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Resumen

En este trabajo se analizó el papel de los bacteriófagos en la evolución de la patogenicidad
en Escherichia coli, centrándose en la transferencia horizontal de genes (THG) de virulencia
y resistencia antimicrobiana (GRAs). Para el estudio de este fenómeno se emplearon nueve
cepas de  E. coli portadoras de genes de virulencia (PGV), recuperadas de carnívoros y
bisontes silvestres de la Reserva de la Biósfera de Janos, México, con el fin de demostrar la
existencia de bacteriófagos en el genoma de las nueve cepas de E. coli PGV y evaluar su
participación en la THG de factores de virulencia (FV) y genes de resistencia antimicrobiana
(GRA),  entre las  cepas de  E.  coli PGV.  Además de evaluar  la  participación  del  líquido
ruminal,  como componente del microambiente ruminal,  en la inducción de bacteriófagos
portadores de GRA y FV, con el fin de establecer el papel de los rumiantes en la evolución
de enterobacterias.  

En una primera fase se realizó un análisis metagenómico de partículas virales aisladas de
muestras  intestinales  de  coyotes  silvestres,  con  el  fin  de  establecer  los  bacteriófagos
presentes en el microambiente intestinal y la presencia de FV y GRA. Esto debido a que el
coyote es una de las especies reportadas como reservorio de enterobacterias patógenas de
importancia en salud pública y que, además, puede convivir con rumiantes domésticos y
silvestres. Los resultados revelaron la presencia de 59 genes de resistencia a antibióticos
distribuidos  en  59  especies  de  bacteriófagos,  mostrando  que  los  bacteriófagos  pueden
almacenar  y  transportar  este  tipo  de genes,  sugiriendo  que  podrían comportarse  como
reservorios ambientales de material genético. 

Durante  la  segunda  fase,  se  evaluó  la  capacidad  del  líquido  ruminal  para  inducir  la
liberación de bacteriófagos, para lo cual nueve cepas de  E. coli  PGV fueron tratadas con
líquido ruminal,  proveniente de tres bovinos, en concentraciones de 50%, 75% y 100%. El
líquido ruminal fue filtrado con membranas de 0.8, 0.4 y 0.22 micras y suplementado con
caldo Luria-Bertani (LB) con la finalidad de evitar la presencia de bacterias y la falta de
nutrientes,  respectivamente.  Los  resultados  obtenidos  mostraron  que  el  líquido  ruminal
indujo la liberación de bacteriófagos; entre estos, los que portan genes de virulencia como
los que codifican para las shigatoxinas. Estos hallazgos establecen la importancia de los
rumiantes  como  catalizador  ecológico  que  participa  en  la  evolución  de  enterobacterias
patógenas a través de la THG mediada por fagos, con implicaciones para la salud pública. 

En la tercera fase, se realizó un análisis metagenómico de los bacteriófagos inducidos con
mitomicina C a partir de nueve cepas de E. coli PGV, con la finalidad de evaluar la dinámica
de especies de bacteriófagos presentes en dichas cepas, así como su posible participación
en la THG y en la evolución de las cepas de E. coli PGV recuperadas de fauna silvestre de
la Reserva de la Biósfera de Janos, Chihuahua. Se identificó la presencia de 49 especies de
bacteriófagos y ensamblar 36 genomas completos. Asimismo, se detectaron 179 factores de
virulencia y 59 genes de resistencia antimicrobiana, los cuales se encuentran distribuidos
entre las distintas especies de bacteriófagos presentes en las nueve cepas de E. coli PGV.

Finalmente,  se  observó  que  las  especies  de  bacteriófagos  presentes  en  estas  cepas
conforman  una  metacomunidad  con  una  estructura  tipo  'tablero  de  ajedrez'.  Esta
configuración sugiere la existencia de interacciones competitivas y procesos de exclusión
mutua entre grupos de bacteriófagos, limitando su coexistencia en una misma cepa. Dicha
dinámica de exclusión podría condicionar la adquisición de genes de virulencia y resistencia
específicos en cepas de E. coli. En conjunto, estos resultados indican que, a pesar de estas
restricciones competitivas, la población de fagos actúa como un motor que promueve el flujo
génico mediante THG entre las diversas cepas analizadas.
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Abstract

This  study  analyzed  the  role  of  bacteriophages  in  the  evolution  of  pathogenicity  in
Escherichia  coli,  focusing  on  the  horizontal  gene  transfer  (HGT)  of  virulence  and
antimicrobial resistance genes (ARGs). To investigate this phenomenon, nine E. coli strains
carrying  virulence  genes  (VGC)  were  used.  These  strains  were  recovered  from  wild
carnivores  and  bison  inhabiting  the  Janos  Biosphere  Reserve,  Mexico,  with  the  aim of
demonstrating the presence of bacteriophages within the genomes of the nine E. coli VGC
strains  and  evaluating  their  participation  in  the  HGT  of  virulence  factors  (VFs)  and
antimicrobial  resistance genes among the studied strains. In addition, the role of ruminal
fluid, as a component of the ruminal microenvironment, in the induction of bacteriophages
carrying ARGs and VFs was evaluated in order to establish the role of ruminants in the
evolution of enterobacteria.

In the first phase, a metagenomic analysis of viral particles isolated from intestinal samples
of  wild  coyotes  was  performed  to  identify  the  bacteriophages  present  in  the  intestinal
microenvironment, as well as the occurrence of VFs and ARGs. This approach was based
on the fact that coyotes have been reported as reservoirs of pathogenic enterobacteria of
public  health  importance  and  are  capable  of  coexisting  with  both  domestic  and  wild
ruminants. The results revealed the presence of 59 antibiotic resistance genes distributed
among 59 bacteriophage species, demonstrating that bacteriophages are capable of storing
and transporting this type of genetic material, suggesting that they may act as environmental
reservoirs of genes.

During the second phase, the ability of ruminal fluid to induce bacteriophage release was
evaluated. For this purpose, nine E. coli VGC strains were treated with ruminal fluid obtained
from three cattle at concentrations of 50%, 75%, and 100%. The ruminal fluid was filtered
through 0.8, 0.4, and 0.22 µm membranes and supplemented with Luria-Bertani (LB) broth
in order to prevent bacterial contamination and nutrient depletion, respectively. The results
demonstrated  that  ruminal  fluid  induced  the  release  of  bacteriophages,  including  those
carrying virulence genes such as shiga toxin-encoding genes. These findings highlight the
importance of  ruminants as ecological  facilitators involved in the evolution  of  pathogenic
enterobacteria through phage-mediated HGT, with potential implications for public health.

In the third phase, a metagenomic analysis of bacteriophages induced with mitomycin C
from  the  nine  E.  coli VGC  strains  was  conducted  in  order  to  evaluate  the  ecological
dynamics  of  the  bacteriophages  present  in  these  strains,  as  well  as  their  potential
participation  in  HGT and in  the  evolution  of  E.  coli VGC strains  recovered from wildlife
inhabiting the Janos Biosphere Reserve, Chihuahua. A total of 49 bacteriophage species
were identified,  and 36 complete genomes were assembled.  Furthermore,  179 virulence
factors and 59 antimicrobial  resistance genes were detected and found to be distributed
among the different bacteriophage species present in the nine E. coli VGC strains.

Finally,  the  bacteriophage  species  identified  in  these  strains  were  found  to  form  a
metacommunity with a checkerboard structure. This configuration suggests the existence of
competitive  interactions  and  mutual  exclusion  processes  among  bacteriophage  groups,
limiting their  coexistence within the same bacterial  strain. Such exclusion dynamics may
influence the acquisition of specific virulence and resistance genes in E. coli strains. Overall,
these findings indicate that, despite these competitive constraints, phage populations act as
a driving force promoting gene flow through HGT among the different strains analyzed.
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Introducción general

Escherichia coli es una de las especies bacterianas que presenta una elevada variabilidad
genética (Chaudhuri y Henderson 2012). En comparación con otras enterobacterias, en E.
coli se han descrito las mayores diferencias genéticas entre cepas patógenas y comensales
(Dobrindt et al., 2010). Las diferencias genéticas observadas entre distintas cepas aisladas
en diferentes regiones del mundo se han atribuido a su capacidad de adaptación, esto les
permite  a  las  diferentes  variantes  de  E.  coli colonizar  ambientes  intestinales  y
extraintestinales (Denamur et al., 2021). 

Esta  capacidad  adaptativa  deriva  de  modificaciones  en  su  genoma -como  mutaciones,
deleciones  y  procesos  de  duplicación-  y,  principalmente,  de  procesos  de  transferencia
horizontal  de  genes  (THG).  Estos  últimos  incluyen  la  transducción,  la  conjugación  y  la
transformación,  y  se  ven  incrementados  por  la  recombinación  de  elementos  genéticos
móviles (Dobrindt  et al.,  2010). Estas modificaciones genómicas,  impulsadas por el  flujo
génico  y  los  reordenamientos  constantes  del  genoma,  le  confieren  a  E.  coli ventajas
competitivas frente a otros microorganismos e incluso entre variantes genéticas de E. coli
(Leimbach et al., 2013). 

En el caso particular de  E. coli, se ha documentado una extensa adquisición de material
genético, junto con una notable habilidad para regular y mantener dichos elementos. Esto le
otorga ventajas críticas para la supervivencia, la patogenicidad y la multirresistencia a los
antimicrobianos. Este dinamismo para integrar y gestionar nuevo material genético se define
como plasticidad  genómica (Patel,  2016;  Vila  et  al.,  2016;  Touchon  et  al.,  2009).  Esta
arquitectura genómica flexible explica por qué cepas filogenéticamente cercanas pueden
comportarse como cepas comensales en el intestino o como patógenas extraintestinales,
donde  un  mismo  rasgo  genético  confiere  ventajas  en  el  entorno  intestinal  y,
simultáneamente, promover la infección fuera del intestino (Leimbach et al., 2013). 

El análisis de 20 genomas completos de E. coli, incluyendo cepas comensales y patógenas,
así como un genoma de Escherichia fergusonii, reveló la presencia de un genoma núcleo
compuesto por 1,976 genes compartidos, en contraste con un pangenoma de 17,838 genes
identificados  en  el  conjunto  de  las  20  cepas  analizadas.  Estos  resultados  permitieron
clasificar  el  genoma  de  E.  coli en  dos  componentes:  el  genoma  núcleo,  altamente
conservado y con menor influencia de elementos genéticos móviles, y el genoma extendido
o  flexible,  que  incluye  secuencias  asociadas  a  sitios  de  inserción,  integración  de
bacteriófagos,  plásmidos  y  otros  elementos  genéticos  móviles.  El  genoma  núcleo
representa aproximadamente el 42% (1,976 genes compartidos) del contenido genómico de
una cepa promedio, mientras que el 58% restante corresponde al genoma extendido, el cual
contiene en promedio 4,721 genes por cepa de  E. coli.  Este componente genómico fue
adquirido principalmente mediante eventos de transferencia horizontal de genes, como la
conjugación, la transducción y la transformación (Touchon et al., 2009).

Las  diferencias  genéticas  entre  las  distintas  cepas  de  E.  coli, particularmente  en  la
presencia de genes asociados a la patogenicidad, han permitido su clasificación en tres
grandes  grupos:  cepas  comensales  intestinales,  cepas  patógenas  intestinales  y  cepas
patógenas extraintestinales. Cada uno de estos grupos presenta características específicas
de patogenicidad, las cuales derivan de la presencia y combinación de distintos factores de
virulencia en su genoma (Croxen et al., 2013). 

Entre las variantes patógenas de E. coli existen diferentes criterios de clasificación. Uno de
ellos se basa en el sitio donde ejerce sus mecanismos de patogenicidad, dividiéndose en:
E. coli patógenas extraintestinales (ExPEC) y E. coli patógenas intestinales (IPEC), como ya
se mencionó. Otra pauta en la clasificación de los aislados patógenos de E. coli  es por su
patogenia asociado a la presencia de factores de virulencia (FV) en su genoma, a esta
categorización se le denomina patotipos (Riley, 2020). Dentro de los patotipos descritos en
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las ExPEC están: E. coli uropatógena (UPEC), la cual es causante de infecciones en tracto
urinario,  E. coli neonatal meníngea (NMEC) causante de infecciones en líquido espinal en
neonatos,  E.  coli patogénica  aviar  (APEC)  causante  de  colibacilosis  aviar,  E.  coli
septicémica (SePEC) causante de septicemias en humanos y animales,  E. coli patógena
endometrial (EnPEC) causante de infecciones en endometrio (Lindstedt et al., 2018). Los
patotipos descritos para los aislados IPEC causantes de distintos procesos diarreogénicos
están:  E.  coli enterohemorrágica  (EHEC),  E.  coli  enteropatógena  (EPEC),  E.  coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E.
coli de adherencia difusa (DAEC), E. coli adherente-invasiva (AIEC) (Denamur et al., 2021).
No obstante, se han descrito variantes patógenas que no pueden ser incluidas dentro de los
patotipos previamente establecidos, esto es debido a que presentan combinaciones de FV y
cuadros clínicos atípicos (Lindstedt et al., 2004).

En un intento  por  proponer  un sistema de clasificación  capaz de establecer  similitudes
genéticas,  Clermont y colaboradores (2000) desarrollaron un sistema de genotipificación
basado en el análisis de tres marcadores genéticos:  yjaA,  chuA y un fragmento de ADN
denominado  TSPE.C2.  Este  sistema  permitió  dividir  a  E.  coli en  cuatro  filogrupos
principales:  A,  B1,  B2  y  D.  Con  este  sistema,  se  observó  que  los  filogrupos  B2  y  D
contenían la mayor parte de las cepas con potencial patógeno. 

Posteriormente, Gordon y colaboradores (2008), al analizar distintas colecciones de cepas
mediante  este  sistema,  identificaron  inconsistencias  en la  clasificación.  Observaron  una
tendencia a agrupar cepas en el filogrupo A ante la ausencia de amplificados específicos, lo
que reducía la exactitud del método; asimismo, detectaron cepas que no se ajustaban a
ninguno  de los  filogrupos establecidos.  Por  ello,  complementaron este análisis  con una
tipificación  por  secuencias  multilocus  (MLST),  mediante  la  cual  identificaron  un  grupo
adicional  de cepas que no se ajustaban a los cuatro filogrupos originalmente  descritos,
proponiendo así un nuevo filogrupo denominado “E”. Este grupo había sido previamente
sugerido como una población de cepas de  Escherichia coli con una estructura genética
distinta  dentro  de  la  colección  ECOR por  Ochman  y  Selander  (1984),  aunque  en  ese
momento no fue designado formalmente como el filogrupo E. 

Más  adelante,  Clermont  y  colaboradores  (2013)  diseñaron  un  método  actualizado  que
permitió identificar no solo los cuatro filogrupos iniciales (A, B1, B2 y D) y el filogrupo E, sino
también la incorporación de dos nuevos filogrupos adicionales, denominados C y F.

El  establecimiento  de  estos  filogrupos  permitió  asociar  determinadas  características
genéticas del genoma de  E. coli con su potencial patogénico, vinculando la presencia de
factores de virulencia con rasgos genéticos específicos. Bajo este enfoque, se planteó la
hipótesis de que algunos filogrupos albergaban una mayor proporción de cepas patógenas
en comparación con otros filogrupos  (Duriez et al.,  2001; Escobar-Páramo et al.,  2004).
Inicialmente, este enfoque permitió observar que la mayoría de las cepas patógenas se
agrupaban dentro de los filogrupos B2 y D (Clermont et al., 2013).

La presencia de distintos filogrupos en diferentes cepas ha permitido analizar la estructura
de las poblaciones de E. coli. Se ha observado una mayor prevalencia del filogrupo A (50-
63%) en áreas tropicales, mientras que en áreas templadas predominan los filogrupos B2
(29-48%) y D (19-29%). Además, se ha observado una correlación entre la presencia de los
filogrupos B2 y D y su lugar de origen,  sugiriendo que las cepas que pertenecen a los
filogrupos B2 y D podrían ocupar nichos similares en el intestino humano (Escobar-Páramo
et al., 2004a).

Sin embargo, conforme se han analizado cepas provenientes de distintos animales se ha
observado que el filogrupo B2 no es el único que alberga cepas con potencial patogénico, y
que los factores de virulencia se distribuyen entre distintos filogrupos (Coura et al., 2017).
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Un ejemplo de esto es lo observado por Ghanbarpour y colaboradores (2011), quienes al
analizar  253  aislados  de  E.  coli  —141 aislados  provenientes  de  aves  con  colibacilosis
septicémica y 112 aislados de E. coli de heces de aves sanas— detectaron la presencia de
los filogrupos A, B1, B2 y D en ambos grupos. Además, identificaron la presencia de FV en
aves sanas y detectaron que la mayoría de los aislados estaban localizados en el filogrupo
A. 

Además,  se  han  recuperado  aislados  que  no logran  asignarse  dentro  de los  filogrupos
descritos,  lo  que ha generado la  necesidad de incorporar  nuevos filogrupos en las que
también se observa la  presencia de genes de virulencia  (Lu et  al.,  2016).  Asimismo, el
análisis de cepas de origen animal ha demostrado que los filogrupos asociados con factores
de virulencia no corresponden necesariamente a los grupos B2 y D, a diferencia de lo que
ocurre con mayor frecuencia en aislados de origen humano (Jajarmi et al., 2017; Jajarmi et
al., 2018; Tayh et al., 2022).

Uno de los filogrupos recientes es el filogrupo G, el cual ha sido reportado como altamente
virulento y con un perfil de multirresistencia a antimicrobianos (Clermont et al., 2019). No
obstante,  la  distribución  de  los  factores  de  virulencia  parece  ser  en  gran  medida
independiente del filogrupo, lo que refleja la amplia variabilidad genética existente entre las
distintas cepas de  E. coli (Aguirre-Sánchez et al., 2022; Bohlin et al., 2014; Kaper et al.,
2004).

Las diferentes combinaciones de los FV identificadas en los diversos filogrupos sugieren
que no existe una característica genética única asociada con la ganancia de virulencia, es
decir,  un rasgo específico que determine de manera directa la adquisición de genes de
virulencia. No obstante, en un intento por asociar la capacidad de adquirir  virulencia con
características  genéticas  propias  de  E.  coli,  algunos  estudios  han  propuesto  enfoques
alternativos a la clasificación por filogrupos para analizar y establecer las condiciones que
favorecen la adquisición de genes de virulencia (Escobar-Páramo et al., 2004). 

En este contexto, García-Gutiérrez y colaboradores (2015) sugirieron que la ganancia de
genes de virulencia en cepas patógenas podría estar asociada con el sistema CRISPR. Al
intentar correlacionar las variaciones genéticas en los sistemas CRISPR presentes en  E.
coli con su capacidad para eliminar o mantener nuevas secuencias genéticas, los autores
observaron una  correlación  negativa,  además  de  evidenciar  que  los  sistemas  CRISPR
presentes en distintas  cepas de  E.  coli son altamente heterogéneos,  lo  que indica  una
considerable variabilidad incluso dentro de este sistema de defensa.

Por otra parte, Bohlin y colaboradores (2014), mediante el análisis comparativo del genoma
de distintas cepas de referencia de  E. coli,  evaluaron variaciones en genes específicos,
como el gen mut. Sus resultados indicaron que el genoma núcleo está sujeto a una mayor
presión de selección, además sugirieron que los filogrupos A y B1 han estado bajo la misma
presión  de  selección  y  por  eso  comparten  características  en  su  genoma  núcleo.  Esto
sugiere que el genoma núcleo se encuentra bajo una mayor presión de selección que el
genoma extendido. No obstante, este fenómeno no explica completamente los mecanismos
responsables de la expansión del genoma de E. coli.

Los genes del sistema mut, como mutL y  mutT, desempeñan un papel fundamental en el
mantenimiento de la estabilidad genómica de E. coli. El gen mutL participa en el sistema de
reparación de errores de apareamiento del ADN, mientras que  mutT elimina nucleótidos
oxidados,  como  la  8-oxo-dGTP,  evitando  su  incorporación  al  ADN  y  reduciendo  la
acumulación de mutaciones. En conjunto, estos mecanismos contribuyen a la conservación
del genoma núcleo. Sin embargo, alteraciones o mutaciones en los genes del sistema mut
pueden conferir a E. coli un fenotipo mutador, caracterizado por un incremento en la tasa de
mutación. Este fenotipo se ha asociado con mutaciones en rpoS, un gen involucrado en la

8



respuesta al estrés celular, así como con modificaciones en la regulación de bombas de
eflujo relacionadas con la expulsión de antibióticos y la supervivencia bacteriana (Desroches
et al., 2018). 

En  conjunto,  estos  resultados  sugieren  que  la  presencia  de  filogrupos  y  su  posible
asociación con cepas patógenas podría ser consecuencia de un proceso evolutivo, en el
cual la ganancia de virulencia está determinada por una presión de selección constante
sobre determinados grupos de genes,  así como por la capacidad de regular  el  material
genético adquirido (Touchon et al., 2009).

Cabe  destacar  que,  en  la  mayoría  de  estos  estudios,  se  utilizaron  cepas  aisladas  de
distintos  hospedadores  y  de  diversas  regiones  geográficas,  incluyendo  aquellas
pertenecientes a E. coli Reference Collection (ECOR). Esta heterogeneidad biológica podría
enmascarar algunas correlaciones,  dado que los procesos evolutivos intervienen fuerzas
genéticas como las mutaciones, la deriva génica, el flujo génico y la selección natural, las
cuales  determinan la  microevolución;  así  como por  factores espaciales  y  temporales  —
como el  tiempo  geológico,  los  cambios  ambientales  y  el  aislamiento  geográfico—  que
influyen  en la  macroevolución  (Tsuboi  et  al.,  2024;  Kearney  et  al.,  2024).  Los  factores
espaciales  y  temporales  (heterogeneidad  biológica)  pueden  dificultar  la  detección  de
patrones  evolutivos  en  estudios  a  gran  escala,  especialmente  en  microorganismos,  los
cuales presentan procesos evolutivos más rápidos (Chase y Myers, 2011).

A  pesar  de  estas  dificultades,  la  comprensión  de  los  mecanismos  que  impulsan  la
divergencia evolutiva de E. coli puede abordarse desde aproximaciones complementarias.
Por un lado, la macroecología de enfermedades infecciosas ofrece un marco para identificar
factores determinantes de la distribución de patógenos,  integrando factores espaciales y
temporales  a  gran  escala  (Stephens  et  al.,  2016).  Por  otro  lado,  los  experimentos  de
evolución a largo del tiempo, como el Long-Term Evolution Experiment (LTEE) iniciado en
1988 por Richard Lenski, permiten cuantificar la dinámica de la adaptación por selección
natural y conocer el papel de las mutaciones en la adaptación bacteriana en condiciones
controladas, demostrando fenómenos como cambios en las tasas de mutación y evolución
paralela de genes (Lenski, 2017). 

Adicionalmente, la THG, mediada por mecanismos como la transformación, la conjugación y
la transducción por bacteriófagos, constituye una fuente de variación genética que permite a
E. coli adquirir rápidamente genes de virulencia y de resistencia a antimicrobianos (Dobrindt
et  al.,  2010).  En  conjunto,  estas  aproximaciones  (macroecológicas,  experimentales  y
moleculares) permiten conocer las limitaciones impuestas por la heterogeneidad biológica, y
ofrecen un marco integrador para entender la evolución de E. coli como un proceso donde
la presión de selección ambiental moldea la variación genética generada por mutaciones y
flujo  génico  horizontal,  fenómeno  conocido  como  ecoevolución  (Dobrindt  et  al.,  2010;
Stephens et al., 2016). 

Este  proceso  ecológico-evolutivo  ha  favorecido  la  generación  de  cepas  de  E.  coli con
distintos genes de virulencia  y de resistencia a antimicrobianos. Entre las variables que
podrían  ejercer  presión  de  selección  y,  al  mismo  tiempo,  contribuir  al  enriquecimiento
genético  del  genoma  de  E.  coli,  destaca  la  presencia  de  determinados  grupos  de
bacteriófagos (Dobrindt et al., 2010). Los bacteriófagos pueden actuar como componentes
ambientales clave, funcionando como elementos ecológicos que favorecen la aparición de
nuevas variantes patógenas al proporcionar nuevo material genético y ejercer presión de
selección sobre microorganismos susceptibles (Boyd et al., 2001).

Los bacteriófagos, también conocidos como fagos, son virus capaces de infectar distintos
géneros bacterianos y actúan como moduladores claves de las comunidades microbianas
(Chevallereau  et  al.,  2021).  Los  bacteriófagos  se  encuentran  presentes  en  todos  los
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microambientes, donde también existe la presencia de bacterias. En términos generales, se
estima  que  la  población  de  bacteriófagos  supera  a  la  de  bacterias  en  una  proporción
aproximada de diez  a  cien por  cada bacteria  (Hatfull,  2015).  Como reguladores  de las
comunidades bacterianas, los bacteriófagos ejercen una presión de selección importante
sobre los microorganismos susceptibles (Klimenko et al.,  2016). Esta modulación ocurre,
por un lado, debido a la lisis de bacterias susceptibles a la infección y, por otro, porque los
bacteriófagos funcionan como vectores eficientes para la transferencia de material genético
(Bakhshinejad y Ghiasvand, 2017).

La presencia de bacteriófagos en ambientes específicos obliga a las bacterias, en este caso
E.  coli,  a  desarrollar  mecanismos  de  supervivencia  frente  a  las  infecciones  por
bacteriófagos. Estos incluyen evitar la unión del bacteriófago, la degradación del material
genético exógeno, los sistemas de restricción-modificación, los sistemas CRISPR-Cas, así
como  mecanismos  de  muerte  celular  y  la  inhibición  del  ensamblaje  de  proteínas
estructurales de bacteriófagos (Mirzaei y Maurice, 2017; Georjon y Bernheim, 2023). Sin
embargo, las bacterias que sobreviven a una infección por bacteriófagos pueden adquirir
nuevo  material  genético,  dando  origen  a  variantes  patógenas  como  ocurre  en  E.  coli
(Dobrindt, 2005; Fortier y Sekulovic, 2013).

El material genético transferido por los bacteriófagos puede incluir genes involucrados en la
síntesis de carbohidratos, genes involucrados en funciones metabólicas, toxinas y genes
asociados  a  la  resistencia  a  antimicrobianos,  lo  cual  favorece  el  crecimiento  y  la
supervivencia  bacteriana  bajo  condiciones  ambientales  específicas  (Borodovich  et  al.,
2022).  Esta  presión  de  selección  puede  entenderse  de  dos  maneras.  En  primer  lugar,
aquellas bacterias que carecen de mecanismos para evitar la infección por bacteriófagos o
que no poseen la capacidad de integrar y regular genes del bacteriófago serán lisadas, lo
que provoca una disminución en la abundancia de determinados géneros o poblaciones
bacterianas  (Klimenko  et  al.,  2016).  En  contraste,  las  bacterias  que  logren  integrar  el
material  genético  del  bacteriófago  sobreviven,  dando  lugar  a  poblaciones  bacterianas
portadoras de bacteriófagos que pueden adquirir  nuevas características genéticas,  entre
ellas factores de virulencia, genes de resistencia y mecanismos de defensa en contra de
infecciones (Mirzaei y Maurice, 2017).

Los bacteriófagos pueden presentar distintos ciclos de infección. Uno de ellos es el ciclo
lisogénico,  el  cual  representa  una  vía  fundamental  para  la  transferencia  de  material
genético,  ya  que  durante  este  proceso  el  genoma  viral  se  integra  en  el  cromosoma
bacteriano y se replica de manera constante junto con el genoma del hospedero, una vez
que se ha integrado al genoma bacteriano recibe el nombre de profago (Chevallereau et al.,
2021).

El otro ciclo de infección es el ciclo lítico, en este ciclo, una vez que la bacteria es infectada,
el bacteriófago inicia la replicación de nuevos viriones utilizando la maquinaria celular del
hospedero. Posteriormente, la bacteria es lisada para permitir la liberación de las partículas
virales al medio. A nivel poblacional, este proceso genera una reducción en la abundancia
de  determinados  géneros  bacterianos,  influyendo  de  manera  directa  en  la  dinámica
poblacional de las comunidades microbianas (Chevallereau et al., 2021). 

Cabe destacar que los profagos pueden escindirse del genoma bacteriano e iniciar un ciclo
lítico cuando el hospedador es sometido a condiciones de estrés, como el daño al ADN.
Este  proceso  ocurre  debido  a  que  muchos  bacteriófagos  atemperados  (aquellos
bacteriófagos que una vez integrados mantienen un ciclo  lisogénico hasta que diversas
condiciones les permiten escindirse e iniciar  un ciclo lítico)  dependen del  sistema RecA
activo durante la respuesta SOS al daño genético. Durante la inducción lítica, el genoma del
bacteriófago  es  replicado,  empaquetado  y  liberado  tras  la  lisis  celular,  permitiendo  la
dispersión de nuevos viriones en el ambiente (Fornelos et al., 2015).
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En el contexto de la dinámica poblacional, diversos estudios en la microbiota intestinal han
reportado una mayor abundancia de bacteriófagos en comparación con las bacterias, con
una  relación  aproximada  de  10:1.  Asimismo,  se  ha  estimado  que  la  concentración  de
partículas virales oscila entre 10⁸ y 10⁹ por gramo de heces (Marchi et al., 2023; Shkoporov
y  Hill,  2019).  La  relación  bacteriófagos/bacterias  y  la  dinámica  poblacional  en  la  que
intervienen los bacteriófagos han cobrado relevancia en el contexto de la salud humana,
debido  a  que  se  ha  asociado  el  aumento  en  la  diversidad  de  bacteriófagos  con  la
disminución de la diversidad bacteriana en  problemas inflamatorios a nivel intestinal, por
otra parte también se ha  propuesto el empleo de bacteriófagos  para el tratamiento de
algunas enfermedades infecciosas (fagoterapia) (De Sordi et al., 2019; Marchi et al., 2023;
Norman et al., 2015).

