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RESUMEN 
 

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) supone una importante amenaza para 

la salud pública, agravada por la escasez de nuevos antibióticos y el aumento de 

superbacterias capaces de resistir a múltiples antibióticos. Para combatirla se 

necesitan esfuerzos urgentes y exhaustivos, así como estrategias alternativas. E. 

coli es una bacteria que vive en los intestinos de humanos y animales. Es el 

patógeno más frecuente que provoca cistitis no complicadas y da lugar a otras 

enfermedades extraintestinales, como neumonía, bacteriemia e infecciones 

abdominales como la peritonitis bacteriana espontánea. Los bacteriófagos se han 

considerado una alternativa potencial para tratar infecciones bacterianas que los 

antibióticos no pueden tratar. Nuestro objetivo era aislar fagos capaces de infectar 

cepas multirresistentes de E. coli. Aislamos un fago lítico mediante la técnica 

convencional de doble capa de agar (DLA), a partir de muestras de aguas residuales 

obtenidas de la planta de tratamiento de aguas residuales de Concepción, Chile. El 

fago, denominado EcoPhCCP1, fue observado por TEM y se determinó su rango de 

hospedador utilizando múltiples cepas de E. coli mediante DLA. Además, se 

secuenció su genoma. El fago EcoPhCCP1 pertenece al género Kagunavirus. La 

microscopía electrónica de transmisión (MET) reveló su morfología, con una cabeza 

icosaédrica y una larga cola no contráctil. El genoma del fago EcoPhCCP1 tiene 

44.482 pb de longitud, con un contenido de GC del 50,71%, y codifica 87 ORF, 33 

de ellos con funciones conocidas. El fago EcoPhCCP1 puede infectar 4 cepas de E. 

coli. Se predijeron 8 proteínas putativas con funciones Anti CRISPR. El análisis 

completo del genoma del fago EcoPhCCP1 reveló la ausencia de genes deletéreos, 

como los asociados a la resistencia a los antibióticos, la lisogenia, las toxinas o los 

factores de virulencia. 

 

Palabras Clave: Bacteriófagos, resistencia antimicrobiana (RAM), E. coli, Aguas 

residuales. 
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ABSTRACT 

 

Antimicrobial resistance (AMR) poses a significant public health threat, worsened by 

the scarcity of new antibiotics and the rise of superbugs that can withstand multiple 

antibiotics. Urgent, comprehensive efforts and alternative strategies are needed to 

combat AMR. E. coli is a bacterium that lives in the intestines of humans and 

animals. It is the most common pathogen leading to uncomplicated cystitis, and 

results in other extraintestinal illnesses, including pneumonia, bacteremia, and 

abdominal infections such as spontaneous bacterial peritonitis. Bacteriophages 

have been considered as a potential alternative to treat bacterial infections that 

antibiotics cannot. Our aim was to isolate phages able to infect multidrug-resistant 

strains of E. coli. We isolated one lytic phage by the conventional double layer agar 

technique (DLA), from wastewater samples obtained from wastewater treatment 

plant in Concepción, Chile. The phage, named EcoPhCCP1 was observed by TEM 

and its host range was determined using multiple strains of E. coli by DLA. Moreover, 

its genome was sequenced. Phage EcoPhCCP1 belongs to the Kagunavirus genus. 

Transmission electron microscopy (TEM) revealed his morphology, with an 

icosahedral head and a long non-contractile tail. The genome of phage EcoPhCCP1 

is 44.482 bp in length with a GC content of 50.71%, encoding 87 ORFs, 33 of them 

with known functions. Phage EcoPhCCP1 can infect 4 strains of E. coli. 8 putative 

proteins were predicted with Anti CRISPR functions. The complete genome analysis 

of phage EcoPhCCP1 revealed the absence of deleterious genes, such as those 

associated with antibiotic resistance, lysogeny, toxins, or virulence factors. 

 

Keywords: Bacteriophages, Antimicrobial resistance (AMR), E. coli, wastewater. 
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INTRODUCCIÓN 

 

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) es un problema mundial (Christaki et al. 

2019) que se ha visto acelerado por el mal uso y el uso excesivo de antimicrobianos 

en humanos y animales, así como por una prevención inadecuada de las 

infecciones (Septimus 2018). Con esta capacidad, a pesar del éxito de los 

antibióticos en el tratamiento de enfermedades infecciosas, aumenta la aparición de 

bacterias multirresistentes (Hoiby 2000). La evolución de la resistencia a los 

antibióticos depende intrínsecamente de la variación genética y de la posterior 

selección de genotipos derivados de esta variación (Couce 2009). Esto se debe a 

los mecanismos que emplean las bacterias para evolucionar su capacidad de 

intercambiar genes, lo que ahora se conoce como transferencia horizontal de genes 

(HGT, por sus siglas en inglés), incluyendo la variación genética que luego puede 

introducir diversos rasgos genéticos en una población, incluyendo mutaciones y 

mecanismos de transferencia de genes, que pueden conferir resistencia a los 

antibióticos (Munita 2006). En este sentido, la presión de selección ejercida por la 

presencia de antibióticos puede favorecer la aparición de genotipos con rasgos 

ventajosos de resistencia a los antibióticos, lo que conduce a un aumento de su 

prevalencia y a la aparición de cepas bacterianas resistentes. Este proceso continuo 

subraya el papel crucial de la variación genética y las fuerzas selectivas en la 

evolución de la resistencia a los antibióticos. En resumen, la exposición a agentes 

antibacterianos provoca una selección adaptativa de rasgos ambientalmente 

favorables que se fijan en una población (Delbruck 1943; Newcombe 1949; 

Lederberg 1952).  

Las plantas de tratamiento de aguas servidas (PTAS) se consideran un punto crítico 

de exposición bacteriana a los agentes antibacterianos. Este último tratamiento 

implica el uso de microorganismos para eliminar compuestos orgánicos (como 

carbono, nutrientes y microcontaminantes) (Nguyen et al. 2021). Sin embargo, los 

procesos químicos son uno de los principales factores que favorecen la transmisión 
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y expresión de genes de resistencia a los antibióticos (ARG), induciendo la 

aparición, persistencia y proliferación de bacterias resistentes a los antibióticos (Guo 

et al. 2015).  

