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RESUMEN

La avicultura enfrenta desafios significativos debido a la resistencia bacteriana a los antibi6ticos, lo que ha
impulsado la busqueda de alternativas efectivas y sostenibles para el control de enfermedades bacterianas
en aves. Este articulo se centr6 en la evaluacion del uso de bacteriéfagos como una estrategia para el
biocontrol en granjas avicolas. A través de un metaanalisis de la literatura existente, se identificaron las
metodologias empleadas en investigaciones previas, se evalud la eficacia de los bacteriéfagos y se
determinaron las &reas que requieren mayor investigacion. Los hallazgos sugieren que los bacteriofagos
pueden reducir la carga bacteriana en aves infectadas, lo que podria mejorar su salud y bienestar. Sin
embargo, se identificaron limitaciones significativas, como la falta de estudios a largo plazo y la necesidad
de investigar el impacto aviar. Ademas, se destaca la importancia de establecer protocolos claros y
estandarizados para la aplicacion de bacteriéfagos, asi como la necesidad de realizar mas investigaciones
gue aborden las interacciones entre fagos, bacterias y la microbiota aviar. Como conclusiones principales,
el uso de bacteriofagos representa una alternativa viable para mejorar la salud aviar y contribuir a la
seguridad alimentaria, pero se requiere un enfoque riguroso y basado en evidencia para su implementacion
efectiva en la industria, pero si es necesario mas investigaciones a largo plazo para comprobar la eficacia
de estos tratamientos.
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Use of bacteriophages as a prevention of bacterial diseases in poultry farms

ABSTRACT

Poultry farming faces significant challenges due to bacterial resistance to antibiotics, which has prompted
the search for effective and sustainable alternatives for the control of bacterial diseases in poultry. This
article focused on the evaluation of the use of bacteriophages as a strategy for biocontrol in poultry farms.
a strategy for biocontrol in poultry farms. Through a meta-analysis of the existing literature, the
methodologies employed in previous research were identified the efficacy of bacteriophages, and areas
requiring further research were determined. areas requiring further research. The findings suggest that
bacteriophages can reduce the bacterial load in poultry. Bacteriophages can reduce the bacterial load in
infected birds, which could improve their health and welfare. health and welfare. However, significant
limitations were identified, such as the lack of long-term studies and the need to investigate avian impact
poultry. In addition, the importance of establishing clear, standardized protocols for the application of
bactericidal standardized protocols for the application of bacteriophages, as well as the need for further
research addressing the interactions between phages, bacteria and the avian microbiota, bacteria, and the
avian microbiota. As the main conclusions, the use of bacteriophages represents a viable alternative to
improve poultry health. represents a viable alternative to improve poultry health and contribute to food
safety, but a rigorous and evidence-based approach is required for its effective evidence-based approach is
required for effective implementation in the industry, but further long-term research is needed to prove the
efficacy of these treatments.
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INTRODUCCION

La avicultura es una de las industrias mas importantes en la produccién de alimentos a nivel mundial,
proporcionando una fuente significativa de proteinas a la poblacién (1). Sin embargo, la salud de las aves
de granjas avicolas se ve amenazada por diversas enfermedades bacterianas, no solo afectan la
productividad de las granjas, sino que también plantean riesgos para la salud publica debido a la resistencia
bacteriana que se ha desarrollado frente a los antibiéticos convencionales (2). La creciente preocupacion
por la resistencia en los antimicrobianos ha llevado a la busqueda de alternativas efectivas y sostenibles
para el control de infecciones bacterianas en la avicultura.

Por lo cual el uso de bacteridfagos, virus que infectan especificamente a las bacterias, ha resurgido como
una estrategia prometedora para el control de enfermedades bacterianas en aves (3,4). Desde el
descubrimiento de los bacteriéfagos a principios del siglo xx, se ha documentado su potencial para combatir
infecciones bacterianas, ofreciendo una alternativa fiable a los tratamientos antibiéticos tradicionales.
Investigaciones recientes han demostrado que los bacteridfagos pueden ser utilizados para reducir la carga
bacteriana en aves infectadas, lo que sugiere que podrian desempefiar un papel importante en la prevencion
de enfermedades en granjas avicolas (5).

El objetivo de este estudio es evaluar la literatura existente sobre la eficacia de los bacteriéfagos como
herramienta de biocontrol de la prevencion de enfermedades bacterianas en granjas avicolas. A través de
un metaanalisis, se busca identificar las metodologias empleadas en estudios previos, evaluar su eficacia 'y
determinar las areas que requieren mayor investigacion para optimizar el uso de bacteriéfagos en la
avicultura.

La relevancia de este articulo radica en la creciente necesidad de alternativas sostenibles en los antibidticos
en la produccion avicola, dado el aumento de la resistencia bacteriana, aln persisten vacios en la
investigacion que limitan su aplicacion préactica, se fundamentara en la revision de estudios previos para
destacar las mejores practicas y desafios que enfrentan los investigadores.

Ademaés, se pretende ofrecer una vision més amplia sobre las estrategias que han sido efectivas y aquellas
que requieran ajustes 0 mas investigacion. Se enfatiza en la importancia de establecer protocolos claros y

estandarizados para la aplicacion de bacteriofagos en granjas avicolas, asi como la necesidad de realizar

estudios adicionales que aborden las interacciones entre los fagos, bacterias y la microbiota aviar (6,7). De

M ®




esta forma, se podra mejorar no solo la salud aviar, sino también contribuir a la seguridad alimentaria 'y a
la reduccion del uso de antibidticos en la produccién animal.

