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RESUMEN EJECUTIVO

El presente trabajo desarrolla un enfoque integral para el disefio racional de cdcteles de
bacteriéfagos dirigidos al control de Salmonella enterica serovar Infantis, un patégeno de
creciente relevancia sanitaria en la industria avicola ecuatoriana. A partir de una coleccion
inicial de fagos liticos aislados en el pais, se realiz6 una caracterizacion exhaustiva de su
espectro litico, capacidad de reduccion bacteriana y estabilidad funcional frente a condiciones
que simulan el entorno de procesamiento avicola, incluyendo refrigeracion y exposicion a
concentraciones controladas de cloro. Analisis que permiti6 identificar fagos con desempefio
robusto, asi como descartar aquellos con actividad limitada o inestable. Posteriormente, se
evaluaron combinaciones experimentales para determinar la compatibilidad entre fagos,
diferenciando efectos sinérgicos de interacciones antagonicas que pudieran comprometer la
eficacia del coctel. Las mezclas seleccionadas mostraron complementariedad litica, ampliacion
del rango de hospedadores y estabilidad frente a los factores operativos estudiados. El proceso
de formulacién se sustentdé en modelos estadisticos multifactoriales y en la estimacion de
medias marginales, garantizando que la seleccion final respondiera a criterios cuantitativos y
reproducibles. En conjunto, los resultados demuestran la viabilidad de desarrollar cocteles
fagicos con potencial de aplicacion en programas de control microbioldgico dentro de la cadena
avicola. El estudio aporta evidencia para el uso de fagos como alternativa biotecnoldgica frente
a S. Infantis multirresistente y constituye una base solida para futuras evaluaciones de eficacia
en matrices carnicas y sistemas productivos reales, contribuyendo al fortalecimiento de la

inocuidad alimentaria y a la mitigacion del riesgo asociado a patégenos emergentes en Ecuador.

Palabras clave: Coctel de bacteriéfagos, Salmonella enterica serovar Infantis, estabilidad

funcional, sinergia litica, control microbiolégico avicola
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ABSTRACT

This study presents a comprehensive approach for the rational design of bacteriophage
cocktails aimed at controlling Salmonella enterica serovar Infantis, a pathogen of increasing
public health concern within the Ecuadorian poultry industry. Using an initial collection of
Iytic phages isolated in the country, we conducted an exhaustive characterization of their lytic
spectra, bactericidal activity, and functional stability under conditions simulating poultry
processing environments, including refrigeration and exposure to controlled chlorine
concentrations. This analysis enabled the identification of phages with robust performance, as
well as the exclusion of those exhibiting limited or unstable activity. Subsequently,
experimental combinations were assessed to determine phage compatibility, distinguishing
synergistic interactions from antagonistic effects that could compromise cocktail efficacy. The
selected mixtures demonstrated complementary lytic activity, expanded host range coverage,
and consistent stability under the operational conditions evaluated. The formulation process
was supported by multifactorial statistical modeling and estimated marginal means analyses,
ensuring that the final selection was guided by quantitative and reproducible criteria. Overall,
the findings demonstrate the feasibility of developing phage cocktails with strong potential for
implementation in microbiological control programs within the poultry production chain. This
study provides evidence supporting the use of phages as a biotechnological alternative against
multidrug-resistant S. Infantis and establishes a solid foundation for subsequent efficacy
assessments in meat matrices and real production systems, ultimately contributing to enhanced

food safety and mitigation of risks associated with emerging pathogens in Ecuador.

Key words: Bacteriophage cocktails, Salmonella enterica serovar infantis, functional stability,

Iytic synergy, poultry microbiological control

XVii



CAPITULO I.- MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes investigativos

1.1.1  Justificacion

Cada afio, millones de productos avicolas son procesados y distribuidos para el consumo a nivel
mundial, siendo este sector uno de los pilares fundamentales de la industria alimentaria (Fuseini et al.,
2023). Sin embargo, a pesar de los rigurosos controles sanitarios establecidos durante el procesamiento
y faenado, la contaminacion microbiolégica sigue siendo una preocupacion persistente (Food and
Agriculture Organization of the United Nations, 2023). Una de las amenazas mas relevantes es
Salmonella enterica subsp. enterica, una bacteria zoonética asociada a brotes de enfermedades
transmitidas por alimentos (ETAS), responsable de gastroenteritis y otras infecciones graves
(Lamichhane et al., 2024; Mkangara, 2023). En condiciones estandar de almacenamiento, como el
uso de refrigeracion a 4 °C y desinfeccion con soluciones cloradas, se ha observado que existen cepas
multirresistentes de S. enterica que logran persistir en superficies y productos carnicos, representando
un riesgo latente para la salud publica y la seguridad alimentaria (J. L. Da Silva et al., 2022; Obe et al.,
2024). Esta problematica evidencia una necesidad de desarrollar estrategias de control méas eficaces que

complementen los métodos convencionales de higiene industrial.

La persistencia de S. enterica en productos avicolas, incluso tras el faenado y en condiciones
de almacén controlado, plantea un riesgo creciente para la seguridad alimentaria, lo que ha impulsado
la busqueda de métodos de control mas eficaces (Betiku et al., 2025). Aunque se emplean de forma
rutinaria desinfectantes quimicos y refrigeracion, las cepas multirresistentes sobreviven en superficies
de contacto y en los propios alimentos, reforzadas por la formacion de biofilms que dificultan su
eliminacion (Obe et al., 2021; Ohashi et al., 2022). Asimismo, a pesar de las mejoras en los protocolos
de limpieza y desinfeccion y de tecnologias emergentes (plasma frio, irradiacion, recubrimientos
antimicrobianos), sus resultados suelen ser inconsistentes y poco escalables (Alvarado, 2024; Moutiq
et al., 2020). Ademas, variables como temperatura, humedad, tipo de superficie y materia organica
reducen la eficacia de los métodos convencionales (Ethéves et al., 2021). Aunque los bacteriéfagos se
han propuesto como alternativa bioldgica contra S. enterica, la mayoria de los estudios emplea fagos
individuales, cuya efectividad disminuye ante la variabilidad genética y fenotipica de las cepas en

condiciones reales (Mosimann et al., 2021; Sarrami et al., 2023). Por ello, el enfoque actual se orienta



hacia el desarrollo de soluciones complementarias que sean méas especificas, sostenibles y adaptables a

los entornos reales de la industria avicola.

Frente a esta problematica y con base en los antecedentes revisados, esta investigacion propone
formular un cdctel de bacteri6fagos liticos contra cepas de S. enterica pertenecientes al serovar
predominante en el entorno avicola del Ecuador, S. enterica subsp. enterica serovar Infantis (S. Infantis)
(Mejia et al., 2020). De acuerdo con las recomendaciones de nomenclatura establecidas por el CDC,
un serovar de Salmonella debe escribirse inicialmente como Salmonella serotype (o ser.) seguido del
nombre del serovar en mayuscula y sin cursivas, por ejemplo, Salmonella ser. Typhimurium, pudiendo
abreviarse posteriormente como S. Typhimurium (F. W. Brenner et al., 2000). A diferencia de los
fagos individuales, el coctel amplia el espectro de accion y reduce la aparicion de resistencias mediante
sinergia viral. Se determinara la multiplicidad de infeccion (MOI) 6ptima y se evaluara la estabilidad
de los fagos bajo condiciones de la industria avicola, buscando asi una alternativa biotecnoldgica eficaz

que complemente el control microbiol6gico convencional.

1.1.2. Bases conceptuales de la inocuidad avicola

1.1.2.1. Produccion avicola y su importancia en seguridad alimentaria

La produccion avicola se ha transformado en uno de los sectores estratégicos para la seguridad
alimentaria, impulsada por un incremento sostenido en el consumo de carne de pollo durante la Gltima
década. Esta constituye la fuente de proteina animal de mayor crecimiento debido a su costo reducido,
disponibilidad y eficiencia productiva (Grigore et al., 2025). Informes de organismos internacionales
indican que la produccion mundial de carne de pollo podria situarse en torno a los 146 millones de
toneladas en 2024, y se proyecta un crecimiento continuo para los préximos afios (FAO, 2023). Este
incremento responde a la modernizacion de los sistemas avicolas, la integracion de cadenas
agroindustriales y la alta demanda asociadas a dietas urbanas. Sin embargo, esta expansion también ha
incrementado la exposicion del consumidor a peligros microbiolégicos, especialmente a bacterias
zoonGticas como Salmonella, cuando no se implementa controles adecuados (Fadipe et al., 2025; Zizza
et al., 2024).

De esta manera, la inocuidad en la industria avicola deja de ser un concepto técnico y pasa a

convertirse en un componente esencial de la salud pablica. La contaminacion microbiana puede ocurrir



en granjas, plantas de faenado, transporte y establecimientos de venta minoristas, por lo cual se hace
necesario el fortalecimiento de las medidas de vigilancia en todas las etapas de la cadena de produccion
(Bolohan et al., 2025). Estudios epidemiolégicos advierten que las fallas en el control higiénico-
sanitario en la produccidn intensiva facilita la persistencia de Salmonella, generando brotes recurrentes
de enfermedades transmitidas por alimentos (Fadipe et al., 2025). En este sentido, garantizar la
inocuidad de la carne de pollo representa no solo un requisito regulatorio, sino un factor para la
competitividad del sector y la proteccion del consumidor.

1.1.2.2. Enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS)

Las enfermedades transmitidas por alimentos son un desafio global y constituyen una de las
principales causas de morbilidad gastrointestinal asociada al consumo de productos de origen animal.
Entre los agentes mas relevantes tenemos a S. enterica la cual ocupa una posicion prioritaria debido a
su amplia distribucién zoondtica, su capacidad de persistencia en alimentos y su asociacién con brotes
en maltiples regiones (Hagedoorn et al., 2023; Kumar et al., 2025). En humanos, los serovares no
tifoideos de Salmonella, entre ellos S. Infantis, son responsables de gastroenteritis aguda, fiebre, dolor
abdominal y en caos graves septicemia, especialmente en nifios, adultos mayores e individuos con

sistemas inmunocomprometidos (Lamichhane et al., 2024).

Durante los ultimos afios, diversos estudios han documentado un aumento significativo en el
aislamiento de S. Infantis en carne de pollo, convirtiéndose en un serovar de alta importancia en salud
publica (Mattock et al., 2024). Este incremento se debe a la combinacion de su capacidad para
colonizar aves de engorde, su persistencia en matrices céarnicas y su resistencia a multiples
antimicrobianos (Georganas et al., 2024). La epidemiologia sugiere que la diseminacion de linajes
clonales adaptados al ambiente avicola ha permitido a S. Infantis establecerse como un contaminante
frecuente y un agente recurrente en brotes de ETAs (Zizza et al., 2024). Esta tendencia confirma la

necesidad de fortalecer los programas de control en toda la cadena productiva.

1.1.2.3. Contaminacién microbiol6gica en el proceso de faenado

El proceso de faenado avicola constituye un punto critico de control debido a la elevada
probabilidad de contaminacion cruzada entre aves, equipos y superficies. Aunque las plantas aplican

sistemas de higiene basados en lavado, escaldado y desinfeccion quimica, estas medidas reducen, pero



no eliminan por completo a Salmonella, especialmente cuando estan presentes condiciones que
interfieren con la accion del desinfectante (Carstens et al., 2024; Kataria & Morey, 2020). Estudios
es en plantas comerciales han documentado la presencia de Salmonella entre el 25% y el 32% en etapas
como evisceracion, lavado final y enfriamiento, aun cuando se utilizan concentraciones adecuadas de
cloro (A. S. Khan et al., 2021; Thames et al., 2022).

Entre algunas de las razones de esta persistencia se relacionan con factores como la presencia
de materia organica que consume el cloro disponible, la microestructura de la piel de pollo ofrece nichos
de proteccion para las bacterias y la formacion de biofilms en superficies de acero inoxidable y equipos
de procesamiento (Kataria & Morey, 2020). Obe et al. (2023) sefiala que las cepas de S. Infantis
pueden detectarse en diferentes puntos de la planta durante varias semanas, lo que sugiere la existencia
de reservorios cronicos dificiles de eliminar mediante métodos convencionales. Este comportamiento
evidencia limitaciones en la eficacia de la desinfeccion quimica y subraya la necesidad de estrategias

complementarias.

1.1.2.4. Riesgos asociados a cepas multirresistentes en carne de pollo

Un aspecto critico en la inocuidad avicola es la emergencia de cepas multirresistentes (MDR)
de S. Infantis, impulsadas por el uso de antibi6ticos por muchos afios. Estudios recientes muestran que
varios linajes de este serovar portan megaplasmidos tipo pESI-like que incorporan genes de resistencia
a betalactamicos, fluoroquinolonas, tetraciclinas, aminoglucosidos y sulfonamidas (Mattock et al.,
2024; Obe et al., 2024). Esta estructura genética también puede incluir tolerancia a desinfectantes,
mayor capacidad de adhesién y formacion de biopeliculas, y efectos sobre la estabilidad bacteriana en
ambientes refrigerados (Bezek et al., 2023; J. L. Da Silva et al., 2022).

La presencia de Salmonella multirresistente en carne de pollo implica una serie de riesgos:
incremento de la persistencia en superficies y equipos de procesamiento, mayor tolerancia a cloro y
agentes oxidantes (Obe et al., 2024). Esto refleja un potencial de transmision en consumidores, donde
estas cepas pueden causar infecciones de dificil tratamiento. Ademas, se ha observado que las cepas
MDR muestran una notable habilidad para sobrevivir en temperaturas cercanas a los 4 °C durante
periodos prolongados, lo que disminuye la eficacia de almacenamiento en frio como mecanismo de
control (J. L. Da Silva etal., 2022). Estos elementos justifican la necesidad de innovaciones

biotecnoldgicas que permitan un control de Salmonella de manera mas dirigida, sostenible y eficaz.



1.1.3. Salmonella enterica serovar Infantis: relevancia bioldgica y sanitaria

1.1.3.1. Caracteristicas microbioldgicas y factores de virulencia

S. Infantis es un patégeno emergente dentro del grupo de los serovares no tifoideos, el cual se
caracteriza por su elevada adaptabilidad ambiental, su capacidad de colonizacidn en aves de engorde y
su eficacia para persistir en matrices avicola (Georganas et al., 2024). Al pertenecer al linaje enterica
comparte propiedades clasicas de dicho género, como es el metabolismo anaerobio facultativo, la
capacidad de invadir epitelios intestinales y el uso de sistemas de secrecidn tipo Il (T3SS) para
translocar proteinas efectoras a las células hospedadoras (Lamichhane et al., 2024). Sin embargo, S.
Infantis presenta particularidades relevantes que explican su expansion a nivel global, entre ellas la
adquisicion de megaplasmidos pESI-like que incrementa la virulencia, su resistencia antimicrobiana y

la tolerancia al estrés ambiental (Garcia-Soto et al., 2020).

En los ultimos afos se ha descrito que las proteinas asociadas a las islas de patogenicidad SPI-
1 y SPI-2 contindan siendo esenciales para la invasion intestinal y la supervivencia intracelular, pero
estudios recientes sugieren que algunos linajes de S. Infantis expresan niveles mas altos de reguladores
clave como HilA, InvF y SSrB, lo que produce un incremento en la capacidad colonizadora y un amplio
potencial en la diseminacion en ambientes avicolas (Han et al., 2024; Jones, 2005). Este nivel de
eficiencia invasiva explica por qué S. Infantis logra establecerse como flora persistente en las granjas y
en los sistemas de produccién avicola, convirtiéndose en un contaminante recurrente a lo largo de la

cadena productiva.

1.1.3.2. Mecanismos de resistencia antimicrobiana y multirresistencia

Uno de los rasgos preocupantes de S. Infantis en la Gltima década ha sido la expansién de los
linajes multirresistentes, impulsado por la circulacion de megaplasmidos. Estos elementos genéticos
pueden alcanzar tamafios superiores a 280 kbp y portan multiples resistencias, incluyendo genes como
blarem, gnrB, tetA, atadA, ademas de integrones clase 1 que facilitan la adquisicion adicional de
cassettes de resistencia (Franco et al., 2015; M. B. Kim et al., 2024). La presencia de estos plasmidos
le otorga a S. Infantis un fenotipo MDR altamente estable, lo cual ha sido documentando en estudios
realizados en Europa, Asia y América Latina, mostrando una preocupante homogeneidad genética entre

cepas de aves, alimentos y humanos (Georganas et al., 2024).



Mas aun, algunas investigaciones indican que los linajes pueden presentar mecanismos
combinados de resistencia basados en bombas de eflujo (AcrAB-TolC), mutaciones en genes diana
como gyrA y parC, y una mayor tolerancia a desinfectantes oxidantes. Esta combinacién les permite
soportar condiciones subletales de cloro, peroxidos y compuestos de amonio cuaternario (Nagpala
etal., 2025; Tekin etal., 2025). En consecuencia, las cepas MDR de S. Infantis poseen mayor
probabilidad de sobrevivir en entornos industriales, superficies y equipos, incluso después de a ver
pasado por procedimientos estandar de desinfeccion. Este comportamiento de S. Infantis lo convierte
en un patogeno de dificil manejo en lo que a la industria avicola se refiere y refuerza la necesidad de

hacer uso de estrategias alternativas o complementarias.

1.1.3.3. Epidemiologia internacional, regional y ecuatoriana

En el &mbito internacional, S. Infantis ha sido catalogado como uno de los serovares emergentes
de mayor preocupacion por Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) y los Centros para el
control de Enfermedades (CDC-Estados Unidos), debido a su creciente frecuencia en brotes de
salmonelosis asociados a productos avicolas. Entre 2018 y 2024, multiples reportes han documentado
incrementos en la prevalencia de Salmonella en Japdn, Israel, Italia, Espafia y paises de Sudamérica,

donde el consumo de carne de pollo es elevado (Georganas et al., 2024; Montoro-Dasi et al., 2023).

En América Latina, estudios en Brasil, Colombia, Peru, Chile y Argentina han reportado que S.
Infantis supera a serovares histéricamente predominantes como Enteritidis y Typhimurium en granjas
de engorde y plantas de faenado (Guerrero et al., 2022). Estas investigaciones confirman la circulacién
de linajes pESI-like, lo que sugiere una diseminacion entre paises impulsada por el comercio,
intercambio de insumos avicolas y falta de programas de control serovar-especificos (Guzinski et al.,
2024).

La presencia de S. Infantis en la industria avicola ecuatoriana ha sido confirmada por estudios
recientes. Por ejemplo, un andlisis gendmico realizado sobre muestras provenientes de granjas avicolas,
canales de pollo y muestras humanas reportd una prevalencia en aves; 41,4 % en granjas y 55,5 % en
canales de pollo, mientras que en humanos la prevalencia fue menor con un 1,98 %, identificando que
S. Infantis fue el serovar predominante y que todas las cepas secuenciadas pertenecian al linaje ST32,
portando un megaplasmido pESI-like con genes de resistencia, virulencia y tolerancia al estrés

ambiental (Mejia et al., 2020). Este hallazgo es particularmente relevante puesto que evidencia la



circulacion de clones multirresistentes de S. Infantis en diferentes partes de la cadena avicola en

Ecuador, reforzando el papel como una zoonosis emergente en el pais.

1.1.4. Métodos de control microbiolégico en la industria avicola

1.1.4.1. Métodos convencionales: cloro, acidos organicos, frio

Las estrategias tradicionales de control microbioldgico en la industria avicola se fundamentan
en el uso de desinfectantes quimicos especialmente compuestos clorados, la aplicacion de acidos
organicos y el almacenamiento en frio como medidas complementarias. El cloro, en forma de
hipoclorito de sodio, ha sido histéricamente el desinfectante mas empleado debido su bajo costo,
disponibilidad y capacidad de actuar frente a un amplio espectro microbiano (Thames & Sukumaran,
2020). Sin embargo, a través del tiempo su eficacia se ha reducido significativamente en presencia de
materia organica, un elemento comuin en etapas como el escaldado y la evisceracién del pollo, lo que
disminuye el cloro disponible y permite la supervivencia de serovares como S. Infantis (Byun et al.,
2021). Ademas, se han documentado que algunas cepas presentan tolerancia fisiologica transitoria a
concentraciones subletales, lo que limita la efectividad de este método cuando las condiciones de

higiene no son optimas (Obe et al., 2024).

Por otro lado, los acidos organicos como el acido peracético, acido lactico y acido acético han
cobrado relevancia en la Ultima década como alternativas menos dependientes de materia organica.
Estudios en lineas de procesamiento comercial han demostrado reducciones moderadas de Salmonella
en superficies y canales tratados con estos &cidos. Aungue su eficacia depende de variables como el pH,
temperatura y tiempo de exposicion (Bai et al., 2022; Obe et al., 2024). A pesar de los beneficios, su
uso intensivo puede afectar caracteristicas sensoriales del producto, limitando de esta forma su

aplicacion comercial en algunos mercados.

Finalmente, la refrigeracién a 4 °C constituye uno de los pilares de la inocuidad alimentaria
postfaenado, ya que limita la multiplicidad bacteriana. No obstante, diversos estudios han demostrado
que S. Infantis presenta una sorprendente capacidad de sobrevivir en condiciones de frio prologado,
manteniendo su viabilidad durante varios dias o semanas (J. L. Da Silva et al., 2022). En consecuencia,
el frio preserva la carne, pero no garantiza la eliminacion de patgenos, lo que resalta la necesidad de

utilizar o adicionar otros métodos de control.



1.1.4.2. Tecnologias emergentes en desinfeccion

Durante los Ultimos afios, se han desarrollado tecnologias emergentes orientadas a mejorar la
eliminacion de Salmonella en matrices avicolas, especialmente aquellas dirigidas a superar las
limitaciones del cloro. Entre estas innovaciones destacan el plasma frio, la irradiacién UV-C, el agua
electrolizada, los sistemas de microburbujas y antimicrobianas de origen natural (Jin & Adhikari,
2025). El plasma frio, por ejemplo, ha demostrado ser eficaz en la reduccion de cargas bacterianas en
superficies de pollo mediante la generacién de especies reactivas de oxigeno y nitrogeno capaces de
desestructurar membranas bacterianas (Moutiq et al., 2020). A pesar de su eficacia, su implementacion

suele limitarse por costos de instalacion y la necesidad de equipos especializados.

Otra tecnologia de interés es el agua electrolizada, la cual genera acido hipocloroso y radicales
libres con una capacidad antimicrobiana superior al cloro convencional y menor impacto ambiental
(Ramirez & Cano-Buendia, 2020). Ensayos recientes han mostrado reducciones significativas en
Salmonella sin comprometer la calidad del producto. Asimismo, los tratamientos con UV-C y 0zono
han demostrado ser efecticos en superficies de contacto, aunque su penetracion es limitada en matrices
con alta carga organica (Jin & Adhikari, 2025; S.-W. Yi et al., 2022). Si bien estas tecnologias
representan avances importantes, todavia enfrentan barreras relacionadas con su escalabilidad, costos
operativos, variabilidad en condiciones de faenado y aceptacion regulatoria. Esto ha impulsado la
busqueda de alternativas bioldgicas capaces de integrarse de manera complementaria con los métodos

existentes.

1.1.4.3. Limitaciones de las metodologias actuales

A pesar de los avances tecnolégicos, la evidencia cientifica muestra que ningln método
convencional garantiza la eliminacion total de S. Infantis, especialmente de cepas multirresistentes y
altamente adaptadas al ambiente avicola. Uno de los principales problemas es la formacidn de biofilms,
en los cuales las bacterias quedan protegidas por matrices extracelulares que reducen la penetracion de
desinfectantes (Sevilla-Navarro et al., 2024). Investigaciones recientes han demostrado que S. Infantis
exhibe una marcada capacidad de formar biopeliculas en acero inoxidable, plastico y goma, materiales
ampliamente presentes en lineas de proceso lo que permite su persistencia aun después de la
desinfeccion (Bezek et al., 2023).



A todo esto, se suma la creciente evidencia de la tolerancia al cloro, donde estos linajes MDR
sobreviven a concentraciones que tedricamente deberian inactivarlos. Asi mismo, muchas practicas de
desinfeccion se aplican en condiciones que no reflejan la complejidad del entorno real; variabilidad del
pH, temperaturas fluctuantes, presencia constante de grasa y proteina, y tiempos de contacto inferiores
a los recomendados (Obe et al., 2024; Weerasooriya et al., 2024). Esta brecha entre condiciones
ideales y condiciones industriales limita la efectividad de los métodos tradicionales. Finalmente, las
estrategias quimicas presentan el riesgo de favorecer la seleccién de cepas mas resistentes y los
antimicrobianos pueden generar efectos colaterales sobre la calidad del producto (Laranjaet al., 2021).
Debido a esta serie de limitaciones estructurales, se reconoce la necesidad de contar con enfoques

complementarios que actlien con mayor especificidad y eficacia frente a serovares persistentes.

1.1.4.4. Necesidad de alternativas biotecnolégicas complementarias

El perfil epidemioldgico de S. Infantis, su capacidad de persistencia y la expansion de linajes
MDR han impulsado una transicion en la investigacion hacia el desarrollo de alternativas biol6gicas,
especialmente aquellas basadas en bacteriofagos liticos. A diferencia de los desinfectantes quimicos,
los fagos poseen especificidad hacia su huésped bacteriano y pueden actuar incluso en microambientes
dificiles de alcanzar por agentes quimicos, entre ellos los biofilms o nichos protegidos en la piel de

pollo, esto debido a su capacidad de replicacion in situ (Pelyuntha & Vongkamjan, 2023).

Ademas, los fagos no dejan residuos quimicos, no afectan las caracteristicas sensoriales del
alimento, pueden combinarse con métodos tradicionales sin generar incompatibilidades y presentan un
perfil regulatorio favorable en comparacion con otros biocontroladores (Hyla et al., 2022). Diversos
estudios han demostrado que los cécteles fagicos muestran eficacia notable en la reduccion de
Salmonella en carne de pollo, en superficies de contacto y en condiciones de almacenamiento
(Gvaladze et al., 2024). Estos hallazgos sugieren que el uso de fagos podria constituir un enfogque

sostenible y adaptado a las necesidades actuales de la industria avicola.

Debido a esto, el control de S. Infantis debe abordarse desde un enfoque basado en la aplicacién
de varias barreras de control, integrando métodos quimicos, fisicos y biolégicos. En este contexto, los
bacteri6fagos emergen como una herramienta esencial para complementar la desinfeccion tradicional,

especialmente frente a serovares multirresistentes y capaces de persistir en ambientes industriales.



1.1.5. Fundamento biol6gico de los bacteriofagos liticos

1.1.5.1. Naturaleza, ciclo litico, lisogénico y especificidad huésped-fago

Los bacteri6fagos, cominmente denominados fagos, son virus que infectan exclusivamente
bacterias y llegan a constituir la entidad bioldgica méas abundante del planeta con estimado de 10%
particulas virales distribuidas practicamente en todos los ecosistemas (Mushegian, 2020). Su alta
diversidad genética y funcional les permite desempefiar un papel fundamental en la regulacion de
comunidades microbianas, la presion selectiva sobre patdgenos y la transferencia horizontal de genes
(Naureen et al., 2020). En el contexto de seguridad alimentaria y biocontrol, los fagos adquieren
relevancia debido a su capacidad de atacar especificamente a bacterias patdgenas, incluyendo serovares

de Salmonella de importancia avicola.