E. coli es el indicador representativo de la resistencia antibacteriana en bacterias 

Gram negativas y es responsable de infecciones en humanos y animales (Simpson 

et al. 2002; Payment et al. 2003). Esto se debe a que E. coli forma parte de la 

microbiota intestinal y puede adquirir resistencia frente a los antibióticos consumidos 

por humanos y animales (Drugdova et al. 2013; Handrova et al. 2019). E. coli es un 

organismo causante de enfermedades diarreicas, incluidas la diarrea del viajero y 

la disentería. Es el patógeno más común que provoca infecciones en el tracto 

urinario (ITU) y recibe el nombre de Escherichia coli uropatogénica (UPEC, por sus 

siglas en inglés) (Medina & Castillo-Pino 2019). Las UPEC utilizan adhesinas como 

las fimbrias tipo 1 y P para adherirse a las células del tracto urinario y resistir la 

expulsión, además de producir toxinas como la hemolisina y el factor necrotizante 

citotóxico que dañan las células del hospedador y ayudan a evadir al sistema 

inmunológico. Las UPEC pueden formar biofilms, estructuras que les permite 

adherirse a superficies y resistir tratamientos antibióticos, lo que está asociado con 

una mayor persistencia y resistencia a los antibióticos (Tewawong et al. 2020; 

Qasemi et al. 2021; Whelan et al. 2023). Las enfermedades causadas por UPEC 

suponen una carga importante para los pacientes y el sistema sanitario, por lo que 

es necesario un reconocimiento rápido y un tratamiento adecuado. Los antibióticos 

no se recomiendan como tratamiento de primera línea para la enfermedad diarreica 

causada por E. coli en la mayoría de los pacientes debido a sus efectos secundarios 

nocivos y a su asociación con la resistencia a los antibióticos (Mueller 2023). 

En este sentido, la Organización Mundial de la Salud (OMS) ha reconocido que la 

crisis de resistencia a los antimicrobianos es un problema de «Una sola salud», 

subrayando la importancia de abordar esta cuestión desde una perspectiva integral 

que considere la salud humana, animal y ambiental (OMS 2014). 
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La creciente tasa de resistencia a los antimicrobianos ha llevado a la OMS a 

elaborar una lista de patógenos prioritarios que requieren el desarrollo de 

antimicrobianos alternativos. Dentro del grupo crítico se encuentran los 

Enterobacterales, un orden que incluye a Escherichia coli, que muestra resistencia 

a las cefalosporinas de tercera generación (Park et al. 2012) y a los carbapenémicos 

(Huang et al. 2024). En 2019, seis patógenos fueron responsables de más de 

250.000 muertes relacionadas con la resistencia a los antimicrobianos. Estos 

patógenos, por orden de número de muertes, fueron E. coli, Staphylococcus aureus, 

Klebsiella pneumoniae, Streptococcus pneumoniae, Acinetobacter baumanii y 

Pseudomonas aeruginosa (Murray et al. 2022). Por este motivo, urge desarrollar 

nuevos mecanismos para el control de las cepas patógenas altamente resistentes.  

Una de las estrategias propuestas para el control de bacterias resistentes 

corresponde al uso de bacteriófagos (Luong et al. 2020). Estos son un tipo de virus, 

capaces de infectar exclusivamente hospedadores bacterianos de forma altamente 

específica, ya que las bacterias diana presentan su receptor complementario, que 

determina de forma efectiva el rango de hospedador del fago lítico (Rakhuba et al. 

2010), lo que los convierte en interesantes alternativas terapéuticas para el 

tratamiento de infecciones bacterianas (Hatfull et al. 2022). Los fagos pueden matar 

bacterias, pueden aumentar en cantidad durante el tratamiento, generalmente 

interfieren poco con la flora normal (Skurnik et al. 2007), son igualmente eficaces 

contra bacterias sensibles a los antibióticos y resistentes a los antibióticos (Liu et al. 

2022), a menudo se encuentran fácilmente y parecen capaces de destruir 

biopelículas bacterianas y tienen baja toxicidad natural (Loc-Carrillo & Abedon 

2011).  

Los fagos, que son los organismos biológicos más prevalentes en la Tierra, se 

multiplican dentro de sus bacterias huésped utilizando su maquinaria de replicación, 

y liberan su progenie en el medio extracelular (Brüssow & Hendrix 2002; Breitbart 

et al. 2018). Por esta razón, las bacterias deben desarrollar estrategias de defensa 

para sobrevivir en ambientes donde los fagos son abundantes (Zou et al. 2022). 
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Estas estrategias antifágicas consisten, por ejemplo, en sistemas de restricción-

modificación (Vasu & Nagaraja 2013), sistemas CRISPR-cas (Loureiro & da Silva 

2019), infección abortiva (Aframian & Eldar 2023) y sistemas de toxina-antitoxina 

(LeRoux & Laub 2022), entre otros. En E. coli se han encontrado nuevos sistemas 

de defensa anti-fagos basados en nucleasas, como Gabija (Antine et al. 2023), 

Septu (Li et al. 2024), Shedu (Loeff et al. 2023), Druantia tipo III (Wang et al. 2023) 

y Ago (Zhen et al. 2024). Todos estos sistemas de defensa basados en nucleasas 

tienen la función principal de cortar o degradar el ADN del fago invasor para evitar 

que se replique dentro de la bacteria (Wang et al. 2022). Sin embargo, en respuesta, 

el fago T4, por ejemplo, modifica su genoma para contrarrestar la actividad nucleasa 

del sistema de defensa bacteriano mediante la hidroximetilación y la glicosilación 

del ADN (ADN ghmC) (Wang et al. 2023), lo que demuestra que esta modificación 

del genoma del fago T4 confiere un cierto nivel de resistencia a, por ejemplo, los 

mecanismos de defensa CRISPR-cas y de modificación de la restricción (Liu et al. 

2020). Dado que este proceso no confiere una resistencia completa a los fagos, ni 

una inmunidad absoluta frente a las bacterias, puede ser la razón por la que existe 

tal grado de diversidad entre los bacteriófagos.  

 

En este trabajo aislamos y caracterizamos un nuevo fago lítico de Escherichia coli 

EcoPhCCP1 de aguas residuales Chilenas en la ciudad de Concepción capaz de 

infectar 4 cepas uropatógenas de E. coli.  
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HIPÓTESIS 

Hipótesis de trabajo: 

Los bacteriófagos son conocidos por su alta especificidad, lo que les permite atacar 

únicamente a las bacterias diana sin afectar la microbiota residente. Esto es una 

ventaja significativa sobre los antibióticos tradicionales, que pueden eliminar tanto 

bacterias patógenas como beneficiosas. Además, estudios han demostrado que los 

bacteriófagos pueden ser efectivos contra bacterias multirresistentes. Por ejemplo, 

investigaciones han mostrado que los fagos líticos pueden lisar eficazmente cepas 

de Enterococcus multirresistentes, lo que sugiere un potencial similar contra E. coli. 

