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RESUMEN

A nivel mundial el consumo de pollos sigue incrementandose, el uso de aditivos en
la nutricion animal cada vez se generaliza en todo el mundo y se reduce el uso de
antibiéticos como promotores de crecimiento.

A nivel nacional existen pocos estudios de pollos boiler con el uso de acidificantes,
de los cuales apenas dos de ellos profundizan su estudio utilizando pruebas de
histologia y microbiologia. El objetivo del presente estudio es la evaluacion del
desempefio productivo mediante el uso de parametros zootécnicos, y la carga
patégena de la microbiota intestinal mediante cultivos bacterianos, para comparar
el efecto de las dos dosificaciones del acidificante.

El estudio tuvo una poblacion de 450 pollos broiler linea Cobb, divididos
aleatoriamente en 3 grupos, con una muestra poblacional de 150 aves. Los tres
grupos fueron divididos con una dosis del acidificante en el agua de bebida:
Tratamiento Control (TC), Tratamiento 1 (T1) con 1 ml/l, Tratamiento 2 (T2) con
2ml/l. La duracion del estudio en campo fue de 42 dias.

Para el analisis estadistico en las muestras de microbiologia se utilizé Anova y
Tukey. En los parametros zootécnicos como Consumo Semanal, Ganancia de Peso
Semanal, Conversion Alimenticia, Consumo de Agua, Pesos semanales, se utilizd
la prueba de Shapiro Wilk para conocer su distribucién: 1) en distribucion normal se
utilizd Anova, Tukey; y, 2) no sigue la distribucion normal se utilizé Kruskal Wallis.

La investigacion concluye que estadisticamente el T2 (2 ml/l) redujo el conteo de
unidades formadoras de colonias de E. coli, en la tercera dilucion (42d), frente al
resto de tratamientos, ademas no se encontré la presencia de Salmonella spp. en
el estudio.

El T1 (1 mi/l), es el mas eficiente en la conversion alimenticia, rentabilidad, y mas
cercano al criterio 2 I/kg por ave, mientras que el pH del agua fue de 6,y en T2 fue
de 5 pudiendo afectar la ganancia de peso de las aves.

Se acepta la hipotesis alternativa: Los acidificantes liquidos en diferentes dosis
mejoran los parametros zootécnicos y reducen la carga patégena de la microbiota
intestinal de aves de engorde.

Palabras claves: Acidificantes, parametros zootécnicos, E. coli, pH



ABSTRACT

Worldwide, the poultry meat consumption continues increase, the use of feed
additives in animal nutrition are generalized over the world and the use of antibiotics
as growth promoters are decreasing.

Nationally there are few studies of broiler who use acidifiers, which only two of them
deepen their study using histology and microbiology tests. The objective of the
present study is the evaluation of the productive performance through the use of
zootechnical performance, and the pathogenic load of the gut microbiota by means
of bacterial cultures, to compare the effect of the two dosages of the acidifier.

The study had a population of 450 broiler cobb, randomly divided into 3 groups, with
a population sample of 150 birds. The three groups were divided with a dose of the
acidifier in the drinking water: Control Treatment (CT), Treatment 1 (T1) with 1 mi/I,
and Treatment 2 (T2) with 2ml/Il. The field study had 42 days.

For statistical analysis in microbiology samples, Anova test, and Tukey's test were
used. In the zootechnical performance such as Weekly Feed Intake, Weekly Body
Weight Gain, Food Conversion Ratio, Water Consumption, Weekly Body Weight, the
Shapiro Wilk test was used to determine its distribution: 1) in normal distribution
Anova test, Tukey's test was used; and, 2) Kruskal Wallis test does not follow the
normal distribution.

The investigation concludes that statistically the T2 (2 ml/l) reduce the count of
colony forming units of E. Coli, in the third dilution (42d), respect the rest of
treatments, furthermore Salmonella spp. was not found in the study.

The T1 (1 ml/l), is the most efficient in food conversion ratio, profitability, and closest
to the criterion 2 I/kg per bird, while the pH of the water was 6, and T2 of 5 it could
affect the weight body gain.

The alternative hypothesis is accepted: Liquid acidifiers in different doses improve
zootechnical parameters and reduce the pathogenic load of the gut microbiota.

Key Words: Acidifiers, zootechnical parameters, E. coli, pH
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Capitulo I. Introduccion

En este nuevo siglo se han presentado nuevos casos de infecciones por bacterias
resistentes a antibioticos (OMS, 2017), siendo sefialado como una de las causas el
uso de antibidticos utilizados como promotores de crecimiento (APC), y de
tratamientos terapéuticos en animales de producciéon (Hume, 2011), razén por lo
que la Union Europea en el afio 2006 prohibié el uso de antibiéticos como
promotores de crecimiento en produccién animal (Parlamento Europeo y Consejo

de la Unién Europea, 2003).

Siendo importante el incremento del consumo de carne de pollo a nivel mundial y
nacional, existe preocupacion por buscar alternativas al uso de antibiéticos con otros
aditivos, como por ejemplo el uso de acidificantes. Asi, el meta analisis realizado
por Polycarpo et al (2017) que evalud los resultados en 121 articulos cientificos
publicados entre los afios 1991 al 2016, demuestra que existe diferencia significativa
sobre la ganancia diaria de peso del antibidtico sobre el acidificante, mientras que,
no existe diferencia significativa entre la conversion alimenticia. Todos los estudios
utilizaron un control, acidificante y antibiotico. Los acidos organicos y antibiéticos

utilizados en el estudio son los siguientes:

- Acidos Organicos: Acético, benzoico, butirico, caprilico, citrico,
etilendiaminotetraacético (EDTA), formico, fumarico, galico, glucdnico,
lactico, malico, fenilacético, propionico, sérbico, tanico, tartarico.

- Antibidticos: Avilamicina, bacitracina, clopidol, enramicina, flavomicina,

furazolidona, oxitetraciclina, salinomicina y virginiamicina.

A nivel nacional se encontraron 12 estudios de aves de engorde con el uso de

acidificantes, de los cuales dos de ellos profundizan su estudio, como los realizados



por Ifiguez (2018), que utilizé la prueba de histologia y por Guevara (2004) con un

conteo de unidades formadoras de colonias (microbiologia).

Segun el Ministerio de Agricultura y Ganaderia (2019), la industria avicola
ecuatoriana genera aproximadamente 1,272 millones de délares anuales, con una

participacion del 18% en el Producto Interno Bruto Agropecuario.

Ecuador tuvo un decrecimiento entre el afilo 2017 al 2018, de 140.395 a 139.345
millones de pollos (ESPAC, 2019; ESPAC, s.f.).

El desempefio productivo se valor6 mediante la ganancia diaria de peso, conversién
alimenticia y mortalidad. Ademas, se evalué la carga patdgena de Salmonella, E.
coli en muestras de hisopado de cloacas de las aves de los tres tratamientos, para

comparar los resultados de las dosificaciones frente al control.

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo General

Evaluar el efecto de dos dosificaciones de un acidificante en pollos broiler, valorando
parametros zootécnicos y la carga patégena en la microbiota intestinal (Salmonella,

Escherichia coli), en la parroquia de San José de Minas.

1.1.2 Objetivos Especificos

- Valorar el desempefio productivo utilizando los parametros zootécnicos tales como
Ganancia de Peso, Conversion Alimenticia Total, Peso Total, para comparar dos

dosificaciones de un acidificante.



- Evaluar la carga patdgena de la microbiota intestinal mediante cultivos bacterianos
en agar Eosina Azul de Metileno (EMB), para medir el efecto de las dos
dosificaciones de un acidificante.

1.2 Hipotesis de la Investigacion

Los acidificantes liquidos en diferentes dosis generan cambios en los parametros
zootécnicos ademas de la reduccion de la carga patdégena de la microbiota intestinal

en pollos broiler
Hipotesis Estadistica:

- HO: Los acidificantes liquidos en diferentes dosis no mejoran los parametros
zootécnicos y reducen la carga patdégena en la microbiota intestinal de pollos
broiler.

- H1: Los acidificantes liquidos en diferentes dosis mejoran los parametros
zootécnicos y reducen la carga patdégena en la microbiota intestinal de pollos

broiler.



Capitulo Il. Marco Teorico

2.1 La Avicultura Mundial y en el Ecuador

Segun la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econémico y la
Organizacioén de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura (2018),
describen a la industria avicola con algunos problemas que solventar, como por
ejemplo la patologia de influenza aviar, que en el afio 2017 se presentaron brotes
en las producciones de China y Estados Unidos, provocando dafios (FAO, 2019);
aun asi, se proyecta que se incremente recayendo en paises de economias

emergentes o en vias de desarrollo.

Segun FAO (2019) la produccion de pollos se incrementé en 1.3% en el 2018 sobre
el afio anterior, llegando a 123,9 mil millones de kilogramos, siendo los paises con
mayor produccion Brasil, Estados Unidos, la Union Europea, India, China,

Argentina, México, Rusia, y Japon.

La produccion de pollos en los paises en vias de desarrollo es de gran importancia
a nivel mundial, segun proyecciones para el 2027 representara el 76% del
incremento total (OEDEC/FAO, 2018). América Latina presenta grandes
productores como Brasil, México, Argentina, Peru Colombia, ubicandose el Ecuador
como el décimo productor para el afio 2018 con 139.345 millones (WATT GLOBAL
MEDIA, 2019; ESPAC, 2019), como se puede observar en la Tabla 1.



Tabla 1

Produccion de pollos (millones) en América Latina en el afio 2018

N° PAIS MILLONES DE POLLOS
1 Brasil 5,829.12
2 México 1,836.70
3 Colombia 804

4 Peru 764.18
5 Argentina 711.5
6 Chile 300

7 Bolivia 226.86
8 Republica Dominicana 215

9 Guatemala 189.67
10 Ecuador 139.34
11 Panama 107.57
12 Venezuela 105.37
13 Honduras 100
14 Costa Rica 75

15 Paraguay 71.21
16 Nicaragua 63.8
17 El Salvador 55
18 Uruguay 29.84

Modificado de WATT GLOBAL MEDIA, 2019; ESPAC, 2019

Ecuador tuvo un decrecimiento entre el afio 2017 al 2018, de 140.395 a 139.345
millones de pollos (ESPAC, 2019; ESPAC, s.f.).



2.2 Microbiota Intestinal en las aves de engorde

La cascara es una barrera de proteccion fisica para evitar la contaminacion del
exterior y proteger al disco germinal que se convertirh en embrion (Instituto de
Estudios del Huevo, 2009; Guaman, et al., 2017; Cason et al., 1994; Roto et al.,
2016). La primera linea de defensa que es la cuticula (Figura 2) puede dafiarse, por
lo que la cascara esta expuesta a que cualquier microorganismo pueda ingresar
(Cook, 2003), incrementandose las posibilidades de una transmision vertical desde

la gallina al pollo.

En la investigacion de Okamura et al. (2007) los resultados presentados demuestran
la transmision vertical en una granja de reproductoras broiler por parte de
Salmonella Gallinarum (serovariedad) Pullorum (biovariedad), sin embargo existen
mas investigaciones (Bailey et al., 1996; Doyle y Erickson, 2006; Cox, Berrang, y
Cason, 2000; Methner et al., 1995; Higenyi, y Kabasa, 2014) que demuestran este
tipo de contaminacion (Gantois et al., 2009), ademas de la posibilidad de infectarse

con Campylobacter, Salmonella (otras serovariedades), Mycoplasma, E. coli.

Se encontrd que los huevos contaminados con heces en su superficie van a tener
los microorganismos que se encontraban en la superficie dentro de su microbiota,
sin embargo la estructura no es la misma (Donaldson et al., 2017), porque también
existe contaminacion en el oviducto (Gantois et al., 2009), por lo que al nacimiento
del pollo, este va a tener una estructura muy parecida a la de su progenitora (Kers
et al.,, 2018), ademas de alguna contaminacion ambiental principalmente por la

incubadora comercial (Cason et al., 1994; Cox et al., 1991).
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Figura 1. Partes del Huevo. Tomado de Horst, 2007.

El saco vitelino se va introduciendo en el intestino embrionario, sin embargo, la
exposicion a las bacterias puede llegar a ser fatal ya que estas pueden atacar al
embrion (Rosario et al., 2004; Maurer et al., 2002; Pedroso et al., 2006; Dlugolenski
et al., 2008), y, segun lo encontrado por Raji et al., (2007) la tasa de aislamiento de
E. coli fue del 4.67% al 7.50% de los embriones muertos de las incubadoras de
Simtu Agricultural Company y el Instituto Nacional de Investigacion de Produccion
Animal (NAPRI). La presencia de microorganismos en el tracto digestivo se da
desde la conexion del saco vitelino al tracto digestivo (Cortés et al., 2004; Rosario
et al., 2004).

Desde las primeras 24 hasta las 48 horas de vida, la colonizacidn bacteriana puede
llegar a concentraciones de 1x10° Unidades Formadoras de Colonias/gramo
(UFC/g) o 1x10%° UFC/g de heces, encontrandose Lactobacillus, Clostridium
perfingens, cocos gram positivos, E. coli (Robertson, 2015; Blajman et al., 2015),
ademas durante el transporte y la vacunacién se presenta una evolucion de la
microbiota intestinal (Guaman et al., 2017), al llegar a la granja avicola, se
encuentran con una microbiota estructurada (Pedroso et al., 2005), como lo

encontrado en la investigacion de Astudillo y Zhingre (2016), que en una poblacion



de 20 aves de un dia, de dos lineas diferentes (Cobb 500 y Ross 308), se encontrd

a un ave de cada grupo con la bacteria Escherichia coli en el saco vitelino.

