mL del semisólido en tubos 

de ensayo con tapa y se dejó reposar en un baño de agua a 55°C con el fin de evitar la 

solidificación del medio. El pre-enriquecimiento se tomó con una jeringa y se filtró 

por una membrana de filtración PES de 0.22 μm; 1 mL del filtrado junto con 1 mL de 

biomasa del huésped se colocaron en un tubo de ensayo con 2.5 mL de MSAs, se agitó 

suavemente y se vertió sobre una placa de agar MSA, pasando a incubar a 37 °C toda 

la noche. 
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2.2.2.3. Purificación de bacteriófagos líticos de S. enterica  

Las calvas de lisis se clasificaron según su morfología. Con un asa estéril se tomaron 

las calvas similares y se colocaron en un tubo eppendorf con 1 mL de MSB, se 

centrifugó a 3000 rpm por 4 min y con ayuda de una jeringa se recuperó el 

sobrenadante para filtrarlo por una membrana de filtración PES de 0.22 μm, repitiendo 

la siembra en placa con 1 mL del filtrado, hasta obtener bacteriófagos purificados.  

2.2.2.4. Conservación de bacteriófagos líticos de S. enterica 

Se colocó 1 mL del sobrenadante filtrado en un tubo de biomasa de la bacteria huésped, 

incubándola a 37 °C por 24 a 48 horas, posteriormente, se filtró el contenido por una 

membrana de filtración PES de 0.22 μm, para criopreservarla con 30 % de glicerol a -

80 °C. 
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Figura 4  

Protocolo para el aislamiento de bacteriófagos líticos de S. enterica 

 

2.2.3.  Evaluación de la colección de bacteriófagos de acuerdo con sus perfiles 

líticos y estabilidad a bajas temperaturas. 

Con este fin, se realizaron ensayos de evaluación de los perfiles líticos de los fagos 

aislados utilizando diferentes huéspedes, de los cuales, se procedió a determinar su 

estabilidad a diferentes condiciones de temperatura y de pH. 
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2.2.3.1. Evaluación de perfiles líticos  

Se recuperaron las bacterias huésped pertenecientes a otros serovares de S. enterica (S. 

Enteritidis, S. Typhimurium, S. Pullorum, S. Kentucky y S. Infantis) y otros 

aislamientos de S. enterica pertenecientes al banco de microorganismos del grupo de 

investigación UTA RAM One Health, en agar XLD, por estría escocesa, incubándolos 

a 37 °C toda la noche. Al día siguiente, se generó biomasa en 10 ml de caldo MSB a 

37 °C hasta llegar a escala 0.5 MacFarland. Posteriormente, se activaron los 

bacteriófagos, para ello, se colocó 500 μL del fago en 10 mL de biomasa del huésped, 

incubándolos a 37 °C toda la noche. Al día siguiente, se filtraron los fagos usando una 

membrana de filtración PES de 0.22 μm, con el fin de retener las bacterias.  

La evaluación de los perfiles líticos se realizó mediante la prueba de la gota descrito 

por Seo et al. (2018), para ello, en tubos con 2.5 mL de MSA’s suplementado con 

CaCl2 se añadió 1 mL de biomasa de la bacteria huésped, agitando el tubo suavemente 

y se vertió en una placa con agar MSA. Una vez solidificado se dividió la placa en 

cuadrantes, en uno de los cuadrantes se añadió 5 μL de agua destilada estéril como 

control negativo y en el resto de los cuadrantes el mismo volumen de cada fago. Se 

dejó secar por 30 min y se incubó a 37 °C toda la noche. 

Los datos se analizaron en base al número de cepas susceptibles que dieron positivo 

para la infección del fago del número total de cepas analizadas, y se procesaron en un 

mapa de calor haciendo uso del programa MultiExperiment Viewer (MeV) versión 

4.9.0. 
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Figura 5  

Diagrama de la prueba de la gota  

 

Nota. C+, representa el control positivo (antibiótico); C-, representa el control 

negativo (agua bidestilada); F1, F2 y F3, representan los fagos a evaluar. 

2.2.3.2. Evaluación de estabilidad de bacteriófagos a baja temperatura  

La estabilidad de los bacteriófagos se evaluó a una temperatura de refrigeración (4 °C) 

y de congelación (-18 °C), según lo establecido por el RTE INEN 056:2011 para carne 

y productos cárnicos, y a un pH de 5.5 y 7.2  (INEN, 2011; Soler Sanchis et al., 2011). 

Teniendo un total de 4 tratamientos (A, B, C, D) para cada fago, mismos que se 

detallan en la Tabla 6. 

Tabla 6  

Experimentos para evaluación de estabilidad de bacteriófagos  

Experimento Temperatura (°C) pH 

A 4 5.5 

B 4  7.2 

C -18  5.5 

D -18  7.2 
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En primer lugar, se determinó la concentración inicial de los fagos en UFP/mL 

(Ecuación 1), por el método de doble capa, y la concentración de la bacteria huésped 

en UFC/mL (Ecuación 2) por el método de Miles y Misra. Para el método de Miles y 

Misra se realizaron diluciones seriadas de la bacteria y en una placa de agar nutritivo 

dividida en secciones, se colocaron 20 µL de cada dilución, incubando la placa a 37 

°C toda la noche, para al día siguiente cuantificar la bacteria por recuento en placa 

(Miles et al., 1938). 

𝑈𝐹𝑃

𝑚𝐿
=  

𝑛ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑈𝐹𝑃∗𝐹𝑎𝑐𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛

𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑎𝑙í𝑐𝑢𝑜𝑡𝑎 (𝑚𝐿)
                    (Ecuación 1) 

𝑈𝐹𝐶

𝑚𝐿
=  

𝑛ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑈𝐹𝐶∗𝐹𝑎𝑐𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛

𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑎𝑙í𝑐𝑢𝑜𝑡𝑎 (𝑚𝐿)
                    (Ecuación 2) 

La concentración de la bacteria y de los fagos se ajustó a 1x106 UFC/mL o UFP/mL 

respectivamente, con el fin de obtener un MOI de 1. La bacteria huésped junto con el 

fago se mezclaron en un tubo Falcon de 50 ml y se diluyeron con caldo MSB a pH 5.5 

o 7.2 para alcanzar la concentración deseada, incubándolos a 4 ºC y -18 °C, según el 

tratamiento. Se tomaron muestras de 5 mL de cada tratamiento a las 0, 24, 48, 72, 144, 

216 y 312 horas, para evaluar la viabilidad de los bacteriófagos por siembra en agar de 

doble capa y de la bacteria por el método de Miles y Misra.  

 Análisis de datos  

Todos los experimentos se repitieron tres veces.  Los recuentos viables se expresaron 

como media y desviación estándar. Las estadísticas analíticas del efecto de la 

temperatura y el pH en función del tiempo se analizaron mediante un análisis de 

varianza (ANOVA) y la prueba de medias de Tukey, con un nivel de confianza del 95 

% usando el software InfoStat versión 2020I.  En todos los casos analizados, se 

consideró a un valor de p < 0.05 como estadísticamente significativo.
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CAPÍTULO III 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

3.1. Análisis y discusión de los resultados  

En el presente estudio se trabajó con dos colecciones de Salmonella obtenidas de los 

proyectos de vinculación “Caracterización de microorganismos patógenos en 

alimentos comercializados en mercados populares de la ciudad de Ambato. Fase 1: 

Salmonella en carcasas de pollos” y “Caracterización de microorganismos patógenos 

en alimentos comercializados en mercados populares de la ciudad de Ambato. Fase 2: 

Salmonella spp. en carcasas y menudencias de pollo”, el primero compuesto por 26 

cepas (S1-S28) aisladas en el año 2022 y el segundo formado por 12 cepas (S1V23-

S13V23) aisladas en el año 2023, además de 5 serovares de S. enterica (S. Infantis, S. 

Enteritidis, S. Typhimurium, S. Pullorum y S. Kentucky), provenientes del banco de 

microorganismos del grupo de investigación UTA RAM One Health. 