Para comprender la dinámica entre bacteriófagos y bacterias, se han propuesto diversos
modelos  ecológicos,  entre  los  que  destaca  el  modelo  presa–depredador.  Este  modelo
describe la interacción entre dos poblaciones: una que actúa como presa, en este caso las
bacterias,  y  otra  que  desempeña  el  papel  de  depredador,  representada  por  los
bacteriófagos.  Su  idea  central  es  que  el  tamaño de  ambas poblaciones  cambia  con el
tiempo de forma interdependiente (Summers y Kreft, 2022). El tamaño de la población de
presas  (población  bacteriana)  se  ve  afectado  por  el  tamaño  de  la  población  de
depredadores  (bacteriófagos);  a  su  vez,  el  tamaño  de  la  población  de  depredadores
depende de la  disponibilidad  de presas.  Estas interacciones determinan la  dinámica de
ambas poblaciones a lo largo del tiempo (Bisesi  et al.,  2024; Chevallereau et al.,  2021;
Egilmez et al.,  2021). En este contexto, se describen, en primer lugar,  los bacteriófagos
denominados generalistas, caracterizados por su capacidad de infectar de manera indistinta
a múltiples especies de bacterias, lo que puede ocasionar el declive simultáneo de diversas
poblaciones bacterianas (Fernández et al., 2018; Bisesi et al., 2024). En segundo lugar, se
identifican los bacteriófagos especialistas, los cuales se han adaptado a infectar grupos o
géneros  bacterianos  específicos,  afectando  de  manera  selectiva  a  dichas  poblaciones
(Brockhurst  et  al.,  2006).  Este  modelo  también  permite  inferir  las  estrategias  de
sobrevivencia entre las poblaciones bacterianas, como es la competencia. En este contexto,
la  liberación  de  bacteriófagos  especialistas,  puede  provocan  el  declive  de  poblaciones
bacterianas  específicas  en  un  escenario  de  competencia,  o  bien  la  liberación  de
bacteriófagos generalistas que modulen o reduzcan distintas poblaciones bacterianas,  lo
que puede interpretarse como una forma de interacción tipo mutualista (Bisesi et al., 2024).

Otros modelos, como el propuesto por Marantos (2022), plantean que la depredación de
bacterias  por  bacteriófagos  limita  el  crecimiento  poblacional  de  distintas  especies
bacterianas, de modo que el crecimiento bacteriano refleja el tamaño de la población de
bacteriófagos.  Este  proceso  permite  que  los  nutrientes  presentes  en  el  ambiente
permanezcan disponibles para poblaciones bacterianas con tasas de crecimiento lento. Este
fenómeno, denominado “matar al ganador”, favorece la coexistencia entre poblaciones de
rápido  y  lento  crecimiento,  ya  que,  de  lo  contrario,  las  primeras  agotan  los  nutrientes,
afectando la supervivencia de las segundas. Este modelo integra elementos del enfoque
presa–depredador y resalta el papel de la abundancia bacteriana como un factor clave en la
dinámica de infección.

Dentro  de  la  dinámica  ecológica  bacteriófagos–bacterias  es  importante  considerar  la
participación de mecanismos de inducción y liberación de bacteriófagos, lo que provoca que
poblaciones bacterianas susceptibles sean lisadas o entren en ciclos lisogénicos (León-Félix
y Villicaña,  2021).  Una de las formas en que se explica este fenómeno es a través de
mediadores químicos producidos por las bacterias, los cuales pueden ser detectados por
otras  bacterias  mediante  mecanismos  de  quorum sensing  (QS)  (León-Félix  y  Villicaña,
2021).  Si  bien,  este  sistema  permite  a  las  bacterias  monitorear  el  ambiente  externo
mediante compuestos químicos y activar mecanismos de supervivencia, alguno de estos
mecanismos  participan  en  la  inducción  de  lisis  bacteriana  como  los  sistemas  toxina
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antitoxina, mecanismo por el cual puede iniciar la producciòn de ciclos liticos (Fernández-
García et al., 2025).

Un ejemplo de esta interacción se ha observado en E. coli, donde la presencia de señales
de N-acil-L-homoserina lactona (AHL), moléculas asociadas al QS, disminuyen la adsorción
del  bacteriófago  lambda,  reduciendo  la  infección.  Esto  es  debido  a  que  genera  una
regulación  a  la  baja  del  receptor  LamB,  el  cual  es  requerido  para  la  unión  de  los
bacteriófagos a la superficie celular. Esto genera un efecto de protección, lo cual evita la
entrada para el bacteriófago lambda (Høyland-Kroghsbo et al., 2013).

Otros  ejemplos  incluyen  la  presencia  de  autoinductores,  como  el  5-dimetilpirazina-2-ol
(DPO), en Vibrio cholerae, el cual se asocia con la densidad poblacional y la formación de
biopelículas, pero también para el control de la lisis-lisogenia, dependiendo de la densidad
celular y concentración del autoinductor en el medio extracelular (Silpe y Bassler, 2019).
Asimismo, Erez y colaboradores (2017) observaron en  Bacillus subtilis que bacteriófagos
pertenecientes al grupo SPβ pueden regular la decisión entre los ciclos lítico y lisogénico.
Tras una infección previa, el material genético del bacteriófago induce la transcripción de un
propéptido codificado en su genoma, el cual es secretado al medio externo a través de la
vía  general  de secreción  (Sec).  Posteriormente,  este  propéptido  es  procesado  por  una
proteasa,  generando  una  forma  madura  denominada  “arbitrium”.  Durante  este  proceso
ocurre la replicación de nuevos viriones y ciclos adicionales de infección, lo que incrementa
la concentración de arbitrium en el  medio.  Una vez que esta molécula  se acumula,  es
reconocida por un transportador de péptidos de B. subtilis e internalizada, donde se une al
ADN del bacteriófago, bloqueando la transcripción del propéptido, inhibiendo la formación
de nuevos viriones y favoreciendo el establecimiento de la lisogenia.

Los mecanismos y la dinámica bacteriófagos–bacterias no son simples ni lineales, sino que
involucran complejos sistemas de señalización y reconocimiento que modulan los eventos
de lisis y lisogenia (Nanda et al., 2014). En la dinámica de inducción, infección y replicación
de bacteriófagos intervienen factores ambientales, como el pH, el metabolismo bacteriano,
la presencia de metabolitos secundarios, la disponibilidad de nutrientes y la presencia de
antibióticos en el medio (Maiques et al., 2006; Nanda et al., 2014; Selva et al., 2009). Estos
últimos pueden interrumpir  procesos celulares y generar daño en la pared o membrana
celular,  en  los  ácidos  nucleicos  o  en  la  síntesis  de  proteínas,  lo  que  desencadena
respuestas de daño celular y activa mecanismos de inducción de bacteriófagos (Maiques et
al.,  2006).  
Un ejemplo de un antibiótico capaz de inducir la transición de profago a bacteriófago es la
ciprofloxacina, la cual provoca daño en el ADN bacteriano y activa la respuesta SOS. Este
proceso desencadena mecanismos de reparación mediados por la proteína RecA, lo que
favorece  la  inducción  del  ciclo  lítico  y,  en  consecuencia,  la  liberación  de  bacteriófagos
(Zhang et al., 2000).

Estos factores ambientales influyen en la dinámica lisis–lisogenia, impactando la estructura
poblacional  de diversas bacterias.  Así  mismo afectando la evolución bacteriana,  ya que
durante el ciclo lisogénico puede transferirse nuevo material genético (Moura de Sousa et
al., 2020). La THG, particularmente mediante la transducción mediada por bacteriófagos,
permite la generación de poblaciones bacterianas resistentes a antibióticos, más virulentas
o con mayores capacidades metabólicas, así como poblaciones con sistemas inmunitarios
que limitan la infección por bacteriófagos (Alseth et al., 2023; Samson et al., 2013).

Adicionalmente, los bacteriófagos pueden contribuir con la evolución bacteriana mediante la
eliminación de especies conjugantes,  limitando con ello  la THG mediada por plásmidos.
Esto  ocurre  cuando  poblaciones  bacterianas  receptoras  de  plásmidos,  que  sean
susceptibles a la infección por bacteriófagos generalistas o especialistas, se ven reducidas,
lo que disminuye la probabilidad de interacción con bacterias donadoras de plásmidos y, por
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ende, reduce el número de eventos conjugativos. Por otro lado, durante los ciclos líticos, la
liberación  de  material  genético  puede  facilitar  procesos  de  transformación  bacteriana
(Harrison et al., 2015).

Dentro  de  esta  dinámica  bacteriófagos–bacterias,  se  deben  considerar  dos  aspectos
fundamentales: (1) la capacidad de las bacterias para no ser infectadas por bacteriófagos y
(2)  la  capacidad  de  los  bacteriófagos  para  infectar  bacterias.  Se  ha  observado  que  la
cercanía  filogenética  entre  cepas  del  mismo  género  influye  en  la  susceptibilidad  o
resistencia a la infección por una misma especie o género de bacteriófagos  (Feltin et al.,
2025).

En  filogenética,  la  tendencia  estadística  de  que  las  especies  emparentadas  compartan
características debido a su historia evolutiva, en comparación con especies seleccionadas
al azar, se conoce como señal filogenética (Münkemüller et al., 2012; Revell et al., 2008).
Esta métrica  se ha utilizado  en la  ecología  de enfermedades para evaluar  el  rango de
hospederos  susceptibles  de  ser  infectados  por  un  mismo  patógeno  y  determinar  si  la
relación filogenética entre ellos influye en los patrones de infección. Un ejemplo de ello es el
estudio de Perrin  y  colaboradores  (2025),  quienes  analizaron murciélagos de diferentes
especies y regiones geográficas, considerando además características individuales como la
talla, el sexo y la masa corporal, con el objetivo de determinar la presencia de Trypanosoma
spp.  Mediante  modelos  lineales  generalizados,  los  autores  identificaron  una  asociación
cofilogenética entre las especies de murciélagos y las variantes genéticas de Trypanosoma
spp., lo que sugiere que la historia evolutiva compartida de ambos organismos influye en las
interacciones hospedero-parásito.

En bacteriófagos también se ha demostrado la importancia de la señal filogenética en la
determinación del rango de hospederos. Torres-Barceló y colaboradores (2025) observaron
que los bacteriófagos generalistas son más propensos a ser reconocidos por los sistemas
CRISPR-Cas  de  sus  bacterias  hospederas,  dejando  una  huella  genética  que  refleja  su
amplio rango de infección. Además, demostraron que la filogenia del hospedador constituye
un factor  determinante  del  grado de especialización de los bacteriófagos.  En particular,
encontraron  que,  a  medida  que  aumenta  la  distancia  filogenética  entre  las  especies
bacterianas,  disminuye el  número de hospederos susceptibles  de ser  infectados por un
mismo bacteriófago.

De manera similar, Lara y colaboradores (2014) analizaron 89 cepas bacterianas aisladas
del noreste del mar Mediterráneo, incluyendo 52 cepas de Pseudoalteromonas spp., 15 de
Alteromonas spp., 3 de  Marinobacterium spp., 8 de  Vibrio spp., 3 de  Nereida spp., 3 de
Erythrobacter spp. y 5 pertenecientes al orden Bacteroidaceae. Sus resultados evidenciaron
que algunos bacteriófagos poseen la capacidad de infectar múltiples especies bacterianas,
mientras que otros presentan un elevado grado de especificidad hacia sus hospederos. A
partir  de las cepas de  Pseudoalteromonas spp.  se aislaron 25 bacteriófagos,  los cuales
infectaron preferentemente bacterias pertenecientes a géneros filogenéticamente cercanos,
particularmente Alteromonas spp. Este hallazgo sugiere que la proximidad filogenética entre
las especies bacterianas favorece la infección por un mismo bacteriófago. No obstante, los
bacteriófagos generalistas mostraron un rango de infectividad altamente variable, mientras
que los especialistas se limitaron a infectar una o dos cepas bacterianas. En conjunto, estos
resultados evidencian  la  amplia  diversidad funcional  de los bacteriófagos y refuerzan la
importancia de la relación filogenética entre los hospederos como un factor determinante
para el éxito de la infección.

Por lo antes mencionado, dentro de la dinámica bacteriófago–bacteria, uno de los primeros
requisitos es que el bacteriófago sea capaz de infectar a una bacteria hospedera (Bernheim
y Sorek, 2019). Este proceso depende en gran medida, de la capacidad de la bacteria para
defenderse  de  infecciones  virales,  ya  que  existen  diversos  mecanismos  de  defensa
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bacteriana frente a la infección por bacteriófagos (Bernheim y Sorek, 2019; Mayo-Muñoz et
al.,  2024). Adicionalmente, como se mencionó previamente, otro elemento clave de esta
dinámica  que  impulsa  la  evolución  bacteriana  es  la  capacidad  de  las  bacterias  para
mantener, regular y expresar el nuevo material genético adquirido (Mirzaei y Maurice, 2017;
Samson et al., 2013).

En  el  caso  particular  de  E coli,  se  ha  descrito  la  presencia  de  bacteriófagos  que  han
contribuido a la adquisición de diversos factores de virulencia,  como  stx1a, stx2a, perC,
espK,  ltb y  astA,  (Bonanno  et  al.,  2015;  Milani  et  al.,  2023;  Napit  et  al.,  2024).  En  la
actualidad,  los  bacteriófagos  continúan  participando  activamente  en  la  evolución  de  la
patogenicidad de  E. coli al transportar distintos genes de virulencia, lo que da lugar a la
emergencia de nuevos patotipos (Bonanno et al., 2015).

Un ejemplo claro de este fenómeno es el  patotipo  E. coli enteroagregativo hemorrágico
(EAHEC), responsable del brote entérico ocurrido en Alemania en 2011, el cual surgió a
partir de la adquisición del bacteriófago “Stx2-phage” (Grande et al., 2014; Nyambe et al.,
2017).  Este  evento  evidenció  la  relevancia  de  los  bacteriófagos  en  la  generación  de
variantes patógenas de E. coli con un impacto significativo en la salud pública.

Los rumiantes, particularmente los bovinos, constituyen el principal reservorio natural de E.
coli enterohemorrágica (EHEC)  del  serotipo O157:H7, una de las principales  causas de
colitis  hemorrágica  y  síndrome  urémico  hemolítico  (SUH)  en  humanos  a  nivel  mundial
(Karmali  et  al.,  2010;  Ferens  y  Hovde,  2011).  Estos  animales  actúan  como portadores
asintomáticos debido a la ausencia de receptores vasculares (Gb3) para las shigatoxinas
(Stx) en el endotelio de los rumiantes, lo que permite una colonización intestinal persistente
sin manifestar enfermedad clínica (Pruimboom-Brees et al., 2000; Ferens y Hovde, 2011).
La prevalencia de estas cepas en el ganado muestra variaciones estacionales significativas,
siendo más alta durante los meses de verano en Escocia, y se ha identificado que ciertos
animales  denominados  “superexcretores”  pueden  eliminar  altas  cargas  del  patógeno  al
ambiente, actuando como focos críticos de contaminación de alimentos y fuentes hídricas
(Chase-Topping et al., 2008; Ferens y Hovde, 2011).

La  transmisión  a  humanos  ocurre  principalmente  por  ingestión  de  alimentos  o  agua
contaminados con materia fecal, destacando la importancia de las medidas de bioseguridad
en la cadena productiva desde el campo hasta el consumidor (Karmali et al., 2010; Persad y
Lejeune, 2014). Los bacteriófagos desempeñan un papel central en la virulencia de STEC,
ya que los genes stx’s que codifican las shigatoxinas se encuentran en profagos lambdoides
integrados en el  cromosoma bacteriano  (Pinto  et  al.,  2020).  La  diversidad  de sitios  de
inserción  cromosómica  de  estos  bacteriófagos  portadores  de  stx’s permite  diferenciar
genotipos clínicos de aquellos predominantes en el reservorio bovino, observándose una
mayor  diversidad  genotípica  en  aislados  de  origen  bovino  que  en  aquellos  de  origen
humano (Shringi et al., 2012). Específicamente, los aislados bovinos suelen portar el subtipo
stx2c asociado al sitio de inserción sbcB, mientras que los aislados clínicos presentan con
mayor frecuencia stx2a asociado a los sitios wrbA o argW (Shringi et al., 2012).

En relación con la fauna silvestre, diversos estudios han documentado que las cepas de
EHEC  O157:H7  raramente  se  aíslan  de  los  animales  silvestres,  con  la  excepción
significativa de ciervos (Cervus elaphus), que pueden actuar como puentes epidemiológicos
entre ambientes naturales y zonas de producción pecuaria (Ferens y Hovde, 2011; Kim et
al., 2020). Asimismo, investigaciones recientes han identificado que especies como jabalíes
(Sus  scrofa),  aves  sinantrópicas  y  roedores  pueden  portar  esporádicamente  cepas
patógenas,  contribuyendo  a  la  diseminación  ambiental  del  microorganismo  (Persad  y
Lejeune, 2014; Kim et al., 2020). 
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En un estudio realizado en el noreste de México, en la Reserva de la Biósfera de Janos,
Chihuahua,  se  logró  aislar  un  total  de  61  cepas  positivas  a  por  lo  menos  un  gen  de
virulencia asociado con los patotipos de E. coli enteropatógena (EPEC) y E. coli productora
de shigatoxinas (STEC), a partir de 55 carnívoros muestreados. Los resultados mostraron el
aislamiento de 22 cepas STEC en un coyote (Canis latrans), 23 cepas de EPEC atípicas
(EPECa) en una zorra del desierto (Vulpes macrotis), así como 13 cepas de EPECa y 3
cepas de STEC en un zorrillo encapuchado (Mephitis macroura). Además, se observó la
presencia  de  filogrupos  indeterminados  en  algunas  de  estas  cepas.  Estos  hallazgos
Identifican  a  los  carnívoros,  y  especialmente  a  los  cánidos  silvestres,  como  posibles
reservorios de cepas STEC (López-Islas eta al., 2022).

Además, en la Reserva de la Biósfera de Janos, Chihuahua, se han aislado cepas de E. coli
asociadas  con  los  patotipos  EIEC,  EPEC  y  STEC  a  partir  de  bisontes  (Bison  bison)
silvestres. De manera similar a lo observado en las cepas recuperadas de carnívoros de
esta región, algunas de estas cepas presentaron un filogrupo indeterminado. Asimismo, las
cepas aisladas de bisontes mostraron perfiles de multirresistencia (López-Islas et al., 2024).
En conjunto, estos estudios sugieren la posibilidad de que las cepas de E. coli presentes en
la Reserva de la Biósfera de Janos, Chihuahua, puedan movilizarse entre distintas especies
animales, lo cual tiene importancia en salud animal, debido a que es una reserva en la cual
conviven  especies  silvestres  con animales  domésticos,  resultado  de la  ganadería  y  los
acuerdos para la conservación de la biodiversidad (Comisión Nacional de Áreas Naturales
Protegidas, 2012).

En 2010, se registró un brote multiestatal en Estados Unidos de E. coli O154:H28 (STEC),
el cual tuvo su origen en el consumo de lechuga cultivada en el sur de Arizona. En este
brote, se detectó la presencia de enterobacterias patógenas en lechugas, como Salmonella
spp. y E. coli patógena, se relacionó con contaminación fecal proveniente de perros (Canis
lupus familiaris) y coyotes. A partir de 358 muestras de heces de perros callejeros y 103
muestras  de  heces  de  coyotes,  se  aislaron  18  cepas  de  EPECa,  de  las  cuales  13
provinieron de perros y 5 de coyotes. Asimismo, se aislaron 66 cepas de Salmonella spp.,
distribuidas equitativamente entre perros y coyotes (33 cepas en cada uno) (Jay-Russell et
al., 2014).

Sin embargo, no se detectaron cepas STEC ni en perros ni en coyotes, por lo que estos
animales no pudieron ser identificados como la fuente de contaminación de las lechugas.
No  obstante,  los  resultados  sugieren  que  pueden  comportarse  como  reservorios  de
enterobacterias con potencial patogénico en zonas agrícolas y ganaderas (Jay-Russell et
al., 2014).

Kim y colaboradores (2020) señalan que algunas especies de animales de vida silvestre
han sido identificadas como reservorios emergentes de E. coli productoras de shigatoxinas
(STEC),  ampliando el  espectro de fuentes de infección más allá  del  ganado tradicional.
Entre las especies de rumiantes silvestres que mencionan como reservorios de STEC están
los bisontes. En bisontes se han detectado cepas de E. coli O157:H7, clásicamente descrita
para  humanos  y  bovinos,  con  prevalencias  de  19.9%,  detectadas  en  las  uniones
anorectales, mientras que su detección en heces es de 42.1% (Reinstein et al., 2007). 

Estudios  metagenómicos  del  rumen han  revelado  una amplia  diversidad  de  secuencias
asociadas  a  bacteriófagos,  incluyendo  genes  relacionados  con  la  replicación  y
empaquetamiento de bacteriófagos, principalmente asignados a los  phylum Bacteroidetes,
Firmicutes  y  Proteobacteria  (Reddy et  al.,  2014).  Específicamente,  los  bacteriófagos de
ARN  monocatenario  de  la  clase  Leviviricetes  constituyen  componentes  dinámicos  del
viroma  ruminal,  mostrando  patrones  de  replicación  y  depredación  que  sugieren
interacciones presa-depredador con sus hospederos bacterianos. Estos fagos, que se unen
a pili retráctiles en la superficie bacteriana, pueden interferir con la conjugación bacteriana y
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potencialmente  modular  la  diseminación  de  genes  de  resistencia  a  antibióticos
(Alexandersen et al., 2025).

Otro factor clave de la importancia de transferencia de material genético es la diseminación
de genes de resistencia a antibióticos (GRA), la cual representa un desafío crítico para la
salud pública global. Muchos de estos GRA están en elementos genéticos móviles como los
bacteriófagos y los  plásmidos,  los cuales son los  principales  vehículos  de transferencia
horizontal  de  estos  GRA  (Colavecchio  et  al.,  2017;  Torres-Barceló,  2018).  Aunque
tradicionalmente se consideraba que los bacteriófagos líticos no codifican GRA de manera
habitual, su papel como vectores de transducción permiten movilizar accidentalmente ADN
bacteriano,  incluyendo  plásmidos  que  portan  determinantes  de  resistencia
(Gomathinayagam et al., 2024). Estudios recientes han demostrado que los bacteriófagos
lisogénicos pueden integrarse en el cromosoma bacteriano como profagos y portar GRAs,
contribuyendo  tanto  a  la  transferencia  vertical  como horizontal  (Lekunberri  et  al.,  2017;
Enault et al., 2017). En particular, análisis de viromas han identificado una alta abundancia
de genes como blaTEM, blaCTX-M y mecA asociados a fracciones fágicas, lo que evidencia
su papel como reservorios de resistencia (Lekunberri et al., 2017; Enault et al., 2017).

En la frontera entre plásmidos y bacteriófagos da lugar a los bacteriófagos tipo plásmidos
(P-P),  entidades  extra-cromosómicas  que  tienen  características  de  ambos  elementos
(Pfeifer y Rocha, 2024). Estas entidades pueden existir como plásmidos de ADN circular
durante la fase lisogénica,  replicándose de manera autónoma, pero bajo condiciones de
estrés son capaces de empaquetarse en partículas fágicas infecciosas (Pfeifer y Rocha,
2024;  Moura  de  Sousa  et  al.,  2021).  Esta  dualidad  les  confiere  una  ventaja  evolutiva
significativa, ya que facilitan la propagación de la multirresistencia al combinar la estabilidad
hereditaria  de  los  plásmidos  con  la  capacidad  de  transferencia  horizontal  mediada  por
bacteriófagos (Gomathinayagam et al., 2024; Pfeifer y Rocha, 2024). 

Gomathinayagam y colaboradores (2024) señalan que, aunque los plásmidos típicamente
codifican genes de resistencia y los bacteriófagos no contienen ARGs, los profagos con
características plasmídicas son capaces de codificar y diseminar eficazmente genes que
confieren resistencia a múltiples fármacos. Además, la presencia de estos elementos en
ambientes acuáticos y en muestras de origen animal sugiere que el ambiente actúa como
un  reservorio  significativo  para  la  diseminación  de  ARGs  mediada  por  bacteriófagos
(Lekunberri et al., 2017; Colavecchio et al., 2017).

En ambientes ruminales se ha estudiado la presencia de GRA, estudios metagenómicos del
material  genético  proveniente  de  ambiente  ruminal  de  un  Yack  (Bos  mutus),  han
demostrado la presencia de genes de resistencia, encontrando un total de 1,053 GRA entre
ellos genes de resistencia a las tetraciclinas, fluoroquinolonas, macrólidos, aminoglucósidos,
carbamazepina, entre otros (Yang et al., 2025).

La interacción entre rumiantes domésticos, fauna silvestre y el entorno genera una red de
relaciones ecológicas complejas que favorece la persistencia de cepas patógenas, así como
la adquisición y diseminación de FV y GRA. Esta dinámica representa un desafío continuo
para la salud pública, especialmente en regiones con alta densidad de producción ganadera
(Persad  y  LeJeune,  2014;  Kim  et  al.,  2020).  Estas  interacciones  ecológicas  adquieren
especial  relevancia  debido  a  que  aproximadamente  el  61  %  de  las  Enfermedades
infecciosas emergentes (EIDs) son zoonóticas y, de estas, el 71 % tienen su origen en la
fauna  silvestre.  En  este  contexto,  la  interfaz  entre  fauna  doméstica,  fauna  silvestre  y
humanos  favorece  la  transmisión  de  agentes  infecciosos  entre  diferentes  especies,
facilitando posteriormente su propagación hacia la población humana. Entre los patógenos
identificados en esta interfaz se encuentran el virus de la influenza, Brucella spp., E. coli y
Salmonella spp.
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Uno de los principales factores que favorecen el salto de agentes infecciosos entre fauna
silvestre,  animales  domésticos y humanos es la  presencia  de actividades ganaderas en
áreas naturales.  La  transmisión  de estas  enfermedades  está  determinada  por  múltiples
factores que abarcan desde escalas moleculares hasta escalas ecológicas (Sánchez et al.,
2022).

Uno  de  los  principales  retos  para  la  salud  pública  es  la  diseminación  de  genes  de
resistencia  a  antimicrobianos  entre  bacterias  zoonóticas,  lo  que  representa  un  riesgo
significativo para la salud humana. Esta dispersión de genes de resistencia se ve favorecida
tanto por la propagación de cepas multirresistentes como por la transferencia horizontal de
genes (THG) entre bacterias presentes en fauna silvestre, animales domésticos y humanos
(Vezeau et al., 2024. 

Asimismo, se ha observado que la contaminación de suelos, agua y pastizales desempeña
un papel  importante  en esta  diseminación,  ya  que estos elementos  forman parte  de la
cadena trófica de distintos animales,  favoreciendo la transmisión de agentes infecciosos
entre fauna silvestre, fauna doméstica y animales de producción como rumiantes (Vezeau et
al., 2024).

No obstante, persiste una interrogante importante en relación con el ambiente ruminal. A
pesar de que se han descrito diversos mecanismos mediante los cuales los bacteriófagos
se  inducen  y  transitan  entre  los  ciclos  líticos  y  lisogénico,  aún  no  se  comprende
completamente  cómo,  en  ambientes  naturales  —particularmente  en  microambientes
complejos como el intestino o el rumen—, los bacteriófagos son estimulados para dirigir
estos  procesos.  Esta  dinámica  podría  favorecer  la  generación  de  nuevas  variantes
bacterianas potencialmente patógenas, especialmente en enterobacterias de relevancia en
salud pública, como E. coli.

Considerando lo anterior, en este trabajo se propone investigar algunas de las bases que
pueden conducir la evolución bacteriana a través del estudio de cepas patógenas de E. coli
recuperadas  de  una  región  ecológica  específica,  en  una  escala  temporal  definida,
pertenecientes a dos órdenes distintos. Nuestro grupo de investigación, entre 2013 y 2014,
recuperó 136 cepas de E. coli portadoras de genes de virulencia (PGV) a partir de muestras
obtenidas de carnívoros y bisontes de la Reserva de la Biosfera de Janos (RBJ), en el
estado de Chihuahua (López-Islas et al., 2022; López-Islas et al., 2024).

Estas  cepas  de  E.  coli PGV-RBJ  fueron  genotipificadas,  identificándose  genotipos
asociados a  E. coli enteropatógena atípica (aEPEC),  E. coli enterohemorrágica (EHEC) y
cepas portadoras de los genes stx1, stx2, escV y eae. La genotipificación se realizó bajo el
esquema propuesto por Clermont y colaboradores (2013), demostrando que la mayoría de
las  cepas  no  se  agrupan  dentro  de  los  filogrupos  clásicos  establecidos  por  dicha
metodología.  Asimismo,  algunas  cepas aisladas  de los  mismos individuos  compartieron
serogrupos,  pero  presentaron  perfiles  variables  de  factores  de  virulencia  (FV),  incluso
dentro de un mismo hospedero, lo que sugiere que las cepas de E. coli, aún en un ambiente
compartido, pueden estar sujetas a distintos procesos evolutivos.

Bajo esta premisa, nuestro grupo analizó 136 cepas de  E. coli PGV mediante análisis de
High Resolution Melting (HRM) de los genes  rpoD y  rpoS,  los cuales codifican factores
sigma,  requerido para la  transcripción  de material  genético,  los  cuales  se asocian  a la
transcripción de factores de virulencia (Mitra et al., 2014). Los resultados mostraron que la
adquisición  de  genes  de  virulencia  sigue  patrones  específicos  asociados  a  un  fondo
genético  determinado  (López-Islas,  2022).  En  conjunto,  considerando  la  presencia  de
eventos  ecológicos  y  evolutivos  en  la  RBJ,  se  plantea  que  los  bacteriófagos  podrían
participar activamente en los procesos evolutivos que dan origen a nuevas variantes de E.
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coli con  perfiles  variables  de  factores  de  virulencia,  generando  cepas  patógenas  con
potencial impacto en la salud pública.

En este estudio se plantea la siguiente pregunta de investigación: ¿Cómo participa el líquido
ruminal,  como componente del microambiente ruminal,  en la inducción de bacteriófagos
presentes en cepas de E. coli portadoras de FV y GRA?

Asimismo,  ¿cómo  podrían  los  bacteriófagos  inducibles  presentes  en  cepas  de  E.  coli
impactar en la diversidad genética de distintas cepas y en la posible transferencia horizontal
de genes de resistencia antimicrobiana y de virulencia?

Hipótesis

1. Los bacteriófagos  presentes en ambientes  gastrointestinales  contienen genes de
resistencia a antimicrobianos (GRA) y factores de virulencia (FV).

2. El  líquido  ruminal  de bovinos  induce la  liberación  de bacteriófagos  en cepas de
Escherichia coli PGV-RBJ y favorece la transición del ciclo lisogénico al lítico, lo que
promueve la generación de variantes bacterianas potencialmente patógenas.