Segun mencionan algunos estudios, se puede encontrar una microbiota intestinal
con el 90% de bacterias anaerobias facultativas, como las bacterias acido lacticas
(Bacillus, Bifidobacterium, Lactobacillus) y bacterias anaerobias estrictas
(Bacteroides, Fusobacterium, Eubacterium); mientras que el 10% lo comprenden E.
coli, Proteus, Clostridium, Staphylococcus, Blastomyces y Pseudomonas, entre
otras (Blanch, 2016; Blajman et al., 2015; Huvepharma; 2017).

2.3 Promotores de Crecimiento y Aditivos utilizados en la

alimentacion de aves de engorde

En la actualidad existen aditivos que se usan para la produccion animal, tanto en el

alimento balanceado, como en el agua de bebida, como los siguientes:

Probidticos: Son organismos vivos, que permiten reducir a la microbiota patégeno,
siendo estos levaduras o bacterias (Franceschi, Iglesias y Pinto, 2011; Tellez, 2018;
Robertson, 2015).

Prebioticos: Son elementos no digestibles (azUcares fermentables), y su funcion
es la estimulacion selectiva de bacterias saprofitas, se utiliza principalmente
carbohidratos, siendo los mas usados el Manano Oligosacaridos (Mos),
Fructoligosacaridos (FOS), Oligosacardiso, Galactooligosacéridso, y
Xilooligosacaridos (XOS) (Franceschi et al., 2011; Tellez, 2018; Robertson, 2015).

Enzimas: Permiten mejorar la digestibilidad, y se clasifican segun su uso como las
Carbohidrasas para los carbohidratos, Fitasas para dejar libre al fésforo fitico de la
alimentacion y pueda ser digestible, Lipasas para los lipidos, Proteasas para las

proteinas (Franceschi et al., 2011; Tellez, 2018).



Absorbentes de toxinas: Permite unirse a micotoxinas provocadas por hongos o
moho en el alimento, evitando que se genere una disbiosis (Franceschi et al., 2011;
Tellez, 2018).

2.3.1 Antibi6ticos como Promotores de Crecimiento (APC)

En la década de los 40, se conocié que al afadir elementos fermentados de
Streptomyces aureofaciens en el alimento balanceado mejoraban los rendimientos
de produccién, y al investigarlo era debido a la presencia de residuos de
Clortetraciclina (Torres y Zarazaga, 2002; Greger, 2006), encontrando una relacion
entre, los antibidticos y mejores resultados en la produccion pecuaria, o que dio
origen a la utilizacion de los antibidticos como promotores de crecimiento (APC) en
dosis sub terapéuticas como en los casos de sulfasuxidina, clortetraciclina,

estreptotricina y estreptomicina (Torres y Zarazaga, 2002; Hume, 2011).

En los afios 50, se comenzo a utilizar los promotores de crecimiento en el pienso
animal y en 1951 la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) aprueba el
uso de APC para animales sin receta veterinaria (Congress of the United States,
1979); en esa misma década se dan los primeros casos de resistencia a antibiéticos

en humanos (Hume, 2011).

En los afios 60, comenzo a existir preocupacion sobre la relacion el uso de APC y
el aumento de casos de resistencias a los antibidticos en humanos, sin embargo el
uso de APC era muy difundido (Briz, 2006; Ramirez, 2017). Asi, en 1969 se publicé
el Informe Swann, el cual recomendaba no utilizar los mismos antibioticos en la
produccion animal que los utilizados en los humanos, ya que se incrementaria el

riesgo de resistencias cruzadas (Briz, 2006; Ramirez, 2017).

En los afios 70 la Comunidad Econdmica Europea (CEE) creo la directiva 70/524
(1970) que prohibié el uso de antibidticos para uso animales de produccion, que

generen residuos en la carne animal, y ademas que sean usados en humanos como
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B-lactamicos, tetraciclinas (Torres y Zarazaga, 2002); los antibidticos aceptados
fueron: tilosina, avilamicina, flavofosfolipol, monensina, salinomicina, bacitracina,

virginiamicina, espiramicina, y avoparcina (Ramirez, 2017).

La resistencia de las bacterias a los efectos de los antibiéticos en humanos genero
que en 1997 la Organizacion Mundial de Salud (2001) publicara una lista de
antibidticos que sélo debian usarse para los humanos, posteriormente a este
informe, la Unién Europea en el afio 2003 cred el Reglamento No 1831/2003, en
gue se daba hasta el 1 de enero de 2006 como fecha limite para la prohibicion del
uso de antibiéticos como promotores de crecimiento (APC) en produccién animal
(Parlamento Europeo y Consejo de la Unién Europea, 2003).

Segun la OMS (2017), existen paises donde el 80% del consumo total de
antibidticos de importancia médica se encuentra como promotores de crecimiento

animal.

2.3.2 Aditivos utilizados en la alimentacién de aves de engorde

2.3.2.1 Acidos orgénicos o acidificantes

Son tanto acidos carboxilicos débiles como acidos grasos de cadena corta, y se
pueden encontrar de dos formas: i) sin disociar (H-COOH), ii) disociada (HCOO- +
H+); su funcién es la reduccion de bacterias que pueden ser patbgenas como por

ejemplo Salmonella o E. coli (Franceschi et al., 2011; Tellez, 2018).

Una ventaja de usar los acidos organicos es el incremento de la parte enzimatica

en la digestidon (Franceschi et al., 2011; Tellez, 2018).

a. Accion sobre las bacterias

La accion sobre la microbiota bacteriana intestinal, se puede describir con cuatro
acciones (Gonzaéles et al., 2013; Lituma, 2017; FEFANA, 2014), como se puede

observar en la figura 2, y se puede describir de la siguiente manera:
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1. La primera accion se da al entrar las moléculas del &cido organico no
disociado (H-COOH) en la pared celular.

2. La segunda accién es la disociacién (forma disociada: HCOO- + H+) del
protén (H+) de la molécula del &cido organico dentro de la pared celular,
reduciendo el pH.

3. La tercera parte es la eliminacion de protones (H+) por parte de la bacteria,
mediante el uso de energia.

4. La cuarta accién se divide en dos etapas: la primera es la interrupcion de
procesos metabdlicos bacterianos, ademas de la sintesis de ADN; la
segunda es el dafio del ADN mediante la reduccién de pH dentro de la

bacteria.

L

f'_' P - N4 > )
afaif=negdalive '
2 (j) H-COO + H*

4

Figura 2. Funcionamiento de acidos organicos en bacterias Gram Negativas.
Tomado de FEFANA, 2014.
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2.4  ElpHen el aguade bebida

El pH, permite conocer la acidez del agua, y va de un rango desde el 1 a 14,
calificandose de entre 1 a 6 como pH acido, 7 como pH neutro, y del 8 al 14 como
pH alcalino (UCM, 2015). El pH recomendado es de 6.5 - 8.5 (Bertsh, 2019; Rubio,
2005; Carter y Sneed, 1996).

Si el pH es acido disminuye la absorcion de nutrientes, ademas pudiendo dafiar el
sistema de distribucion de aguay si el pH es alcalino reduce el efecto de la cloraciéon
del agua y permite la formacién de adherencias de minerales en el sistema de
distribucion, permitiendo el crecimiento bacteriano (Bertsch, 2019; Gruyters, 2019).

Segun la investigacion de Grizzle et al. (1996) concluye que pH entre 6.25 a 5.75
generan un riesgo debido a que un pH bajo inhibe la actividad de la pepsina en el
estbmago, reduciendo la ganancia de peso, ademas de disminuir la absorcion de

nutrientes y actividad enzimatica (Freitag, 2009; Bertsh, 2019).
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Capitulo Ill. Metodologia

3.1 Ubicacion

La investigacion se llevo a cabo en la finca Ashoka, ubicada en el barrio El Naranjo,
parroquia San José de Minas, del Distrito Metropolitano de Quito, provincia de
Pichincha.

La temperatura se encuentra entre los 8 a 22°C en el afio (GAD San José de Minas,
2015).

La pluviosidad en la zona tiene dos épocas muy marcadas en el afo: i) la época
conocida como invierno, y que responde a la de mayor pluviosidad, concentrada en
los meses de octubre a mayo, con un rango de pluviosidad entre 156.2 a 279.8 mm;
y, ii) la época seca conocida como verano, donde se encuentra una menor
pluviosidad en los meses de junio a septiembre, con un rango de pluviosidad entre
37 a 111.3 mm (IEE-MAGAP, 2013).

Figura 3 Finca Ashoka. Sus coordenadas geograficas son X: 0.1417969; Y:
78.415943. Recopilado de Google Maps, 2019.
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3.2 Poblacion y Muestra

La poblacion para este estudio fue de 450 aves de engorde, que fueron divididos
al azar en 3 grupos, de acuerdo a los criterios de inclusion y exclusion. Como se

puede observar en la tabal 2:

Tabla 2

Criterios de Inclusion y Exclusion

Inclusion Exclusion
Aves de engorde de un dia Aves de engorde mayor a 1 dia
de nacido
Aves de engorde linea Aves muertas
Cobb

Aves de la zona

Aves de engorde que no sean linea
Cobb

Se trabaj6 con aves de engorde de la estirpe Cobb, la cual es una de las

especializadas en produccion de carne.

La muestra utilizada fue de 150 aves por cada grupo. El estudio se desarrollé con
dos tratamientos experimentales en los que se utilizd acidificantes en el agua de
bebida en diferentes dosis y el tratamiento control, en el que no se afiadié nada al

agua de bebida.

La muestra biologica para el analisis de microorganismos intestinales fue de 8 aves
escogidas al azar en cada grupo, de las cuales se extrajeron muestras de heces
fecales y con cada muestra se realizaron 5 diluciones y su respectiva siembra en
agar EMB.
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Cada muestreo (dia 1y dia 42):

Control: 8 (aves elegidas al azar) * 5 (diluciones) = 40 Cajas Petri

T1: 8 (aves elegidas al azar) * 5 (diluciones) =40 Cajas Petri
T2: 8 (aves elegidas al azar) * 5 (diluciones) = 40 Cajas Petri
Total: 120 Cajas Petri

Por lo que, en cada muestreo se evaluaron 120 cajas Petri, y en todo el estudio se
evaluaron 240 cajas Petri, que contenian cultivos de bacterias de heces fecales en
el medio EMB.



3.3 Materiales

3.3.1

De campo
Botas
Overol

Alimento Comercial (NUTRI UP ALLI MIKUNA®)

450 Aves de Engorde

Balanza Electrénica calibrada por estandares INEN

16

1 Frasco de Vacunas Hipra® New Castle + Bronquitis Infecciosa 500 dosis

2 Frasco de Vacunas Hipra® Gumboro Infecciosa 500 dosis
1 Frasco de Vacunas Hipra® New Castle Infecciosa 500 dosis
55 Medios de Transporte Stuart Copan®

Pallet

Caja de Guantes de Nitrilo y Latex

300 Cajas Petri Estériles
Cortinas

25 metros de malla

1 Litro de PROAQUAT 50
Aserrin

Bomba de Fumigacion
Balde Graduado de 15 |
Vaso Graduado de 1 |

3 Criadoras

12 Bebederos de 3l

6 Bebederos automaticos
12 Comederos de 5kg

12 Comederos de tolva

3 Tanques de 250 |

1 Caja de Tiras de pH
Sobre de 10g de VITAPIO®



3.3.2

De laboratorio
Frascos de vidrio de 200ml
4 Frascos de vidrio BOECO® de 1L
Vaso de Precipitacion BOECO® de 250 ml
Tubos de vidrio con tapa
Micropipeta
Asas de Digralsky
Hoja de Registro de Colonias
Mandil
Tapabocas
Libreta
Esferos
Incubadora
Dos cajas de fundas Ziploc grandes
Marcador resistente al agua
Mechero
Bandeja
Refrigeradora
Camara de Flujo Laminar
Rollo de Papel Ecologico
Microondas
Fosforos
Autoclave
Vortex
3 Gradillas
300 Cajas Petri
1000 Puntas amarillas de 20-200uL BOECO®
1000 Puntas azules de 100-1000uL BOECO®
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3.3.3

120 tubos de Vidrio con tapa

500 gr. Medio de Cultivo EMB, BD®
500 gr. Agua Peptonada, BD®
Agua Destilada

Etanol 70%

Oficina
Computadora

Calculadora

18
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3.4 Metodologia

3.4.1 Diseio Experimental

Se llevo a cabo un estudio prospectivo longitudinal experimental. Es prospectivo por
gue los muestreos se desarrollaron en el dia 1 y el 42; longitudinal debido a la
medicion repetitiva de parametros zootécnicos desde el dia 1 al 42; experimental
porque se esta administrando un acidificante durante 42 dias en varias dosis.

El acidificante usado en el estudio se compone de: acido acético, acido lactico, acido
propionico, acido tanico, acido caprilico, zic, cu (Anexo 3.1)

Las aves de engorde fueron divididas en tres grupos, como ya fue mencionado
anteriormente y cada grupo tuvo un tratamiento diferente en el agua de bebida como

se puede ver en la tabla 3:



Tabla 3

Tratamientos en el estudio en campo
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Grupo

Descripcion

Dosis Acidificante

Grupo 1
“Control”

Grupo 2
“Tratamiento 1”

Grupo 3
“Tratamiento 2”

Agua de bebida +
Alimento Balanceado
NUTRI UP ALLI
MIKUNA. Dia 1 al 12
(semana 1y 2): Inicial 1.
Dia 13 al 28 (semana 2 y
4): Crecimiento.