3.1.1. Tipificación molecular de cepas de Salmonella 

Para la identificación de la especie S. enterica se evaluó el gen de virulencia 

relacionado con el grupo de fimbrias (bcfC), que representa regiones altamente 

conservadas dentro de la especie S. enterica (Joaquim et al., 2021); encontrando que 

el gen bcfC fimbrial estuvo presente en el 100 % de las cepas evaluadas (38/38), de 

modo que todas corresponden a cepas de S. enterica. El gen M.SinI se empleó para la 

identificación de serovares, mismo que corresponde a una modificación del gen de la 

metilasa, específica del serovar S. Infantis (Ranjbar et al., 2017); hallando que el 

97.37 % de las cepas (37/38) son Infantis, a excepción de la S8V23 (Figura 6, Anexo 

4). Estos resultados concuerdan con el estudio realizado por Salazar et al. (2019) y 

Mejia et al. (2021), en el que se detectó una incidencia de este serotipo en aislamientos 

de Salmonella de origen avícola del Ecuador, siendo el serovar Infantis el de mayor 

importancia en el país.  
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Figura 6  

Análisis de la tipificación molecular de cepas de Salmonella  

 

Nota.  Color verde: total de 38 aislamientos de Salmonella spp.; Color celeste: 

Total de 38 cepas pertenecientes a especie enterica; Color azul: total de 37 cepas 

pertenecientes a serovar Infantis; color rojo: total de 1 cepa (S8V23) con serovar no 

identificado. 

3.1.2. Perfiles de resistencia fenotípica de cepas de S. enterica y genotipificación 

molecular por (GTG)5-PCR 

Se evaluó la resistencia fenotípica de las dos colecciones de Salmonella frente a 17 

antibióticos, descritos en la Tabla 4, la mayoría de importancia crítica para la medicina 

humana según la OMS (WHO, 2019). Hallando que todas las cepas fueron resistentes 

al menos a 1 de los antibióticos ensayados. El 73.68 % de las cepas (28/38) presentaron 

multirresistencia (MDR), es decir, que fueron resistentes a 3 o más familias de 

antibióticos. Este resultado indica un aumento en la proporción de MDR en 

aislamientos de S. enterica obtenidos en el centro de Ecuador, en comparación a los 

resultados detectados en 2017 en donde se detectó que el 58 % de los aislamientos de 

origen avícola presentaban el mencionado fenotipo (Salazar et al., 2019; Sánchez-

Salazar et al., 2020). Adicionalmente, estos datos se relacionan con un estudio 
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realizado en 2021 en el que cepas de S. enterica, aislados de carne fresca de pollo en 

Quito, mostraron altos niveles de resistencia a múltiples fármacos (Mejia et al., 2021). 

Según Rousham et al. (2018), la existencia de cepas de Salmonella MDR en la carne 

de pollo se debe a que, en países de bajos y medianos ingresos, las aves se sacrifican, 

procesas y venden sin regulación, y al no contar con buenas prácticas de higiene, las 

bacterias MDR presentes en el intestino de las aves tienen contacto con la carne 

durante el sacrificio y evisceración, consiguiendo contaminar el alimento.  

Además, se destaca que el 94.73 % de las cepas (36/38) mostraron resistencia a la 

nitrofurantoina (F 300), un dato preocupante teniendo en cuenta que en el año 2016 en 

Ecuador se prohibió el uso de nitrofurantoina en animales productores de alimento 

(AGROCALIDAD, 2016), lo que supondría su uso no regulado dentro de la industria 

avícola o bien que las cepas aisladas conservan la resistencia al tratarse de un 

antibiótico antiguo (Gardiner et al., 2019).  

Se identificaron las bacterias productoras de betalactamasas de espectro extendido 

(BLEE), mediante la prueba de sinergia de doble disco usando amoxicilina / ácido 

clavulánico (AMC), cefalosporinas de tercera generación, ceftriaxona (CRO), 

cefepime (FEP), ceftazidima (CAZ) y el monobactámico aztreonam (ATM), tomando 

como positivos aquellas bacterias que exhibieron una distorsión en los halos de 

inhibición (Figura 7). Obteniendo que tan solo el 31.57 % de las cepas (12/38) fueron 

BLEE positivo, de las cuales 7 pertenecían a la primera colección y 5 a la segunda, 

siendo todas bacterias MDR. Un estudio llevado a cabo en las Galápagos en el año 

2021 reportan cepas de S. Infantis aisladas de gallineros en la isla Santa Cruz, mismas 

que presentaron un fenotipo MDR y BLEE, lo que concuerda con los datos obtenidos 

en este apartado (Burnett et al., 2021); asimismo, investigaciones realizadas en el 

centro de Ecuador en el año 2020 evaluaron la resistencia a antibióticos de cepas de 

Salmonella de granjas avícolas, obteniendo que las cepas identificadas como Infantis 

tuvieron un fenotipo MDR en un total del 94.4 % de las mismas, de las cuales 15 de 

ellas presentaron el fenotipo BLEE (Sánchez-Salazar et al., 2020). 
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Figura 7  

Cepa S9V23 en agar Mueller-Hinton con fenotipo BLEE positivo 

 

Nota. Se observa una distorsión en el halo de inhibición de los antibióticos ATM y 

FEP con el disco central AMC. 

Los perfiles de resistencia fenotípicos de las cepas se evaluaron en conjunto con el 

análisis filogenético mediante la amplificación del gen (GTG)5, presentados en la 

Figura 8, la imagen muestra un dendograma generado con el coeficiente de Dice y el 

método de agrupamiento UPGMA, en el que se presenta la similitud genética entre los 

aislados de S. enterica de origen avícola. (GTG)5-PCR permitió estudiar las 38 cepas 

y junto con la electroforesis se obtuvo los perfiles de huellas genéticas de cada cepa 

(Anexo 2), consiguiendo agrupar los aislamientos en 5 clados, mostrando muy poca 

variedad genética (Kaboré et al., 2022). 

Teniendo en cuenta lo antes expuesto, se escogieron dos cepas (S2 y S9V23), una de 

cada colección de Salmonella respectivamente, para el aislamiento de bacteriófagos 

líticos, ya que ambas presentaron multirresistencia y producción de BLEE, además 

forman parte del clado (C5), que exhibe la mayor variabilidad genética con respecto a 

las otras cepas.  
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Figura 8  

Dendrograma obtenido por análisis filogenético de 38 cepas de S. enterica por genotipificación molecular (GTG)5 y metadatos complementarios 

de perfiles de resistencia a antibióticos 

 

Nota. (-1) Sensible, color verde; (0) Intermedio, color gris; (1) Resistente, color celeste; (Azul) ESBLs positivo; (Blanco) ESBLs negativo. Los recuadros 

de color rojo representan las cepas seleccionadas 
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3.1.3. Aislamiento de bacteriófagos líticos de S. enterica a partir de fuentes 

acuáticas contaminadas 

Se recolectaron un total de 8 muestras compuestas de agua de ríos contaminados 

provenientes de las provincias de Cotopaxi y Tungurahua, descritos en la Tabla 5, en 

el mes de mayo del 2023, empleando como hospedadores las cepas S2 y S9V23. La 

purificación de placa única se llevó a cabo al menos 5 veces para obtener stocks de 

fagos puros, aislando un total de 27 bacteriófagos para S. enterica. Las placas de los 

bacteriófagos se clasificaron de acuerdo con su morfología como circulares o 

irregulares, en base a la turbidez como claras o semi claras y por el diámetro como 

pequeñas (< 1 mm), medianas (1 a 2 mm) y grandes (> 2mm), resultados que se 

muestran en la Tabla 7.  