Desde el punto de vista bioldgico, los fagos pueden presentar dos estrategias de replicacion; el
ciclo litico y el ciclo lisogénico. El ciclo litico es el mecanismo deseable para aplicaciones alimentarias,
ya que implica la destruccion completa de la célula bacteriana. En este ciclo, el fago se adhiere a
receptores especificos de la superficie bacteriana como lipopolisacéridos (LPS), porinas o estructuras
fimbriales, inyecta su genoma y secuestra maquinaria metabolica del hospedero para producir nuevas
particulas virales. Una vez completada la sintesis y el ensamblaje, las endolisinas y holinas fagicas
degradan la pared celular, provocando la lisis y liberacion de decenas o cientos de nuevos virus capaces
de reiniciar el proceso infeccioso tal como se describe en la Figura 1 (Rogovski et al., 2021; Tung
et al., 2025). Este tipo de mecanismo es clave para su eficacia como agentes antimicrobianos, ya que

permite la amplificacion directa del biocontrol en presencia de la bacteria diana.

En contraste, el ciclo lisogénico es usado por fagos los cuales integran su ADN en el cromosoma
bacteriano, permaneciendo en estado de profago y replicandose pasivamente con la célula infectada
como se puede observar en la Figura 1. Aunque este proceso es relevante para la evolucién microbiana,
resulta indeseable en aplicaciones que tengan relacién con la inocuidad alimentaria, debido a que los
profagos pueden movilizar genes asociados a la resistencia a antimicrobianos, virulencia o adaptacion
ambiental (Gummalla et al., 2023; Tung et al., 2025).
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Figura 1

Mecanismos de infeccion y multiplicacion fagica
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Nota. La figura muestra el ciclo litico (A), donde los fagos se replican rapidamente sin integrarse al
ADN bacteriano y provocan la lisis para liberar nuevas particulas virales. Ciclo lisogénico (B), en el
que el genoma del fago se integra como profago, se replica junto con la célula y puede contribuir a la
transferencia de genes bacterianos, razén por la cual estos fagos no se emplean en terapia. Adaptado de
Ranveer et al. (2024).

Por esta razon, los programas de biocontrol en alimentos, incluyendo recomendados por la
Administracién de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA) y EFSA exigen el uso
exclusivo de fagos estrictamente liticos, libres de determinantes lisogénicos como int, xis, cl, cll y otros

reguladores del ciclo temperado (Hyla et al., 2022; Kuzminska-Bajor et al., 2021).

Un rasgo fundamental para el uso de fagos es su especificidad huésped-virus, que determina la
compatibilidad molecular entre las estructuras de reconocimiento del fago (generalmente las fibras de
la cola) y los receptores bacterianos, esta especificidad puede abarcar desde cepas individuales hasta
varios serovares relacionados, dependiendo de la estructura del fago (Taslem et al., 2022). En el caso
de Salmonella existen fagos con rango estrecho, afinidad exclusiva por un serovar y fagos de rango
intermedio capaces de infectar varios serovares de importancia zoonética (Fong et al., 2021; Guzel
et al., 2024). Esta caracteristica ofrece una ventaja significativa en aplicaciones avicolas, ya que permite
dirigir el tratamiento especificamente contra S. Infantis sin alterar la microbiota acompafiante o

comprometer la calidad del alimento.
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1.1.5.2. Parametros criticos: adsorcion, periodo latente, burst size

El desempefio de un bacteriéfago como herramienta de biocontrol depende de un conjunto de
parametros cinéticos que determinan su velocidad y eficacia de infeccion. Entre estos destacan tres
factores fundamentales; la tasa de adsorcién, el periodo latente y el burst size, los cuales permiten
comprender el potencial del fago para reducir poblaciones bacterianas, en superficies de acero
inoxidable, piel de pollo o matrices con una alta carga organica (Hyman & Abedon, 2010; Li et al.,
2020). Estos parametros no solo describen la dinamica molecular de la infeccién, sino que también
guian la seleccion de fagos adecuados para la formulacion de cocteles altamente eficaces frente a

Salmonella.

La adsorcién constituye la primera etapa del ciclo litico e implica el reconocimiento especifico
entre proteinas de la cola del fago y receptores en la superficie bacteriana. La rapidez de adsorcion
determina qué tan velozmente un fago puede iniciar la infeccidon y competir con otros microorganismos
presentes en el ambiente (Esmael et al., 2021). Estudios han demostrado que los fagos dirigidos contra
Salmonella presentan tasas de adsorcion elevadas incluso en condiciones de estrés, lo que sugiere
afinidad robusta hacia receptores como LPS y proteinas de membrana externa (Jeon & Ahn, 2021).
Una adsorcion eficiente es esencial en matrices avicolas donde la competencia con biofilms y residuos

organicos puede obstaculizar el contacto directo entre fago y bacteria.

El periodo latente se refiere al tiempo comprendido entre la infeccion inicial y la liberacién de
nuevos viriones tras la lisis celular. En términos de biocontrol, periodos latentes cortos permiten una
rapida amplificacién viral dentro de la poblacion bacteriana, lo que acelera la reduccién de la carga
microbiana (Hussein et al., 2025). Investigaciones en fagos liticos para Salmonella han reportado
periodos latentes que oscilan entre 10 y 30 minutos, tiempos significativamente mas rapidos que los
observados en muchos fagos ambientales no especializados (S. Cao et al., 2022; Y. Yi et al., 2021).
Este tipo de caracteristica es especialmente relevante ya que durante el procesamiento avicola los
tratamientos antimicrobianos deben actuar en ventanas temporales reducidas para evitar la

recontaminacion.

En Gltima instancia tenemos el burst size (tamafio de explosion viral), este indica el nimero de
nuevos viriones producidos por cada célula bacteriana infectada. En aplicaciones industriales, este
pardmetro elevado es deseable debido a que incrementa exponencialmente la cantidad de fagos

disponibles para continuar la infeccion (Kannoly et al., 2023). Fagos dirigidos suelen exigir burst sizes
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de entre 80 a 300 particulas por célula, lo que se asocia a una rapida diseminacion viral y amplificacion
dentro del alimento o superficies tratada (Y. Yi et al., 2021). Este tipo de comportamientos permite que
el biocontrol no dependa Gnicamente de la dosis inicial de fago, sino también de su capacidad intrinseca
de multiplicacion en presencia de la bacteria.

1.1.5.3. Innovacion biotecnoldgica: disefio de cocteles de bacteriéfagos

El uso de cdcteles de bacteridfagos liticos representa una alternativa innovadora y altamente
efectiva para la eliminacion de S. Infantis en el pollo faenado. Segiin Almutairi et al. (2022) los
bacteri6fagos son virus que infectan y destruyen bacterias especificas tales como S. Infantis, lo que
permite un control dirigido del patégeno sin afectar otras bacterias presentes. Al aplicar un coctel con
diferentes tipos de bacteriéfagos, es posible cubrir un espectro mas amplio de cepas de S. Infantis,

aumentando asf la eficacia del tratamiento.

Ademas, posee beneficios adicionales en comparacién con los métodos quimicos tradicionales,
ya gue no genera residuos, no representa un riesgo para la salud humana y puede aplicarse en distintas
etapas del procesamiento, desde la desinfeccidn de las aves hasta el tratamiento de la carne procesada
(Pelyuntha & Vongkamjan, 2023). De esta manera, se consolida como una solucién eficaz, segura y
sostenible para reducir significativamente la presencia de S. Infantis en el pollo faenado, aportando a la

mejora de la seguridad alimentaria y la salud pablica (Shahdadi et al., 2023).

1.1.5.4. Sinergia litica en cocteles de bacteriofagos

La sinergia litica de fagos describe el efecto potenciado que ocurre cuando dos 0 mas
bacteriofagos, aplicados en forma de céctel, ejercen una actividad bactericida superior a la que lograrian
individualmente. Este fendmeno se debe a que los fagos pueden reconocer receptores distintos en la
superficie bacteriana, presentar diferentes tasas de adsorcién y replicacién, o actuar en conjunto sobre
biopeliculas. De esta manera, la accién combinada no solo amplia el espectro de eliminacién de cepas
heterogéneas, sino que también reduce la probabilidad de aparicién de mutantes resistentes, ya que una
bacteria tendria que acumular multiples mutaciones simultaneamente para evadir a todos los fagos
presentes (Molina et al., 2022).
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A nivel funcional, la sinergia litica se manifiesta en distintos mecanismos, un fago puede
debilitar la matriz extracelular de la biopelicula, facilitando la penetracion de otro, o bien diferentes
fagos pueden atacar subpoblaciones bacterianas con variaciones genéticas. Asimismo, cuando se
combina la terapia fagica con antibidticos, se potencia la permeabilidad de la pared celular y se
incrementa la eficacia antimicrobiana a bajas concentraciones, lo que disminuye la presion selectiva de
resistencia (H. Lu et al., 2023; Rastegar et al., 2024). Estas evidencias consolidan a la sinergia litica
como un principio central en el disefio racional de cécteles de fagos, con aplicaciones tanto en biocontrol

de alimentos como en terapias contra infecciones multirresistentes (M. K. Kim et al., 2024).

1.1.5.5. Factores fisicoquimicos y bioldgicos determinantes en la estabilidad funcional

La eficacia de un coctel de fagos depende en gran medida de su estabilidad frente a condiciones
fisicoquimicas del entorno donde seran aplicados. La tolerancia al pH es una propiedad altamente
especifica (M. A. S. Khan et al., 2024). En cuanto a la temperatura, es un factor con una variacion
significativa de un fago a otro. Mientras que algunos mantienen viabilidad desde 70-80 °C otros aislados
de la misma fuente son estables en temperaturas entre 28-60°C, lo que demuestra que la resistencia
térmica debe ser evaluada caso por caso (Luo et al., 2025). Por otro lado, la matriz alimentaria afecta
notablemente la adsorcién del fago; por ejemplo, en huevo liquido, la eficacia fue mayor en clara que
en yema, lo que sugiere que la viscosidad y el contenido proteico influyen en el contacto fago-bacteria
(He et al., 2024). Este tipo de observaciones indica que es esencial validar la formulacion en la matriz
objetivo, ya sea leche, carne, huevo o superficies, ya que la interaccién con los componentes del

alimento puede alterar el efecto terapéutico (Sezer & Boyaci, 2024).

En el plano bioldgico, factores como el receptor bacteriano, el disefio del coctel y la
multiplicidad de infeccion (MOI) son determinantes para la eficacia y la prevencion de resistencia. Se
ha demostrado que la combinacion de fagos que reconocen diferentes receptores bacterianos, como LPS
o flagelos, permite retrasar la aparicion de mutantes resistentes y aumentar la cobertura frente a cepas
diversas (S. Kim et al., 2024). Asimismo, el uso de estrategias basadas en sensibilidad colateral ha
mejorado el disefio de cécteles racionales, que ademas de reducir la poblacion bacteriana también

controlan su evolucidn adaptativa (Acton et al., 2024).

Las combinaciones sinérgicas también han mostrado ventajas; por ejemplo, un cdctel de tres
fagos logro inactivar completamente Salmonella en leche cruda, donde los fagos individuales fueron

solo parcialmente efectivos (Sallami et al., 2024). Finalmente, ensayos in vivo en pollos revelaron que
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la administracion profilactica de fagos redujo la colonizacion durante varios dias, aunque el efecto
desaparecio al suspender el tratamiento, destacando la importancia de la dosis, la frecuencia y el nicho
ecoldgico (Agapé et al., 2025).

1.1.5.6. Seguridad, regulacion y uso en alimentos

La aplicacion de bacteridfagos en alimentos ha sido evaluada ampliamente desde la perspectiva
de seguridad, y la evidencia cientifica reciente coincide en que los fagos liticos son seguros para el
consumo humano, ya que no infectan células eucariotas no generan residuos quimicos en el producto
final (Georganas et al., 2024; Imran et al., 2023). Ademas, al tratarse de entidades presentes de forma
natural en el intestino, agua y alimentos, su incorporacion en matrices avicolas no representa un riesgo

toxicolégico ni microbioldgico.

En cuanto a regulacion, agencias como la FDA, EFSA y Health Canada requieren que los fagos
sean estrictamente liticos, carezcan de genes asociados a lisogenia, resistencia antimicrobiana o factores
de virulencia, y que su genoma este completamente secuenciado antes de su aprobacién para uso
comercial. Este enfoque preventivo garantiza que la aplicacion de fagos no contribuya a la transferencia
horizontal de genes ni interfiera con otros procesos del sistema de inocuidad alimentaria (Braz et al.,
2025; Dhulipalla etal., 2025). Asi mismo, se exige demostrar estabilidad en condiciones de
almacenamiento y compatibilidad con practicas de procesamiento como refrigeracion, lavado y

empaguetado.

Su aceptacién poco a poco en el sector alimentario se debe gracias a estudios que demuestran
que los fagos no alteran las caracteristicas sensoriales del pollo, textura, color, olor o retencion de
humedad después del tratamiento (Endersen & Coffey, 2020). Asi mismo, se ha demostrado que
pueden combinarse con desinfectantes en concentraciones reducidas sin generar interacciones
negativas, lo cual permite disminuir la dependencia del cloro y reducir el riesgo de formacion de
subproductos téxicos como los trihalometanos (Cristobal-Cueto etal.,, 2021; Pelyuntha &
Vongkamjan, 2023). Estas ventajas han impulsado su incorporacion como complemento en sistemas

para el control de Salmonella en la cadena avicola.
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1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo General

Disefiar cocteles de bacteriéfagos con sinergia litica y estabilidad funcional para el control de S. enterica

serovar Infantis de origen avicola ecuatoriano.

1.2.2  Objetivos Especificos

e Evaluar la capacidad litica de bacteriéfagos individuales frente a cepas multirresistentes de S.

Infantis mediante ensayos fenotipicos.

o Determinar la estabilidad bioldgica de los fagos seleccionados frente a condiciones de

refrigeracidn y exposicion a cloro.

¢ Identificar combinaciones de bacteriéfagos con capacidad litica complementaria y estabilidad

funcional en condiciones simuladas para su evaluacién posterior en pruebas de eficacia.
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CAPITULO Il.- METODOLOGIA

2.1 Materiales

Este trabajo de titulacion fue de tipo experimental y se ejecutd en los laboratorios de
investigacion la Unidad Operativa de la Direccion de Investigacion y Desarrollo (UODIDE) de la
Universidad Técnica de Ambato. La Tabla 1 detalla los equipos, materiales, reactivos y herramientas
informaticas empleados durante el desarrollo del estudio.

Tabla 1l

Listado de equipos, material fungible y reactivos de laboratorio utilizados

REACTIVOS CANTIDAD
Agar Miiller Hilton 150 g
Agar XLD (Xilosa Lisina Desoxicolato) 60 g
Caldo de Soja Tripticaseina (TSB) 120 g
Extracto de levadura 50¢g
Extracto de carne 90 ¢
Luria Bertani (LB) Ng
Agua peptonada 50g
Carbonato sodico (Na>COs) 10g
Cloruro de magnesio (MgCl,) 2 mL
Cloruro de calcio (CaCl,) 2 mL
Agar - Agar 60g
Hipoclorito de sodio 10% 2mL
Buffer fosfato salino (PBS) 1x 500 mL
Agua destilada 10L
Agua estéril 50 mL
Etanol al 70% 100 mL
Ciprofloxacina (5 pg) 1 cartucho (50 discos)
Meropenem (10 pg) 1 cartucho
Fosfomicina (200 pg) 1 cartucho
Tazobactam (110 pg) 1 cartucho
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Tabla 1l

Listado de equipos, material fungible y reactivos de laboratorio utilizados

REACTIVOS CANTIDAD
Ampicilina (10 pg) 1 cartucho
Cefuroxima (30 pg) 1 cartucho
Amikacina (10 pg) 1 cartucho

Sulfametoxazol (25 pg) 1 cartucho
Nitrofurantoina (300 pg) 1 cartucho
Ertapenem (10 pg) 1 cartucho
Gentamicina (10 pg) 1 cartucho
Cefotaxima (30 pg) 1 cartucho
Amoxicilina (30 pg) 1 cartucho
Ceftriaxona (30 pg) 1 cartucho
Cefepima (30 ug) 1 cartucho
Cefurozima (30 ug) 1 cartucho
Aztreonam (30 pg) 1 cartucho
Ceftazidima (30 ug) 1 cartucho
MATERIAL FUNGIBLE CANTIDAD
Botellas de autoclave (100 — 500 mL) 5
Espatula 1
Asa de siembra 2
Cajas Petri plasticas 500
Pipeta de vidrio (10 mL) 2
Pinzas metalicas 1
Pera de succion 1
Gradillas 3
Puntas para micropipetas 200 de cada tipo
Cajas de puntas 2 de cada tipo
Tubos de ensayo con tapa 30
Filtros Syringe Filters de 0.22 um 100
Jeringas de 3mL 100
Eppendorfs de 1.5 mL 100
Parafilm 1
Guantes de nitrilo 4 cajas
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Tabla 1l

Listado de equipos, material fungible y reactivos de laboratorio utilizados

MATERIAL FUNGIBLE CANTIDAD
Rotulador doble punta 2
Mascarillas 2 cajas
Cofias 2
Papel film 1
Papel aluminio 1
Papel industrial 2
Cinta adhesiva de papel 1
Tijera 1
EQUIPOS CANTIDAD
Autoclave 1

Balanza analitica

—_—

Microondas
Mechero Bunsen
Juego de micropipetas
Refrigeradora (4 °C)
Incubadora
Cabina de flujo laminar Bioseguridad II
Vortex

Microcentrifuga

O G O T

Barfio termostatico

Computadora 2

Nota. Todos los equipos empleados fueron facilitados por el Laboratorio de Investigacién de la Unidad

Operativa de la Direccion de Investigacién y Desarrollo (UODIDE).
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2.2 Métodos

2.2.1. Evaluacién de la capacidad litica de bacteriéfagos individuales frente a cepas

multirresistentes de S. Infantis mediante ensayos fenotipicos.

2.2.1.1. Seleccidn de las cepas de S. Infantis con perfiles de resistencia maltiple

Las cepas de S. Infantis empleadas en este estudio fueron obtenidas a partir del banco de UTA
RAM One Health. Para la ejecucion del analisis de los perfiles de resistencia se empled el método
descrito Kirby-Bauer. Cada una de las cepas fue sembrada por estria escocesa en agar XLD. Las placas
fueron incubadas a 37°C durante 24 horas. De las placas con crecimiento se tomaron varias colonias y
se inocularon en tubos con 5 mL de caldo TSB para la generacion de biomasa. Los tubos se incubaron

a 37°C entre 45-60 minutos, o hasta que alcanzaron la turbidez dptica de 5 en la escala McFarland.

Se realizaron siembras por dispersion de la biomasa liquida generada con anterioridad (tubos)
en placas de agar Miller-Hinton utilizando un hisopo estéril por cada una, con el fin de generar una
capa de bacterias uniforme. Se dejaron secar por 1-2 minutos y se colocaron los discos de antibiético
seleccionados previamente con la ayuda de una pinza estéril. Las placas se incubaron a 37°C de 12 a 18

horas.

La medicion de los halos de inhibicion se realizé en milimetros (mm), medidas que fueron
empleadas para la clasificacion de las bacterias evaluadas como sensibles (S), intermedias (1), o
resistentes (R) siguiendo CLSI M100-ED35:2025 Performance Standards for Antimicrobial
Susceptibility Testing, 35th Edition disponible en el portal CLSI Micro Free (Clinical and Laboratory
Standards Institute, 2025).

2.2.1.2. Preparacion de suspensiones bacterianas y fagicas para la prueba de la gota.

Se prepararon tubos de ensayo con 5 mL de caldo TSB inoculados con una bacteria hospedadora
sensible. La cual fue incubada de 3 a 4 horas a 37° C con el fin de generar un ambiente de biomasa

propicio para el crecimiento y desarrollo de los bacteriofagos.
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Se tomaron suspensiones fagicas criopreservadas a partir del banco de UTA RAM One Health
cuyos perfiles de lisis demuestran infectar Salmonella efectivamente. Las suspensiones se centrifugaron
a 4000 rpm por 5 minutos con el fin de sedimentar la biomasa bacteriana. De los tubos se tomo el
sobrenadante resultante y se filtrd a través de membranas de 0,22 pm. Cada filtrado fue colocado en los
tubos con biomasa generada con anterioridad. La mezcla del bacteriéfago con la bacteria hospedadora
serd incubada a 37° C de 12 a 14 horas.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion se tomé 1 mL de la solucién fago-bacteria y se
colocé en un tubo eppendorf de 1.5 m. Los tubos fueron centrifugados a 4000 rpm por 5 minutos con
el fin de precipitar las bacterias. El sobrenadante, donde se encuentran los fagos fue tomado y filtrado
a través de una membrana de 0.22 um. Las soluciones de cada fago fueron almacenadas a 4° C hasta su

uso.

También se prepararon tubos de ensayo con 5 mL de caldo TSB, los cuales fueron etiquetados
e inoculados con cada una de las bacterias seleccionadas previamente en base a su perfil de resistencia.

Los tubos inoculados con la bacteria fueron incubados a 37° C por una hora.

2.2.1.2. Prueba de la gota (spot test)

Para la ejecucion de la prueba de la gota modificada segin Paranos et al. (2024) se emplearon
placas Petri con agar Miller-Hinton. Cada placa, previamente sembrada por dispersion uniforme de la
biomasa bacteriana (como se describe en el apartado 6.1.1), se dividi6 en cuadrantes marcados en la
base de la placa representados en el diagrama de la Figura 1. En cada seccion se depositaron 2 pL de
la suspensidn fagica, previamente filtrada (membrana 0,22 um). Tras dejar absorber la gota durante 10
minutos a temperatura ambiente, las placas se incubaron invertidas a 37 °C durante 18-20 h.
Transcurrido el tiempo de incubacidn, se observaron halos de lisogénesis alrededor de cada punto de

inoculacion, los cuales indican la eficacia litica de cada fago frente a la cepa testada.
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Figura 2

Diagrama de la prueba de la gota

2.2.1.4. Tabulacion e interpretacion de los resultados de la prueba de la gota.

Los diametros de los halos de lisogénesis se midieron en milimetros con regla Vernier y se
registraron en la bitacora de trabajo. Para posteriormente ser digitalizados y colocados en una hoja de
calculo en Microsoft Excel. Con base en criterios visuales de capacidad litica, se clasificé cada
interaccidén como la presencia/ausencia de calvas y segun su turbidez: claras (1), semi claras (0) o sin
lisis (-1) (Baer & Kehn-Hall, 2014). Estos datos permitieron seleccionar los fagos de mayor potencia

para los ensayos de estabilidad biol6gica.

Los datos se analizaron en base al nimero de cepas susceptibles con resultados positivos para
la infeccion del fago del nimero total de cepas analizadas. Los datos fueron procesados con
herramientas bioinformaticas para la generacién de representaciones graficas de la interaccién fago-
bacteria. En base a los resultados obtenidos se seleccionaron los bacteriéfagos que presentaron un

espectro de lisis amplio y robusto.

2.2.2. Determinacion de la estabilidad bioldgica de los fagos seleccionados frente a condiciones

de refrigeracion, exposicion a cloro y su multiplicidad de infeccién éptima (MOI)
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2.2.2.1. Preparacién de suspensiones fagicas para ensayos de estabilidad.

Una vez seleccionados los fagos de interés, se procedio a la preparacion de las suspensiones
para los ensayos de estabilidad. Para ello, cada fago fue propagado en un cultivo de su hospedador
sensible procedimiento indicado en el apartado 2.2.1.2. Posteriormente, se clarifico el lisado mediante
centrifugacion a 4000 rpm durante 4 minutos y filtracion a través de un filtro estéril de 0.22 um para
eliminar residuos bacterianos. Las suspensiones se conservaron en tubos estériles y se almacenaron a

4°C hasta el momento de realizar las pruebas de estabilidad.

2.2.2.2. Evaluacion de viabilidad de bacteriéfagos en condiciones de refrigeracion y

concentracion de cloro

La viabilidad de los fagos seleccionados se evalu6 exponiéndolos a condiciones simuladas de
refrigeracidn y concentracion de cloro, que representan condiciones de la industria avicola. Para ello,
cada suspensiéon fagica fue dividida en dos grupos: uno para refrigeracion a y otro para exposicion a
una solucién de cloro. Se tomaron alicuotas en tiempos de 0, 24 y 48 horas, y se procedi6 a determinar
la viabilidad de los fagos mediante el recuento de unidades formadoras de placa (PFU/mL) empleando

el método de doble capa en placas de agar.

Tabla 2

Condiciones para evaluacion de estabilidad de bacteri6fagos individuales y en cdctel

Concentracion de cloro

Tratamiento Temperatura (° C) (ppm)
A 4 0
B 4 1
C 4 3
D 4 5

Simultaneamente, se cuantificd la concentracion de la bacteria huésped en UFC/mL utilizando
el método de Miles y Misra (Miles et al., 1938). Para este método, se realizaron diluciones seriadas de
la bacteria hospedadora y, en una placa de agar nutritivo dividida en secciones, se colocaron 20 pL de
cada dilucion. Posteriormente, se incubara la placa a 37°C durante toda la noche, y al dia siguiente se

procedio al recuento de colonias para determinar la concentracion bacteriana por recuento en placa.
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Se calculd la viabilidad relativa expresada como el porcentaje de supervivencia en comparacion

con la concentracion inicial registrada en el tiempo cero.

2.2.2.3. Determinacién del MOI 6ptimo para cada fago frente a su hospedador sensible

Para determinar el MOI 6ptimo (relacion fago/bacteria) de cada fago frente a su hospedador
sensible, se realiz6 primero una busqueda bibliografica que permiti6é estimar el rango de MOI mas
adecuado para iniciar los ensayos experimentales. Esta busqueda bibliografica se enfoco en estudios
similares sobre fagos liticos contra S. Infantis, considerando valores previamente reportados de MOI

gue han demostrado eficacia en experimentos in vitro.

Con base en la informacion recopilada y lo enunciado por Baer & Kehn-Hall (2014), se
seleccionaron diferentes valores de MOI entre 0.01, 0.1, 1 y 10, para aplicar a cultivos logaritmicos de
las bacterias hospedadoras, ajustadas a una concentracion aproximada de 1028 UFC/mL. Cada mezcla
fago-bacteria se incubd a 37°C. La eficacia de lisis se evalu6 a través del recuento de bacterias viables

(UFC/mL) en placas de agar.

Finalmente, se determind el MOI dptimo como aquel que logré la mayor reduccion bacteriana

en el menor tiempo de incubacion, considerandose el mas adecuado para el cdctel fagico final.

2.2.3. ldentificacion de combinaciones de bacteriéfagos con capacidad litica complementaria y
estabilidad funcional en condiciones simuladas para su posterior andlisis de eficacia y

efectividad

2.2.3.1. Realizar mezclas experimentales de fagos en diferentes combinaciones

Se elaboraron mezclas experimentales de fagos seleccionados con actividad litica
complementaria, considerando las caracteristicas de cada uno y los resultados previos obtenidos en las
pruebas de lisis individuales. Para ello, se realizaron combinaciones de dos o mas fagos en diferentes
proporciones, siguiendo los lineamientos encontrados en la literatura cientifica y adaptandolos a las

necesidades del estudio. Ademds, se utilizd el paquete PhageCocktail de R como herramienta
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bioinformatica para analizar la matriz de infeccién fago-bacteria y optimizar la seleccion de fagos con
base en su espectro de actividad, permitiendo asi un disefio mas racional y eficiente de los cdcteles
(Diaz-Galian etal., 2022). Estas mezclas se prepararon en tubos estériles, manteniendo
concentraciones adecuadas y homogéneas, y se document6 la composicion de cada mezcla para su

posterior analisis.