Dia 29 al 42 (semana 5y
6): Engorde 1.

Agua de bebida +
Alimento Balanceado
NUTRI UP ALLI
MIKUNA. Dia 1 al 12
(semana 1y 2): Inicial 1.
Dia 13 al 28 (semana 2 y
4): Crecimiento.

Dia 29 al 42 (semana 5y
6): Engorde I.

Agua de bebida +
Alimento Balanceado
NUTRI UP ALLI
MIKUNA. Dia 1 al 12
(semana 1y 2): Inicial 1.
Dia 13 al 28 (semana 2 y
4): Crecimiento.
Dia29 al 42 (semana 5y
6): Engorde I.

No se colocé acidificante

Acidificante 1 ml/|

Acidificante 2 ml/|




En la fase de laboratorio se utilizé el disefio de la tabla 4:

Tabla 4

Tratamientos en el estudio en el laboratorio
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Tratamiento

Diluciones

Unidades
experimentales

Grupo 1
“Control”

Grupo 2
“Tratamiento 1”

Grupo 3
“Tratamiento 2”

Muestras
8 Muestreos
cloacales mediante
el medio de
transporte Stuart el
dialy42.
8 Muestreos

cloacales mediante
el medio de
transporte Stuart el
dialy42

8 Muestreos
cloacales mediante
el medio de
transporte Stuart el
dialy42

5 Diluciones por
cada muestra

5 Diluciones por
cada muestra

5 Diluciones por
cada muestra

40 Diluciones
experimentales
por muestreo

40 Diluciones
experimentales
por muestreo

40 Diluciones
experimentales
por muestreo

Nota: En cada muestreo se realizé 120 unidades experimentales, y en todo el

estudio 240.
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3.4.2 Variables en el estudio

Las variables en el estudio son los elementos estudiados en la presente investigacion, y se observan en la siguiente
tabla:

Tabla 5

Variables en el estudio

Variables Tipo de Definicion Indicador Unidad Instrumento
variable de
medida
Consumo Cuantitativa Cantidad del Peso del consumo de kg Medicion directa
Semanal de Dependiente alimento que se balanceado
Alimento consume por
semana
Consumo de Cuantitativa Cantidad de agua  Cuantificacion de litros I Medicion directa
Agua Dependiente consumida de agua consumidos
Conversion Cuantitativa Es larelacion que  Relacion del consumo N/A Medicion directa
Alimenticia Dependiente existe entre el de balanceado VS el
Semanal consumo de peso ganado por
alimento y el peso semana
del ave por semana
Conversion Cuantitativa Es larelacion que  Relacion del consumo N/A Medicion directa
Alimenticia Dependiente existe entre el de balanceado VS el
Total consumo de peso ganado en todo
alimento y el peso el estudio

de las aves, por



Ganancia de
Peso Semanal

Ganancia de
Peso
Acumulado
Mortalidad

Unidades
Formadoras de
Colonias
Patogenas -
UFC
pH del agua de
bebida

Relacion agua y
alimentacion

Cuantitativa
Dependiente

Cuantitativa
Dependiente

Cuantitativa
Independiente

Cuantitativa
Dependiente

Cuantitativa
Dependiente

Cuantitativa
Dependiente

cada tratamiento en
todo el estudio
Es el peso que

gana cada semana

Diferencia del peso kg
ganado en la semana
con el de la semana

anterior
Es el peso ganado Diferencia del peso kg
en todo el estudio  inicial con el final en el

estudio
Aves que murieron Porcentaje de aves %

muertas en relacion al
total de vivas

durante el estudio

Unidad minima para Cuantificacion del UFClg
formar una colonia namero de unidades
de bacteriana formadoras de colonias
Medicion de la La acidez que tiene el Escala de
acidez agua de bebida en pH
cada tratamiento.
Es larelacion que  Relacion del consumo I/kg

existe entre el
consumo de aguay
del alimento

de agua VS el
consumo de alimento
en todo el estudio

Medicién directa

Medicion directa

Medicion directa

Medicion directa

Medicion directa

Medicion directa

23

Nota: N/A - No aplica
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3.4.4 Instalaciones en el estudio

La investigacion se llevé a cabo en un galpén con una dimensién de 15 x 4 metros
con una superficie de 60 m?, el cual se dividié una poblacion de 450 aves para los
tres tratamientos (Control, T1 - Acidificante 1ml/L, T2 — Acidificante 2ml/L), con una
densidad de 7.5 pollos/ m?. Como se observa a continuacién se encuentran las
instalaciones en todo el estudio:

T OLNIINYLYHL
2 OLN3IWYIVYHL

g
2
z
m
=
(1]
[m)
o]
2
=
o
o

Figura 4. Instalaciones en el galpon

La criadora se utilizé hasta la cuarta semana. En la primera semana se utilizaron
dos comederos iniciales, y dos bebederos de 3 1. En la segunda semana se utilizaron
cuatro comederos iniciales y cuatro bebederos de 3 I. En la tercera semana se
utilizaron cuatro comederos de tolva y cuatro bebederos de 3l. Desde la cuarta hasta
la sexta semana se utilizaron cuatro comederos de tolva y dos bebederos

automaticos.
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Acondicionamiento previo del galpén

Para el acondicionamiento en el galpon se realiz6 los siguientes pasos: (1) Se hizo
la limpieza con escoba de todas las superficies (piso y paredes) del galpén; (2) Se
lavd con escoba, agua y jabon para sacar todo la suciedad posible del galpon; (3)
Luego de secarse el galpon, se utiliz6 PROAQUAT 50 (amonio cuaternario) para la
desinfeccion del galpén en una dosis de 1ml/l; (4) Se utilizé viruta para hacer una
cama de 5 cm, por lo que se ocuparon 20 sacos de aserrin (desinfectados con
PROAQUAT 50), con un peso de 9 kg por saco, con un total de 180 kg de viruta
para 60 m?.

3.4.3 Manejo del estudio — Fase de Campo

1. Manejo del alimento

Pesaje diario del alimento

4:00 am
v
/ | \
Tratamiento Control Tratamiento 1 Tratamiento 2
Balanceado Balanceado + Agua con Balanceado + Agua con
1m/I del acidificante 2m/l del acidificante

\. ! /

Pesaje del alimento sobrante

10:00 pm

Figura 5. Esquema del manejo del alimento en el estudio
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En la alimentacién se manejaron tres etapas, como se observa en la siguiente tabla:

Tabla 6

Etapas de alimentacion y relacion comedero/ave

Etapas de Dias Tipo de comedero y la relacibn comedero por
Alimentacion ave
Etapa 1 1-12 Semana 1:
Balanceado 2 Comederos iniciales de 5kg, con una relacion
Inicial 1 de 75 aves/comedero
Semana 2:

4 Comederos iniciales de 5kg, con una relaciéon
de 38 aves/comedero

Etapa 2 13-28 Semana 3y 4:
Balanceado de 4 Comederos de tolva, con una relacion de 38
Crecimiento aves/comedero
Etapa 3 29 -42 Semana 5y 6:
Balanceado de 4 Comederos de tolva, con una relacion de 38
Engorde aves/comedero

Tomado de Cobb-Vantress, 2018; Anexo 3.3

El manejo de la alimentacion en el estudio comenzé desde el pesaje diario del
balanceado (Anexo 1.1.7) enla balanza electrdnica calibrada por estandares INEN,
en la mafana y en la noche (figura 5) diariamente por todo el estudio, ademas de
gue los sacos de balanceado no estuvieran en contacto con el piso por lo que se
utilizé un pallet para mantener la integridad del balanceado y el desperdicio del
balanceado fue eliminado. EIl consumo se siguié la recomendacion por Cobb-
Vantress (2018), ademas que el desperdicio, puede llegar a ser desde de hasta el

30% (Trasgo, 1983), como se puede observar en la tabla 7:
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Tabla 7

Consumo acumulado por semana (g)

Semanas Nuntri Up Alli Mikuna Cobb-Vantress
1 167 145
2 488.9 541
3 976.4 1239
4 1685.15 2209
5 2596.4 3399
6 3931.9 4760

Tomado de Cobb-Vantress (2018); Anexo 1.1.5; Anexo 3.3;

2. Manejo del agua de bebida en el estudio

Las aves consumieron agua hasta el dia 21 en bebederos de 3 |, mientras que desde
el dia 22 en adelante, se utilizaron bebederos automaticos. El agua de bebida fue
medida diariamente hasta el dia 21, mientras que desde el dia 22 se midi6é cada 3
dias. Se midié mediante tiras de pH la acidez del agua cada dia, utilizando una tira
en el agua de bebida de cada tratamiento, para su posterior comprobacion con la

escala de colores al posterior de la caja de tiras de pH y su registro.

Figura 6 Medicién del pH
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Se utilizé acidificante en el agua de bebida para los tratamientos 1 y 2 desde el dia
1 al dia 42. El agua de bebida fue colocada segun el Anexo 2.3, y se colocé el
acidificante segun cantidad de agua y el tratamiento (tratamiento 1: 1ml/l y
tratamiento 2: 2ml/l). Ademas se utilizé las vitaminas en el agua de bebida por los
tres primeros dias, se diluy6 1 g en 10 litros de agua.

Se midié previamente el agua de bebida en un vaso o balde graduado, para
posteriormente suministrarlo a las aves, y segun correspondia se realiz6 la medicion
del consumo, colocando la parte sobrante del agua de bebida en el balde o vaso
graduado, para finalmente registrarlo.

El consumo de agua de bebida segun lo establecido por la NRC (1994) no fue
suficiente, debido a que el agua consumida por las aves fue mayor en el estudio,
razon por lo que se incremento el agua de bebida suministrada a las aves (Anexo

2.3). Como se observa en la tabla 8:

Tabla 8

Consumo de agua durante el estudio (l)

Cobb-Vantress NRC
50.78 33.75
191.18 72
425.18 108.75
739.88 150
1119.38 187.5
1566.38 225

Tomado de NRC, 1994; Cobb-Vantress, 2018

La relacion bebederos por ave: 1) En la semana 1 se utilizaron 2 bebederos de 3 |
con una relacién de 75 aves/bebedero; 2) Desde la segunda semana hasta la
tercera se utilizaron 4 bebederos de 3 I, con una relacién de 38 aves/bebedero; 3)
Desde la cuarta hasta la sexta semana se utilizaron 2 bebederos automaticos con
una relacion de 75 aves/bebedero. La relacion aves/bebedero es menor a la
recomendada por AGROCALIDAD (Anexo 2.4)
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Vacunacion

Las vacunas utilizadas fueron: 1) Bronquitis Infeciosa + Newcastle; 2) Gumboro.

Como se observa en la tabla 9:

Tabla 9

Sistema de vacunacion

Dia Vacuna Via
7 1. Bronquitis Infeciosa + Newcastle Via Ocular
2. Gumboro Via Ocular
14 Gumboro Via Ocular
21 Bronquitis Infeciosa + Newcastle Via Ocular

Toma de datos de produccion

El pesaje de todos los tratamientos se realizé desde las 4:00 am, aprovechando que
las aves se encontraban en ayunas. Todas las aves fueron pesadas mediante la
balanza electronica calibrada bajo los estandares INEN. El periodo de pesaje fue
semanal en los dias 1, 7, 14, 21, 28, 25, 42.

La mortalidad de las aves fue registrada diariamente.
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Figura 7 Pesaje del ave.

3.4.3.1 Evaluacién de indices Zootécnicos

a. Conversion Alimenticia (CA): Es el resultado del calculo entre el alimento
consumido dividido para la ganancia de peso del animal (Acurio, 2012; Solla, 2015).
La conversion alimenticia se puede calcular semanal o total (todo lo que dure la

produccion).

Alimento consumido por todo el lote

Ganancia de Peso

b. Ganancia de Peso: Es el resultado del calculo entre el peso inicial y peso final
(Acurio, 2012; Abdulazeez et al., 2019).

Ganancia de Peso = Peso Final — Peso Inicial
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c. Mortalidad: Numero de aves que mueren en el transcurso de la produccién
(Aviagen, 2015; Aviagen, 2010). El resultado de la mortalidad generalmente es
representado en porcentaje (%).

) Numero de aves muertas
Mortalidad = (— - ) * 100
Numero de aves vivas

d. Relacién agua y alimentacion (Ratio water and feed): Es el célculo entre el

consumo del agua y del alimento (Cobb-Vantress, 2018).

Consumo del Agua Total

Relaci6 li to =
eracion aguay atimento Consumo del Alimento Total

3.4.3.2 Muestreos

Se realizaron dos muestreos de heces fecales en el dia 1 y 42 del estudio, en la que
cada muestreo se colectd 8 muestras al azar mediante el medio de transporte Stuart

por cada tratamiento.

Toma de las muestras fecales

a. Rotulacién de los medios de transporte Stuart

Para la rotulacion de los medios de transporte Stuart se utilizd un marcador
permanente de punta fina resistente al agua, para colocar el tratamiento y después

el nimero de la muestra.
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Como puede verse a continuacion:

Tratamiento Control: TC -1
Tratamiento 1: T1-1
Tratamiento 2: T2-1

Se hicieron 8 muestras por cada tratamiento; no se colocé dia porque el primer

muestreo se realiz6 el primer dia y el segundo muestreo el dia 42.

b. Manejo de las muestras fecales

Division de las aves aleatoriamente en los tres tratamientos

Solo en el Dia 1

!