Tabla 7  

Bacteriófagos de Salmonella enterica obtenidos de Cotopaxi y Tungurahua  

Bacteriófago Punto muestreo Hospedador Características 

F1M1 P1SF S9V23  Circulares, claras, pequeñas 

F2M1 P2HGL S9V23  Circulares, semi claras, pequeñas 

F3M1 P3PJ S9V23  Irregulares, semi claras, pequeñas 

F3M2 P3PJ S9V24 Circulares, claras, pequeñas 

F4M1A P4CC S9V23  
Circulares, claras, pequeñas, 

presencia de un halo 

F4M1B P4CC S9V23  Circulares, claras, pequeñas  

F4M2 P4CC S9V23  Circulares, claras, pequeñas 
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Bacteriófago Punto muestreo Hospedador Características 

F5M1A P4CC S2 Irregulares, claras, medianas 

F5M1B P4CC S2 Circulares, claras, medianas  

F5M2 P4CC S2 Circulares, claras, medianas 

F6 P5CS S9V23  Irregulares, claras, grandes 

F7M1 P5CS S9V23  Irregulares, claras, medianas 

F7M2 P5CS S9V23  Irregulares, semi claras, grandes 

F8M1 P5CS S9V23  Circulares, semi claras, medianas 

F8M2 P5CS S9V23  
Irregulares, claras, grandes, 

presencia de halo 

F9 P5CS S9V23  Circulares, semi claras, pequeñas 

F10M1 P6HRA S9V23  Circulares, semi claras, medianas  

F10M2 P6HRA S9V23  Irregulares, claras, medianas 

F11 P6HRA S9V23  Circulares, semi claras, medianas  

F12 P6HRA S9V23  Circulares, claras, pequeñas 

F13 P7FGT S9V23 Circulares, semi claras, medianas 

F14 P7FGT S9V23  Circulares, claras, pequeñas  

F15 P7FGT S9V23  Circulares, claras, pequeñas 

F16M1 P8RPT S9V23  Circulares, semi claras, medianas 
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Bacteriófago Punto muestreo Hospedador Características 

F16M2 P8RPT S9V23 Irregulares, semi claras, grandes 

F17 P8RPT S9V23  
Calvas claras de, circulares, 

medianas 

F18 P8RPT S9V23  
Calvas claras, circulares, 

pequeñas 

El 88.89 % de los bacteriófagos (24/27) fueron aislados con la cepa S9V23, 

consiguiendo aislar al menos un bacteriófago por cada punto de muestreo, mientras 

que, tan solo el 11.11 % de los bacteriófagos (3/27) se aislaron con la cepa S2, todos 

provenientes del punto 4, correspondiente al Río Yanayacu (sector Casa de la Cultura 

de Latacunga, provincia de Cotopaxi). En el rio Yanayacu se descargan los residuos 

de los sistemas de alcantarillado y sector industrial de la ciudad de Latacunga, que a 

su vez desemboca en el rio Cutuchi, ya conocido por su grave problema de 

contaminación (MAE, 2023). Varias investigaciones informan la presencia de fagos 

líticos en muestras de aguas residuales, siendo estas las fuentes más ricas para el 

aislamiento de bacteriófagos (Khalatbari-Limaki et al., 2020). Sin embargo, no se 

obtuvieron bacteriófagos de los puntos 1, 2 y 3 para S2, ya que, la interacción fago-

huésped depende de la especificidad de adsorción, que a su vez viene acompañada por 

la naturaleza y la particularidad estructural de los receptores de la célula bacteriana 

(Wardani et al., 2023). Por lo que, se presume que los bacteriófagos presentes en 

estos puntos no pudieron infectar de forma eficaz a la bacteria, debido a que los 

receptores se encontraban inaccesibles o bien no eran complementarios a la proteína 

de unión al receptor del fago. 

A partir del punto 4, se observó la formación de calvas de lisis en los controles 

positivos de la bacteria S2 (Figura 9), lo que supone que la bacteria indujo la 

producción de profagos. De acuerdo con Owen et al. (2021), los profagos tienen la 

capacidad de codificar proteínas que inhiben la formación de partículas de fagos 

viables, aumentando significativamente la resistencia de las bacterias a infecciones por 

bacteriófagos, lo que posiblemente influyó de forma negativa en el aislamiento de más 

bacteriófagos para S2. Estudios recientes han demostrado que algunos profagos en 

Salmonella son inducidos por antibióticos empleados en la agricultura, tales como las 
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fluoroquinolonas y el carbadox o bien por condiciones estresantes en los intestinos de 

los animales (Wahl et al., 2019). En la Figura 8 se observa que, en el caso de la cepa 

S2, aislada de menudencia de pollo, fue resistente a ciprofloxacina (CIP), antibiótico 

perteneciente a las fluoroquinolonas.  

Un estudio realizado en el año 2016 evaluó la influencia de una población de profagos 

en la resistencia a los bacteriófagos, hallando que el profago M2 (JBD44) y H (MP29) 

mostraron resistencia completa a todos los fagos ensayados y que la formación de 

placas se redujo de 10 a 100 veces en otros casos, demostrando que la presencia de 

profagos en el genoma de las bacterias influye en la inmunidad bacteriana frente a 

otros fagos (Bondy-Denomy et al., 2016). En base a estas observaciones, se descartó 

los bacteriófagos aislados de S2 (F5MIA, F5M1B y F5M2) para posteriores 

evaluaciones de estabilidad. 

Figura 9  

Controles positivos de la bacteria S2 

 

Nota. A: Control positivo de S2 en el mes de abril. B: Control positivo de S2 en el mes 

de mayo.  
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El 62,96 % de los bacteriófagos (17/27) presentaron calvas claras, un indicador típico 

de los fagos líticos, caracterizada por la destrucción celular total de la bacteria 

(Kasman & Porter, 2022). Mientras que el 37.04 % restante (10/27) formaron calvas 

semi claras, posible indicador de capacidad lisogénica. Lo obtenido en el presente 

proyecto, concuerda con Jurczak-Kurek et al. (2016), quienes caracterizaron las 

propiedades morfológicas y biológicas de una colección de bacteriófagos aislados de 

aguas residuales urbanas, donde la mayoría de los fagos aislados formaron placas 

claras, pero también hubo presencia de fagos con placas turbias. Además, dos de los 

fagos obtenidos (F4MIA y F8M2) produjeron calvas con presencia de halo (Figura 

10), esto es, la presencia de una zona semi transparente en torno a las calvas, lo cual 

supone que hubo una difusión y una posible acción de las enzimas solubles producidas 

por los mismos fagos, lo que ocasiona la destrucción de la envoltura celular. 

Figura 10  

Morfología en placa del fago F8M2 

 

Nota. Ejemplo de la morfología en placa del fago F8M2 con presencia de halo: borde 

semi transparente alrededor de la calva. 
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3.1.4. Perfiles líticos de los bacteriófagos  

Se evaluó el perfil lítico de los 27 bacteriófagos frente a las dos colecciones de 

Salmonella y 5 serovares de S. enterica (S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Pullorum, 

S. Kentucky y S. Infantis) responsables de enfermedades en las aves y causantes de 

ETA en todo el mundo (Sasaki et al., 2021), por la prueba de la gota. La interacción 

de los fagos con los huéspedes se reveló como la presencia/ausencia de calvas y según 

su turbidez, los resultados se clasificaron como: claras (1), semi claras (0) o sin lisis (-

1). Consiguiendo agrupar los fagos en 3 clados (Figura 11).  
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Figura 11  

Dendograma obtenido por perfiles líticos de bacteriófagos de Salmonella evaluados en 38 hospedadores y 5 Serovares.  

 

Nota. (-1) Sin lisis, color gris; (0) Semi claros, color verde; (1) Claros, color azul.
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El clado 1 con un total de 9 fagos, se caracterizó por una predominancia de calvas semi 

claras frente a 38 aislados de S. enterica de origen aviar y 5 serovares, exhibiendo un 

bajo rango de hospedadores para esta especie, por lo que su actividad lítica sería 

limitada para su uso en terapia fágica in vivo. Sin embargo, se observa cierta actividad 

lítica del fago F1M1 y F16M1 para la colección 2, lo que supone que su uso como 

biocontrol enfocado a la aplicación en carne de pollo para consumo, puede ser más 

viable que su administración directa en la menudencia.  