La terapia con bacteriófagos se considera una alternativa prometedora para 

combatir la resistencia bacteriana a los antibióticos, ya que los fagos pueden 

evolucionar junto con sus hospedadores bacterianos, manteniendo su eficacia a lo 

largo del tiempo. Ensayos clínicos han mostrado resultados positivos, destacando 

el potencial de los fagos como tratamiento alternativo y su eficacia en combinación 

con antibióticos. Considerando estos antecedentes se plantea la siguiente hipótesis: 

Hipótesis I: 

Los bacteriófagos aislados de muestras de aguas servidas del Gran Concepción 

presentan una alta especificidad y eficacia antimicrobiana contra cepas 

multirresistentes de Escherichia coli, demostrando un potencial significativo como 

agentes terapéuticos alternativos a los antibióticos tradicionales. 
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OBJETIVOS 

 

Objetivo general: 

1. Aislar y caracterizar bacteriófagos líticos desde muestras de aguas servidas 

del Gran Concepción con actividad antimicrobiana contra distintas cepas de 

E. coli. 

Objetivos específicos 

1.1 Aislar bacteriófagos líticos desde muestras de agua servida. 

1.2 Determinar el rango de hospedadores. 

1.3 Evaluar la estabilidad de los bacteriófagos frente a distintas condiciones físico-

químicas. 

1.4 Secuenciar y analizar el genoma del bacteriófago. 
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METODOLOGÍA 
 

Cepas bacterianas y medios de cultivo 

Se probaron 56 cepas de E. coli de distintos orígenes (orina, sangre, secreción de 

heridas, piel) como hospedadores del fago EcoPhCCP1. Todas las cepas estaban 

disponibles en la colección de cepas del Laboratorio de Investigación en Agentes 

Antibacterianos (LIAA) del Departamento de Microbiología de la Facultad de 

Ciencias Biológicas de la Universidad de Concepción. La cepa con la cual fue 

aislado el fago EcoPhCCP1 es una E. coli UCO-452, NDM+, Blee (-) aislada de un 

paciente del Hospital Clínico de la Universidad de Chile el año 2018. Todas las 

cepas se cultivaron en agar LB a 37˚C durante la noche. 

Aislamiento y purificación de Bacteriófagos 

Para el aislamiento del fago EcoPhCCP1, se llevó a cabo el método convencional 

de doble capa de agar (DLA, por sus siglas en inglés) (Kropinski et al. 2009). Para 

el DLA se utilizaron placas con agar LB, en las que se mezclaron 3 mL de la solución 

de agar al 0,3% con 100 µL del caldo previamente inoculado con la cepa bacteriana 

E. coli UCO-452 la noche anterior, y 100 µL de muestras de aguas residuales 

previamente filtradas con una pirinola de 0,22 µm de diámetro de poro. Después de 

mezclar, la solución se vertió en una placa con agar LB. De manera paralela, las 

soluciones se trataron con Rnasa para determinar la naturaleza de los ácidos 

nucleicos. Todas las placas se incubaron a 37˚C durante la noche. Se seleccionó al 

azar una placa de lisis y se sometió a un total de tres purificaciones seriadas. Las 

purificaciones consistieron en tomar un trozo del agar blando con la placa de lisis y 

disolverlo en 1 mL de tampón SM (MgSO4-7H2O 8 mM, Tris-HCl 50 mM, NaCl 

100mM). Posteriormente, se realizaron diluciones para obtener placas de lisis 

aisladas. Lo anterior, a través de diluciones en diferentes factores, hasta completar 

las 3 purificaciones. El fago purificado se almacenó a 4˚C en Buffer SM.  
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Rango de Hospederos  

Se probaron 56 cepas de E. coli para determinar el rango de hospedadores del fago 

EcoPhCCP1. Se realizó DLA para determinar el rango de hospedadores. Las placas 

se incubaron a 37˚C durante la noche. 

 

Propagación, precipitación y concentración del fago EcoPhCCP1 

Para la propagación, se añadió 1 mL de Búfer SM con el fago EcoPhCCP1 a 100 

mL de caldo LB con 1 mL de la bacteria huésped correspondiente más CaCl2 (5 mM 

de concentración final) y se incubó a 37˚C durante toda la noche. Posteriormente, 

la solución se centrifugó a 4000 rpm durante 15 min y se descartó el precipitado con 

restos bacterianos. El sobrenadante se transfirió a 2 tubos falcon de 50 mL. Ambos 

tubos se filtraron con un filtro de 0,22 µm y la solución se transfirió a 2 tubos falcon 

estériles de 50 mL para el fago purificado. La precipitación se llevó a cabo mediante 

precipitación con PEG como indican Yamamoto et al. (1970), con algunas 

modificaciones. A cada tubo falcon se añadió un 10% de PEG8000 y 0,5 M de NaCl 

para precipitar los fagos y se almacenaron durante la noche a 4˚C. Después, cada 

tubo se centrifugó a 8000 rpm durante 2 horas. El sobrenadante se desechó y el 

precipitado con fagos se resuspendió en 750 µl de Búfer SM para concentrarlo. Se 

almacenó a 4˚C.  

Medición del Títer del fago 

Se empleó la técnica de doble capa de agar (DLA) para medir el título de fagos. 

Primero, se diluyó el fago EcoPhCCP1 (10-8) utilizando Búfer SM. Se mezclaron 100 

µL de la dilución de fagos más 100 µL de la cepa E. coli UCO-452 cultivada 

previamente en caldo LB la noche anterior en 3 mL de agar blando derretido y se 

añadieron a la superficie de la placa que contenía agar LB al 4%. La placa se incubó 

a 37˚C durante toda la noche. Posteriormente, se realizó el recuento de placas de 
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lisis. El resultado se expresó finalmente en unidades formadoras de placas por 

mililitro (PFU/mL, por sus siglas en inglés).  