Rotular los medios de Transporte Stuart

!

Elegir aleatoriamente las aves de engorde para la muestra bioldgica

!

Toma de las muestras de cada tratamiento

v \ 4 v
Tratamiento Control Tratamiento 1 Tratamiento 2

Colocar las muestras ya tomadas
en el cooler con hielo

\ 4
Salida de la produccién

!

Llegada al laboratorio de Microbiologia
de la Universidad de las Américas
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c. Toma de muestras fecales

La toma de muestras fecales cloacales se las realiz6 el dia 1 y el dia 42, siguiendo

el siguiente procedimiento:

Se rotul6é cada medio de transporte Stuart para cada tratamiento.

Se coloco guantes de latex en las manos y se cambi6 por cada muestra.

En el dia 1, se tom6 al ave con una mano, presionando con la misma
levemente el vientre, mientras que con la otra se abrid el frasco de orina
estéril, dejando que el ave defeque en el frasco, para posteriormente con el
hisopo del medio de transporte Stuart, recoger 1g de las heces fecales del
frasco de orina estéril, concluyendo con la colocacion del hisopo en el medio
de transporte Stuart. Se repitio para las 8 muestras en los 3 tratamientos.

4. En el dia 42, se tom6 a un ave de las patas con una mano, para colocarla
entre las piernas, evitando que se mueva, mientras que con la otra mano se
sacar el hisopo estéril del medio de transporte Stuart, para posteriormente
introducirlo por el esfinter anal rotando el hisopo y aplicando una suave
presion, y finalmente mantener el hisopo en la cloaca durante 10 segundos,
recogiendo 1 g de heces fecales, concluyendo con la colocacion del hisopo
en el medio de transporte Stuart. Se repitid para las 8 muestras en los 3
tratamientos.

5. Después de colectadas las muestras (dia 1 y dia 42), se colocaron en un

cooler con hielo a una temperatura de 4-10°C, para el transporte

Se llevaron las muestras hasta el Laboratorio de Microbiologia de la Universidad de
las Américas, en las que se realiz6 las cinco diluciones, para posteriormente

sembrarlo en el agar EMB



Figura 8 Toma de muestra cloacal en el dia 42
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3.4.4 Fase de Laboratorio

3.4.4.1 Procesamiento de las muestras en el laboratorio

Preparaciéon del medio de cultivo Eosina Azul de Metileno (EMB)

Se prepararon 240 medios de Eosina Azul de Metileno (EMB) para esta
investigacion, realizados todos en la misma fecha, por lo que todos se encontraban
rotulados. Se colocaron dentro de fundas ziploc rotuladas dentro de la refrigeradora,
para evitar contaminacioén en los medios de cultivo. Siempre se desinfectaron los
guantes antes de la manipulacién de todo material dentro de la camara de flujo

laminar.

a. Rotulacién de las cajas Petri

Para la rotulacion de las cajas Petri se utilizé un marcador permanente de punta fina
resistente al agua y se colocé lo siguiente: fecha en la que se realiz6 el cultivo,
medio de cultivo, nombre del investigador. Para posteriormente colocar la fecha en

la que se siembre y el nimero de muestra.
Como puede verse a continuacion:

e Colocar la fecha que se realizo el medio de cultivo: 31/07/19

e Medio de cultivo: EMB
e Nombre del investigador: Juan Carvajal
e Fecha en la que se esta sembrando: 05/08/19

e Numero de la muestra (Tratamiento — Dilucion): TC2-D4
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31/07/19 — EMB — Juan Carvajal — 05/08/19 — TC 2 - D4

Figura 9 Rotulacion de la caja Petri

Modificado de Open Clipart Vectors

b. Rotulacién de las fundas Ziploc

Para la rotulacion de las fundas Ziploc se utilizé6 un marcador permanente de punta
fina resistente al agua y se coloco lo siguiente: fecha en la que se realiz6 el cultivo,

medio de cultivo, nombre del investigador.

Como puede verse a continuacion:

e Colocar la fecha que se realizo el medio de cultivo: 31/07/19
e Medio de cultivo: EMB

e Nombre del investigador: Juan Carvajal
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31/07/19
EMB

Juan Carvajal

Rotulacion de funda Ziploc.

Modificado de Wikipedia, 2005.

C.

Preparacion del medio de cultivo

Para la realizacion del medio de cultivo Eosina Azul de Metileno (EMB), se

realizaron los siguientes pasos:

1.

En un frasco de 1 | BOECO se disolvié 36 g del medio de Cultivo deshidratado

del medio EMB en 1 | de agua purificada.

Se colocé la tapa del frasco y se agito fuertemente, para mezclar el medio de

cultivo, con el agua purificada, evitando hacer espuma.

Se calentd el frasco con la tapa semi abierta en el microondas durante
aproximadamente 1 minuto, y se saco6 antes de que hierva su contenido, para
posteriormente agitarlo. Se repitié hasta que el medio de cultivo se encontré

disuelto completamente.
Se coloco en la autoclave a 121 ° C durante un ciclo que duré una hora.

Se prendié la camara de flujo laminar, y se desinfecto la parte interna
mediante el uso de spray con alcohol, para posteriormente colocar por 15

minutos la luz ultravioleta.
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6. Se desinfectdé con alcohol las fundas que contenian las cajas Petri, ademas
del marcador antes de ingresar a la cAmara de flujo laminar, para realizar el
rotulado de las cajas Petri. Después de haber rotulado todas las cajas Petri,

se coloco en luz ultravioleta por 15 minutos.

7. Se sacoO de la autoclave el frasco, para posteriormente transportarlo en una
bandeja hacia la cAmara de flujo laminar, pero antes de entrar el frasco se le
paso papel mojado de alcohol para desinfectarlo.

8. Se agité suavemente el frasco y se vertié aproximadamente 25 ml por cada
caja Petri.

9. Se espero a que se enfrié y se le dio la vuelta a la caja Petri.

10.Se coloco alcohol por afuera de las fundas de Ziploc grandes, para

introducirlas a la camara de flujo laminar.

11.Se abrieron las fundas Ziploc grandes para introducir las cajas Petri, y

después se coloco el rotulado a cada una de ellas.

12.Finalmente se coloco las fundas Ziploc en la refrigeradora.

3.4.4.2 Diluciones de las muestras de heces fecales

a. Por qué se deben hacer esas diluciones

Se realizan las diluciones para obtener una muestra representativa, ademas para
obtener aspectos cuantitativos como lo es una distribucion mas uniforme (Camacho,
et al, 2009; Arana, Orrufio, Barcina, 2013).

b. Rotulacién de los tubos de vidrio con tapa

Para la rotulacion de los tubos de vidrio con tapa se utilizé un marcador permanente
de punta fina resistente al agua, para colocar el tratamiento y después el nimero de

la muestra, en la parte mas cercana a la tapa.
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Como puede verse a continuacion:

Tratamiento Control: TC -5

Tratamiento 1: T1-5

Tratamiento 2: T2 -5
TC-5 T1-5 T2-5
N/ N/ N/

Figura 10 Rotulacién de Tubos de Ensayo

Modificado de Clker Free Vector

c. Procedimiento
Para la formacion de las diluciones se realizaron los siguientes pasos:

1. Se colocé el tapabocas y guantes antes de comenzar las acciones en el
laboratorio.

2. Se rotularon con marcador los tubos de vidrio con tapa con 101, 102, 1073,
104, 10°°, por cada muestra que se hizo.

3. Se coloco 1g de la muestra del medio de transporte Stuart en el tubo de vidrio
con tapa que tenga rotulado 101, para posteriormente llevarlo al vortex para

agitarlo.
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4. Se coloco la punta azul 100-1000 pl BOECO en la micropipeta, se cargé 1000

5.

il del tubo 101, y se colocé en el tubo 1072, para después descartar la punta
de la micropipeta en tacho rojo de desechos (guardian) y se procedio a agitar
el tubo en el vortex.

Se repitié desde el paso 3 con las siguientes diluciones: 102, 103, 104, 10°

3.4.4.3 Siembra en el agar EMB

Para la siembra en el agar EMB se realizaron los siguientes pasos:

1.

Se coloco el tapabocas y guantes antes de comenzar las acciones en el

laboratorio.

2. Se encendi6 el mechero

3. Se rotularon las cajas Petri.

4. Se colocaron 75 ml de etanol al 70% en un vaso de precipitados de 250ml

BOECO.

Se colocaron los tubos de ensayo de las 5 diluciones (102, 102, 103, 104,
10°) de una muestra en orden, en una gradilla.

Se trabaj6 cerca del mechero con los tubos de ensayo y las cajas Petri, para

evitar la contaminacion.

7. Se coloco la punta 20-200 pul BOECO en la micropipeta.

Se absorbi6 100 pl de una de las diluciones con la micropipeta.

9. Se abrio la caja Petri con el agar EMB y se colocé los 100 pl en el centro de

la caja Petri.

10. Se colocé el asa de Digralski en el mechero, y se esper6 a que se ponga rojo.

11.Se coloco en el vaso con etanol, y se lo saco rapidamente, esperando a que

la llama en el asa de Digralaski se apague, para después esparcir la muestra

en toda la superficie del agar.

12.Para terminar se coloco el rotulado respectivo después de sembrarlo.

13.El mismo proceso se siguié para todas las diluciones de cada muestra.
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14.Finalmente se llevaron las 120 cajas Petri a la incubadora a una temperatura
de 37°C por 24 horas.

Método de conteo de las unidades formadoras de colonias

El método de conteo que se utilizé fue el recomendado por Torres (2006), Arana
(s.f), Orrufio (2013), que establece que si se llega a 300 colonias en la placa se deja
de contar, por la dificultad para distinguirlas, identificAndola como incontable y si es
menor a 30 colonias, se lo identifica como escaso y no se lo utiliza. De esta manera

se trabajo con los tres tratamientos.

Célculo de UFCl/g

Es un calculo que permite conocer las unidades formadoras de colonias que se
encuentran en los resultados, como se puede observar en la siguiente formula
(Torres, 2006; Orrufio, 2013; Méndez, s.f.; Arana, s.f.):

(N° de Colonias en la placa * Inverso de la Diluciéon)
UFC/g =

Volumen de Siembra
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3.4.5 Analisis estadistico
Prueba de Shapiro Wilk

La finalidad es conocer la distribucion de una variable (Dietrichson, 2015; Calvo,
Chamorro, De la Vega, Garrido, 2007), como Consumo de Alimento Semanal,
Ganancia de Peso Semanal, Conversién Alimenticia, Consumo de Agua, Pesos

semanales.

Se utilizé ANOVA para las siguientes variables: Conversion Alimenticia, Ganancia
de Peso Semanal, Unidades Formadoras de Colonias Patdgenas- UFC.

Se utilizé Kruskal Wallis para las siguientes variables: Consumo Alimento Semanal,

Consumo de agua, Peso Semanal

Prueba de Anova

Es una prueba paramétrica cuantitativa, que compara la distribucion en mas de dos

grupos para variables cuantitativas (Bakieva, Such, Jornet, 2010; UNAM, 2014).

Prueba de Kruskal Wallis

Es una prueba no paramétrica cuantitativa que nos permite comparar varios grupos
independientes, es equivalente a utilizar Anova de una via (Dietrichson, 2015;
Flores, Miranda, Villasis, 2017;).
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Prueba de Tukey

Se utiliza para realizar comparaciones multiples de las medias individuales de los
tratamientos, y permite conocer si existe entre ellas diferencia significativa o no
(Pérez, 2020; S.E.F.O., 2019; Benitez, Pece, Galindez, 2007). Se utiliz6 en el
estudio cuando ANOVA o Kruskal Wallis existia diferencia significativa, para

conocer gque variable era diferente al resto.

Se utiliz6 ANOVA para las siguientes variables: Peso Semanal, Unidades
Formadoras de Colonias Pat6genas- UFC.