El clado 2 compuesto por 7 bacteriófagos (F7M1, F9, F6, F5M1A, F8M2, F8M1 y 

F7M2), mostró una gama de hospedadores más amplia, consiguiendo infectar a 

aproximadamente el 94.74 % de cepas de S. enterica, es decir, que estas presentaron 

una alta susceptibilidad a la infección por los fagos.  Aunque todos los fagos muestran 

un perfil lítico similar, el fago F6 infectó a 3 de los 5 serovares (Infantis, Kentucky y 

Enteritidis), mientras que, los fagos F7M1 y F9 fueron efectivos para 2 de éstos 

(Infantis y Kentucky). Dichos resultados concuerdan con el estudio realizado por 

Petsong et al. (2019), en el que se evaluó 36 bacteriófagos de Salmonella con 47 cepas 

de Salmonella aisladas de diferentes fuentes, estos fagos mostraron mayor capacidad 

lítica a las cepas aisladas de granjas y mataderos de animales. De modo que, los fagos 

F6 y F7M1 fueron seleccionados para estudios posteriores de estabilidad.  

Los bacteriófagos del clado 3 presentaron un perfil lítico variado por lo que no fue 

posible encontrar una correlación entre ellos, sin embargo, el fago F4M1B a pesar de 

no contar con un rango de hospedadores amplio, a diferencia de los otros fagos, fue 

capaz de lisar 4 de los 5 serovares evaluados, siendo estos Kentucky, Infantis, 

Enteritidis y Typhimurium, motivo por el cual se lo incluyó para posteriores 

evaluaciones de estabilidad. Además, se destaca que ninguno de los fagos presentó una 

actividad lítica para el serovar Pullorum en ninguno de los clados. S. Pullorum es un 

serovar de S. enterica que infecta gravemente a aves de corral, es más común en 

granjas avícolas de África y Asia, por lo que, los estudios sobre el aislamiento de 

bacteriófagos líticos de S. Pullorum son mínimos a comparación de otros serovares 

(Bao et al., 2019), en base a esto, la ausencia de fagos para este serovar pudo deberse 

a la poca concurrencia de infecciones por esta bacteria en granjas avícolas de Ecuador. 
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Además, los bacteriófagos aislados en el presente proyecto se obtuvieron a partir de 

muestras de ríos contaminados, lo que posiblemente influyó en la ausencia de 

bacteriófagos líticos específicos de S. Pullorum, ya que, de acuerdo con un estudio 

realizado en China, en el  que se aisló, caracterizó y evaluó el rango de hospedadores 

de un grupo de fagos, 78 de los fagos capaces de infectar a S. Pullorum, fueron aislados 

y purificados a partir de aguas residuales recolectadas de granjas avícolas (Tao et al., 

2021). Por lo que, con la finalidad de obtener bacteriófagos líticos del serovar 

Pullorum, es requerido utilizarlo como hospedador para futuras investigaciones.  

3.1.5. Estabilidad de los bacteriófagos a baja temperatura y diferente pH 

La estabilidad de los bacteriófagos varía en función de la temperatura, lo que determina 

su viabilidad y almacenamiento, además, su capacidad de soportar un rango de pH 

afecta su aplicabilidad y por lo tanto su eficacia sobre los títulos fágicos (Jończyk et 

al., 2011; Xu et al., 2023). Para probar si los fagos F4MIB, F6 y F7M1 podían reducir 

la carga bacteriana de Salmonella a bajas temperaturas, se probó su actividad lítica a 

4 ºC y -18 ºC, esto según lo establecido por el RTE INEN 056:2011 para carne y 

productos cárnicos (INEN, 2011), y a pH de 5.5 y 7.2, tomando como referencia lo 

expuesto por Soler Sanchis et al. (2011), quienes mencionan que el pH final 

alcanzado en los canales en mataderos avícola es de 5.5, esto durante un período de 

312 horas.  

La influencia de la temperatura y el pH en la estabilidad de los bacteriófagos F4M1B, 

F6 y F7M1, se evaluó a través de la reducción del título fágico y título bacteriano en 

función del tiempo. La influencia del experimento, el tiempo y el fago (ρ= 0,0001), 

tuvieron un efecto estadísticamente significativo sobre el título fágico (Log UFP/mL); 

sin embargo, como se observa en el Anexo 5, el valor ρ asociado a la interacción 

experimento x fago (ρ= 0,0001) es significativo, mostrando que los factores evaluados 

no actúan solo de forma independiente, motivo por el cual, se procedió a comparar las 

medias de los niveles de cada experimento para cada fago en función del tiempo.  
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El análisis de varianza reveló que el efecto de los factores temperatura, pH y tiempo 

sobre el título fágico del fago F4M1B, F6 y F7M1 es estadísticamente significativo 

(ρ= 0,0001) (Anexo 6, 11, 18). La prueba de Tukey demostró que una temperatura de 

4 y -18 ºC, así como un pH de 5.5 y 7.2 afecta de forma considerable la concentración 

de los bacteriófagos, de modo que, todos los factores evaluados influyen en la 

reducción del título fágico a lo largo del tiempo (Figura 12,13, 14 y 15). 
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Figura 12  

Estabilidad de los bacteriófagos en el experimento A  

 

Nota. La imagen de la izquierda muestra la reducción del título de los fagos F4M1B (verde), F6 (azul), F7M1B (naranja) después del experimento 

A (4 ºC; pH 5.5) en función del tiempo (0, 24, 48, 72, 144, 216, 312 horas). Las líneas continuas son las medias y las barras de error representan 

la desviación estándar (n=3). La imagen de la derecha muestra la reducción de la bacteria S9V23, la línea continua refleja el control negativo y 

las líneas puntuadas la media de las UFC/mL de la bacteria en presencia de cada fago. 
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La estabilidad de los bacteriófagos F4M1B, F6 y F7M1 en el experimento A (4 ºC y 

pH 5.5) se evaluó durante un periodo de 312 horas (Figura 12, izquierda). La 

concentración inicial del título fágico fue de 1x106 UFP/mL para todos los casos, en 

este contexto se puede observar que a las 24 horas existió un aumento considerable de 

3.13, 2.51 y 0.28 Log UFP/mL para el fago F6, F7M1 y F4M1B respectivamente, 

alcanzando el punto más alto. Sin embargo, a partir de las 48 horas se observa una 

disminución significativa en los tres fagos, posible influencia de la temperatura y pH. 

De acuerdo con la prueba de medias de Tukey (Anexo 6), la concentración final 

muestra una diferencia estadísticamente alta con respecto a las 24 horas, disminuyendo 

1.97, 2.76, y 1.48 Log UFP/mL en el fago F6, F7M1 y F4M1B respectivamente. 

La cinética bacteriana (Figura 12, derecha), muestra que existen diferencias 

significativas (ρ= 0,0001) entre las medias de la concentración bacteriana en presencia 

de fago, en relación con la bacteria control (ausencia de fago) a las mismas 

condiciones, demostrando que la reducción de la bacteria es consecuencia de la acción 

del fago (Anexo 22).  En presencia del fago F6, la bacteria se redujo 3.16 Log UFC/mL 

a las 312 horas en comparación con el control, siendo este el que presentó la mayor 

lisis, seguido del fago F7M1 y F4M1B con una reducción de 2.4 y 1.36 Log UFC/mL. 
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Figura 13  

Estabilidad de los bacteriófagos en el experimento B 

 

Nota. La imagen de la izquierda muestra la reducción del título de los fagos F4M1B (verde), F6 (azul), F7M1B (naranja) después del experimento 

B (4 ºC; pH 7.2) en función del tiempo (0, 24, 48, 72, 144, 216, 312 horas). Las líneas continuas son las medias y las barras de error representan 

la desviación estándar (n=3). La imagen de la derecha muestra la reducción de la bacteria S9V23, la línea continua refleja el control negativo y 

las líneas puntuadas la media de las UFC/mL de la bacteria en presencia de cada fago. 
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La estabilidad de los bacteriófagos en el experimento B (4 °C, pH 7.2) durante las 312 

horas de estudio se presentan en la Figura 13 (izquierda). Se puede apreciar que, a las 

24 horas, los bacteriófagos alcanzan su punto más alto, aumentando 3.18, 2.29, y 0.45 

Log UFP/mL, con respecto al valor inicial, para el caso de los fagos F6, F7M1 y 

F4M1B respectivamente. A partir de las 48 horas se observa una disminución en todos 

los casos. Con respecto al fago F6, la prueba de Tukey muestra que no existe una 

diferencia estadísticamente significativa entre las medias a las 72, 216, 144 y 312 horas 

(Anexo 13), no así para los fagos F4M1B y F7M1, cuya concentración a las 312 horas 

con respecto a las 48 horas se redujo significativamente, disminuyendo 0.85 y 0.87 

Log UFP/mL (Anexo 8 y 18).   