2.2.3.2. Evaluar la eficacia del coctel frente al panel de cepas mediante spot test y/o recuentos en

tiempo real

La eficacia de cada coctel fagico formulado se evalu6 frente al panel de cepas bacterianas
previamente seleccionadas, utilizando la prueba de la gota (spot test). Para el spot test, se sembraron las
bacterias hospedadoras en placas de agar y se aplicaron gotas de cada mezcla de fagos sobre la
superficie, observando la formacion de zonas de lisis tras la incubacién. En paralelo, se realizaron
recuentos de unidades formadoras de colonias (UFC/mL) antes y después de aplicar el cdctel, con el fin

de comparar la disminucion de la poblacion bacteriana y corroborar la eficacia observada en el spot test.

2.2.3.3. Medir la estabilidad del coctel en condiciones de refrigeracion y concentracion de cloro,

y ajustar el MOI combinado

La estabilidad de las mezclas de fagos seleccionadas se evalué sometiéndolas a condiciones
simuladas de refrigeracion y exposicion a una solucién de cloro, representativas de la industria avicola.
Se realizaron tomas de muestras en diferentes tiempos (0, 24 y 48 horas) para cuantificar la viabilidad
de los fagos presentes en el céctel mediante el recuento de unidades formadoras de placa (PFU/mL).
Asimismo, se determiné el MOI combinado, considerando la concentracién de cada fago en la mezcla,
con el objetivo de ajustar la proporcion optima que garantice la maxima eficacia frente a las cepas
seleccionadas. Este ajuste permitié asegurar la actividad litica adecuada y la estabilidad del coctel

durante el almacenamiento y la aplicacion.
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CAPITULO IIl.- RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Andlisis y discusién de los resultados

El desarrollo de esta investigacion permitié obtener resultados relevantes en la seleccion,
evaluacion y formulacion de cécteles de bacteridfagos liticos dirigidos al control de S. Infantis de origen
avicola ecuatoriano. A partir de los ensayos fenotipicos y de estabilidad bioldgica, se identificaron fagos
con elevada capacidad de lisis frente a cepas multirresistentes, asi como una notable resistencia frente
a condiciones de refrigeracion y exposicion a cloro, factores que suelen limitar la eficacia de los agentes
bioldgicos en entornos industriales. Estos hallazgos evidencian el potencial de las mezclas fagicas
disefladas como una alternativa biotecnolédgica sostenible frente a los métodos de desinfeccion
convencionales, aportando un avance significativo en el desarrollo de estrategias de biocontrol

aplicables a la industria avicola nacional.

3.1.1 Evaluacion de la capacidad litica de bacteriofagos individuales frente a cepas

multirresistentes de S. Infantis

3.1.1.1 Seleccion de la cepas de S. Infantis con perfiles de resistencia maltiple

Para la caracterizacion fenotipica de los aislados se evalué un panel de 18 antibidticos
pertenecientes a diferentes clases fluoroquinolonas, carbapenémicos, fosfonatos, penicilinas con
inhibidor de p-lactamasa, penicilinas, sulfonamidas, cefalosporinas de 2%, 3™ y 4 generacion, etc.
Mediante el método de difusion en disco (Miles y Misra), siguiendo los puntos de corte establecidos
por el CLSI M100-ED35. La Tabla 3 resume los antimicrobianos incluido sus concentraciones y la
clase farmacoldgica a la que pertenecen. De acuerdo con los criterios establecidos, se considera
resistencia multiple cuando una cepa presenta resistencia frente a tres 0 mas antibiéticos (Bonilla-
Caballero et al., 2022).
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Tabla 3

Antibidticos evaluados en el perfil de resistencia de S. Infantis

Concentracion

Sigla Nombre (ug/disco) Clase antimicrobiana
CIP Ciprofloxacina 5 Fluorogquinolona
MEM Meropenem 10 Carbapenémico
FF Fosfomicina 200 Fosfomicina
TPZ Piperacilina/Tazobactam 110 Penicilina + inhibidor de p-lactamasa
AM Ampicilina 10 Penicilina
CXM Cefuroxima 30 Cefalosporina de 22 generacion
AK Amikacina 30 Aminoglucdésido
SXT  Trimetoprima/Sulfametoxazol 25 Sulfonamida
F Nitrofurantoina 300 Nitrofuranos
ETP Ertapenem 10 Carbapenémico
CN Gentamicina 10 Aminoglucésido
CTX Cefotaxima 30 Cefalosporina de 3?2 generacion
AMC Amoxicilina/Acido clavulanico 30 Penicilina + inhibidor de B-lactamasa
CRO Ceftriaxona 30 Cefalosporina de 3?2 generacion
FEP Cefepima 30 Cefalosporina de 42 generacion
CXM Cefuroxima 30 Cefalosporina de 22 generacion
ATM Aztreonam 30 Monobactamico
CAZ Ceftazidima 30 Cefalosporina de 3?2 generacion

Nota. La tabla presenta los antibiéticos empleados para la determinacion del perfil de resistencia de S.
Infantis mediante el método de difusion en disco (Kirby-Bauer), conforme a los estandares del CLSI
(2025). Las siglas corresponden a la abreviatura de cada antibi6tico utilizada en los mapas de calor y
analisis de resistencia. Las concentraciones indicadas representan el contenido de cada disco

antimicrobiano en microgramos (pg/disco).
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Se realizo un andlisis de los perfiles de resistencia corresponden a 46 aislados de S. Infantis que se
pueden observar en la Tabla 4, representados en un mapa de calor y acompafiado de un dendrograma,
donde se distinguen varios clusteres (C1-C9) de acuerdo con la combinacién de antibiéticos, frente a la
cual cada cepa se mostro sensible, intermedia o resistente (interpretacion fenotipica), los serovares a los

que pertenecen, el perfil BLEE y el nimero total de resistencias.
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Perfiles de Resistencia de 46 Aislados de S. enterica de varios serovares frente a Antibiéticos Seleccionados

N
(o]

Serovar BLEE Resistencias Interpretacion
2CTP.0017 C1 114]5],12:1:- - 5 Multirresistente
51.6.11 Infantis - 5 Multirresistente
U10925 C2 | Infantis - 3 Multirresistente
U26065 Infantis - 3 Multirresistente
u7195 . . .. Infantis - 12 Multirresistente
u7295 .... .... Typhimurium - 11 Multirresistente
U2620077 . .l .... C3 Infantis - 11 Multirresistente
; GCT.10 . . .... Infantis - 11 Multirresistente
ICT.198 ] ] Infantis - 10 Multirresistente
POLGIC N B B ] Infantis - 10 Multirresistente
POLLISA R BN Sin identificar - 9 Multirresistente
5 7859 B B Sin identificar - 10 Multirresistente
8884 L R Typhimurium - 9 Multirresistente
U16785 ..I. ..l Infantis - 9 Multirresistente
f 9356 L HE Infantis - 8 Multirresistente

H 9306 N | | C4 | Infantis - 9 Multirresistente
‘I{E u8n4s .. ... Infantis - 8 Multirresistente
9205 .. ... Infantis - 8 Multirresistente
8934 .. ... Sin identificar - 7 Multirresistente
AE 8831 -.... .... Infantis - 7 Multirresistente
9201 .. . . Infantis - 7 Multirresistente
§ 6601 B B I Derby - 8 Multirresistente

_._E u7185 .. . C5 | Infantis - 7 Multirresistente
U14895 ... .... Infantis - 6 Multirresistente
| —  SMB8L2R2C2 .I. | ce | Infantis + 5 Multirresistente

]_{ sworic2 [ B | | Infantis . 4 Multirresistente
Continta



Tabla 4

Perfiles de Resistencia de 46 Aislados de S. enterica de varios serovares frente a Antibiéticos Seleccionados

Serovar BLEE Resistencias Interpretacion
SMBL1R3CA -II ii__ Infantis - 2 Resistente
'D SM10L1R1CA I In.lll Infantis - 1 Resistente
: SM10L1R3C1 . Infantis - 1 Resistente
9203 ... . Hadar - 0 Sensible
: 7351 I . .I Infantis - 0 Sensible
8826 . ...H. .. C7 | Infantis - 1 Resistente
8827 I. I I. Infantis - 0 Sensible
UB955 | ] Amsterdam - 1 Resistente
§ {E 0zGa46 | HI e Enteriditis - 1 Resistente
: MH3Z2 ] H Uganda - 0 Sensible
—— smeLRic3 | B | C8 | Infantis . 7 Multirresistente
' SMi1L2R1C1 T Infantis - 14 Multirresistente
SM3LXR2C2 HEERE Infantis - 13 Multirresistente
SM11L1R2C1 ....I..... B | Infantis - 12 Multirresistente
i SM11L1D2C1 ..l....... ] T Infantis - 12 Multirresistente
HgLiC.1 ....I.. | C9 | Infantis - 11 Multirresistente
: SRRE - | O [ B | Infantis - 9 Multirresistente
—~‘E SM12L2R3C1 I. T T T T I Infantis - 10 Multirresistente
| L swiz2rect B ] HER Infantis + 9 Multirresistente
—  SM11L2R3C1 .I....... ...I. Infantis + 8 Multirresistente

Nota. El mapa de calor representa perfiles de resistencia antimicrobiana de aislados de S. Infantis frente a antibidticos. Los colores indican la interpretacion
fenotipica; verde corresponde a cepas resistentes, rojo a cepas con sensibilidad intermedia, y azul a cepas sensibles.
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En la Tabla 4 se observo desde aislados completamente sensibles, hasta cepas con resistencia
frente a 14 antibidticos, lo que evidencian una marcada heterogeneidad en los fenotipos de resistencia
dentro de la coleccion. EL 93,5 % de las cepas no evidencian presencia de enzimas BLEE, la baja
presencia de este fenotipo puede explicarse por la naturaleza plasmidica y la variabilidad genética que
caracteriza a los clones multirresistentes de S. Infantis (Papi¢ et al., 2022). Este tipo de serovar suele
portar megaplasmidos tipo pESI (plasmido emergente de S. Infantis), los cuales confieren un amplio
espectro de resistencia a antibi6ticos no B-lactamicos, asi como genes de tolerancia a desinfectantes y
metales pesados (Aviv et al., 2014; Pifa-Iturbe et al., 2024). Sin embargo, la presencia de genes -
lactamasa de espectro extendido, como blacrx-m-1 0 blacrx-m-s5, NO €S constante en estos plasmidos, sino
que depende de eventos de adquisicion esporadicos, recombinacion plasmidica y presiones selectivas
locales (Di Marcantonio et al., 2022; Lee et al., 2021).

El 82,6 % de las cepas presentd resistencia a mas de 3 antibidticos. A partir del analisis
jerarquico se identificé que los clados C3, C4 y C9 presentan los perfiles de multirresistencia mas
destacados, lo que coincide con su mayor diversidad de origenes ambientales y avicolas. La elevada
frecuencia de resistencias frente a p-lactdmicos y sulfonamidas observadas en los aislamientos
analizados puede atribuirse a la presencia de genes de resistencia no-ESBL, asi como a la amplia
diseminacion de megaplasmidos tipo pESI-like y plasmidos conjugativos mas pequefios que actdan
como reservorios de determinantes antimicrobianos (Alba et al., 2020; Russo et al., 2024). En S.
Infantis de origen avicola, estos elementos mdviles frecuentemente estan asociados a integrones de
clase 1 se co-localizan genes como blartem-1, blacmy-2, sull y sul2, los cuales confieren resistencia a
penicilinas, cefalosporinas de espectro reducido y sulfonamidas respectivamente, sin generar un
fenotipo BLEE clasico (Kurekci et al., 2021; Tekin et al., 2025). En particular, el gen blarem: que
codifica una p-lactamasa de espectro restringido capaz de hidrolizar penicilinas y algunas
cefalosporinas tempranas, lo que explica la resistencia a amoxicilina/acido clavulanico (AMC) vy
piperacilina/tazobactam (TPZ), aun cuando las cepas son negativas para BLEE (Tekin et al., 2025). De
manera similar, las -lactamasas tipo AmpC (como blacmy-2), detectadas en colecciones internacionales
de S. Infantis procedentes de pollos de engorde, esto confiere resistencia a cefalosporinas de segunda
generacion y algunos compuestos de tercera generacidn, contribuyendo al fenotipo resistente observado
(Kang et al., 2024).

Por otro lado, la alta resistencia a trimetoprima/sulfametoxazol (STX) se relaciona con amplia
distribucion de genes sull y sul2, los cuales codifican variantes de la enzima dihidropteroato sintasa,
insensible a la inhibicion por sulfonamidas (Z. Z. Cao et al., 2020; Jiang et al., 2024). Estos genes se

encuentran habitualmente insertos en integrones de clase 1 o en los megaplasmidos pESI-like, junto con
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otros determinantes como aadAl, tet(A) y dfrA, lo que favorece su co-seleccién y mantenimiento
plasmidico incluso en ausencia de presion selectiva directa por sulfonamidas (Tekin et al., 2025).

La resistencia B-lactdmica en los aislamientos negativos para BLEE deriva de la expresion de
B-lactamasas no extensas o enzimas AmpC, que hidrolizan sustratos limitados (penicilinas y
cefalosporinas tempranas), mientras que la resistencia a sulfonamidas es consecuencia de la produccion
de enzimas alternativas que eluden el sitio diana del farmaco (Gheorghe-Barbu et al., 2025; Jiang
et al., 2024). Ademas, la frecuente ecolocalizacion de estos genes en un mismo plasmido asegura la
diseminacion conjunta mediante conjugacion bacteriana, incluso entre clones estrechamente
relacionados (Alba et al., 2020). Estos patrones son particularmente preocupantes porque compromete
antibidticos de primera linea para el tratamiento de las salmonelosis invasivas y limita severamente las

opciones terapéuticas.

Dentro de estos clados se detecté también la presencia de dos aislamientos pertenecientes al
serovar S. Typhimurium y tres sin identificaciéon serolégica confirmada; sin embargo, dado que el
enfoque del estudio se centra en S. Infantis, Unicamente se consideraron para las etapas posteriores las

cepas correspondientes a este serovar.

3.1.1.2 Prueba de la gota

La prueba de la gota aplicada a los 17 bacteriéfagos seleccionados permitié la caracterizacion
de su capacidad litica frente al panel de cepas de S. Infantis y construir una matriz de infeccién fago-
bacteria a partir de la cual se gener6 el mapa de calor mostrado en la Figura 3. Este ensayo spot test se
considera actualmente una alternativa rapida y de alto rendimiento al método clasico de doble capa en
agar para el cribado de rango de hospedadores, ya que permite evaluar simultineamente multiples
combinaciones fago-cepa conservando una buena sensibilidad analitica (Ng et al., 2021; Olsen et al.,
2020). En el presente estudio, la respuesta de cada aislamiento se categorizd en lisis clara, intermedia y
ausencia de lisis, de forma analoga a en otro trabajos utilizan la morfologia de la calvas para clasificar

cepas sensibles, moderadamente sensibles o resistente a los fagos (Furfaro et al., 2020).
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Figura 3

Patrones de lisis de los bacteri6fagos frente a cepas de S. Infantis.
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Nota. EI mapa de calor muestra los patrones de lisis obtenidos para 17 bacteri6fagos frente a maltiples
cepas de S. enterica serovar Infantis. Los colores representan los tipos de lisis observados; verde para
lisis clara, rojo para lisis intermedia y azul para ausencia de lisis. EI dendrograma lateral agrupa los
fagos segun la similitud de sus perfiles liticos, mientras que los clados (C1-C4) indican conjuntos con
comportamientos de infeccion semejantes. Los fagos pertenecientes a los clados C1 y C2 presentaron

los perfiles liticos mas amplios y efectivos.

Como se aprecia en la Figura 3, los bacteriéfagos que generan zonas de lisis amplias y bien
definidas sobre un mayor nimero de cepas se interpretaron como candidatos con mayor potencia litica,
mientras que las interacciones con calvas turbias o ausentes se asociaron a una infeccion menos
eficiente. El analisis de la matriz de infeccion agrup6 a los fagos en cuatro clados (C1-C4) de acuerdo
con la similitud se sus perfiles de lisis, lo que permitié distinguir fagos con comportamiento generalista
y fagos con espectro mas restringido. Los clados C1 y C2 son los que concentran los fagos con un perfil
de lisis mas amplio, mientras que los clados C3 y C4 incluyeron principalmente fagos con actividad
limitada a subconjuntos especificos de cepas. Este patron sugiere que la coleccion evaluada contiene
fagos de amplio rango y fagos de rango estrecho lo cual puede ayudar a reforzar la cobertura frente a

subpoblaciones concentras de S. Infantis.

Los fagos reconocen estructuras muy especificas (LPS/O-antigeno, proteinas de membrana
externa, capsula) mediante sus fibras caudales, pequefas variaciones en la composicion o longitud del
O-antigeno o en la expresion de porinas entre cepas de Salmonella bastan para que un fago adsorba

muy bien a unas cepas y practicamente nada a otras (Broeker & Barbirz, 2017; Stephan et al., 2020).
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Ademas, muchas cepas modulan receptores por phase variation y por operones como gtr que alteran el
O-antigeno, lo que genera subpoblaciones sensibles y resistentes dentro de un mismo serotipo (Tajer
et al., 2024). A esto se le suman sistemas de resistencia intracelular (restriccion-modificacion, CRISPR-
Cas, excusion de superinfeccion, abortive infection), que pueden bloquear completamente el ciclo litico
y explicar las cepas donde no se observa lisis. Estudios recientes con paneles de Salmonella, este mismo
patron se ve donde cada fago solo lisa un subconjunto de cepas, confirmando que la diversidad genética
del hospedero limita el rango de hospedadores del fago (Egido et al., 2021).

Las calvas turbias o intermedias suelen indicar que el fago si infecta, pero con una eficiencia
litica baja o heterogénea, parte de la poblacion lisa y otra sobrevive o entra en un estado menos
productivo. Investigaciones describen que placas turbias pueden deberse a tasas de adsorcion mas bajas,
periodos latentes mas largos o tamafios de explosion reducidos, asi como a estados fisiologicos
subdptimos de la bacteria (fase de crecimiento, estrés, microbiofilm en la placa) (Z. Lu et al., 2022;
Mayorga-Ramos et al., 2024). Esto también puede se debe a la asociacion con comportamientos
templados o pseudolisogénicos, donde una fraccion de las células infectadas no se lisan de inmediato,
lo que mantiene una niebla de crecimiento dentro del halo (Mantynen et al., 2021). Por otro lado,
dentro de la misma cepa pueden aparecer mutantes resistentes durante el ensayo, estos clones vuelven
a crecer dentro de la zona de infeccion y aumentan la turbidez del halo, mientras que en las cepas
totalmente resistentes los receptores estdn modificados o sus defensas bloquean el ciclo del fago desde

el inicio, de modo que no se observa lisis visible (Egido et al., 2022).

Tabla 5

Cobertura de infeccion de los bacteridfagos evaluados frente a S. Infantis.

Fago Cobertura_pct
vB_Sal_elF_008 66
vB_Sal_elF_009 66
vB_Sal_elF_010 66
vB_Sal_elF_011 55,3
vB_Sal_elF_012 55,3
vB_Sal_elF_007 42,6
vB_Sal_elF_005 29,8
vB_Sal_elF_006 29,8
vB_Sal_elF_004 27,7

Continta
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Tabla b

Cobertura de infeccidn de los bacteriéfagos evaluados frente a S. Infantis.

Fago Cobertura_pct
vB_Sal_elF_013 21,3
vB_Sal_elF_003 19,1
vB_Sal_elF_016 14,9
vB_Sal_elF 017 14,9
vB_Sal_elF 018 14,9
vB_Sal_elF 014 12,8
vB_Sal_elF_015 12,8
vB_Sal_elF_019 10,6

Nota. La cobertura (%) representa el porcentaje de cepas de S. Infantis en las que cada bacteri6fago
mostré capacidad de infeccion en las pruebas de rango de hospedadores. Valores mas altos indican

fagos con mayor amplitud de lisis.

La amplitud del rango de hospedadores se cuantific6 mediante el porcentaje de cepas lisadas
por cada fago, resumido en la Tabla 5. La cobertura individual oscil6 entre 10,6% y 66% de las cepas
de S. Infantis, observandose que los bacteriéfagos vB_Sal elF 008, vB Sal elF 009 vy
vB_Sal_elF_010 presentaron el mayor espectro, con capacidad de lisar dos tercios del panel evaluado,
seguidos de vB_Sal elF 011, vB_Sal elF_012 y vB_Sal_elF_007, en contraste el resto de los fagos
mostraron una cobertura mas estrecha (<30%). Desde la perspectiva de biocontrol, la seleccion de fagos
con alta cobertura sobre cepas multirresistentes de S. Infantis es especialmente relevante, considerando
que este serovar se ha consolidado como un patdégeno emergente asociado a la produccidn avicola y con
frecuencia porta el megaplasmido pESI o variantes pESI-like que confieren resistencia frente a maltiples

clases de antimicrobianos (Alvarez et al., 2023).

A partir de estos resultados, se definid un conjunto de seis bacteri6fagos para su evaluacion en
la siguiente etapa del estudio. Los tres de mayor cobertura (vB_Sal elF_008, vB Sal elF 009 y
vB_Sal elF_010) se consideraron como candidatos principales por su capacidad de lisar la mayor
proporcion de cepas. De forma complementaria, se incorporaron vB_Sal_elF_011, vB_Sal_elF_012 y

vB_Sal_elF_007, cuyos perfiles ampliaron la cobertura hacia cepas que no cubren los 3 fagos iniciales.
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3.1.2. Determinacion de la estabilidad bioldgica de los bacteriéfagos

Los bacteriéfagos presentan ventajas importantes frente a los agentes antimicrobianos
tradicionales ya que poseen la capacidad de erradicar patdgenos resistentes con eficacia incluso cuando
los farmacos convencionales fracasan (Jorda et al., 2023). Manifiestan especificidad estrecha de ataque
hacia su hospedador, al ser de origen natural presentan baja toxicidad y benignidad con el microbioma
colindante de la matriz en el que se desarrolla su aplicacion (A. Khan & Joshi, 2024). No obstante, su
implementacién a nivel industrial enfrenta desafios debido a su sensibilidad hacia factores
medioambientales y técnicas de procesamiento de alimentos en la industria (A. Khan & Joshi, 2025).
El uso de cloro como desinfectante en distintas etapas la cadena de procesamiento carnico es comun en
la industria avicola. Y si bien Pelyuntha & VVongkamjan (2023) han reportado fagos con una viabilidad
del 80-100% hasta con 0,3% de cloro disponible, el comportamiento habitual es de baja tolerancia. La
presencia de cloro tiende a reducir drasticamente la infectividad de los bacteriéfagos (A. Khan & Joshi,
2025).

Las condiciones escogidas para las pruebas de estabilidad se basan en la hormativa ecuatoriana,
la cual establece que la cantidad de cloro residual permitido durante etapa de faenamiento se encuentra
dentro de un rango de 1-3 ppm (AGROCALIDAD, 2010). Mientras que la temperatura de
procesamiento y almacenamiento para productos carnicos, entre ellos carne de pollo se encuentra entre
0y 4°C (INEN, 2011).

3.1.2.1 Viabilidad de los bacteri6fagos en condiciones de refrigeracion y cloro

La influencia del tiempo de incubacién y de las diferentes concentraciones de cloro sobre la
estabilidad fagica se evalué cuantificando la reduccién del titulo de los bacteriéfagos a lo largo del
tiempo. Este comportamiento se observa en la Figura 4, donde se evidencia un efecto significativo del

tiempo en la disminucién del titulo fagico.

Inicialmente, se calculd la viabilidad relativa de los bacteri6fagos, expresada como el porcentaje
de supervivencia respecto al titulo inicial registrado en el tiempo 0 (Figura 4). Este analisis permitio
visualizar de manera descriptiva la magnitud de la reduccion en la viabilidad fagica bajo cada
combinacion de tiempo y concentracion de cloro. En general, se observo que, aunque todos los fagos

conservaron el 100 % de viabilidad al inicio, la supervivencia disminuyd drasticamente a partir de las
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Fago

24 horas, especialmente en presencia de cloro, alcanzando valores cercanos a 0 % en los tratamientos
de 1, 3y 5 ppm. Si bien este comportamiento descriptivo ofrece un primer acercamiento a la dindmica
de inactivacion fégica, no determina si las diferencias observadas entre fagos o entre condiciones

experimentales son estadisticamente significativas.

Figura 4

Viabilidad litica de bacteriéfagos en funcion del tiempo y la concentracion de cloro

0 ppm 1 ppm 3 ppm 5 ppm
VvB_Sal_elF 012 - = 100% 100% 100% 100%
vB_Sal_elF 011 - = 100% 100% 100% 100%
Viabilidad
(Loguw)
2
vB_Sal_elF 010 - ' 100% 100% 100% 100%
0
-2
vB_Sal_elF_009 - ' 100% 100% 100% 100% 4
6
vB_Sal_elF 008 4 100% 100% 100% 100%
vB_Sal_elF_007 - ' 100% 100% 100% 100%
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Tiempo (horas)
Nota. EI mapa de calor representa la reduccion bacteriana (Logio) generada por los fagos
VB_SAL_EIF_007, VB_SAL_EIF_008, VB_SAL_EIF_009, VB_SAL_EIF_010, VB_SAL_EIF_011
y VB_SAL _EIF_012tras 0, 24 y 48 horas de exposiciona 0, 1, 3y 5 ppm de cloro. Los tonos naranjas,
grises y celestes indican mayor disminucién del titulo fagico, evidenciando diferencias en la eficacia

litica segun la naturaleza del bacteriéfago y la concentracion del sanitizante.

La viabilidad relativa de los bacteri6fagos, calculada como el porcentaje de supervivencia
respecto al titulo inicial registrado en el tiempo cero, mostrd un patrén claramente dependiente del
tiempo y de la concentracion de cloro. En ausencia de cloro (0 ppm), todos los fagos conservaron el
100 % de su viabilidad en el tiempo cero; sin embargo, a las 24 horas la supervivencia descendié a
valores inferiores al 1 %, reflejando una pérdida marcada de estabilidad incluso en condiciones sin
agentes oxidantes. Para los fagos VB_SAL_EIF_009, VB_SAL_EIF 010 y VB_SAL_EIF 011 la

reduccion fue mas pronunciada, alcanzando porcentajes cercanos al 0,001 %. A las 48 horas, la
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viabilidad relativa fue practicamente nula para todos los fagos, lo que confirma que el tiempo de

almacenamiento constituye un factor critico de inactivacion aun en ausencia de cloro.