Porcentaje

Se utilizo estadistica descriptiva (De la Calle, 2004) para conocer el porcentaje de

mortalidad de cada uno de los tratamientos en todo el estudio.
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Capitulo IV. Resultados y Discusion

4.1 Resultados

4.1.1 Consumo semanal de alimento de cada lote

El consumo total del alimento es mayor en el tratamiento control con 689.2 kg,
seguido del tratamiento 2 con 668.4 kg y el tratamiento 1 con 656.8 kg. Siendo el
tratamiento 1 el de menor consumo. Como puede observarse en la tabla 10:

Tabla 10

Consumo semanal de alimento de cada lote (kg)

Semanas Control T1 T2

1 18.7 14.7 14.8
2 58.5 49.8 47.5
3 98.8 92.2 98.0
4 148.4 148.4 147.9
5 174.7 169.1 177.0
6 190.1 182.7 183.3

Consumo Total 689.2 656.8 668.4

El test de Kruskal Wallis sefiala que no existe diferencia significativa en el consumo
semanal de alimento, al ser el p valor > 0.05. Como se puede observar en la tabla
11:
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Tabla 11

Test de Kruskal Wallis del consumo semanal de alimento de cada lote

Factor Statistic df p

tratamiento 0.29 2 0.86

4.1.2 Consumo de agua

El consumo de agua presentd diferencias entre los tres tratamientos, encontrando
gue el tratamiento control fue mayor, con un consumo de 1142.5 |, seguido del
tratamiento 1 con 1138.4 | y por ultimo el tratamiento 2 con 1124.5 | de consumo.
Como se puede observar en la tabla 12:

Tabla 12

Consumo de agua (1)

Semanas Control T1 T2
1 32.0 354 33.0
2 94.0 92.0 88.0
3 160.0 154.5 158.5
4 240.5 232.0 237.0
5 284.5 279.5 282.5
6 331.5 345.0 325.5

Consumo Total 1142.5 1138.4 1124.5
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Segun el test de Kruskal Wallis no existe diferencia significativa en el consumo del
agua entre los tres tratamientos al ser el p valor > 0.05, como se puede observar

en la tabla 13:

Tabla 13

Test Kruskal Wallis en el consumo del agua

Factor Statistic df p

tratamiento 0.05 2 0.98

4.1.3 Conversion alimenticia de los lotes

Al hacer una comparacion entre los tratamientos, se encuentra que el tratamiento 1
posee la menor conversion alimenticia total de 1.73, seguido del tratamiento 2 con

1.74 y el tratamiento control con 1.84. Como se puede observar en la tabla 14:



Tabla 14

Conversién alimenticia de los lotes
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Semanas Control T1 T2

1 1.18 0.98 0.91

2 1.72 1.44 1.42

3 1.60 1.40 1.39

4 1.63 1.67 1.70

5 1.94 2.00 2.06

6 2.32 2.02 2.00
Conversion Total 1.84 1.73 1.74

Segun la prueba de ANOVA no existe diferencia significativa al ser el p valor > 0.05,

como se puede observar en la tabla 15:
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Tabla 15

Prueba de Anova en la conversion del alimento

Cases Sum of Squares df Mean Square F p
Tratamiento 0.09 2.00 0.04 0.27 0.76
Residual 2.44 15.00 0.16

4.1.4 Ganancia de peso semanal por cada lote

El tratamiento 2 es el que tiene la mayor ganancia de peso acumulado con 384.8
kg, presentando una diferencia de 5.3 kg frente al tratamiento 1 y una diferencia de
10.2 kg frente al tratamiento control, como se encuentra en la tabla 16:

Tabla 16

Ganancia de peso semanal por cada lote durante las 6 semanas del estudio (kg)

Semanas Control T1 T2
1 15.85 14.9 16.1
2 34.0 34.7 33.4
3 61.7 66.0 70.7
4 91.2 88.8 86.9
5 90.0 84.6 85.9
6 81.8 90.5 91.7
Ganancia de peso 374.6 379.5 384.8

acumulado
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Segun la prueba de ANOVA no existe diferencia significativa al ser el p valor > 0.05,

como se puede observar en la tabla 17:

Tabla 17

Prueba de Anova en la Ganancia de peso

Cases Sum of Squares df Mean Square F p
Tratamiento 0.16 2.00 0.08 4.04e-3 1.00
Residual 305.32 15.00 20.35

Pesos semanales de cada lote
El tratamiento 2 presenta el mayor peso total con 390.8 kg, seguido del tratamiento
1 con 385.5 kg, y finalmente el tratamiento control con 380.5 kg. Como se puede

observar en la tabla 18:



Tabla 18

Pesos semanales por lote (kg).
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Control T1 T2
0 5.9 5.9 6.0
1 21.8 20.8 221
2 55.8 55.5 55.5
3 117.5 121.5 126.2
4 208.7 206.1 213.1
5 298.7 294.9 299.0
6 380.5 385.5 390.8
Peso Total 380.5 385.5 390.8

Peso en la semana 1 (dia 7)

Segun el test de Kruskal Wallis sefiala que existe diferencia significativa entre

tratamientos al ser el p valor < 0.05, como se puede observar en la tabla 19:

Tabla 19

Test de Kruskal Wallis en los pesos en la semana 1

Factor

Statistic

df

grupo

36.33

<.001
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En la prueba de Tukey no existe diferencia significativa al ser p valor > 0.05, por lo

gue todos tratamientos son iguales, como se puede observar en la tabla 20:

Tabla 20
Prueba de Tukey en los pesos en la semana 1

95% CI for Mean Difference

Mean Difference Lower Upper SE t P tukey

TC T1 6.33 -7.03 19.69 568 1.11 0.51
T2 -2.30 -15.66 11.06 5.68 -0.40 0.91

T1 T2 -8.63 -21.99 4.73 5.68 -1.52 0.28

Peso en la semana 2 (dia 14)

Segun el test de Kruskal Wallis sefiala que no existe diferencia significativa entre

los tratamientos al ser el p valor > 0.05, como se puede observar en la tabla 21.:

Tabla 21

Kruskal Wallis en los pesos en la semana 2

Factor Statistic df p

grupo 2.71 2 0.26

Peso en la semana 3 (dia 21)

Segun el test de Kruskal Wallis sefiala que existe diferencia significativa entre los

tratamientos al ser el p valor < 0.05, como se puede observar en la tabla 22:
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Tabla 22

Kruskal Wallis en los pesos en la semana 3

Factor Statistic df p

grupo 18.76 2 <.001

La prueba de Tukey confirma que existe diferencia significativa al ser el p valor <
0.05 en el tratamiento 2, con respecto al tratamiento control, mientras que no existe
diferencia significativa con el tratamiento 1, al ser similares. Como se puede
observar en la tabla 23:

Tabla 23
Prueba de Tukey en los pesos en la semana 3

95% CI for Mean Difference

Mean Difference Lower Upper SE t P tukey

TC T1 -26.84 -68.08 14.40 17.54 -1.53 0.28
T2 -58.48 -99.72 -17.25 17.54 -3.33 0.00

T1 T2 -31.64 -72.88 9.60 1754 -1.80 0.17

Peso en la semana 4 (dia 28)

Segun el test de Kruskal Wallis sefiala que existe diferencia entre grupos al ser el p

valor < 0.05, como se observa en la tabla 24:
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Tabla 24

Test de Kruskal Wallis en los pesos en la semana 4

Factor Statistic df p

grupo 7.23 2 0.03

En la prueba de Tukey no existe diferencia significativa en los tratamientos al ser el
p valor > 0.05, como se observa en la tabla 25:

Tabla 25
Prueba de Tukey en los pesos en la semana 4

95% CI for Mean Difference

Mean Difference Lower Upper SE t P tukey

TC T1 17.57 -55.30 90.45 30.99 0.57 0.84
T2 -29.63 -102.50 43.25 30.99 -0.96 0.61

T1 T2 -47.20 -120.08 25.68 30.99 -1.52 0.28

Peso en la semana 5 (dia 35)

Segun el test de Kruskal Wallis sefiala que no existe diferencia entre grupos al ser

el p valor > 0.05, como se puede observar en la tabla 26:
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Tabla 26

Test de Kruskal Wallis en los pesos en la semana 5

Factor Statistic df p

grupo 1.92 2 0.38

Peso en la semana 6 (dia 42)

Segun el test de Kruskal Wallis sefiala que no existe diferencia entre grupos al ser

el p valor > 0.05, como se puede observar en la tabla 27:

Tabla 27

Test de Kruskal Wallis en los pesos en la semana 6

Factor Statistic df p

grupo 1.09 2 0.58

4.1.5 Mortalidad

El mayor porcentaje de mortalidad se encontré en el tratamiento control con 3 %,
mientras que, en el tratamiento 1 y 2 se reportd un 2% de mortalidad en ambos

casos, como se puede observar en la tabla 28 y figura 11.:



Tabla 28

Mortalidad (%)
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Semanas Control T1 T2
1 0 0 0
2 2 1 1
3 3 2 2
4 0 0 0
5 0 0 0
6 0 0 0
TOTAL 5 3 3
PORCENTAJE 3% 2% 2%
» 72 [
(@]
z
s I
<
=
o

control [ -

PORCENTAIJE

Figura 11 Porcentaje de mortalidad en el estudio
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4.1.6 Comparacion de los resultados de las unidades formadoras de colonias
(UFC)delos dias 1y 42

En los resultados encontrados en las unidades formadoras de colonias de las
muestras fecales solo se encontré E. coli, mientras que Salmonella Spp. no se

encontré durante todo el estudio.

Comparacién de los resultados de la dilucién 10 de todos los tratamientos
en los dias 1y 42

Segun la prueba de ANOVA no existe diferencia significativa, al obtener como

resultado un p valor > 0.05, como se observa en la tabla 29:

Tabla 29
Prueba de Anova de los resultados de unidades formadoras de colonias en la

primera dilucion en los dias 1y 42

Cases Sum of Squares df Mean Square F p
tratamiento 1.28e +8 5.00 2.55e +7 0.80 0.55
Residual 1.33e +9 42.00 3.18e +7

Comparacion de los resultados de la dilucion 102 de todos los tratamientos

en los dias 1y 42

Segun la prueba de ANOVA no existe diferencia significativa al obtener como

resultado un p valor > 0.05, como se observa en la tabla 30:
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Tabla 30
Prueba de Anova de los resultados de las unidades formadoras de colonias en la
segunda dilucion en los dias 1y 42

Cases Sum of Squares df Mean Square F p
tratamiento 8.83e +10 2.00 4.41e +10 2.81 0.07
Residual 7.08e +11 45.00 1.57e +10

Comparacién de los resultados de la dilucion 103 de todos los tratamientos
enlos dias 1y 42

Segun la prueba de ANOVA existe diferencia significativa al obtener como resultado
un p valor < 0.05, como se observa en la tabla 31.:

Tabla 31
Prueba de Anova de los resultados de unidades formadoras de colonias en la

tercera dilucion en los dias 1y 42

Cases Sum of Squares df Mean Square F p
tratamiento 3.02e +13 5.00 6.03e +12 4.73 0.00
Residual 5.35e +13 42.00 1.27e +12

Al analizar la comparacion de resultados de las unidades formadoras de colonias
(UFC), mediante la prueba de Tukey en la tabla 32, se encontraron diferencias
significativas. En el dia 1 se encontro que el tratamiento 2 presenté menor carga de
unidades formadoras de colonias de E. coli respecto al tratamiento 1. En el dia 42
el tratamiento 2 presentdé menor carga de unidades formadoras de colonias de E.
coli respecto al tratamiento control; en el tratamiento 1 y 2 no se encontraron

diferencias significativas por lo que son similares.
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Tabla 32
Prueba de Tukey de los resultados de unidades formadoras de colonias en la tercera
dilucion en los dias 1y 42

95% CI for Mean Difference

Mean Lower Upper t P tukey

Difference
D1: D42:TC-10®  -271250.0 -1.96e +6 1.41e +6 -0.48 1.00
TC-10° D1:T1-10%  -707500.0 -2.3%¢ +6 977464.26  -1.25 0.81
D42:T1-10°3 -118750.0 -1.80e +6 1.57e +6 -0.21 1.00

D1:T2-103 1.10e+6  -586214.26 2.78e +6 1.95 0.39

D42:T2-10°  1.54e+6  -144964.26 3.22e +6 2.73 0.09

D42:  D1:T1-10®  -436250.0  -2.12e+6 1.25e +6 -0.77 0.97

TC-10° D42:T1-10%  152500.0 -1.53e +6 1.84e +6 0.27 1.00

D1:T2-10° 1.37e+6  -314964.26 3.05e +6 2.43 0.17

D42:T2-10%  1.81e+6 126285.74 3.50e +6 3.21 0.03

D1: D42:T1-10®  588750.0 -1.10e +6 2.27e +6 1.04 0.90

T1-10° D1:T2-103 1.81e +6 121285.74 3.49¢e +6 3.20 0.03

D42:T2-10%  2.25e+6 562535.74 3.93e +6 3.98 0.00

D42: D1:T2-10° 1.22e+6  -467464.26 2.90e +6 2.16 0.28

T1-10° D42:T2-10°  1.66e+6 -26214.26 3.34e +6 2.94 0.06

D1: D42:T2-10%  441250.0 -1.24e +6 2.13e +6 0.78 0.97
T2-103

Comparacion de los resultados de la diluciéon 10* de todos los tratamientos

en los dias 1y 42

Segun la prueba de ANOVA no existe diferencia significativa al obtener como

resultado un p valor > 0.05, como se puede observar en la tabla 33:
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Tabla 33
Prueba de Anova de los resultados de unidades formadoras de colonias de la cuarta
dilucion en los dias 1y 42

Cases Sum of Squares df Mean Square F p
Tratamiento 5.63e +14 5.00 1.13e +14 1.35 0.26
Residual 3.50e +15 42.00 8.34e +13

Comparacién de los resultados de la dilucién 10° de todos los tratamientos
enlos dias 1y 42

Segun la prueba de ANOVA no existe diferencia significativa, al obtener como

resultado un p valor > 0.05, como se puede observar en la tabla 34:

Tabla 34
Prueba de Anova de los resultados de unidades formadoras de colonias en la quinta

dilucion en los dias 1y 42

Cases Sum of Squares df Mean Square F p
tratamiento 7.95e +15 5.00 1.59¢e +15 1.08 0.38
Residual 6.16e +16 42.00 1.47e +15
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4.1.7 Resultados totales

Los resultados totales de los parametros zootécnicos, se encuentran relacionados

con el indice de consumo de agua y el pH del agua de cada tratamiento.

La relacién agua y alimentacién fue mayor en el tratamiento 1, con un 1.73 I/kg,
seguido del tratamiento 2 con un 1.68 I/kg y el tratamiento control con un 1.66 I/kg.
Ademas al medir el nivel de acidez del agua de bebida, se encontré que el
tratamiento 1 present6 un pH de 6, a diferencia del tratamiento control que presento
un pH mas basico de 7, mientras que el tratamiento mas acido fue el tratamiento 2

con un pH de 5.