En contraste con la cinética bacteriana (Figura 13, derecha), el análisis de medias 

mostró diferencias significativas (ρ= 0,0001), entre la concentración de la bacteria en 

presencia de fago, en comparación con el control (ausencia de fago) a las mismas 

condiciones (Anexo 11), lo que demuestra que la reducción de la bacteria estuvo 

netamente influenciada por la acción del fago. Se puede evidenciar que en presencia 

del fago F6 y F7M1 la bacteria se redujo considerablemente, disminuyendo 2.59 y 3.08 

Log UFC/mL en base al valor inicial, respectivamente; siendo el fago F7M1 el que 

presentó una mayor lisis, disminuyendo a la bacteria 2.22 Log UFC/mL por debajo del 

control; mientras que, en presencia del F4M1B, la bacteria tan solo se redujo en 0.81 

Log UFC/mL a las 312 horas con respecto al control, debido a la baja concentración 

del fago, posiblemente influenciado por acción de la temperatura. 
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Figura 14  

Estabilidad de los bacteriófagos en el experimento C 

 

Nota. La imagen de la izquierda muestra la reducción del título de los fagos F4M1B (verde), F6 (azul), F7M1B (naranja) después del experimento 

C (-18 ºC; pH 5.5) en función del tiempo (0, 24, 48, 72, 144, 216, 312 horas). Las líneas continuas son las medias y las barras de error representan 

la desviación estándar (n=3). La imagen de la derecha muestra la reducción de la bacteria S9V23, la línea continua refleja el control negativo y 

las líneas puntuadas la media de las UFC/mL de la bacteria en presencia de cada fago. 
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La estabilidad de los bacteriófagos en el experimento C (-18 °C, pH 5.5) se muestran 

en la Figura 14 (izquierda). Se puede apreciar que, a las 24 horas, los bacteriófagos 

alcanzan su punto más alto, aumentando 2.44, 1.61, y 0.21 Log UFP/mL, con respecto 

al valor inicial, para el caso de los fagos F6, F7M1 y F4M1B respectivamente. A partir 

de las 48 horas se observa una disminución en todos los casos. La prueba de Tukey 

muestra que existe una diferencia significativa entre las medias a las 48 y 312 horas 

de los fagos F6, F7M1 y F4M1B (Anexo 14, 19, 9), disminuyendo el título fágico en 

0.52, 1.19 y 2.01 Log UFP/mL respectivamente. Siendo el fago F4M1B el que presenta 

mayor reducción, alcanzado un valor de 2.83 Log UFP/mL a las 312 horas, posible 

acción de la temperatura y el pH. 

En contraste con la cinética bacteriana (Figura 14, derecha), la comparación de medias 

mostró diferencias significativas (ρ= 0,0001), entre la concentración de la bacteria en 

presencia de fago y el control (ausencia de fago) a las mismas condiciones (Anexo 

24), lo que demuestra que la reducción de la bacteria estuvo netamente influenciada 

por la acción del fago. Se puede evidenciar que el fago F6 fue capaz de inactivar por 

completo a la bacteria en un periodo de 312 horas, manteniéndose estable y activo a 

las condiciones de este experimento. Por su parte, el fago F7M1 alcanzó una reducción 

de la bacteria de 2.16 Log UFC/mL en 312 horas en comparación con el control, 

mientras que el fago F4M1B perdió su actividad a las 216 horas, debido a la baja 

concentración de este. 
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Figura 15  

Estabilidad de los bacteriófagos en el experimento D 

 

Nota. La imagen de la izquierda muestra la reducción del título de los fagos F4M1B (verde), F6 (azul), F7M1B (naranja) después del experimento 

D (-18 ºC; pH 7.2) en función del tiempo (0, 24, 48, 72, 144, 216, 312 horas). Las líneas continuas son las medias y las barras de error representan 

la desviación estándar (n=3). La imagen de la derecha muestra la reducción de la bacteria S9V23, la línea continua refleja el control negativo y 

las líneas puntuadas la media de las UFC/mL de la bacteria en presencia de cada fago. 
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La estabilidad de los bacteriófagos en el experimento D (-18 °C, pH 7.2) se presentan 

en la Figura 15 (izquierda). Se puede apreciar que, a las 24 horas, los bacteriófagos 

alcanzan su punto más alto, aumentando 2.21, 2.02 y 0.28 Log UFP/mL, con respecto 

al valor inicial, para el caso de los fagos F6, F7M1 y F4M1B respectivamente. A partir 

de las 48 horas se observa una disminución en todos los casos. Con respecto al fago 

F6, la prueba de Tukey muestra que no existe una diferencia estadísticamente 

significativa entre las medias a las 48, 72, 216 y 144 horas (Anexo 15), alcanzando un 

valor final de 7.19 Log UFP/mL a las 312 horas. En el caso del fago F7M1 se observa 

una reducción del título fágico en cada tiempo, sin embargo, no existe una diferencia 

significativa entre el valor final y el valor inicial (Anexo 20), siendo estos 5.98 y 6 

Log UFP/mL respectivamente. Por su parte, el fago F4M1B muestra una reducción 

significativa a las 48, 72, 144 y 216 horas (Anexo 10), teniendo un título fágico de 

2.37 Log UFP/mL a las 312 horas, 3.63 Log UFP/mL por debajo del valor inicial. 

En contraste con la cinética bacteriana (Figura 15, derecha), la comparación de medias 

mostró diferencias significativas (ρ= 0,0001), entre la concentración de la bacteria en 

presencia de fago y el control (ausencia de fago) a las mismas condiciones (Anexo 

25), lo que demuestra que la reducción de la bacteria estuvo netamente influenciada 

por la acción del fago. En el caso de los fagos F6 y F7M1, estos pudieron inactivar 

completamente a la bacteria en un lapso de 216 y 312 horas respectivamente, esto 

debido a que fueron capaces de mantener su actividad a las condiciones de este 

experimento. Mientras que, el fago F4M1B al ver su título fágico drásticamente 

disminuido debido a la acción de la temperatura, no fue capaz de lisar de forma efectiva 

a la bacteria, al compararla con el control. 

En resumen, en las 4 condiciones evaluadas los bacteriófagos F4M1B, F6 y F7M1 

mostraron un aumento en el título fágico a las 24 horas, debido a la presencia de la 

bacteria que favoreció su reproducción. El efecto de la temperatura y el pH fue 

evidente en todos los casos, sin embargo, ambos tuvieron un efecto independiente 

sobre cada fago. El fago F6 se mantuvo viable en los cuatro experimentos durante las 

312 horas, siendo el pH el factor de mayor influencia en la reducción de la 

concentración, presentando mayor estabilidad a las condiciones del experimento D, es 
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decir, a una temperatura de -18 °C y pH 7.2, consiguiendo inactivar a la bacteria en 

216 horas. En el caso del fago F7M1B este se mantuvo estable en los cuatro 

experimentos, presentando una menor reducción del título fágico a las condiciones del 

experimento B, es decir, a una temperatura de 4 °C y pH 7.2, sin embargo, a una 

temperatura de 4 °C, el pH 5.5 mostro un efecto significativo en la reducción de la 

concentración del fago, mientras que a -18 °C el factor predominante fue la 

temperatura. Con respecto al fago F4M1B, este mantuvo su actividad a una 

temperatura de 4 °C sin influencia significativa del pH, no así a -18 °C donde perdió 

su actividad a las 216 horas.  

La temperatura de 4 °C presentó un menor efecto en todos los casos, esto concuerda 

con los estudios realizados por Mullan (2001), en el que bacteriófagos evaluados a 4 

°C mostraron reducciones insignificantes en un periodo de 6 meses, demostrando que 

la temperatura de refrigeración es ideal para el mantenimiento de fagos; sin embargo, 

investigadores como Mohamed et al. (2022), recomiendan que su almacenamiento a 

esta temperatura no sobrepase los 40 días. Los efectos variados de los fagos a dicha 

temperatura son causa directa de sus cualidades, ya que, investigaciones describen la 

existencia de fagos con características biológicas inusuales como la capacidad de 

formar placas a bajas temperaturas (4 °C) (Jurczak-Kurek et al., 2016). 