Ensayo de Termoestabilidad 

Para este ensayo, se incubó una dilución del fago EcoPhCCP1 (10-8) durante 10 

minutos a cada temperatura utilizada (25˚C, 50˚C, 55˚C, 60˚C, 65˚C, 70˚C y 75˚C) 

y la técnica de DLA se realizó en triplicado para observar los efectos del aumento 

de la temperatura con respecto a la temperatura ambiente (25˚C). Las placas de 

DLA se incubaron durante la noche a 37˚C.  

Ensayo de estabilidad a distintos pH 

Para este ensayo, se suspendió una dilución de fago EcoPhCCP1 (10-8) en Búfer 

PBS (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, y 1.8 mM KH2PO4) 0,5 M a 

diferentes valores de pH (3,0, 4,5, 7,5, 9,3 y 11,5). Cada dilución de fago a diferente 

valor de pH se incubó durante 1 hora a 37˚C y se realizó DLA por triplicado para 

observar los efectos generados por diferentes valores de pH. Las placas de DLA se 

incubaron durante toda la noche a 37˚C. 

Análisis Morfológico 

El microscopio electrónico de transmisión utilizado fue un microscopio JEOL JEM 

2011 del Centro de Espectroscopía y Microscopía (CESMI) de la Universidad de 

Concepción para observar la morfología del fago aislado. Se utilizaron 50 µL de 

alícuota pura y diluida (10-8) con el fago EcoPhCCP1. La muestra se colocó en rejilla 

EM y se tiñó con acetato de uranilo al 1%. 

Extracción de ADN y tratamiento con Dnasa y Rnasa 

La extracción de ADN se realizó con el minikit PureLink® Viral RNA/DNA 

(Invitrogen) siguiendo el manual del usuario, con ligeras modificaciones. Antes de 
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la extracción, los fagos se trataron con Dnasa y Rnasa para eliminar el material 

genético perteneciente a las bacterias. Se mezclaron 447 µL de caldo de fago 

concentrado con 50 µL de Búfer Dnasa, 3 µL de Dnasa turbo y 3 µL de Rnasa 

(5mg/mL). A continuación, se inactivó la DNasa con 20 µl de EDTA (0,5 M). La 

solución se incubó durante 5 minutos a temperatura ambiente y luego se centrifugó 

a 10.000 g durante 1 minuto y 30 segundos. Una vez finalizada la centrifugación, el 

sobrenadante se transfirió a un tubo eppendorf estéril.  

Para la extracción de ADN, se mezcló la solución y se incubó a 37˚C durante 1 hora. 

Se utilizó un volumen inicial de 200 µl del caldo de fago concentrado tratado con 

Dnasa y Rnasa. El ADN purificado se observó en electroforésis en gel de agarosa 

al 0,8%, y la cuantificación del ADN se realizó mediante fluorómetro Qubit™ 4 

(Thermo Fisher Scientific©). 

Secuenciación del Genoma 

La secuenciación se llevó a cabo en SeqCenter Inc. (Pittsburg, EE.UU). Las 

bibliotecas de secuenciación de Illumina se prepararon utilizando el kit Illumina DNA 

Prep basado en marcación y PCR, incorporando índices únicos duales (UDI, por 

sus siglas en inglés) IDT personalizados de 10 pb y con un tamaño de inserción 

objetivo de 280 pb. No fueron necesarios otros pasos para la fragmentación del ADN 

o la selección del tamaño. La secuenciación se llevó a cabo en un sistema Illumina 

NovaSeq X Plus, generando lecturas de 2x151 pb en uno o más ciclos multiplexados 

de celda de flujo compartido. 

Análisis Bioinformático 

Antes del análisis del genoma completo, se midió la calidad de las lecturas utilizando 

la herramienta FastQC v.0.12.1 (Andrews 2010). Los ensamblajes del genoma se 

realizaron de novo utilizando SPAdes v3.14 (Bankevich et al. 2012), siguiendo la 

recomendación de Turner et al. (2021) utilizando la plataforma Phage Galaxy (Afgan 

et al. 2018; Ramsey et al. 2020). La calidad del ensamblaje se comprobó utilizando 



21 

 

la herramienta Quast v5.2.0 (Gurevich et al. 2013). Los ensamblajes iniciales 

arrojaron múltiples contigs de diferentes tamaños con baja cobertura, lo que sugiere 

contaminación por ADN bacteriano y la necesidad de submuestreo. En 

consecuencia, las lecturas se submuestrearon aleatoriamente siguiendo las 

recomendaciones de Shen et al. (2021) utilizando seqtk v1.4 (Shen et al., 2016) 

para obtener el 2% de las lecturas totales. Después de esto, usamos SPAdes para 

reensamblar las lecturas, y la herramienta generó un contig grande con alta 

cobertura (>90) junto con varios contigs más cortos con baja cobertura (<4), 

indicando el ensamblaje exitoso de un genoma de fago completo (Shen et al. 2021).  

Los contigs con baja cobertura, correspondientes a contaminación por ADN 

bacteriano, se eliminaron manualmente. Tras el mapeo, se descartaron las lecturas 

que no estaban asociadas al contig con la cobertura más alta. Los ensamblajes de 

alta calidad se utilizaron posteriormente para la anotación y el análisis.  

Análisis comparativo del Genoma 

Se realizó un análisis Megablast para evaluar la similitud del fago EcoPhCCP1 con 

otros genomas de fagos descritos, utilizando parámetros predeterminados y 

considerando únicamente genomas de fagos completos (Altschul et al. 1990). Las 

secuencias de fagos similares se comprobaron primero en la página web del Comité 

Internacional de Taxonomía de Virus (ICTV, por sus siglas en inglés) y se 

descargaron de GenBank y se utilizaron como referencias para análisis posteriores. 

Las comparaciones por pares de secuencias de nucleótidos se realizaron utilizando 

el método de filogenia a distancia BLAST del genoma (Meier-Kolthoff et al. 2013). 

También se utilizó JSpecies (Richter et al. 2016) para calcular el porcentaje de 

identidad nucleotídica media (ANI, por sus siglas en inglés) de cada fago con su 

pariente más cercano. Para la clasificación de los fagos y la construcción del árbol 

filogenético, se utilizó el recurso en línea VirusTaxo (Raju et al. 2022). Además, se 

utilizaron los servicios en línea Virus Classification and Tree Building Online 

Resource (VICTOR) (Meier-Kolthoff & Göker 2017) y VIRIDIC (Moraru et al. 2020).  
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Anotación del Genoma 

Los marcos de lectura abiertos (ORFs, por sus siglas en inglés) se predijeron con 

Phanotate (McNair et al. 2019) en el software pharokka v1.3.2 (Bouras et al. 2022), 

utilizando la base de datos PHROGs (Terzian et al. 2021), y posteriormente se 

validaron manualmente mediante búsquedas con BLAST v2.9.0 (Altschul et al. 