Se puede encontrar que el tratamiento control es mayor tanto en el consumo total,
conversion total y menor en el peso total que los tratamientos con acidificante. Asi
para el consumo total, el tratamiento control llega a 689.2 kg, superando en 32.4 kg
al tratamiento 1y en 20.8 kg al tratamiento 2; y, el peso total en el tratamiento control
es de 380.5 kg, siendo menor con 5 kg de peso con el tratamiento 1 y con 10.3 kg
de peso con el tratamiento 2. Ademas, en lo referente a la conversion total, el
tratamiento control presenta la mayor conversion con un 1.84 frente a un 1.73 del

tratamiento 1 y un 1.74 del tratamiento 2.



Tabla 35

Resultados totales de los tratamientos
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Control T1 T2
Consumo Total (kg) 689.2 656.8 668.4
Peso Total (kg) 380.5 385.5 390.8
Relacién agua y 1.66 1.73 1.68
alimentacion (I/kg)
pH del agua 7 6 5
Conversion Total 1.84 1.73 1.74
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4.1.8 Analisis de Costos

Se encuentra que entre los tratamientos existen diferencias en el costo total de la
alimentacion, y el costo/pollo. Siendo el tratamiento 1 el mas rentable con un
costo/pollo de $2.73, seguido del tratamiento 2 con $ 2.77 y finalmente del

tratamiento control con $ 2.90.

Tabla 36

Costos de alimentacion

Semanas TC T1 T2

1 11.50 9.01 9.09

2 35.93 30.56 29.13

3 60.36 56.35 59.88

4 90.70 90.69 90.42

5 106.28 102.83 107.66

6 115.61 111.15 111.48

Total 420.38 400.59 407.67
Costo/Pollo 2.90 2.73 2.77

Extrapolando los resultados a una produccion de 10,000 aves de engorde, se puede
encontrar que en el tratamiento control se podria presentar un costo de $28,991.9,
seguido del tratamiento 2 con un costo de $27,732.4 y finalmente el tratamiento 1
con un costo de $27,250.9.
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4.2 Discusion

Con relacion al consumo de alimento en el estudio no se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos, como lo encontrado en el estudio de Rojas et
al. (2017) con una poblacién de 500 aves por tratamiento, a diferencia del estudio
de Nouri, et al (2006) que tuvo una poblacion de 135 aves por tratamiento, en la
gue se encontr6 una diferencia significativa con un p valor de < 0.01 frente al resto
de tratamientos, ademas de la investigacién de Nezhad et al. (2007) con una
poblacion de 84 aves por tratamiento en la que se encontrd diferencia significativa
entre los tratamientos con acidificante frente al control. A pesar de que no se hayan
encontrado diferencias significativas en el consumo del alimento si las hay de

manera numérica, encontrando similitud a los resultados de otras investigaciones.

En la ganancia de peso no se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos, coincidiendo con lo encontrado por Cengiz et al. (2012), Talebi et al.
(2010), sin embargo, en la investigacion de Carrion (2012), se encontraron

diferencias significativas en algunos tratamientos con acidificante.

Ademas en el estudio el consumo de agua no presenté diferencias significativas
entre los tratamientos lo que coincide con la investigacion de Marin et al. (2013) y
Toscano (2016).

Se encontro que la relacion agua y alimentacion en el estudio fue desde 1.66 al 1.73
I’/kg, mientras que segun Cobb-Vantress (2018), Singleton (2004), la relacion debe
ser de 2 I/kg. Ademas que el pH encontrado en el agua de bebida fue de 7 en el
tratamiento control, seguido de 6 en el tratamiento 1 y de 5 en el tratamiento 2;
segun Grizzle, et al. (1996), el rango del pH entre 6.25 a 5.75 pueden llegar a afectar
a la ganancia de peso. Por lo que el mejor tratamiento con respecto a la relacion
agua y alimentacion fue del tratamiento 1 con 1.73 I/kg frente a 1.68 l/kg del
tratamiento 2; ademas el pH del tratamiento 1 fue de 6 y la del tratamiento 2 de 5;
en la conversion alimenticia total fue 1.73 en el tratamiento 1y 1.74 en el tratamiento

2. La diferencia en la conversion alimenticia total, fue mejor en el tratamiento 1.
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En la investigacion de Marin et al. (2013) se utilizaron varias mezclas de
acidificantes muy similares al utilizado en este estudio, en el que se encontré
diferencias significativas entre los tratamientos con acidificantes frente al
tratamiento control, en conversion alimenticia, y en el consumo de alimento.
Mientras que en la investigacion de Parker et al. (2006), en los tratamientos que
utilizaron acidificante existe diferencia significativa en la conversion alimenticia, y no
hay en la ganancia de peso. Por lo que la dilucidn, y los acidificantes utilizados

varian el resultado de los pardmetros zootécnicos.

La mortalidad en el estudio fue del 3% en el tratamiento control, mientras que en
los tratamiento 1y 2 fue del 2%. En el estudio de Brzdska et al. (2013), se presentd
una mortalidad del 2.58% en el tratamiento control y en los tratamientos con
acidificante llegando a ser hasta del 0.59%, ademas en la investigacion de Agikgdz
et al. (2011), se presenté una mortalidad en el tratamiento control de 5.19% y en el
tratamiento con acidificante de 3.18%. El parametro de mortalidad en el estudio se
encuentra en rangos normales, como el descrito por FAO (2003), donde la

mortalidad en la industria avicola aceptable se encuentra en el 4%.

Entre las causas de mortalidad se establecen a las infecciones gastrointestinales
de etiologia desconocida, mas para el caso ecuatoriano, también se sefiala en los
estudios de Guevara (2004) y Carrion (2012) como causas de la mortalidad la
altitud, donde, a mayor altura de localizacion de la produccion avicola el nivel de
oxigeno disponible se reduce predisponiendo al pollo a mayor problemas
respiratorios. Otra causa para la mortalidad es la afectacion al sistema respiratorio
de las aves, provocado por el hacinamiento en el galpon, sin una ventilacion
adecuada, donde los altos niveles de amoniaco por las heces fecales, afectan el
sistema respiratorio de los pollos (Arias, Gonzalez, 2017). Otro factor que se
presenta es el aumento de la actividad cardiaca como compensacioén a la diferencia
de crecimiento de los pulmones sobre el resto del cuerpo, ocasionando una

reduccion anormal sobre la presion del oxigeno de la sangre (Dinev, 2007), lo que
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finalmente lleva al sindrome ascitico en la mayoria de los casos y algunos al

sindrome de muerte subita.

En los resultados de microbiologia se encontraron diferencias significativas en la
tercera dilucion en el tratamiento 2 (2ml/l), el cual tenia menor carga de unidades
formadoras de colonias de E. coli respecto al tratamiento control, mientras que en
el tratamiento control frente al tratamiento 1, no se encontraron diferencias
significativas. Como lo encontrado en la investigacion de Emammi et al. (2017), sin
embargo en la investigacion de Samik et al. (2007) y la de Roth et al. (2017) se
encontré diferencia significativa entre los tratamientos con acidificante frente al
tratamiento control, reduciendo su carga, ademas en la investigacién de Manafi et
al. (2016) en la que se afadi6 fitomoléculas, mananos oligosacaridos y acidos
organicos se encontraron diferencias significativas frente al resto de tratamientos

reduciendo su carga de E. coli.

En el estudio no se encontré6 Salmonella spp. Esta bacteria es muy patégena al
provocar dos patologias como lo son Tifosis Aviar (S. gallinarum) y Pullorosis (S.
pullorum), que llegan tener un indice de mortalidad hasta de un 100% de la
produccion avicola (OIE, 2011; CFSP, 2009; Dinev, 2007). En los estudios de Al
Tarazi, et al. (2003), Byrd et al. (2001), se encontré que el uso de acidificantes
inhiben el crecimiento, reduciendo el conteo de unidades formadoras de colonias
(Stonerock, 2009). Segun Bourassa (2018), el uso de acidificantes previene la
colonizacion de Salmonella, como lo demostrado por Hinton y Linton (1988) que al
utilizar una mezcla de acido propiénico y acido formico en una dosis de 6kg/ton era
efectiva para la prevencion de la colonizacién por Salmonella spp. cuando se

encontraba en el alimento balanceado.
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Capitulo V. Conclusiones y Recomendaciones

5.1 Conclusiones

Del analisis microbioldgico realizado en las muestras de las heces de las aves, de
las cinco diluciones no existen diferencias significativas en la primera, segunda,
cuarta, y quinta dilucién de la presencia de E. coli. Al analizar los resultados de la
tercera dilucidn, se encontré diferencias significativas en el dia 42, en la que el
tratamiento 2 tiene menor carga de unidades formadoras de colonias (UFC) de E.
coli respecto al tratamiento control, mientras que no existen diferencias significativas

entre el tratamiento control con el tratamiento 1, por lo que son similares.

Con lo que se concluye que a pesar de que estadisticamente el tratamiento 2 (2
ml/l) inhibié el crecimiento de E. coli; el mejor tratamiento en el estudio es el
tratamiento 1 (1 ml/l), porque es el mas eficiente en su conversion alimenticia, mas
rentable en $7.08 que el tratamiento 2, y ademas se encuentra mas cerca del criterio
de 2 I/kg en la relacién agua y alimentacion, que el resto de tratamientos; mientras
gue el pH del agua de bebida se encuentra por debajo de lo recomendado (pH 6.25
- 5.75) por Grizzle et al. (1996), a diferencia del pH del tratamiento 2 que fue de 5,
pudiendo llegar a ser un riesgo para la ganancia de peso de las aves durante todo

el tratamiento.

Durante la investigacion en los andlisis microbiolégico de las muestras de heces de
las aves, no se encontré Salmonella spp. en ninguno de los tres tratamientos. Con
lo que se concluye que la casa comercial que se compré la genética, el alimento
balanceado, y el manejo en la produccién, siguieron los protocolos de bioseguridad

adecuados.

Siendo asi, esta investigacion acepta la hipétesis alternativa: Los acidificantes
liquidos en diferentes dosis mejoran los parametros zootécnicos y reducen la carga

patégena en la microbiota intestinal de aves de engorde.
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5.2 Recomendaciones

Con los resultados obtenidos se recomienda el uso de acidos organicos como
aditivo en la alimentacion de las aves de engorde, con la dosificacion del tratamiento
1 (1 mi/l), mejorando numeéricamente los parametros zootécnicos y finalmente la
rentabilidad de la produccién. Ademas se recomienda utilizar otros aditivos como lo
son los probiéticos, prebidticos, enzimas con &cidos organicos para mejorar la
sanidad, y rentabilidad de las producciones avicolas. Como en la investigacion de
Widiastuti et al. (2019), en la que se encontro en el tratamiento con acidificante mas
probidticos, existian diferencia significativa con respecto al tratamiento control, y el

tratamiento solo con acidificante.

Se recomienda investigar en futuras investigaciones las mezclas y dosificaciones
de los aditivos en la alimentacion de aves de engorde para conocer los niveles que

permitan mejorar los parametros zootécnicos.

Ademas investigar acerca del bienestar animal en la produccién avicola en el pais

y como afecta a los parametros zootécnicos.
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Anexo 1 ParAmetros Zootécnicos

Anexo 1.1 Manejo de las aves en la granja

Anexo 1.1.1 POES de limpieza del galpdn

PROCESO OPERATIVO ESTANDARIZADO DE SANEAMIENTO - POES
N° POES 01/001

Aprobado por:

Fecha: 5 de mayo del 2019

Objetivo Describir la técnica de sanitizacion y limpieza del galpén para el
ingreso de las aves y evitar enfermedades. Segun las directrices
de Buenas Practicas de Agrocalidad.

Alcance Este POES esta destinado al personal dedicado a la produccion

gue se encuentren en contacto con la produccion avicola.

Responsable

Todo el personal

Frecuencia

Antes del ingreso de las aves

Materiales vy

e Limpieza con escobas del piso del galpon

Equipos , . .
quip e Desinfeccion de todo el galpon con PROAQUAT 50
(amonio cuaternario).
Descripcién 1. Usar las escobas para barrer todas las superficies (piso y
de Actividades

paredes) del galpon.

2. Usar las escobas con agua y jabon para sacar todo la
suciedad posible del galpén.

3. Esperar a que se seque.

4. Utilizar PROAQUAT 50 (amonio cuaternario) para la
desinfeccion del galpon, mediante la bomba de

fumigacion.




5. Revisar que el aserrin esté seco y no se encuentra
himedo o con hongos, en caso de encontrarlo
descartarlo.

6. Desinfectar con PROAQUAT 50 (amonio cuaternario) el
aserrin, previamente antes de la entrada de las aves de
engorde al galpon.

7. Colocar una cama de 5 a 10 cm de aserrin

Recomenda-
ciones

Sacar todo el agua del galpon evitando que se empoce.

Hacer bien la actividad 1 para evitar mucha suciedad en el agua
jabonosa.

Esperar a que se seque el piso, para evitar alguna interaccion
entre el jabon y PROAQUAT 50 (amonio cuaternario).

No escatimar la cantidad de jabon y de PROAQUAT 50 (amonio
cuaternario), y en caso de necesitar repetirlo.