Por su parte, la temperatura de -18 °C afectó en mayor medida al título fágico. De 

acuerdo con Leny & Waturangi (2023), el almacenamiento de bacteriófagos a 

temperaturas inferiores a 4 °C reduce significativamente la actividad de los fagos, 

debido a las estructuras cristalinas del hielo formadas por el almacenamiento a largos 

periodos, que dañan la ultraestructura del fago, teniendo un mayor efecto en aquellos 

con cola de la familia Myoviridae, ya que la cola y las fibras de la misma, pueden 

disociarse de la cabeza del fago, destruyéndolo, incluso en presencia de un 

crioprotector.  

De igual forma, Jończyk et al. (2011), indican que las temperaturas de congelación 

pueden influir negativamente en su estabilidad, ya que, al no estar en presencia de una 

temperatura óptima de replicación, el material genético de los fagos que ingresa a la 
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célula huésped es menor, por lo cual, una cantidad menor de ellos, se involucran en la 

fase de multiplicación. Aun así, Ackermann et al. (2004), asegura que algunos 

bacteriófagos pueden ser resistentes a dicha temperatura. A pesar de ello, los 

bacteriófagos F6 y F7M1 consiguieron inactivar por completo a la bacteria, esto pudo 

ser causa de la reducción en la concentración bacteriana por efecto de la temperatura, 

lo que favoreció la acción de los fagos, al encontrarse en una mayor proporción 

respecto a la bacteria.  

El efecto del pH a 7.2 se utilizó como un estándar, ya que la norma ISO 10705-2  (ISO, 

2002), lo establece como el pH óptimo para el aislamiento, purificación y conservación 

de fagos, en este contexto, este factor pudo haber contribuido a la subsistencia de estos 

fagos a lo largo del tiempo y no tener influencia negativa sobre éstos. Por su parte, un 

pH de 5.5 tuvo un efecto significativo en la disminución del título fágico, esto debido 

a que, al igual que la temperatura, dañan los elementos estructurales de los fagos como 

la cabeza y cola (Ackermann et al., 2004). Los datos obtenidos coinciden con el 

estudio de Ly-Chatain (2014), donde al evaluar los factores de afectan la eficiencia 

de tratamiento con fagos de S. aureus, encontraron que el título fágico se redujo en 2 

Log UFP/mL en tan solo 6 horas al exponerlos a un pH de 5.38, demostrando así que, 

los títulos fágicos tienden a bajar lentamente cuando hay una reducción significativa 

del pH, además si un fago está en condiciones desfavorables de crecimiento (pH), las 

fibras del mismo permanecen retraídas, lo que no permite el ciclo de infección 

(Aksyuk & Rossmann, 2011).  

No obstante, los bacteriófagos consiguieron mantener su actividad durante las 312 

horas a un pH de 5.5, datos que se ajustan a los obtenidos por Mohamed et al. (2022), 

quienes al caracterizar los bacteriófagos ϕPAE1 y ϕPAE2, estos no perdieron su 

capacidad de infección en un rango de pH de 5 a 8, pero, a valores inferiores su 

actividad lítica disminuyó con el aumento del período de almacenamiento, por lo que 

el tiempo también es un factor importante para tener en cuenta. En consecuencia, se 

pudo observar que las bajas temperaturas y el pH es un factor que afecta la estabilidad 

de los bacteriófagos, por lo que se destaca la importancia de su estudio (Jurczak-

Kurek et al., 2016). 
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3.2. Verificación de hipótesis  

En base a los resultados obtenidos en el presente proyecto de investigación, se acepta 

la hipótesis alternativa; ya que, fue posible realizar una bioprospección de 

bacteriófagos líticos de S. enterica multirresistente de origen avícola aislados a partir 

de fuentes acuáticas contaminadas de la provincia de Cotopaxi y Tungurahua. 



 

 

57 
 

CAPÍTULO IV 

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

4.1. Conclusiones 

• Se realizó una bioprospección de 27 bacteriófagos aislados a partir de fuentes 

acuáticas de ríos contaminados de la provincia de Tungurahua y Cotopaxi, 

utilizando dos cepas de S. enterica serovar Infantis, multirresistente de origen 

avícola. La evaluación de sus perfiles líticos y estabilidad a bajas temperaturas 

demostró su potencial como agentes de biocontrol de microorganismos 

patógenos aplicados en alimentos crudos como el pollo.  

• Se seleccionaron dos hospedadores de S. enterica (S2 y S9V23) para el 

aislamiento de bacteriófagos. La genotipificación molecular con los genes de 

virulencia bcfc y M.SinI identificaron a las cepas como S. enterica serovar 

Infantis. El análisis filogenético por (GTG)5-PCR demostró su alta variabilidad 

genética con respecto a otros aislamientos, mientras que, su perfil de resistencia 

fenotípica frente a 17 antibióticos mostró un fenotipo de multirresistencia y 

producción de BLEE. 

• Se aisló y purificó un total de 27 bacteriófagos para S. enterica, 3 usando como 

hospedador la bacteria S2 y 24 con la bacteria S9V23. De ellos, el 62.96 % 

(17/27) presentaron calvas claras, indicador típico de actividad lítica, mientras 

que el 37.04 % (10/27) formaron calvas semi claras, posible indicador de 

actividad lisogénica.  

• Se evaluó el perfil lítico de los 27 bacteriófagos frente a 38 cepas de Salmonella 

y 5 serovares de S. enterica. El 25.93 % (7/27) mostraron actividad lítica con 

un rango amplio de hospedadores, en base a esto se determinó que los 

bacteriófagos F6, F7M1 y F4M1B eran los mejores candidatos para pruebas de 

estabilidad. Utilizando estos bacteriófagos se estableció que la temperatura y 

el pH son factores que influyen significativamente en la reducción del título 

fágico, lo que demuestra la importancia de estudiar las condiciones de 
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estabilidad de los bacteriófagos para su aplicación exitosa como agentes de 

biocontrol de microorganismos patógenos en alimentos.   

4.2. Recomendaciones  

• Si bien, los bacteriófagos pueden actuar de forma independiente como agentes 

de biocontrol, su aplicación como cocteles de fagos garantiza la lisis de 

bacterias patógenas, motivo por el cual se propone ampliar la colección de los 

bacteriófagos, con el fin de poder escoger aquellos candidatos ideales en 

posteriores aplicaciones in vivo.  

• La multiplicidad de infección (MOI) influye en la efectividad de los fagos 

sobre la lisis de la bacteria, por lo que, se sugiere la evaluación de la estabilidad 

de los fagos a distintos MOI, así como con temperaturas superiores a los 25 °C 

si el interés de estos radica en su aplicación en industrias con tratamientos 

térmicos elevados en plantas de procesamiento de pollos.  

• Es necesario caracterizar las propiedades genómicas de los bacteriófagos para 

su aplicación como biocontrol, para garantizar la ausencia de genes de 

resistencia a los antibióticos que puedan tener un efecto contrario al esperado.   
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Anexos 

Anexo 1  

Oligonucleótidos utilizados en PCR 

Organismo Gen Orientación Secuencia 5’ – 3’ Producto de la PCR (pb) T(°C) alineamiento Referencia 

Enterica 

 

bcfC 

 

Forward 

Reverse 

GGG TGG GCG GAA AAC TAT TTC 

CGG CAC GGC GGA ATA GAG CAC 
993 56 (Zhu et al., 2015) 

 

Infantis 

 

M.SinI 
Forward 

Reverse 

CAC AAT GAA CGT GGT GAA GG 

TGA ACT ACG TTC GTT CTT CTGG 
184 56 (Ranjbar et al., 2017) 

Nota. Nomenclatura IUPAC de las bases nitrogenadas. A: Adenina; C: Citosina; T: Timina; G: Guanina. 
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Anexo 2  

Electroforesis de los genes bcfC y M.SinI de las 38 cepas de Salmonella 

 

Nota.  (A) Todas las cepas presentan en gen bcfC. (B)  Todas las cepas a excepción 

de la S8V23 presentan el gen M.SinI. 