Estudios sobre bacteri6fagos mencionan que estos virus pueden ser aislados de diversas fuentes, incluyendo
aguas residuales y heces de animales, lo que sugiere que son abundantes en el ambiente y pueden ser usados
de manera efectiva en el caso del control de patégenos en granjas avicolas (8). Este descubrimiento es
consecuencia de la disponibilidad de bacteriéfagos en el entorno, esto facilita su implementacion en
programas de manejo de salud aviar reduciendo la dependencia de antibi6ticos y, por ende, el riesgo de
resistencia bacteriana (9,10). La capacidad de los bacteriéfagos para adaptarse y evolucionar junto con las
bacterias también sugiere que podrian ofrecer una solucién a largo plazo en contra de las infecciones

bacterianas en la avicultura (10).

METODOLOGIA

Disefio del estudio

Se llevo a cabo una exhaustiva investigacion de la literatura cientifica, centrandose en el analisis minucioso
de investigaciones previas que abordan la utilizacion de virus bacteri6fagos como método de control
bioldgico para prevenir infecciones bacterianas en la avicultura. Esta revision abarco una amplia variedad
de estudios, incluyendo experimentos que evaltan la efectividad de diversas cepas de bacteriofagos contra
microorganismos patogenos frecuentes en la avicultura, tales como Salmonella.

Se realizo un andlisis de las técnicas aplicadas, las dosificaciones efectivas, los momentos Optimos de
administracion y los resultados conseguidos en cuanto a la disminucion de la poblacion bacteriana y la
optimizacién del estado de las aves. Asi mismo, se consideraron las posibles reacciones adversas y las
consecuencias a largo plazo derivadas de la utilizacion de bacteriofagos en granjas avicolas.

Ademas, se establecieron metodologias que permitieron valorar de forma eficiente el uso de bacteriéfagos
en la mitigacion de patdgenos en aves, tomando en consideracion multiples variables como la etapa de
desarrollo de las aves, las caracteristicas ambientales de las instalaciones avicolas y las distintas fases del
proceso productivo. El estudio analizé los beneficios potenciales de los bacteriéfagos, destacando su alta
especificidad hacia las bacterias objetivo, su capacidad de autorreplicacion en presencia del hospedador

bacteriano y su inocuidad tanto para las aves como para los consumidores. Se examinaron los obstaculos

técnicos que dificultan la implementacion a gran escala en el sector avicola, asi como las proyecciones
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futuras y los aspectos que requieren una investigacion mas profunda para perfeccionar esta prometedora
estrategia de biocontrol.

Criterios de seleccion de literatura

Se realizd una busqueda meticulosa en repositorios cientificos de renombre, tales como Pubmed, Scopus y
Google Scholar. La estrategia de busqueda se fundamentd en el empled de términos claves especificos,
entre los que se incluyeron “bacteridofagos”, “biocontrol”, “patdogenos”, “granjas avicolas”.

Este proceso de exploracion bibliografica fue exhaustivo y se establecieron pardmetros estrictos de
seleccién y exclusion con el proposito de asegurar que Unicamente se incorporaran al andlisis estudios
pertinentes y de elevada calidad cientifica, priorizando aquellos que presentaban datos cuantitativos sobre
la disminucion de la carga microbiana y la mejora en el estado de salud de las aves. Adicionalmente, se
presto particular atencién a las investigaciones que examinaban las metodologias de aplicacion, las dosis
eficaces y los momentos idoneos para la administracién de bacteri6fagos en el contexto de la produccion
avicola.

Los estudios elegidos fueron sometidos a un andlisis de sus objetivos, metodologias, materiales,
conclusiones, lo que ha permitido identificar patrones significativos en la utilizacion de bacteriéfagos en el
ambito de la avicultura. Este examen detallado revel6 que la terapia basada en fagos ha demostrado
resultados alentadores en la reduccion de patdgenos como la Salmonella en diversas etapas del proceso
productivo avicola, abarcando desde la fase de cria hasta el procesamiento final de la carne.

Se constatd que la eficacia de los bacteridfagos esta influenciada por varios factores, como la edad de las
aves, las condiciones ambientales y las distintas fases de produccion. A su vez, se identificaron obstaculos
técnicos y regulatorios que dificultan la implementacién a gran escala de la terapia magica en el sector
avicola, como la necesidad de desarrollar combinaciones de fagos y la importancia de establecer protocolos
estandarizados para su aplicacion.

Esta revision también permitié evaluar las ventajas comparativas de los bacteriéfagos frente a los
antibioticos tradicionales, destacan su alta especificidad hacia el microorganismo objetivo y su inocuidad
tanto para las aves como para los consumidores, aspectos de vital importancia en el contexto actual de la

creciente resistencia a los antimicrobianos en la industria alimentaria.
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Andlisis de datos

Se presto especial atencién a los estudios que incluian metodologias tedricas y précticas, ya que estos
proporcionaron datos mas veraces sobre la eficacia de los bacteriéfagos en condiciones controladas. Para
la organizacion y analisis de datos, se analiz6 los datos obtenidos por los estudios previos, los cuales
definieron variables como la carga bacteriana inicial, la reduccién de colonizacion y los métodos de
administracion de bacteriéfagos.

Justificacion

La eleccidn de esta investigacion se justifica porque es de vital importancia para el sector avicola y la salud
publica, en un escenario donde la ineficacia de los antibidticos se ha transformado en un desafio actual, la
exploracion de métodos alternativos y duraderos para combatir patégenos bacterianos en la crianza de aves
resulta esencial. Los fagos, microorganismos que parasitan exclusivamente bacterias, se perfilan como una
opcién alentadora debido a su marcada selectividad, habilidad para multiplicarse y reducida tendencia a
provocar resistencia en las bacterias.