Referencias

« AGROCALIDAD. (2013). GUIA DE BUENAS
PRACTICAS AVICOLAS RESOLUCION TECNICA N°
0017. Recuperado el 5 de mayo del 2019 de
www.agrocalidad.gob.ec/wp-
content/uploads/2016/08/guia-avicola.pdf

e« Chela, W. (2015). Aislamiento de microorganismos
probioticos del tracto intestinal de Gallus gallus en tres
estadios fisiologicos de pollos (tesis de pregrado).
ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE
CHIMBORAZO, Riobamba, Ecuador.




Anexo 1.1.2 POE de Separar las aves de Manera Aleatoria

N° POE 01/001

PROCESO OPERATIVO ESTANDARIZADO - POE

Aprobado por:

Fecha: 28 de mayo de 2019

Objetivo Describir el modo para la separacion de las aves que ingresan
al galpén,
Alcance Este POE esta destinado al personal dedicado a la produccion

gue se encuentren en contacto con la produccion avicola.

Responsable

Todo el personal

Frecuencia

Durante el ingreso de las aves

Materiales y
Equipos

e Cajas que tiene Pollitos de 1 dia
e Cortinas
e Balanza calibrada bajo los estandares INEN

e Calculadora

Descripcion de
Actividades

1. Recibir a los pollitos de 1 dia en cajas

. Coger a un pollito de la caja y colocarlo en el primer

tratamiento (control), el segundo pollito en el segundo
tratamiento (PM OPTIMIZER 1l 1ml/l), y el tercer pollito
en el tercer tratamiento (PM OPTIMIZER II 2mi/l).

. Pesar a todas las aves en cada grupo, con la balanza

calibrada bajo los estandares INEN




Recomenda-
ciones

Tener cuidado al trabajar con aves tan pequefias

Referencias




Anexo 1.1.3 POE de pesaje de las aves

PROCESO OPERATIVO ESTANDARIZADO - POE

N° POE 01/002

Aprobado Fecha: 7 de mayo del 2019

por:

Objetivo Describir la técnica de pesaje de los animales.

Alcance Este POE esta destinado al personal dedicado a la produccion

gue se encuentren en contacto con la produccion avicola.

Responsable

Todo el personal

Frecuencia

Eldia 1, 7, 14, 21, 28, 35, 42

Materiales y

e Balanza calibrada bajo los estandares INEN

ciones

Equi
quipos e Cuaderno

e Hoja de papel
Descripcion 1. Se realiza en la madrugada.
de 2. Pesar cada ave de cada tratamiento en la balanza
Actividades . . .

calibrada bajo los estandares INEN

3. Escribir los datos en una hoja de papel

Recomenda- | No olvidar que la balanza tiene un error, colocar la parte que le

falta o sobra.




Tomar una foto diariamente de la hoja, para evitar pérdidas de

informacién o darfios de la misma.

Referencias




Anexo 1.1.4 Registro del Peso de las Aves

Tratamiento: Dia:
# de aves Peso # de aves | Peso # de aves | Peso # de aves | Peso # de aves | Peso # de aves | Peso
1 26 51 76 101 126
2 27 52 77 102 127
3 28 53 78 103 128
4 29 54 79 104 129
5 30 55 80 105 130
6 31 56 81 106 131
7 32 57 82 107 132
8 33 58 83 108 133
9 34 59 84 109 134
10 35 60 85 110 135
11 36 61 86 111 136
12 37 62 87 112 137
13 38 63 88 113 138
14 39 64 89 114 139
15 40 65 90 115 140
16 41 66 91 116 141
17 42 67 92 117 142




18 43 68 93 118 143
19 44 69 94 119 144
20 45 70 95 120 145
21 46 71 96 121 146
22 47 72 97 122 147
23 48 73 98 123 148
24 49 74 99 124 149
25 50 75 100 125 150




Anexo 1.1.5 Consumo Acumulado por semana

Semanas

Nuntri Up Alli Mikuna

167

488.9

976.4

1685.15

2596.4

o O | W DN

3931.9

Anexo 1.1.6 Registro del Consumo y Desperdicio Diario de Balanceado

Tratamiento:

Dia | Balanceado Desperdicio | Consumo | Dia | Balanceado | Desperdicio | Consumo
Diario Diario Diario Diario Diario Diario
1 22
2 23
3 24
4 25
5 26
6 27
7 28
8 29
9 30
10 31
11 32
12 33




13

34

14

35

15

36

16

37

17

38

18

39

19

40

20

41

21

42

Anexo 1.1. 7 Consumo Diario de Balanceado

Dia | Consumo por 1 Dia | Consumo por 1 Dia | Consumo por 1
ave de engorde ave de engorde ave de engorde
(9) (9) (9)

1 125| 15 90 | 29 168
2 15| 16 95| 30 173
3 18.75 | 17 100 | 31 175
4 20| 18 116 | 32 180
5 25| 19 120 | 33 187
6 36| 20 129 | 34 190
7 42| 21 130 | 35 192
8 48 | 22 135 | 36 195
9 56 | 23 140 | 37 200
10 63| 24 145 | 38 205
11 66 | 25 150 | 39 215
12 72| 26 154 | 40 220
13 78| 27 160 | 41 225
14 85| 28 165 | 42 230




Anexo 1.1.8 Registro de la Mortalidad Diaria

MORTALIDAD DIARIA
Dia | Control | PM PM Dia | Control | PM PM
OPTIMIZER | OPTIMIZER OPTIMIZER | OPTIMIZER
I Iml/l 11 2ml/l 1 1ml/l [ 2ml/l
1 22
2 23
3 24
4 25
5 26
6 27
7 28
8 29
9 30
10 31
11 32
12 33
13 34
14 35
15 36
16 37
17 38
18 39
19 40
20 41
21 42




Anexo 2 Manejo del agua de Bebida

Anexo 2.1 POE de mezcla de PM OPTIMIZER Il en agua

PROCESO OPERATIVO ESTANDARIZADO - POE
N° POE 01/003

Aprobado Fecha: 28 de mayo del 2019

por:

Objetivo Describir la técnica para mezclar el acidificante con el agua, segun
la guia técnica de cada producto

Alcance Este POE esta destinado al personal dedicado a la produccién

gue se encuentren en contacto con la produccion avicola.

Responsable

Todo el personal

Frecuencia

Hacerlo cada vez, que llegue al limite inferior del tanque de agua.

Materiales vy e Agua
Equipos e PMOPTIMIZER II
Descripcién 1. Colocar el Agua en el tanque de agua
de . 2. Diferenciar con una marca los tanques de agua por cada
Actividades '
Tratamiento: Tratamiento 1- Control, Tratamiento 2 — PM
OPTIMIZER 1l 1 ml/L, Tratamiento 3 — PM OPTIMIZER 1l 2
ml/l
3. Colocar en el recipiente respectivo la dosis
correspondiente.
Recomenda- - Colocar una marca legible para entender cual el tanque de
ciones cada tratamiento.

Referencias

Perform Max Optimizer Il
18 de febrero de 2020 de

Vetanco. (s.f.).
Recuperado el




https://www.vetanco.com/es/produto/perform-max-
optimizer-ii/

Anexo 2.2 Registro del pH del Agua

Dia | TC T1 T2 Dia TC T1 T2
1 22
2 23
3 24
4 25
5 26
6 27
7 28
8 29
9 30

10 31
11 32
12 33
13 34
14 35
15 36
16 37
17 38
18 39
19 40
20 41
21 42




Anexo 2.3 Consumo de Agua

Dia | Consumo en | para | Dia | Consumo en | para | Dia | Consumo en | para
150 aves 150 aves 150 aves
1 3.5 15 21 29 43
2 6 16 21 30 47
3 6 17 21 31 47
4 6 18 28 32 47
5 6 19 28 33 50
6 7 20 28 34 50
7 7 21 28 35 50
8 14 22 35 36 52
9 14 23 35 37 52
10 14 24 40 38 52
11 17.5 25 40 39 55
12 17.5 26 40 40 55
13 17.5 27 43 41 55
14 17.5 28 43 42 60

Anexo 2.4 Relacion beberos/ave recomendado por Agrocalidad

Tipo de Bebedero # pollos / Edad
bebedero
Bebederos de galén 1 por cada 80 - 100 De 1 hasta 7 dias de edad
pollitos
Bebederos de campana | 1 por cada 80 -100 Desde los 8 dias de edad
(doble fin pollos hasta el saque

Modificado de Agrocalidad (2016)




Anexo 3 Fichas Técnicas

Anexo 3.1 Ficha Técnica de PM OPTIMIZER I

Perform Max Optimizer Il
Aditivo acidificante para agua de bebida
Oral

Indicaciones de Uso: Acidificante del agua de bebida segun las indicaciones y

objetivos profesionales del asesor.

Disminuye las pérdidas de agua por deshidratacion previo a la faena. Ayuda a

disminuir la carga bacteriana del buche.

COMPOSICION:
Acido Acético 6.89
Acido Caprilico 0.075g
Acido Léctico 6.89
Acido Propionico 5.69
Acido Tanico 3.87¢
Zn (como complejo aminoacido-metal) 0.000008g
Cu (como complejo aminoacido-metal) 0.000016g
Azul Brillante 0.0025g
Agua csp 100ml

Dosificacion: 1 litro cada 1000 litros de agua de bebida.

Restricciones de uso: Usandolo en las especies indicadas dosificaciones dadas

Nno posee

Periodo de Retiro: No requiere



PRODUCTO EXCLUSIVO EN LA ALIMENTACION ANIMAL.

Precauciones: Mantener fuera del alcance de los nifios. Evitar inhalar vapores.

Evitar contacto con la piel y los ojos.

Para manipular el producto utilizar vestimenta protectora, guantes y protectores de

oculares. No comer, ni fumar durante su manipulacion.

Conservacion: Conservar el producto entre 5y 30°C en un lugar limpio y seco y

en su embalaje original.

ELABORADO POR: VETANCO (ARGENTINA) BAJO LICENCIA TADEC.

DISTRIBUYE PARA EL ECUADOR: TADEC CIA. LTDA. Ambato-Quito-Guayaquil-

Cuenca-Portoviejo.

Anexo 3.2 Ficha Técnica de PROAQUAT 50
PROAQUAT 50
LABORATORIO: MONTANA

PRINCIPIOS ACTIVOS CONCENTRACION
Amonio Cuaternario 50 g/100 ml

CLASIFICACION ATC:

QVO07A V01 - Desinfectantes de uso técnico

INDICACIONES:

Desinfectante catidénico de accion bactericida cuyo modo de accion es inactivar las
enzimas y proteinas para destruir la membrana celular del microorganismo. Actla
contra bacterias, micoplasmas, hongos, virus y algas.



CONTRAINDICACIONES:

DOSIFICACION:

Sanitizacion del agua de bebida de los animales: 0.03 ml/l agua. Desinfeccion de
piel y mucosas: 0.4 ml/l agua. Desinfeccion de comederos, bebederos, galpones,
etc. Solucién desinfectante de pediluvios y rodiluvios: 1 ml/ | de agua. Desinfeccion
de superficies internas de cisternas, pozos y tanques elevados. Desinfeccion de
salas de almacenaje y fabricacién: 1 ml /| de agua. Agua destinada a la produccién
de hielo para conservar alimentos: 1 ml / | de agua.

RECOMENDACIONES Y PRECAUCIONES:

Usar solo en las dosis recomendadas, pues el producto concentrado es corrosivo.
No ingerir. En caso de ingestion accidental no inducir el vomito. Evitar el contacto
con los ojos. En caso de contacto accidental lavar la zona con abundante agua.
Mantener fuera del alcance de los nifios. Conservar en un lugar fresco y seco.

INDICE TERAPEUTICO:

-Desinfeccion

-Desinfeccion de equipos avicolas

-Desinfeccion de agua de bebida

-Desinfeccion de galpones, establos y porquerizas
-Desinfeccion de huevos fértiles

ViA DE ADMINISTRACION
Aplicacion externa
ESPECIES ANIMALES

Bovinos
Caninos
Caprinos
Equinos
Felinos
Ovinos
Porcinos

PAISES DE DISTRIBUCION:

Ecuador



Anexo 3.3 Ficha Técnica Ficha Técnica del Balanceado

Balanceado Broiler Inicial (Dia 1-12)

Analisis %

Proteina Min. 22
Humedad Max. 13
Grasa Min. 3.9
Fibra Max. 2.9
Ceniza Max. 6

Balanceado Crecimiento (Dia 13-28)

Analisis %
Proteina Min. 21
Humedad Max. 13
Grasa Min. 5.9
Fibra Max. 2.8
Ceniza Max. 6

Balanceado Engorde 1 (Dia 29-42)

Analisis %

Proteina Min. 20
Humedad Max. 13
Grasa Min. 6.4
Fibra Max. 2.8

Ceniza Max. 6




Anexo 3.4 Ficha Técnica Ficha la Vitamina

VITAPIO®

Polvo Oral

VITAPIO® es un multivitaminico con electrolitos, indicado para la prevencion,
control y tratamiento de los estados de stress de las aves, en presentacién de polvo
soluble para suministrar con el agua de bebida a las aves.

COMPOSICION

100 g de VITAPIO® Polvo contiene:

« Vitamina A 8.000.000 U.1.

* Vitamina D3 1.000.000 U.I.

+ Vitamina E 5.000 U.I.

* Vitamina K3 3.000 mg.