Anexo 3  

Electroforesis (GTG)5 
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Anexo 4  

Tipificación molecular de cepas de Salmonella  

Cepas de Salmonella 
Genes de virulencia 

bcfC M.SinI 

S1 + + 

S2 + + 

S3 + + 

S4 + + 

S5 + + 

S6 + + 

S7 + + 

S8 + + 

S9 + + 

S10 + + 

S11 + + 

S12 + + 

S13 + + 

S16 + + 

S17 + + 

S18 + + 

S19 + + 

S20 + + 

S21 + + 

S22 + + 

S23 + + 

S24 + + 

S25 + + 

S26 + + 

S27 + + 

S28 + + 

S1V23 + + 

S2V23 + + 

S3V23 + + 

S4V23 + + 

S6V23 + + 

S7V23 + + 

S8V23 + - 

S9V23 + + 
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Cepas de Salmonella 
Genes de virulencia 

bcfC M.SinI 

S10V13 + + 

S11V23 + + 

S12V23 + + 

S13V23 + + 

Nota: (+) presencia del gen; (-) ausencia del gen 

Análisis estadístico  

• Variable de respuesta: Título fágico (UFP/mL) 

Anexo 5  

Efecto del experimento, tiempo, fago en el título fágico 

Cuadro de Análisis de la Varianza 

        F.V.              SC   gl   CM     F     p-valor    

Modelo                 469,74  71   6,62  21,89  <0,0001    

Experimento                37,24   3   12,41  41,07   <0,0001    

Tiempo                    106,99   6   17,83  59,00   <0,0001    

Fago                      275,16   2  137,58 455,20   <0,0001    

Experimento*Tiempo         15,21  18    0,85   2,80    0,0003    

Experimento*Fago           14,94   6    2,49   8,24   <0,0001    

Experimento*Tiempo*Fago    20,20  36    0,56   1,86    0,0045    

Error                      54,40 180    0,30                   

Total                     524,14 251                          

Alfa (α)=0,05  
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Anexo 6  

Efecto de la temperatura y pH sobre el fago F4M1B 

Cuadro de Análisis de la Varianza 

       F.V.             SC   gl  CM     F     p-valor    

Modelo                130,48 27  4,83  755,93 <0,0001    

Temperatura            39,25  1 39,25 6139,77 <0,0001    

pH                      0,23  1  0,23   35,73 <0,0001    

Tiempo                 64,61  6 10,77 1684,40 <0,0001    

Temperatura*pH          1,76  1  1,76  275,35 <0,0001    

Temperatura*Tiempo     20,28  6  3,38  528,65 <0,0001    

pH*Tiempo               1,26  6  0,21   32,82 <0,0001    

Temperatura*pH*Tiempo   3,09  6  0,52   80,69 <0,0001    

Error                   0,36 56  0,01                    

Total                 130,84 83                          

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,03495 

Error: 0,0064 gl: 56 

Temperatura Medias n  E.E.       

4             5,80 42 0,01 A     

-18           4,44 42 0,01    B  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

 

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,03495 

Error: 0,0064 gl: 56 

 pH  Medias n  E.E.       

7,20   5,17 42 0,01 A     

5,50   5,07 42 0,01    B  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

 

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,09982 

Error: 0,0064 gl: 56 

Tiempo Medias n  E.E.                      

24       6,30 12 0,02 A                    

0        6,00 12 0,02    B                 

48       5,73 12 0,02       C              

72       5,25 12 0,02          D           

144      4,49 12 0,02             E        

216      4,23 12 0,02                F     

312      3,85 12 0,02                   G  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,06534 

Error: 0,0064 gl: 56 

Temperatura  pH  Medias n  E.E.             

4           7,20   6,00 21 0,02 A           

4           5,50   5,61 21 0,02    B        

-18         5,50   4,53 21 0,02       C     

-18         7,20   4,34 21 0,02          D  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
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Anexo 7  

Efeto del tiempo en el fago F4M1B en el experimento A 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,20506 

Error: 0,0054 gl: 14 

Tiempo Medias n  E.E.             

24       6,28  3 0,04 A           

48       6,02  3 0,04    B        

0        6,00  3 0,04    B        

72       5,87  3 0,04    B        

144      5,14  3 0,04       C     

216      5,13  3 0,04       C     

312      4,80  3 0,04          D  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

Anexo 8  

Efeto del tiempo en el fago F4M1B en el experimento B 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,18958 

Error: 0,0046 gl: 14 

Tiempo Medias n  E.E.                

24       6,44  3 0,04 A              

48       6,24  3 0,04    B           

72       6,21  3 0,04    B           

144      6,09  3 0,04    B  C        

0        6,00  3 0,04       C        

216      5,63  3 0,04          D     

312      5,39  3 0,04             E  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

Anexo 9  

Efeto del tiempo en el fago F4M1B en el experimento C 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,21084 

Error: 0,0057 gl: 14 

Tiempo Medias n  E.E.             

24       6,21  3 0,04 A           

0        6,00  3 0,04 A           

48       4,84  3 0,04    B        

72       4,67  3 0,04    B        

144      3,59  3 0,04       C     

216      3,57  3 0,04       C     

312      2,83  3 0,04          D  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
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Anexo 10  

Efeto del tiempo en el fago F4M1B en el experimento D 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,27627 

Error: 0,0098 gl: 14 

Tiempo Medias n  E.E.                

24       6,28  3 0,06 A              

0        6,00  3 0,06    B           

48       5,81  3 0,06    B           

72       4,25  3 0,06       C        

144      3,14  3 0,06          D     

216      2,57  3 0,06             E  

312      2,37  3 0,06             E  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

Anexo 11  

Efecto de la Temperatura y pH sobre el fago F6 

Cuadro de Análisis de la Varianza 

       F.V.             SC    gl   CM      F     p-valor    

Modelo                  60,49 27    2,24  497,08 <0,0001    

Temperatura              5,13  1    5,13 1138,35 <0,0001    

pH                       0,07  1    0,07   15,21  0,0003    

Tiempo                  50,19  6    8,37 1856,08 <0,0001    

Temperatura*pH        7,6E-05  1 7,6E-05    0,02  0,8970    

Temperatura*Tiempo       1,93  6    0,32   71,44 <0,0001    

pH*Tiempo                1,78  6    0,30   65,70 <0,0001    

Temperatura*pH*Tiempo    1,39  6    0,23   51,38 <0,0001    

Error                    0,25 56 4,5E-03                    

Total                   60,74 83                            

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,02935 

Error: 0,0045 gl: 56 

Temperatura Medias n  E.E.       

4             7,82 42 0,01 A     

-18           7,33 42 0,01    B  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

 

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,02935 

Error: 0,0045 gl: 56 

 pH  Medias n  E.E.       

7,20   7,60 42 0,01 A     

5,50   7,54 42 0,01    B  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
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Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,08381 

Error: 0,0045 gl: 56 

Tiempo Medias n  E.E.                      

24       8,74 12 0,02 A                    

48       7,99 12 0,02    B                 

72       7,89 12 0,02       C              

144      7,59 12 0,02          D           

216      7,48 12 0,02             E        

312      7,32 12 0,02                F     

0        6,00 12 0,02                   G  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

 

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,05486 

Error: 0,0045 gl: 56 

Temperatura  pH  Medias n  E.E.             

4           7,20   7,85 21 0,01 A           

4           5,50   7,79 21 0,01    B        

-18         7,20   7,35 21 0,01       C     

-18         5,50   7,30 21 0,01          D  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

Anexo 12  

Efeto del tiempo en el fago F6 en el experimento A 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,26631 

Error: 0,0091 gl: 14 

Tiempo Medias n  E.E.                