Su implementacion en granjas avicolas no solo podria aminorar considerablemente las pérdidas monetarias
vinculadas a enfermedades bacterianas, sino también intentar atenuar el peligro de propagacion de agentes
patégenos de origen animal a los consumidores, favoreciendo asi la inocuidad de los alimentos. El creciente
cuerpo de investigaciones cientificas que respalda la efectividad de los fagos en el manejo de
microorganismos nocivos como Salmonella en aves de corral, sumado a la apremiante necesidad de
disminuir la utilizacion de antibi6ticos en la produccién animal, convierten este tema en un area de estudio
de gran importancia con el potencial de impactar en la salud publica en general, no solo en cuestiones de la
industria avicola.

La seleccion de los articulos revisados se fundamenta su relevancia en el sentido que son contribuciones
importantes al tema de la fagoterapia como un tipo de alternativas al uso de medicina comin como
antibioticos. Por ejemplo, los ejemplos fagoterapia frente a infecciones proporcionan un contexto crucial
sobre la eficacia de los bacteriofagos en el tratamiento de infecciones causadas por cepas resistentes a

antibioticos.




Del mismo modo, se consideraron estudios recientes que analizaron la efectividad de los bacteriéfagos en
modelos experimentales que pueden demostrar la capacidad de los bacteriéfagos para aumentar su
efectividad en el tiempo.

Limitaciones del estudio

A pesar de la exhaustividad en la seleccion de articulos y la rigurosidad en el anlisis, se presentan algunas
limitaciones significativas sobre el uso de bacteriofagos. En primer lugar, la variabilidad en los métodos
experimentales y las condiciones de los estudios revisados puede dificultar la comparacién directa de
resultados entre diferentes investigaciones. Este tipo de metodologia abarca desde las cepas bacterianas y
fagicas utilizadas hasta los protocolos de administracion y las métricas de evaluacion, lo que complica la
sintesis de conclusiones generalizables. Ademas, la mayoria de los estudios se han hecho en ambientes
controlados y han sido experimentos a pequefia escala, o que puede que no refleje la complejidad y los
desafios de las condiciones en granjas avicolas comerciales. Factores como el estrés de las aves, la
alimentacion, las fluctuaciones del ambiente, y la presencia de diferentes patégenos al mismo tiempo,
tipicos de granjas industriales, no siempre se consideran en estos estudios reducidos.

Otra limitacion para tomar en cuenta es la escasez de investigaciones a largo plazo que evallen la
efectividad y seguridad de los bacteriéfagos en la practica avicola cotidiana. La mayoria de los estudios se
centran en periodos relativamente cortos, 1o que deja sin respuesta preguntas cruciales sobre la eficacia
sostenida de los tratamientos con fagos.

Ademas, se observa una falta de estudios exhaustivos sobre el impacto real de la implementacion de terapias
fagicas en comparacion con los métodos tradicionales de control de enfermedades. Estas limitaciones
subrayan la necesidad imperante de realizar mas estudios que aborden estas cuestiones pendientes,
evaluando la aplicabilidad y viabilidad de los bacteriéfagos en condiciones reales y durante periodos largos.
Asi mismo, es necesario llevar a cabo mas investigaciones que examinen los aspectos regulatorios y de
seguridad alimentaria asociados con el uso de bacteriéfagos en la cadena de produccion avicola, para
facilitar su eventual adopcion en la industria.

También, como estos estudios se realizaron en entornos controlados, lo que puede no reflejar

completamente la complejidad de las condiciones en granjas avicolas comerciales. También se observé una

escasez de investigaciones a largo plazo que evallan la efectividad y seguridad de los bacteriofagos en la
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practica avicola. Estas limitaciones reflejan la necesidad de realizar més estudios que aborden estas
cuestiones y que evallen la aplicabilidad de los bacteriéfagos en condiciones reales de produccion aviar.
MATERIAL Y METODOS

De acuerdo a un estudio enfocado en el biocontrol de Salmonella mediante el uso de bacteri6fagos,
desarrollado en las instalaciones del laboratorio de Microbiologia del Departamento de Medicina
Preventiva Animal de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile, que
disponia del ambiente adecuado para garantizar un entorno controlado para la experimentacion con aves y
microrganismos (11).

Materiales utilizados

Animales de experimentacion

Para el experimento, se utilizaron huevos libres de patdgenos especificos, estos huevos fueron incubados
en el bioterio de produccion animal de Chile. Tras la eclosion, los pollos recién nacidos fueron trasladados
a una sala de experimentacion especializadas, donde se criaron en jaulas bajo condiciones ambientales
Optimas para su especie y edad (11,12). La alimentacion consistio en una dieta formulada sin antibidticos,
complementada con agua, ademas, se implementaron rigurosas medidas de bioseguridad para prevenir
cualquier contaminacién no deseada con cepas de Salmonella de campo.

Cepa desafio y bacteriofagos

El estudio empled una cepa de Salmonella de origen aviar como agente de desafio, la cual fue modificada
genéticamente para presentar resistencia a acido nalidixico y rifampicina (11). Ademas, se utilizaron tres
bacteriofagos licitos nativos, denominados F1, F2, F3, aislados de diferentes planteles avicolas. Estos fagos
demostraron una potente actividad litica contra la cepa de desafio y otras cepas del mismo serotipo (13).
La preparacion y caracterizacion de los indculos fagicos se realizaron en el laboratorio de bacteriologia,
aplicandose en una multiplicidad de infeccion de 102 unidades por cada bacteria inoculada, lo que representa
mil veces la dosis bacteriana minima infectante (12)

Protocolo de bioseguridad

Considerando la naturaleza infecciosa del patdgeno en el estudio, se implement6 un sistema integral de

bioseguridad que superé los estandares basicos del nivel 2 para Salmonella (11). El protocolo contemplo

una estrategia que abarcd la proteccién individual del personal hasta la gestion de residuos potencialmente
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contaminantes (3). Se utiliz6 un sistema de indumentaria de proteccion con trajes herméticos desechables,
calzado especial con cubiertas impermeables, respiradores de alta eficiencia, guantes de nitrilo de doble
capa y mascaras faciales con filtros especializados (11,14).