En el tratamiento de baja concentracion (1 ppm), la tendencia de disminucion fue ain mas
acentuada. Aunque todos los fagos iniciaron con un 100 % de supervivencia, a las 24 horas la viabilidad
relativa se redujo casi por completo, registrandose porcentajes de 0,0001 % o inferiores para la mayoria
de los fagos. La exposicion prolongada a 48 horas acentud esta pérdida, alcanzandose valores iguales o
cercanos a 0,0000 %, lo que evidencia que incluso bajas concentraciones de cloro aceleran
significativamente la inactivacion fagica. Cuando la concentracion de cloro aumenté a 3 ppm, la
reduccion en la supervivencia fagica fue mas homogénea y severa. A las 24 horas, la mayoria de los
fagos mostro porcentajes de viabilidad iguales o cercanos a 0 %, y esta condicion se mantuvo a las 48
horas. Destaca que fagos como VB_SAL _EIF 010 y VB_SAL_EIF_007 fueron particularmente

susceptibles, registrando reducciones completas incluso antes del tiempo maximo de evaluacion.

Finalmente, a 5 ppm de cloro, la condicion de mayor estrés oxidativo evaluada, todos los fagos
presentaron una disminucién dréstica desde las primeras 24 horas, alcanzando valores de viabilidad
cercanos a los nulos (0,0000 %) y manteniéndose sin recuperacién a las 48 horas. Esta concentracion
fue efectiva para suprimir la estabilidad fagica, lo cual sugiere que la accion del cloro en niveles altos
excede ampliamente la capacidad de resistencia natural de estos bacteriéfagos. En conjunto, los
resultados demuestran que la viabilidad relativa de los bacteriéfagos disminuye en funcién del tiempo
y de la concentracion de cloro, con reducciones drasticas incluso en condiciones sin agente
desinfectante, pero intensificandose notablemente conforme aumenta la concentracion. Estos hallazgos
evidencian que la estabilidad fagica es altamente sensible al estrés oxidativo, lo que subraya la
importancia de seleccionar fagos robustos frente a agentes quimicos para su uso en aplicaciones de

biocontrol.

Los factores y sus combinaciones fueron evaluados a través de la ejecucion de un ANOVA
multifactorial demostrando que Tiempo, Fago y Concentracion de cloro (ppm) representan factores con
efectos altamente significativos sobre el titulo fagico (p <2x10™® en todos los casos). Las interacciones
Fago x Tiempo, Fago x ppmy Tiempo x ppm también fueron evaluadas con resultados significativos
(p < 0,001), indicando que los fagos no responden de forma uniforme a las variaciones de tiempo o
concentracion de cloro (Anexo 1). De forma crucial, la interaccion triple Fago x Tiempo x ppm resulto
significativa (p = 1,11x10%®), lo que evidencia que el efecto combinado del tiempo y del cloro sobre la

estabilidad depende del fago evaluado (Anexo 1).
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Figura 5

Cinéticas de estabilidad de los bacteridfagos frente a diferentes concentraciones de cloro y tiempos de

incubacion
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Nota. Las curvas muestran la reduccion de la concentracion viral (PFU/mL, Logio) de cada fago a 0, 1,
3y 5 ppm de cloro durante 0, 24 y 48 horas de exposicion. Las pendientes mas pronunciadas indican
mayor sensibilidad al cloro, mientras que las curvas con menor descenso representan fagos con mayor

estabilidad en condiciones sanitizantes.
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Dado que el analisis ANOVA multifactorial revel6 efectos principales e interacciones altamente
significativas entre los factores Fago, Tiempo y ppm, asi como una interaccion triple significativa se
determin6 que los fagos no presentan un comportamiento uniforme a lo largo de las condiciones
evaluadas. En consecuencia, la estabilidad depende de la combinacion especifica de tiempo vy
concentracion de cloro. Por este motivo, se realizé un analisis post hoc de comparaciones multiples de
Tukey sobre las medias marginales estimadas, el cual permite comparar el desempefio de cada fago
dentro de cada combinacion especifica de tiempo y concentracion de cloro (Papadatou et al., 2021).

En el Tratamiento A (0 ppm), las diferencias entre fagos se hicieron evidentes en el tiempo de
48 h. En esta condicion, el fago VB_SAL_EIF_010 present6 un titulo promedio de 3,33 Log:o PFU/mL,
marcadamente inferior al observado en los demés fagos, cuyos valores oscilaron entre 5,00 y 5,67 Log1o
PFU/mL (p < 0,001) (Anexo 2 - Anexo 3). Este descenso pronunciado sugiere una menor estabilidad
intrinseca por parte del fago VB_SAL_EIF_010 en periodos prolongados de almacenamiento aun en

ausencia de cloro.

La estabilidad de los bacteridfagos tras la aplicacion de Tratamiento B (1 ppm) mostré una
respuesta diferencial marcada. EI fago VB_SAL_EIF_007 presentd los valores mas bajos tanto a 24 h
(1,69 Logio PFU/mL) como a 48 h (0,91 Logio PFU/mL), siendo significativamente inferior a los demés
fagos (p < 0,001). En contraste, los titulos de los fagos VB_SAL_EIF 008, VB _SAL_EIF_009,
VB_SAL_EIF 010, VB _SAL EIF 011y VB_SAL_EIF 012 se mantuvieron entre 3,18 y 4,69 Log1o
PFU/mL en 24 h'y entre 3,18 y 3,99 Logio PFU/mL en 48 h, sin diferencias significativas entre ellos (p
> 0,05) (Anexo 2 - Anexo 3). Esto parece indicar que VB_SAL_EIF_007 es particularmente susceptible
incluso a concentraciones bajas de cloro, por lo cual se descarta como candidato adecuado para la

formulacion de cocteles.

Los resultados del Tratamiento C (3 ppm) mostraron un patrén mas heterogéneo. En el tiempo
24, el fago VB _SAL EIF 010 registré el titulo méas bajo (0,00 Logio PFU/mL), siendo
significativamente inferior al resto (p < 0,001), mientras que los fagos VB SAL EIF 008,
VB_SAL_EIF 009, VB SAL_EIF 011 y VB_SAL_EIF 012 mantuvieron valores entre 3,22 y 3,67
Logio PFU/mL, lo que indica mejor estabilidad. A las 48 h, los titulos mas altos correspondieron a
VB_SAL_EIF_009 (2,85 Logio PFU/mL) y VB_SAL_EIF 012 (2,83 Logio PFU/mL), mientras que
VB_SAL_EIF 010 volvié a mostrar una reduccion marcada, estabilizandose nuevamente en 0,00 Logzo
PFU/mL (p <0,001) (Anexo 2 - Anexo 3).
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Finalmente, en el Tratamiento D (5 ppm) se observé en las 24 h el fago VB_SAL_EIF_007
mostré una pérdida completa del titulo (0,00 Logio PFU/mL), siendo el menos estable en esta condicion,
mientras que los fagos VB_SAL_EIF_011yVB_SAL_EIF_012 alcanzaron los valores mas altos (3,44
y 3,00 Logio PFU/mL, respectivamente; (p < 0,001) (Anexo 2 - Anexo 3). Sin embargo, a 48 h se
produjo un cambio notable: VB_SAL_EIF_012 se convirtié en el fago mas afectado por el cloro (2,63
Logl10 PFU/mL, significativamente inferior al resto), mientras que el fago VB_SAL_EIF_009, con un
valor de 1,44 Logio PFU/mL, mantuvo el desempefio mas consistente bajo esta condicion extrema (p <
0,01) (Anexo 2 - Anexo 3).

La presencia rutinaria de cloro en las aguas de procesamiento avicola presenta un desafio en la
viabilidad del uso de bacteriéfagos dirigidos contra S. Infantis, serovar que ha emergido como uno de
los dominantes en pollos de engorde en afios recientes, llegando a constituir hasta el 95% de los
aislamientos en granjas (Sevilla-Navarro et al., 2024). Estudios han evaluado la estabilidad de los
fagos bajo condiciones de cloracion industriales, con énfasis en cepas de S. Infantis y comparaciones
con otros serotipos. En general, las concentraciones bajas a moderadas de cloro muestran un efecto
minimo sobre la actividad fagica. De forma similar, el ensayo ejecutado por Vaz et al. (2025) emplea
agua clorada a 3 ppm y bacteriéfagos aislados de fuentes naturales sin modificaciones (Wild - Type)
sin evidencias de reducciones en el titulo fagico luego de 24 horas. Esto sugiere que, bajo condiciones
de cloracién moderada, los fagos pueden seguir ejerciendo su actividad litica contra S. Infantis de forma
comparable, lo cual refuerza su potencial como herramienta de biocontrol en ambientes de

procesamiento con desinfeccion quimica.

Sin embargo, también se han identificado limitaciones importantes en la aplicacion de fagos en
presencia de cloro en concentraciones elevadas o durante exposiciones prolongadas. La inactivacion de
los bacteriéfagos se vuelve significativa en ensayos controlado con concentraciones de cloro de 0,5-
1%. Pelyuntha et al. (2025) evidencia caidas marcadas en la viabilidad fagica (43% de los viriones
permanecieron activos con 0,1-1% de cloro) y dosis superiores (2,5-5%) llegaron a inactivar
completamente a los virus. Por lo tanto, el uso eficaz de fagos en entornos con cloracion requiere el
desarrollo de estrategias de integracion. Entre ellas se encuentra ajustar la dosis de cloro a niveles
compatibles con la estabilidad del fago, y escalonar la aplicacién de los tratamientos. Un estudio
demostrd que la introduccion de una etapa adicional de tratamiento con fagos después de la limpieza y
antes de la desinfeccion quimica mejoré notablemente la eliminacién de S. Infantis multirresistente en
instalaciones avicolas, la deteccion bacteriana se redujo del 100% (tras la limpieza) a 36% después de

la aplicacion de fagos, y cay6 a 0% con la desinfeccion final (Sevilla-Navarro et al., 2024).
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Figura 6

Supervivencia bacteriana tras el tratamiento con bacteriéfagos en presencia de cloro
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Nota. Las curvas muestran la disminucion de S. Infantis (UFC/mL, Logio) tras la infeccion con cada

fago en condiciones de 0, 1, 3y 5 ppm de cloro durante 0, 20 y 45 horas. Las pendientes reflejan la

eficacia litica de cada bacteriéfago bajo diferentes niveles de sanitizante, donde descensos mas

pronunciados indican mayor capacidad de control bacteriano.
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En relacién con la reduccion de la carga bacteriana, todos los tratamientos partieron de un
indculo comparable cercano a 5 Logio UFC/mL para cada fago, independientemente de la concentracién
de cloro. En ausencia de cloro (0 ppm), la viabilidad bacteriana se redujo parcialmente a las 24 h, con
valores que oscilaron entre 3,99 y 4,95 Logio UFC/mL, y continué disminuyendo a las 48 h, alcanzando
titulos de 3,90-4,67 Logio UFC/mL, siendo el fago VB_SAL_EIF_011 el que logré la menor carga
residual (3,23 Logio UFC/mL) (Anexo 4 - Anexo 5). En contraste, en presencia de cloro (1, 3y 5 ppm)
se observo una eliminacion practicamente completa de la bacteria a partir de las 24 h, con valores
promedio cercanos a 0 Logio UFC/mL mantenidos hasta las 48 h para todos los fagos. Estos resultados
indican que, aungque en ausencia de desinfectante algunos fagos como VB_SAL_EIF_011 contribuyen
adicionalmente a reducir la poblacion de Salmonella, la aplicacion de cloro a partir de 1 ppm domina
el efecto bactericida y conduce a una reduccion dréstica y equivalente de la carga bacteriana,

independientemente del fago utilizado.

La integracion de los resultados de estabilidad fagica y reduccion bacteriana evidencia que el
desempefio de los bacteriéfagos frente al estrés por cloro no solo condiciona su propia viabilidad, sino
también su capacidad para disminuir la carga de Salmonella. En ausencia de cloro (0 ppm), los fagos
mostraron diferencias marcadas en estabilidad a las 48 h, destacandose VB_SAL_EIF_009 y los fagos
del grupo F8 como los mas persistentes, mientras que VB_SAL_EIF 010y VB_SAL_EIF_007 fueron
los mas susceptibles. Esta variabilidad en estabilidad se reflejé parcialmente en la reduccion bacteriana:
aunque todos los tratamientos partieron de aproximadamente 5 Logio UFC/mL, la disminucién
alcanzada a las 24-48 h fue moderada (3,23-4,95 Logio UFC/mL), siendo VB_SAL_EIF 011 el que

mostro la mayor capacidad de control en ausencia de desinfectante (Anexo 4 - Anexo 5).

En contraste, en presencia de cloro (1-5 ppm), la carga bacteriana se redujo de manera drastica
e independiente del fago utilizado, alcanzando valores cercanos a 0 Logio UFC/mL desde las 24 h. Esto
indica que el efecto bactericida del cloro domina sobre la actividad fagica bajo estas condiciones,
mientras que la estabilidad de los bacteriéfagos se convierte en el criterio determinante para identificar

candidatos robustos que puedan complementar o potenciar la accion del desinfectante.

Estudios recientes documentan la deteccion persistente de S. Infantis a lo largo de la linea de
produccion, incluso después de etapas criticas de higienizacion. En plantas de Sri Lanka donde se
emplearon tanques de enfriamiento clorados (2-50 ppm de cloro), se encontr6 S. Infantis en 28,8% de
los canales de pollo muestreados (Weerasooriya et al., 2024). Adicionalmente, se ha reportado el

aislamiento de cepas de S. Infantis en superficies de instalaciones procesadoras después de ejecutar
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procesos de limpieza y desinfeccién rutinarios, lo cual subraya su gran capacidad de supervivencia
frente a protocolos sanitarios convencionales (Sevilla-Navarro et al., 2024). Un mecanismo clave de
este comportamiento es su habilidad para formar biopeliculas protectoras en diversas superficies
industriales. El serovar Infantis ha demostrado una marcada capacidad de adhesion y formacién de
matrices en materiales habituales de las fabricas. Pruebas de laboratorio demostraron una adherencia
significativamente mayor en superficies plasticas en comparacion con acero inoxidable (Kranjc et al.,
2024). Adicional a ello, ha sido descrito por McMillan et al. (2024) que las cepas epidémicas
portadoras del megaplasmido pESI exhiben una elevada resistencia a agentes oxidantes, incluyendo
desinfectantes como compuestos clorados. Plasmido que conocido por contribuir también a la
multirresistencia antimicrobiana e incluso codifica genes asociados a tolerancia a metales pesados y
sanitizantes quimicos. La exposicion de S. Infantis (con y sin pESI) a hipoclorito sédico por largos
periodos de tiempo (condicidn simulada inmersion en chiller por 90 minutos) revel6 susceptibilidad en
todas. Sin embargo, exposiciones breves evidenciaron variabilidad en la supervivencia, sugiriendo que

la eficacia depende criticamente del tiempo de contacto y las condiciones.

En conjunto, los resultados confirman que la estabilidad fagica frente al cloro depende de
manera marcada de la interaccion entre el tipo de fago, el tiempo de exposicidn y la concentracién de
cloro. La presencia de la bacteria hospedadora no promovi6 incrementos en el titulo fagico bajo
condiciones de cloracion, lo que evidencia que el efecto inhibitorio del cloro predomina sobre la
replicacion fagica. Tanto el tiempo como la concentracion de cloro ejercieron efectos consistentes y
combinados sobre la estabilidad de los bacteriéfagos evaluados, reflejando una reduccidn progresiva en
su viabilidad. Con base en los perfiles de estabilidad y supervivencia obtenidos, los fagos
VB_SAL_EIF 008, VB_SAL_EIF 009yVB_SAL_EIF_012 fueron identificados como los candidatos

mas adecuados para su inclusion en formulaciones de cocteles.

3.1.2.2 Determinacion del MOI 6ptimo para cada fago frente a su hospedador sensible

La multiplicidad de infeccion (MOI) es fundamental en el disefio cdcteles de bacteriéfagos contra
Salmonella en la industria avicola. Ya que se define como la proporcién de virus por célula bacteriana,
y su valor influye directamente en la eficiencia de la lisis bacteriana. Una dosificacion inadecuada puede
llegar a reducir la eficacia del tratamiento (Wiebe et al., 2024). Debido ello, la optimizacién del valor

de MOI asegura la maxima reduccién de Salmonella con el minimo de fagos necesarios.
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Figura 7

Efecto del MOI en la reduccion de S. Infantis por los bacteriéfagos vB_Sal_elF_008, vB_Sal_elF_009
y vB_Sal_elF_012

vB_Sal elF 008 vB_Sal elF_009 vB Sal elF 012

1e+051
=)
D de+04 MOl
o
=) 0.1
= 1
O Te+dd 10
L
) 100

3e+031

0 24 4 0 24 4 0 24 43

Tiempo (horas)

Nota. Las curvas muestran la variacion en la carga bacteriana (UFC/mL, Logio) tras la infeccion con
MOI 0.1, 1, 10 y 100 durante 0, 24 y 48 horas. Los patrones reflejan diferencias en la eficiencia litica

segun la dosis de fago, destacando los MOI 6ptimos para maximizar la reduccion bacteriana.

El analisis cuantitativo basado en medias marginales estimadas de la reduccion bacteriana
mostro dinamicas diferenciadas segun el fago y el MOI evaluado. Para VB_SAL_EIF_008, en el tiempo
24 se registraron reducciones moderadas entre 1,28 y 1,59 Logio UFC/mL para los MOI 10, 0.1y 1,
mientras que el MOI 100 produjo una disminucion comparable (1,40 Logl10). Sin embargo, al tiempo
48 las diferencias se marcaron. Los MOI 0.1, 1 y 10 mostraron reducciones limitadas de la biomasa
bacteriana (0,69-0,86 Logio), en contraste con el MOI 100, que alcanz6 una reduccion completa de 5

Logio UFC/mL, confirmando la significancia estadistica detectada (p < 0,0001) (Anexo 6).

En VB _SAL _EIF 009, a las 24 horas las reducciones oscilaron entre 1,20 y 1,53 Logio
UFC/mL para todos los MOI, siendo el MOI 1 significativamente mas efectivo que el MOI 0.1 (p =
0,047). A las 48 horas, las reducciones disminuyeron para todos los tratamientos (0,41-0,80 Logio). No
se observaron diferencias entre los MOI 1, 10 y 100, que exhibieron eficiencias similares. Finalmente,
el fago VB_SAL_EIF_012 alcanz6 la mayor reduccion a las 24 horas en condiciéon de MOI 10 (1,76
Logio UFC/mL), superando a los MOI 1 (1,37 Logio), 100 (1,65 Logio) vy 0.1 (1,53 Logio). A las 48
horas, el MOI 10 volvié a ser el més eficiente (1,43 Logio), superando estadisticamente a los MOI 1y

100 (p < 0,001) (Anexo 6).
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En conjunto, los datos obtenidos permitieron la determinacion del MOI 6ptimo de cada uno de
los fagos escogidos para la formacién de cécteles. Es asi como, VB_SAL_EIF_008 requiere MOI 100
para alcanzar reducciones maximas, VB_SAL_EIF_009 presenta respuestas equivalentes entre MOI 1-
100, y VB_SAL_EIF_012 muestra eficacia de manera consistente con un MOI 10.

Constituye un parametro critico en la formulacion de cocteles fagicos, ya que define la
proporcion promedio de viriones capaces de iniciar infeccion sobre la poblacion bacteriana diana. Un
MOI bajo implica que una fraccion significativa de células no serd alcanzada durante la exposicion
inicial, lo que permite su supervivencia y potencial replicacion, reduciendo asi la eficacia global del
tratamiento. En contraste, un MOI elevado asegura que la mayoria de las bacterias sean atacadas
simultaneamente, acelerando la lisis y favoreciendo una supresién mas rapida del crecimiento
microbiano (Wiebe et al., 2024). Sin embargo, diversos estudios de dinamica fago-huésped advierten
que valores excesivamente altos pueden inducir “lisis desde fuera”, un proceso en el cual la adsorcion
masiva de particulas provoca la ruptura inmediata de la célula sin permitir la produccion intracelular de
nuevos viriones, comprometiendo la amplificacion fagica y, por ende, la sostenibilidad del tratamiento
(J. Silva et al., 2021).

Battistelli et al. (2024) evaluaron dos fagos liticos aislados de entornos avicolas y analiz6 su
actividad a diferentes relaciones fago-bacteria, identificando un MOI 6ptimo de 0,1 como la condicion
que produjo la mayor reduccién de la viabilidad bacteriana. A este MOI, los conteos de S. Infantis
disminuyeron entre 2,2 y 3,4 Logio UFC/mL durante las primeras dos horas y se mantuvieron
significativamente por debajo del control hasta al menos 24 horas posteriores al tratamiento. De manera
notable, ni los MOI inferiores ni los superiores (1, 10 o 100) superaron la eficacia obtenida a 0,1.
Asimismo, los autores reportaron una mayor capacidad de replicacion fagica en esta condicion,
alcanzando titulos aproximados de 10'°,5-10'' PFU/mL en seis horas, superiores a los registrados a

MOI mas altos, donde la eliminacién acelerada de las células hospedadoras limitd la amplificacién viral.

Dentro de ciertos rangos, el incremento del MOI puede potenciar la lisis de Salmonella. A. R.
Costa et al. (2025) evaluaron varios bacteriéfagos dirigidos contra patdgenos alimentarios, incluidos
S. Enteritidis y S. Typhimurium. Las observaciones indican una asociacién entre una mayor
multiplicidad de infeccidn con un aumento significativo en la eficiencia litica. En sus ensayos, todos
los fagos lograron disminuir de manera sustancial las cargas bacterianas de sus hospedadores,
alcanzando reducciones maximas de aproximadamente 3,7 a 5,6 Logio UFC en un periodo cercano a 10

horas con la aplicacion de MOI elevados. Cabe sefialar que el incremento del MOI no conduce
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indefinidamente a mejoras adicionales, ya que el sistema puede presentar rendimientos decrecientes.
Una vez infectada la totalidad de células diana, la adicion de mas particulas fagicas no incrementa la
lisis (Battistelli et al., 2024).

Los estudios recientes indican que los MOI bajos pueden ser eficaces cuando se dispone de
tiempo suficiente para la replicacion fagica. Gvaladze et al. (2023) demostraron que un céctel de cinco
fagos dirigido contra diversos serotipos de Salmonella, incluido S. Infantis, logré reducir de manera
medible las poblaciones bacterianas incluso a un MOI extremadamente bajo de 0,001, especialmente a
25 °C, donde el crecimiento lento de las bacterias permitid la amplificacion progresiva de los viriones.
Conun coctel a MOI 0,1, la eliminacion fue ain mas eficiente, alcanzando reducciones de hasta 5 Logio
en seis horas a temperatura ambiente, mientras que a 8 °C se observaron disminuciones de

aproximadamente 1,7 Logio en 40 horas.

3.1.3. Identificacion de combinaciones de bacteriéfagos con capacidad litica complementaria y

estabilidad funcional en condiciones simuladas para su posterior analisis de eficacia y efectividad

La formulacion de cécteles de bacteridfagos constituye una estrategia ampliamente respaldada
para mejorar la eficacia y robustez de las intervenciones basadas en fagos frente a patdgenos
bacterianos. A diferencia del uso de un fago individual, los cocteles integran miltiples agentes liticos
con espectros de accion complementarios, lo que permite ampliar la cobertura frente a variantes
bacterianas heterogéneas, reducir la probabilidad de aparicion de mutantes resistentes y favorecer una
actividad litica sostenida bajo diversas condiciones ambientales (Subedi et al., 2025). Un enfoque que
se ha consolidado como una practica esencial para diversas aplicaciones industriales, donde la
variabilidad genética de los patdgenos y las fluctuaciones del entorno pueden comprometer la
efectividad de tratamientos monofagicos (Zhang et al., 2025). En este contexto, la identificacion
racional de combinaciones sinérgicas y funcionalmente estables representa un paso critico para

garantizar la eficiencia de los cécteles antes de su evaluacion experimental.

3.1.3.1. Formulacion de mezclas experimentales de fagos en diferentes combinaciones

El disefio de combinaciones fagicas se fundamento en criterios experimentales derivados del
andlisis de la capacidad litica individual de los fagos VB_SAL_EIF 008, VB_SAL_EIF_009 y

VB_SAL_EIF_011, asi como de su estabilidad y comportamiento cinético en condiciones simuladas de
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procesamiento avicola. Los resultados mostraron patrones de reduccion diferenciados segun el MOl y
el tiempo, VB_SAL_EIF_008 alcanzé reducciones de hasta 5 Logic UFC/mL con MOI 100,
VB_SAL_EIF_009 mantuvo una actividad estable en rangos intermedios de MOI, y VB_SAL_EIF_011
evidencié un rendimiento superior con MOI 10, con reducciones de hasta 1,76 Logio a las 24 horas.
Estas diferencias, sumadas a la complementariedad en los perfiles de lisis representados en la Figura 3
y la necesidad de mitigar el riesgo de resistencia bacteriana, guiaron la seleccién de combinaciones
binarias (VB_SAL_EIF_008+VB_SAL_EIF_009, VB_SAL_EIF_008+VB_SAL_EIF_011,
VB_SAL_EIF_009+VB_SAL_EIF _011) y un coctel ternario
(VB_SAL_EIF_008+VB_SAL_EIF_009+VB_SAL_EIF_011). De este modo, el disefio integré tanto

la potencia litica individual como la contribucidon estratégica de cada fago a la cobertura global.

Figura 8

Red de interaccion entre fagos, cocteles formulados y cepas de S. Infantis.

vB_sal_elF_008 tipo
® cepa
C_008 N
_‘009 £ ¢ coctel
09_012 + fago
nedo
VvB_sal_elF 012 2CTPOMT  HoL1C.1 SMBL2R2C2
516.11 ICT 198 SMBLAR1C)
6601 0.26246 StL1.1
7351 POLGIC U10925
7859 POLLISA U14895
8826 SMMOLIRICH U16785
8827 SIMOLIRICH U26065
8934 SM11L1D2CH U2620077
9201 SMIILIR2CH U955
vB_sal_elF_009 9203 SMM1L2RICH U185
C_009_ 9306 SM11L2RICH U7295
S o 9356 SM12L2R2CH U045
012 C_008.009 * SMI2L2RICH

C_008_012 SM3LXR1C2
C_009_012 SM3LXR2C2
GCT.10 SMBL1R3C1

Nota. El grafico muestra las conexiones entre los bacteriéfagos individuales (triangulos), los cActeles
formulados (poligonos) y las cepas de S. Infantis (circulos). Cada arista representa un evento de
infeccion o susceptibilidad, permitiendo visualizar la amplitud de hospedadores, solapamiento entre

fagos y el grado de cobertura proporcionado por cada coctel.
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La red bipartita de la Figura 8 se utilizd para visualizar la interaccion entre los bacteriéfagos
seleccionados (tridngulos verdes), las cepas de S. Infantis evaluadas (nodos circulares) y las
combinaciones fagicas formuladas experimentalmente (poligonos). Cada arista representa un evento de
sensibilidad, lo que permite identificar patrones de conexion y redundancia funcional dentro del
sistema. Se evidencia solapamiento entre los fagos VB_SAL_EIF_008, VB_SAL_EIF_009, lo cual
indica espectros de lisis similares entre ambos. A diferencia de VB_SAL_EIF_011 el cual muestran
grados variables de conectividad y en su espectro de hospedadores. Lo cual lo convierte en un agente
complementario adecuado. Aspecto fundamental para disefiar cécteles robustos. La ubicacién central
de los fagos y la distribucion periférica de las cepas reflejan que la mayor parte de los perfiles de
sensibilidad se concentran en puntos comunes, mientras que algunos nodos periféricos corresponden a

cepas mas restringidas, cuya cobertura depende de combinaciones especificas.