24       9,13  3 0,06 A              

48       8,73  3 0,06    B           

72       8,58  3 0,06    B           

144      7,77  3 0,06       C        

216      7,17  3 0,06          D     

312      7,16  3 0,06          D     

0        6,00  3 0,06             E  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

Anexo 13  

Efeto del tiempo en el fago F6 en el experimento B 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,13105 

Error: 0,0022 gl: 14 

Tiempo Medias n  E.E.             

24       9,18  3 0,03 A           

48       8,05  3 0,03    B        

72       7,94  3 0,03    B  C     

216      7,93  3 0,03    B  C     

144      7,93  3 0,03    B  C     

312      7,91  3 0,03       C     

0        6,00  3 0,03          D  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
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Anexo 14  

Efeto del tiempo en el fago F6 en el experimento C 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,13204 

Error: 0,0022 gl: 14 

Tiempo Medias n  E.E.                

24       8,44  3 0,03 A              

48       7,55  3 0,03    B           

72       7,47  3 0,03    B           

216      7,31  3 0,03       C        

144      7,29  3 0,03       C        

312      7,03  3 0,03          D     

0        6,00  3 0,03             E  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

Anexo 15  

Efeto del tiempo en el fago F6 en el experimento D 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,18603 

Error: 0,0045 gl: 14 

Tiempo Medias n  E.E.                

24       8,21  3 0,04 A              

48       7,64  3 0,04    B           

72       7,55  3 0,04    B  C        

216      7,50  3 0,04    B  C        

144      7,38  3 0,04       C        

312      7,19  3 0,04          D     

0        6,00  3 0,04             E  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

Anexo 16  

Efecto de la temperatura y pH sobre el fago F7M1 

Cuadro de Análisis de la Varianza 

       F.V.            SC   gl   CM      F     p-valor    

Modelo                57,19 27    2,12  549,47 <0,0001    

Temperatura            2,36  1    2,36  612,25 <0,0001    

pH                     2,66  1    2,66  691,17 <0,0001    

Tiempo                45,76  6    7,63 1978,71 <0,0001    

Temperatura*pH         0,72  1    0,72  185,97 <0,0001    

Temperatura*Tiempo     0,69  6    0,12   29,94 <0,0001    

pH*Tiempo              1,46  6    0,24   63,04 <0,0001    

Temperatura*pH*Tiempo  3,53  6    0,59  152,71 <0,0001    

Error                  0,22 56 3,9E-03                    

Total                 57,40 83                            
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Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,02714 

Error: 0,0039 gl: 56 

Temperatura Medias n  E.E.       

4             7,15 42 0,01 A     

-18           6,81 42 0,01    B  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

 

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,02714 

Error: 0,0039 gl: 56 

 pH  Medias n  E.E.       

7,20   7,16 42 0,01 A     

5,50   6,80 42 0,01    B  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

 

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,07751 

Error: 0,0039 gl: 56 

Tiempo Medias n  E.E.                      

24       8,11 12 0,02 A                    

48       7,74 12 0,02    B                 

72       7,46 12 0,02       C              

144      6,81 12 0,02          D           

216      6,47 12 0,02             E        

312      6,28 12 0,02                F     

0        6,00 12 0,02                   G  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

 

 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,05073 

Error: 0,0039 gl: 56 

Temperatura  pH  Medias n  E.E.          

4           7,20   7,42 21 0,01 A        

-18         7,20   6,90 21 0,01    B     

4           5,50   6,88 21 0,01    B     

-18         5,50   6,73 21 0,01       C  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

Anexo 17  

Efeto del tiempo en el fago F7M1 en el experimento A 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,18383 

Error: 0,0043 gl: 14 

Tiempo Medias n  E.E.                

24       8,51  3 0,04 A              

48       7,78  3 0,04    B           

72       7,75  3 0,04    B           

144      6,29  3 0,04       C        

216      6,06  3 0,04          D     

0        6,00  3 0,04          D     

312      5,75  3 0,04             E  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
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Anexo 18  

Efeto del tiempo en el fago F7M1 en el experimento B 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,18752 

Error: 0,0045 gl: 14 

Tiempo Medias n  E.E.                

24       8,29  3 0,04 A              

48       8,02  3 0,04    B           

72       7,73  3 0,04       C        

144      7,61  3 0,04       C        

312      7,15  3 0,04          D     

216      7,14  3 0,04          D     

0        6,00  3 0,04             E  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

Anexo 19  

Efeto del tiempo en el fago F7M1 en el experimento C 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,11300 

Error: 0,0016 gl: 14 

Tiempo Medias n  E.E.                   

24       7,61  3 0,02 A                 

48       7,45  3 0,02    B              

72       6,96  3 0,02       C           

144      6,65  3 0,02          D        

312      6,25  3 0,02             E     

216      6,18  3 0,02             E     

0        6,00  3 0,02                F  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

Anexo 20  

Efeto del tiempo en el fago F7M1 en el experimento D 

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,19525 

Error: 0,0049 gl: 14 

Tiempo Medias n  E.E.                   

24       8,02  3 0,04 A                 

48       7,70  3 0,04    B              

72       7,42  3 0,04       C           

144      6,69  3 0,04          D        

216      6,49  3 0,04             E     

0        6,00  3 0,04                F  

312      5,98  3 0,04                F  
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
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• Variable de respuesta: Título bacteriano (UFC/ mL) 

Anexo 21  

Efecto del experimento, tiempo, fago en el título bacteriano 

Cuadro de Análisis de la Varianza  

        F.V.              SC   gl   CM    F     p-valor    

Modelo                  604,68  71  8,52  49,14 <0,0001    

Experimento              51,28   3 17,09  98,62 <0,0001    

Tiempo                  368,69   6 61,45 354,55 <0,0001    

Fago                    109,37   2 54,69 315,54 <0,0001    

Experimento*Tiempo       31,67  18  1,76  10,15 <0,0001    

Experimento*Fago         23,83   6  3,97  22,92 <0,0001    

Experimento*Tiempo*Fago  19,84  36  0,55   3,18 <0,0001    

Error                    31,20 180  0,17                   

Total                   635,87 251                         
 

Experimentos versus Control bacteria  

Anexo 22  

Experimento A: Efecto de los fagos sobre el título bacteriano 

 

Contrastes 

      Fago       Contraste E.E.  SC   gl  CM     F      p-valor    

Control vs F4M1B      1,14 0,02 13,54  1 13,54  4208,82 <0,0001    

Control vs F6         2,12 0,02 47,19  1 47,19 14665,41 <0,0001    

Control vs F7M1       1,37 0,02 19,65  1 19,65  6107,38 <0,0001    

Total                           48,53  3 16,18  5027,32 <0,0001    

 

Anexo 23  

Experimento B: Efecto de los fagos sobre el título bacteriano 

 

Contrastes 

      Fago       Contraste E.E.  SC   gl  CM     F     p-valor    

Control vs F4M1B      0,49 0,01  2,52  1  2,52 1070,08 <0,0001    

Control vs F6         1,40 0,01 20,69  1 20,69 8782,92 <0,0001    

Control vs F7M1       1,38 0,01 20,05  1 20,05 8510,97 <0,0001    

Total                           30,20  3 10,07 4272,18 <0,0001    
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Anexo 24  

Experimento C: Efecto de los fagos sobre el título bacteriano 

 

Contrastes 

      Fago       Contraste E.E.  SC   gl  CM      F     p-valor    

Control vs F4M1B      0,31 0,02  0,99  1  0,99   242,98 <0,0001    

Control vs F6         2,25 0,02 53,02  1 53,02 12965,92 <0,0001    

Control vs F7M1       1,50 0,02 23,69  1 23,69  5791,97 <0,0001    

Total                           69,00  3 23,00  5624,71 <0,0001    

 

Anexo 25  

Experimento D: Efecto de los fagos sobre el título bacteriano 

 

Contrastes 

      Fago       Contraste E.E.  SC    gl  CM     F      p-valor    

Control vs F4M1B      0,12 0,02   0,16  1  0,16    63,67 <0,0001    

Control vs F6         2,68 0,02  75,55  1 75,55 30349,77 <0,0001    

Control vs F7M1       1,75 0,02  32,12  1 32,12 12903,81 <0,0001    

Total                           106,77  3 35,59 14296,61 <0,0001    
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