Los desechos orgénicos sélidos recibieron un tratamiento quimico-térmico meticuloso, aplicAndose un
protocolo de descontaminacion que combind un compuesto de amonio cuaternario de alta concentracion
con un proceso de incineracion con unas temperaturas mayores a 800 oC, garantizando la eliminacion total
de cualquier agente microbiol6gico viable, los residuos liquidos fueron sometidos a un proceso de cloracién
intensa utilizando compuestos de color de grado industrial, con mdltiples etapas de verificacion de la
eliminacion completa de patégenos, mientras que la desinfeccion de superficies y equipamiento se realizo
mediante un protocolo sistematico que combind agentes esterilizantes de amplio espectro, radiacion
ultravioleta y métodos de descontaminacion térmica.

Bacteriologia cualitativa y cuantitativa

El proceso de identificacion y caracterizacion de la cepa bacteriana se disefid como un protocolo de
multiples etapas, fundamentado en las metodologias mas rigurosas de diagnostico microbioldgico. Se
implementd un sistema de enriquecimiento bacteriano que utilizé medios selectivos de alta especificidad,
permitiendo el desarrollo preferencial de la cepa de Salmonella mediante técnicas de inhibicién diferencial,
Asi mismo, se combind técnicas moleculares y tradicionales, incluyendo pruebas bioquimicas de Gltima
generacion que permitieron una identificacion precisa y diferencial. El proceso contempl6 la utilizacion de
medios de cultivo especializados, suplementados con antibidticos selectivos que permiten el crecimiento
exclusivo de la cepa de interés. La confirmacion final se realiz6 mediante técnicas de biologia molecular
que incluyeron reaccion en cadena de la polimerasa y analisis genético comparativo.

Animalizacion de la cepa

El proceso de animalizacién represent6 una estrategia metodoldgica compleja disefiada para potenciar la
capacidad infectiva del microorganismo mediante un protocolo de seis pasajes secuenciales en modelos
animales, se busco seleccionar y ampliar las variantes bacterianas con mayor potencial de violencia.

Cada pasaje se realizd bajo condiciones experimentales estrictamente controladas, utilizando una

suspension bacteriana estandarizada y cuantificada con precision micrométrica. El procedimiento incluy6

la inoculacién controlada, el seguimiento del desarrollo de la infeccidn, eutanasia ética del modelo animal
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y recuperacion de la cepa bacteriana desde mdaltiples tejidos y 6rganos. Este método permitio una seleccion
natural dirigida que favorecié el desarrollo de cepas con caracteristicas de altas patogenicidad,
Determinacion de la dosis minima infectante

Se defini6 que la dosis minima para infectar seria la concentracion bacteriana més baja capaz de producir
una colonizacién detectable al menos al 90% de las muestras analizadas, incluyendo tanto muestras de
6rganos internos como de tejido intestinal completo.

Para determinarlo, los investigadores a cargo prepararon una suspension de Salmonella resistente a acido
nalidixico y rifampicina, previamente sometida a nueve ciclos de pasaje en pollos para aumentar la
virulencia. La suspension se incubo bajo condiciones controladas y se ajustd mediante técnicas
nefelométricas para alcanzar una concentracién inicial estimada de 3x108 unidades formadores de colonias
por mililitro, a partir de esta suspension, se realizaron diluciones seriadas en solucion salina fisiologica
estéril, generando un rango de concentracién desde 108 hasta 101 UFC/ml (11,15).

Se establecieron cinco grupos experimentales, cada uno compuesto por siete polluelos libres de patégenos
especificos de diez dias, cada grupo recibié por via oral una dosis correspondiente a una de las siguientes
concentraciones tedricas: 103, 104, 105, 106, 107 UFC/ml, diez dias después de la inoculacion, se procedio
a la eutanasia humanitaria de las aves mediante dislocacion cervical, siguiendo protocolos éticos
establecidos (11,16). Se realizaron necropsias detalladas, recolectando muestras de un conjunto de 6rganos
internos y del tracto intestinal completo (9). Estas muestras se sometieron a analisis microbioldgicos para
aislar y cuantificar la cepa desafio, empleando técnicas de cultivo selectivo y pruebas bioquimicas
confirmatorias (16).

Evaluacion de inocuidad de los bacteriofagos

Para garantizar la seguridad de los bacteriofagos en estudio, se disefié un protocolo de evaluacion utilizando
métodos avicolas, se emplearon ratones macho CF1 de 16-18 gramos, se formaron seis grupos de cuatro
ratones cada uno, dividido en dos subgrupos por cada bacteriéfago (8,11,17). Un subgrupo recibi6 una
solucion de bacteriofagos en su agua de bebida durante tres dias consecutivos. El otro subgrupo recibi6 una
inoculacion intraperitoneal de 0,5 ml de la misma solucion de bacteriéfagos, se incluy6 un grupo control

adicional de seis ratones, que recibio solucion salina estéril por las mismas vias de administracion (11).
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Tras un periodo de observacion de siete dias sin evidencia de efectos, el grupo que inicialmente recibié los
bacteriéfagos por via oral fue sometido a una segunda inoculacién, esta vez por via intravenosa,
administrando 0,2 ml de la solucién de bacteriéfagos. Al décimo dia del experimento, a los ratones se le
aplicé eutanasia mediante exposicion a éter etilico, seguido de un examen postmortem detallado para
identificar posibles alteraciones macroscépicas.