Los nodos poligonales correspondientes a los cocteles muestran una mayor conectividad en
comparacion con los fagos individuales, indicando que la integracion de dos o mas fagos incrementa el
namero total de cepas susceptibles. El aumento de cobertura refleja la complementariedad litica a la vez
que respalda la estrategia de combinar fagos con espectros parcialmente solapados para minimizar la
probabilidad de aparicion de clones resistentes. En conjunto, la figura evidencia que la formulacién de
cécteles responde a una seleccion racional basada integracion estratégica de los patrones de sensibilidad

observados en la red de interacciones.

A nivel general, la formulacién de cocteles fagicos en contexto avicola requiere integrar
criterios de seleccidn estrictos, perfiles de huésped cuantitativos y principios de disefio que prevengan
la emergencia de resistencia. La literatura enfatiza que los cécteles deben basarse exclusivamente en
fagos liticos con genomas libres de genes de lisogenia o factores de virulencia (T. Brenner et al., 2020).
Su seleccion se basa en una actividad litica robusta y su capacidad de amplificacion a escala operativa.
Criterios que se complementan con la necesidad de evaluar estabilidad funcional frente a pH,
temperatura y condiciones propias del procesamiento avicola (Torkashvand et al., 2024). Desde esta
perspectiva amplia, la formulacion se entiende como un proceso basado tanto en seguridad genémica

como en viabilidad biofisica.

Sobre esta base conceptual, el analisis del rango de huésped se convierte en el eje que define la
cobertura real del coctel. El uso de paneles representativos de S. Infantis procedentes de ambientes
diversos permite cuantificar la eficacia comparativa de cada fago (T. Brenner et al., 2020). Estos

ensayos permiten identificar solapamientos funcionales, susceptibilidades diferenciales y patrones de
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resistencia cruzada que deben evitarse durante la etapa de combinacion (Aguilera et al., 2023). Asi, la
caracterizacion fenotipica y molecular del huésped actia como filtro que orienta la seleccién hacia

combinaciones efectivamente complementarias.

Finalmente, los principios especificos de sinergia y estabilidad determinan qué fagos pasan de
candidatos individuales a componentes reales del coctel. La evidencia demuestra que combinar fagos
gue reconocen receptores distintos mejora la cobertura acumulativa y reduce la probabilidad de
aparicion de mutantes resistentes (Sevilla-Navarro et al., 2024). Mientras que la evaluacion empirica
de pares y trios permite descartar interacciones antagonistas (T. Brenner et al., 2020). Al mismo
tiempo, los filtros de estabilidad como suelen ser pH, temperatura, salinidad, encapsulacion y
almacenamiento, deben aplicarse antes de definir la mezcla final para asegurar que todos los
componentes mantienen su actividad bajo condiciones reales (Aguilera etal., 2023). El disefio
experimental Optimo se plantea como un proceso iterativo donde cribado, evaluacion funcional,
resistencia cruzada y estabilidad se integran de manera secuencial hasta converger en un céctel minimo,

eficaz y estable (T. Brenner et al., 2020).

3.1.3.2. Evaluacion de la eficacia del coctel frente al panel de cepas

Las cepas empleadas en la evaluacién de eficacia fueron seleccionadas previamente a partir del
ensayo de sensibilidad antimicrobiana mediante el método de Kirby-Bauer aplicado a la coleccién
inicial de aislados (Tabla 4). Con base en estos resultados, se eligidé una cepa representativa de los
clados principales, priorizando aquellas que presentan mayores perfiles de resistencia, con el propésito
de incluir en el andlisis a variantes con caracteristicas fenotipicas contrastantes. Enfoque que permitié
evaluar la eficacia del céctel fagico frente a cepas con multiples mecanismos de resistencia a
antibidticos, asegurando que la formulacién propuesta fuera evaluada bajo un escenario de relevancia

industrial.
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Tabla 6

Cobertura de infeccidn de los cocteles de bacteridfagos frente a S. Infantis

. Imagen de Lisis .
Cepa Clado Tratamiento lisis cualitativa Interpretacion
U7195 C3 C_008_009 . + Baja eficacia
Actividad
U7195 C3 C_008_012 . . moderada
: Crecimiento
**%
U7195 C3 C_009 012 bacteriano
uU7195 C3 C_008 009 012 . Baja eficacia
+
U9306 C4 C_008_009 . + Baja eficacia
U9306 C4 C_008_012 t Actividad
moderada
U9306 C4 C_009 012 . + Baja eficacia
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Tabla 6

Cobertura de infeccidn de los cocteles de bacteriéfagos frente a S. Infantis.

Cepa Clado Tratamiento Imagen de Lisis Interpretacion
lisis cualitativa
Actividad
U9306 C4 C_008_009_012
- == moderada
++
Efecto
SM11L2R1C1 C9 C_008_009 +++ .
potenciado
| 3
SM11L2R1C1 C9 C_008_012 ¥ * Buena eficacia
':M |
bacteriano
Efecto
SM11L2R1C1 C9 C_008_009_012 .
4 potenciado
U7195_
U9306_ C3 . C4 C9 C_008_009 + Baja eficacia
SM11L2R1C1
U7195_
U9306_ C3 . C4 C9 C_008 012 * Baja eficacia
SM11L2R1C1
U7195
- Actividad
U9306_ C3_C4 C9 C_009 012 ++
moderada
SM11L2R1C1 '
Continta

52



Tabla 6

Cobertura de infeccion de los cocteles de bacteridfagos frente a S. Infantis.

Cepa Clado Tratamiento Imagen de Lisis Interpretacion

lisis cualitativa

Actividad

U9306 C4 C_008_009_012 + moderada

Nota. La clasificacion cualitativa de la lisis se determind a partir del patrén de aclaramiento observado
en las placas tratadas con los distintos cocteles fagicos. Los niveles de actividad (+, ++, +++)
corresponden a incrementos graduales en la intensidad de lisis, interpretados como baja, moderada o
alta eficacia, respectivamente. Las imagenes adjuntas ilustran la morfologia tipica de la zona de lisis

asociada a cada tratamiento.

La evaluacion cualitativa del efecto litico de los diferentes cocteles fagicos revel6 variaciones
marcadas entre las cepas analizadas y entre los tratamientos aplicados. En la cepa U7195, perteneciente
al clado C3, se observd predominantemente un patrén de baja a moderada eficacia. Los tratamientos
C_008 009y C_008_012 generaron un aclaramiento tenue en la superficie del agar, clasificado como
+, lo que se traduce en lisis limitada. El coctel C_008_009 012 mostr6 un nivel ligeramente superior
(++), indicando una lisis moderada, aunque sin alcanzar niveles destacados. No obstante, el coctel
C_009 012 llamo la atencién al presentar un crecimiento bacteriano evidente (**), lo que indica

ausencia de actividad litica sobre esta cepa en particular.

En la cepa U9306, clasificada dentro del clado C4, se observé un comportamiento similar al de
U7195, caracterizado por una eficacia limitada en la mayoria de los tratamientos. El céctel C_008_009
produjo Unicamente un nivel bajo de aclaramiento (+), mientras que C_009 012 mostré un efecto
comparable, también clasificado como baja lisis. En contraste, el coctel C_008 009 012 generd una
respuesta mas evidente (++), indicando una lisis moderada y superando a los tratamientos individuales.
Aun asi, ninguno de los tratamientos evaluados logré inducir un efecto litico de alto nivel (+++) en esta
cepa, lo que sugiere que U9306 presenta una susceptibilidad intermedia frente a las combinaciones

experimentales.

Por otro lado, la cepa SM11L2R1C1, perteneciente al clado C9, mostrd los niveles mas altos

de susceptibilidad frente a los cocteles fagicos. El tratamiento C_008_009 produjo un aclaramiento
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amplio e intenso, clasificado como +++, lo que representa un efecto litico potenciado. La combinacién
C_008_009_012 también alcanzé un nivel equivalente (+++). El coctel C_008_012 mostré buena
eficacia con un nivel intermedio de aclaramiento (*), mientras que C_009_012 present6 un patron de
crecimiento bacteriano con morfologia de anillo (**), evidenciando una respuesta heterogénea segun la

combinacion aplicada.

Finalmente, al evaluar el efecto litico sobre la mezcla de cepas U7195-U9306-SM11L2R1C1
(clados C3_C4_C9), se registré Unicamente una lisis baja (+) frente al coctel C_008_009, sugiriendo
que, cuando las tres cepas estan presentes simultaneamente, el efecto del tratamiento es menos evidente
qgue cuando se examinan por separado. En conjunto, estos resultados evidencian patrones de
susceptibilidad especificos por clado, destacando que los cocteles basados en C_008 009 y
C_008_009 012 presentan el mayor potencial litico, especialmente frente a cepas del clado C9,

mientras que las cepas de clados C3 y C4 muestran respuestas mas limitadas o heterogéneas.

La combinacion C_009 012 con SM11L2R1C1 como hospedador resalta entre los resultados
por su morfologia. Se conforma de dos fagos que exhiben alta eficiencia litica de manera individual
pero que en conjunto generd un patron que coincide con la morfologia tipo bull’s-eye descrita por
Mitarai et al. (2016) para ciertos mutantes bacterianos bajo condiciones de alta carga fagica. La
literatura sefiala que esta morfologia se caracteriza por un nucleo central con elevada densidad de
colonias sobrevivientes, seguido de una zona de agotamiento, un segundo anillo de alta densidad y
finalmente un halo claro en la periferia, lo que refleja interacciones espaciales complejas entre

infeccion, replicacion fagica y crecimiento bacteriano (Kaiser, 1955).

Al combinar fagos, pueden darse efectos sinérgicos o antagonicos. La sinergia suele lograrse
cuando los fagos atacan al huésped por vias distintas o eliminando bacterias resistentes generadas contra
el otro fago. Los efectos sinérgicos se evidencian cuando la actividad de un fago dentro del coctel
potencia la eficacia de otro. Un ejemplo frecuente se observa en fagos que producen enzimas de
polimerasas capaces de degradar capsulas o exopolisacaridos, lo que elimina barreras fisicas que
inicialmente impiden la adsorcion fagica. Al remover estas estructuras protectoras, dichos fagos
facilitan que otros integrantes del céctel infecten bacterias previamente inaccesibles, produciendo una
lisis mas completa del cultivo y en los ensayos de placa, halos de inhibicién mas amplios y homogéneos
(Chen et al., 2024).
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En cambio, el antagonismo fagico ocurre si los virus interfieren entre si durante la infeccion de
la misma célula. Estudios recientes enfatizan que las interacciones fago-fago pueden alterar el
desempefio esperado de un coctel debido a la competencia por recursos celulares durante infecciones.
La coinfeccién bacteriana por dos o mas fagos puede generar diversos mecanismos antagonistas que
reducen la eficacia litica del céctel. Entre ellos destacan la exclusion por receptor o inmunidad de
superinfeccion, donde la infeccion inicial vuelve a la célula refractaria a otros fagos, produciendo
subpoblaciones no lisadas (Molina et al., 2022). A nivel intracelular, multiples genomas virales
compiten por la maquinaria bacteriana y a MOI elevados, disminuye tanto la probabilidad de entrada
como la velocidad de replicacion de cada fago, retrasando o incompletando la lisis y originando patrones

anulares o zonas de aclaramiento parcial en los ensayos de placa (Nguyen et al., 2023).

Niu et al. (2021) han demostrado que ciertas combinaciones fagicas presentan antagonismo
medible, con placas mas turbias y menor lisis total en comparacion con cada fago por separado al
trabajar con Escherichia coli. Concentraciones extremadamente altas pueden inducir lisis desde fuera,
donde el dafio de membrana mata la célula sin produccion de nuevos viriones, generando halos difusos
y ausencia de placas definidas, lo que evidencia que la coinfeccion excesiva puede deteriorar la

propagacion fagica en lugar de potenciarla (Panteleev et al., 2025).

La aparicién del patron bull’s-eye podria explicarse por la interaccion combinada de los dos
fagos, que al infectar simultaneamente podrian generar zonas de rapida deplecion bacteriana seguidas
de regiones donde la replicacion fagica disminuye por limitaciones de nutrientes o por estructuras
bacterianas mas dificiles de colonizar, permitiendo la reaparicién de microcolonias y la formacion de
anillos concéntricos (Mitarai et al., 2016). Este resultado indica que, aun cuando los fagos son
estrictamente liticos y efectivos de forma individual, su coaplicacion puede producir dindmicas
espaciales no lineales, subpoblaciones bacterianas transitoriamente tolerantes y patrones de infeccion
gue evidencian comportamientos emergentes propios de sistemas ecoldgicos estructurados, lo cual
subraya la importancia de evaluar la sinergia fagica no solo en términos de actividad litica global sino

también mediante analisis finos de morfologia de placa y dinamica espacial.
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3.1.3.3. Medicion de la estabilidad de los cécteles en condiciones de refrigeracion, cloro y la
multiplicidad de infeccion (MOI)

En esta seccion se evalud la estabilidad de los cdcteles fagicos C_008_009, C_008 012,
C_009 012 y C_009_008_012 bajo condiciones que simulan la cadena de frio avicola, combinando
diferentes concentraciones de cloro residual (0, 1, 3y 5 ppm), distintos tiempos de almacenamiento (0,
24, 48 horas) y a un MOI de 100. Se cuantificé de forma paralela la carga de los fagos (Logio PFU/mL)
y la carga de S. Infantis (Logio UFC/mL), aplicando un ANOVA multifactorial con pruebas post hoc de
medias marginales estimadas con test HSD de Tukey para determinar el efecto del tiempo, la
concentracion de cloro y su interaccion sobre ambos parametros. Los resultados de la estabilidad fagica
se resumen en la Figura 9, donde se observa que en general, los titulos de los cocteles se mantuvieron
elevados (= 8 - 9 Logio PFU/mL) tras 48 horas, en presencia de cloro con reducciones inferiores a 1

Loguo en la mayoria de los cocteles.

En el coctel C_008_009 (Figura 9A) los titulos iniciales se situaron alrededor de 9,2-9,3 Log1o
PFU/mL para todas las concentraciones de cloro. A lo largo de las 24 horas, los valores se mantuvieron
practicamente inalterados, sin diferencias significativas entre 0, 1, 3 y 5 ppm ni entre 0 y 24 horas, lo
que concuerda con el ANOVA, donde el factor de los ppm resulté no significativo y las comparaciones
de Tukey entre niveles de cloro muestran valores ajustados de p > 0,05 en casi todos los casos (Anexo
7). El efecto del tiempo si fue estadisticamente significativo en el modelo, pero se concentrd
principalmente en el contraste entre 0 y 48 h, a las 48 h se observé una disminucion marcada del titulo
en la condicion 0 ppm (= 5,7 Logio PFU/mL), mientras que en 1-5 ppm el descenso fue moderado (=
0,3-1 Logio). Esta caida puntual en 0 ppm podria estar relacionada con variabilidad experimental o con
una mayor adsorcion del fago a superficies en ausencia de cloro, ya que no se replica con igual
intensidad en las demdas concentraciones. En conjunto, C_008 009 se comporta como un cdctel
relativamente estable frente al cloro en el rango 1-5 ppm y moderadamente afectado por la prolongacion

del tiempo de almacenamiento.

Para el coctel C_008 012 (Figura 9B) se aprecia un patrén un poco mas dinamico. Los titulos
a tiempo 0 se mantienen cercanos a 9,1 Logio PFU/mL en todas las concentraciones, pero a medida que
avanzan las 24 y 48 h se observa una disminucion progresiva, particularmente evidente a 3y 5 ppm. El
ANOVA confirma este comportamiento, tanto los ppm, el tiempo y su interaccion fueron significativos,
con tamafios de efecto elevados (n? alta para el tiempo y la interaccion). Las comparaciones de Tukey

muestran diferencias significativas (p < 0,05-0,001) entre 0 y 48 h en las condiciones de 3y 5 ppm, lo
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que explica los asteriscos visibles en la Figura 9B (Anexo 7). En términos précticos, C_008_012
mantiene titulos altos (> 8,2-8,6 Logio PFU/mL) pero es el coctel donde mas claramente se ve que el
aumento de cloro y el tiempo prolongado actiian de manera conjunta, reduciendo cerca de 1 Logio el
titulo en las condiciones mas exigentes (3-5 ppm, 48 h). Esto sugiere que al menos uno de los fagos de
la mezcla es algo mas sensible a la combinacion de estrés quimico y frio, aunque la magnitud de la

pérdida sigue siendo moderada.

Referente al coctel C_009_012 (Figura 9C) la respuesta al cloro es todavia mas homogénea.
Los titulos iniciales rondan los 9,1 Logio PFU/mL, aunque se observa una reduccion gradual con el
tiempo, esta es bastante similar en todas las concentraciones de cloro, a las 48 h los valores se sitdan
alrededor de 8,3y 8,6 Logio PFU/mL. El ANOVA refleja que el factor tiempo es altamente significativo,
mientras que los ppmy la interaccion no alcanzan una significancia. En consecuencia, los asteriscos del
grafico se concentran en los contrastes entre 0 y 48 h, independientemente de la concentracion de cloro,
y no entre distintos niveles de ppm para un mismo tiempo. En otras palabras, C_009_012 es muy estable
frente al gradiente de cloro de 0-5 ppm, y el ligero descenso observado se atribuye principalmente al
almacenamiento prolongado a 4 °C. El hecho de que la influencia del cloro sea minima sugiere que los

fagos que componen este coctel tienen una buena tolerancia a las condiciones de desinfeccidn.

Como ultima mezcla tenemos al coctel C_008 009 012 (Figura 9D), combina los tres fagos
previos y muestra un comportamiento intermedio, pero con una interaccion estadistica muy marcada.
El ANOVA indica efectos significativos de los ppm, tiempo y de forma muy destacada la interaccion
ppmxtiempo (n* 0,52), lo que significa que el impacto del tiempo depende del nivel de cloro y
viceversa (Anexo 7). Visualmente, los titulos permanecen practicamente inalterados entre 0 y 24 h en
todo el rango de 0-5 ppm (= 9,0-9,3 Logic PFU/mL), mientras que a las 48 h se observa un descenso
coherente en todas las concentraciones, algo mas acentuado en 3y 5 ppm (= 8,6-8,8 Logio PFU/mL).
Las comparaciones de Tukey respaldan este patron, los contrastes significativos se concentran entre 0,
24 h'y 48 h, sobre todo a mayor ppm, lo que explica la presencia de asteriscos en esos pares de barras.
Desde el punto de vista funcional, este resultado indica que el coctel triple mantiene una elevada
estabilidad global y que, aun cuando el cloro y el tiempo interact(ian reduciendo el titulo, la pérdida
absoluta es relativamente pequefia (< 1 Logio) si se parte de un MOI alto como el utilizado en este

ensayo.

57



Figura 9

Cinéticas de estabilidad del coctel de bacteridfagos frente a diferentes concentraciones de cloro y
tiempos de incubacién
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Nota. Las barras muestran los titulos del céctel de bacteriéfagos (Logio PFU/mL) para C_008_009 (A),
C_008 012 (B), C_ 009 012 (C)y C_008 009 012 (D), incubados en soluciones con 0, 1, 3y 5 ppm
de cloro y evaluados a 0, 24 y 48 h, los datos corresponden a la media + desviacion estandar de tres
réplicas independientes.

La estabilidad observada concuerda con estudios recientes que indican que muchos fagos
toleran bien temperaturas de refrigeracion y rangos moderados de estrés quimico (Pan et al., 2023).
Phuong et al. (2022) demostraron que los fagos de Salmonella mantenidos en medios a 4 °C conservan
titulos elevados durante semanas, con pérdidas inferiores a 1 Logio en la mayoria de las condiciones.
Una investigacion reciente sobre estabilidad de bacteriofagos se concluye que, siempre que se controle
el pH y la matriz, la mayoria de los fagos destinados a aplicaciones industriales son robustos frente a
las temperaturas tipicas de procesado y almacenamiento de alimentos (Braz et al., 2025).
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Los resultados de este trabajo muestran que el coctel fagico formulado ofrece claras ventajas
frente al uso de fagos individuales evaluados en la Figura 5, aun cuando ambos ensayos se realizaron
bajo las mismas condiciones de cloro y refrigeracion. Los fagos simples expuestos a cloro presentaron
una supervivencia muy limitada, los titulos virales cayeron rapidamente y aunque se logré una fuerte
reduccion inicial de S. Infantis, los fagos también se vieron afectados. En cambio, en la Figura 9 la
combinacion de varios fagos complementarios aplicada a un MOI alto permiti6 mantener titulos

estableces en su mayoria de tiempo.

Este tipo comportamiento de los cocteles se da al mezclar fagos con distintos rangos de
hospedadores y diferentes mecanismos de reconocimiento, ya que se amplia el espectro de cepas lisadas,
se introduce redundancia funcional (si uno es inactivado por el cloro, otros contintan infectando) y se
reduce la probabilidad de que surjan rapidamente mutantes resistentes a todos los componentes
simultaneamente (P. Costa et al., 2025). Estudios recientes en Salmonella confirman estas ventajas, ya
que cdcteles de varios fagos han logrado reducciones de hasta 3 Logio en piel de pollo y acero
inoxidable, superando el desempefio de fagos individuales frente a mezclas de serotipos y manteniendo
la eficacia en condiciones de postcosecha comparables a las de la industria avicola (Pelyuntha &
Vongkamjan, 2023).

Un metaanalisis reciente en carne de pollo mostré que, por cada incremento en la dosis fagica,
la reduccion de Salmonella aumenta de manera significativa, lo que respalda la decision de trabajar con
MOI elevados en formulaciones tipo cdctel (Shahdadi et al., 2023). En lo referente a los cécteles
fagicos se mantuvieron practicamente dentro de la misma magnitud, esto respalda que las formulaciones
seleccionadas son lo suficiente estables para coexistir con desinfectantes basados en cloro y en

condiciones de frio.

En esta seccion se analizd el efecto de los cuatro cocteles fagicos (C_008 009, C_008 012,
C_009 012y C 008 009 012) sobre la supervivencia de S. Infantis multirresistente bajo condiciones
que simulan la etapa de enfriamiento de canales avicolas. A partir de los recuentos expresados en Logio
UFC/mL y del andlisis estadistico (ANOVA multifactorial con pruebas post hoc de medias marginales
estimadas con test HSD de Tukey), se evalué tanto la capacidad de cada céctel para reducir la carga
bacteriana en el tiempo como la posible interaccion entre la dosis de cloro y la permanencia del
tratamiento. De este modo, se comparo el desempefio relativo de las diferentes combinaciones de fagos,
identificando aquellas condiciones en las que se alcanzan las mayores reducciones de S. Infantis y que

resultan mas prometedoras para su aplicacion en la cadena avicola.
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En este coctel C_008_009 (Figura 10A), el tiempo de exposicion es claramente el factor
dominante sobre la carga de S. Infantis, el tiempo presenté p<0,0001 y n?~0,84, mientras que la
concentracion de cloro tuvo un efecto principal muy limitado (ppm p=~0,58; n°~0,08), aunque se detectd
una interaccion ppmxtiempo moderada (p=0,012; n°~0,47) (Anexo 8). Todas las condiciones iniciales
se situaron alrededor de 5,0 Logio UFC/mL vy, tras 48 h, se observaron reducciones de aproximadamente
1,2-2,0 Logio UFC/mL, con el valor minimo en 1 ppm-48 h (~2,9 Logio UFC/mL), mientras que 0, 3y
5 ppm quedaron en torno a 3,6-3,8 Logio UFC/mL.

La prueba de Tukey confirma que las comparaciones que involucran 1 ppm-48 h frente a los
tiempos iniciales son las mas significativas (p<0,01-0,0001), lo que indica que este coctel reduce de
forma consistente la poblacion bacteriana fundamentalmente por el efecto acumulado del tiempo, con
una ligera mejora en torno a 1 ppm de cloro, pero sin un gradiente claro de beneficio al incrementar la
concentracion hasta 3-5 ppm (Anexo 10). En términos aplicados, esto sugiere que C_008_009 puede
contribuir a disminuir la carga inicial de S. Infantis en condiciones de refrigeracion, aunque su

desempefio no depende fuertemente de la dosis de cloro utilizada dentro del rango evaluado.

En C_008_012 (Figura 10B), tanto el cloro como el tiempo influyen de manera marcada en la
respuesta bacteriana, los ppm mostraron p<0,0001 y 1?~0,74, tiempo p<0,0001 y 1?~0,91, y la
interaccion ppmxtiempo p~0,008; n°~0,49 (Anexo 8 y Anexo 10). Los recuentos de S. Infantis partieron
de alrededor de 5,0 Logio UFC/mL y descendieron hasta valores comprendidos entre 3,2 y 3,9 Logao
UFC/mL a las 48 h, dibujando un gradiente dosis-respuesta en el que las condiciones de 3 ppmy de 5
ppm alcanzan los recuentos mas bajos (=3,27 Logio UFC/mL en 5 ppm-48 h), mientras que 0 ppm-48
h se mantiene mas alto (~3,75 Logio UFC/mL).

El Tukey muestra diferencias significativas entre 0 ppm y 3-5 ppm a 24 y 48 h (p<0,001-
0,0001), evidenciando gue este cActel responde particularmente bien a concentraciones medias-altas de
cloro (Anexo 9). En conjunto, C_008_ 012 se comporta como un céctel cuya eficacia se ve claramente
potenciada por el desinfectante, la combinaciéon de tiempos prolongados de refrigeracion y a la
exposicion a 3-5 ppm de cloro permite maximizar la reduccion de S. Infantis (=1,5-2,0 Logioc UFC/mL),
lo que resulta especialmente relevante para aplicaciones en etapas de enfriamiento donde se trabaja con

cloro residual.
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Para C_009 012 (Figura 10C), se repite un patrén de fuerte dependencia de ambos factores,
aunque con una respuesta menos lineal a la dosis de cloro, ppm presenté p<0,0001 y n°~0,74, tiempo
p<0,0001 y n°~0,911la interaccion ppmxtiempo p<0,0001 y n*=0,61 (Anexo 9). En ausencia de cloro (0
ppm), la reduccién con el tiempo es moderada (de =5,0 a ~ 4,44 Logio UFC/mL a las 48 h), mientras
que a 1y sobre todo 3 ppm-48 h los recuentos descienden hasta ~3,7 y ~3,14 L Logio UFC/mL, esto
supone reducciones cercanas a 2,0 Logio UFC/mL. En cambio, 5 ppm-48 h se mantiene alrededor de
3,4-3,5 Logio UFC/mL.

El andlisis de Tukey confirma que las comparaciones que involucran 3 ppm-48 h frente a
concentraciones mas bajas son altamente significativas (p<0,0001), mientras que 5 ppm no mejora de
forma consistente la reduccion alcanzada a 3 ppm (Anexo 9). De este modo, C_009 012 parece
presentar una ventana Optima alrededor de 3 ppm de cloro, en la cual se obtiene el maximo efecto
bactericida conjunto (fago + cloro), mientras que el incremento a 5 ppm no se traduce en una ganancia

adicional proporcional en términos de disminucion de S. Infantis.