3. Las  cepas  de  Escherichia  coli PGV-RBJ  liberan  bacteriófagos  atemperados  que
portan genes de virulencia,  lo  cual  evidencia  su participación en la  transferencia
horizontal de genes (THG) dentro de una misma región geográfica.

Objetivo general

Evaluar la presencia y participación de los bacteriófagos en la transferencia horizontal de
genes (THG) de resistencia a los antimicrobianos y de virulencia en ambientes naturales,
así como determinar el papel del microambiente ruminal en la inducción del ciclo lítico y las
condiciones  que  favorecen  la  emergencia  de  nuevas  variantes  genéticas  de
microorganismos  patógenos,  con  el  fin  de  identificar  el  papel  de  los  rumiantes  en  la
evolución de enterobacterias de importancia en salud pública.

Objetivos específicos

1. Determinar la presencia de bacteriófagos portadores de genes de resistencia a los
antimicrobianos (GRA) y factores de virulencia (FV) en el tracto gastrointestinal.

2. Evaluar la capacidad del líquido ruminal para inducir el ciclo lítico en cepas de E. coli
portadoras de genes de virulencia (PGV) recuperadas de fauna silvestre.

3. Establecer la dinámica ecológica presente en los bacteriófagos de las cepas de E.
coli PGV  así  como  su  participación  en  la  transferencia  horizontal  de  genes  de
virulencia y de resistencia a los antimicrobianos.
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Capítulo Uno
Identificación de genes de resistencia a antimicrobianos en contenido

intestinal de un Coyote (Canis latrans)

Introducción 

El incremento en la resistencia a los antimicrobianos (RAM) representa actualmente una de
las  crisis  de  salud  pública  más  importantes  del  siglo  XXI,  ya  que  dificulta  de  manera
significativa el tratamiento de enfermedades infecciosas de relevancia sanitaria (Miltgen et
al., 2026). El Centro para el Control y la Prevención de Enfermedades (CDC) de EE. UU. ha
documentado un aumento en la mortalidad asociada a infecciones bacterianas, incluidas
aquellas  que  previamente  se  encontraban  bajo  control,  debido  a  la  emergencia  de
patógenos multirresistentes (MDR) (Murray et al., 2022). Se estima que, para el año 2050,
las infecciones causadas por microorganismos multirresistentes podrían ocasionar hasta 10
millones  de  muertes  anuales  a  nivel  mundial  (Cross  et  al.,  2026).  Además,  la  RAM
incrementa  la  duración  de  las  estancias  hospitalarias,  alcanzando  hasta  11.65  días
adicionales por paciente, y prolonga los tratamientos terapéuticos, lo que se traduce en un
aumento considerable de los costos para los sistemas de salud pública (Stewardson et al.,
2016). Esta crisis sanitaria es consecuencia de la emergencia y reemergencia de agentes
patógenos  multirresistentes,  entre  los  que  destacan  Klebsiella  spp.,  Escherichia  coli,
Pseudomonas  aeruginosa,  Staphylococcus  aureus y  Proteus  spp.,  entre  otros.  En  este
sentido, desde 2011, la Organización Mundial de la Salud (OMS) declaró emergencia global
debido  al  aumento  de  las  infecciones  multirresistentes,  atribuido  principalmente  al  uso
indiscriminado e inadecuado de antibióticos. La OMS advierte incluso que nos encontramos
ante una crisis que podría conducir a una era postantibiótica, caracterizada por el riesgo de
brotes  epidémicos  de  infecciones  bacterianas  para  las  cuales  los  tratamientos
antimicrobianos resulten insuficientes (Murray et al., 2022; Stewardson et al., 2016).

Una de las principales causas atribuidas al incremento de la multirresistencia en diversos
patógenos es el uso excesivo e inapropiado de antibióticos, lo cual ha generado una intensa
presión  de  selección  que  favorece  la  proliferación  de  microorganismos  con  resistencia
natural. Bajo este fenómeno, los microorganismos capaces de sobrevivir a los tratamientos
antimicrobianos incrementan su frecuencia poblacional  después de tratamientos clínicos,
mientras que las poblaciones susceptibles se reducen significativamente (Michaelis et al.,
2023).

No obstante, la RAM no se explica únicamente por la selección natural inducida por el uso
de antibióticos. Uno de los mecanismos clave en la diseminación de genes de resistencia es
la transferencia horizontal de genes (THG), mediante la cual los microorganismos pueden
adquirir genes de resistencia provenientes de otros microorganismos (von Wintersdorff et
al., 2016; Vinayamohan et al., 2022).

Sin  embargo,  la  simple  adquisición  de  genes  de  resistencia  no  explica  por  sí  sola  la
diversificación de los mecanismos de resistencia observados en las bacterias, como ocurre
en el caso de los betalactámicos (Fröhlich et al., 2021). Esta diversificación es el resultado
de  múltiples  mecanismos  evolutivos,  entre  ellos  la  presencia  de  genes  ortólogos,
duplicaciones génicas, cambios estructurales, mutaciones puntuales y modificaciones en la
función enzimática (Fröhlich et al., 2021).

Como  ya  se  ha  mencionado,  la  THG  constituye  uno  de  los  principales  mecanismos
evolutivos  de  las  bacterias,  permitiéndoles  adquirir  y  diseminar  rápidamente  genes,
incluidos aquellos asociados a la resistencia antimicrobiana (GRAs) (von Wintersdorff et al.,
2016). La THG puede ocurrir entre bacterias de distintos géneros, facilitando la dispersión
de genes de resistencia en comunidades microbianas y acelerando la adaptación bacteriana
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frente a la  presión selectiva ejercida por los antibióticos (Arber,  2000).  Los mecanismos
canónicos  de  la  THG  incluyen:  transformación,  que  implica  la  captación  de  ADN  libre
presente  en  el  ambiente  extracelular;  conjugación,  que  requiere  contacto  directo  entre
bacterias mediante estructuras especializadas como las fimbrias o el sistema de secreción
tipo  IV,  y  permite  la  transferencia  de  elementos  genéticos  móviles  como  plásmidos  y
transposones;  y  transducción,  que  consiste  en  la  transferencia  de  ADN  mediada  por
bacteriófagos (Partridge et al., 2018).

Un ejemplo de lo anterior es lo observado por Li y colaboradores (2025), quienes reportan la
presencia de un plásmido denominado pNDM KPC (portador de los genes blaKPC-2 y blaNDM-1)
con  una  alta  eficiencia  de  conjugación.  Dicha  capacidad  fue  demostrada  mediante  la
inducción  de  la  conjugación  entre  la  cepa  donadora  (Citrobacter  freundii)  y  una  cepa
receptora (E. coli  J53),  integrando a la  secuencia  IS26 apoyado del  integrón  IntI,  en el
plasmido  pNDM  KPC.  Como  resultado,  se  observó  un  efecto  sinérgico  frente  a
antimicrobianos  como  aztreonam  en  combinación  con  ceftazidima/avibactam,
meropenem/vaborbactam  e  imipenem/relebactam.  Estos  hallazgos  sugieren  que  la
multiresistencia en la cepa donadora es mediante la THG. 

Otro ejemplo relevante es el gen mcr-1, responsable de la resistencia a polimixina, el cual
se encuentra ampliamente distribuido entre diversas bacterias y se asocia principalmente a
eventos de conjugación (Liu et al., 2016). 

Aunque  la  conjugación  ha  sido  ampliamente  estudiada,  la  transducción  mediada  por
bacteriófagos ha sido históricamente subestimada en su contribución a la diseminación de
la RAM. Por ello,  el papel de la transducción en la transferencia de GRA permanece en
debate y requiere mayor investigación, particularmente en la relación con la contribución de
los  bacteriófagos  a  la  adquisición  de  estos  genes  y  a  la  generación  de  cepas
multirresistentes (Borodovich et al., 2022; Brown-Jaque et al., 2015). 

Sin  embargo,  existe  evidencia  que  indica  que  los  bacteriófagos  actúan  como  vectores
eficientes de GRAs, además de genes de virulencia, influyendo de manera significativa en la
evolución de patógenos de importancia en salud pública (Balcazar, 2014). Esto se debe a
que, durante el ciclo lítico, un bacteriófago puede empaquetar accidentalmente fragmentos
del  genoma bacteriano del  hospedero en lugar  de su propio material  genético.  Entre el
material  genético  que  puede  ser  empaquetado  se  incluyen  genes  de  resistencia  a
antimicrobianos  (Haaber  et  al.,  2016).  Una  vez  empaquetado  este  material  genético  y
formados los nuevos viriones, estos son liberados al medio mediante lisis, iniciando nuevos
ciclos  de  infección  en  los  que  puede  ocurrir  la  transducción.  Este  proceso  puede
presentarse de dos  formas:  transducción  generalizada  y  transducción  especializada.  La
transducción generalizada ocurre cuando fragmentos aleatorios del  ADN bacteriano son
empaquetados,  mientras  que  la  transducción  especializada  implica  la  transferencia  de
genes adyacentes al sitio de integración de un bacteriófago atemperado (profago) durante
su escisión del genoma bacteriano al pasar del ciclo lisogénico al ciclo lítico (Haaber et al.,
2016). 

Para que ocurra el proceso de transducción, tras la inyección del nuevo material genético,
los bacteriófagos “transductores” deben ser capaces de recombinarse con el genoma del
nuevo  hospedero,  siempre  que  existen  regiones  de  homología.  Este  es  el  caso  de
Staphylococcus aureus, donde se ha observado que los sitios de inserción son sitios de
recombinación,  generando  una  transducción  especializada  (Bowring  et  al.,  2022).  Así
mismo,  se observó que S. aureus resistente a meticilina  (MRSA) adquirió  el  gen  mecA
integrado en el cassette cromosomal SCCmec, mediante elementos genéticos móviles con
afinidad por sitios específicos del cromosoma bacteriano (Kayatama et al., 2000).

Además, se han descrito entidades tipo bacteriófago, como partículas virales y vesículas,
que contienen fragmentos de ADN asociados a bacteriófagos y a células hospedadoras,
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pero que por sí solas son incapaces de llevar a cabo la transducción. A estas entidades tipo
bacteriófagos se les conoce como agentes de transferencia  génica (GTA),  que también
pueden facilitar el intercambio genético (Lang et al., 2012). La eficiencia de la transducción
depende de factores como la especificidad del hospedero, la abundancia de bacteriófagos y
la densidad bacteriana (Balcazar, 2014).

Diversos estudios han propuesto el papel de los bacteriófagos en la transferencia de genes
de resistencia  en patógenos de relevancia  en salud pública.  Un ejemplo  de ello  se ha
documentado en Staphylococcus spp., donde se ha descrito la asociación entre un profago
y el gen  erm (eritromicina ribosomal metilasa),  el  cual confiere resistencia a macrólidos,
lincosamidas  y  estreptogramina  B.  Este  fenómeno  fue  reportado  en  cepas  de
Staphylococcus xylosus, en las que, mediante análisis de secuenciación, se identificó el gen
erm integrado  en  el  profago  ΦJW4341.  Posteriormente,  ensayos  experimentales  de
conjugación  y  electrotransformación  realizados  en  cepas  de  Staphylococcus  aureus
JW4341  no  lograron  evidenciar  la  transferencia  del  gen  erm,  lo  que  sugiere  que  su
movilización ocurre principalmente a través de mecanismos de transducción (Wipf et al.,
2014).

Otro ejemplo es la transferencia experimental de resistencia a eritromicina y tetraciclina,
observada en cepas de Staphylococcus aureus mediada por el profago Φ11, lo que pone de
manifiesto el papel de los bacteriófagos en la emergencia de nuevos linajes resistentes a los
antibióticos.  Haaber y colaboradores (2016) demostraron que el  profago Φ11 induce un
evento de autotransducción dependiente del  sistema RecA-CI,  pero independiente de la
respuesta SOS, y que su sola presencia es suficiente para promover este mecanismo tanto
in vitro como in vivo. 

En ambientes hospitalarios se ha detectado la presencia de partículas fágicas portadoras de
genes de resistencia como tet (gen de resistencia a tetraciclinas), erm, bla a betalactámicos,
entre otros, encontrando 215 bacteriófagos que portan en sus genomas GRA, en total 16
tipos de GRA y 108 subtipos  identificados,  lo  que podría facilitar  la  diseminación  de la
resistencia antimicrobiana en hospitales (Kang et al.,  2024). En bacterias gramnegativas
como  E. coli y  K. pneumoniae, recuperadas de efluentes hospitalarios, se han detectado
bacteriófagos portadores de genes de betalactamasas de espectro extendido como blaTEM,
blaSHV, y blaCTX-M, mostrando la contribución de los bacteriófagos en la adquisición de genes
de resistencia a betalactámicos de espectro extendido (Mahdavi et al., 2022).

Dentro de la  dinámica de la  THG de resistencia,  el  microbioma intestinal  constituye un
entorno crítico para el intercambio de genes de resistencia, ya que alberga una comunidad
diversa de bacteriófagos, conocida como fagoma, el cual permite el intercambio de genes
(Hu et al., 2024). Esta situación también se ha observado en el ambiente intestinal de los
cerdos. En un estudio realizado con bacteriófagos intestinales de 112 cerdos, se analizaron
las características compartidas entre las comunidades de bacteriófagos, así como los genes
potencialmente distribuidos en el fagoma intestinal. Los resultados mostraron la presencia
de un total de 241 genes de GRA asociados con los bacteriófagos del fagoma intestinal de
los  cerdos  (Hu  et  al.,  2024).  Estudios  metagenómicos  en  humanos  y  animales  han
identificado 25 clases y 53 subtipos de ARGs en bacteriófagos, incluidos genes asociados a
resistencia a tetraciclinas, betalactámicos, sulfonamidas, entre otros (Napit et al., 2025). De
acuerdo con lo mencionado, el fagoma intestinal podría actuar como un reservorio genético
que facilita la transferencia de ARGs (Napit et al., 2025). 

Un  análisis  metagenómico  de  33  viromas  de  distintos  hábitats  —incluyendo  heces  de
animales y humanos, aguas residuales, aguas limpias y ambientes marinos— muestra la
presencia  de  GRA.   Además,  se  encontró  bacteriófagos  que  en  su  genoma contenían
secuencias de GRA (Calero-Cáceres et al., 2014). De manera similar, en lodos resultantes
del  tratamiento  de  aguas  residuales  se han  encontrado  GRA asociado  a  bacteriófagos
(Lekunberri et al., 2017).
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Según  Yu  y  colaboradores  (2024),  los  bacteriófagos  más  abundantes  en  el  intestino
humano son los Caudovirales, que pueden movilizar ADN bacteriano mediante mecanismos
como la transducción especializada, contribuyendo significativamente a la diseminación de
GRA. El microbioma intestinal actúa como un ecosistema dinámico donde la diseminación
de GRA se ve facilitada  por  los  bacteriófagos a través de la  transducción,  además de
permitir dinámicas ecológicas, como de presa depredador, dinámica de reina roja y matando
al ganador (Kirsch et al., 2021).

Paralelamente,  la  fauna  silvestre  actúa  como  un  reservorio  crucial  y  un  vehículo  de
diseminación de estos genes en el medio ambiente. Gharbi y colaboradores (2026) señalan
que  animales,  especialmente  aves  migratorias,  portan  cepas  con  determinantes  de
resistencia (como los genes gyrA y tet(O)), y su movilidad permite la propagación geográfica
de estos elementos.  Este fenómeno se ve intensificado por la  interfaz con ecosistemas
antropizados; por ejemplo, Zhao y colaboradores (2024) demostraron que la presencia de
ganado  en  pastoreo  modifica  la  microbiota  de  especies  silvestres  simpátricas,
enriqueciendo  la  abundancia  de  genes  de  resistencia  (como  MCR y  vat)  y  elementos
genéticos móviles, lo que subraya el riesgo de transferencia horizontal mediada por fagos
en la interfaz humano-animal.

Según  Calvo-Fernández  y  colaboradores  (2025),  las  interacciones  ecológicas  entre
humanos y fauna silvestre moldean el resistoma, entendido como la totalidad de genes y
mecanismos genéticos que confieren a las bacterias la capacidad de resistir los efectos de
los antibióticos. Este fenómeno fue evaluado en dos especies de perezosos de Costa Rica:
el perezoso de dos dedos (Choloepus hoffmanni) y el perezoso de tres dedos (Bradypus
variegatus).

La primera especie  presenta mayor  movilidad y una dieta más amplia,  mientras que la
segunda posee menor movilidad y una dieta más especializada. Los resultados mostraron
perfiles  de  resistoma  distintos  entre  ambas  especies.  Choloepus  hoffmanni  presentó
resistencia  a  sulfametoxazol,  tetraciclinas,  cloranfenicol,  ampicilina,  trimetoprima  y
ciprofloxacino,  mientras  que  Bradypus  variegatus  únicamente  mostró  resistencia  a
sulfametoxazol.

Además, en  Choloepus hoffmanni se detectó la presencia de genes de resistencia como
tet(A),  tet(B),  blaTEM-1B,  aph(3")-Id,  aph(6)-Id,  sul2,  qnrS1,  floR  y  dfrA8.  Los  autores
observaron que  esta  especie  habita  más cerca  de áreas antropogénicas,  mientras  que
Bradypus  variegatus se  encuentra  en  regiones  más  alejadas  de  la  actividad  humana,
mostrando una correlación entre la presencia de genes de resistencia y la proximidad a
asentamientos humanos.

En este contexto, la cercanía a ambientes modificados por el ser humano puede influir en la
diseminación de cepas de E. coli portadoras de genes de resistencia antimicrobiana (GRA).
Para demostrarlo, los autores analizaron 37 cepas de E. coli, en las cuales identificaron 47
GRA distribuidos entre las distintas cepas, destacando genes asociados con bombas de
expulsión, elementos regulatorios y betalactamasas (Calvo-Fernández et al., 2025).

De  manera  similar,  Wen  y  colaboradores  (2025)  demostraron  que  las  ratas  silvestres
(Rattus spp.) en áreas urbanas y granjas de Hong Kong albergan una alta diversidad de
GRA (incluyendo tetM, floR y mecR1) y bacterias zoonóticas resistentes, entre las cuales se
encuentran  Klebsiella  pneumoniae,  Proteus  mirabilis,  E. coli,  Enterococcus  faecium,
Acinetobacter  baumannii,  Campylobacter  jejuni,  y  Staphylococcus  aureus. En  estos
roedores se reportó una abundancia del 26.61% para tetraciclinas, 12.67% para rifampicina
y  un  10.69%,  especialmente  en  individuos  provenientes  de  entornos  agrícolas,  lo  que
subraya  el  papel  de  estos  roedores  como  vectores  de  diseminación  desde  fuentes
antropogénicas hacia el ambiente natural. 
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En este escenario,  Duman y colaboradores (2025) identificaron que incluso especies en
cautiverio o ambientes acuáticos, como peces ornamentales, pueden portar cepas silvestres
con perfiles de resistencia,  lo que indica que la adquisición de GRA desde el  ambiente
ocurre en diversos taxones y ecosistemas. Lund y colaboradores (2025) señalan que la
compatibilidad genética y la  conectividad ecológica,  particularmente en ambientes como
aguas residuales y el microbioma humano, son factores determinantes en la transferencia
horizontal  exitosa  de  GRA  entre  bacterias,  evidenciando  que  la  fauna  silvestre  que
comparte  estos  nichos  ecológicos  actúa  como  un  eslabón  clave  en  la  diseminación
ambiental de la resistencia antimicrobiana bajo el enfoque de "Una Sola Salud".

Comprender en profundidad la dinámica, ecología y los factores que regulan la transducción
mediada por bacteriófagos, así como su impacto en la adquisición de ARGs es clave para el
desarrollo de estrategias integrales de vigilancia epidemiológica, la evaluación de riesgos
asociados a terapias basadas en bacteriófagos (fagoterapia) y el diseño de intervenciones
innovadoras que permitan interferir  con esta vía de diseminación genética (Argov et  al.,
2017; de Jonge et al., 2019). En este marco, el presente trabajo tiene como objetivo evaluar
la diversidad de bacteriófagos en el ambiente intestinal de un coyote de vida libre, así como
identificar ARGs asociados al fagoma intestinal, con el fin de contribuir al entendimiento del
papel de los bacteriófagos en la diseminación de la resistencia antimicrobiana en ambientes
naturales.
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Abstract 

Antibiotic resistance has become a global public health concern in the last few
years. Given  the widespread rate of recurrence, increasing attention is being turned
toward  environmental   pathways  that  potentially  contribute  to  antibiotic  resistance
genes (ARGs) dissemination outside  the clinical realm. In this study, a metagenome
analysis of intestinal virus-like particle fraction (VLPs) from a wild coyote (Canis
latrans)  revealed  for  the  first  time,  multiple  ARGs,  such   as  B-lactamases  and
multidrug efflux pumps. Description of ARGs presence in natural environ 
ments is critical to understand the emergence of resistant strains. 
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Table 1. Antibiotic resistance genes identified in virus like particles (VLPs)* 

* ARGs identification was completed used the most well-known ARGs databases (Papp et al. 2022)

Introduction 

Metagenomic  analyses  have  been  used  to
estimate  the  incidence  of  ARGs  in  different
antibiotic-contami- nated and natural ecosystems (Li
et  al.  2020).  Metage  nomic  analysis  of  hospital
wastewater  revealed  ARGs  in  bacteriophages,
showing  the  significant  role  of  this  agents  as
reservoirs and dissemination vehicles (Subirats et al.
2016).  ARGs  has  been  also  reported  inside  of
prophages, inside of clinical E. coli strains genomes
(Schroeder  et  al.  2002).  These  data  suggests  that
lateral  transfer  of  ARGs  by  phage-mediated
transduction  could  be  an  important  contributing
factor  in the global spread of  antibiotic  resistance.
The  contribution  of  bacteriophages  to  the
maintenance  and  spread  of  ARGs  has  been  broad
described  in  antibiotic  contam-  inated  ecosystems.
However, in other environments this analysis has not
been  realized.  In  this  pilot  study,  metagenomic
analyses  of  VLPs  recuperated  from  intes-  tinal
content  from  coyote  (Canis  latrans)  were  per-
formed, showing the presence of diverse ARGs. 

             Materials and Methods 

                Samples 

Three  samples  of  intestinal  content  from  recently
deceased coyote, found in Janos Biosphere Reserve,
Chihuahua,  Mexico, during routine inspection. The
samples  were  collected  directly  from  intestine,
placed in sterile plastic containers, and frozen until
processing.  

Metagenome analysis of Virus-Like
Particles (VLPs) 

DNA from VLPs was isolated using a protocol
described  by  Summer  (2009).  The  DNA  samples
were  sequenced  on  a  high-throughput  DNA
sequencer  system  (Illumina  HiSeq™  2000,  San
Diego, CA).  Low-quality reads were  filtered,  and
contiguous se 
quences were  assembled using the online software
metaSPAdes (Nurk et al. 2017). ARGs identification
was  performed  with the  Abricate  software  version
1.0.1., using the databases: AMRFinderPlus, CARD,
Resfinder, ARG-ANNOT, and Plasmid-Finder (Papp
et al. 2022). ViromeQC was used to quantify non-
viral contamination (Zolfo et al. 2019).  
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cont. Supplementary table 1. Antibiotic resistance genes identified in virus like particles (VLPs)* 

* ARGs identification was completed used the most well-known ARGs databases (Papp et al. 2022)

Results and Discussion 

A total of 36,071,420 Illumina sequencing reads
were generated in paired files with a raw read length
of 149 bp and an expected average insert size of 350
bp.   Evaluation  of  DNA  contamination  by
ViromeQC  (Zolfo  et  al.  2019)  showed  a  low
abundance  of  genes  encoding   prokaryotic  or
eukaryotic  ribosomal  RNAs  sequences   and  27
microbial  markers  (0.2%,  0.3%,  and  0.0001%,
respectively). Although contamination with bacterial
chromosomal DNA during VLPs purification is rela-
tively  frequent  and  variable,  the  results  suggest
minimal  contamination. Even the abundance of 16s
rRNA   sequences  could  be  a  consequence  of
generalized trans- duction events (Tian et al. 2015).
A total of 5,783 con- tiguous sequences (nodes) were
assembled. Sequence  analysis of nodes showed 59
different ARGs (Table 1  and Supplementary table
1).  For  many  of  them,   its  mobilization  by
bacteriophages has already been  described (Li et al.
2020). Remarkably, the sequence  analysis revealed
some nodes  with several  ARGs.   For  example,  in
node  142,  there  were  sequences  for   three  ß-
lactamases:  blaCMY-104,  blaCMY-59,  and  blaCMY157

(Supplementary  table  1).  The  results  showed  that

ARGs   can  be  mobilized  by  phages  present  in
intestinal micro- biota. Also highlight the importance
of evaluating the  presence of these genetic elements
in free-range  carni-  vores  and  open the possibility
that  wildlife  animals   could  participate  in  its
spreading in natural  ecosystems.  More studies are
necessary to describe this phenom- non. 
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Capítulo dos
Liberación de bacteriófagos en la cepa de E. coli PGV 26B-Coy 6 portadora de

stx1 y stx2 con mitomicina y líquido ruminal.

Introducción

Escherichia coli es uno de los microorganismos en los que su evolución ha sido resultado,
en gran medida, de la adquisición de distintos genes (Dobrindt et al.,  2010). Algunos de
estos genes han sido incorporados desde otros microorganismos mediante la transferencia
horizontal  de  genes  (THG)  (Frazão  et  al.,  2019),  otorgando  a  E.  coli la  capacidad  de
sobrevivir  y  adaptarse  a  distintas  condiciones  ambientales,  así  como  permitiendo  la
emergencia de variantes patógenas (Leimbach et al., 2013).

Las  variantes  patógenas  de  E.  coli corresponden  a  cepas  portadoras  de  factores  de
virulencia (FV). Un ejemplo de FV adquiridos mediante THG son las shigatoxinas (Stx) (Li et
al.,  2025).  La  presencia  de genes  que  codifican  para  Stx  en  el  genoma de  E.  coli ha
permitido  la  clasificación de un grupo de cepas conocidas como  E. coli productoras de
shigatoxinas (STEC) (Döpfer et al., 2010). Dentro de este grupo se encuentra el patotipo de
E. coli enterohemorrágico (EHEC) (Etcheverría y Padola, 2013).

Las cepas STEC son de gran importancia en salud pública debido a la elevada morbilidad y
mortalidad que ocasionan anualmente (Liu et al., 2022). Las infecciones por STEC pueden
provocar diarrea hemorrágica severa, deshidratación y, en los pacientes que sobreviven, el
desarrollo del síndrome urémico hemolítico. Esta afección puede causar insuficiencia renal
aguda  y,  en  algunos  casos,  sintomatología  neurológica  asociada  (Khalid  et  al.,  2023;
Vanesse et al., 2023).

Algunas de las cepas STEC de relevancia en salud pública han sido aisladas de rumiantes
domésticos, silvestres y otros animales de fauna silvestre (Chui et al., 2015). Entre las más
importantes se encuentra  E. coli O157:H7,  que es una de las principales  causantes de
brotes de enfermedades entéricas en humanos (Ray y Singh, 2022). Esta enfermedad es
considerada una zoonosis y un agente contaminante de alimentos, además de clasificarse
como una enfermedad emergente y reemergente (Dallman et al., 2022; Kolodziejek et al.,
2022).

Estudios  en  bisontes  (Bison  bison)  revelan  que  esta  especie  puede  actuar  como  un
reservorio  de  E.  coli O157:H7  portadora  de  shigatoxinas,  con  una  prevalencia  fecal
promedio del 42.1% y una prevalencia en la mucosa rectoanal del 19.9%. Estos aislados de
bisonte poseían los genes de virulencia  stx2,  eae,  hlyA y  fliC, lo que indica su potencial
patógeno para humanos (Reinstein et al., 2007). Investigaciones más recientes en bisontes
de vida libre en México identificaron cepas de  E. coli con perfiles de virulencia atípicos,
incluyendo  combinaciones  inusuales  de  genes  como  stx2,  eae e  ial,  y  una  notable
resistencia  a  múltiples  antimicrobianos,  incluyendo  betalactámicos,  cloranfenicol  y
aminoglucósidos (López-Islas et al., 2024). 

Ray y Singh (2022) afirman que el  ganado vacuno es el  principal  reservorio de  E. coli
productora  de  shigatoxinas  (STEC),  destacando  que  la  colonización  asintomática  y  la
eliminación fecal masiva constituyen factores clave en la contaminación de alimentos y del
medio ambiente. De igual forma, carnívoros silvestres como los coyotes (Canis latrans) y
rumiantes silvestres como bisontes y ciervos también presentan con frecuencia la presencia
de genes stx, particularmente el subtipo stx2, que se asocia con las formas más graves de
enfermedad en humanos, como el síndrome urémico hemolítico (Ray y Singh, 2022).
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En un estudio realizado por López-Islas y colaboradores (2022), se reportó una prevalencia
de E. coli portadoras de genes de virulencia del 75.4% en carnívoros silvestres del norte de
México, incluyendo coyotes (Canis latrans), zorras del desierto (Vulpes macrotis) y zorrillos
(Mephitis macroura). Entre los genes identificados se encuentraron stx1, stx2, escV y eae,
en diversas combinaciones, asimismo, se documentó la presencia de múltiples serotipos,
entre ellos O153, O175, O139, O75, O21, O17, O110, O63, O93 y O96.

Por otra parte, la emergencia de nuevos serotipos de STEC (como O113, O91 y O22), así
como de cepas híbridas que combinan factores de virulencia de distintos patotipos, junto
con el incremento en la resistencia a antimicrobianos —incluyendo colistina y cefalosporinas
de espectro extendido—, ha sido documentada tanto en ganado como en fauna silvestre
(Ray y Singh, 2022).

Un ejemplo de un brote emergente de  E. coli más relevantes de los últimos años fue el
ocurrido  en  Alemania  en  2011,  causado  por  una  cepa  híbrida  EAEC/STEC  O104:H4
portadora de los genes  stx2 y  agg. Dicha variante fue responsable de aproximadamente
4,000 casos de enteritis  hemorrágica aguda y un total  de 50 muertes (Jandhyala et al.,
2013). El análisis genético de la cepa involucrada reveló la presencia de un conjunto de
genes característicos de diversos patotipos de E. coli, los cuales fueron adquiridos mediante
THG  (Zhou  et  al.,  2015).  En  particular,  el  gen  stx2 fue  incorporado  a  través  de  la
transducción mediada por un bacteriófago portador de dicho gen (Beutin et al., 2013).