Paralelamente, se realiz6 un estudio en aves, utilizando tanto pollos comerciales como pollos spf de 15 dias
de edad. Se establecieron seis grupos experimentales, replicando la estructura del estudio en ratones (11,18).
En este caso, los pollos recibieron dos dosis orales de 1 ml de solucion de bacteriéfagos con un intervalo
de 24 horas entre cada administracion, asi mismo, se sigui6 el mismo protocolo de eutanasia y examen post
mortem que con el estudio de los ratones. Estos estudios de inocuidad fueron disefiados para evaluar la
seguridad de los bacteriofagos en diferentes especies y por diversas vias de administracion, proporcionando
una base solida para futuras aplicaciones terapéuticas o profilacticas en el control de infecciones bacterianas
en la industria avicola (19).

Experimento No. 1

Efectividad de tres fagos dosificados en forma individual y asociados.

Primero, se determina la dosis minima afectante y, una vez corroborada la inocuidad de los fagos, se
procedio a evaluar la eficacia terapéutica de tres bacteridéfagos nativos, tanto de forma individual como en
una combinacién sinérgica denominada “mezcla” (19,20). Para este propdsito, se disefi6 un estudio
experimental meticulosos que involucrd la formacion de siete grupos distintos, cada uno compuesto por 30

pollos libres de patgenos.

Tabla 1

Distribucién de grupos experimentales
Grupos No. De pollos Tipo de fago Dosis de fago Dosis S.E nal
Control negativo 30 - - -
Control infeccion 30 - - 1 DMI
Control fago 30 Mezcla 10 UFP -
Grupo 1 30 Fago 1 10 UFP 1 DMI
Grupo 2 30 Fago 2 10 UFP 1 DMI
Grupo 3 30 Fago 3 10 UFP 1 DMI
Grupo 4 30 Mezcla 10 UFP 1 DMI

Nota: Adaptado de Biocontrol de Salmonella Enteritidis en aves mediante el uso de bacteriofagos, por Albala Isabel (11)
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Dentro de la tabla 1, se observé que, al octavo dia de vida, los pollos fueron estratégicamente distribuidas
en unidades experimentadas aisladas, disefiadas para prevenir cualquier contaminacion cruzada. Cada
unidad albergaba una poblacion controlada de 10 polluelos, garantizando condiciones Gptimas de densidad
y bienestar animal (11).

En los novenos y décimo dias post eclosion, se procedié a la administracion oral de los tratamientos fagicos
a los grupos experimentales asignados (grupos 1,2,3,4 y control de fagos). Cada pollo recibi6 una dosis
precisa de 1 ml de suspension fagica en solucién salina fisiologica estéril, calibrada para alcanzar una
multiplicidad de infeccion de 10 unidades formadoras de placa por bacteria objetivo (10,11)
Aproximadamente dos horas después de la segunda administracion fagica, coincidiendo con el décimo dia,
se realizo el desafio bacteriano. Los grupos 1, 2,3,4 y el grupo control de infeccion fueron inoculados
oralmente con una dosis previamente determinada como la dosis minima infectante de Salmonella resistente
a acido nalidixico y rifampicina, el grupo control negativo se mantuvo sin exposicién a fagos ni a la cepa
desafio, sirviendo para detectar posibles contaminaciones accidentales o transmisiones no intencionales
entre grupos (11,16).

Del mismo modo, se implementé un sistema riguroso de manejo independiente para cada grupo
experimental, cada unidad estaba equipada con contenedores especificos para alimento, agua y desechos
liquidos, disefiados para prevenir cualquier contaminacion cruzada (21). Se establecid un protocolo estricto
para el orden de manejo de aves, comenzando con el grupo control negativo, seguido por el grupo control
de fagos, el grupo control de infeccidn, y finalmente los grupos experimentales 1,2,3 y 4, en este orden
(12).

Diez dias después, cuando los pollos alcanzaron los 20 dias, se procedio a la eutanasia humanitaria de todos
los especimenes mediante dislocacion cervical, siguiendo protocolos éticos, la secuencia de eutanasia y
necropsia se realiz6 de manera adecuada, iniciando con los grupos control, seguidos por los grupos tratados
con fagos individuales y finalizando con el grupo que recibi6 la mezcla de fagos (11,22).

De las muestras obtenidas en la necropsia, se sometieron a un andlisis bacterioldgico siguiendo protocolos
de analisis cualitativo y cuantitativo, esto permitié una evaluacién de la eficacia de los tratamientos con

bacteriofagos, tanto individuales como en combinacion, contra la infeccion por Salmonella en un entorno

controlado (22).
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Experimento No. 2

Efecto de la via de administracion de fagos

En esta segunda parte del experimento, se decidi¢ utilizar el tratamiento con bacteriéfagos que mostré la
mayor eficiencia en dicho experimento. Para llevar a cabo este experimento, se formaron cinco grupos
experimentales, cada uno compuesto por 22 pollos de un dia de nacidos, provenientes de gallinas no
acufiadas y libres de Salmonella.

Para asegurar que los polluelos estaban efectivamente libres de Salmonella, se realizaron cultivos
microbiolégicos tradicionales a partir de un pool de deposiciones, permitiendo confirmar su estado sanitario
antes de iniciar el tratamiento, de esta forma, se garantiza que los sujetos experimentales estuvieran en
condiciones Optimas para evaluar la efectividad del tratamiento con bacteriofagos, estableciendo asi una

base sélida para el desarrollo del estudio (23).