En el coctel triple C_008 009 012 (Figura 10D), los tres términos analizados son muy
influyentes, ppm mostré p<0,0001 y n’=0,74, tiempo p<0,0001 y 1?~0,89, ppmxtiempo p<0,0001 y
1%=0,67, lo que indica que buena parte de la variabilidad en la carga de S. Infantis se explica por la
combinacion de cloro y tiempo (Anexo 8). Los recuentos iniciales se situaron alrededor de 5,0 Logao
UFC/mL, pero a las 48 h-0 ppm se mantiene en ~4,33 Logio UFC/mL, mientras que 1 y 3 ppm-48 h
descienden hasta ~3,28-3,37 Logio UFC/mL, esto indica reducciones de aproximadamente 1,7-1,8
Logio UFC/mL, en contraste, 5 ppm-48 h se sitda cerca de 4,39 Logio UFC/mL, sin mejora apreciable
respecto a 0 ppm. El Tukey muestra diferencias significativas entre 1-3 ppm-48 h y 0-5 ppm-48 h
(p<0,001-0,0001), pero no entre 0 y 5 ppm-48 h (Anexo 9). Esto indica que el coctel con tres fagos es
muy eficaz para reducir S. Infantis cuando se trabaja con concentraciones moderadas de cloro (1-3 ppm)
y tiempos de refrigeracion prolongados, mientras que niveles mas altos de desinfectante no incrementan
la eficacia y terminan comportandose, en términos de recuentos finales (Logio UFC/mL), de forma
similar a la condicidn sin cloro, probablemente por un compromiso entre inactivacion fagica y accion

bactericida del cloro.

De forma conjunta la estabilidad del céctel fagico y la reduccion de S. Infantis, el coctel
C_008_009_012 se perfila como la alternativa mas robusta, ya que mantiene titulos virales elevados en
presencia de cloro y logra descensos bacterianos cercanos a 1,5-2 logio UFC/mL en la mayoria de las

combinaciones de 1-3 ppm y 24-48 h, ademas esta posee 3 fagos con perfiles de lisis complementarios
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que podrian ampliar el espectro. No obstante, C_008_009 y C_008_012 también mostraron un
desempefio destacado, con buenas reducciones de la carga bacteriana y una buena estabilidad fagica,
por lo que pueden considerarse como formulaciones eficaces en las condiciones evaluadas. En
contraste, el coctel C_009_012 tendi6 a mostrar respuestas algo menos consistentes en referencia a la
reduccion de S. Infantis en algunos tratamientos, por lo que, aunque sigue siendo activo, resultaria

menos ventajoso como candidato principal frente a las otras combinaciones.

Figura 10

Supervivencia bacteriana tras el tratamiento con el cActel de bacteritéfagos en presencia de cloro
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Nota. Las barras muestran la concentracion de S. Infantis (Logio UFC/mL), tras el tratamiento con los
cocteles C_008_009 (A), C_008_012 (B), C_009_012 (C) y C_008_009_012 (D) a un MOI de 100, en
presencia de 0, 1, 3y 5 ppm de cloro y evaluados a 0, 24 y 48 h, los valores corresponden a la media +

desviacion estandar de tres réplicas independientes.
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Ahora referente a la variacion del segundo ensayo Figura 6 (fagos individuales) y del tercer
ensayo (cocteles) Figura 9 en relacion a las bacterias, se realizaron bajo las mismas condiciones
fisicoquimicas (misma concentracion de cloro, temperatura de refrigeracion y tiempo de incubacion),
el comportamiento de S. Infantis fue diferente, en el segundo ensayo la poblacién bacteriana cayé
rapidamente por debajo del limite de deteccion, mientras que en el tercero se observaron reducciones
de 1-2 Logio UFC/mL, pero con supervivencia residual al final del ensayo. Esta diferencia se explica

por la combinacién de un aumento del MOI fagico y un incremento del inéculo bacteriano.

Enla Figura 5y Figura 6 se trabaj6 con un MOI de 1 y un inéculo bacteriano menor. En estas
condiciones, el cloro actud fuertemente sobre ambas poblaciones, redujo la bacteria y al mismo tiempo
inactivd una fraccion importante de los fagos. Sin embargo, como la carga bacteriana inicial era
relativamente baja, bastd con uno o dos ciclos liticos para que la poblacion fagica se amplificara y
agotara casi por completo las células disponibles. Este tipo de eliminacion rapida se ha descrito en
ensayos in vitro con Salmonella donde, aun con MOI moderados, los fagos logran reducciones de > 4-
5 Logio cuando el inéculo inicial es bajo y las condiciones favorecen la replicacion viral (Li et al., 2020;
Pelyuntha et al., 2021).

En cambio, para la Figura 9 y Figura 10 se trabajo con MOI de 100 incrementando ligeramente
la cantidad inicial de bacterias para mantener la relacion fago-bacteria deseada, generando un escenario
distinto en el que hay muchas mas células susceptibles que pueden actuar como huéspedes, por lo que
siempre queda una fraccion que escapa a la infeccidn inicial. Al mismo tiempo, el cloro continta
inactivando parte del inoculo fagico, de modo que el MOI efectivo desciende rapidamente tras el
contacto a pesar de partir de un valor tedrico de 100. Estudios recientes indican que el cloro puede
reducir varios ordenes logaritmicos la viabilidad de fagos de Salmonella en pocas horas, incluso en
rangos de ppm compatibles con la industria alimentaria, como consecuencia al existir mas bacterias
disponibles y una poblacion fagica parcialmente inactivada, el sistema tiende a un equilibrio en el que
se observa una caida inicial pronunciada de aproximadamente 1-2 Logi;o UFC/mL seguida de una

meseta de supervivencia, tal como se evidencia en las gréaficas de dicha figura (Wessels et al., 2021).
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CAPITULO IV.- CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusiones

Se evaluo la capacidad litica de 18 bacteriéfagos frente a un panel de 46 cepas de Salmonella,
correspondiendo el 76,08 % al serovar Infantis y el 23,92 % a los serovares | 1,4,[5],12:i:-,
Typhimurium, Derby, Hadar, Amsterdam, Enteriditis y Uganda. Mediante el andlisis
cuantitativo de la matriz fago—hospedador obtenida de los resultados del test de la gota. Se
revel6 que los 17 fagos evaluados presentan actividad litica frente a S. Infantis, mostrando al
menos una interaccion de lisis parcial o completa con las cepas analizadas. el espectro de
actividad varid entre fagos, con 6 de ellos alcanzando un rango amplio de infeccion >50% de
las cepas (vB_Sal elF 007, vB_Sal elF 008, vB Sal elF 009, vB_Sal elF_010,
vB_Sal_elF_011, vB_Sal_elF 012). 8 mostrando actividad moderada (20-49%)
(vB_Sal_elF_003, vB_Sal _elF_005, vB_Sal elF_006, vB_Sal elF 013, vB_Sal elF 015,
vB_Sal_elF_016, vB_Sal_elF 017, vB_Sal_elF_019) y 3 exhibiendo un espectro estrecho
(<20%) (vB_Sal_elF 004, vB_Sal elF 014, vB_Sal elF_018). Resultados que confirman que
el grupo de fagos incluye tanto candidatos de amplio rango, adecuados para cocteles
generalistas, como fagos especializados que aportan complementariedad frente a

subpoblaciones especificas del patdgeno.

La evaluacién de estabilidad bioldgica demostréd que los fagos mantienen viabilidad aceptable
bajo condiciones de refrigeracion (4 °C) durante el periodo analizado, preservando su capacidad
infectiva con reducciones moderadas en el titulo fagico. Sin embargo, la exposicion a cloro
evidencié una susceptibilidad diferencial entre fagos, con algunos aislados mostrando una
marcada pérdida de viabilidad (vB_Sal_elF 007, vB_Sal elF 010, vB_Sal elF _011) incluso
a bajas concentraciones. Mientras que aquellos que conservaron su actividad con reducciones
minimas (vB_Sal elF 008, vB_Sal elF 009, vB Sal elF 012) demostraron ser candidatos
aptos para la formacion de cocteles. En conjunto, estos resultados confirman que la estabilidad
de los fagos depende tanto de sus caracteristicas intrinsecas como de la intensidad y duracion
del tratamiento quimico, lo que permite identificar cuales presentan un desempefio robusto

frente a condiciones tipicas del procesamiento avicola.
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La identificacion de combinaciones de bacteri6fagos con capacidad litica complementaria
permitio seleccionar mezclas con perfiles de accion més amplios y estables frente a S. Infantis,
considerando condiciones simuladas del entorno avicola. El andlisis comparativo de
infectividad, estabilidad en refrigeracion y tolerancia al cloro evidencié que no todas las
combinaciones presentan un desempefio sinérgico. De hecho, la mezcla C_009_012 mostrd
comportamientos antagdnicos, manifestando reduccion de la lisis, interferencia entre fagos o
pérdida de estabilidad funcional. Esta combinacion fue descartada con la finalidad de evitar
efectos negativos sobre la eficacia. En contraste, las mezclas con actividad complementaria, sin
interferencias detectables y con estabilidad conservada bajo condiciones operativas son
C_008_009, C_008 012 y C_008_009 012 las cuales fueron priorizadas como candidatas

robustas para su evaluacion posterior en ensayos de eficacia.

La evidencia generada en este estudio permitié concluir que es posible disefiar cocteles de
bacteri6fagos con sinergia litica y estabilidad funcional adecuados para el control de S. Infantis
de origen avicola ecuatoriano. Por medio de la seleccién progresiva de fagos con amplio
espectro de infectividad, elevada capacidad de reduccion bacteriana y tolerancia diferenciada a
condiciones de refrigeracion y cloro residual. Se establecié un conjunto de candidatos con
desempefio consistentemente superior. El analisis de compatibilidad entre fagos permitio,
ademads, identificar y descartar combinaciones con interacciones antagdnicas, asegurando que
los cocteles finales aprovecharan efectos complementarios y evitaran pérdidas de eficacia. En
conjunto, los resultados confirman que la formulacién racional basada en criterios de
infectividad, estabilidad y compatibilidad constituye una estrategia sélida para el desarrollo de
intervenciones fagicas dirigidas en la cadena avicola, aportando una alternativa prometedora
frente a cepas multirresistentes y contribuyendo al fortalecimiento de la inocuidad alimentaria

en el contexto nacional.
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4.2 Recomendaciones

e Evaluar los genes de resistencia y otros determinantes genéticos presentes en las cepas de S.
Infantis que mostraron tolerancia parcial o ausencia de lisis frente a ciertas combinaciones de
fagos, con el fin de identificar posibles genes asociados a modificaciones de receptores,
mecanismos de inmunidad bacteriana (como sistemas RM o CRISPR-Cas), mutaciones
adaptativas que podrian comprometer la eficacia del cdctel y de esta forma ajustar la

composicion del coctel de manera méas dirigida.

e Realizar ensayos adicionales del céctel fagico en matrices carnicas reales (piel, masculo y
superficies de contacto), mediante disefios experimentales que simulen el proceso industrial.
La comparacion entre el comportamiento in vitro y en matrices reales permitird validar el
potencial del coctel en entornos complejos y definir su aplicabilidad como herramienta

complementaria a los desinfectantes convencionales usados en la cadena avicola.

o Implementar andlisis bioinforméaticos complementarios de los genomas fagicos seleccionados
orientados a descartar la presencia de genes de virulencia o lisogenicidad, garantizando la
seguridad del coctel y fortaleciendo su potencial uso como herramienta biotecnolégica en la

industria avicola.
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ANEXOS

Anexo 1

Tabla ANOVA de los efectos principales e interacciones entre fago, tiempo de incubacion y

concentracion de cloro (ppm) sobre la variacion del titulo fagico

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

Fago 5 495 99 41731 <2e-16
Tiempo_h 2 2373.8 1186.9 5002.883 < 2e-16
ppm 3 211.8 70.6 297.535 < 2e-16
Fago:Tiempo h 10 33.0 3.3 13.894 < 2e-16
Fago:ppm 15 335 2.2 9.414 4.26e-15

Tiempo_h:ppm 6 108.2 18.0 75.993 < 2e-16
Fago:Tiempo_h:ppm 30 284 0.9 3.9901.11e-08
Residuals 144 342 0.2

Fago el
Tiempo_h il
ppm **k%k
Fago:Tiempo_h  ***
Fago:ppm falalel

Tiempo_h:ppm  ***
Fago:Tiempo_h:ppm ***
Residuals

Signif. codes:
0 “***> 0,001 “*** 0.01 *’ 0.05°°0.1°"1

Anexo 2
Pruebas de Tukey basadas en EMMSs para la comparacion de fagos bajo condiciones del experimento

Tiempo_h =0, ppm=0:

contrast estimate SE df t.ratio p.value

VB_SAL_EIF_007 - VB_SAL_EIF 008 0.16220.398 144 0.408 0.9985
VB_SAL_EIF_007 - VB_SAL_EIF_009 0.3680 0.398 144 0.925 0.9394
VB_SAL_EIF_007 - VB_SAL_EIF 010 0.43320.398 144 1.089 0.8849
VB_SAL_EIF_007 - VB_SAL_EIF_011 -0.0210 0.398 144 -0.053 1.0000
VB_SAL_EIF_007 - VB_SAL_EIF 012 0.2279 0.398 144 0.573 0.9926
VB_SAL_EIF_008 - VB_SAL_EIF 009 0.2059 0.398 144 0.518 0.9954
VB_SAL_EIF_008-VB_SAL_EIF 010 0.27110.398 144 0.682 0.9837
VB_SAL_EIF_008-VB_SAL_EIF 011 -0.18320.398 144 -0.461 0.9974
VB_SAL_EIF_008-VB_SAL_EIF 012 0.0658 0.398 144 0.165 1.0000
VB_SAL_EIF_009 - VB_SAL_EIF 010 0.06520.398 144 0.164 1.0000
VB_SAL_EIF_009 - VB_SAL_EIF 011 -0.38900.398 144 -0.978 0.9242
VB_SAL_EIF_009 - VB_SAL_EIF 012 -0.14010.398 144 -0.352 0.9993
VB_SAL_EIF_010-VB_SAL_EIF 011 -0.45430.398 144 -1.142 0.8628
VB_SAL_EIF_010-VB_SAL_EIF 012 -0.20530.398 144 -0.516 0.9955
VB_SAL_EIF_011-VB_SAL_EIF 012 0.24890.398 144 0.626 0.9889

Continla
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Anexo 2
Pruebas de Tukey basadas en EMMSs para la comparacion de fagos bajo condiciones del experimento

Tiempo_h =24, ppm = 0:

contrast estimate SE df t.ratio p.value

VB_SAL_EIF_007 - VB_SAL_EIF 008 -0.3977 0.398 144 -1.000 0.9173
VB_SAL_EIF_007 - VB_SAL_EIF_009 0.4396 0.398 144 1.105 0.8785
VB_SAL_EIF 007 - VB_SAL_EIF_010 0.49300.398 144 1.240 0.8166
VB_SAL_EIF 007 - VB_SAL_EIF_011 -0.1082 0.398 144 -0.272 0.9998
VB_SAL_EIF_007 - VB_SAL_EIF_012 -0.2539 0.398 144 -0.638 0.9879
VB_SAL_EIF 008 - VB SAL_EIF_ 009 0.83730.398 144 2.105 0.2904
VB_SAL _EIF 008 - VB_SAL_EIF 010 0.8907 0.398 144 2.240 0.2263
VB_SAL_EIF 008 - VB SAL _EIF 011  0.28950.398 144 0.728 0.9782
VB_SAL_EIF 008 -VB SAL _EIF 012 0.14380.398 144 0.362 0.9992
VB_SAL_EIF 009 - VB SAL_EIF_010 0.05340.398 144 0.134 1.0000
VB_SAL _EIF 009 - VB _SAL_EIF 011 -0.5478 0.398 144 -1.377 0.7404
VB_SAL EIF 009 - VB _SAL_EIF 012 -0.69350.398 144 -1.744 0.5054
VB_SAL EIF 010-VB_SAL_EIF 011 -0.60130.398 144 -1.512 0.6572
VB_SAL EIF 010-VB_SAL_EIF 012 -0.7469 0.398 144 -1.878 0.4198
VB_SAL_EIF 011-VB_SAL _EIF_012 -0.1457 0.398 144 -0.366 0.9991

Tiempo_h =48, ppm = 0:

contrast  estimate SE df t.ratio p.value

VB_SAL_EIF_007 - VB_SAL_EIF_008 0.1712 0.398 144 0.430 0.9981
VB_SAL_EIF_007 - VB_SAL_EIF_009 0.6737 0.398 144 1.694 0.5379
VB_SAL_EIF_007 - VB_SAL_EIF_010 2.3402 0.398 144 5.884 <.0001
VB_SAL_EIF_007 - VB_SAL_EIF 011 0.2817 0.398 144 0.708 0.9807
VB_SAL_EIF_007 - VB_SAL_EIF 012 0.2817 0.398 144 0.708 0.9807
VB_SAL_EIF_008 - VB_SAL_EIF_009 0.5026 0.398 144 1.264 0.8041
VB_SAL_EIF_008 - VB_SAL_EIF 010 2.1690 0.398 144 5.454 <.0001
VB_SAL_EIF_008 - VB_SAL_EIF 011  0.11050.398 144 0.278 0.9998
VB_SAL_EIF_008 - VB_SAL_EIF 012 0.11050.398 144 0.278 0.9998
VB_SAL_EIF_009 - VB_SAL_EIF_010 1.6664 0.398 144 4.190 0.0007
VB_SAL_EIF_009 - VB_SAL_EIF_011 -0.39200.398 144 -0.986 0.9218
VB_SAL_EIF_009 - VB_SAL_EIF 012 -0.39200.398 144 -0.986 0.9218
VB_SAL_EIF_010 - VB_SAL_EIF 011 -2.05850.398 144 -5.176 <.0001
VB_SAL_EIF_010 - VB_SAL_EIF 012 -2.05850.398 144 -5.176 <.0001
VB_SAL_EIF_011 - VB_SAL_EIF_012 0.0000 0.398 144 0.000 1.0000

Tiempo_h =0, ppm=1:

contrast estimate SE df t.ratio p.value

VB_SAL_EIF_007 - VB_SAL_EIF 008 0.16220.398 144 0.408 0.9985
VB_SAL_EIF_007 - VB_SAL_EIF_009 0.3680 0.398 144 0.925 0.9394
VB_SAL_EIF_007 - VB_SAL_EIF 010 0.43320.398 144 1.089 0.8849
VB_SAL_EIF_007 - VB_SAL_EIF_011 -0.0210 0.398 144 -0.053 1.0000
VB_SAL_EIF_007 - VB_SAL_EIF 012 0.22790.398 144 0.573 0.9926
VB_SAL_EIF_008 - VB_SAL_EIF 009 0.2059 0.398 144 0.518 0.9954
VB_SAL_EIF_008-VB_SAL_EIF 010 0.27110.398 144 0.682 0.9837
VB_SAL_EIF_008-VB_SAL_EIF 011 -0.18320.398 144 -0.461 0.9974
VB_SAL_EIF_008-VB_SAL_EIF 012 0.0658 0.398 144 0.165 1.0000
VB_SAL_EIF_009 - VB_SAL_EIF 010 0.06520.398 144 0.164 1.0000
VB_SAL_EIF_009 - VB_SAL_EIF 011 -0.38900.398 144 -0.978 0.9242
VB_SAL_EIF_009 - VB_SAL_EIF 012 -0.14010.398 144 -0.352 0.9993
VB_SAL_EIF_010-VB_SAL_EIF 011 -0.45430.398 144 -1.142 0.8628
VB_SAL_EIF_010-VB_SAL_EIF 012 -0.20530.398 144 -0.516 0.9955
VB_SAL_EIF_011-VB_SAL_EIF 012 0.24890.398 144 0.626 0.9889
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Anexo 2

Pruebas de Tukey basadas en EMMSs para la comparacion de fagos bajo condiciones del experimento

Tiempo_h =24, ppm = 1:

contrast estimate SE df t.ratio p.value

VB_SAL_EIF_007 - VB_SAL_EIF_008
VB_SAL_EIF_007 - VB_SAL_EIF_009
VB_SAL_EIF_007 - VB_SAL_EIF_010
VB_SAL_EIF 007 - VB_SAL_EIF 011
VB_SAL_EIF_007 - VB_SAL_EIF 012
VB_SAL_EIF_008 - VB_SAL_EIF_009
VB_SAL_EIF_008 - VB_SAL_EIF_010
VB_SAL_EIF_008 - VB_SAL_EIF 011
VB_SAL_EIF_008 - VB_SAL_EIF 012
VB_SAL_EIF_009 - VB_SAL_EIF_010
VB_SAL_EIF_009 - VB_SAL_EIF 011
VB_SAL_EIF_009 - VB_SAL_EIF 012
VB_SAL_EIF 010 - VB_SAL_EIF 011
VB_SAL_EIF 010 - VB_SAL_EIF 012
VB_SAL_EIF 011-VB_SAL_EIF 012

Tiempo_h =48, ppm = 1:

-2.2240 0.398 144 -5.592 <.0001
-2.2408 0.398 144 -5.635 <.0001
-2.0762 0.398 144 -5.221 <.0001
-2.9985 0.398 144 -7.540 <.0001
-2.3427 0.398 144 -5.891 <.0001

-0.0168 0.398 144 -0.042 1.0000

0.1478 0.398 144 0.372 0.9991

-0.7745 0.398 144 -1.948 0.3778

-0.1186 0.398 144 -0.298 0.9997

0.1646 0.398 144 0.414 0.9984
-0.7577 0.398 144 -1.905 0.4032
-0.1018 0.398 144 -0.256 0.9998
-0.9223 0.398 144 -2.319 0.1932
-0.2664 0.398 144 -0.670 0.9849

0.6559 0.398 144 1.649 0.5675

contrast  estimate SE df t.ratio p.value

VB_SAL_EIF_007 - VB_SAL_EIF_008
VB_SAL_EIF_007 - VB_SAL_EIF_009
VB_SAL_EIF_007 - VB_SAL_EIF_010
VB_SAL_EIF_007 - VB_SAL_EIF 011
VB_SAL_EIF_007 - VB_SAL_EIF 012
VB_SAL_EIF_008 - VB_SAL_EIF_009
VB_SAL_EIF_008 - VB_SAL_EIF_010
VB_SAL_EIF_008 - VB_SAL_EIF 011
VB_SAL_EIF_008 - VB_SAL_EIF 012
VB_SAL_EIF_009 - VB_SAL_EIF_010
VB_SAL_EIF_009 - VB_SAL_EIF 011
VB_SAL_EIF_009 - VB_SAL_EIF 012
VB_SAL_EIF_010- VB_SAL_EIF 011
VB_SAL_EIF_010- VB_SAL_EIF 012
VB_SAL_EIF 011 -VB_SAL_EIF 012

Tiempo_h =0, ppm=3:

-2.2650 0.398 144 -5.695 <.0001
-2.7444 0.398 144 -6.901 <.0001
-2.4173 0.398 144 -6.078 <.0001
-2.3597 0.398 144 -5.934 <.0001
-3.0778 0.398 144 -7.739 <.0001

-0.4794 0.398 144 -1.205 0.8337

-0.1523 0.398 144 -0.383 0.9989

-0.0947 0.398 144 -0.238 0.9999

-0.8128 0.398 144 -2.044 0.3230

0.3271 0.398 144 0.822 0.9630

0.3846 0.398 144 0.967 0.9275
-0.3335 0.398 144 -0.838 0.9598

0.05750.398 144 0.145 1.0000
-0.6606 0.398 144 -1.661 0.5598
-0.7181 0.398 144 -1.806 0.4654

contrast estimate SE df t.ratio p.value

VB_SAL_EIF_007 - VB_SAL_EIF_008
VB_SAL_EIF_007 - VB_SAL_EIF_009
VB_SAL_EIF_007 - VB_SAL_EIF_010
VB_SAL_EIF_007 - VB_SAL_EIF 011
VB_SAL_EIF_007 - VB_SAL_EIF 012
VB_SAL_EIF_008 - VB_SAL_EIF_009
VB_SAL_EIF_008 - VB_SAL_EIF_010
VB_SAL_EIF_008 - VB_SAL_EIF 011
VB_SAL_EIF_008 - VB_SAL_EIF 012
VB_SAL_EIF_009 - VB_SAL_EIF_010
VB_SAL_EIF_009 - VB_SAL_EIF 011
VB_SAL_EIF_009 - VB_SAL_EIF 012
VB_SAL_EIF_010- VB_SAL_EIF 011
VB_SAL_EIF_010- VB_SAL_EIF 012
VB_SAL_EIF_011-VB_SAL_EIF 012

0.1622 0.398 144 0.408 0.9985
0.3680 0.398 144 0.925 0.939%4
0.4332 0.398 144 1.089 0.8849
-0.0210 0.398 144 -0.053 1.0000
0.22790.398 144 0.573 0.9926

0.2059 0.398 144 0.518 0.9954

0.2711 0.398 144 0.682 0.9837

-0.1832 0.398 144 -0.461 0.9974

0.0658 0.398 144 0.165 1.0000
0.0652 0.398 144 0.164 1.0000
-0.3890 0.398 144 -0.978 0.9242
-0.1401 0.398 144 -0.352 0.9993
-0.4543 0.398 144 -1.142 0.8628
-0.2053 0.398 144 -0.516 0.9955
0.2489 0.398 144 0.626 0.9889
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Anexo 2
Pruebas de Tukey basadas en EMMSs para la comparacion de fagos bajo condiciones del experimento

Tiempo_h =24, ppm = 3:

contrast estimate SE df t.ratio p.value

VB_SAL_EIF 007 - VB_SAL_EIF_008 -1.94140.398 144 -4.882 <.0001
VB_SAL_EIF 007 - VB_SAL_EIF_009 -2.1796 0.398 144 -5.481 <.0001
VB_SAL_EIF 007 - VB_SAL_EIF_010 1.49430.398 144 3.757 0.0033
VB_SAL_EIF 007 - VB_SAL_EIF_011 -2.1481 0.398 144 -5.401 <.0001
VB_SAL_EIF_007 - VB_SAL_EIF_012 -1.7318 0.398 144 -4.355 0.0004
VB_SAL_EIF_008 - VB_SAL_EIF_009 -0.23830.398 144 -0.599 0.9909
VB _SAL_EIF 008 - VB _SAL_EIF 010 3.4357 0.398 144 8.639 <.0001
VB_SAL_EIF_008 - VB_SAL_EIF 011 -0.2067 0.398 144 -0.520 0.9953
VB_SAL_EIF 008 - VB SAL _EIF 012 0.20950.398 144 0.527 0.9950
VB_SAL_EIF 009 - VB SAL_EIF_ 010 3.67390.398 144 9.238 <.0001
VB_SAL_EIF 009 - VB SAL_EIF_ 011 0.0316 0.398 144 0.079 1.0000
VB_SAL_EIF 009 - VB_SAL _EIF_012 0.44780.398 144 1.126 0.8699
VB_SAL_EIF 010-VB_SAL _EIF 011 -3.64240.398 144 -9.159 <.0001
VB_SAL_EIF 010-VB_SAL _EIF 012 -3.22610.398 144 -8.112 <.0001
VB_SAL EIF 011-VB _SAL_EIF 012 0.4162 0.398 144 1.047 0.9012