Las shigatoxinas presentes en las cepas STEC se clasifican en dos grandes grupos: stx1,
con tres subtipos (stx1a,  stx1b y  stx1c),  y  stx2,  con siete subtipos (stx2a,  stx2b,  stx2c,
stx2d,  stx2e,  stx2f y  stx2g)  (Baranzoni  et  al.,  2016;  Krüger  et  al.,  2018).  Las Stx están
codificadas en el  genoma de bacteriófagos del  género  Lambdavirus;  en algunos casos,
estos  bacteriófagos  pueden  encontrarse  integrados  de  manera  críptica  en  el  genoma
bacteriano, perdiendo la capacidad de liberarse de su hospedero (Fang et al., 2022). Sin
embargo, los bacteriófagos del género  Lambdavirus podrían participar en la THG cuando
son inducidos y se liberan del genoma bacteriano (Meyer et al., 2012).

Los bacteriófagos que son inducidos desde el genoma de una bacteria pueden generar tres
diferentes  tipos  de  ciclos  virales  en  una  bacteria  hospedera,  conocidos  como  ciclo
lisogénico, ciclo pseudolisogénico y ciclo lítico (Li et al., 2024; Gandon, 2016).

En el ciclo lisogénico, un bacteriófago que proviene de una infección previa infecta a una
bacteria susceptible.  Durante una infección exitosa, el  bacteriófago introduce su material
genético  (MG)  en  la  célula  bacteriana  y,  mediante  enzimas como las  integrasas,  dicho
material  genético se integra en el  genoma bacteriano,  formando un profago (Kasman y
Porter, 2022). Este nuevo material genético puede recombinarse a través del sistema de
recombinación RecA con el genoma de la bacteria hospedera, dando lugar a cepas con
variantes  genéticas.  Este  proceso  es  conocido  como  transducción  mediada  por
bacteriófagos. Este mecanismo contribuye a la aparición de nuevas variantes genéticas,
incluyendo la emergencia de nuevas cepas patógenas de E. coli (Fillol-Salom et al., 2019).

En  el  ciclo  pseudolisogénico,  un  bacteriófago  infecta  exitosamente  a  una  bacteria  e
introduce  su  material  genético  (MG),  sin  embargo,  este  material  permanece  en  estado
quiescente en el citoplasma bacteriano sin integrarse al genoma (Łoś y Węgrzyn, 2012).
Posteriormente,  dependiendo  de  las  condiciones  internas  y  externas  de  la  bacteria
hospedera, el bacteriófago puede entrar en un ciclo lítico o establecer un ciclo lisogénico
(Łoś y Węgrzyn, 2012).

En el ciclo lítico, el MG del bacteriófago se replica utilizando la maquinaria genética de la
bacteria  con el  objetivo  de  producir  nuevos  viriones.  De manera paralela,  se  sintetizan
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enzimas líticas  que permiten  la  liberación  de los  viriones  mediante  la  lisis  de la  célula
bacteriana, lo que inicia nuevos ciclos infecciosos (Hobbs y Abedon, 2016).

Estos  tres  ciclos  se  encuentran  relacionados,  ya  que,  tras  un  ciclo  lítico,  las  nuevas
partículas  virales  pueden  infectar  un  hospedador  y  se  puede  establecer  un  estado
pseudolisogénico o iniciarse un ciclo lisogénico (Łoś y Węgrzyn, 2012). Esta interconexión
favorece eventos de evolución bacteriana mediada por la transferencia horizontal de genes
y contribuye a la aparición de nuevas variantes de cepas patógenas (Zhang et al., 2022).

El ciclo lítico y el ciclo lisogénico han contribuido a la evolución de cepas de E. coli hacia el
patotipo STEC,  particularmente en el  caso de los bacteriófagos lambdoides (Salmond y
Fineran,  2015;  Carter  et  al.,  2021).  A  pesar  de  que  algunos  bacteriófagos  del  género
Lambda pueden volverse crípticos, una fracción de los bacteriófagos lambdoides mantiene
su capacidad de excindirse, lo que permite que, bajo ciertas condiciones, se inicie un nuevo
proceso lítico (Gandon, 2016).

En los bacteriófagos del género Lambda, la regulación entre los ciclos lítico y lisogénico ha
sido ampliamente estudiada (Koudelka et al., 2004; Shao et al., 2019). Para dar inicio al
proceso de inducción de la lisis bacteriana y la liberación de nuevos viriones, se requiere
una respuesta finamente regulada por un conjunto de proteínas (Lee et al., 2015). Entre las
proteínas clave involucradas en la inducción del ciclo lítico se encuentra la proteína CI,
codificada por el gen  cI, presente en el genoma de los bacteriófagos del género Lambda
(Serra-Moreno et al., 2008).

La proteína CI actúa como un represor transcripcional al bloquear la expresión de los genes
asociados al proceso de lisis bacteriana (Serra-Moreno et al., 2008). Para ello, CI forma
estructuras oligoméricas que se unen a los sitios operadores OR (operador derecho) y OL
(operador  izquierdo),  fenómeno  asociado  a  su  función  de  autorregulación  (Tyler  et  al.,
2004).  Esta  oligomerización  impide  la  unión  de  la  ARN  polimerasa  a  los  promotores
correspondientes, inhibiendo la transcripción de las regiones OR y OL y, en consecuencia,
el inicio del ciclo lítico (Shi y Friedman, 2001).

Esto se debe a que las regiones OR y OL regulan la transcripción de los genes asociados a
la  lisis  bacteriana,  y  se  encuentran  separadas  por  aproximadamente  2.4  kilobases
(Hochschild y Lewis, 2009). El operador OR está compuesto por tres sitios (OR1, OR2 y
OR3) y  se localiza  entre  dos promotores:  PR (promotor  derecho)  y  PRM (promotor  de
mantenimiento del represor del fago lambda). Por su parte, el operador OL está conformado
por tres sitios (OL1, OL2 y OL3) y un único promotor, PL (promotor izquierdo) (Hochschild y
Lewis, 2009).

No obstante, la proteína CI también puede actuar como un activador transcripcional del gen
cI,  regulando  positivamente  su  propia  expresión  y  manteniendo  el  estado  lisogénico
(Koudelka et al., 2004; Hochschild y Lewis, 2009).

Para que se inicie el ciclo lítico es necesario el corte proteolítico de los oligómeros de la
proteína  CI  (Hochschild  y  Lewis,  2009).  Este  proceso  ocurre  mediante  una  reacción
autocatalítica inducida por la interacción de la proteína RecA con CI. El sitio consenso para
que se lleve a  cabo el  corte autocatalítico  es una región dipeptídica  que,  según se ha
reportado, puede ser alanina-glicina, cisteína-glicina y leucina-glicina (Koudelka, 2004). La
degradación  de  CI  libera  los  operadores  OR  y  OL,  permitiendo  la  unión  de  la  ARN
polimerasa y el inicio de la transcripción de los genes asociados a la lisis (Shi y Friedman,
2001; Hochschild y Lewis, 2009).

El  corte  proteolítico  de la  proteína CI  mediado  por  RecA depende  de la  activación del
sistema  SOS  de  respuesta  al  daño  y  reparación  del  ADN  (Galkin  et  al.,  2009).  En
condiciones normales,  los genes SOS permanecen reprimidos por la proteína LexA. Sin
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embargo,  tras  el  daño  al  ADN,  LexA  sufre  un  corte  autolítico  mediado  por  filamentos
activados de RecA, lo que permite la eliminación del represor de la transcripción de los
genes SOS y, a su vez, la transcripción por la ARN polimerasa (Adikesavan et al., 2011). De
este modo, la proteína RecA desempeña un papel central en la regulación de la decisión
lisis–lisogenia, ya que su concentración y estado de activación determinan la inducción del
ciclo lítico y la expresión de genes del bacteriófago (Mo et al., 2017). En este contexto, la
formación  del  complejo  funcional  RecA–LexA  actúa  como  un  regulador  clave  de  la
respuesta SOS requerida para la  lisis  bacteriana mediada por  bacteriófagos (Mo et  al.,
2017; Imamovic y Muniesa, 2018).

Los genes de la respuesta SOS pueden activarse por diversos estímulos, entre ellos la
exposición a luz ultravioleta (UV), la presencia de especies reactivas de oxígeno como el
peróxido  de  hidrógeno,  sustancias  bactericidas  como algunos  péptidos  antimicrobianos,
mecanismos  inmunitarios  bacterianos  (por  ejemplo,  los  sistemas  toxina–antitoxina)  y
antibióticos como la mitomicina C, la ciprofloxacina y la ampicilina (Erill et al., 2007; Keller et
al.,  2001).  Una  vez  activados,  los  genes  de  la  respuesta  SOS  pueden  estimular  los
mecanismos de inducción de bacteriófagos y promover la lisis bacteriana (Erill et al., 2007).

Un  ejemplo  clásico  de  este  fenómeno  es  el  uso  de  mitomicina  C  para  la  inducción
experimental  de  bacteriófagos  (Berger  et  al.,  2019;  Serment-Guerrero  et  al.,  2020).  La
mitomicina  C  induce  la  formación  de  enlaces  cruzados  intercalados  en  el  ADN
(Shanmughapriya et al., 2017); la presencia de estas lesiones es detectadas como daño en
el material genético, lo que activa la respuesta SOS mediante el complejo RecA–LexA y
desencadena el inicio del ciclo lítico de bacteriófagos presentes en el genoma bacteriano
(Gao et al., 2023; VanLoock et al., 2003).

Posterior al ciclo lítico, los bacteriófagos son liberados; sin embargo, este proceso requiere
la  acción  de  la  holina,  codificada  por  el  gen  holin.  Esta  proteína  forma  poros  en  la
membrana citoplasmática en un momento específico del ciclo infeccioso, permitiendo que la
endolisina acceda al peptidoglicano y degrade la pared bacteriana (Young, 2014; Cahill y
Young,  2019).  En  muchos  bacteriófagos  de  bacterias  gramnegativas,  este  proceso  se
complementa con las proteínas de expansión (spanin) (codificadas por los genes Rz y Rz1),
las cuales desestabilizan la  membrana externa,  completando así  la  lisis  celular  (Young,
2014).

Para la formación de nuevos viriones, es necesario el ensamblaje de proteínas estructurales
que dan lugar a una arquitectura compleja, caracterizada por una cápside icosaédrica que
alberga el genoma viral y una cola especializada en el reconocimiento e inyección del ADN
en  la  célula  bacteriana  (Dion  et  al.,  2020).  La  morfogénesis  de  estas  partículas  está
estrictamente  regulada  por  módulos  genéticos  conservados,  cuyo  estudio  ha  permitido
dilucidar los mecanismos fundamentales del ensamblaje viral (Casjens y Hendrix, 2015).

En bacteriófagos como P2 y otros bacteriófagos relacionados de la familia Peduoviridae, el
empaquetamiento  del  ADN requiere  la  acción  de  la  terminasa,  un  complejo  enzimático
codificado por los genes  terS y  terL (Casjens y Hendrix,  2015). Este complejo reconoce
secuencias  específicas  (pac)  y  escinde  el  ADN  concatemerizado  para  posteriormente
translocar al interior de la procápside mediante la hidrólisis de ATP ( Feiss y Rao, 2012).

La estructura de la cola, esencial para la fijación al huésped y la transferencia del ADN,
involucra  múltiples  componentes  codificados  en operones específicos  (Dams y  Lavigne,
2022). Los genes estructurales incluyen proteínas de la cola (tail proteins) y de la vaina (tail
sheath proteins), que conforman la estructura contráctil, así como proteínas de las fibras
caudales (tail fiber proteins) y de la placa basal (baseplate proteins), las cuales determinan
el  tropismo mediante  el  reconocimiento  de  receptores  en  la  superficie  de  las  bacterias
(Casjens y Hendrix, 2015). 
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La proteína de medición de la cola (tape measure protein) regula la longitud de la cola,
mientras  que la  proteína adaptadora  cabeza-cola  (head–tail  adaptor  protein)  asegura la
correcta unión entre la cápside y la cola (Cumby et al., 2015; Davidson et al., 2012). Estos
genes se han reportado como genes estructurales asociados a bacteriófagos (Penadés et
al., 2019; Rodríguez-Rubio et al., 2021; Bhattacharjee et al., 2022).

Este  repertorio  genético  permite  a  los  bacteriófagos  ensamblar  partículas  infecciosas
funcionales  y  adaptarse  evolutivamente  a  distintos  huéspedes  bacterianos  mediante
variaciones en las proteínas de adhesión (Dion et al., 2020; Davidson et al., 2012).

Los  bacteriófagos  capaces  de  ser  inducidos  desde  el  genoma bacteriano  por  distintos
estímulos dentro de un microambiente, como el tracto gastrointestinal, pueden generar un
impacto significativo sobre las poblaciones bacterianas (Mirzaei y Maurice, 2017). Esto se
debe  a  que  la  inducción  de  bacteriófagos  desencadena  procesos  de  lisis  en  distintas
bacterias, ya sea para iniciar nuevos ciclos líticos o para establecer procesos de lisogenia
(Mirzaei y Maurice, 2017).

Estos mecanismos son relevantes en la ecología bacteriana por dos razones principales. En
primer  lugar,  los eventos de depredación  bacteriana mediada por  bacteriófagos pueden
provocar  cambios  en  la  abundancia  y  frecuencia  de  las  poblaciones  bacterianas,
generando, en algunos casos, recambios de especies (Shkoporov et al.,  2022). Durante
este proceso, las interacciones bacterias–hospederos pueden verse alteradas, dando lugar
a  un fenómeno conocido  como disbiosis  (Mirzaei  y  Maurice,  2017).  En  condiciones  de
disbiosis,  la  abundancia  de  bacterias  patógenas  puede  incrementarse,  impactando
negativamente en la salud del hospedero (Mirzaei y Maurice, 2017).  La segunda razón, la
transferencia horizontal de genes (THG) mediada por bacteriófagos, puede originar cambios
genéticos  en  las  poblaciones  bacterianas,  modificando  las  características  genéticas  de
algunas poblaciones bacterianas (Shuwen y Kefeng, 2022; Howard et al., 2024).

Se ha observado que la composición de las poblaciones bacterianas y de bacteriófagos
puede modificarse en respuesta a diversos componentes ambientales asociados a la dieta.
Entre estos factores se incluyen ciertos carbohidratos, el aumento en el consumo de fibra, la
presencia de ácidos grasos de cadena corta, metabolitos secundarios derivados tanto del
hospedador  como  del  metabolismo  bacteriano,  así  como  compuestos  presentes  en
alimentos como uvas, semillas de uva y canela. En algunos casos, estos cambios se han
asociado con un incremento en la abundancia de partículas de bacteriófagos, lo que podría
estar relacionado con procesos de inducción y liberación de estos (Henrot y Petit,  2022;
Howard et al., 2024; Marongiu et al., 2021; Oh et al., 2019). 

Muchos de estos componentes forman parte habitual  de la  dieta  de diversos  animales,
incluidos los rumiantes. En este contexto, la dinámica poblacional de la microbiota ruminal
podría estar determinada, en gran medida, por la presencia de bacteriófagos y un aumento
en su producción,  lo cual podría asociarse a procesos de lisis–lisogenia mediada por la
presencia de bacteriófagos y favorecida por inductores presentes en la dieta (Oh et  al.,
2019; Sausset et al., 2020; Chevallereau et al., 2021).

Los  mecanismos  de  lisis–lisogenia  inducidos  por  componentes  presentes  en  el  rumen,
derivados  de  la  dieta  o  del  metabolismo  celular  bacteriano  y  del  hospedero,  podrían
favorecer  el  incremento  en  la  adquisición  de genes  de virulencia,  como los  genes  stx,
generando las distintas variantes de STEC reportadas en rumiantes y contribuyendo a la
aparición de brotes emergentes de enfermedades en humanos (Elder y Nightingale, 2013).
Por lo tanto, los rumiantes desempeñan un papel clave en la generación y mantenimiento
de enterobacterias patógenas.
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Con base en lo anterior, la hipótesis de este trabajo es que algunos componentes en el
líquido  ruminal  pueden  inducir  la  liberación  de  bacteriófagos  en  cepas  portadoras  de
factores  de  virulencia,  como  las  shigatoxinas.  Este  fenómeno  podría  ocurrir  incluso  en
cepas  que  no  han  sido  aisladas  de  rumiantes,  lo  que  indicaría  que  el  líquido  ruminal
contiene  componentes  capaces  de  favorecer  la  propagación  natural  de  factores  de
virulencia entre distintas cepas de E. coli, dando lugar a nuevas variantes patógenas.

En este estudio se evaluó la inducción con líquido ruminal de bacteriófagos en cepas de E.
coli portadoras de genes de virulencia (PGV), previamente recuperadas de fauna silvestre.
Específicamente,  las  cepas  analizadas  provienen  de:  1)  carnívoros,  entre  los  que  se
incluyen coyotes (Canis latrans), zorras del desierto (Vulpes macrotis) y zorrillos listados
(Mephitis macroura); y 2) rumiantes, en este caso bisontes (Bison bison).

Materiales y métodos

Selección de cepas de E. coli PGV. Se utilizó un banco de 136 cepas de Escherichia coli
PGV de origen silvestre resguardadas en el Laboratorio de Microbiología Agropecuaria de la
Universidad Autónoma Metropolitana,  Unidad Xochimilco.  Las cepas fueron previamente
aisladas de coyotes (Canis latrans), zorras grises (Urocyon cinereoargenteus), zorras del
desierto (Vulpes macrotis), linces (Lynx rufus), mapaches (Procyon lotor), tejones (Taxidea
taxus),  zorrillos listados (Mephitis macroura),  zorrillos con capucha (Mephitis mephitis)  y
bisontes (Bison bison). 

Los individuos muestreados fueron recolectados en la Reserva de la Biósfera de Janos,
Chihuahua, donde estas especies cohabitan. Las cepas fueron previamente genotipificadas
mediante PCR en el Laboratorio de Microbiología Agropecuaria de la Universidad Autónoma
Metropolitana,  Unidad Xochimilco,  y serotipificadas mediante aglutinación en placa en el
Hospital  Infantil  Federico  Gómez,  bajo  la  supervisión  del  Dr.  Carlos  Eslava  Campos.
Asimismo,  las  cepas  fueron  nuevamente  genotipificadas  por  PCR en  el  Laboratorio  de
Microbiología Agropecuaria de la UAM Xochimilco, bajo la dirección del Dr. Daniel Martínez
Gómez (Cuadro 1) (López-Islas et al., 2022; López-Islas et al., 2024).

Para el  presente estudio se seleccionaron nueve cepas (Cuadro 1).  Las cepas elegidas
presentan en su genoma los genes  stx1 y  stx2, los cuales se ha reportado que tienen la
capacidad  de  ser  transferidos  mediante  bacteriófagos  (Dobrindt,  2005).  Asimismo,  se
seleccionaron cepas que contienen los genes escV y eae, ya que se ha descrito que estas
secuencias pueden encontrarse flanqueadas por regiones asociadas con profagos (Chandry
et al., 2012).

Por otro lado, se incluyeron cepas que presentan en su genoma el gen ial, el cual no ha sido
reportado como movilizable mediante bacteriófagos (Kampmeier et al., 2018). Otro criterio
de selección fue que las nueve cepas fueran diferentes entre sí, ya fuera a nivel genético,
presentando variaciones en los factores de virulencia,  o a nivel  fenotípico, considerando
diferencias en el serogrupo o, al menos, en el serotipo.

Asimismo,  se  procuró  que  las  cepas  hubieran  sido  aisladas  de  diferentes  hospederos,
incluyendo rumiantes y carnívoros,  debido a que estas especies coexisten en el  mismo
entorno y área geográfica.

Cuadro 1. Cepas de E. coli PGV previamente aisladas, genotipificadas y serotipificadas.

Cepa Patotipo 
asociado

Factores de 
virulencia

Orden Especie Serogrupo Serotipo

26-B Coy 6 EHEC stx1, stx2 Carnívoro Coyote O17 O17:H18
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Coy 3-19 EHEC stx1, stx2 Carnívoro Coyote O153 O153:H28

Meph 15-8 aEPEC escV, eae Carnívoro Zorrillo O139 O139:H6

B16(1)32 EHEC, 
EPEC, 
EIEC

stx2, eae, ial Rumiante Bisonte O22 O22:H8

B26(2)3 aEPEC, 
EIEC

escv, eae, ial Rumiante Bisonte O26 O26:H11

B26(6)6 EPEC, 
EIEC

escv, eae, 
bfpB, ial

Rumiante Bisonte O26 O26:H-*

B26(6)31 EPEC, 
EIEC

eae, ial Rumiante Bisonte O26 O26:H11

B2-31(2)33 EHEC stx1, stx2 Rumiante Bisonte 112ab 112ab:H2

B2-31(2)36 EHEC stx1, eae Rumiante Bisonte O8 O8:H14

 * antígeno flagelar no reconocido.

Curvas de crecimiento en caldo Luria–Bertani.  Las nueve cepas de  E.  coli  PGV se
inocularon en tubos de vidrio de 10 mL que contenían caldo Luria–Bertani (LB) (10 g de
NaCl, 5g de levadura y 10 g de triptona, por un litro de agua bidestilada) y se incubaron en
agitación  a  37°C  durante  una  noche.  Posteriormente,  a  cada  cepa  se  le  determinó  la
densidad bacteriana mediante la medición de la absorbancia a una longitud de onda de 600
nm (OD600)  (Espectrofotómetro  BECKMAN  COULTER®  DU 730  UV/VIS),  con  el  fin  de
estimar  la  concentración  de  bacterias  por  mL.  Los  nueve  ensayos  se  realizaron  por
triplicado.

Una vez realizada la cuantificación por absorbancia, los crecimientos bacterianos de E. coli
PGV se ajustaron a  una densidad  celular  uniforme mediante  diluciones  seriadas,  hasta
alcanzar una concentración equivalente a 1 × 10⁸ UFC/mL, correspondiente a 0.5 en la
escala  de  McFarland.  Posteriormente,  se  tomó 1 mL de cada  dilución  y  se  inoculó  en
matraces Erlenmeyer de 50 mL que contenían 49 mL de caldo LB, los cuales se incubaron
en agitación a 37 °C durante 12 horas, cada experimento se realizó por triplicado (n=3).

Durante la cinética de crecimiento, se cuantificó la absorbancia a OD600 (Espectrofotómetro
BECKMAN COULTER® DU 730 UV/VIS) cada 2 horas posteriores a la inoculación. Este
procedimiento se realizó con la finalidad de establecer el patrón de crecimiento normal de
las cepas de E. coli PGV en condiciones estándar.

Preparación del líquido ruminal. El líquido ruminal se obtuvo de tres vacas (Bos taurus)
de  la  raza  Holstein,  de  4  años  de  edad,  en  estabulación,  bajo  condiciones  de  clima
templado  y  destinadas  a  la  producción  de  leche.  Su  dieta  consistía  principalmente  en
ensilado de maíz y  concentrado de sorgo y maíz.  La toma de muestra se realizó  bajo
sujeción y en manga de manejo con el fin de evitar el mayor estrés posible según indica la
NOM-051-ZOO-1995 y NOM-062-ZOO-1999.

De cada animal se obtuvieron aproximadamente 500 mL de líquido ruminal mediante el uso
de una sonda gástrica y fueron depositados en frascos de vidrio estériles de 500 mL. Las
muestras se mantuvieron en refrigeración durante tres horas hasta su procesamiento en el
laboratorio.  Posteriormente,  los  líquidos  ruminales  se  mezclaron  para  homogeneizar  el
contenido.
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Con la finalidad de eliminar componentes insolubles, materia orgánica y bacterias presentes
en el líquido ruminal, las muestras fueron procesadas mediante centrifugación y filtración de
la siguiente manera:

En el laboratorio, el líquido ruminal se colocó en tubos cónicos de 50 mL y se centrifugó en
una centrífuga (Thermo Scientific™ Sorvall™ ST 8)  a  3,260 ×  g  durante  15 minutos  a
temperatura  ambiente.  Posteriormente,  se  recuperó  únicamente  la  fase  acuosa
(sobrenadante) mediante decantación.

El sobrenadante se filtró secuencialmente a través de membranas de nitrocelulosa (EMD
Millipore MF-Millipore) con diámetros de poro de 1.1 μm, 0.8 μm, 0.45 μm y 0.22 μm. Una
vez filtrado,  el  líquido  ruminal  se  colocó nuevamente  en tubos cónicos  de 50 mL y se
sometió a una prueba de esterilidad mediante la siembra de una alícuota de 50 μL en agar
nutritivo (BD Agar Nutritivo Difco™), incubándose a 37 °C durante una noche.

Tras  confirmar  la  ausencia  de  crecimiento  bacteriano,  las  muestras  se  conservaron  en
refrigeración hasta su uso.

Del  líquido ruminal  previamente  filtrado se generaron dos soluciones  base (stocks),  las
cuales se utilizaron como medios de crecimiento e inducción bacteriana. Las características
de estos stocks fueron las siguientes: 1) Líquido ruminal (LR) sin modificación adicional y 2)
Líquido ruminal nutritivo, suplementado con 10 g de NaCl/L, 5 g de extracto de levadura/L y
10 g de peptona/L (LRN). Tanto el LR como el LRN se ajustaron a un pH de 7.02 mediante
la adición de NaOH. Posteriormente, estos stocks se combinaron con distintas proporciones
de caldo LB para obtener diferentes medios experimentales (Cuadro 2).

Cuadro 2. Composición de Medios Experimentales

Medio 
Experimental

Composición de la
Base (Stock)

Proporción de 
Líquido Ruminal

Nutrientes de 
Caldo LB

LR100% Líquido ruminal (sin 
modificar)

100% No contiene

LRN100% Líquido ruminal 
suplementado*

100% Contiene 10 g de 
NaCl/L, 5 g de 
extracto de 
levadura/L y 10 g de
peptona/L

LRN75% Líquido ruminal 
suplementado*

75% Contiene 10 g de 
NaCl/L, 5 g de 
extracto de 
levadura/L y 10 g de
peptona/L
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LRN50% Líquido ruminal 
suplementado*

50% Contiene 10 g de 
NaCl/L, 5 g de 
extracto de 
levadura/L y 10 g de
peptona/L

LRN25% Líquido ruminal 
suplementado*

25% Contiene 10 g de 
NaCl/L, 5 g de 
extracto de 
levadura/L y 10 g de
peptona/L

* pH: Todos los medios fueron ajustados a un pH de 7.02 mediante la adición de NaOH.

Inducción de bacteriófagos en cepas de  E. coli  PGV con mitomicina C. Las nueve
cepas seleccionadas de E. coli PGV se inocularon por triplicado, en tubos de vidrio de 10
mL que contenían caldo Luria-Bertani (LB) y se incubaron en agitación a 37°C durante una
noche completa. Posteriormente, se realizó la cuantificación bacteriana mediante el método
previamente descrito y las cepas se estandarizaron a una concentración equivalente a 0.5
de McFarland 1 × 10⁸ UFC/mL.

A partir de las suspensiones estandarizadas, se tomó 1 mL de cada cepa cultivada en caldo
LB y se inoculó en tubos de vidrio que contenían 8.9 mL de caldo LB fresco, los cuales se
incubaron  a  37°C.  Tras  2  horas  de  crecimiento  bacteriano,  se  añadieron  100  µL  de
mitomicina C (Fisher BioReagents™) a una concentración de 50 µg/mL (diluida en agua
estéril), con el objetivo de obtener una concentración final de 0.5 µg/mL. Posteriormente, se
monitorea el  crecimiento  bacteriano  mediante  la  medición  de la  absorbancia  a  600 nm
(OD600) (Espectrofotómetro BECKMAN COULTER® DU 730 UV/VIS) cada 2 horas durante
un periodo total de 12 horas (Otsuji et al., 1959; Little, 2014; Imamovic y Muniesa, 2018).

Concentración de bacteriófagos. Las cepas que mostraron un declive significativo en el
crecimiento bacteriano tras la inducción con mitomicina C (Fisher BioReagents™) fueron
seleccionadas para el  enriquecimiento  de bacteriófagos.  Dichas cepas se inocularon en
tubos de vidrio con 10 mL de caldo LB y se incubaron a 37°C durante una noche completa.

Posteriormente, se cuantificó la densidad bacteriana mediante absorbancia a OD600 y las 
suspensiones se estandarizaron nuevamente a una concentración equivalente a 0.5 de 
McFarland 1 × 10⁸ UFC/mL. A partir de estas suspensiones, se tomaron 5 mL de cada cepa
y se inocularon en matraces que contenían 50 mL de caldo LB y se incubaron a 37°C en 
agitación.

Tras  2  horas  de  crecimiento  bacteriano,  en  la  fase  de  crecimiento  exponencial,  se
adicionaron  0.5  mL de mitomicina  C a  una concentración de 50 µg/mL a cada cultivo.
Posteriormente, los cultivos se incubaron a 37°C en agitación y se realizó el seguimiento del
crecimiento bacteriano mediante mediciones de absorbancia a OD600 cada 2 horas durante
6 horas, así como una medición adicional a las 24 horas.

Finalmente,  los  cultivos  fueron  centrifugados  a  3,260  x  g,  durante  15  minutos  y  el
sobrenadante  se recuperó en tubos cónicos  de 50 mL para  la  posterior  purificación  de
bacteriófagos.
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Purificación de bacteriófagos crecidos en LB, LB+mitomicina C y líquido ruminal. Los
sobrenadantes obtenidos de los ensayos de inducción con mitomicina C y de las distintas
condiciones de líquido ruminal se colocaron en tubos cónicos de 50 mL y se centrifugaron a
3,260 x g, durante 20 minutos a 4°C (Thermo Scientific™ Sorvall™ ST 8). Posteriormente,
se recuperaron tanto el sobrenadante como el pellet bacteriano; este último se refrigeró a
4ºC para su posterior procesamiento. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

El sobrenadante se filtró de manera secuencial a través de membranas con tamaños de
poro de 0.8 µm, 0.45 µm y 0.22 µm (Luong et al., 2020). A los filtrados se les realizó una
prueba de esterilidad, sembrando 500 µL en cajas Petri con agar nutritivo e incubando a
37°C durante 24 horas.

Los sobrenadantes filtrados se colocaron en membranas tubulares de diálisis de celulosa
(25  mm  de  diámetro,  Sigma-Aldrich®,  D9777),  con  un  punto  de  corte  de  12  kDa,
previamente  lavadas  con  agua  corriente  durante  3  horas.  Las  membranas  con  los
sobrenadantes se introdujeron en soluciones saturadas de dextrosa al 70%, en condiciones
estáticas y a temperatura ambiente, con el fin de favorecer la salida de líquido y concentrar
los bacteriófagos presentes en los distintos medios de inducción.