Tabla 2

Distribucion de grupos experimentales

Grupo No. De Via de administracion de Dosis Dosis

pollos fagos Fago

Control de infeccion 22 Oral - 1 dosis minima
infectante

Control negativo 7 - - -

Fago en aerosol 22 Aerosol 10 UFP 1 dosis  minima
infectante

Fago en agua de 22 Agua de bebida 10 UFP 1 dosis  minima

bebida infectante

Nota: Adaptado de Biocontrol de Salmonella Enteritidis en aves mediante el uso de bacteriofagos, por Albala Isabel (11)

Al igual que en el experimento anterior, en la tabla 2 se encuentran los pollos que fueron alojados en la
unidad de experimentacion animal del departamento, distribuidas en recintos aislados para cada grupo del
experimento (10,11,24). Al noveno dia se inicio la administracion del tratamiento con bacteriofagos a los
grupos designados, empleando dos métodos distintivos, via oral en el agua y mediante nebulizacion.

El tratamiento consistié en dos aplicaciones diarias, una matutina y otra vespertina, para maximizar la

exposicion de los pollos a los bacteriéfagos, adicionalmente, se establecieron dos grupos de control placebo,
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uno recibiendo agua destilada estéril por via oral y otro expuesto a la misma solucion mediante
nebulizacion, replicando asi las condiciones de administracion del tratamiento activo (25).

Transcurridos diez dias desde la inoculacidn con la cepa bacteriana de desafio, se procedio a la eutanasia
humanitaria de los pollos, seguida de necropsias para la obtencion de muestras de 6rganos, estas muestras
se sometieron a un analisis bacteriolégico como en el primer experimento, empleando las mismas
metodologias, permitiendo una comparacion directa y fiable de los resultados de ambas fases (11,26).
RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento de bacteriofagos en granjas avicolas

Los resultados del aislamiento de bacteriéfagos se presentan en la tabla 1, en el cual se logrd obtener
muestras tanto liquidas como sélidas de granjas avicolas y plantas de procesamiento de aves. Las muestras
liquidas, principalmente aguas residuales, mostraron una mayor prevalencia de bacteriéfagos (70%) en
comparacion con las muestras sélidas (30%) (27). Esta diferencia puede atribuirse a la mayor abundancia
de fagos en ambientes acudticos, donde su concentracion suele ser 10 a 20 veces superior a la de sus
bacterias hospedadoras.

Eficacia de los bacteriéfagos aislados

Los bacteri6fagos aislados mostraron una notable capacidad litica contra la Salmonella. La aplicacion de
estos fagos, en combinacion con practicas de limpieza y desinfeccion, resulto en una reduccion del 64% en
la prevalencia de esta enfermedad en las granjas de pollos estudiadas (28). A su vez, se logré la eliminacién
completa de la bacteria de las instalaciones, lo que subraya el potencial de la fagoterapia como estrategia
de control de patégenos

Estabilidad y almacenamiento de los bacteri6fagos

Las diluciones finales de las mezclas de fagos exhibieron titulos individuales maximos de actividad
bacteriolitica que oscilaron entre 1/100 y 1/100.000 (29). Este hallazgo es fundamental para evaluar la
estabilidad a largo plazo de los fagos bajo diferentes condiciones de almacenamiento, adicionalmente se ha
demostrado que el almacenamiento prolongado a temperatura ambiente puede resultar en una pérdida
significativa de titulo, lo que subraya la importancia de optimizar las condiciones de conservacion para

mantener la eficacia de los fagos (27,29).
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Tabla 3
Polifagos provenientes de muestras liquidas y sélidas de granjas avicolas

No. Bacteriofago Estado de la muestra Dilucion Positivo/negativo
1 Vhb-eco 121 Liquido 1:100.000 Positivo
2 Vb-eco_122 Liquido 1:100.000 Positivo
3 Vhb-eco 131 Liquido 1:100.000 Positivo
4 Vb-eco_132 Liquido 1:100.000 Positivo
5 Vb-eco 133 Liquido 1:100.000 Positivo
6 Vb-eco_141 Solido 1:100.000 Positivo
7 Vb-eco_142 Liquido 1:100.000 Positivo
8 Vb-eco 161 Liquido 1:100.000 Positivo
9 Vb-eco_171 Liquido 1:10.000 Positivo
10 Vb-eco 181 Solido 1:10.000 Positivo
11 Vb-eco_211 Liquido 1:10.000 Positivo
12 Vb-eco_241 Sélido 1:10.000 Positivo

Nota: Modificado de Caracterizacion fenotipica y molecular de colifagos de granjas de pollos de engorde con Colibacilosis y

plantas beneficiadoras de aves en Azuay, Ecuador por Astudillo Fabian (27)

La tabla 3 refleja los exitosos datos sobre el uso bacteriéfagos para el control de Patdgenos en granjas, el
cual representa un avance hacia la produccion avicola méas segura y sostenible. Este enfoque ofrece una
alternativa prometedora a los antibidticos, contribuyendo asi a la reduccion de la resistencia antimicrobiana
en la produccion avicola.

El sistema de aplicacion de bacteriéfagos desarrollado en este estudio, basado en el concepto de autofago,
demuestra ser efectivo contra patégenos zoonéticos resistentes a los procedimientos habituales de limpieza

y desinfeccion (16). Este hallazgo tiene implicaciones importantes para el desarrollo de estrategias de

control de enfermedades mas eficaces y sostenibles en la industria avicola.