1990) contra la base de datos no redundante del NCBI. Los ARNt se predijeron con 

ARAGORN v2.36 (Laslett & Canback 2004). 

La comparación del fago EcoPhCCP1 con sus fagos más cercanos se realizó 

alineando todas las secuencias de proteínas anotadas utilizando Clinker (Gilchrist 

& Chooi 2021), y el mapa genómico del fago EcoPhCCP1 se generó con Proksee 

(Grant et al. 2023). 

Detección de genes de resistencia a antimicrobianos y de virulencia 

La búsqueda de genes que codifican factores de resistencia a los antibióticos se 

realizó utilizando Resfinder 4.6.0 (Bortolaia et al. 2020) y el identificador de genes 

de resistencia en la Comprehensive Antibiotic Resistance Database (CARD, por sus 

siglas en inglés), una herramienta reciente que utiliza el aprendizaje automático para 

la curación (Alcock et al. 2023). Además, se empleó la herramienta web 

VIRULENCEFINDER (Joensen et al. 2014) para identificar genes potencialmente 

asociados a factores de virulencia, utilizando un umbral de identidad del 98%. 

Detección de sistemas Anti CRISPR-Cas 

Dado que muchas bacterias emplean el sistema de defensa CRISPR-Cas para 

protegerse de elementos invasores como plásmidos y fagos (Makarova et al. 2020), 

estos invasores han evolucionado desarrollando proteínas anti-CRISPR, que 

inhiben la capacidad de las bacterias para generar inmunidad (Bondy-Denomy et al. 

2013; Borges et al. 2017). Por este motivo, utilizamos dos predictores: PaCRISPR 

y acRanker. AcRanker facilita la clasificación de proteínas putativas como posibles 
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anti-CRISPRs (Eitzinger et al. 2022). Además, buscamos en bases de datos 

específicas como Anti-CRISPRdb v2.2 (Dong et al. 2022) y AcrDB (Huang et al. 

2021). También empleamos algoritmos de inteligencia artificial, como AcrFinder, 

que permite la detección mediante métodos de culpabilidad por asociación y 

basados en la homología (Yi et al. 2020), así como el servidor PaCRISPR (Wang et 

al. 2020) y AcrPred (Dao et al. 2023). 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Rango de Hospederos 

Como ocurre con todos los virus, los fagos son muy específicos del hospedador y, 

por lo general, sólo infectan a una especie bacteriana concreta o incluso a cepas 

específicas dentro de esa especie (Kasman y Porter 2022). El DLA demostró que 

EcoPhCCP1 solo era eficaz contra 4 de las 56 cepas utilizadas en este estudio. Este 

resultado apoya lo descrito por Kasman & Porter en cuanto al reducido rango de 

hospedadores, lo que nos permite entender que esta situación es un factor limitante 

a la hora de proponer a los fagos como alternativa terapéutica frente a infecciones 

causadas por E. coli. Esta situación se puede sobrellevar mediante cócteles con 

bacteriófagos (Yoo et al. 2023). Un cóctel de fagos es una mezcla de varios fagos 

que tiene como objetivo el ampliar el rango de hospedadores a más de una cepa 

bacteriana, y también permite que no se desarrolle resistencia a la infección (Chen 

et al. 2018), 

Ensayo de Termoestabilidad 

Numerosos estudios han evaluado las condiciones óptimas de almacenamiento de 

bacteriófagos para preservar su título, es decir, su capacidad infectiva, durante 

periodos prolongados (Golec et al. 2011; Merabishvili et al. 2013; Manohar et al. 

2019). En general, los fagos de cola muestran estabilidad en un intervalo de 

temperaturas entre 4 y 80˚C, así como en nitrógeno líquido, como describen 

Ackermann et al. (2004). Sin embargo, esta estabilidad depende en gran medida de 

la especie de fago (Zierdt 1988; Fortier & Moineau 2009; Lobocka et al. 2018). Los 

resultados del ensayo de estabilidad térmica a diferentes temperaturas se muestran 

en la Figura 1. Los resultados muestran que EcoPhCCP1 permanece estable entre 

50˚C y 65˚C. A partir de 65˚C, muestra una estabilidad decreciente del fago.   
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Figura 1. Estabilidad térmica del fago EcoPhCCP1 bajo diferentes temperaturas. 

Ensayo de estabilidad a distintos pH 

La respuesta de los bacteriófagos a diferentes niveles de pH es diversa, y el pH 

óptimo para el almacenamiento debe establecerse específicamente para cada 

bacteriófago. Los estudios han demostrado que un pH bajo puede ser perjudicial 

para determinados fagos (Jończyk et al. 2011; Ly-Chatain. 2014; Merabishvili et al. 

2017) mientras que otros muestran una mayor estabilidad en condiciones ácidas 

(Lu Z et al. 2003). Además, se ha observado que algunos fagos son insensibles a 

las variaciones de pH (Jończyk 2011). En la Figura 2 se muestran los resultados 

del ensayo de estabilidad frente a diferentes valores de pH. Se observa que 

EcoPhCCP1 muestra una estabilidad mínima a pH 3,0 y 11,5, lo que sugiere que a 

pH extremos (ácidos y muy alcalinos), EcoPhCCP1 pierde su estabilidad. En rangos 

de pH neutros a ligeramente alcalinos, el fago de Escherichia muestra una 

estabilidad óptima. 
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Figura 2. Porcentaje de partículas virales inactivadas del fago EcoPhCCP1 bajo 

diferentes valores de pH. 

Análisis morfológico 

El fago EcoPhCCP1 produjo placas de lisis claras y circulares, con un rango de 

diámetro de 1,7 a 2,8 mm en un cultivo en placa de la cepa E. coli UCO-452 (Figura 
3.B). El análisis morfológico TEM mostró que el fago EcoPhCCP1 tenía una cápside 

hexagonal con un diámetro estimado de 50,96 ± 0,3 nm, y una larga cola flexible de 

139,22 ± 4,7 nm de longitud y 10,13 ± 0,4 nm de diámetro (Figura 3.A). Basándose 

en las características morfológicas y en los criterios del Comité Internacional de 

Taxonomía de Virus (ICTV, por sus siglas en inglés) (Fauquet et al. 2005), 

EcoPhCCP1 se clasificó en el orden Caudovirales y en la familia Siphoviridae 

(Figura 9).  
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Figura 3. Micrografía electrónica de transmisión del fago EcoPhCCP1 (A). Placas 

de lisis del fago en el césped de la cepa E. coli UCO-452 (B). 