Tiempo_h = 48, ppm = 3:

contrast  estimate SE df t.ratio p.value

VB_SAL_EIF_007 - VB_SAL_EIF_008 -0.4706 0.398 144 -1.183 0.8442
VB_SAL_EIF_007 - VB_SAL_EIF_009 -1.2803 0.398 144 -3.219 0.0194
VB_SAL_EIF_007 - VB_SAL_EIF 010 1.5734 0.398 144 3.956 0.0016
VB_SAL_EIF_007 - VB_SAL_EIF_011 -0.7864 0.398 144 -1.977 0.3604
VB_SAL_EIF_007 - VB_SAL_EIF_012 -1.2600 0.398 144 -3.168 0.0226
VB_SAL_EIF_008 - VB_SAL_EIF_009 -0.8096 0.398 144 -2.036 0.3274
VB_SAL_EIF_008 - VB_SAL_EIF 010 2.04400.398 144 5.140 <.0001
VB_SAL_EIF_008 - VB_SAL_EIF_011 -0.3158 0.398 144 -0.794 0.9682
VB_SAL_EIF_008 - VB_SAL_EIF_012 -0.7894 0.398 144 -1.985 0.3561
VB_SAL_EIF_009 - VB_SAL_EIF_010 2.85370.398144 7.176 <.0001
VB_SAL_EIF_009 - VB_SAL_EIF_011 0.49390.398 144 1.242 0.8155
VB_SAL_EIF_009 - VB_SAL_EIF_012 0.0203 0.398 144 0.051 1.0000
VB_SAL_EIF_010 - VB_SAL_EIF 011 -2.3598 0.398 144 -5.934 <.0001
VB_SAL_EIF_010 - VB_SAL_EIF 012 -2.83340.398 144 -7.125 <.0001
VB_SAL_EIF_011 - VB_SAL_EIF 012 -0.4736 0.398 144 -1.191 0.8406

Tiempo_h=0, ppm=5:

contrast estimate SE df t.ratio p.value

VB_SAL_EIF_007 - VB_SAL_EIF 008 0.16220.398 144 0.408 0.9985
VB_SAL_EIF_007 - VB_SAL_EIF_009 0.3680 0.398 144 0.925 0.9394
VB_SAL_EIF_007 - VB_SAL_EIF 010 0.43320.398 144 1.089 0.8849
VB_SAL_EIF_007 - VB_SAL_EIF_011 -0.0210 0.398 144 -0.053 1.0000
VB_SAL_EIF_007 - VB_SAL_EIF 012 0.22790.398 144 0.573 0.9926
VB_SAL_EIF_008 - VB_SAL_EIF 009 0.2059 0.398 144 0.518 0.9954
VB_SAL_EIF_008-VB_SAL_EIF 010 0.27110.398 144 0.682 0.9837
VB_SAL_EIF_008-VB_SAL_EIF 011 -0.18320.398 144 -0.461 0.9974
VB_SAL_EIF_008-VB_SAL_EIF 012 0.0658 0.398 144 0.165 1.0000
VB_SAL_EIF_009 - VB_SAL_EIF 010 0.06520.398 144 0.164 1.0000
VB_SAL_EIF_009 - VB_SAL_EIF 011 -0.38900.398 144 -0.978 0.9242
VB_SAL_EIF_009 - VB_SAL_EIF 012 -0.14010.398 144 -0.352 0.9993
VB_SAL_EIF_010-VB_SAL_EIF 011 -0.45430.398 144 -1.142 0.8628
VB_SAL_EIF_010-VB_SAL_EIF 012 -0.20530.398 144 -0.516 0.9955
VB_SAL_EIF_011-VB_SAL_EIF 012 0.24890.398 144 0.626 0.9889
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Anexo 2

Pruebas de Tukey basadas en EMMSs para la comparacion de fagos bajo condiciones del experimento

Tiempo_h =24, ppm = 5:

contrast estimate SE df t.ratio p.value

VB_SAL_EIF 007 - VB_SAL_EIF_008 -1.54750.398 144 -3.891 0.0021
VB_SAL_EIF 007 - VB_SAL_EIF_009 -1.4358 0.398 144 -3.610 0.0055

VB_SAL_EIF 007 - VB_SAL_EIF_010 -0.7879 0.398 144 -1.981 0.3583

VB_SAL_EIF_007 - VB_SAL_EIF_011 -3.4417 0.398 144 -8.654 <.0001

VB_SAL_EIF_007 - VB_SAL_EIF 012 -3.0004 0.398 144 -7.545 <.0001

VB_SAL_EIF 008 - VB SAL_EIF 009 0.1117 0.398 144 0.281 0.9998
VB_SAL _EIF 008 - VB_SAL_EIF 010 0.7597 0.398 144 1.910 0.4002
VB_SAL_EIF 008 - VB SAL EIF 011 -1.89420.398 144 -4.763 0.0001
VB_SAL_EIF 008 - VB SAL _EIF 012 -1.4529 0.398 144 -3.653 0.0048
VB_SAL_EIF 009 - VB SAL_EIF_010 0.64800.398 144 1.629 0.5806

VB_SAL_EIF 009 - VB_SAL _EIF_011 -2.0059 0.398 144 -5.044 <.0001
VB_SAL_EIF 009 - VB_SAL _EIF_012 -1.5646 0.398 144 -3.934 0.0018

VB_SAL_EIF 010-VB_SAL _EIF 011 -2.6539 0.398 144 -6.673 <.0001
VB_SAL_EIF 010-VB_SAL _EIF 012 -2.21260.398 144 -5.563 <.0001
VB_SAL EIF 011-VB _SAL_EIF 012 0.44130.398 144 1.110 0.8767

Tiempo_h = 48, ppm = 5:

contrast estimate SE df t.ratio p.value

VB_SAL_EIF_007 - VB_SAL_EIF_008 0.00000.398 144 0.000 1.0000
VB_SAL_EIF_007 - VB_SAL_EIF_009 -1.4358 0.398 144 -3.610 0.0055
VB_SAL_EIF_007 - VB_SAL_EIF_010 0.0000 0.398 144 0.000 1.0000
VB_SAL_EIF_007 - VB_SAL_EIF_011 0.0000 0.398 144 0.000 1.0000
VB_SAL_EIF_007 - VB_SAL_EIF_012 -2.6306 0.398 144 -6.615 <.0001
VB_SAL_EIF_008 - VB_SAL_EIF 009 -1.43580.398 144 -3.610 0.0055
VB_SAL_EIF_008 - VB_SAL_EIF 010 0.0000 0.398 144 0.000 1.0000
VB_SAL_EIF_008 - VB_SAL_EIF 011  0.0000 0.398 144 0.000 1.0000
VB_SAL_EIF_008 - VB_SAL_EIF 012 -2.6306 0.398 144 -6.615 <.0001
VB_SAL_EIF_009 - VB_SAL_EIF 010 1.43580.398 144 3.610 0.0055
VB_SAL_EIF_009 - VB_SAL_EIF 011 1.43580.398 144 3.610 0.0055
VB_SAL_EIF_009 - VB_SAL_EIF 012 -1.19480.398 144 -3.004 0.0364
VB_SAL_EIF_010-VB_SAL_EIF 011 0.00000.398 144 0.000 1.0000
VB_SAL_EIF_010-VB_SAL_EIF 012 -2.6306 0.398 144 -6.615 <.0001
VB_SAL_EIF_011-VB_SAL_EIF 012 -2.6306 0.398 144 -6.615 <.0001

P value adjustment: tukey method for comparing a family of 6 estimates
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Anexo 3
Estimaciones de EMMs y sus intervalos de confianza para los fagos

Tiempo_h =0, ppm =0:

Fago emmean SE df lower.CL upper.CL

VB_SAL_EIF_007 10.211236 0.2812116 144 9.655400 10.767071
VB_SAL_EIF_008 10.0490730.2812116 144 9.493237 10.604909
VB_SAL_EIF_009 9.8431950.2812116 144 9.287359 10.399031
VB_SAL_EIF_010 9.777990 0.2812116 144 9.222155 10.333826
VB_SAL_EIF 011 10.232241 0.2812116 144 9.676405 10.788077
VB_SAL_EIF 012 9.983309 0.2812116 144 9.42747310.539145

Tiempo_h =24, ppm = 0:

Fago emmean SE df lower.CL upper.CL
VB_SAL_EIF 007 5.392034 0.2812116 144 4.836198 5.947870
VB_SAL_EIF 008 5.7897390.2812116 144 5.233904 6.345575
VB_SAL_EIF_009 4.952449 0.2812116 144 4.396613 5.508285
VB_SAL_EIF_010 4.8990130.2812116 144 4.343177 5.454848
VB_SAL_EIF_011 5.500269 0.2812116 144 4.944433 6.056105
VB_SAL_EIF_012 5.645955 0.2812116 144 5.090119 6.201791

Tiempo_h =48, ppm = 0:

Fago emmean SE df lower.CL upper.CL
VB_SAL_EIF_007 5.673731 0.2812116 144 5.117895 6.229567
VB_SAL_EIF_008 5.502575 0.2812116 144 4.946739 6.058411
VB_SAL_EIF_009 5.000004 0.2812116 144 4.444169 5.555840
VB_SAL_EIF_010 3.3335720.2812116 144 2.777736 3.889408
VB_SAL_EIF_011 5.392033 0.2812116 144 4.836197 5.947868
VB_SAL_EIF_012 5.392033 0.2812116 144 4.836197 5.947868

Tiempo_h =0, ppm=1:

Fago emmean SE df lower.CL upper.CL

VB_SAL_EIF_007 10.211236 0.2812116 144 9.655400 10.767071
VB_SAL_EIF_008 10.0490730.2812116 144 9.493237 10.604909
VB_SAL_EIF_009 9.843195 0.2812116 144 9.287359 10.399031
VB_SAL_EIF_010 9.777990 0.2812116 144 9.222155 10.333826
VB_SAL_EIF_011 10.232241 0.2812116 144 9.676405 10.788077
VB_SAL_EIF_012 9.983309 0.2812116 144 9.427473 10.539145

Tiempo_h =24, ppm=1:

Fago emmean SE df lower.CL upper.CL
VB_SAL_EIF_007 1.693904 0.2812116 144 1.138068 2.249739
VB_SAL_EIF_008 3.9179310.2812116 144 3.362095 4.473767
VB_SAL_EIF_009 3.934730 0.2812116 144 3.378894 4.490565
VB_SAL_EIF_010 3.770122 0.2812116 144 3.214286 4.325958
VB_SAL_EIF_011 4.692450 0.2812116 144 4.136614 5.248286
VB_SAL_EIF_012 4.036567 0.2812116 144 3.480731 4.592402

Tiempo_h =48, ppm=1:

Fago emmean SE df lower.CL upper.CL
VB_SAL_EIF_007 0.916321 0.2812116 144 0.360485 1.472157
VB_SAL_EIF_008 3.1813220.2812116 144 2.625486 3.737157
VB_SAL_EIF_009 3.660674 0.2812116 144 3.104838 4.216509
VB_SAL_EIF_010 3.3335790.2812116 144 2.777744 3.889415
VB_SAL_EIF_011 3.276034 0.2812116 144 2.720199 3.831870
VB_SAL_EIF_012 3.9941350.2812116 144 3.438299 4.549971
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Anexo 3

Estimaciones de EMMs y sus intervalos de confianza para los fagos

Tiempo_h =0, ppm = 3:

Fago emmean SE df lower.CL upper.CL
VB_SAL_EIF_007 10.211236 0.2812116 144 9.655400 10.767071
VB_SAL_EIF_008 10.0490730.2812116 144 9.493237 10.604909
VB_SAL_EIF_009 9.843195 0.2812116 144 9.287359 10.399031
VB_SAL_EIF_010 9.777990 0.2812116 144 9.222155 10.333826
VB_SAL_EIF 011 10.232241 0.2812116 144 9.676405 10.788077
VB_SAL_EIF_012 9.983309 0.2812116 144 9.427473 10.539145
Tiempo_h =24, ppm = 3:

Fago emmean SE df lower.CL upper.CL
VB_SAL_EIF_007 1.494296 0.2812116 144 0.938460 2.050132
VB_SAL_EIF_008 3.435652 0.2812116 144 2.879816 3.991488
VB_SAL_EIF_009 3.673936 0.2812116 144 3.118100 4.229772
VB_SAL_EIF_010 0.000000 0.2812116 144 -0.555836 0.555836
VB_SAL_EIF_011 3.642351 0.2812116 144 3.086515 4.198186
VB_SAL_EIF_012 3.2261300.2812116 144 2.670294 3.781966
Tiempo_h = 48, ppm = 3:

Fago emmean SE df lower.CL upper.CL
VB_SAL_EIF_007 1.5734440.2812116 144 1.017609 2.129280
VB_SAL_EIF_008 2.044049 0.2812116 144 1.488214 2.599885
VB_SAL_EIF_009 2.853694 0.2812116 144 2.297858 3.409530
VB_SAL_EIF_010 0.000000 0.2812116 144 -0.555836 0.555836
VB_SAL_EIF_011 2.359812 0.2812116 144 1.803976 2.915647
VB_SAL_EIF_012 2.833427 0.2812116 144 2.277591 3.389263
Tiempo_h =0, ppm=5:

Fago emmean SE df lower.CL upper.CL
VB_SAL_EIF_007 10.211236 0.2812116 144 9.655400 10.767071
VB_SAL_EIF_008 10.0490730.2812116 144 9.493237 10.604909
VB_SAL_EIF_009 9.843195 0.2812116 144 9.287359 10.399031
VB_SAL_EIF_010 9.777990 0.2812116 144 9.222155 10.333826
VB_SAL_EIF_011 10.232241 0.2812116 144 9.676405 10.788077
VB_SAL_EIF_012 9.983309 0.2812116 144 9.427473 10.539145

Tiempo_h =24, ppm=5:

Fago emmean SE df lower.CL upper.CL
VB_SAL_EIF_007 0.000000 0.2812116 144 -0.555836 0.555836
VB_SAL_EIF_008 1.5475240.2812116 144 0.991689 2.103360
VB_SAL_EIF_009 1.435839 0.2812116 144 0.880003 1.991675
VB_SAL_EIF_010 0.7878710.2812116 144 0.232035 1.343706
VB_SAL_EIF_011 3.441736 0.2812116 144 2.885900 3.997572
VB_SAL_EIF_012 3.000434 0.2812116 144 2.444598 3.556270

Tiempo_h =48, ppm=5:

Fago emmean SE df lower.CL upper.CL
VB_SAL_EIF_007 0.000000 0.2812116 144 -0.555836 0.555836
VB_SAL_EIF_008 0.000000 0.2812116 144 -0.555836 0.555836
VB_SAL_EIF_009 1.435839 0.2812116 144 0.880003 1.991675
VB_SAL_EIF_010 0.000000 0.2812116 144 -0.555836 0.555836
VB_SAL_EIF_011 0.000000 0.2812116 144 -0.555836 0.555836
VB_SAL_EIF_012 2.630607 0.2812116 144 2.074772 3.186443

Confidence level used: 0.95
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Anexo 4

Tabla ANOVA de los efectos principales e interacciones entre fago, tiempo de incubacion y MOI sobre

la variacion del titulo fagico

Sum Sq Mean Sq NumDF DenDF F value

Fago 2.1099 1.0550 2 36 70.550
MOI 3.0660 1.0220 3 36 68.347
Tiempo_h 28.3688 14.1844 2 36 948.571
Fago:MOlI 6.2419 1.0403 6 36 69.571

Fago:Tiempo_h  3.8837 0.9709 4 36 64.929
MOI:Tiempo_h  5.6381 0.9397 6 36 62.841
Fago:MOLl:Tiempo_h 12,9722 1.0810 12 36 72.292

Pr(>F)
Fago 3.512e-13 ***
MOI 6.190e-15 ***
Tiempo_h <2.2e-16 ***
Fago:MOlI < 2.2e-16 ***

Fago:Tiempo_h  5.797e-16 ***
MOI:Tiempo_h  <2.2e-16 ***
Fago:MOI:Tiempo_h < 2.2e-16 ***

Signif. codes:
0 “*** 0,001 “*** 0.01 “** 0.05°°0.1°"1

Anexo 5
Pruebas de Tukey basadas en EMMs para la comparacion de fagos

Fago = VB_SAL_EIF_008, Tiempo_h=0:

contrast estimate SE df t.ratio p.value

MOI0.1 - MOI1  0.00000.122 35 0.000 1.0000
MOI0.1 - MOI10 0.0000 0.122 35 0.000 1.0000
MOI0.1 - MOI100 0.0000 0.122 35 0.000 1.0000
MOI1 - MOI10  0.0000 0.122 35 0.000 1.0000
MOI1 - MOI100 0.0000 0.122 35 0.000 1.0000
MOI10 - MOI100 0.0000 0.122 35 0.000 1.0000

Fago = VB_SAL_EIF_009, Tiempo_h=0:

contrast estimate SE df t.ratio p.value

MOI0.1 - MOI1  0.00000.122 35 0.000 1.0000
MOI0.1 - MOI10 0.0000 0.122 35 0.000 1.0000
MOI0.1 - MOI100 0.0000 0.122 35 0.000 1.0000
MOI1 - MOI10  0.0000 0.122 35 0.000 1.0000
MOI1 - MOI100 0.0000 0.122 35 0.000 1.0000
MOI10 - MOI100 0.0000 0.122 35 0.000 1.0000

Fago = VB_SAL_EIF 011, Tiempo_h=0:

contrast estimate SE df t.ratio p.value

MOI0.1 - MOI1  0.00000.122 35 0.000 1.0000

MOI0.1 - MOI10 0.0000 0.122 35 0.000 1.0000

MOI0.1 - MOI100 0.0000 0.122 35 0.000 1.0000

MOI1 - MOI10  0.00000.122 35 0.000 1.0000

MOI1 - MOI100 0.0000 0.122 35 0.000 1.0000

MOI10 - MOI100 0.0000 0.122 35 0.000 1.0000
Continta
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Anexo 5

Pruebas de Tukey basadas en EMMs para la comparacion de fagos

Fago = VB_SAL_EIF_008, Tiempo_h = 24:
contrast estimate SE df t.ratio p.value
MOI0.1- MOI1 0.1328 0.122 35 1.086 0.7003
MOIO0.1 - MOI10 -0.18010.122 35 -1.473 0.4644
MOI0.1 - MOI100 -0.06450.122 35 -0.527 0.9519
MOI1 - MOI10 -0.31290.122 35 -2.559 0.0682
MOI1 - MOI100 -0.19730.122 35 -1.613 0.3845
MOI10 - MOI100 0.1156 0.122 35 0.945 0.7808
Fago = VB_SAL_EIF_009, Tiempo_h = 24:
contrast estimate SE df t.ratio p.value
MOI0.1- MOI1 0.3327 0.122 35 2.721 0.0473
MOI0.1 - MOI10 0.02300.122 35 0.188 0.9976
MOI0.1 - MOI100 0.19930.122 35 1.630 0.3758
MOI1 - MOI10 -0.3098 0.122 35 -2.533 0.0720
MOI1 - MOI100 -0.13350.122 35 -1.092 0.6969
MOI10 - MOI100 0.1763 0.122 35 1.442 0.4826
Fago = VB_SAL_EIF_011, Tiempo_h = 24:
contrast estimate SE df t.ratio p.value
MOIO0.1 - MOI1 -0.1586 0.122 35 -1.297 0.5710
MOIO0.1 - MOI10 0.22810.122 35 1.865 0.2614
MOIO0.1 - MOI100 0.11710.122 35 0.958 0.7739
MOI1 - MOI10  0.3866 0.122 35 3.162 0.0163
MOI1 - MOI100 0.2757 0.122 35 2.255 0.1286
MOI10 - MOI100 -0.1109 0.122 35 -0.907 0.8012
Fago = VB_SAL_EIF_008, Tiempo_h = 48:
contrast estimate SE df t.ratio p.value
MOI0.1- MOI1  0.1109 0.122 35 0.907 0.8012
MOI0.1 - MOI10 0.17000.122 35 1.390 0.5139
MOI0.1 - MOI100 4.3116 0.122 35 35.259 <.0001
MOI1 - MOI10  0.0590 0.122 35 0.483 0.9624
MOI1 - MOI100  4.2007 0.122 35 34.352 <.0001
MOI10 - MOI100 4.1417 0.122 35 33.869 <.0001
Fago = VB_SAL_EIF_009, Tiempo_h = 48:
contrast estimate SE df t.ratio p.value
MOI0.1- MOI1 0.35120.122 35 2.872 0.0332
MOI0.1 - MOI10 0.32350.122 35 2.646 0.0562
MOI0.1 - MOI100 0.3848 0.122 35 3.147 0.0169
MOI1 - MOI10 -0.0277 0.122 35 -0.227 0.9958
MOI1 - MOI100 0.03350.122 35 0.274 0.9927
MOI10 - MOI100 0.0613 0.122 35 0.501 0.9583
Fago = VB_SAL_EIF 011, Tiempo_h =48:
contrast estimate SE df t.ratio p.value
MOI0.1 - MOI1 -0.2758 0.122 35 -2.255 0.1285
MOI0.1 - MOI10 0.40650.122 35 3.324 0.0107
MOI0.1 - MOI100 -0.24500.122 35 -2.004 0.2060
MOI1 - MOI10  0.68220.122 35 5.579 <.0001
MOI1 - MOI100 0.0307 0.122 35 0.251 0.9943
MOI10 - MOI100 -0.65150.122 35 -5.328 <.0001

P value adjustment: tukey method for comparing a family of 4 estimates
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Anexo 6

Parametros de reduccion bacteriana: valores logaritmicos iniciales y finales y disminucion A L0Q1o

para cada combinacion experimental

Fago MOI Tiempo_hlogl10_tflog10 tO reduccion_logl0

VB_SAL EIF 008 0.1 24 354 5 1.46
VB SAL EIF 008 0.1 48 431 5 0.688
VB SAL EIF008 1 24 341 5 1.59
VB_SAL EIF008 1 48 420 5 0.799
VB SAL EIF 008 10 24 372 5 1.28
VB_SAL EIF 008 10 48 414 5 0.858
VB_SAL EIF 008 100 24 360 5 1.40
VB_SAL EIF 008 100 48 0 5 5

VB SAL EIF 009 0.1 24 380 5 1.20
VB_SAL EIF 009 0.1 48 459 5 0.412
VB SAL EIF 009 1 24 347 5 1.53
VB SAL EIF 009 1 48 424 5 0.763
VB_SAL EIF 009 10 24 378 5 1.22
VB_SAL EIF 009 10 48 426 5 0.735
VB_SAL_EIF 009 100 24 3.60 5 1.40
VB_SAL_EIF 009 100 48 420 5 0.797
VB SAL EIF 011 01 24 347 5 153
VB SAL EIF 011 0.1 48 398 5 1.02
VB SAL EIF 011 1 24 363 5 1.37
VB SAL EIF 011 1 48 426 5 0.745
VB SAL EIF 011 10 24 324 5 176
VB_SAL EIF 011 10 48 357 5 143
VB_SAL EIF 011 100 24 335 5 1.65
VB_SAL EIF 011 100 48 422 5 0.775

Anexo 7

Pruebas de Tukey basadas en EMMs para la comparacion de los cécteles de fagos bajo condiciones
del experimento

ppm =0, Tiempo_h =0:

contrast estimate SE df t.ratio

C _008 009 - C 008 009 012 -0.102538 0.60194 -0.171
C 008 009-C 008 012 0.082974 0.601 94 0.138

C 008 009-C 009 012 0.150874 0.601 94 0.251

C 008 009 012-C 008 012 0.185512 0.601 94 0.309
C 008 009 012-C 009 012 0.253413 0.601 94 0.422
C 008 012-C 009 012 0.067900 0.601 94 0.113
p.value

0.9982

0.9991

0.9944

0.9897

0.9747

0.9995

Continta
93



Anexo 7

Pruebas de Tukey basadas en EMMs para la comparacién de los cocteles de fagos bajo condiciones
del experimento

ppm =1, Tiempo_h = 0:

contrast estimate SE df t.ratio

C 008 009 - C 008 009 012 -0.102538 0.60194 -0.171
C 008 009-C 008 012 0.082974 0.601 94 0.138

C 008 009-C 009 012 0.1508740.601 94 0.251

C 008 009 012-C 008 012 0.185512 0.601 94 0.309
C 008 009 012-C 009 012 0.253413 0.601 94 0.422
C 008 012-C 009 012 0.0679000.601 94 0.113
p.value

0.9982

0.9991

0.9944

0.9897

0.9747

0.9995
ppm = 3, Tiempo_h =0:

contrast estimate SE df t.ratio

C _008 009 - C_008 009 012 -0.102538 0.60194 -0.171
C 008 009-C 008 012 0.082974 0.601 94 0.138

C 008 009-C 009 012 0.150874 0.601 94 0.251

C 008 009 012-C 008 012 0.185512 0.601 94 0.309
C_008 009 012-C 009 012 0.253413 0.601 94 0.422
C 008 012-C 009 012 0.0679000.60194 0.113
p.value

0.9982

0.9991

0.9944

0.9897

0.9747

0.9995
ppm =5, Tiempo_h =0:

contrast estimate SE df t.ratio

C_008 009 - C_008 009 012 -0.102538 0.601 94 -0.171
C 008 009-C 008 012 0.082974 0.60194 0.138

C 008 009-C 009 012 0.150874 0.60194 0.251
C_008 009 012-C 008 012 0.185512 0.601 94 0.309
C_008 009 012-C 009 012 0.253413 0.601 94 0.422
C 008 012-C 009 012 0.0679000.60194 0.113
p.value

0.9982

0.9991

0.9944

0.9897

0.9747

0.9995
ppm =0, Tiempo_h = 24:

contrast estimate SE df t.ratio

C_008 009 - C_008 009 012 -0.273239 0.601 94 -0.455
C 008 009-C 008 012 -0.001297 0.601 94 -0.002
C 008 009-C 009 012 0.1298370.60194 0.216
C_008 009 012-C 008 012 0.271942 0.601 94 0.452
C_008 009 012-C 009 012 0.403077 0.601 94 0.671
C 008 012-C 009 012 0.1311340.60194 0.218
p.value

0.9686 1.0000 0.9964 0.9690 0.9079 0.9963

Contindia
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Anexo 7

Pruebas de Tukey basadas en EMMs para la comparacién de los cocteles de fagos bajo condiciones
del experimento

ppm =1, Tiempo_h = 24:

contrast estimate  SE df t.ratio

C 008 009 - C_008 009 012 0.929372 0.601 94 1.546
C 008 009-C 008 012 1.1138750.60194 1.853
C_008 009-C 009 012 0.9819800.60194 1.634

C 008 009 012-C 008 012 0.184503 0.601 94 0.307
C_008 009 012 -C 009 012 0.052608 0.601 94 0.088
C 008 012-C 009 012 -0.131896 0.601 94 -0.219
p.value