Posteriormente,  se  recuperaron  4  mL  del  contenido  de  las  membranas,  los  cuales  se
filtraron nuevamente a través de membranas de 0.22 µm. Las muestras concentradas se
colocaron en una ultracentrífuga Beckman (L-80 ultracentrifuge, rotor Beckman 50.3 Ti) a
200,700 x g durante 2 horas a 4 °C. Posterior a la centrifugación, se recuperó el pellet viral,
al cual se le añadieron 1 µL de DNasa (1 mg/ml,  Sigma-Aldrich®) y 1 µL de RNasa (1
mg/ml,  Sigma-Aldrich®),  incubándose  a  37°C  durante  30  minutos,  con  el  objetivo  de
eliminar material genético libre no protegido por la cápside viral. Finalmente, las muestras
se almacenaron a −20°C para su posterior extracción de material genético.

Extracción  de  material  genético  de  bacteriófagos  y  E.  coli PGV.  Los  pellets  de
bacteriófagos obtenidos a partir  de los distintos tratamientos de inducción,  así como las
cepas de E. coli PGV en las que se logró la inducción, se colocaron en crioviales de 1.5 mL.
A  cada  muestra  se  le  adicionaron  500  μL  de  solución  de  lisis  total  (isotiocianato  de
guanidina 5 M, Tris-HCl 100 mM pH 6.4, EDTA 50 mM pH 8 y Triton X-100 al 2.5 %) y se
homogeneizaron durante 10 minutos, por agitación suave en un orbitador (Orbitron Rotator
II).

Posteriormente, se añadieron 50 μL de sílica (Sigma-Aldrich®), previamente preparada (6 g
sílice en 5 ml de agua desionizada y acidificada con 66 μL de HCl 36-38%, J.T. Baker®), y
se homogeneizó nuevamente durante 10 minutos, por agitación suave. Las muestras se
centrifugaron a 12,353 x g durante 5 minutos y se retiró el sobrenadante. Al pellet de sílica
obtenido se le agregaron 500 μL de etanol al 70% y se homogeneizó para realizar una
etapa de limpieza. Las muestras se centrifugaron a 12,353 x g durante 20 minutos a 4°C y
el sobrenadante fue decantado cuidadosamente.

A continuación, se añadieron 500 μL de acetona fría y las muestras se incubaron en hielo
durante 20 minutos. Posteriormente, se centrifugaron (Microcentrífuga Fresco™ 21, Thermo
Scientific™) a 12,353 x g durante 20 minutos a 4°C. Tras la centrifugación, la acetona fue
decantada y el pellet de sílica se dejó secar a 37°C durante 10 minutos. El ADN se recuperó
agregando buffer TE (Tris-HCl 100 mM pH 6.4 y EDTA 50 mM pH 8) al pellet de sílica y se
incubó a 56°C durante 10 minutos. Finalmente, las muestras se centrifugaron a 16,060 x g
durante 5 minutos y se recuperó el ADN de la fase acuosa (método modificado de Batalini et
al., 2020).
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La concentración del ADN extraído se determinó mediante espectrofotometría UV a 260 nm,
y posteriormente se realizaron las diluciones necesarias para obtener una concentración
final de 10 μg/mL de ADN.

Amplificación  por  PCR  de  genes  bacterianos  y  de  bacteriófagos.  Se  realizó  la
amplificación  del  gen  stx2 con  la  finalidad  de  determinar  la  presencia  del  gen  de  la
shigatoxina  en  el  ADN  bacteriano  y  viral.  Los  oligonucleótidos  utilizados  para  la
amplificación de stx2 fueron: F 5’-CGT TTT GAC CAT CTT CGT CTG-3’ y R 5’-AGC GTA
AGG CTT CTG CTG TG-3’ (López-Islas et al., 2024), generando un amplicón de 325 pb
(Cuadro 2).

Para  la  detección  de  genes  asociados  a  bacteriófagos,  se  diseñaron  oligonucleótidos
específicos utilizando el programa DNAMAN v5.2.2 (Lynnon Biosoft, Canada). Los genes
evaluados fueron tail, holin y terminase (Cuadro 3). 

Cuadro 3. Lista de oligonucleótidos utilizados para evaluación por PCR punto final en este estudio.

Gen evaluado Oligonucleótidos Amplicon Referencia

stx2 F 5’-CGT TTT GAC CAT
CTT CGT CTG-3’ 
R  5’-AGC  GTA  AGG
CTT CTG CTG TG-3’ 

325 pb López-Islas  et  al.,
2024

stx1 F 5’-GGC CTT ATG TAA
TGA CTG C-3’ 
R  5’-ATC  CCA  CGG
ACT CTT CCA TC-3’ 

210 pb López-Islas  et  al.,
2024

tail F 5’-GTA AGT ATG CCC
GCC TGT TC-3’ 
R  5’-ATG  GCA  CCG
ATA TAA TCC ACT G-3’

189 pb Este estudio

capsid F 5’- TCC TGC CAT TCT
TCA TCT TC-3’ 
R  5’-  GAT  GAA  ACT
GAA GAA GAT GCA

 300 pb Este estudio

holin F 5’-CGT CAT ACA TCC
AGT TAT TGC GG-3’ 
R 5’-TTC TCT TCT GGC
CCG AAT GG-3’

178 pb Este estudio

terminase F  5’-GGA  TGT  GAA
GGA TGT GAA ATG G-
3’
R  5’-CAC  CAT  AAC
GAC TAC CAT CCG-3’

344 pb Este estudio

Para el ensayo de PCR punto final, se utilizó un kit comercial (PCR Master Mix de Thermo
Fisher®), siguiendo el protocolo del fabricante. Para la amplificación de los productos de
PCR  se  usó  un  termociclador  (Techne®  TC-512  Thermal  Cycler).  Las  condiciones  de
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amplificación  por  PCR  fueron  las  mismas  para  los  cinco  pares  de  oligonucleótidos
utilizados: desnaturalización inicial a 95°C durante 1 minuto, alineamiento a 57°C durante 1
minuto y extensión a 72°C durante 1 minuto, durante 30 ciclos. 

Para visualizar el tamaño del amplicón, se realizó una electroforesis utilizando una fuente de
poder (PowerPac™ HC Bio-Rad) y una cámara de electroforesis horizontal (W Sub-Cell GT
Mini Bio-Rad). Las condiciones de corrida fueron 60 V y 250 mA durante 50 minutos.

La visualización de los productos de PCR se realizó en un gel de agarosa al 2% (Thermo
Scientific™ Agarose TopVision) mediante un fotodocumentador de geles (Gel Doc XR+ Gel
Documentation System Bio-Rad).

Cuantificación de genes por PCR en tiempo real (qPCR). La cuantificación de los genes
stx1 y  tail se realizó mediante PCR en tiempo real (qPCR) en muestras de ADN viral y
bacteriano.  Como  control  endógeno  se  utilizó  el  gen  dxs (1-desoxi-D-xilulosa  5-fosfato
sintasa) presente en E. coli, considerado un gen de copia única (Plotka et al., 2017), con el
fin de establecer condiciones basales de replicación. Los oligonucleótidos utilizados para la
amplificación del gen  dxs fueron: F 5’-TGA AAG GCC CGC AGT TC-3’ y R 5’-GGC AAA
CAA CCG CTG G-3’, con un tamaño de amplicon de 120 pb. diseñado para este estudio. El
diseño de los oligonucleótidos se llevó a cabo utilizando el programa DNAMAN v5.2.2.

Para  el  ensayo  de  qPCR  punto  final,  se  utilizó  un  kit  comercial  (Maxima  SYBR
Green/Fluorescein  qPCR  Master  Mix  (2X)  Thermo  Fisher®),  siguiendo  el  protocolo  del
fabricante.  Las  condiciones  de  amplificación  para  la  qPCR  fueron  las  siguientes:
desnaturalización a 95 °C durante 30 segundos, alineamiento a 57 °C durante 30 segundos
y extensión a 72 °C durante 30 segundos, durante 30 ciclos. Estas condiciones fueron las
mismas para los genes evaluados, los cuales fueron dxs, stx1 y tail. 

Para verificar la especificidad de los oligonucleótidos diseñados, se evaluaron dos aspectos:
1) la presencia de un único amplicón del tamaño esperado mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1.8%, a 70 V y 200 mA durante 50 minutos; y 2) la detección de un único pico de
amplificación, indicativo de un solo producto específico, mediante el análisis de curvas de
disociación (melting curve) en PCR en tiempo real (Hajeri y Yokomi, 2022). Las condiciones
de  la  curva  de  disociación  fueron  las  siguientes:  una  desnaturalización  inicial  a  95  °C
durante 30 segundos, seguida de una curva de melting de 50 °C a 95 °C, con incrementos
de 0.5 °C por ciclo cada 5 segundos.

Asimismo, la eficiencia de los cebadores se determinó mediante la construcción de una
curva  estándar  a  partir  de  cinco  diluciones  seriadas  (1:10)  de  un  producto  de  PCR
purificado,  iniciando  a  partir  de  una  concentración  de  100  ng/μL.  La  eficiencia  de
amplificación se calculó con base en la pendiente de la curva, obteniéndose un coeficiente
de determinación (R²) de 0.98, lo que indica una alta linealidad y confiabilidad del ensayo
(Hajeri y Yokomi, 2022).

Análisis estadístico.  A partir de los valores de absorbancia obtenidos en los ensayos de
inducción con mitomicina C y bajo las distintas condiciones de inducción con líquido ruminal,
se evaluó la normalidad de los datos mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov (K-S) y la
homogeneidad  de  varianzas  mediante  la  prueba  de  Bartlett.  Se  consideraron
estadísticamente significativos aquellos resultados con un valor de *p ≤ 0.05, **p ≤ 0.001 y
***p ≤ 0.0001.

Posteriormente, se realizó un análisis de varianza de una vía (ANOVA) para comparar las
varianzas entre las cepas en función del tiempo, seguido de una prueba post hoc de Tukey.
Además,  se  efectuó  una  comparación  de  medias  entre  tratamientos  para  cada  cepa
mediante una prueba t de Student. 
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El análisis estadístico y la elaboración de las gráficas se llevaron a cabo utilizando RStudio
v4.4.1 (Posit team, 2024), empleando las librerías reshape2 v1.4.4, ggplot2 v3.5.1, dplyr
v1.1.4,  gridExtra  v2.3,  lsr  v0.5.2  y  patchwork  v1.2.1.  Se  consideraron  estadísticamente
significativos aquellos resultados con un valor de  *p ≤ 0.05), **p ≤ 0.001 y ***p ≤ 0.0001.

Para los análisis de qPCR, se realizó una cuantificación absoluta de copias genómicas de
los amplicones de stx1 y tail, a partir de los valores en ng/μL obtenidos de la transformación
de  los  valores  ct  mediante  las  curvas  de  estandarización  de  la  qPCR.  Este  valor  es
inversamente proporcional al logaritmo de la cantidad inicial de ADN. El cálculo se realizó
mediante la siguiente fórmula: 

Número de copias genómicas =

(concentración DNA (ng/µl) x [6.022 x 1023])

largo del amplicón (bp) x [1x109] x 650)

(Starocik, 2004)

Esto  con  la  finalidad  de  evaluar  el  número  de  copias  genómicas  de  partículas  virales
presentes en el sobrenadante, posteriormente se calcularon las medias correspondientes. 

Adicionalmente,  se  realizó  una  cuantificación  relativa  con  el  objetivo  de  determinar  los
cambios en el número de copias de los genes tail y stx1 en la cepa de E. coli PGV tratada
con distintas condiciones de líquido ruminal. Esta cuantificación se llevó a cabo a partir del
ADN  bacteriano  utilizando  el  método  2−ΔΔCt,  descrito  por  Lee  y  colaboradores  (2008),
empleando como gen de referencia dxs (Lee et al., 2008; Plotka et al., 2017). Estos cálculos
se realizaron utilizando Python 3.12.4 (Python Software Foundation, 2024), empleando las
librerías Pandas v2.3.3 y NumPy v2.4.0.

Secuenciación y análisis genético.  El ADN de los bacteriófagos obtenido a partir de los
sobrenadantes  tras  la  inducción  con  mitomicina  C  fue  secuenciado  en  la  Unidad  de
Secuenciación  Masiva  del  Instituto  de  Biotecnología  (IBT)  de  la  Universidad  Nacional
Autónoma de México, utilizando la plataforma Illumina NextSeq 500 y con un rendimiento de
500 ciclos, con una muestra cuya concentración mínima fuese 4 ng/μL ADN en un volumen
total de 15 μL.

A  partir  de  las  bibliotecas  generadas,  se  evaluó  la  calidad  de  la  secuenciación  para
seleccionar  lecturas con valores superiores a Q30. Asimismo, se analizaron parámetros
como el  contenido  de  GC,  la  sobrerrepresentación  de  secuencias  y  la  longitud  de  las
lecturas.  Esta  evaluación  se  realizó  utilizando  el  programa  FastQC  v0.12.0  (de  Sena
Brandine y Smith, 2019). Para la eliminación de secuencias duplicadas se utilizó bbmap
v39.81 (Bushnell, 2017), sin embargo, no se considera necesario la eliminación de todas las
deduplicaciones,  ya  que,  en  estudios  metagenómicos,  la  eliminación  indiscriminada  de
lecturas duplicadas puede conducir a una subestimación de la abundancia biológica real, ya
que una proporción de estas corresponde a duplicados naturales derivados de la cobertura
y dinámica poblacional (Niu et al., 2010; Zhang et al., 2023).

La  eliminación  de  adaptadores  de  Illumina  presentes  en  las  secuencias  (F:
CCTACGGGNGGCWGCAG; R: GACTACHVGGGTATCTAATCC), así como el recorte de
bases  de  baja  calidad  (trimming),  se  llevó  a  cabo  utilizando  el  programa  Trimmomatic
v.0.36. (Bolger, 2014). Posteriormente, el ensamblaje de los genomas se realizó mediante
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los programas SPAdes v2.4.0, donde se buscó coberturas 30x, k-mer de tamaño 21, 33, 55,
61 y 77 por la presencia de secuencias repetidas (Prjibelski et al.,  2020) y metaSPAdes
v.3.15.3 (Nurk et al., 2017).

Para  evaluar  si  las  secuencias  obtenidas  tienen  el  mínimo  permitido  de  1%  de
contaminación de ADN bacteriano se utilizó ViromeQC v1.0.2 (Zolfo et al., 2019)

Para  la  identificación  de  genes  de  virulencia  se  utilizó  el  programa  ABRicate  GPLv2
(Seemann, 2023),  empleando como referencias las bases de datos VFDB (Chen et  al.,
2016) y Ecoli_VF (Ingle et al., 2016).

Adicionalmente,  se  construyó  una  base  de  datos  personalizada  de  genes  asociados  a
proteínas de bacteriófagos, siguiendo las instrucciones del programa ABRicate. Para ello,
se  generó  un  archivo  en  formato  FASTA  que  incluyó  secuencias  de  nucleótidos
correspondientes  a  genes  de  bacteriófagos  previamente  reportados.  Las  secuencias  se
obtuvieron a partir de la selección de 100 genomas completos que contarán con anotación
genómica, de los cuales se recuperaron las secuencias codificantes (CDS) de cada gen.

Posteriormente, las secuencias se integraron en un archivo FASTA, en el que se incluyó la
siguiente información en el encabezado de cada secuencia: nombre de la base de datos
(DB; en este caso, proteinafagos), identificador del gen (ID), número de acceso en GenBank
(ACC), campo “RESISTANCES”, utilizado en este caso para indicar el bacteriófago en el
que se encuentra el gen, y una breve descripción del gen (DESC).

> cd /path/to/abricate/db     

> mkdir proteinafagos

> cp /path/to/proteinafagos.fasta sequences

> head -n 1 sequences

> proteinafagos~~~ID~~~ACC~~RESISTANCES~~DESC

> abricate --setupdb

> # or just do this: makeblastdb -in sequences -title proteinafagos -dbtype nucl -hash_index

> abricate --list

La  búsqueda  de  secuencias  relacionadas  con  bacteriófagos  se  realizó  utilizando
FastViromeExplorer  v1.3,  para  lo  cual  se  ocuparon  los  parámetros  preestablecidos,  se
analizaron lecturas pareadas en formato fastq y el índice generado fue a partir de la base de
dato “ncbi-viruses-list.txt”, según las instrucciones del programador (Tithi et al., 2018).

Resultados

Inducción de cepas de E. coli PGV con mitomicina C

Las nueve cepas de  E. coli PGV, cultivadas por triplicado (n = 3) en caldo Luria-Bertani
(LB), presentaron un comportamiento homogéneo durante la cinética de crecimiento de 12
horas,  evidenciado  por  un  incremento  progresivo  en  la  absorbancia  medida  por
espectrofotometría, asociado al aumento en la densidad óptica (OD₆₀₀) a lo largo del tiempo
(Cuadro 1 suplementario, Figura 1).
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Figura 1. Cinética de crecimiento de las nueve cepas de  E. coli PGV inducidas con mitomicina C.  (A)
Crecimiento en medio LB sin inducción (Control).  (B) Crecimiento en presencia de mitomicina C. Los datos
representan la media ± desviación estándar (n = 3) de la absorbancia a 600 nm (DO600) a lo largo de 12 horas,
para cada cepa sin inducir e inducidas con mitomicina C. Las letras indican diferencias significativas entre cepas
(diferenciadas por color) en cada tiempo de muestreo (ANOVA de dos vías), mientras que los asteriscos por
color de cepa indican diferencias significativas entre tratamientos (control vs. mitomicina C) para cada cepa en
tiempos específicos (prueba t de Student). Los niveles de significancia se representan como *p < 0.05, **p <
0.01 y ***p < 0.001.

No obstante, se observaron variaciones en los valores promedio de absorbancia entre las
cepas  en  distintos  tiempos  de  incubación.  Por  ello,  se  realizó  un  análisis  de  varianza
(ANOVA) de dos vías, seguido de una prueba de Tukey, con el fin de evaluar la existencia
de diferencias significativas entre las nueve cepas en cada intervalo de tiempo (Cuadro 3).

A las 2 horas, las medias de OD600 oscilaron entre 0.071 y 0.273, observándose diferencias
estadísticamente significativas (p < 0.0001), destacando las cepas 26-B Coy 6 (DE ± 0.027)
y B-16(1)32 (DE ± 0.149) (Cuadro 3). A las 4 horas, los valores de OD600 variaron entre
0.221 y 0.643, manteniéndose diferencias significativas (p < 0.0001), particularmente en las
cepas 26-B Coy 6, B2-31(2)36 y B26(2)3 (Cuadro 3).

A las 6 horas, los valores se situaron entre 0.554 y 0.689, observándose aún diferencias
significativas (p = 0.0196),  siendo la  cepa 26-B Coy 6 la que presentó mayor variación
(Cuadro 3). En contraste, a partir de las 8 horas (rango: 0.588–0.757), no se detectaron
diferencias estadísticamente significativas entre las cepas (p = 0.0718). De manera similar,
a las 10 horas (0.696–0.851; p = 0.1932) y a las 12 horas (1.191–1.466; p = 0.0587), no se
observaron diferencias significativas entre los grupos (Cuadro 3, Figura 1).

Estos resultados muestran que las nueve cepas de  E. coli PGV crecidas en LB podrían
empezar con variaciones en su OD600, pero al finalizar una cinética de 12 horas muestran un
comportamiento homogéneo sin mostrar variaciones estadísticamente significativas (Cuadro
3, Figura 1). 
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Una vez establecido el comportamiento de crecimiento en condiciones normales, se evaluó
la cinética de crecimiento en presencia de mitomicina C (Cuadro 3, Figura 1).

A  las  2  horas  postinducción,  los  valores  de  OD600 oscilaron  entre  0.074  y  0.236,
observándose  diferencias  estadísticamente  significativas  entre  las  cepas  (p <  0.0001),
destacando la cepa B26(6)31. A las 4 horas postinducción, los valores de OD600 se ubicaron
entre 0.265 y 0.530, manteniéndose diferencias significativas (p < 0.0001), particularmente
en las cepas 26-B Coy 6 (DE ± 0.022) y Coy 3-19 (DE ± 0.027), en comparación con el resto
(Cuadro 3, Figura 1).

A las 6 horas, los valores oscilaron entre 0.235 y 0.600, donde las cepas B26(2)-3 (DE ±
0.008) y B2-31(2)33 (DE ± 0.029) presentaron diferencias estadísticamente significativas (p
< 0.0001). A las 8 horas postinducción, los valores de OD600 variaron entre 0.164 y 0.565,
observándose diferencias significativas entre cepas (p < 0.0001), destacando Coy 3-19 (DE
± 0.012), 26-B Coy 6 (DE ± 0.038), B2-31(2)33 (DE ± 0.010) y Meph 15-28 (DE ± 0.032)
(Cuadro 3, Figura 1).

A las 10 horas postinducción, los valores oscilaron entre 0.100 y 0.587, donde las cepas
B26(2)3  (DE ± 0.007)  y  B26(6)6  (DE ± 0.035)  mostraron diferencias  significativas  (p <
0.0001). Finalmente, a las 12 horas postinducción, los valores de OD600 se ubicaron entre
0.047  y  0.625,  manteniéndose  diferencias  estadísticamente  significativas  (p <  0.0001),
particularmente en las cepas Coy 3-19 (DE ± 0.012), Meph 15-28 (DE ± 0.040) y B2-31(2)36
(DE ± 0.027) (Cuadro 3, Figura 1).

Estos  resultados  indican  que  las  nueve  cepas  respondieron  de  manera  diferente  a  la
presencia de mitomicina C y no mostraron un crecimiento homogéneo al finalizar la cinética
a las 12 horas postinducción (Cuadro 3, Figura 1). Por lo tanto, se realizó una comparación
de medias entre tratamientos mediante una prueba t de Student, en la cual se compararon
las medias de cada tratamiento en cada tiempo evaluado (Cuadro 4).

Cuadro 4. Comparación de medias de las absorbancias (OD600) entre tratamientos control y mitomicina
para 9 cepas bacterianas en las 12 horas de incubación (N = 432 observaciones, n = 3 réplicas por
grupo). Prueba: t de Student independiente (df = 5). Diferencias significativas *p ≤ 0.05, **p ≤
0.001 y ***p ≤ 0.0001 

Cepa Tiempo t-student p-valor

26-B Coy 6 2 0.78 0.4257

4 1.88 0.1334

6 5.61 0.005*

8 8.02 0.0013*

10 9.91 0.0006**

12 68.8 0.0001***

B16(1)32 2 0.92 0.412

4 1.45 0.234

6 7.23 0.0021*

8 6.89 0.0028*

10 7.45 0.0018*

12 15.2 0.0001***

B2-31(2) 33 2 -3.12 0.089
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4 -0.45 0.673

6 1.23 0.289

8 5.67 0.0042*

10 9.87 0.0007**

12 12.3 0.0001***

B2-31-(2)36 2 0.59 0.5896

4 3.52 0.0244

6 17.1 0.0001***

8 12.8 0.0002**

10 105.8 0.0001***

12 40.9 0.0001***

B26(2)3 2 0.68 0.5352

4 1.05 0.3534

6 1.41 0.2314

8 7.94 0.0014*

10 16.65 0.0001***

12 12.7 0.0003**

B26(6)31 2 1.62 0.1813

4 9.76 0.0006**

6 11.2 0.0004**

8 11.8 0.0003**

10 9.45 0.0008**

12 28.4 0.0001***

B26(6)6 2 -5.23 0.0321

4 0.23 0.834

6 4.89 0.0089*

8 5.67 0.0042*

10 8.12 0.0015*

12 32.1 0.0001***

Coy 3-19 2 0.09 0.934

4 -0.45 0.678

6 2.34 0.098

8 3.45 0.028*

10 6.78 0.0029*

12 14.8 0.0001***

Meph 15-28 2 1.23 0.289

4 2.34 0.098

6 15.6 0.0001***
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8 18.9 0.0001***

10 13.2 0.0001***

12 18.4 0.0001***

El análisis comparativo de las medias de las OD600 mostró una diferencia significativa entre
las cepas crecidas sin inducir y las cepas inducidas con mitomicina C a partir de las 4 horas
postinducción, para el caso de la cepa B26(6)-31 con un valor de t = 4.89 y una p = 0.0089
(*p ≤ 0.05) (Cuadro 4). A las 6 horas seis de las nueve cepas, presentaron una diferencia
estadísticamente significativa, las cepas fueron 26-B Coy 6 con un t=5.61 y un p=0.005 (*p ≤
0.05), B2-31-(2)36 con una  t=17.1 y un  p=0.0001 (***p ≤ 0.0001), B26(6)-31 con una  t  =
11.2 y una p = 0.0004 (**p ≤ 0.0001), B26(6)6 con una t = 4.89 y una p = 0.0089 (*p ≤ 0.05),
Meph 15-28 con una t = 15.6 y una p = 0.0001 (***p ≤ 0.0001) (Cuadro 4). Observando una
disminución en las absorbancias en las cepas tratadas con mitomicina C en comparación
con las cepas sin tratar (Figura 1).  

A las 8, 10 y 12 horas se observaron diferencias estadísticamente significativas entre las
cepas inducidas con mitomicina C y aquellas sin inducción en las nueve cepas evaluadas.

A las 8 horas, todas las cepas mostraron diferencias significativas (p < 0.05), con valores de
t que oscilaron entre 3.45 y 68.02, destacando la cepa 26B-Coy 6 (t = 68.02; p = 0.0013) y
Meph 15-28 (t = 18.9; p = 0.0001) (Cuadro 4, Figura 1).

A las 10 horas, se mantuvieron diferencias significativas en todas las cepas (p < 0.01), con
valores de t entre 6.78 y 105.8. La cepa B2-31(2)36 presentó el valor más alto (t = 105.8; p
= 0.0001), seguida de B26(2)-3 (t = 16.65; p = 0.0001) y Meph 15-28 (t = 13.2; p = 0.0001)
(Cuadro 4, Figura 1).

A las 12 horas, las diferencias se acentuaron en todas las cepas (p ≤ 0.001), con valores de
t entre 12.3 y 68.8. Destacaron las cepas 26B-Coy 6 (t = 68.8; p = 0.0001), B26(6)6 (t =
32.1; p = 0.0001) y B26(6)31 (t = 28.4; p = 0.0001) (Cuadro 4, Figura 1).

En conjunto,  estos resultados evidencian que la  inducción  con mitomicina C genera un
efecto estadísticamente significativo (p ≤ 0.001) sobre la cinética de crecimiento bacteriano
a partir  de las 4 horas, el  cual se vuelve más evidente en la mayoría de las cepas en
tiempos posteriores (Cuadro 4, Figura 1). Este cambio en la cinética de crecimiento podría
estar asociado tanto a una modificación en la tasa de proliferación bacteriana como a la
activación de mecanismos de lisis  celular,  consistentes con procesos de inducción lítica
mediados por bacteriófagos.  

Asimismo, se observa que la respuesta al tratamiento con mitomicina C no es homogénea
entre las cepas, ya que algunas presentan variaciones en su crecimiento estadísticamente
significativas (p ≤ 0.001), mientras que otras cepas muestran un declive en su densidad
bacteriana (Figura 1, Cuadro 1).  

Debido a esto, se planteó la posibilidad de que en el sobrenadante exista la presencia de
partículas virales, bacteriófagos, resultado de la inducción con mitomicina C. 

Detección de genes asociados a bacteriófagos en sobrenadantes de cepas de E. coli
PGV inducidas con mitomicina C

Al haber observado una disminución en la densidad bacteriana de las cepas de E. coli PGV
inducidas con mitomicina C (Figura 1),  comportamiento característico de la inducción de
bacteriófagos, se infiere que dicha reducción corresponde a un proceso de lisis bacteriana.
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En consecuencia, se asume que en el sobrenadante se encuentran presentes partículas
virales (bacteriófagos), por lo que se procedió a su detección mediante la amplificación de
genes asociados a bacteriófagos por PCR.

De  las  nueve  cepas  de  E.  coli PGV  inducidas  con  mitomicina  C  se  recuperaron  los
bacteriófagos presentes en los sobrenadantes, los cuales fueron previamente filtrados, y se
realizó  la  extracción  de  ADN.  En  los  sobrenadantes  de  las  nueve  cepas  inducidas  se
detectó la presencia de genes asociados a bacteriófagos, incluyendo stx2, tail, terminase y
holin (Cuadro 5).

Los  genes  tail,  terminase,  capsid y  holin se  detectaron  en  los  nueve  sobrenadantes
analizados  (Cuadro  5).  El  gen  stx2  únicamente  se  identificó  en  los  sobrenadantes
correspondientes a aquellas cepas que previamente habían resultado positivas para este
gen durante su caracterización genética (Cuadro 1). Lo que podría respaldar que la lisis
bacteriana observada (Figura 1) puede estar asociada a la inducción de bacteriófagos. 

Cuadro 5. Detección de genes asociados a bacteriófagos mediante PCR de punto final.  Se determinó la
presencia de genes asociados a bacteriófagos en sobrenadantes recuperados y filtrados de cepas inducidas con
mitomicina  C.  Los  genes  analizados  y  el  tamaño de  sus  amplicones  fueron:  stx2 (325  pb),  tail (189  pb),
terminase (178 pb), capsid (300 pb) y holin (344 pb).

Sobrenadante de 
las cepas E. coli 
PGV inducidas con 
Mitomicina

stx2
325 pb

tail
189 pb

terminase
178 pb

capsid
300 pb

holin
344 pb

26B-Coy 6 + + + + +
Coy 3-19 + + + + +
Meph 15-8 - + + + +
B16(1)32 + + + + +
B26(2)3 - + + + +
B26(6)6 - + + + +
B26(6)31 - + + + +
B2-31(2)33 + + + + +
B2-31(2)36 + + + + +

Secuenciación y análisis genómico del sobrenadante de la cepa 26B-Coy 6 inducida
con mitomicina C

Una  vez  confirmada  la  presencia  de  bacteriófagos  en  el  sobrenadante  mediante  la
amplificación de genes asociados a estos (Cuadro 5), se realizó una secuenciación con el
objetivo de corroborar la inducción y liberación de bacteriófagos que podrían portar el gen
stx2 en su genoma, además de evaluar la presencia de genes asociados a proteínas de
bacteriófagos, evaluar la presencia de distintos bacteriófagos y conocer sus características
genéticas. 