Anotación del Genoma 

El análisis completo del genoma del fago EcoPhCCP1 reveló la ausencia de genes 

deletéreos, como los asociados a la resistencia a los antibióticos, la lisogenia, las 

toxinas o los factores de virulencia. Estos resultados sugieren que el fago 

EcoPhCCP1 podría considerarse un candidato adecuado para controlar cepas su 

uso como agente virulento contra cepas susceptibles de E. coli.  

El genoma del fago EcoPhCCP1 tiene un tamaño de 44.482 pb y un contenido de 

GC del 50,71%. El genoma del fago EcoPhCCP1 codifica 87 ORFs, de los cuales 

33 ORFs (37,9%) coinciden con proteínas funcionales conocidas, incluidas 

proteínas estructurales, proteínas reguladoras lisogénicas, proteínas de lisis del 

hospedador y proteínas replicativas y de empaquetamiento del ADN (Figura 4). Los 

demás ORF se definieron como proteínas hipotéticas con funciones desconocidas. 

El mecanismo de lisis del huésped está codificado en las proteínas predichas de 

endolisina y holina. La función de la endolisina es lisar la membrana celular del 

hospedador y liberar la progenie del fago (Schmelcher et al. 2012), y la función de 
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la holina predicha es abrir pequeños poros en la membrana del hospedador y 

permeabilizarla (Cahill & Young 2021). No se encontraron genes codificantes para 

rRNA y tRNA en el genoma.  

 

Figura 4. Mapa genómico del fago EcoPhCCP1 obtenido usando Proksee. 

Análisis comparativo del Genoma 

El genoma del fago EcoPhCCP1 es similar a 12 genomas de especies del género 

Kagunavirus (Tabla 1), comprobados en la página web del ICTV (Fauquet et al. 

2005). Este género fue creado por Anani et al. (2015) con el antiguo nombre de 

K1gvirus bajo la propuesta 2015.044fB asignada por los responsables del ICTV y 

posteriormente rebautizado como Kagunavirus. Pertenece a la subfamilia 

Guernseyvirinae creada bajo la misma propuesta por los mismos autores. Su 

pariente más cercano es el fago vB_EcoS-Golestan (nº de acceso NC_042084.1) 

con el mayor alineamiento (64,65%), obtenido mediante ANIb usando JspeciesWS 

(Richter et al. 2016). Al comparar ambas secuencias genéticas con Clinker (Figura 
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5), se observa que ambos genomas comparten un alto porcentaje de identidad. La 

ausencia de regiones conectadas sugiere la ausencia de genes homólogos entre 

EcoPhCCP1 y vB_EcoS-Golestan. 

 
Tabla 1. Fagos relacionados con EcoPhCCP1 pertenecientes al genero 

Kagunavirus. 

 
Figura 5. Comparación del genoma entre EcoPhCCP1 y su pariente mas cercano, 

vB_EcoS-Golestan, utilizando la alineación de todas las secuencias de proteínas 

anotadas con Clinker. 

Según el Subcomité de Virus Bacterianos y Arqueales de la ICTV, se considera que 

dos fagos pertenecen a la misma especie si comparten una identidad de al menos 

el 95 % de sus genomas a nivel de nucleótidos de longitud completa en un análisis 

recíproco (Turner et al. 2021). El mismo comité estableció un umbral de identidad 

del genoma completo del 70 % para agruparlos en el mismo género, calculado de 

la misma manera. Estos niveles de identidad pueden evaluarse utilizando 

herramientas como BLASTn (donde el porcentaje de identidad se multiplica por el 

porcentaje de cobertura) o VIRIDIC. El análisis VIRIDIC (que emplea un algoritmo 

como el utilizado por el ICTV) mostró una similitud intergenómica baja (≤70 6%) 

entre EcoPhCCP1 y todos los demás miembros del género Kagunavirus (K1ind1, 
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vB_EcoS-Golestan, UTI-CM001, K1G, UTI89UKE1, K1ind2, G_AB-2017, L_AB-

2017, RP180, K1H, ULINTec2 y P_AB-2017) (Figura 7), lo que indica que el fago 

EcoPhCCP1 no pertenece a la misma especie que sus parientes pertenecientes al 

género kagunavirus (con umbrales por defecto para la demarcación de virus en 

especies (95%) y en géneros (~70%)). El análisis VIRIDIC también mostró que el 

fago del presente estudio (EcoPhCCP1) tenía la mayor similitud intergenómica 

(70,6%) con el fago vB_EcoS-Golestan (Figura 7). Según Simmonds et al. (2023), 

estos umbrales son aproximaciones al parentesco evolutivo y se recomienda el uso 

de métodos filogenéticos que calculan el soporte de clados, como VICTOR, para 

analizar la relación entre virus (Meier-Kolthoff & Goker, 2017). Aquí, empleamos 

VICTOR, diseñado para virus procariotas, ya que permite clasificaciones a nivel de 

especie, género y familia (Figura 6).  

Nuestro análisis VICTOR mostró que todos los fagos clasificados dentro del género 

Kagunavirus son especies distintas (Figura 6). Basándonos en los análisis VIRIDIC 

y VICTOR, el fago EcoPhCCP1 se clasifica como una sola especie dentro del 

género Kagunavirus, pero esto puede reconsiderarse debido a su puntuación de 

similitud marginal del 70,6% con su pariente más cercano (puntuación obtenida con 