Tabla 4
Deteccidn de Salmonella Enteritidis en pollos con bacteriéfagos

Tratamiento No. Aves positivas No. Organos positivos No. Intestinos positivos
Control infeccidn 26 (86.6) 14 (46,6) 22 (73,3)
Mezcla F1,F2,F3 17 (58,6) 7(24,) 15 (51,7)
Fagol 23 (85,1) 11 (40,7) 23 (85,1)
Fago 2 21 (70,0) 14 (46,6) 21 (70,0)
Fago 3 16 (53,3) 11 (36,6) 14 (46,6)

Nota: Adaptado de Biocontrol de Salmonella Enteritidis en aves mediante el uso de bacteri6fagos, por Albala Isabel (11)

Los resultados que se obtuvieron y reflejados en la tabla 4 demuestran la eficacia de estos agentes en el
control de Salmonella Enteritidis. En el grupo de control de infeccion, se detectaron 26 de 30 pollos
positivos a esta bacteria, independientemente del tipo de muestra analizada. Se observo que 22 de 30
muestras de intestino y 14 de 30 de 6rganos presentaban aislamientos de Salmonella, lo que resalta la alta
prevalencia de la infeccion en aves no tratadas (11).

Por otro lado, en el grupo de aves que recibieron una mezcla de bacteriéfagos, se registraron 17 de 29 aves
infectadas. De estas, se logro aislar la cepa desafio en 7 de 29 muestras de 6rganos y en 15 de 29 de
intestinos (11,30). Estos resultados sugieren que la aplicacion de bacteriofagos puede reducir la carga
bacteriana en las aves, lo que podria ser una alternativa efectiva para el manejo de Salmonella en entornos
avicolas.

Ademas, en los grupos tratados con diferentes tipos de fagos, se observaron resultados prometedores. En el
grupo que recibid el fago 1, 23 de 27 aves resultaron positivas a salmonella, con asilamientos de 11 de 27
organos y 23 de 27 intestinos (26,31). En el grupo tratado con el fago 2, se detectaron 21 de 30 aves
positivas, con 14 de 30 aislamientos en 6rganos y 21 de 30 en intestinos. Finalmente, en el grupo que recibié
el fago 3, 16 de 30 pollos fueron positivos, con aislamientos en 11 de 30 drganos y 14 de 30 intestinos
(11,27,31). Estos hallazgos refuerzan la idea de que los bacteriofagos pueden ser una herramienta valiosa
para prevenir enfermedades bacterianas en la produccién avicola, contribuyendo a la salud animal y a la

seguridad alimentaria.
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Asimismo, el empled de bacteriéfagos como método de prevencion de enfermedades bacterianas en granjas
avicolas ha mostrado resultados alentadores en investigaciones recientes. A través de analisis estadisticos,
se evidencid gue el total de aves infectadas que recibieron una mezcla de fagos y aquellas tratadas con el
fago 3 presentaron cifras significativamente menores en comparacion con el grupo control (32). No
obstante, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en los grupos que recibieron el fago
1y el fago 2, lo que sugiere que algunos bacteri6fagos puedan ser méas eficaces que otros en la reduccién
de la carga bacteriana en las aves.

El andlisis cuantitativo de la bacteriologia mostrd que las aves tratadas con la mezcla de fagos lograron
disminuir el recuento de Salmonella Enteritidis en el intestino de 8,47 log10 a 5,69 log 10 (11,32). De
manera similar, otros grupos que recibieron los fagos 1 y 3 también presentaron reducciones significativas
en los recuentos bacterianos, alcanzando 5,81 log 10 y 5,92 log10 (11,32). Sin embargo, es relevante
mencionar que ningun tratamiento logré reducciones significativas en los recuentos de Salmonella en los
6rganos, lo que indica la necesidad de continuar investigando la eficacia de los bacteriéfagos en diferentes
contextos.

En el grupo que recibié la mezcla de tres fagos, no se observaron alteraciones clinicas ni lesiones
macroscopicas hasta el dia 10 después de la infeccion, lo que respalda la seguridad de este tratamiento
(11,33). Ademés, en el grupo control sano, que no recibid ni fagos ni cepa desafio, no se detecto la presencia
de salmonella ni de los fagos, lo que elimina la posibilidad de contaminacion entre los grupos
experimentales. Estos hallazgos refuerzan la idea de que los bacteri6fagos pueden ser una herramienta
segura y efectiva para prevenir enfermedades bacterianas en la produccion avicola, contribuyendo asi a la
salud y bienestar a las aves.

Tabla 5

Deteccion de Salmonella Enteritidis en pollos dosificados con una mezcla de bacteriéfagos por vias de
administracion

Tratamiento No. Aves positivas No. Organos positivos No. Intestinos positivos
Control infeccion 22 (100) 17 (77,2) 22 (100)
Aerosol 16 (72,7) 13 (59.1) 16 (72,7)
Agua de bebida 20 (90,9) 9 (40,9) 20 (90,9)

Nota: Adaptado de Biocontrol de Salmonella Enteritidis en aves mediante el uso de bacteriofagos, por Albala Isabel (11)
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En el grupo de control de infeccion mostrados en la tabla 5, se identificaron todas las aves como infectadas,
independientemente del tipo de muestra analizada, con 17 de 22 muestras positivas en 6rganos y 22 de 22
en intestinos (11,34). En contraste, en el grupo que recibio el tratamiento con bacteriéfagos por via aerosol,
16 de 22 aves resultaron positivas, de las cuales 13 presentaron infeccion en 6rganos y 16 en intestinos (35).
Por otro lado, en el grupo que recibié la mezcla de fagos a través del agua de bebida, se aislé Salmonella
Enteritidis en 20 de 22 aves, con 9 de estas muestras provenientes de 6rganos y 20 de intestinos.

El analisis estadistico de los resultados de la bacteriologia cualitativa mostr6 diferencias significativas en
el total de aves infectadas entre los tres grupos, siendo mas notoria en el grupo que recibi6 la mezcla de
fagos por via aerosol (32). Al examinar los resultados segun el tipo de muestra, se encontrd una diferencia
significativa en los 6rganos, que correspondié Unicamente al grupo que recibi6 los fagos a través del agua
de bebida (11,35,36). Ademas, la deteccion de Salmonella Enteritidis en los intestinos también revel6
diferencias significativas entre los grupos, destacando nuevamente el grupo tratado por aerosol.