+ Vitamina B1 (Tiamina clorhidrato) 600 mg

« Vitamina B2 (Riboflavina 5 fosfato) 2.500 mg
+ Vitamina B6 (Piridoxina clorhidrato) 1.600 mg
» Vitamina B12 (Cianocobalamina) 6 mg

* Nicotinamida 7.500 mg

» Pantotenato de Calcio 6.000 mg

» Acido fdélico 500 mg

* Biotina 40 mg

+ Vitamina C 20.000 mg

* Cloruro de Sodio 10.000 mg

* Cloruro de Potasio 6.250 mg

» Sulfato de Magnesio 6.250 mg

* Excipientes c.s.p. 100 gr

INDICACION

VITAPIO® esta indicado para pollos de engorde, gallinas ponedoras, reproductoras,
pavos, patos, codornices, gallos de pelea y aves ornamentales, para la prevencion,
control y tratamiento de los estados de stress, que se presentan por diversos



factores como:

. Recepcion de pollitos.
* Practicas de manejo: vacunaciones, despiques, muda forzada, traslados y
pesajes.

 Enfermedades causadas por microorganismos, parasitos, alteraciones
metabdlicas.

« Cambios bruscos de temperatura por: excesivo frio, calor, corrientes de viento.
 Fallas en los equipos: bebederos, comederos, criadoras, iluminacion.
* Exposicion a elementos vivos e inanimados que inquieten a los animales.
* Desorden o falta en el suministro de agua y/o alimento.

DOSIS Y ViA DE ADMINISTRACION

Suministrar VITAPIO® en el agua de bebida, se dosifica a razén de 1 gramo por
cada 10 litros de agua de bebida, durante 1 a 5 dias o segun criterio del médico
veterinario.

El tratamiento se puede repetir cuando se considere necesario.

Nota:
No mezclar nunca el producto con antibidticos u otras sustancias.

TIEMPO DE RETIRO

No tiene tiempo de retiro por lo cual se puede administrar en cualquier etapa de la
produccion avicola.

Licencia Registro ICA 4799 - DB.



Anexo 4 Microbiologia

Anexo 4.1 Toma de muestras fecales

Anexo 4.1.1 POE de Toma de muestras fecales para aves de 1 dia

N° POE 01/004

PROCESO OPERATIVO ESTANDARIZADO - POE

Aprobado por:

Fecha: 8 de mayo del 2019

Objetivo Descripcion de la toma de muestras fecales para enviarlas al
laboratorio.
Alcance Persona que va a hacer el muestreo

Responsable

Personal que va hacer el muestreo

Frecuencia

Dia 1

Materiales vy
Equipos

Medio de transporte Stuart.
Hielo

Cooler

Guantes nitrilo o latex
Frasco de Orina Estéril
Marcador

Descripcion de
Actividades

1. Rotular cada Medio de transporte Stuart para cada
tratamiento.

2. Ponerse guantes en las manos y cambiarlos en cada
muestra

3. Tomar al ave con una mano, presionando suavemente

el vientre con la mano que sostiene al ave.

4. Mientras con la otra mano abrir el frasco de orina

estéril, dejando que el ave defeque en el frasco.




5. Abrir el medio de transporte Stuart, y sacar el hisopo,
recoger 1g de las heces fecales del frasco de orina
estéril, se repetird con cada una de las 8 aves de la
muestra por tratamiento (3 tratamientos).

6. Colocar el hisopo en el Medio de transporte Stuart, y
cerrarlo. Poner los Medios de Transporte Stuart en un
cooler con hielo a una temperatura de 4-10°C, para el

transporte

Recomenda-
ciones

Refrigerar tan pronto se realice la muestra con el Medio
de transporte Stuart
No reducir la temperatura en la etapa de refrigeracion

Referencias

Gomez, E. (2013). Identificacion de cepas de salmonella
Spp resistentes a antimicrobianos, y factores de riesgo
para su circulacion, en aves y cerdos mantenidos en
sistemas productivos de traspatio de la region del
libertador general Bernardo O'Higgins, Chile, (Tesis de
Maestria). Universidad de Chile, Santiago, Chile

Marin, C., y Lainez, M. (2009). Salmonella detection in
feces during broiler rearing and after live transport to the
slaughterhouse. Poultry science, 88(9), 1999-2005.

Anexo 4.1.2 POE de Toma de muestras fecales Dia 42

N° POE 01/005

PROCESO OPERATIVO ESTANDARIZADO - POE

Aprobado por: | Fecha: 8 de mayo del 2019

laboratorio.

Objetivo Descripcion de la toma de muestras fecales para enviarlas al

Alcance Persona que va a hacer el muestreo




Responsable

Personal que va hacer el muestreo

Frecuencia

Dia 42

Materiales vy
Equipos

o Medio de transporte Stuart.
e Hielo

o Cooler

e Guantes nitrilo

Descripcion de
Actividades

1. Rotular cada Medio de transporte Stuart para cada
tratamiento.

2. Ponerse guantes de nitrilo en las manos y cambiarlos en
cada muestra

3. Tomar al ave de las patas con una mano, y se repetira a
las 8 aves de la muestra por tratamiento (3 tratamientos).

4. Con la otra mano tomar las alas y presionar al ave
levemente contra la persona que la esta manipulando.

5. Utilizar un hisopo estéril, aplicando una presion suave y
rotando al hisopo, sobre el esfinter anal. Mantenerlo de
10 a 30 segundos, recogiendo 1 g de heces fecales.

6. Colocar el hisopo en el Medio de transporte Stuart, y
cerrarlo. Poner los Medios de Transporte Stuart en un
cooler con hielo a una temperatura de 4-10°C, para el

transporte

Recomenda-

ciones

o Refrigerar tan pronto se realice la muestra con el Medio
de transporte Stuart

« No reducir la temperatura en la etapa de refrigeracion

Referencias

e GOmez, E. (2013). Identificacion de cepas de salmonella
spp resistentes a antimicrobianos, y factores de riesgo

para su circulacion, en aves y cerdos mantenidos en




sistemas productivos de traspatio de la region del
libertador general Bernardo O'Higgins, Chile, (Tesis de

Maestria). Universidad de Chile, Santiago, Chile

Anexo 4.1.3 POE de la formacién del Agua Peptonada

PROCESO OPERATIVO ESTANDARIZADO - POE

N° POE 01/006

Aprobado Fecha: 29 de mayo 2018

por:

Objetivo Descripcion de la formacion del Agua Peptonada
Alcance Persona que va a trabajar en microbiologia

Responsable

Persona que va a trabajar en microbiologia

Frecuencia

Cada vez que se haga un muestreo se formara el agua peptonada

Materiales y

e DifcoTM Peptone Water

Equipos e Agua Destilada

e Varilla de Agitacion

e Frasco de 1L BOECO

e Autoclave
Descripcién 1. Enun frasco de 1L BOECO disolver 15 g del polvo
de DifcoTM Peptone Water en 1 L de agua purificada.
Actividades 2. Calentar ligeramente con agitacion frecuente para

disolver por completo el polvo.




3. Colocar en los tubos de vidrio con tapa 9 ml.
4. Autoclave a 121 ° C durante 15 minutos.

Recomenda- e Colocar la tapa en los tubos de vidrio para evitar la
ciones contaminacién después de estar en el autoclave
Referencias e DifcoTM y BBLTM Manual, 2nd Edition

Anexo 4.1.4 POE para hacer medio de cultivo EMB

PROCESO OPERATIVO ESTANDARIZADO - POE

N° POE 01/007

Aprobado por: Fecha: 29 de mayo 2018

Objetivo Descripcion de la formacion del Agar EMB

Alcance Este POE esta dirigido a la persona que va hacer el medio de
cultivo EMB

Responsable Persona que va a trabajar en microbiologia

Frecuencia Antes de comenzar todo el estudio

Materiales y e Agua Destilada

Equipos

e Medio de Cultivo deshidratado EMB
e Frascos de Vidrio
e Esterilizadora

e Cajas Petri




e Frascode 1L BOECO

Descripcion de
Actividades

1. Colocar el tapabocas y guantes antes de comenzar las
acciones en el laboratorio.

2. Encender el mechero

3. Rotular las cajas Petri.

4. Colocar 75 ml de etanol al 70% en un vaso de
precipitados de 250ml BOECO.

5. Colocar los tubos de ensayo de las 5 diluciones (1071,
102, 103, 104, 10 de una muestra en orden, en una
gradilla.

6. Trabajar cerca del mechero con los tubos de ensayo y
las cajas Petri, para evitar la contaminacion.

7. Colocar la punta 20-200 pl BOECO en la micropipeta.

8. Absorber 100 pl de una de las diluciones con la
micropipeta.

9. Abrir la caja Petri con el agar EMB y se coloco los 100
ul en el centro de la caja Petri.

10.Colocar el asa de Digralski en el mechero, y se espero
a que se ponga rojo.

11.Colocar en el vaso con etanol, y se lo saco rapidamente,
esperando a que la llama en el asa de Digralaski se
apague, para después esparcir la muestra en toda la
superficie del agar.

12.Para terminar colocar el rotulado respectivo después de
sembrarlo.

13.El mismo proceso se siguid para todas las diluciones de
cada muestra.

14.Se lleva las 120 cajas Petri a la incubadora a una

temperatura de 37°C por 24 horas




Recomenda-

ciones

Seguir las recomendaciones de la empresa que las fabrica.

Referencias

DifcoTM y BBLTM Manual, 2nd Edition

Anexo 4.1.5 POE de las Diluciones de la muestra

PROCESO OPERATIVO ESTANDARIZADO - POE
N° POE 01/008

Aprobado por:

Fecha: 29 de mayo 2018

Objetivo

Descripcion de la formacion de las diluciones con la muestra

Alcance

Persona que va a trabajar en microbiologia

Responsable

Persona que va a trabajar en microbiologia

Frecuencia

Cada muestreo

Materiales vy
Equipos

Tubos de vidrio con tapa, con 9 ml de agua peptonada
esterilizada

Vortex

Micropipeta

Marcador Permanente

Medio de transporte Stuart

Punta azul 100-1000 pL BOECO

Descripciéon de
Actividades

1. Ponerse un tapabocas y guantes.

. Rotular con marcador los tubos de vidrio con tapa con

101, 102,103, 104, 10, por cada muestra que se vaya a

hacer.

. Recoger 1g de la muestra del medio de transporte Stuart

y colocarlo en el tubo de vidrio con tapa que tenga rotulado

101y agitarlo en el vortex.




4. Colocar la punta azul 100-1000 pL BOECO en la
micropipeta, cargar 1000 puL del tubo 10! y colocarlo en
el tubo 102, después descartar la punta, en tacho rojo de
desechos (guardian). Agitar el tubo en el vortex.

5. Realizar el paso 3 con la diluciéon 102, 103, 104, 10

Recomenda-
ciones

Referencias




Anexo 4.1.6 POE de siembra en el agar EMB

PROCESO OPERATIVO ESTANDARIZADO - POE
N° POE 01/009

Aprobado Fecha: 29 de mayo 2018

por:

Obijetivo Describir la técnica de siembra en el agar EMB
Alcance Persona que va a trabajar en microbiologia

Responsable

Persona que va a trabajar en microbiologia

Frecuencia

Cada muestreo

Materiales y
Equipos

e Tapabocas

e Mechero

e Marcador Permanente

e Tubos de vidrio rotulados (107, 102, 103, 104, 10®)

e Fosforos

e Asa de Digralski

e Micropipeta

e Etanol al 70%

e Punta amarilla 20-200 uL Boeco

e Vaso de precipitados de 250ml BOECO.

e Caja Petri con el agar EMB

e Incubadora
Descripcién 1. Ponerse un tapabocas y guantes.
gf:tividades 2. Encender el mechero

3. Rotular las cajas Petri.




4. Colocar 75 ml de etanol al 70% en un vaso de precipitados

de 250ml BOECO.

5. Colocar las 5 diluciones (101, 102, 103, 104, 10°) de
muestra 1 de uno de los tratamientos en una gradilla.

6. Colocar cerca del mechero la gradilla y las cajas Petri con
el agar EMB, para evitar la contaminacion.

7. Colocar la punta 20-200 uL BOECO en la micropipeta.

8. Absorber 100 pL de una la dilucién 101 con la micropipeta.

9. Abrir la caja Petri con el agar EMB y colocar 100 pL en el
centro de la caja Petri.

10.Colocar el asa de Digralski en el mechero, y esperar a que
se ponga rojo.

11. Colocar en el vaso con etanol, y sacarlo rapidamente,
esperar a que la llama en el asa de Digralaski se apague,
para después esparcir la muestra en toda la superficie del
agar.

12.Llevarlo a incubadora a 37°C 24 horas.

13.Repetir este mismo proceso con todas las diluciones de

cada muestra.

Recomenda-
ciones

Referencias

DifcoTM y BBLTM Manual, 2nd Edition




Anexo 4.1.7 Registro de las colonias

Dia de toma de la muestra: Dia de siembra:

Diluciones

Muestras 101 102 1073 104 10°




Anexo 4. ABREVIATURAS

APC: Antibidticos como Promotores de Crecimiento

CEE: Comunidad Econ6émica Europea

EMB: Eosin Methylene Blue Agar o Eosina Azul de Metileno

FAO: Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura

FDA: Food and Drug Administration o Administracién de Alimentos y

Medicamentos

MAG: Ministerio de Agricultura y Ganaderia:

NAPRI: Instituto Nacional de Investigacion de Produccién Animal
NRC: National Research Council

OCDE: Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econémico
OMS: Organizacion Mundial de Salud

UFC: Unidades Formadoras de Colonias

WHO: World Health Organization
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