0.4143

0.2553

0.3648

0.9899

0.9998

0.9962

ppm = 3, Tiempo_h = 24:

contrast estimate  SE df t.ratio

C _008 009 - C_008 009 012 -0.042328 0.601 94 -0.070
C_008 009-C 008 012 -0.076786 0.601 94 -0.128

C 008 009-C 009 012 0.0152690.601 94 0.025
C_008 009 012 -C 008 012 -0.034458 0.601 94 -0.057
C_008 009 012-C 009 012 0.057596 0.601 94 0.096
C 008 012-C 009 012 0.092054 0.601 94 0.153
p.value

0.9999

0.9992

1.0000

0.9999

0.9997

0.9987

ppm =5, Tiempo_h = 24;

contrast estimate SE df t.ratio

C _008 009 - C_008 009 012 -0.0827050.601 94 -0.138
C 008 009-C 008 012 0.297047 0.601 94 0.494

C 008 009-C 009 012 -0.036985 0.601 94 -0.062
C 008 009 012-C 008 012 0.379752 0.601 94 0.632
C 008 009 012-C 009 012 0.045720 0.601 94 0.076
C 008 012-C 009 012 -0.3340320.601 94 -0.556
p.value

0.9991

0.9602

0.9999

0.9215

0.9998

0.9448

Continta
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Anexo 7

Pruebas de Tukey basadas en EMMs para la comparacion de los cocteles de fagos bajo condiciones
del experimento

ppm = 0, Tiempo_h = 48:
contrast estimate SE df t.ratio
C_008_009 - C_008_009_012 -3.022316 0.601 94 -5.029
C_008_009 - C_008_012 -2.708313 0.601 94 -4.506
C_008_009 - C_009_012 -2.882606 0.601 94 -4.796
C_008_009_012 - C_008_012 0.314003 0.601 94 0.522
C_008_009_012 - C_009_012 0.139710 0.601 94 0.232
C_008_012 - C_009_012 -0.174293 0.601 94 -0.290
p.value
<.0001
0.0001
<.0001
0.9535
0.9955
0.9915
ppm =1, Tiempo_h =48:
contrast estimate SE df t.ratio
C_008_009 - C_008_009_012 0.091000 0.601 94 0.151
C_008_009 - C_008_012 -0.188090 0.601 94 -0.313
C_008_009 - C_009 012 0.091567 0.601 94 0.152
C_008_009_012 - C_008_012 -0.279091 0.601 94 -0.464
C_008_009_012 - C_009_012 0.000567 0.601 94 0.001
C_008_012-C_009 012 0.279658 0.601 94 0.465
p.value
0.9988
0.9893
0.9987
0.9666
1.0000
0.9664
ppm =3, Tiempo_h = 48:
contrast estimate SE df t.ratio
C_008_009 - C_008_009_012 -0.743483 0.601 94 -1.237
C_008_009 - C_008 012  0.068040 0.601 94 0.113
C_008_009 - C_009_012  0.159040 0.601 94 0.265
C_008_009_012 - C_008_012 0.811523 0.601 94 1.350
C_008_009_012 - C_009_012 0.902523 0.601 94 1.502
C_008_012 - C_009_012  0.091000 0.601 94 0.151
p.value
0.6050
0.9995
0.9935
0.5336
0.4406
0.9988
ppm =5, Tiempo_h =48:
contrast estimate SE df t.ratio
C_008_009 - C_008_009_012 -0.301030 0.601 94 -0.501
C_008_009 - C_008 012  0.000000 0.601 94 0.000
C_008_009 - C_009 012 -0.0323030.601 94 -0.054
C_008_009_012 - C_008_012 0.3010300.601 94 0.501
C_008_009_012 - C_009_012 0.268727 0.601 94 0.447
C_008_012 - C_009 012 -0.0323030.601 94 -0.054
p.value
0.9587
1.0000
0.9999
0.9587
0.9700
0.9999 Degrees-of-freedom method: kenward-roger
P value adjustment: tukey method for comparing a family of 4 estimates
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Anexo 8

Tabla ANOVA de los efectos principales e interacciones entre bacterias, tiempo de incubacion y
concentracion de cloro (ppm)

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

Coctel 3 1.882 0.627 12.555.44-07 ***
ppm 312386 4.129 82.56 < 2e-16***
Tiempo_h 225.240 12.620 252.37 < 2e-16 ***

Coctel:ppm 923903 2.656 53.11 < 2e-16 ***
Coctel:Tiempo_h 6 14.870 2.478 49.56 < 2e-16 ***
ppm:Tiempo_h 6 8.567 1428 28.55 < 2e-16 ***
Coctel:ppm:Tiempo_h 18 29.304 1.628 32.56 < 2e-16 ***
Residuals 96 4.800 0.050

Signif. codes:

0 “*#* 0,001 “** 0.01 **0.05°°0.1¢"1

Anexo 9
Estimaciones de EMMs y sus intervalos de confianza para las bacterias

Coctel ppm Tiempo_h emmean SE df lower.CL
C 008009 00 5.000.12996 4.744
C_008 009 0120 O 5.000.12996 4.744
C 008012 00 5.000.12996 4.744

C 009012 00 5.000.12996 4.744

C 008009 10 5.000.12996 4.744
C_008 009 0121 O 0.000.12996 -0.256
CcC 008012 10 5.000.12996 4.744

C 009012 10 5.000.12996 4.744

C 008009 30 5.000.12996 4.744
C_008 009 0123 0 5.000.12996 4.744
C 008012 30 5.000.12996 4.744

C 009012 30 5.000.12996 4.744

C 008009 50 5.000.12996 4.744
C_008 009 0125 0 5.000.12996 4.744
C 008012 50 5.000.12996 4.744

C 009012 50 5.000.12996 4.744

C 008 009 0 24 424 0.12996 3.988
C_008_009 0120 24 4700.12996 4.446
C 008 012 0 24 4.46 0.129 96 4.204

C 009 012 0 24 4690.12996 4.431

C 008 009 1 24 4510.12996 4.258
C_008 009 0121 24 4.110.12996 3.858
C 008 012 1 24 3.880.12996 3.627

C 009 012 1 24 3.66 0.129 96 3.404

C 008 009 3 24 4.380.12996 4.128
C_008 009 0123 24 4.540.12996 4.283
C 008 012 3 24 5.380.12996 5.122

C 009 012 3 24 3.550.12996 3.296

C 008 009 5 24 3.740.12996 3.483

Continla

97



Anexo 9

Estimaciones de EMMs y sus intervalos de confianza para las bacterias

C_008_009 0125 24 4390.12996 4.130
C_008 012 5 24 3.580.12996 3.321
C_009 012 5 24 3.700.12996 3.448
C_008_009 0O 48 3.670.12996 3.415
C_008_009 0120 48 4330.12996 4.075
C_008_012 0 48 3.750.12996 3.495
C_009 012 0O 48 444012996 4.179
C_008_ 009 1 48 2.900.12996 2.647
C_008_009 0121 48 3.280.12996 3.021
C_008 012 1 48 3.630.12996 3.378
C_009 012 1 48 3.720.12996 3.465
C_008_009 3 48 3.560.129 96 3.304
C_008_009 0123 48 3.370.12996 3.118
C_008_012 3 48 3.920.12996 3.668
C_009 012 3 48 3.140.12996 2.883
C_008_009 5 48 3.800.129 96 3.546
C_008_009 0125 48 4390.12996 4.136
C_008_ 012 5 48 3.270.12996 3.014
C_009 012 5 48 3430.12996 3.170
Coctel = C_008_009, Tiempo_h = 0:

contrast estimate SE df t.ratio p.value

ppmO - ppm1 0.0000 0.183 94 0.000 1.0000
ppmO - ppm3 0.0000 0.183 94 0.000 1.0000
ppm0O - ppm5 0.0000 0.183 94 0.000 1.0000
ppm1 - ppm3 0.0000 0.183 94 0.000 1.0000
ppm1 - ppm5 0.0000 0.183 94 0.000 1.0000
ppm3 - ppm5 0.0000 0.183 94 0.000 1.0000

Coctel = C_008_009 012, Tiempo_h =0:
contrast estimate SE df t.ratio p.value

ppmO - ppm1 5.0000 0.183 94 27.385 <.0001
ppmO0 - ppm3 0.0000 0.183 94 0.000 1.0000
ppmO0 - ppm5 0.0000 0.183 94 0.000 1.0000
ppm1l - ppm3 -5.0000 0.183 94 -27.385 <.0001
ppm1l - ppm5 -5.0000 0.183 94 -27.385 <.0001
ppm3 - ppm5 0.0000 0.183 94 0.000 1.0000

Coctel = C_008_012, Tiempo_h = 0:

contrast estimate SE df t.ratio p.value
ppmO - ppm1 0.00000.183 94 0.000 1.0000
ppmO - ppm3 0.0000 0.183 94 0.000 1.0000
ppmO - ppm5  0.0000 0.183 94 0.000 1.0000
ppm1 - ppm3 0.00000.183 94 0.000 1.0000
ppm1 - ppm5 0.0000 0.183 94 0.000 1.0000
ppm3 - ppm5 0.0000 0.183 94 0.000 1.0000

Coctel = C_009_012, Tiempo_h = 0:

contrast estimate SE df t.ratio p.value
ppm0O - ppm1 0.0000 0.183 94 0.000 1.0000
ppmoO - ppm3 0.0000 0.183 94 0.000 1.0000
ppm0O - ppm5 0.0000 0.183 94 0.000 1.0000
ppml - ppm3 0.0000 0.183 94 0.000 1.0000
ppml - ppm5 0.0000 0.183 94 0.000 1.0000
ppm3 - ppm5 0.0000 0.183 94 0.000 1.0000
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Anexo 9

Estimaciones de EMMs y sus intervalos de confianza para las bacterias

Coctel = C_008_009, Tiempo_h = 24:

contrast estimate SE df t.ratio p.value
ppmO - ppm1 -0.2697 0.183 94 -1.477 0.4552
ppmoO - ppm3 -0.1405 0.183 94 -0.769 0.8681
ppmO - ppm5 0.5050 0.183 94 2.766 0.0340
ppml - ppm3 0.1293 0.183 94 0.708 0.8937
ppml - ppmS 0.7747 0.183 94 4.243 0.0003
ppm3 - ppm5 0.6454 0.183 94 3.535 0.0035

Coctel = C_008_009 012, Tiempo_h = 24:
contrast estimate SE df t.ratio p.value
ppmO - ppm1 0.5879 0.183 94 3.220 0.0094
ppmO - ppm3 0.1628 0.183 94 0.892 0.8092
ppmO - ppm5 0.3159 0.183 94 1.730 0.3139
ppml - ppm3 -0.4251 0.183 94 -2.328 0.0989
ppml - ppm5 -0.2720 0.183 94 -1.490 0.4478
ppm3 - ppm5 0.1531 0.183 94 0.839 0.8359

Coctel = C_008_012, Tiempo_h = 24:

contrast estimate SE df t.ratio p.value

ppmO0 - ppm1 0.5767 0.183 94 3.159 0.0113
ppmO - ppm3 -0.9179 0.183 94 -5.027 <.0001
ppmO0 - ppm5 0.8833 0.183 94 4.838 <.0001
ppml - ppm3 -1.4946 0.183 94 -8.186 <.0001
ppml - ppm5 0.30650.183 94 1.679 0.3405
ppm3 - ppm5 1.80110.183 94 9.865 <.0001

Coctel = C_009 012, Tiempo_h = 24:

contrast estimate SE df t.ratio p.value
ppmO0 - ppm1 1.0266 0.183 94 5.623 <.0001
ppmO0 - ppm3 1.13490.183 94 6.216 <.0001
ppmO0 - ppm5 0.98250.183 94 5.381 <.0001
ppm1 - ppm3 0.1084 0.183 94 0.593 0.9338
ppml - ppm5 -0.04410.183 94 -0.241 0.9950
ppm3 - ppm5 -0.1524 0.183 94 -0.835 0.8378

Coctel = C_008_009, Tiempo_h = 48:

contrast estimate SE df t.ratio p.value

ppmO0 - ppm1l 0.7677 0.183 94 4.205 0.0003
ppmO0 - ppm3 0.1104 0.183 94 0.605 0.9304
ppmO - ppm5 -0.13190.183 94 -0.723 0.8878
ppm1 - ppm3 -0.6573 0.183 94 -3.600 0.0028
ppml - ppm5 -0.8997 0.183 94 -4.927 <.0001
ppm3 - ppm5 -0.2423 0.183 94 -1.327 0.5480

Coctel = C_008_009 012, Tiempo_h = 48:
contrast estimate SE df t.ratio p.value

ppmO - ppm1 1.05430.18394 5.774 <.0001
ppm0O - ppm3 0.9576 0.183 94 5.245 <.0001
ppmO - ppm5 -0.0606 0.183 94 -0.332 0.9873
ppm1 - ppm3 -0.0966 0.183 94 -0.529 0.9518
ppml - ppm5 -1.1149 0.183 94 -6.106 <.0001
ppm3 - ppm5 -1.0182 0.183 94 -5.577 <.0001
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Anexo 9

Estimaciones de EMMs y sus intervalos de confianza para las bacterias

Coctel = C_008_012, Tiempo_h = 48:

contrast estimate SE df t.ratio p.value
ppmO - ppm1 0.11720.18394 0.642 0.9180
ppmO - ppm3 -0.1734 0.183 94 -0.949 0.7782
ppmO - ppm5 0.4812 0.183 94 2.635 0.0476
ppm1 - ppm3 -0.2906 0.183 94 -1.592 0.3884
ppml - ppm5 0.3639 0.18394 1.993 0.1979
ppm3 - ppm5 0.65450.183 94 3.585 0.0030

Coctel = C_009 012, Tiempo_h = 48:

contrast estimate SE df t.ratio p.value
ppmO - ppm1 0.71420.18394 3.911 0.0010
ppmO - ppm3 1.2963 0.18394 7.100 <.0001
ppmO - ppm5 1.0087 0.183 94 5.524 <.0001
ppml - ppm3 0.58220.18394 3.189 0.0103
ppml - ppm5 0.29450.18394 1.613 0.3764
ppm3 - ppm5 -0.2877 0.183 94 -1.576 0.3974

Degrees-of-freedom method: kenward-roger
P value adjustment: tukey method for comparing a family of 4 estimates

Anexo 10
Pruebas de Tukey basadas en EMMs para la comparacion de bacterias en los cocteles

Coctel = C_008_009, ppm = 0:

contrast estimate SE df t.ratio p.value

Tiempo_hO - Tiempo_h24 0.75587 0.183 94 4.140 0.0002
Tiempo_hO - Tiempo_h48 1.329190.18394 7.280 <.0001
Tiempo_h24 - Tiempo_h48 0.57333 0.183 94 3.140 0.0063

Coctel = C_008_009 012, ppm =0:

contrast estimate SE df t.ratio p.value

Tiempo_hO - Tiempo_h24 0.29796 0.183 94 1.632 0.2374
Tiempo_hO - Tiempo_h48 0.66861 0.183 94 3.662 0.0012
Tiempo_h24 - Tiempo_h48 0.37065 0.183 94 2.030 0.1107

Coctel = C_008_012, ppm = 0:

contrast estimate SE df t.ratio p.value

Tiempo_hO - Tiempo_h24 0.53993 0.183 94 2.957 0.0109
Tiempo_hO - Tiempo_h48 1.24876 0.18394 6.839 <.0001
Tiempo_h24 - Tiempo_h48 0.70883 0.183 94 3.882 0.0006

Coctel = C_009_012, ppm = 0:

contrast estimate SE df t.ratio p.value

Tiempo_hO - Tiempo_h24 0.312850.18394 1.713 0.2055
Tiempo_hO - Tiempo_h48 0.56479 0.18394 3.093 0.0073
Tiempo_h24 - Tiempo_h48 0.25194 0.183 94 1.380 0.3555

Coctel = C_008_009, ppm = 1:

contrast estimate  SE df t.ratio p.value

Tiempo_h0 - Tiempo_h24 0.48614 0.183 94 2.663 0.0245
Tiempo_hO0 - Tiempo_h48 2.09691 0.183 94 11.485 <.0001
Tiempo_h24 - Tiempo_h48 1.61077 0.183 94 8.822 <.0001
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Anexo 10

Pruebas de Tukey basadas en EMMSs para la comparacion de bacterias en los cocteles

Coctel = C_008_009 012, ppm = 1.

contrast estimate SE df t.ratio p.value

Tiempo_hO - Tiempo_h24 -4.11414 0.183 94 -22.533 <.0001
Tiempo_hO - Tiempo_h48 -3.27714 0.183 94 -17.949 <.0001
Tiempo_h24 - Tiempo_h48 0.83700 0.183 94 4.584 <.0001

Coctel = C_008_012, ppm = 1:

contrast estimate SE df t.ratio p.value

Tiempo_hO - Tiempo_h24 1.11664 0.18394 6.116 <.0001
Tiempo_hO - Tiempo_h48 1.36600 0.183 94 7.482 <.0001
Tiempo_h24 - Tiempo_h48 0.24936 0.183 94 1.366 0.3630

Coctel = C_009_012, ppm = 1:

contrast estimate SE df t.ratio p.value

Tiempo_hO - Tiempo_h24 1.33942 0.183 94 7.336 <.0001
Tiempo_hO - Tiempo_h48 1.278950.18394 7.005 <.0001
Tiempo_h24 - Tiempo_h48 -0.06048 0.183 94 -0.331 0.9414

Coctel = C_008_009, ppm = 3:

contrast estimate SE df t.ratio p.value

Tiempo_hO - Tiempo_h24 0.61540 0.183 94 3.371 0.0031
Tiempo_hO - Tiempo_h48 1.43959 0.183 94 7.885 <.0001
Tiempo_h24 - Tiempo_h48 0.82419 0.183 94 4.514 0.0001

Coctel = C_008_009 012, ppm = 3:

contrast estimate SE df t.ratio p.value

Tiempo_hO - Tiempo_h24 0.460750.183 94 2.524 0.0352
Tiempo_hO - Tiempo_h48 1.626210.183 94 8.907 <.0001
Tiempo_h24 - Tiempo_h48 1.16546 0.183 94 6.383 <.0001

Coctel = C_008_012, ppm = 3:

contrast estimate SE df t.ratio p.value

Tiempo_hO - Tiempo_h24 -0.37793 0.183 94 -2.070 0.1017
Tiempo_hO - Tiempo_h48 1.075400.183 94 5.890 <.0001
Tiempo_h24 - Tiempo_h48 1.45334 0.183 94 7.960 <.0001

Coctel = C_009 012, ppm = 3:

contrast estimate SE df t.ratio p.value

Tiempo_hO - Tiempo_h24 1.447780.18394 7.929 <.0001
Tiempo_hO - Tiempo_h48 1.86112 0.183 94 10.193 <.0001
Tiempo_h24 - Tiempo_h48 0.41334 0.183 94 2.264 0.0660

Coctel = C_008_009, ppm = 5:

contrast estimate SE df t.ratio p.value

Tiempo_hO - Tiempo_h24 1.26084 0.183 94 6.906 <.0001
Tiempo_hO - Tiempo_h48 1.197250.18394 6.557 <.0001
Tiempo_h24 - Tiempo_h48 -0.06359 0.183 94 -0.348 0.9354

Coctel = C_008_009 012, ppm =5:

contrast estimate  SE df t.ratio p.value

Tiempo_hO0 - Tiempo_h24 0.61388 0.183 94 3.362 0.0032
Tiempo_h0 - Tiempo_h48 0.60797 0.183 94 3.330 0.0035
Tiempo_h24 - Tiempo_h48 -0.00591 0.183 94 -0.032 0.9994
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Anexo 10

Pruebas de Tukey basadas en EMMSs para la comparacion de bacterias en los cocteles

Coctel = C_008_012, ppm = 5:

contrast estimate SE df t.ratio p.value

Tiempo_hO - Tiempo_h24 1.42318 0.18394 7.795 <.0001
Tiempo_hO - Tiempo_h48 1.72992 0.183 94 9.475 <.0001
Tiempo_h24 - Tiempo_h48 0.30674 0.183 94 1.680 0.2182

Coctel = C_009_012, ppm = 5:

contrast estimate SE df t.ratio p.value

Tiempo_hO - Tiempo_h24 1.295350.18394 7.095 <.0001
Tiempo_hO - Tiempo_h48 1.573440.18394 8.618 <.0001
Tiempo_h24 - Tiempo_h48 0.27809 0.183 94 1.523 0.2848

Degrees-of-freedom method: kenward-roger
P value adjustment: tukey method for comparing a family of 3 estimates

Anexo 11

Pruebas de Tukey basadas en EMMSs para la comparacion de las bacterias

ppm =0, Tiempo_h =0:

contrast estimate SE df t.ratio

C 008 009 - C 008 009 012 0.00000.18394 0.000
C 008 009-C 008 012  0.00000.18394 0.000

C 008 009-C 009 012  0.00000.18394 0.000

C 008 009 012-C 008 012 0.00000.18394 0.000
C 008 009 012-C 009 012 0.00000.18394 0.000
C 008 012-C 009 012  0.0000 0.18394 0.000
p.value

1.0000

1.0000

1.0000

1.0000

1.0000

1.0000

ppm =1, Tiempo_h =0:

contrast estimate SE df t.ratio

C 008 009 -C 008 009 012 5.00000.183 94 27.385
C 008 009-C 008 012  0.0000 0.18394 0.000

C 008 009-C 009 012  0.0000 0.18394 0.000

C 008 009 012-C 008 012 -5.00000.183 94 -27.385
C 008 009 012-C 009 012 -5.00000.183 94 -27.385
C 008 012-C 009 012  0.0000 0.18394 0.000
p.value

<.0001

1.0000

1.0000

<.0001

<.0001

1.0000 .,
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Anexo 11

Pruebas de Tukey basadas en EMMSs para la comparacion de las bacterias

ppm = 3, Tiempo_h =0:

contrast estimate SE df t.ratio

C_008_009 - C_008_009_012 0.00000.18394 0.000
C_008 009 -C_008_012  0.00000.183 94 0.000
C_008 009 -C_009 012  0.00000.183 94 0.000
C_008_009_012 - C_008_012 0.00000.18394 0.000
C_008_009 012 - C_009 012 0.00000.18394 0.000
C_008_012-C_009 012  0.00000.183 94 0.000
p.value

1.0000

1.0000

1.0000

1.0000

1.0000

1.0000

ppm =5, Tiempo_h =0:

contrast estimate SE df t.ratio

C_008_009 - C_008_009 012 0.00000.18394 0.000
C_008_009 - C 008 012  0.00000.183 94 0.000
C_008_009-C 009 012  0.00000.183 94 0.000
C_008_009 012 - C_008_012 0.00000.18394 0.000
C_008_009 012 - C_009 012 0.00000.18394 0.000
C_008_012-C 009 012  0.00000.183 94 0.000
p.value

1.0000

1.0000

1.0000

1.0000

1.0000

1.0000

ppm =0, Tiempo_h = 24:

contrast estimate SE df t.ratio

C_008_009 - C_008 009 012 -0.45790.183 94 -2.508
C 008 009-C 008 012 -0.21590.18394 -1.183
C 008 009-C 009 012 -0.44300.183 94 -2.426
C_008 009 012-C 008 012 0.24200.18394 1.325
C_008 009 012-C 009 012 0.01490.18394 0.082
C 008 012-C 009 012 -0.22710.18394 -1.244
p.value

0.0652

0.6392

0.0790

0.5493

0.9998

0.6008

ppm =1, Tiempo_h = 24:

contrast estimate SE df t.ratio

C_008 009 - C 008 009 012 0.39970.18394 2.189
C 008 009-C 008 012 0.63050.18394 3.453

C 008 009-C 009 012 0.85330.18394 4.673

C 008 009 012-C 008 012 0.23080.18394 1.264
C 008 009 012-C 009 012 0.45360.18394 2.484
C 008 012-C 009 012 0.22280.18394 1.220
p.value

0.1337

0.0045

0.0001

0.5880

0.0690
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Pruebas de Tukey basadas en EMMSs para la comparacion de las bacterias

ppm = 3, Tiempo_h = 24:

contrast estimate SE df t.ratio

C_008_009 - C_008_009 012 -0.1546 0.183 94 -0.847
C_008_009 - C_008 012 -0.99330.183 94 -5.440
C_008_009-C 009 012  0.83240.18394 4.559
C_008_009 012 - C_008_012 -0.8387 0.183 94 -4.593
C_008_009 012 -C_009 012 0.98700.18394 5.406
C_008_012-C 009 012  1.82570.18394 9.999
p.value

0.8318

<.0001

0.0001

0.0001

<.0001

<.0001

ppm =5, Tiempo_h = 24:

contrast estimate SE df t.ratio

C_008_009 - C_008_009 012 -0.64700.183 94 -3.543
C_008_009-C 008 012 0.16230.18394 0.889
C_008_009-C 009 012  0.03450.18394 0.189
C_008_009 012 -C_008 012 0.80930.18394 4.433
C_008_009 012 -C_009 012 0.68150.18394 3.732
C_008_012-C 009 012 -0.1278 0.183 94 -0.700
p.value

0.0034

0.8105

0.9976

0.0001

0.0018

0.8968

ppm =0, Tiempo_h =48:

contrast estimate SE df t.ratio

C_008_009 - C_008 009 012 -0.6606 0.183 94 -3.618
C 008 009-C 008 012 -0.0804 0.183 94 -0.441

C 008 009-C 009 012 -0.76440.183 94 -4.187
C_008 009 012-C 008 012 0.58020.18394 3.177
C_008 009 012 -C 009 012 -0.10380.183 94 -0.569
C 008 012-C 009 012 -0.68400.183 94 -3.746
p.value

0.0027

0.9713

0.0004

0.0107

0.9412

0.0017

ppm =1, Tiempo_h =48:

contrast estimate SE df t.ratio

C 008 009 - C 008 009 012 -0.37410.183 94 -2.049
C 008 009-C 008 012 -0.7309 0.183 94 -4.003

C 008 009-C 009 012 -0.81800.183 94 -4.480

C 008 009 012 -C 008 012 -0.3569 0.183 94 -1.955
C 008 009 012 -C 009 012 -0.44390.183 94 -2.431
C 008 012-C 009 012 -0.08710.183 94 -0.477
p.value

0.1778

0.0007

0.0001

0.2128

0.0782
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Anexo 11

Pruebas de Tukey basadas en EMMSs para la comparacion de las bacterias

ppm = 3, Tiempo_h = 48:

contrast estimate SE df t.ratio

C 008 009 -C 008 009 012 0.18660.18394 1.022
C 008 009-C 008 012 -0.36420.18394 -1.995
C_008_009 - C_009 012 0.42150.18394 2.309

C 008 009 012-C 008 012 -0.5508 0.183 94 -3.017
C 008 009 012-C 009 012 0.23490.18394 1.287
C 008 012 -C 009 012 0.7857 0.183 94 4.303
p.value

0.7369

0.1974

0.1033

0.0170

0.5737

0.0002

ppm =5, Tiempo_h = 48:

contrast estimate SE df t.ratio

C 008 009 - C_008 009 012 -0.58930.183 94 -3.227
C 008 009-C 008 012  0.5327 0.18394 2.917

C 008 009-C 009 012  0.37620.18394 2.060
C_008 009 012-C 008 012 1.12200.18394 6.145
C_008 009 012-C 009 012 0.96550.18394 5.288
C 008 012-C 009 012 -0.15650.18394 -0.857
p.value

0.0092

0.0225

0.1738

<.0001

<.0001

0.8268
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