El anélisis cuantitativo de la bacteriologia indic6 que ambos métodos de tratamiento, aerosol y agua de
bebida lograron reducir de manera significativa el recuento de Salmonella Enteritidis en el intestino. Sin
embargo, no se observaron diferencias significativas en los recuentos de 6rganos en comparacion con el
grupo control de infeccion (37). Los recuentos promedio de Salmonella Enteritidis en el intestino fueron de
5,67 log10 para el grupo control de infeccion, 4,04 log10 para el grupo tratado por aerosol y 4,25 log10
para el grupo tratado por aerosol y 4,25 log10 para el grupo que recibi6 el tratamiento en el agua de bebida.
En cuanto a los érganos, los recuentos promedios fueron de 4, 68 log10, 3,97 log10, y 3,16 log10 para los
grupos de control de infeccion, aerosol y agua de bebida (11,38).

Los grupos de control que recibieron placebo (agua y aerosol sin bacteriéfagos), asi como los grupos control
sano y de fagos, mostraron condiciones normales, sin alteraciones clinicas ni lesiones macroscopicas
durante la necropsia, en estos grupos no se aislo la cepa desafio, lo que sugiere que no hubo contaminacion
entre los grupos experimentales.

CONCLUSIONES

Este articulo se ha enfocado en la evaluacion del uso de bacteriéfagos como una alternativa viable para el

control de enfermedades bacterianas en granjas avicolas, a medida que la avicultura enfrenta nuevos retos

debido a la resistencia bacteriana a los antibioticos, la bisqueda de métodos sostenibles y efectivos se
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vuelve cada vez més urgente. A través de un analisis detallado de las metodologias empleadas las dosis
efectivas, los momentos dptimos de administracion y los resultados obtenidos, se ha buscado responder a
la pregunta central sobre la efectividad de los bacteriéfagos.

Los hallazgos sugieren que los bacteriéfagos tienen un gran potencial para reducir la carga bacteriana en
pollos, lo que podria traducirse en una mejora en su salud y bienestar. La especificidad de los bacteriéfagos
hacia las bacterias objetivo es un aspecto positivo, ya que minimiza el impacto sobre la microbiota intestinal
de los pollos, un factor crucial para su salud general. Ademas, la capacidad de los bacteriéfagos para
replicarse en presencia de su hospedador bacteriano sugiere que podrian ofrecer un control méas duradero
de las infecciones, lo que es especialmente relevante en un entorno de produccion avicola donde las
condiciones pueden ser variables y desafiantes.

Sin embargo, es importante reconocer las limitaciones que se presentaron durante el anlisis de este estudio.
En primer lugar, la mayoria de los estudios revisados se realizaron en entornos controlados, lo que puede
no reflejar la complejidad de las condiciones en las granjas avicolas comerciales, factores como el estrés
de los pollos, la variabilidad de la alimentacidn, las fluctuaciones ambientales y la presencia de multiples
pat6genos al mismo tiempo son comunes en la produccion avicola industrial, y no siempre se consideraron
en los experimentos, esta falta de representatividad puede influir en la aplicabilidad de los resultados
obtenidos en condiciones reales de produccion.

Adicionalmente, se observo una notable escasez de investigaciones a largo plazo que evallen la efectividad
y seguridad de los bacteridfagos en la practica avicola cotidiana. La mayoria de la literatura analizada se
centro en periodos cortos, lo que deja sin respuesta preguntas cruciales como la eficacia sostenida de los
tratamientos con fagos el potencial desarrollo de resistencia bacteriana a largo plazo y los posibles efectos
en la microbiota intestinal, de las aves tras un uso prolongado, estas limitaciones resaltan la necesidad de
realizar mas estudios que aborden estas cuestiones y evalten la aplicabilidad de los bacteri6fagos en
condiciones reales de produccion aviar.

Otro punto importante para considerar fue la falta de estudios que comparen el impacto real de las terapias
fagicas con los métodos tradicionales de control de enfermedades. Aunque los resultados preliminares son

alentadores, es esencial llevar a cabo investigaciones que evallen la viabilidad de los bacteri6fagos en

condiciones reales y durante periodos prolongados. Esto incluye la necesidad de examinar los aspectos
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regulatorios y de seguridad alimentaria asociados con el uso de bacteridfagos en la cadena de produccién

avicola, lo que facilitaria su eventual inclusidn en la industria

Con este articulo se ha logrado poner una mayor importancia en establecer metodologias que permitan

valorar de manera eficiente el uso de bacteri6fagos en la mitigacion de patégenos en granjas avicolas, cabe

resaltar la importancia de tener en cuenta multiples variables, como la etapa de desarrollo de las aves, las

caracteristicas ambientales de las instalaciones avicolas y las distintas fases del proceso productivo. La

implementacion de estas metodologias podria contribuir a una mejor comprension en los programas de

manejo de salud aviar y en las practicas de produccion sostenible.

En conclusién, el uso de bacteri6fagos como estrategia de biocontrol en la avicultura presenta un gran

potencial para mejorar la salud de las aves y reducir la dependencia de antibi6ticos. Sin embargo, abordar

las limitaciones identificadas en este estudio y realizar investigaciones adicionales que evalten la

efectividad y seguridad de los bacteri6fagos en condiciones reales de produccién aviar. Solo a través de un

enfoque riguroso y basado en evidencia se podra determinar el papel que los bacteriéfagos pueden

desempefiar en la avicultura moderna para garantizar asi la salud animal y la seguridad alimentaria a largo

plazo.
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