VIRIDIC), vB_EcoS- Golestan, que lo sitúa justo por encima del umbral para su 

inclusión dentro del mismo género. Esta proximidad al umbral sugiere que 

EcoPhCCP1 puede representar un linaje único con posibles diferencias genómicas, 

estructurales o funcionales con respecto al fago genéticamente más cercano 

vB_EcoS-Golestan, perteneciente al género Kagunavirus. Estas características 

distintivas podrían indicar que EcoPhCCP1 es lo suficientemente divergente como 

para justificar el establecimiento de un nuevo género. Se necesitan más análisis 

para confirmar si EcoPhCCP1 posee rasgos novedosos que justifiquen esta 

distinción taxonómica. Dicho esto, incluimos el fago EcoPhCCP1 dentro del género 

Kagunavirus.  
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Figura 6. Análisis del fago EcoPhCCP1 y sus parientes más cercanos mediante la 

filogenia basada en el genoma completo. El árbol se obtuvo usando VICTOR con el 

método de filogenia a distancia del genoma BLAST (GBDP). La barra de escala 

indica el número de sustituciones por sitio. 
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Figura 7. Mapa térmico de similitud intergenómica de EcoPhCCP1 y sus fagos 

parientes más cercanos en el género Kagunavirus basado en alineaciones BLASTn 

utilizando la herramienta VIRIDIC. 
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El pariente más cercano del fago EcoPhCCP1 dentro del género Kagunavirus es el 

fago vB_EcoS-Golestan (número de acceso NC_042084.1). Este fago tiene un 

genoma de 44,829 pb, un contenido de GC del 50.6%, y codifica 78 ORF. El fago 

VB_ecoS-Golestan mostró una alta estabilidad en un rango de temperatura de 37°C 

a 45°C y en un rango de pH de 5 a 10, lo que lo hace adecuado para diversas 

condiciones ambientales. Fue aislado de aguas residuales y pertenece a la familia 

Siphoviridae. Su cápside es hexagonal, con un diámetro de 35 nm y una cola no 

contráctil de 28 nm de longitud. Su actividad lítica es notable, con un tamaño de 

explosión de aproximadamente 100 unidades formadoras de placa (ufp) por célula 

infectada y un período de latencia de unos 40 minutos, lo que permite una rápida 

reducción de la población bacteriana. No se encontraron genes de resistencia a 

antibióticos ni factores de virulencia en su genoma. En relación con las fimbrias 

bacterianas, el artículo menciona que el fago VB_ecoS-Golestan reconoce y se une 

a las fimbrias de cepas de E. coli. La presencia de genes de adhesión como fimH, 

pap, sfa y afa en cepas de E. coli aumenta la susceptibilidad de estas bacterias a la 

actividad lítica del fago (Yazdi et al. 2020). Este factor de virulencia, como las 

fimbrias, es un buen receptor para la unión de bacteriófagos que poseen fibras de 

cola (León & Bastías 2015). 

Cuatro fagos descritos dentro del género Kagunavirus y genómicamente similares 

a EcoPhCCP1 son los fagos K1 (K1ind1 con un tamaño de genoma de 42.292 pb, 

número de acceso GU196279; K1ind2 con un tamaño de genoma de 42.765 pb, 

número de acceso GU196280; K1G con un tamaño de genoma de 43.587 pb, 

número de acceso NC_027993.1; y K1H con un tamaño de genoma de 41.632 pb, 

número de acceso NC_027994.1). Estos fagos se caracterizan por contener en su 

genoma un gen que codifica para la endosialidasa, una enzima que degrada el ácido 

siálico presente en las cápsulas bacterianas de Escherichia coli K1 (cápsula K1). 

Esta cápsula proporciona un recubrimiento protector para ciertas cepas de E. coli 

contra la fagocitosis. En el artículo de Bull et al. (2010), en el que se estudió la 
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efectividad de la terapia con fagos sobre fagos dependientes de la cápsula K1 (fagos 

K1-dep, como K1G y K1H, formalmente llamados K1-dep4 y K1-dep1, 

respectivamente) y fagos independientes de la cápsula K1 (K1ind1 y K1ind2), se 

demostró que la actividad de la enzima endosialidasa es crítica para el éxito de la 

terapia con fagos contra E. coli con cápsula K1 en suero. Esto se debe a que los 

fagos K1-dep mostraron una mayor adaptación en suero que aquellos que eran K1-

ind. Además, los genomas de los fagos K1-ind y K1-dep eran muy similares, excepto 

por el gen de la espiga de la cola que codifica la sialidasa en los fagos K1-dep. Esta 

diferencia en el gen de la cola es la principal responsable de la variación en la 

actividad de la sialidasa y, por lo tanto, en la mejor adaptación de los fagos K1-dep 

en suero. A todos los fagos K1 se les realizó un ensayo de adsorción y una curva 

de crecimiento en un solo paso, pero no se llevó a cabo ni la caracterización 

morfológica mediante microscopía electrónica ni la determinación del rango de 

hospedadores. Todos los fagos K1 fueron aislados de muestras de aguas residuales 

de diferentes regiones de los Estados Unidos, y de Rusia, como es el caso del fago 

K1ind2. Los puntajes obtenidos mediante VIRIDIC mostraron una baja similitud 

intergenómica entre los fagos K1 (K1ind1 con 65.3; K1ind2 con 67.1; K1G con 66.8 

y K1H con 60.7) y el fago EcoPhCCP1. 

 

Otro miembro del género Kagunavirus con similitud genómica con EcoPhCCP1 es 

el fago E. coli UTI-CM001 (número de acceso OM810255.1), aislado de aguas 

residuales en Suiza usando una cepa uropatógena de E. coli EC20 como 

hospedador. Es un fago de ADN lineal de doble hebra con un tamaño de genoma 

de 41.222 pb y un contenido GC de 51%. Su genoma contiene 67 ORFs, de los 

cuales 14 coinciden con proteínas funcionales conocidas, incluidas proteínas 

estructurales, proteínas reguladoras lisogénicas, proteínas de lisis del hospedador 

y proteínas replicativas y de empaquetamiento del ADN. 53 ORFs no forman parte 

de proteinas funcionales conocidas, por lo que se definieron como proteinas 

hipotéticas. Se realizó microscopía electrónica para este fago, pero no se llevaron 
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a cabo otras caracterizaciones, como la determinación del rango de hospedadores 

o ensayos de estabilidad. El puntaje obtenido mediante VIRIDIC mostró una baja 

similitud intergenómica entre UTI-CM001 (69.3) y el fago EcoPhCCP1. 