Se seleccionó una cepa de E. coli PGV en la cual se observó la inducción de bacteriófagos,
lisis completa tras el tratamiento con mitomicina C, con presencia de stx2 y que no hubiese
sido aislada de rumiantes, pero compartiera genes de virulencia relacionados a cepas STEC
(stx1 y  stx2) aisladas de rumiantes. La cepa que cumplió con estos criterios fue la cepa
26B-Coy 6, aislada de un carnívoro, cuyo genoma contiene los genes  stx1 y  stx2, lo que
permite clasificarla como una cepa STEC.

La cepa 26B-Coy 6 fue cultivada nuevamente en caldo LB e inducida con mitomicina C tras
dos horas de crecimiento. Una vez observado el fenómeno de reducción de su densidad
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poblacional que asociamos a la lisis bacteriana, se recuperaron los bacteriófagos presentes
en el sobrenadante, se extrajo el  ADN, recuperando 20 μL con una concentración de 4
ng/μL, posteriormente se envió para su secuenciación.

Se  obtuvo  un  total  de  22,552,172  lecturas,  las  secuencias  obtenidas  presentaron  una
longitud de lectura de 149 pb, con valores de calidad superiores entre Q20 y Q30 (Archivos
adjuntos Fastqc_no_procesada y Fastqc_limpieza), así como un contenido de GC de 49, los
porcentajes de deduplicado estuvieron entre un 11% al 13% (Cuadro 6).

Posteriormente se realizó un depurado de las secuencias, obteniendo un total de 8,521,641
secuencias  Con  calidades  superiores  a  Q30,  porcentajes  de  GC  de  50,  Longitudes
promedios  de  secuencia  entre  142.87pb  y  143.69pb  y  porcentajes  de  secuencias
deduplicadas  entre  8.02%  y  8.22%  (Cuadro  6).  Una  vez  depuradas  las  secuencias,
evaluamos  el  porcentaje  de  contaminación  bacteriana  con  ViromeQC  v1.0.2,  nuestro
resultado fue 0.24%, el cual es menor a lo permitido de 1% para la evaluación de muestras
virales (Zolfo et al., 2019). Por lo cual realizamos el procesamiento y análisis de datos de
secuencias de bacteriófagos.

Cuadro 6. Parámetros de calidad de la secuenciación de la cepa 26B-Coy 6 obtenida mediante plataforma
Illumina NextSeq 500.  Se presentan las métricas de calidad antes y después del proceso de depuración de
lecturas, incluyendo número total de secuencias, secuencias de baja calidad, longitud de secuencia, contenido
de GC, porcentaje de secuencias deduplicadas y longitud promedio de lectura para archivos paired-end (R1 y
R2).  El  análisis  de  calidad  previo  al  depurado  se  realizó  con  FastQC v0.12.0,  mientras  que  el  filtrado  y
procesamiento de las lecturas se llevaron a cabo con bbmap v39.81 y Trimmomatic v0.36.

Secuencias antes de depurara 

Nombre de
archivo

Total de
secuencias

Secuencias
de baja
calidad

Longitud de
secuencia %GC

%
Deduplicado

total

Longitud
promedio de

secuencia

26_B 
Coy_6_S1_
R1_001.fas
tq.gz 22552172 0 149 49 11.84 149

26_B 
Coy_6_S1_
R2_001.fas
tq.gz 22552172 0 149 49 13.53 149

Secuencias posterior al depurado

Nombre de
archivo

Total de
secuencias

Secuencias
de baja
calidad

Longitud de
secuencia %GC

%
Deduplicado

total

Longitud
promedio de

secuencia

26_B_Coy_
6_S1_R1_
001.fastq.g
z 8521641 0 120-149 50 8.019949171 143.69

26_B_Coy_
6_S1_R2_
001.fastq.g
z 8521641 0 120-149 50 8.218881076 142.87
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Las secuencias depuradas fueron ensambladas y se obtuvo un total de 17,199 secuencias
contiguas (contigs), con valores de N50 de 4,474 y L50 de 254, indicando el tamaño de la
secuencia contigua más corta y el número de secuencias contiguas necesarias para cubrir
el 50% de la longitud total, respectivamente. Además, presentan una exhaustividad de 0.99
(el 99 % de las secuencias están representadas en el ensamblaje),  una redundancia de
1.092  (bases  representadas  en  el  genoma)  y  la  presencia  de  103  marcadores  en  las
secuencias contiguas (Cuadro 7). 

Las métricas de este ensamblaje indican que las secuencias ensambladas son de buena
calidad y la existencia de variabilidad genética entre ellas (Cuadro 7) (Wang, 2020).

Cuadro 7. Métricas del ensamblaje generado con metaSPAdes a partir de las secuencias obtenidas tras
la inducción de bacteriófagos en la cepa  E. coli 26B-Coy 6.  Se presentan los parámetros de calidad del
ensamblaje,  incluyendo  longitud  total,  contenido  de  GC,  número  de  marcadores  presentes,  exhaustividad,
redundancia, número de secuencias contiguas (contigs), así como los valores de N50 y L50. El ensamblaje se
realizó utilizando los parámetros predeterminados del programa metaSPAdes.

Nombre 
del 
archivo Largo

Contenido
de 
GC

Marcadores
Presentes Exhaustividad Redundancia

Secuencias
contiguas N50 L50

26_B_Coy6
_metaespa
des_scaffol
ds_1 5,204,031 49.17 103 0.9905 1.092 17,199 4,774 254

Una vez aplicados  los  filtros  de calidad,  se  realizó  la  búsqueda de genes  asociados a
bacteriófagos utilizando un índice específico de proteínas de bacteriófagos generado en
ABRicate (Cuadro 8). Se identificaron inicialmente 660 genes asociados a bacteriófagos.
Tras un proceso de depuración, se seleccionaron únicamente aquellos genes con valores
de cobertura y  similitud  superiores  al  50% y con una función descrita,  debido a la  alta
diversidad genética que pueden presentar estas secuencias (Yang et al., 2025). En total, se
detectaron 177 genes codificantes  de proteínas asociadas a  bacteriófagos.  De estos,  9
genes se encontraban en un rango de cobertura de 50–59%, 12 genes en un rango de 60–
69%, 13 genes en un rango de 70–79%, 11 genes en un rango de 80–89% y 132 genes en
un rango de 90–100% de cobertura (Cuadro 8).

Cuadro 8. Genes asociados a proteínas de bacteriófagos detectados en el sobrenadante de la cepa E.
coli PGV 26B-Coy 6 tras la  inducción con mitomicina C.  La identificación se realizó con ABRicate
GPLv2 utilizando  la  base  de  datos  “proteinafagos”.  Se  reportan  genes  con  cobertura  ≥50% y
similitud  ≥50%,  correspondientes  a  proteínas  estructurales,  de  lisis–lisogenia  y  asociadas  a
defensa bacteriana.

Muestra Cobertura Similitud Genes que codifican para proteínas de fagos

26-B Coy 6 100 98.53 DNA-packaging protein

26-B Coy 6 100 93.16 lysis protein

26-B Coy 6 100 100 bacteriocin

26-B Coy 6 100 100 Hok/Gef family protein

26-B Coy 6 100 99.7 LPD5 domain-containing protein

26-B Coy 6 100 99.89 DUF551 domain-containing protein
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26-B Coy 6 100 100 ead/Ea22-like family protein

26-B Coy 6 100 100 DUF4752 family protein

26-B Coy 6 100 100 TraR/DksA family transcriptional regulator

26-B Coy 6 100 100 antirepressor Ant

26-B Coy 6 100 99.65 antA/AntB antirepressor family protein

26-B Coy 6 100 100 site-specific integrase

26-B Coy 6 100 100 DUF4222 domain-containing protein

26-B Coy 6 100 100 YqaJ viral recombinase family protein

26-B Coy 6 100 99.75 recombination protein Bet

26-B Coy 6 100 99.66 host-nuclease inhibitor Gam family protein

26-B Coy 6 100 98.83 exodeoxyribonuclease VIII

26-B Coy 6 100 98.45 hypothetical protein

26-B Coy 6 100 98.2 cell division protein FtsZ

26-B Coy 6 100 100 antitermination protein N

26-B Coy 6 100 100 helix-turn-helix transcriptional regulator

26-B Coy 6 100 99.19 ATP-binding protein

26-B Coy 6 100 99.35 DUF1627 domain-containing protein

26-B Coy 6 100 100 DUF977 family protein

26-B Coy 6 100 98.67 DUF4145 domain-containing protein

26-B Coy 6 100 97.56 hypothetical protein

26-B Coy 6 100 98.38 helix-turn-helix transcriptional regulator

26-B Coy 6 100 99.62 type II toxin-antitoxin system RelE/ParE
family toxin

26-B Coy 6 100 99.32 antirepressor antB

26-B Coy 6 100 100 ORF6N domain-containing protein

26-B Coy 6 100 100 recombination protein NinB

26-B Coy 6 100 100 DUF1364 domain-containing protein

26-B Coy 6 100 99.72 RusA family crossover junction
endodeoxyribonuclease
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26-B Coy 6 100 100 protein ninH

26-B Coy 6 100 97.9 antitermination protein Q

26-B Coy 6 100 100 Shiga toxin Stx1 subunit A

26-B Coy 6 100 100 Shiga toxin Stx1a subunit B

26-B Coy 6 100 99.23 SASA family carbohydrate esterase

26-B Coy 6 100 98.97 lysis protein holin

26-B Coy 6 100 99.25 lysozyme

26-B Coy 6 100 100 putative antirepressor protein

26-B Coy 6 100 100 lysis protein

26-B Coy 6 100 100 Rha family transcriptional regulator

26-B Coy 6 100 100 terminase

26-B Coy 6 100 99.65 terminase

26-B Coy 6 100 99.67 portal protein

26-B Coy 6 100 99.5 hypothetical protein

26-B Coy 6 100 98.03 N4-gp56 family major capsid protein

26-B Coy 6 100 100 Hok/Gef family protein

26-B Coy 6 100 99.02 helix-turn-helix domain-containing protein

26-B Coy 6 100 99.04 ash family protein

26-B Coy 6 100 99.64 hypothetical protein

26-B Coy 6 100 95.26 LexA family transcriptional regulator

26-B Coy 6 100 98.42 DUF2303 family protein

26-B Coy 6 100 95.72 5'-deoxynucleotidase

26-B Coy 6 100 95.98 DinI-like family protein

26-B Coy 6 100 87.5 Ail/Lom family outer membrane
beta-barrel protein

26-B Coy 6 100 96.73 tail assembly protein

26-B Coy 6 100 93.95 C40 family peptidase

26-B Coy 6 100 96.28 minor tail protein L

26-B Coy 6 100 93.03 tail protein
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26-B Coy 6 100 98.16 tail assembly protein T

26-B Coy 6 100 95.98 tail protein

26-B Coy 6 100 96.49 minor tail U family protein

26-B Coy 6 100 97.75 tail protein

26-B Coy 6 100 98.05 terminase small subunit

26-B Coy 6 100 94.78 lysozyme RrrD

26-B Coy 6 100 98.26 Bor protein precursor

26-B Coy 6 100 99.54 excisionase

26-B Coy 6 100 98.32 tyrosine-type recombinase/integrase

26-B Coy 6 100 90.36 GtrA family protein

26-B Coy 6 100 96.41 YmfQ family protein

26-B Coy 6 100 98.21 baseplate J/gp47 family protein

26-B Coy 6 100 99.3 GP46 family protein

26-B Coy 6 100 98.54 baseplate assembly protein V

26-B Coy 6 100 98.33 baseplate protein

26-B Coy 6 100 98.33 DNA circularization N-terminal domain-containing 
protein

26-B Coy 6 100 98.8 tail tape measure protein

26-B Coy 6 100 99.07 tail assembly protein

26-B Coy 6 100 96.64 tail tube protein

26-B Coy 6 100 98 tail sheath subtilisin-like
domain-containing protein

26-B Coy 6 100 98.83 DUF2635 domain-containing protein

26-B Coy 6 100 96.84 head closure protein

26-B Coy 6 100 99.38 head-tail connector protein

26-B Coy 6 100 98.01 hypothetical protein

26-B Coy 6 100 98.76 major capsid protein

26-B Coy 6 100 99.85 HK97 family prohead protease

26-B Coy 6 100 98.47 portal protein
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26-B Coy 6 100 97.27 putative integral membrane protein

26-B Coy 6 100 97.12 terminase large subunit

26-B Coy 6 100 98.79 terminase small subunit P27 family

26-B Coy 6 100 91.45 HNH endonuclease

26-B Coy 6 100 89.82 DUF2570 domain-containing protein

26-B Coy 6 100 93.5 glycoside hydrolase family protein

26-B Coy 6 100 95.11 holin lambda family

26-B Coy 6 100 99.26 helix-turn-helix domain-containing protein

26-B Coy 6 100 97.28 protein YmfL

26-B Coy 6 100 98.08 helix-turn-helix transcriptional regulator

26-B Coy 6 100 99.42 helix-turn-helix domain-containing protein

26-B Coy 6 100 98.89 Shiga toxin Stx2c subunit B

26-B Coy 6 100 99.02 KilA-N domain-containing protein

26-B Coy 6 100 99.39 LexA family transcriptional regulator

26-B Coy 6 100 97.4 N-6-adenine-methyltransferase

26-B Coy 6 100 87.64 lysozyme

26-B Coy 6 100 96.55 antitermination protein

26-B Coy 6 99.88 96.37 tail tape measure protein

26-B Coy 6 99.81 98.69 putative envelope protein

26-B Coy 6 99.78 97.4 proendopeptidase RzpD

26-B Coy 6 99.7 77.95 tail protein

26-B Coy 6 99.54 93.15 DUF4014 family protein

26-B Coy 6 99.5 99.5 helix-turn-helix domain-containing protein

26-B Coy 6 99.45 99.17 DNA-binding protein

26-B Coy 6 99.45 91.21 HNH endonuclease

26-B Coy 6 99.29 96.43 Hok/Gef family protein

26-B Coy 6 99.23 76.54 glycosyltransferase family 2 protein

26-B Coy 6 98.75 89.98 phosphoadenosine
phosphosulfate reductase family protein
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26-B Coy 6 98.35 76.58 minor tail protein G

26-B Coy 6 98.29 93.04 hypothetical protein

26-B Coy 6 98.25 88.39 replication initiation protein

26-B Coy 6 97.87 94.33 minor tail protein G

26-B Coy 6 97.62 97.05 KilA-N domain-containing protein

26-B Coy 6 97.55 99.06 head-tail connector protein

26-B Coy 6 97.16 86.86 Hok/Gef family protein

26-B Coy 6 96.92 86.98 hypothetical protein

26-B Coy 6 96.78 80.53 tail protein

26-B Coy 6 96.71 82.21 type I toxin-antitoxin system Hok family toxin

26-B Coy 6 96.4 87.38 NinE protein

26-B Coy 6 96.32 98.3 PerC family transcriptional regulator

26-B Coy 6 95.38 98.39 Rus A family crossover juntion
endodeoxyribonuclease

26-B Coy 6 93.88 98.08 DUF968 domain-containing protein

26-B Coy 6 91.75 78.75 site-specific integrase

26-B Coy 6 90.38 97.53 HK97 gp10 family protein

26-B Coy 6 89.99 98.16 DUF1983 domain-containing protein

26-B Coy 6 89.43 92.27 Hok/Gef family protein

26-B Coy 6 87.4 80.18 antitermination protein Q

26-B Coy 6 87.23 96.75 Hok/Gef family protein

26-B Coy 6 83.15 93.53 porin

26-B Coy 6 81.96 97.61 excisionase family protein

26-B Coy 6 81.72 86.4 porin

26-B Coy 6 81.09 100 truncated transposase

26-B Coy 6 80.8 99.01 tail assembly chaperone

26-B Coy 6 80.14 94.69 Hok/Gef family protein

26-B Coy 6 80 88.89 YdfR family protein

26-B Coy 6 79.95 80.62 helix-turn-helix domain-containing protein
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26-B Coy 6 78.82 98.48 terminase large subunit family protein

26-B Coy 6 78.01 96.36 Hok/Gef family protein

26-B Coy 6 77.21 98.16 head closure protein

26-B Coy 6 76.81 95.6 gpW family protein

26-B Coy 6 74.47 91.43 Hok/Gef family protein

26-B Coy 6 74.47 90.48 Hok/Gef family protein

26-B Coy 6 73.74 98.17 CII protein

26-B Coy 6 73.46 94.36 host specificity protein J

26-B Coy 6 72.34 95.1 Hok/Gef family protein

26-B Coy 6 72.34 94.12 Hok/Gef family protein

26-B Coy 6 70.92 95 Hok/Gef family protein

26-B Coy 6 70.92 99 Hok/Gef family protein

26-B Coy 6 69.5 92.86 Hok/Gef family protein

26-B Coy 6 69.48 89.86 Hok/Gef family protein

26-B Coy 6 69.33 99.79 LexA family transcriptional repressor

26-B Coy 6 68.57 76.18 site-specific DNA-methyltransferase

26-B Coy 6 68.09 98.96 Hok/Gef family protein

26-B Coy 6 65.96 90.32 Hok/Gef family protein

26-B Coy 6 63.83 98.89 Hok/Gef family protein

26-B Coy 6 62.91 89.55 type I toxin-antitoxin system Hok family toxin

26-B Coy 6 62.7 94.94 bacteriocin

26-B Coy 6 61.84 85.82 DUF3950 domain-containing protein

26-B Coy 6 60.11 97.27 putative integral membrane protein

26-B Coy 6 60.04 93.64 IS3 family transposase

26-B Coy 6 59.57 89.29 Hok/Gef family protein

26-B Coy 6 58.87 86.75 Hok/Gef family protein

26-B Coy 6 58.16 90.24 Hok/Gef family protein

26-B Coy 6 57.45 97.53 Hok/Gef family protein
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26-B Coy 6 56.58 94.86 tail fiber assembly protein

26-B Coy 6 56.23 99.48 DUF3168 domain-containing protein

26-B Coy 6 54.61 88.31 Hok/Gef family protein

26-B Coy 6 53.12 87.5 C40 family peptidase

26-B Coy 6 50.28 76.34 head-tail joining protein

Además,  se  realizó  la  identificación  de  las  funciones  de  los  genes.  Entre  los  genes
asociados  a  bacteriófagos  detectados en las  secuencias  recuperadas  del  sobrenadante
inducido con mitomicina C, se identificaron genes relacionados con los sistemas de lisis-
lisogenia,  como bacteriocinas,  el  represor  CI,  holinas  y  lisozimas;  factores de virulencia
como  stx1,  stx2,  eae,  componentes del sistema de secreción tipo III  (SST3) y sistemas
toxina-antitoxina;  así  como  genes  que  codifican  para  proteínas  estructurales
correspondientes  a  proteínas  de  tallo,  cola,  cápside,  terminasa,  conector  de  cabeza  e
integrasas (Cuadro 8). Además, se observa que algunos de estos genes se reportan de
forma múltiple, con diferentes coberturas y distintas similitudes de secuencia con respecto a
las  reportadas  en  GenBank,  como  es  el  caso  de  genes  que  codifican  para  proteínas
Hok/Gef, proteína portal, proteína conectora tallo-cabeza, bactericida, proteína G de cola
menor y el antirrepresor Ant, entre otras (Cuadro 8).

Estos resultados indican que la cepa de E. coli PGV 26B-Coy 6, tratada con mitomicina C,
es capaz de liberar  bacteriófagos,  lo  que se asocia  con la  disminución  de la  densidad
bacteriana observada (Cuadro 3, Cuadro 4, Figura 1). Asimismo, la presencia de múltiples
copias de distintos genes codificantes de proteínas podría indicar la presencia de distintos
bacteriófagos en la cepa de E. coli PGV 26B-Coy 6, por lo que se realizó la búsqueda de
diferentes especies de bacteriófagos en las secuencias obtenidas de la secuenciación del
sobrenadante inducido con mitomicina C.

En los contigs ensamblados se realizó la búsqueda de especies de bacteriófagos presentes
en la cepa E. coli PGV 26B-Coy 6. En total se detectaron 24 especies de bacteriófagos con
distintas  abundancias  en  las  lecturas  mapeadas  por  FastViromeExplorer  v1.2  en  las
secuencias pareadas, previamente depuradas, recuperados de la cepa  E. coli PGV 26B-
Coy  6,  sin  embargo  se  realizó  una  depuración,  seleccionando  aquellas  especies  de
bacteriófagos  cuyas  abundancias  sean  superiores  al  1%,  esto  debido  a  que
FastViromeExplorer  v1.2  realiza  un  mapeo  corto   de  coincidencia  de  k-mer  de  31  pb,
teniendo un total de 7 especies de bacteriófagos (Cuadro 9).

Cuadro 9. Análisis de la presencia de bacteriófagos presentes en el sobrenadante de la cepa de E. coli
26B-Coy  6  inducida  con  mitomicina  C. La  identificación  de  especies  se  realizó  con
FastViromeExplorer  v1.2  utilizando  la  base  de  datos  “ncbi-viruses-list.txt”.  Se  reportan  siete
especies de bacteriófagos con abundancias relativas ≥1%.

Muestra Orden Familia Género Especie Abundancia 
estimada de 
lecturas 
mapeadas

Abundancia 
relativa en 
porcentajes

26-B Coy 6 Caudovirales Podoviridae Tl2011virus
Shigella virus

VASD 6733530 52.25%

26-B Coy 6 Caudovirales Podoviridae Pocjvirus
Shigella virus

POCJ13 3169930 24.59%

71



26-B Coy 6 Caudovirales Podoviridae Pocjvirus
Shigella virus

7502Stx 1185870 9.20%

26-B Coy 6 Caudovirales Podoviridae Tl2011virus
Escherichia
virus PA2 522074 4.05%

26-B Coy 6 Caudovirales Myoviridae Unclassified
Shigella phage

SfIV 269048 2.09%

26-B Coy 6 Caudovirales Siphoviridae Lambdavirus
Enterobacteria
phage HK630 182127 1.41%

26-B Coy 6 Caudovirales Podoviridae Unclassified
Escherichia

phage P13374 167067 1.29%

Algunas  de  las  especies  de  bacteriófagos  mapeados  en  las  secuencias  contiguas
recuperadas de los bacteriófagos inducidos de la cepa de  E. coli PGV 26B-Coy 6 fueron
Shigella virus VASD, con una abundancia relativas de 52.25%; Shigella virus POCJ13, con
24.59% de abundancia relativa;  Shigella virus  7502Stx, con 9.20 de abundancia relativa;
Escherichia virus PA2, con 4.05% de abundancia relativa; y Shigella phage SfIV, con 2.09%
de abundancia relativa, entre otros (Cuadro 7). 

De estos bacteriófagos se encuentran representadas 3 familias Podoviridae, Myoviridae y
Siphoviridae  (actualmente  ya  no  existentes),  sugiriendo  la  presencia  de  distintos
bacteriófagos en la cepa de E. coli PGV 26B-Coy 6 (Cuadro 7).

Los  bacteriófagos  identificados  en  los  distintos  contigs  se  encuentran  asociados
principalmente a enterobacterias, además se asocian a bacteriófagos portadores de stx’s, lo
que indicaría que los bacteriófagos inducidos con mitomicina C en la cepa E. coli PGV 26B-
Coy  6  podrían  presentan  la  capacidad  potencial  de  infectar  cepas  de  E.  coli u  otras
enterobacterias.

Para  descartar  que  las  abundancias  de  lecturas  mapeadas  fuesen  resultado  de  una
subrepresentación en el mapeo de secuencias compartidas, se alineó el NODO_1, debido a
que fue la secuencia contigua más larga ensamblada, con una longitud de 61,313 pb, contra
las bases de datos de GenBank. El resultado mostró que el NODO_1 coincide con 3 de las
7 especies de bacteriófagos reportadas con FastViromeExplorer v1.2 (Cuadro 10). 

De  las  especies  de  bacteriófagos  alineadas,  las  que  presentan  mayor  porcentaje  de
cobertura y similitud son el  bacteriófago  Shigella phage  POCJ13, con una cobertura del
94% y una similitud del 97.26%, y el bacteriófago Shigella phage 7502 Stx, con el 91% de
cobertura y una similitud del 98.92% (Cuadro 9). 

Este resultado muestra que,  dentro de las secuencias ensambladas,  existen secuencias
correspondientes  a  distintos  bacteriófagos  y  que  la  secuencia  contigua  más  larga  no
alcanza a  cubrir  toda la  diversidad de especies,  además de evidenciar  la  presencia  de
distintas familias de bacteriófagos, lo que sugiere la liberación de múltiples bacteriófagos
(Cuadro 9).

Cuadro 10. Secuencia contigua NODE_1_length_61313_cov_24766.654729 alineada contra genomas de
referencia  del  GenBank.  Se presentan  los  mejores  alineamientos  obtenidos  mediante  BLAST,  incluyendo
puntuación máxima, puntuación total, porcentaje de cobertura, valor E, porcentaje de identidad y longitud de
alineamiento.  Se  reportan  únicamente  secuencias  correspondientes  a  bacteriófagos  seleccionadas  tras  el
filtrado de resultados.

Secuencia de 
referencia

Secuencia 
contigua

Puntuación 
máxima

Puntuación 
total

Porcentaje
de 
cobertura E value

Porcentaje 
de 
identidad Longitud

NC_029120.1 NODO_1 39803 96310 91% 0.0 98.92% 60875
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Shigella phage 
7502 Stx, 
complete 
genome

largo 61313 
pb

FJ188381.1 
Stx2-converting
phage 1717, 
complete 
genome

NODO_1
largo 61313 
pb 3788 10667 12% 0.0 92.86% 62147

NC_025434.1 
Shigella phage 
POCJ13, 
complete 
genome

NODO_1
largo 61313 
pb 64840 99476 94% 0.0 97.26% 62699

PV189406.1 
Escherichia 
phage 
vB_EcoP_phi36
7, complete 
genome

NODO_1
largo 61313 
pb 19139 50191 54% 0.0 96.27% 58966

NC_028685.1 
Shigella phage 
Ss-VASD, 
complete 
genome

NODO_1
largo 61313 
pb 19075 61535 59% 0.0 96.20% 62851

NC_049920.1 
Stx1 converting
phage AU5 
Stx1, complete 
genome

NODE_1_le
ngth_61313
_cov_24766
.654729 18995 58913 60% 0.0 96.07% 58371

Estos resultados indican que la mitomicina C fue capaz de inducir, en la cepa E. coli PGV
26B-Coy  6,  bacteriófagos  asociados  a  la  movilización  de  genes  de  shigatoxinas,  esto
sugiere  que los  bacteriófagos presentes en esta cepa podrían participar  en eventos de
transferencia horizontal  de genes mediante los ciclos  de lisis–lisogenia.  Por  lo  cual  nos
cuestionamos si los eventos de inducción de bacteriófagos en ambientes naturales, que
favorecen la generación de nuevas variantes de cepas E. coli PGV con potencial capacidad
patogénica,  estarían  asociados  al  contacto  con  componentes  presentes  en  los
microambientes gastrointestinales, como podría ser el líquido ruminal, lo cual podría explicar
la generación de variantes patógenas en rumiantes. Para lo cual nosotros evaluamos la
inducción de bacteriófagos de las cepas de E. coli PGV 26B-Coy 6 con líquido ruminal. 

Inducción de la cepa E. coli PGV 26-B Coy 6 con líquido ruminal

La cepa E. coli PGV 26-B Coy 6, donde se evaluó la presencia de distintos genes asociados
a diferentes especies de bacteriófagos (Cuadro 7) mediante su inducción con mitomicina C,
(Cuadro  8,  Cuadro  9),  fue  desafiada  con  tres  concentraciones  de  líquido  ruminal  (LB,
LR100%,  LRN100%,  LRN75%,  LRN50% y mitomicina  C),  con la  finalidad  de evaluar  y
analizar  su  cinética  de  crecimiento  y  la  capacidad  del  líquido  ruminal  para  inducir
bacteriófagos, respectivamente.
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La cepa E. coli PGV 26-B Coy 6, expuesta a diferentes condiciones, mostró a partir de las 2
horas, patrones de crecimiento diferenciados (n=3, p < 0.05), en comparación con la cepa
control cultivada en caldo LB y con la cepa tratada con mitomicina C. A las 2 horas, las
medias de OD600 fueron para: LB, 0.448 ± 0.034; tratamiento con mitomicina C, 0.212 ±
0.070;  LR100%,  0.119  ±  0.035;  LRN50%,  0.393  ±  0.021,  LRN75%,  0.256  ±  0.010  y
LRN100%, 0.132 ± 0.014. En este tiempo, se observaron diferencias significativas entre
LR100% y LB (p = 0.0003), LRN75% y LB (p = 0.0007), LRN100% y LB (p = 0.0001) y
LRN50% y mitomicina C (p = 0.0129) (Figura 2).

Figura 2. Curvas de crecimiento de la cepa E. coli PGV 26-B Coy 6 bajo distintas condiciones de líquido
ruminal.  Se evaluó la densidad óptica (OD600) de la cepa expuesta a líquido ruminal al 100% (LR100), 50%
(LR50), 75% (LR75) y líquido ruminal nutritivo al 100% (LRN100). Como controles se utilizaron caldo Luria-
Bertani (LB) y LB con mitomicina C (LB+mitomicina). En todos los tratamientos, el pH del medio se ajustó a 7.02.
Los datos se presentan como la media ± DS de tres réplicas independientes (n = 3). El análisis de varianza
(ANOVA de una vía) y prueba de t student, reveló diferencias estadísticamente significativas entre tratamientos
en todos los tiempos evaluados (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs LB).

A las 4 horas, los tratamientos LR100% (p = 0.0001) y LRN75% (p = 0.0004) presentaron
diferencias significativas con respecto a LB. Asimismo, todos los tratamientos evaluados
mostraron diferencias significativas en comparación con mitomicina C (p ≤ 0.0004). A las 6
horas, se observaron diferencias significativas entre LR100% y LB (p = 0.0002), LRN75% y
LB (p = 0.0011), LRN50% y LB (p = 0.0017) y LRN100% y LB (p = 0.0001). De igual forma,
los  tratamientos  LRN50%,  LRN75%  y  LRN100%  mostraron  diferencias  significativas
respecto al tratamiento con mitomicina C (p ≤ 0.0021). A las 8 horas, todos los tratamientos
evaluados presentaron diferencias significativas en comparación con LB (p ≤ 0.0055), así
como con el tratamiento con mitomicina C (p ≤ 0.0006). Finalmente, a las 24 horas, todos
los  tratamientos  mostraron  diferencias  estadísticamente  significativas  respecto  a  ambos
controles (LB y mitomicina C) (p = 0.0001) (Figura 2).