 

Otro miembro descrito del género Kagunavirus con similitud de genoma con 

EcoPhCCP1 es el fago RP180 (número de acceso NC_048181.1). El fago RP180 

es un fago lítico capaz de infectar la cepa de Raoultella sp. CEMTC 2544, obtenida 

de la Colección de Microorganismos Extremófilos y Cultivos Tipo (CEMTC, por sus 

siglas en inglés) del Instituto de Biología Química y Medicina Fundamental (ICBFM), 

Siberia, Rusia. Este fago tiene un genoma de ADN lineal de doble cadena con una 

longitud de 44.851 pb y un contenido de GC del 50.3%. Su genoma contiene 65 

ORFs putativos, de los cuales 35 se predijeron como proteínas funcionales, tales 

como proteínas estructurales, proteínas de lisis del hospedador y proteínas 

replicativas y de empaquetado de ADN. Las otras 30 fueron clasificadas como 

proteínas hipotéticas. No se encontraron genes perjudiciales, como aquellos 

asociados con resistencia a antibióticos, lisogenia, toxinas o factores de virulencia 

en su genoma. El análisis genómico también mostró que el fago RP180 codifica una 

nucleasa tipo Cas4 similar a CRISPR. La proteína Cas4 es una de las principales 

proteínas asociadas con el sistema CRISPR (Cas) y participa en el módulo de 

adaptación en muchas variantes del sistema CRISPR-Cas en procariotas, 

protegiéndolos contra elementos genéticos invasores. Cas4 es conocida como una 

exonucleasa de ADN que contiene un dominio de nucleasa RecB y un módulo de 

unión de cluster Fe-S (Dixit et al. 2021). La microscopía electrónica del fago RP180 

reveló su morfología, con una cabeza icosaédrica con un diámetro de 55-60 nm, 

conectada con una cola no contráctil de aproximadamente 120 nm de longitud, y 

una placa base de 20 nm de anchura con fibras de la cola situadas en el extremo 

de la misma. La puntuación obtenida mediante VIRIDIC mostró una baja similitud 

intergenómica entre el fago RP180 (65,7) y EcoPhCCP1, lo que demuestra que el 
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fago del presente estudio (EcoPhCCP1) no pertenece a la misma especie que el 

fago RP180. 

El último fago caracterizado perteneciente al género Kagunavirus y genómicamente 

similar a EcoPhCCP1 es el fago vB_EcoS_K1-ULINTec2 (número de acceso 

MZ997838.1). Este fago tiene un genoma de 40.815 pb que parece codificar la 

actividad endosialidasa, lo que le permite dirigirse a la cápsula K1 de E. coli, y se 

aisló utilizando E. coli O18:K1 (APEC 45) como hospedador. Es dependiente del 

tipo capsular K1 como los fagos K1G y K1H mencionados en Bull et al. (2010). Se 

determinó el rango de hospedadores de otros fagos aislados utilizando E. coli 

O18:K1, siendo el fago vB_EcoS_K1-ULINTec2 el que tiene el rango de 

hospedadores más estrecho según Antoine et al. (2021). El análisis del genoma de 

este fago mostró que se trata de un sifovirus relacionado con el género Kagunavirus. 

Se realizó una caracterización completa de este fago, incluyendo la Eficiencia de 

Placado (EoP), el rango de hospedador, el tiempo de adsorción, la estabilidad a 

temperatura y pH y la microscopía electrónica de transmisión (TEM), que reveló la 

morfología del fago, caracterizada por una cabeza icosaédrica simétrica no envuelta 

con un diámetro de aproximadamente 50 nm, y una cola flexible no contráctil de 

aproximadamente 150 nm de longitud, atribuida a la familia Siphoviridae. Este fago 

demostró su eficacia in vitro al mostrar su capacidad para lisar cepas K1.  

El resto de fagos pertenecientes al género Kagunavirus (G_AB-2017, número de 

acceso KY295895.1; L_AB-2017, número de acceso KY295896.1 y P_AB-2017, 

número de acceso KY295898.1) no fueron caracterizados más allá de su genoma 

cargado en la base de datos GenBank. El puntaje obtenido con VIRIDIC están por 

debajo de la puntuación de corte para ser clasificadas como la misma especie con 

EcoPhCCP1 (G_AB-2017, 64.8; L_AB-2017, 65.4 y P_AB-2017 con 63.4, 

respectivamente).  

La identificación de proteínas putativas con funciones Anti CRISPR-Cas se realizó 

utilizando dos herramientas de predicción: PaCRISPR y acRanker. En el análisis 

inicial, PaCRISPR predijo un total de 13 proteínas con posible función Anti CRISPR-
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Cas (utilizando un umbral de corte por defecto de > 0,5, que puede considerarse 

como una proteína putativa Anti CRISPR-Cas), mientras que acRanker identificó 29 

proteínas (el umbral de corte de AcRanker se estableció en > -5,0). Una proteína 

putativa con una puntuación de predicción superior a -5 se considerará anti-

CRISPR). Sin embargo, para aumentar la confianza en los resultados, se aplicó un 

segundo filtro que consistía en seleccionar sólo aquellas proteínas que fueran 

identificadas simultáneamente por ambos predictores. A partir de este criterio más 

estricto, se obtuvieron un total de 8 proteínas que podrían desempeñar un papel 

como inhibidores de los sistemas CRISPR-Cas (Tabla 2). 

 
Tabla 2. Proteínas putativas predichas con funciones Anti CRISPR-Cas utilizando 

PaCRISPR y AcRanker como predictores. El umbral de corte para PaCRISPR es > 

0,5, y el umbral de corte para AcRanker > -5,0. 
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Figura 8. Árbol filogenético del fago de Escherichia coli EcoPhCCP1. La filogenia 

del fago se construyó siguiendo el método de clasificación establecido por la ICTV. 

La estrella roja indica la ubicación filogenética del fago EcoPhCCP1. 
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 CONCLUSIÓN 

 

Aislamos y caracterizamos el genoma completo del fago lítico con ADN doble hebra 

(dsDNA, por sus siglas en inglés) de E. coli. EcoPhCCP1 es un bacteriófago que 

pertenece a la clase Caudoviricetes, género Kagunavirus. EcoPhCCP1 se aisló a 

partir de una muestra de aguas residuales de la planta de tratamiento de aguas 

residuales de Concepción (Chile). Este fago tiene un estrecho rango de 

hospedadores, capaz de infectar 4 cepas de E. coli uropatógena (UPEC). 

Permanece estable entre los 50 y 65 ˚C y a temperaturas superiores, su estabilidad 

se reduce significativamente, al igual que en condiciones de pH extremas (muy 

ácido o muy alcalino).  El análisis genómico del fago EcoPhCCP1 demostró que 

carece de genes nocivos, incluidos los relacionados con la resistencia a los 

antibióticos, la lisogenia, las toxinas o los factores de virulencia. Esto indica que 

EcoPhCCP1 podría ser un candidato viable para su uso como agente virulento 

contra E. coli. 
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