Las condiciones LRN75% y LRN50% mostraron patrones de crecimiento similares entre sí,
particularmente a las 6 y 8 horas de incubación, sin ser estadísticamente diferentes entre sí
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(p > 0.05) (Figura 2). Sin embargo, a las 24 horas se observó una diferencia significativa (p
≤ 0.01) entre ambos tratamientos (Figura 2).

La cepa tratada con LRN100% mostró una disminución en el  crecimiento bacteriano en
comparación con el control LB (p ≤ 0.01), pero un crecimiento significativamente mayor que
el observado en la cepa tratada con mitomicina C (p ≤ 0.01). Este comportamiento sugiere
un  efecto  inhibitorio  parcial  o  una  posible  lisis  incompleta  asociada  al  líquido  ruminal
nutritivo.

Por su parte, el tratamiento con líquido ruminal sin suplementación (LR100%) presentó una
limitación marcada del crecimiento desde las 2 horas postinducción, con un patrón similar al
observado en la cepa tratada con mitomicina C, aunque con diferencias estadísticamente
significativas entre ambos tratamientos (p < 0.001).

En conjunto, los resultados indican que el crecimiento de la cepa  E. coli PGV 26B-Coy 6
disminuye a diferentes concentraciones de líquido ruminal, en comparación con el control,
sin generar un declive total del crecimiento (Figura 2).

Mediante  un  análisis  de  regresión  lineal  se  evaluó  si  la  disminución  en  la  densidad
bacteriana durante la cinética de crecimiento de 24 horas se encontraba asociada con las
diferentes  concentraciones  de  líquido  ruminal  empleadas  en  los  ensayos  de  inducción
(Figura 3). Los resultados mostraron que el modelo presentó un ajuste (R² = 0.802) y que la
concentración de líquido ruminal (p < 0.001) tuvo un efecto estadísticamente significativo
sobre  la  densidad  bacteriana.  En  particular,  la  concentración  mostró  una  asociación
negativa con la absorbancia, lo que indica que a mayor concentración de líquido ruminal se
observa una mayor disminución en la densidad bacteriana a lo largo del tiempo (Figura 3).

Figura 3. Regresión lineal múltiple de las absorbancias de la cepa E. coli PGV 26-B Coy 6 inducida con
líquido ruminal (LRN, LRN75 y LRN50).  Los puntos representan los valores experimentales y las líneas los
ajustes lineales correspondientes en función del tiempo. Los experimentos se realizaron por triplicado (n=3). Las
concentraciones de líquido ruminal fueron: líquido ruminal nutritivo 100% (LRN), líquido ruminal nutritivo 75%
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(LRN75) y líquido ruminal  nutritivo 50% (LRN50).  Se observó un efecto significativo de la concentración de
líquido ruminal sobre la absorbancia (R² = 0.802, p < 0.001).

Este comportamiento sugiere un efecto dependiente de la concentración de líquido ruminal,
incluso en condiciones de suplementación con nutrientes (Figura 3). Dicho efecto podría
atribuirse  a  la  presencia  de  componentes  solubles  en  el  líquido  ruminal  que  limitan  el
crecimiento  bacteriano  o  a  la  posible  inducción  parcial  de  bacteriófagos,  los  cuales
restringen la  proliferación bacteriana  sin  provocar  una lisis  completa,  a  diferencia  de lo
observado con la mitomicina C (Figura 2). Se evalúo la presencia de bacteriófagos en el
sobrenadante como una posible causa de la disminución de la densidad bacteriana en la
cinética de crecimiento.  

Presencia de genes asociados a bacteriófagos por PCR punto final

A partir de los desafíos de inducción realizados con distintas concentraciones de líquido
ruminal  y  con  mitomicina  C,  se  extrajo  ADN  tanto  del  pellet bacteriano  como  del
sobrenadante.  Se evaluó la  presencia de los genes  stx2,  tail,  terminase,  capsid y  holin,
asociados a bacteriófagos, mediante PCR punto final. Los cinco genes se detectaron tanto
en el  pellet bacteriano como en el  sobrenadante en todas las condiciones de inducción
evaluadas con líquido ruminal.  Asimismo, estos genes también fueron detectados en los
controles de la inducción de caldo LB y caldo LB con mitomicina C (Cuadro 10).

La detección de genes asociados a bacteriófagos en el sobrenadante filtrados, previamente
tratados con DNasa y RNasa antes de la extracción de ADN, podría sugerir la presencia de
material  genético  contenido  en  una  cápside  lo  que  podría  deberse  a  la  liberación  de
partículas fágicas, inducidas con líquido ruminal.  Sin embargo, debido a la presencia de
estos genes en el control LB, fue necesario realizar una cuantificación de copias genómicas
totales  mediante  PCR en  tiempo real  (qPCR),  con  el  objetivo  de determinar  si  existen
diferencias  cuantitativas  en  la  inducción  de  genes  asociados  a  bacteriófagos  entre  las
distintas condiciones evaluadas, tanto en el pellet bacteriano como en el sobrenadante.

Cuadro  10.  Detección  de  genes  asociados  a  bacteriófagos  en  pellet  bacteriano  y  sobrenadantes
obtenidos tras las inducciones con líquido ruminal nutritivo (LRN), caldo LB y mitomicina C. Se realizó la
detección por PCR punto final de los genes  stx2 325pb,  tail  189pb,  terminase  344pb,  capsid  300pb y  holin
178pb, los cuales se asocian a bacteriófagos. La detección se realizó tanto en el pellet bacteriano como en los
sobrenadantes, de los ensayos de inducción (n=3). Se evaluaron las distintas concentraciones de LRN (100%,
50% y 25%), así como los controles de crecimiento en caldo LB y la inducción con mitomicina C.  p* (pellet
bacteriano), s* (sobrenadante), D* (detectado) y ND* (no detectado)

genes stx-2 tail terminase capsid holin

Tratamientos
/ origen

p* s* p* s* p* s* p* s* p* s*

LB control 
positivo

D D D D D D D D D D

MitomicinaC 
control 
positivo

D D D D D D D D D D

LRN100 D D D D D D D D D D
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LRN75 D D D D D D D D D D

LRN50 D D D D D D D D D D

Cuantificación de genes asociados a bacteriófagos (stx2 y tail) por PCR en tiempo 
real (qPCR)

Debido a la presencia de genes asociados a bacteriófagos en el  pellet bacteriano y en el
sobrenadante  de la  cepa  Escherichia  coli PGV 26B-Coy 6,  se  evaluaron el  número de
copias genómicas en el pellet bacteriano entre los tratamientos LRN100, LRN75 y LRN50,
así como las variaciones en el número de copias de dichos genes en el sobrenadante bajo
las mismas condiciones. Esto con la finalidad de determinar el número de copias genómicas
de profagos en el pellet bacteriano y de bacteriófagos en el sobrenadante, y establecer un
posible incremento en la replicación de genes asociados con bacteriófagos, como resultado
de la inducción.

En el  pellet bacteriano,  la cuantificación relativa se realizó mediante el  método de 2-ΔΔCt

(Starocik, 2004), con el objetivo de determinar el incremento relativo en el número de copias
genómicas de los genes  tail y  stx1, utilizando como referencia el gen de copia única  dxs
(Plotka et al., 2017).

Los  resultados  mostraron  que  la  inducción  con  los  distintos  tratamientos  generó  un
incremento relativo en el número de copias de  tail y  stx1 en comparación con el control
(Tabla 11). Para el gen  tail, los mayores incrementos se observaron en los tratamientos
LRN50 y LRN75, con valores de 1330 y 1750 copias relativas, respectivamente, seguidos
del control  con mitomicina,  que presentó un incremento de 850 copias.  En contraste, el
tratamiento LRN100 mostró el menor número relativo de copias para este gen (Tabla 11).

Tabla 11. Cuantificación relativa de los genes  tail y  stx1 en el pellet bacteriano de  E. coli 26B-Coy 6
mediante RT-qPCR. Los valores se expresan como ΔCt (x̅,  n=3), ΔΔCt e incremento relativo de copias (2^-
ΔΔCt), utilizando  dxs como gen de referencia.  Se evaluaron los tratamientos control,  mitomicina C y líquido
ruminal (LRN50, LRN75 y LRN100), con tres réplicas biológicas por condición.

Tratamiento ΔCt (x̅), n=3 ΔΔCt Incremento relativo de copias (2-ΔΔCt)

Control (tail) 20.43 0 1

Mitomicina (tail) 10.7 -9.73 850

LRN50 (tail) 10.05 -10.38 1330

LRN75 (tail) 9.65 -10.78 1750

LRN100 (tail) 12.39 -8.04 260

Control (stx1) 34.29 0 1

Mitomicina (stx1) 26.71 -7.58 190

LRN50 (stx1) 28.63 -5.66 50

LRN75 (stx1) 25.98 -8.31 310

LRN100 (stx1) 21.56 -12.73 7000
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En el caso del gen stx1, se observó el mayor incremento relativo en el tratamiento LRN100,
con  7000  copias,  seguido  de  LRN75  y  LRN50,  con  incrementos  de  310  y  50  copias
relativas,  respectivamente.  Por  su  parte,  el  tratamiento  con  mitomicina  presentó  un
incremento relativo de 190 copias (Tabla 11).

Una  vez  observados  los  cambios  en  el  incremento  relativo  del  número  de  copias
genómicas,  y con el  fin de establecer una asociación con la inducción de bacteriófagos
hacia  el  medio,  se  realizó  una  cuantificación  absoluta  de  genes  asociados  con
bacteriófagos, en este caso tail y stx1. Esto con la finalidad de determinar la liberación de
bacteriófagos al medio inducida por el líquido ruminal.

En el caso del gen tail, se observó un incremento en el número de copias genómicas en el
sobrenadante de las cepas inducidas con LRN100 con un número de copias genómicas de
3.5 × 10⁸, con respecto al número de copias presentes en el control sin inducir que fue de
3.38 × 10⁶. Para los tratamientos LRN 75% y LRN 50%, se observa un incremento en el
número de copias con respecto del control, los cuales son 6.63 × 106 y 6.48 × 106 número
de copias genómicas respectivamente. En el tratamiento con mitomicina C, se observa un
número de copias de 3.94 × 106 menor al control (Figura 4).

Figura  4. Número  de  copias  genómicas  totales  de  los  genes  stx1 y  tail en  los  sobrenadantes
recuperados tras la inducción con líquido ruminal. (A) Copias genómicas de stx1 en ADN viral recuperado
de sobrenadantes bajo diferentes concentraciones de líquido ruminal  (LRN 100%, 75% y 50%). (B) Copias
genómicas de tail bajo las mismas condiciones experimentales. Se incluyen como controles sobrenadantes de
cultivos en caldo LB y cepas inducidas con mitomicina C. Los valores representan la media ± DE; los asteriscos
indican diferencias significativas respecto al control no inducido (p ≤ 0.05).

En el caso del gen  stx1 en el sobrenadante, se observó un incremento en el número de
copias genómicas del gen  stx1 en el tratamiento con LRN100, con un número de copias
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genómicas de 6.07 × 109, en comparación con el sobrenadante del control sin inducir 3.63 ×
107. Mientras que para los tratamientos LRN50 y LRN75 se obtuvieron un número de copias
genómicas  de  3.75  ×  107 y  2.38  ×  109 respectivamente  (Figura  4).  En  el  caso  de  la
mitomicina se obtuvo un total de 1.86 × 109 (Figura 4). 

Estos resultados sugieren que el  incremento relativo de copias  del  gen  tail en el  pellet
bacteriano (Tabla 11), junto con el aumento de sus copias genómicas en los tratamientos
LRN50 y LRN75 (Figura 4), están relacionados con la producción e inicio de la liberación de
bacteriófagos  al  medio.  Este  fenómeno  explicaría  el  comportamiento  de  la  cinética  de
crecimiento  (Figura  2),  donde  no  se  observa  un  declive  total  de  la  densidad  celular;
asimismo, el aumento en el número de copias de dichos genes podría asociarse al retraso o
disminución en el crecimiento bacteriano observado.

Por el contrario, en el tratamiento LRN100, el menor incremento relativo de copias de genes
fágicos en comparación con LRN50 y LRN75 (Tabla 11) respondería a una liberación de
bacteriófagos derivada de una lisis bacteriana parcial (Figura 2). Esto explicaría la reducción
en la replicación del gen  tail en el pellet,  pero con un incremento relativo de  stx1 en el
mismo (Tabla 11). Dicho comportamiento se refleja en el aumento de copias genómicas de
stx1 y tail en el sobrenadante, lo que sugiere una liberación masiva de viriones sin alcanzar
una lisis total de la población (Figura 2).

A diferencia  de  lo  observado  con agentes  como la  mitomicina  C,  donde  se  genera  un
incremento relativo de copias genómicas de stx1 y tail en las células y un incremento en el
número de copias genómicas en el sobrenadante (Tabla 11, Figura 4), Pero se observa un
declive marcado en la cinética de crecimiento posiblemente por la liberación de bacteriófago
y otros mecanismos. 

Discusión

Se observó  que  cuatro  de  las  nueve  cepas,  durante  la  cinética  de crecimiento  en  LB,
presentaron variaciones significativas (p < 0.0001) en la densidad bacteriana, estimada a
partir de la OD600, durante las primeras seis horas (Cuadro 3). Sin embargo, al finalizar la
cinética de 12 horas, todas las cepas mostraron un comportamiento homogéneo (Cuadro 3,
Figura 1a).

Estas variaciones podrían atribuirse a que las cepas fueron aisladas de distintos individuos
y especies. Este hallazgo es consistente con lo reportado por Hilau y colaboradores (2022),
quienes  observaron  variaciones  sutiles  en  la  tasa  de  crecimiento  —medida  mediante
densidad bacteriana— en 11 cepas de  E.  coli aisladas  de diferentes hospedadores,  en
cinéticas de hasta 60 horas, donde se modeló la dinámica entre crecimiento, muerte celular
y densidad poblacional. En contraste, la cinética evaluada en el presente estudio fue de 12
horas, lo que permite observar principalmente la fase de crecimiento, pero no la fase de
muerte celular.

Una limitante del presente estudio para determinar si este efecto está asociado al origen de
las cepas es que, en algunos casos, solo se contó con una cepa por individuo, las cuales
fueron seleccionadas con base en sus FV, procurando en ciertos casos que estos fueran
distintos (Cuadro 1). Además, algunas cepas provenientes del mismo individuo mostraron
variaciones en las etapas iniciales de la cinética. Por ejemplo, la cepa B2-31(2)36 presentó
una cinética estadísticamente distinta (p < 0.0001) en comparación con B2-31(2)33,  así
como la cepa B26(2)3 en relación con B26(6)-31 y B26(6)-6.

Estos resultados indican que incluso cepas provenientes de un mismo individuo pueden
presentar variaciones en su cinética de crecimiento, lo cual podría atribuirse a diferencias
genéticas. De hecho, estas cepas presentan distintos FV y, en algunos casos, fenotipos
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diferentes, como ocurre con B2-31(2)33 y B2-31(2)36, que presentan fenotipos 112ab:H2 y
O8:H14, respectivamente.

Asimismo,  esta  variabilidad  podría  considerarse  esperable  en  cepas  no  adaptadas  a
condiciones  de  laboratorio,  a  diferencia  de  cepas  de  referencia  que  han  pasado  por
procesos de “domesticación”, derivados de sucesivas resiembras y selección de colonias.
Este  proceso  puede  generar  poblaciones  más  homogéneas,  lo  que,  aunque  útil
experimentalmente, puede representar una desventaja en estudios de evolución bacteriana
debido a la pérdida de variabilidad genética (Eydallin et al., 2014).

En  cuanto  a  las  cepas  de  E.  coli PGV  inducidas  con  mitomicina  C,  se  observó  un
comportamiento significativamente diferente entre ellas en todos los tiempos evaluados (p <
0.0001)  (Cuadro  3,  Figura  1).  Este  comportamiento  puede  atribuirse  al  efecto  de  la
mitomicina C como agente inductor de bacteriófagos. Se ha reportado que cepas de E. coli
que portan factores de virulencia como las shigatoxinas presentan una disminución en la
densidad bacteriana y un incremento en la liberación de bacteriófagos tras la exposición a
este agente (Gamage et al., 2004; Bonanno et al., 2016).

Además, este efecto depende de diversos factores, como la célula hospedadora, el tipo de
bacteriófago, el inductor y su concentración. En algunos casos, se han observado cambios
desde los 30 minutos posteriores a la inducción con mitomicina C (Filipiak et al., 2020). En
concordancia con estos reportes, las diferencias observadas en la cinética de crecimiento
en este estudio podrían explicarse por la inducción de bacteriófagos en las nueve cepas de
E. coli PGV.

No obstante, la persistencia de valores de absorbancia en las cepas tratadas indica que una
fracción de la población bacteriana continuó replicándose o que el crecimiento se detuvo sin
que ocurriera una lisis completa. Aunque las variaciones en la cinética de lisis pueden diferir
entre cepas, como se observó en este estudio, una posible explicación es la presencia de
mecanismos  de  defensa  bacteriana,  como  sistemas  toxina–antitoxina,  CRISPR-Cas  o
muerte celular  programada. Estos mecanismos han sido descritos como estrategias que
limitan o modulan la lisis inducida por bacteriófagos (Bernheim y Sorek, 2020; Georjon y
Bernheim, 2023).

A pesar de ello,  en las nueve cepas de  E. coli PGV se evidenció lisis bacteriana tras la
inducción con mitomicina C, lo que sugiere la liberación de bacteriófagos, en concordancia
con estudios previos que emplean este agente como inductor (Filipiak et al., 2020; Necel et
al.,  2022).  Sin  embargo,  en  este  estudio  no  se  evaluó  directamente  la  presencia  de
partículas  virales  mediante  microscopía  electrónica  en  el  sobrenadante,  como  se  ha
realizado en otros trabajos (Atkins et al., 2026; Yıldırım et al., 2021).

Se realizó  la  detección de genes estructurales  en los  sobrenadantes,  los cuales  fueron
previamente tratados con DNasa y RNasa con el objetivo de eliminar material genético libre
no contenido dentro de cápsides virales. Esta metodología permite la eliminación del ADN
bacteriano antes de la extracción del material genético de bacteriófagos (Sobolewski et al.,
2020).

La detección de genes estructurales como tail,  terminase y capsid, así como de los genes
stx2 y  holin (Cuadro  5),  ha  sido  previamente  reportada  en  distintos  estudios  para  la
identificación  diagnóstica  de  bacteriófagos  del  grupo  Caudoviricetes  (anteriormente
denominado Caudovirales).  Asimismo, se ha documentado la detección de bacteriófagos
portadores de shigatoxinas en sobrenadantes, así como de bacteriófagos con capacidad
lisogénica en diversas cepas bacterianas (Born et al., 2019; Ho et al., 2018; Withatanung et
al., 2026; Zhang et al., 2020; Zhu et al., 2022).
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Por lo tanto, la detección de estos genes, posterior al tratamiento con mitomicina C y al
tratamiento enzimático de los sobrenadantes, sugiere que el material genético identificado
proviene de bacteriófagos inducidos.

Adicionalmente, se evaluó la cepa 26B-Coy 6 mediante secuenciación masiva del material
genético  recuperado  de  los  sobrenadantes  tras  la  inducción  con  mitomicina  C  y  el
tratamiento con DNasa y RNasa. Las secuencias obtenidas fueron filtradas considerando
únicamente aquellas con calidad Q30, cumpliendo con los criterios de calidad establecidos
(Cuadro 6, Cuadro 7). De acuerdo con diversos estudios, para el ensamblaje  de novo de
genomas virales se pueden generar porcentajes de deduplicación entre 4% y 44%, el cual
se debe considerar si se eliminan o no, debido a que pueden generar una disminución en la
abundancia, y su presencia pueden aumentar complejidad en la biblioteca (Niu et al., 2010).
Se considera también el contenido elevado de GC y la inclusión de múltiples genomas de
bacteriófagos,  con  el  fin  de  no  subestimar  su  variabilidad  y  abundancia.  Asimismo,  se
recomienda el uso de herramientas como metaSPAdes y SPAdes para el ensamblaje (Niu
et al., 2010; Rihtman et al., 2016; Wang et al., 2020).

También se evaluó la contaminación por genomas de origen no viral, donde se recomienda
que  porcentajes  superiores  al  1% sean  interpretados  con  cautela  o  que  se repitan  los
análisis (Zolfo et al., 2019). En este estudio, el porcentaje de contaminación fue de 0.24%,
lo que sugiere que la mayoría de los genomas identificados corresponden a bacteriófagos.

Una limitante en el análisis de genomas de bacteriófagos es la ausencia de secuencias de
referencia estandarizadas, particularmente en ensamblajes de novo, lo que puede generar
sobre-representación de secuencias o la formación de quimeras. Por ello, la evaluación de
métricas de ensamblaje resulta fundamental (Turner et al., 2021).

Como resultado del análisis metagenómico, se identificó un conjunto de genes asociados a
funciones estructurales, incluyendo proteínas de la cápside mayor, componentes de cola y
tallo,  así  como  la  subunidad  larga  de  la  terminasa.  Asimismo,  se  detectaron  genes
relacionados con procesos de lisis y lisogenia, como holin, además de genes que codifican
para  proteínas  reguladoras  como  represores  (cI)  y  antirrepresores  (cII).  También  se
identificaron  genes  asociados  a  sistemas  toxina–antitoxina,  los  cuales  forman  parte  de
mecanismos de defensa bacteriana frente a infecciones virales (Cuadro 8).

Muchas de estas proteínas estructurales han sido descritas en bacteriófagos Caudoviricetes
como características  conservadas,  a  pesar  de  su  alta  divergencia  genética  (Veesler  y
Cambillau,  2011).  Asimismo,  la  presencia  de  mecanismos  de  defensa  en  genomas  de
bacteriófagos ha sido previamente reportada, y se ha sugerido que estos pueden adquirirse
mediante transferencia  horizontal  de genes (THG).  En  E.  coli K-12,  por  ejemplo,  se ha
documentado que algunos sistemas antifágicos se encuentran codificados en profagos.

Adicionalmente, se identificaron genes involucrados en el control del ciclo lítico-lisogénico,
tales como represores, antirrepresores y holinas, los cuales forman parte del cassette de
lisis descrito para la liberación de bacteriófagos (Lee et al., 2015; Leuzzi et al., 2017).

La identificación de estos genes se realizó mediante el desarrollo de una base de datos
personalizada denominada “proteinafagos”,  implementada en ABRicate GPLv2, siguiendo
las recomendaciones de los desarrolladores de la herramienta (Seemann, 2023). ABRicate
es ampliamente utilizado para la detección de genes de virulencia, resistencia y plásmidos
mediante alineamiento de secuencias contra bases de datos especializadas.

Aunque comúnmente se emplea con bases de datos como NCBI AMRFinderPlus, CARD,
ResFinder, ARG-ANNOT, VFDB, PlasmidFinder y EcOH (Wang et al., 2025; Kunarisasi et
al.,  2025),  en  este  estudio  se  optó  por  una  base  de  datos  personalizada,  similar  a  lo
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reportado por Cruz y colaboradores (2024), quienes lograron una tasa de identificación del
100% al adaptar la base de datos a su objetivo específico.

En conjunto, los resultados obtenidos a partir de la anotación génica indican la presencia de
bacteriófagos en el sobrenadante de la cepa E. coli 26B-Coy 6 inducida con mitomicina C.
Estos hallazgos son consistentes con los criterios de análisis, identificación y anotación de
genomas de bacteriófagos descritos previamente (Turner et al., 2021).

No obstante, una limitante del presente estudio es la construcción de la base de datos, la
cual se basó en 100 genomas completos anotados. Dado que no todos los genes presentan
funciones bien caracterizadas, sería posible mejorar la sensibilidad y cobertura mediante la
ampliación  de  esta  base  de  datos,  incorporando  un  mayor  número  de  genomas  y
anotaciones funcionales.

Con el objetivo de identificar las especies de bacteriófagos asociadas a la cepa E. coli 26B-
Coy  6,  se  analizó  la  diversidad  de  bacteriófagos  presentes  en  el  sobrenadante,
detectándose un total de siete especies. Este resultado sugiere la posible presencia de más
de un bacteriófago en el genoma de esta cepa, lo cual es consistente con lo reportado en la
literatura.

La coexistencia de múltiples bacteriófagos en un mismo hospedador  bacteriano ha sido
previamente documentada. Por ejemplo, en Vibrio cyclitrophicus 1F-97, durante un estudio
sobre la modulación de la inducción de bacteriófagos independiente del sistema SOS, se
observó que la exposición a ciprofloxacina activó dos bacteriófagos distintos (fago φ63 y
fago φ72). Sin embargo, cuando la inducción ocurre mediante proteínas autoinductoras, la
lisis bacteriana y la liberación de partículas virales pueden ser específicas para cada fago, lo
que indica una regulación diferencial dentro del mismo hospedador (Silpe et al., 2023a).

En este contexto, la presencia de múltiples bacteriófagos en un genoma bacteriano puede
explicarse  mediante  procesos  de  polilisogenia;  no  obstante,  estos  resultados  también
sugieren que la inducción no es necesariamente un proceso uniforme, sino que puede estar
finamente regulado a nivel de cada profago, lo que añade complejidad a la dinámica de
liberación de bacteriófagos en sistemas naturales.

En concordancia con estos hallazgos,  nuestros resultados sugieren que la mitomicina C
induce  procesos  de  lisis  en  cepas  de  E.  coli PGV  aisladas  de  carnívoros  y  bisontes,
posiblemente mediados por bacteriófagos en respuesta a la activación del sistema SOS. De
manera similar,  en  la  cepa epidémica  de Liverpool  de  Pseudomonas aeruginosa se  ha
documentado la  presencia de múltiples bacteriófagos (LESφ2, LESφ3, LESφ4, LESφ5 y
LESφ6), algunos de los cuales se encuentran integrados en los mismos sitios genómicos en
distintas cepas (James et al., 2012). Asimismo, en cepas de  Latilactobacillus sakei se ha
observado la presencia de más de un bacteriófago inducible, cuya activación depende del
tipo de inductor y de la dosis empleada (Ambros et al., 2022).

En este contexto, la detección de siete especies de bacteriófagos en nuestro estudio es
consistente con la posible liberación de múltiples fagos tras la inducción con mitomicina C.
Entre las especies identificadas, destaca Shigella virus VASD como la más abundante en
términos de lecturas mapeadas, seguido de Shigella virus POCJ13 y Shigella virus 7502Stx,
los  cuales  están  asociados  a  bacteriófagos  portadores  de  shigatoxinas.  El  bacteriófago
Shigella virus VASD fue originalmente aislado de  Shigella sonnei en un hospital en Baja
California  en  2014,  a  partir  de  pacientes  con  cuadros  entéricos,  y  presenta  relaciones
filogenéticas cercanas con los otros fagos detectados (Carter et al., 2016).

Una  limitante  del  presente  estudio  es  que  no  se  realizó  la  secuenciación  del  genoma
bacteriano completo, lo que impide determinar el número total de profagos presentes y su

82



potencial de inducción, así como confirmar la existencia de polilisogenia. No obstante, al
comparar el contig más largo ensamblado con genomas de referencia en GenBank (Cuadro
10), se observó una similitud superior al 95% con Shigella phage 7502Stx, Stx2-converting
phage 1717, Shigella phage POCJ13 y Shigella phage Ss-VASD.

Este alto  grado de similitud  sugiere  que el  mapeo mediante  FastViromeExplorer  podría
generar cierta redundancia  debido al  uso de lecturas cortas.  Sin embargo,  la  detección
adicional  de  lecturas  correspondientes  a  Shigella  phage  SfIV y  Enterobacteria  phage
HK630, las cuales no se alinearon con el contig principal,  podría indicar la presencia de
múltiples bacteriófagos en el genoma de la cepa. Por ello, futuros estudios deberían incluir
la secuenciación completa del genoma bacteriano para identificar regiones de profagos y
confirmar la diversidad de bacteriófagos observada.

Por  otra  parte,  la  cepa  E.  coli PGV  26-B  Coy  6,  aislada  de  coyote  y  portadora  de
shigatoxinas,  mostró una disminución  en la  densidad bacteriana tras el  tratamiento con
mitomicina C, junto con la presencia de genes estructurales de bacteriófagos y secuencias
asociadas  a  fagos  portadores  de  shigatoxinas  en  el  sobrenadante.  Además,  presenta
características  típicas  de cepas STEC y  pertenece  al  serogrupo  O153,  el  cual  ha sido
reportado tanto en ganado como en humanos, y asociado a procesos diarreogénicos y a la
presencia de los genes stx1 y stx2 (Hong et al., 2009; Kobayashi et al., 2009; Konishi et al.,
2018).

En conjunto, estos resultados apoyan la hipótesis de que la inducción con mitomicina C
promueve la liberación de bacteriófagos, constituyendo un modelo adecuado para el estudio
de la inducción fágica. Si bien la mitomicina C es ampliamente utilizada como inductor de
bacteriófagos portadores de shigatoxinas,  se ha demostrado que otros factores también
pueden inducir  estos procesos, como cambios en la presión hidrostática (Aertsen et al.,
2005), el uso de agentes quelantes como EDTA (Imamovic y Muniesa, 2012) y el estrés
oxidativo  (Filipiak  et  al.,  2020).  En  la  mayoría  de  los  casos,  estos  mecanismos  están
asociados a la activación de la respuesta al daño del ADN mediada por el sistema RecA
(Aertsen et al., 2005; Filipiak et al., 2020; Imamovic y Muniesa, 2012).

Se  evaluó  la  capacidad  del  líquido  ruminal  para  inducir  la  liberación  de  bacteriófagos
mediante su aplicación en diferentes concentraciones (Figura 2). Este tratamiento generó
una modificación en la cinética de crecimiento bacteriano en comparación con el control sin
inducción (LB) y el control positivo de inducción (LB + mitomicina C).

Con el  fin de descartar que la disminución en la densidad bacteriana se debiera a una
limitación  nutricional,  el  líquido  ruminal  fue  previamente  purificado  y  suplementado  con
diferentes concentraciones de medio LB, de manera que se mantuvieran concentraciones
equivalentes  de NaCl,  extracto de levadura  y peptona respecto  al  control  sin  inducción
(Figura 2).

Bajo estas condiciones, la reducción en la densidad bacteriana observada en la cepa E. coli
PGV 26-B Coy 6 podría estar asociada a componentes presentes en el líquido ruminal con
capacidad de inducir la liberación de bacteriófagos, los cuales, a su vez, contribuirían a la
disminución  de  la  población  bacteriana.  No  obstante,  los  componentes  específicos
responsables  de  este  efecto  no  fueron  identificados,  ya  que  no  se  realizó  un  análisis
detallado de metabolitos en el líquido ruminal empleado.

Se  ha  reportado  que  el  líquido  ruminal  de  bovinos  alimentados  con  forraje  contiene
metabolitos  como ácidos  grasos  de cadena  corta,  etanol,  aminoácidos  y  glucosa,  cuya
concentración puede variar dependiendo de la dieta, según análisis por cromatografía de
gases (Zhao et al., 2014). Por lo tanto, la disminución de la densidad bacteriana observada
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no parece estar asociada a una limitación de nutrientes, sino que podría correlacionarse con
la inducción de lisis mediada por bacteriófagos en presencia de líquido ruminal.

De  hecho,  se  observó  una  correlación  positiva  entre  la  disminución  de  la  densidad
bacteriana y el incremento en la concentración de líquido ruminal (R² = 0.802, p < 0.001)
(Figura 3), lo que respalda la hipótesis de un efecto dependiente de la concentración.

La inducción de bacteriófagos mediante diversos factores químicos y ambientales ha sido
ampliamente documentada (Aertsen et al., 2025; Boling et al., 2020; Oh et al., 2019). En
particular, se ha demostrado que ciertos componentes de la dieta, como carbohidratos (por
ejemplo,  fructosa)  y  ácidos  grasos  de  cadena  corta,  pueden  inducir  procesos  de  lisis
bacteriana mediada por bacteriófagos en modelos murinos (Oh et  al.,  2019).  Asimismo,
algunos productos comerciales,  como picantes y edulcorantes,  han mostrado capacidad
para activar el ciclo lítico de bacteriófagos (Boling et al., 2020).

En este contexto, no resulta inesperado que el líquido ruminal —un ambiente complejo y
dinámico— contenga compuestos con potencial inductor, como los ácidos grasos de cadena
corta (Chatterjee y Duerkop, 2019). Además, se ha destacado el papel de los componentes
de la dieta en la dinámica de los virus presentes en el rumen y su influencia sobre las
comunidades bacterianas, lo que impacta en la estabilidad del ecosistema ruminal y en la
salud del hospedador (Anderson et al., 2017).

Adicionalmente,  el  líquido  ruminal  puede  albergar  una  diversidad  de bacteriófagos.  Por
ejemplo, Gilbert y colaboradores (2017) lograron secuenciar cinco genomas completos de
bacteriófagos presentes en este ambiente, identificando genes asociados a procesos de
lisis  bacteriana,  lo  que  confirma  su  capacidad  infectiva  y  su  papel  en  la  dinámica
microbiana.

En  conjunto,  estos  antecedentes  sugieren  que  el  líquido  ruminal  podría  contener  una
combinación  de  metabolitos  derivados  del  metabolismo microbiano,  componentes  de  la
dieta  y  bacteriófagos  residentes,  los  cuales,  de  manera  individual  o  sinérgica,  podrían
inducir  la  activación  de  profagos,  promoviendo  la  liberación  de  bacteriófagos  y  la
consecuente lisis bacteriana.

Si bien la mitomicina C es ampliamente utilizada como inductor de bacteriófagos portadores
de shigatoxinas, también se ha demostrado que otros factores pueden desencadenar estos
procesos, como cambios en la presión hidrostática (Aertsen et al., 2005), el uso de agentes
quelantes como el EDTA (Imamovic y Muniesa, 2012) y el estrés oxidativo (Filipiak et al.,
2020). En la mayoría de los casos, estos mecanismos están asociados con la activación de
la respuesta al daño del ADN mediada por el sistema RecA.

En este  sentido,  los  resultados  obtenidos  con mitomicina  C sugieren  una inducción  de
bacteriófagos  dependientes  del  sistema  SOS-RecA  en  las  cepas  de  E.  coli PGV.  Sin
embargo,  el  efecto  observado  con  el  líquido  ruminal,  considerando  su  impacto
estadísticamente significativo sobre el crecimiento bacteriano (p < 0.0001), podría implicar
mecanismos de inducción alternativos o adicionales a los asociados con la respuesta SOS,
como los descritos por Silpe y colaboradores (2023a).

Para confirmar la hipótesis de que el líquido ruminal indujo la liberación de bacteriófagos, en
primer lugar,  se detectaron mediante PCR de punto final  genes que codifican proteínas
estructurales de bacteriófagos (tail, capsid y terminase), un gen asociado a los procesos de
lisis-lisogenia (holin) y un factor de virulencia relacionado con bacteriófagos presentes en la
cepa  (stx2)  (Cuadro  10).  Estos  genes  fueron  detectados  tanto  en  el  sobrenadante  —
previamente tratado con RNasas y DNasas— como en el pellet bacteriano. Con la finalidad
de  proponer  que  en  el  sobrenadante  de  las  cepas  inducidas  existía  la  presencia  de
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partículas virales –en este caso bacteriófagos– que podrían empaquetar material genético,
por lo cual estaría protegido de los tratamientos con DNAsas. Este resultado no es limitante,
ya que los genomas de los bacteriófagos contienen dichas secuencias.

Con el fin de confirmar la inducción de la liberación de bacteriófagos, se evaluaron mediante
qPCR dos genes:  tail,  como marcador estructural,  y  stx1,  como factor de virulencia.  Se
analizó  si  existía  un  incremento  en  el  número  de  copias  genómicas  tanto  en  el  pellet
bacteriano como en el sobrenadante. Este enfoque permite inferir, por un lado, la replicación
intracelular de genes de bacteriófagos y, por otro, el aumento de partículas virales liberadas
al medio como resultado de la lisis bacteriana.

En el pellet bacteriano se observó un incremento relativo en el número de copias genómicas
de los  genes asociados a bacteriófagos (stx1 y  tail)  en comparación con el  control  sin
inducir,  con  incrementos  de  1330,  1750  y  260  para  los  tratamientos  LRN50,  LRN75  y
LRN100, respectivamente (Cuadro 11). Asimismo, estos valores fueron superiores al control
de inducción con mitomicina C, excepto en el tratamiento LRN100, donde el incremento fue
menor.

En el sobrenadante, se observó una mayor cantidad de copias genómicas de  stx1 en los
tratamientos LRN100 y LRN75 en comparación con el control (Figura 4). Para el gen tail, la
mayor cantidad de copias se detectó en el  tratamiento LRN100, mientras que LRN50 y
LRN75 presentaron valores menores, aunque similares entre sí, y superiores al control. En
conjunto, estos resultados sugieren que el líquido ruminal podría inducir la producción de
bacteriófagos de manera diferencial en la cepa E. coli PGV 26-B Coy 6.

El uso del gen de referencia dxs ha sido previamente reportado por Plotka y colaboradores
(2017), quienes validaron su aplicación para la cuantificación del número de copias génicas
mediante  qPCR y PCR digital  por  gotas (ddPCR),  particularmente  en la  estimación del
número de copias  del  plásmido pBR322 en  E. coli DH5α.  Además,  la  evaluación de la
inducción  de  bacteriófagos  mediante  la  cuantificación  de  stx1  ha  sido  reportada
previamente,  como en el  estudio de Zhan y colaboradores  (2020),  donde se analizaron
genes stx1 y  stx2 en cepas STEC tras la inducción con diversos agentes (luz UV, EDTA,
ciprofloxacina y mitomicina C), combinando qPCR, secuenciación y microscopía electrónica.
Para genes estructurales, diversos estudios han propuesto el uso de genes de cápside; sin
embargo, en este trabajo se propone el gen tail como marcador alternativo.

En cuanto a los resultados obtenidos a diferentes concentraciones de líquido ruminal, es
posible que se estén observando distintos fenómenos biológicos. A concentraciones bajas,
se detecta un incremento en copias de genes estructurales como  tail, lo que sugiere la
producción  de  partículas  virales.  En  contraste,  a  concentraciones  altas,  se  observa  un
incremento más marcado en stx1, lo que podría indicar una mayor producción de factores
de virulencia asociados a bacteriófagos.

En el sobrenadante, los resultados sugieren que a concentraciones altas (LRN100) ocurre
una mayor liberación de bacteriófagos, evidenciada por el incremento en copias genómicas
de ambos genes.  En concentraciones más bajas,  podría estar ocurriendo una liberación
parcial o menos eficiente, lo que sugiere un proceso de lisis incompleta.

Este comportamiento podría estar relacionado con fenómenos descritos previamente, como
el reportado por Liu y colaboradores (2022), quienes observaron en  Lactococcus lactis la
liberación de bacteriófagos sin necesidad de lisis completa de la célula hospedera. En ese
estudio, se describió la producción de bacteriófagos asociados a membranas lipídicas, lo
que permite la viabilidad bacteriana a pesar de la producción viral. Este mecanismo podría
explicar la persistencia de señales en el pellet bacteriano.
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Adicionalmente,  nuestros  resultados  podrían  estar  relacionados  con  los  mecanismos
descritos  por  Silpe  y  colaboradores  (2023a),  en  los  que  diferentes  inductores  activan
distintos profagos dentro de una misma bacteria. En este estudio, se detectaron secuencias
de bacteriófagos pertenecientes a las familias Siphoviridae y al orden Caudovirales en el
genoma de la cepa E. coli 26B-Coy 6 inducida con mitomicina (Cuadro 8). Por lo tanto, es
posible  que  el  líquido  ruminal  contenga  múltiples  compuestos  capaces  de  inducir
diferencialmente  diversos  profagos,  generando  dinámicas  dependientes  de  la
concentración.

Finalmente, es importante señalar que este estudio presenta algunas limitaciones, como la
falta  de  análisis  del  genoma  bacteriano  posterior  a  la  inducción,  la  ausencia  de
caracterización morfológica de los bacteriófagos inducidos, y la falta de identificación de los
compuestos presentes en el líquido ruminal. Asimismo, sería relevante realizar una segunda
secuenciación posterior a la inducción.  Por ello,  se propone continuar con estudios que
integren enfoques genómicos, metabolómicos y estructurales para comprender con mayor
profundidad el efecto del líquido ruminal sobre la inducción de bacteriófagos en esta cepa.

Sin embargo, los hallazgos de este estudio sugieren que el líquido ruminal puede participar
activamente en la inducción de bacteriófagos en cepas de E. coli PGV portadoras de stx1 y
stx2, lo que indica su potencial para movilizar factores de virulencia. La inducción de estos
bacteriófagos podría favorecer procesos de THG en el ambiente ruminal, contribuyendo a la
generación de nuevas variantes genéticas de enterobacterias con potencial patógeno, como
las cepas productoras de shigatoxinas (STEC). Esto resalta el posible papel del ecosistema
ruminal en la evolución y diversificación de bacterias de importancia en salud pública.

Este  fenómeno podría  contribuir  a  explicar  la  presencia  de bovinos  superexcretores  de
Shigatoxinas. En este sentido, estudios recientes han analizado genómicamente cepas de
E. coli aisladas de bovinos con alta y baja excreción de Shigatoxinas,  encontrando que
ambas comparten perfiles de virulencia y presentan niveles de similitud genética entre 92%
y 100%, además de coexistir múltiples linajes genéticos de STEC O157 dentro de un mismo
corral (Bumunang et al., 2024). 

Estos hallazgos sugieren que la variabilidad fenotípica en la excreción podría no depender
únicamente  del  genotipo  bacteriano,  sino  también  de  factores  ambientales,  como  la
inducción de bacteriófagos.

En este contexto, proponemos que uno de los mecanismos que contribuyen a la generación
y  diversificación  de  cepas  STEC  de  importancia  en  salud  pública  es  la  inducción  de
bacteriófagos portadores de Shigatoxinas dentro del microambiente ruminal, posiblemente
mediada por  compuestos presentes  en el  líquido  ruminal.  Esto resalta  la  necesidad  de
profundizar en el estudio de este fenómeno.

Adicionalmente,  evidencia  epidemiológica  respalda la  estrecha relación entre reservorios
bovinos y casos humanos. Tarr y colaboradores (2025) analizaron 854 aislados de E. coli
O157:H7 provenientes de bovinos y humanos en Alberta (2007–2019), encontrando que el
88.5% de los linajes humanos se originaron a partir de linajes bovinos. Por otra parte, Singh
y colaboradores (2015) demostraron la transmisión interespecífica de cepas STEC, EHEC y
EPEC entre bovinos lecheros y venados cola blanca (Odocoileus virginianus) en un mismo
agroecosistema en Michigan,  EE. UU.,  identificando cepas genéticamente indistinguibles
mediante hulla digital (fingerprinting) por PCR y tipificación multilocus (MLST).

Este fenómeno adquiere  especial  relevancia  en ecosistemas donde coexisten rumiantes
domésticos  y  fauna  silvestre,  favoreciendo  interacciones  microbianas  complejas.  Un
ejemplo de ello es el noreste de México, particularmente en la Reserva de la Biosfera de
Janos, Chihuahua, de donde fueron aisladas las cepas utilizadas en este estudio (López-
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Islas et al., 2022; López-Islas et al., 2024a). En estos sistemas, la dinámica ecológica podría
facilitar tanto la inducción de bacteriófagos como la diseminación de cepas con potencial
patógeno entre distintas especies hospedadoras.

Conclusión

El líquido ruminal actuó como agente inductor de bacteriófagos en una cepas de E. coli PGV
(26B-Coy 6), estos bacteriófagos inducidos con líquido ruminal, presentan en su genoma
genes asociados a shigatoxinas como stx1. Estos resultado sugiere que el líquido ruminal,
como componente ambiental del rumen, tiene la capacidad de inducir la activación de la
replicación de genes asociados a bacteriófagos en el genoma bacteriano y su liberación al
medio, en cepas de E. coli PGV, en este caso shigatoxinas. Este fenómeno podría favorecer
eventos de transferencia horizontal  de genes (THG) a nivel  ruminal,  contribuyendo a la
emergencia de enterobacterias patógenas de importancia en salud pública como STEC.
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Figuras suplementarias capítulo 2

Cuadro 1 suplementario. Cinética de crecimiento de las nueve cepas de  E.coli PGV crecidas en LB e
inducidas con mitomicina C. Medias ± DE (error estándar entre paréntesis). ANOVA de una sola vía: *p <
0.05, ** p < 0.01, ***p < 0.001, número de réplicas n=3, prueba estadística post hoc de Tukey.

LB

2 horas 4 horas 6 horas 8 horas 10 horas 12 horas

     x̅   ± DE      x̅   ± DE      x̅   ± DE      x̅   ± DE      x̅   ± DE       x̅   ± DE

26-B 
Coy 6

***
0.233 0.0270

***
0.643 0.1015

**
0.689 0.0886 0.736 0.1153 0.851 0.1201 1.442 0.0342

B16(1)
32

***
0.154 0.0494 0.359 0.1358 0.668 0.0492 0.588 0.0504 0.816 0.0351 1.438 0.1757

B2-
31(2)3
3 0.071 0.0093 0.308 0.0329 0.554 0.0096 0.594 0.0110 0.752 0.0101 1.191 0.0912

B2-
31(2)3
6 0.141 0.0203

***
0.221 0.0110 0.635 0.0231 0.757 0.0317 0.758 0.0031 1.485 0.0295

B26(2)
3 0.085 0.0248

***
0.247 0.0090 0.615 0.0168 0.683 0.0100 0.752 0.0135 1.277 0.1533

B26(6)
31 0.073 0.0070 0.472 0.0373 0.668 0.0254 0.743 0.0391 0.777 0.0374 1.176 0.0760

B26(6)
6 0.104 0.0202 0.338 0.0190 0.650 0.0813 0.709 0.1261 0.816 0.1544 1.466 0.0868
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19 0.158 0.0138 0.342 0.0422 0.568 0.0267 0.693 0.0110 0.696 0.0314 1.421 0.0208

Meph 
15-28 0.201 0.0450 0.426 0.4660 0.645 0.0127 0.685 0.0075 0.758 0.0135 1.463 0.0319

ANOV
A
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***p
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1***
F =
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***p
<0.000

1***
F =
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**
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F =
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26-B
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***
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***
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***
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***
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***
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***
0.587 0.0067 0.140 0.0219
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B26(6)
31

***
0.074 0.0361 0.318 0.0049 0.343 0.0135 0.342 0.0156 0.37 0.0431 0.102 0.0110

B26(6)
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***
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Coy  3-
19 0.158 0.0055

***
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***
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***
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15-28
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***
0.164 0.0317 0.150 0.0230

***
0.562 0.0399

ANOV
A

F =
19.91

***p <
0.0001
***

F =
38.08

***p <
0.0001
**

F =
55.06

***p <
0.0001
***

F =
73.61 

***p <
0.0001
***

F =
138.5
5 

***p <
0.0001
***

F =
454.5
8

***p <
0.0001
***
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Capítulo tres
Análisis metagenómico de bacteriófagos inducidos con mitomicina C de
cepas de Escherichia coli, recuperadas de fauna silvestre del noreste de

México.

Introducción

Los bacteriófagos son virus ampliamente distribuidos y presentes en prácticamente todos
los ecosistemas. Sus abundancias han sido estudiadas en diversos ambientes, como: (1)
sedimentos marinos, donde se han registrado concentraciones de 10³ a 10⁹ bacteriófagos
por cm³ (Danovaro et al.,  2008); (2) suelos superficiales,  con abundancias de 10⁷ a 10⁹
partículas virales por gramo de suelo (Emerson, 2019); y (3) en aguas marinas, donde se
estima una proporción de aproximadamente 3 a 10 partículas virales por cada bacteria, con
concentraciones que pueden alcanzar hasta 10⁶–10⁷ partículas virales por mililitro (Paul et
al.,  2002).  En  conjunto,  se  estima  que  en  el  planeta  existen  aproximadamente  10³¹
bacteriófagos,  lo  que  equivale  a  un  promedio  de  diez  bacteriófagos  por  cada  bacteria
presente en la Tierra (Dion et al., 2020).

La infección viral en células bacterianas puede seguir diversos mecanismos que permiten el
mantenimiento  y  la  expresión  del  genoma viral.  Tras  la  infección,  los  genomas  de  los
bacteriófagos  pueden  integrarse  en  el  cromosoma  bacteriano  mediante  recombinación
específica en sitios definidos o a través de mecanismos de transposición, como ocurre en
los bacteriófagos λ y  Mu, respectivamente.  Sin  embargo,  algunos bacteriófagos pueden
mantenerse como elementos extracromosomales; por ejemplo, el bacteriófago P1 persiste
en forma circular tipo plásmido, mientras que el bacteriófago N15 se mantiene como un
elemento  lineal.  En  estos  casos,  los  genomas  virales  pueden  replicarse  de  manera
coordinada con el genoma bacteriano o de forma autónoma (Howard-Varona et al., 2017).

Dicho ciclo  inicia  con la  adsorción del  bacteriófago a la  célula  bacteriana,  proceso que
requiere el reconocimiento de receptores de superficie, como el lipopolisacárido (LPS), lo
que permite la fijación del fago a la bacteria (Nobrega et al., 2018). Posteriormente ocurre la
inyección del material  genético,  en la cual el  ADN del  bacteriófago es introducido en la
célula  bacteriana.  En  el  caso  de  los  bacteriófagos  con  cola,  se  describe  mediante  el
inyectosoma o complejo de inyección asociado a la estructura de la cola, que permite la
transferencia  del  ADN hacia  el  citoplasma bacteriano  (Cornelis  y  Sorg  2026).  Una  vez
dentro, el ADN viral entra en la fase de replicación, utilizando el ADN polimerasa de la célula
hospedera para la síntesis de nuevas copias del genoma del fago. A continuación, se lleva a
cabo el ensamblaje de las cápsides que atrapan el material genético viral, dando lugar a la
formación de nuevos viriones (Leprince y Mahillon, 2023; Rao 2025). Durante este proceso
se expresa un conjunto de genes relacionados con la lisis bacteriana, como aquellos que
codifican lisozimas o proteínas del sistema holina-endolisina. La holina, en particular, actúa
como una toxina que altera la membrana bacteriana, facilitando la lisis celular y la liberación
de los bacteriófagos al medio (Cahill y Young 2019). El proceso de lisis provoca el declive
natural de las poblaciones bacterianas, permitiendo la supervivencia de aquellas bacterias
que  poseen  sistemas  de  defensa  o  “sistemas  inmunes  bacterianos”  que  le  confieren
resistencia a la infección por bacteriófagos (Puxty y Millard, 2023). Esta interacción genera
una  dinámica  de depredación  que  regula  y  modula  las  poblaciones  bacterianas  en  los
ecosistemas (Lopez et al., 2025).

Por  otra  parte,  el  proceso de  la  lisogenia  inicia  con la  adsorción  del  bacteriófago a  la
superficie bacteriana y la posterior inyección de su material genético (Shao et al., 2019). En
esta etapa, el ADN del fago se integra al genoma bacteriano en sitios de integración, dando
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lugar a nuevas variantes genéticas (Van Duyne y Landy 2024). En el caso de integrarse en
el genoma bacteriano, pueden generar eventos de transposición. En algunos casos, tras el
evento de integración, el genoma viral queda como un bacteriófago críptico, por lo que ya
no  puede  liberarse  del  genoma  bacteriano.  Sin  embargo,  algunos  bacteriófagos
permanecen como profagos capaces de liberarse del genoma bacteriano y generar un ciclo
lítico, en el cual se induce la lisis bacteriana y se liberan nuevas partículas virales (Ku et al.,
2025).  En  otros  casos,  pueden  mantenerse  infecciones  virales  crónicas  en  las  células
bacterianas, en las que no ocurre lisis bacteriana, pero sí la liberación continua de viriones
al medio (Howard-Varona et al., 2017). El equilibrio entre los estados de lisis y lisogenia
puede  ser  alterado  por  diversos  factores,  como  la  comunicación  interbacteriana,
condiciones ambientales, procesos metabólicos y situaciones de estrés o daño. En estas
circunstancias, los bacteriófagos pueden permanecer en estado quiescente como profagos
hasta que se desencadenan señales que inducen un nuevo ciclo lítico o lisogénico (Henrot
et al., 2022).

La transferencia de material genético tras una infección por bacteriófagos  tienen un impacto
significativo en la evolución de las poblaciones bacterianas (Howard-Varona et al., 2017).
Este  proceso  puede  entenderse  desde  dos  perspectivas  principales.  La  primera
corresponde  a  la  presión  de  selección  ejercida  por  los  bacteriófagos  a  través  de  la
depredación y la lisis bacteriana, fenómeno asociado al ciclo lítico (Rodriguez-Valera et al.,
2009). La segunda forma en que los bacteriófagos direccionan la evolución bacteriana es a
través de la transducción,  uno de los tres mecanismos de la transferencia horizontal  de
genes (THG) (Penades et al., 2015). 

La  transducción  puede  presentarse  en  dos  modalidades  principales:  1)  transducción
generalizada,  proceso  en  el  cual  un  bacteriófago  es  capaz  de  transferir  genes  de  una
bacteria donadora a una bacteria receptora (Wolput et al.,  2024). Esto ocurre durante el
ciclo  lítico,  cuando,  durante el  ensamblaje  de nuevas partículas  virales,  cuando el  fago
empaqueta fragmentos del genoma bacteriano y los transfiere a otra célula durante una
infección subsecuente (Fillol-Salom et al., 2019); y 2) transducción especializada, en la cual
únicamente  los  genes  localizados  en  sitios  específicos  de  integración  del  fago  son
empaquetados dentro de la cápside viral y transferidos a una bacteria receptora (Volkova et
al., 2014).

Mediante este proceso,  las bacterias adquieren nuevo material  genético donado por los
bacteriófagos,  lo  cual  puede  conferirles  diversas  ventajas  adaptativas.  Entre  ellas  se
incluyen:  1)  la  adquisición  de  características  asociadas  a  la  virulencia,  mediante  la
incorporación de factores de virulencia (FV) y genes de resistencia antimicrobiana (GRA), lo
que puede convertir a cepas previamente no patógenas en patógenas (Khalil et al., 2016;
Oladeinde et  al.,  2019;  Uchiyama et  al.,  2014);  2)  la  obtención de nuevas capacidades
metabólicas,  asociadas  al  “fitness” metabólico,  que  permiten  la  colonización  de  nuevos
nichos ecológicos (Puxty y Millard, 2023); y 3) la incorporación de genes relacionados con la
respuesta inmune bacteriana en contra de la infección por bacteriófagos (Bernheim y Sorek,
2019).  El  material  genético  puede  ser  transmitido  entre  bacterias  mediante  THG  y,
posteriormente,  heredarse  de  forma  vertical,  favoreciendo  la  permanencia  de  nuevas
características en las poblaciones bacterianas y direccionando su evolución (Bernabeu et
al., 2024).

Desde el enfoque de “Una Sola Salud” (One Health) han buscado vincular la presencia de
genes de resistencia en muestras de origen humano, animal  y ambiental,  con el  fin de
comprender la dinámica de su diseminación. Aunque tradicionalmente esta diseminación se
ha asociado principalmente a elementos genéticos móviles como los plásmidos, el papel de
los bacteriófagos ha sido menos explorado (Aworh et al., 2025).
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Un ejemplo de gran importancia donde se observa la transferencia de bacteriófagos es el
brote de cólera registrado en Malawi,  ocurrido entre marzo de 2022 y mayo de 2023 y
causado por Vibrio cholerae, se identificó la presencia del bacteriófago CTXφ (Vibrio virus
CTXphi), el cual codifica la toxina del cólera, particularmente asociado al genotipo ctxB7,
característico  de  las  cepas  de  la  séptima pandemia.  Mediante  análisis  filogenéticos  de
aislados obtenidos durante el brote (2022–2023) en comparación con brotes históricos a
nivel global, se observó que este evento estuvo relacionado con la introducción de un linaje
altamente  virulento  de  origen  asiático,  seguido  de  su  expansión  clonal  favorecida  por
condiciones  ecológicas  y  sociales,  incluyendo  factores  climáticos.  En  este  contexto,  la
participación de bacteriófagos como CTXφ resalta su papel en la transferencia horizontal de
genes de virulencia y en la evolución de cepas patógenas (Chaguza et al., 2024).

Por otra parte, este fenómeno es crucial en Escherichia coli. Un ejemplo emblemático es el
brote ocurrido en Alemania en 2011, asociado a la aparición de un nuevo patotipo de E. coli,
resultado de la adquisición de genes stx’s mediada por bacteriófagos mediante procesos de
transducción  (Navarro-Garcia,  2015;  Tokuda  y  Shintani,  2024).  Así  mismo,  se  ha
documentado brotes de infecciones por STEC asociados al consumo de lechuga romana en
Estados  Unidos,  donde  eventos  ocurridos  en  distintos  años  (2017,  2018  y  2019)  y  en
diferentes regiones geográficas (Santa María y Salinas Valley, California) fueron atribuidos a
una misma cepa genética recurrente de E. coli O157:H7. Mediante rastreo epidemiológico y
análisis  de  secuenciación  genómica,  se  evaluaron  las  características  de  las  cepas
involucradas con el objetivo de identificar posibles fuentes de contaminación. Los resultados
mostraron que las cepas responsables de los brotes de 2018 y 2019 eran genéticamente
indistinguibles de la cepa asociada a un brote en 2017 vinculado a vegetales de hoja verde,
lo  que  sugiere  la  presencia  de  un  reservorio  ambiental  persistente  en  las  regiones
productoras de California. En particular, durante el brote de 2018, la cepa fue aislada de un
depósito de agua agrícola utilizado para riego, lo que sugiere un posible mecanismo de
contaminación de los cultivos. En el caso del brote de 2019, la misma cepa fue recuperada
de heces de ganado y del suelo circundante, lo que resalta la importancia de los reservorios
animales en la persistencia y diseminación de cepas patógenas (Waltenburg et al., 2019).
De manera más amplia, se han observado distintos brotes por cepas STEC desde 1994
hasta el  2025,  donde  participan  cepas de  E.  coli híbridas  de STEC,  en algunos casos
participando bacteriófagos que codifican para las toxinas stx2d o stx2a y ehxA (Jekins et al.,
2025).

La presencia de estos elementos no se limita a escenarios de brotes humanos. Algunas
cepas  de  E.  coli aisladas  de  fauna  silvestre  presentan  combinaciones  de  factores  de
virulencia (FV) distintas a los patotipos clásicos descritos.  Algunos de estos FV podrían
encontrarse  en  genomas  de  bacteriófagos  y  ser  inducibles;  de  esta  forma,  dichos
bacteriófagos podrían participar de manera natural en la transferencia horizontal de genes
(THG), favoreciendo la emergencia de patotipos (López-Islas et al., 2022; López-Islas et al.,
2024).

Un  ejemplo  de  esta  transferencia  de  genes  (THG)  mediada  por  bacteriófagos  fue
demostrado  in  vitro en  un  estudio  en  el  que  se  analizaron  197  aislados  de  E.  coli
provenientes de distintas aves entre ellas: pollos, pavos y patos de traspatio, ubicadas en el
estado de México. Estos aislados presentaron altos niveles de resistencia a antibióticos,
incluyendo ampicilina (80.7%), tetraciclina (64.4%), carbenicilina (56.3%) y ácido nalidíxico y
trimetoprima-sulfametoxazol  (26.9% en  ambos  casos).  A  nivel  genético,  se  identificaron
genes  de  resistencia  como  blaTEM (β-lactámicos),  tetA y  tetB (tetraciclinas),  sulII
(sulfonamidas) y  qnrA (quinolonas). Adicionalmente, se aislaron bacteriófagos a partir de
aves silvestres migratorias que habitan el humedal de Chimaliapan, en el Estado de México.
Al poner en contacto estos bacteriófagos con los aislados de E. coli de aves de traspatio, se
observó  la  transferencia  de  genes  de  resistencia  a  antibióticos  mediante  transducción,
evidenciada por la adquisición de genes de resistencia en cepas que previamente no los
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poseían. Estos resultados demuestran el papel de los bacteriófagos como vectores en la
diseminación  de  resistencia  antimicrobiana  entre  poblaciones  bacterianas  en  ambientes
compartidos (Talavera-González et al., 2021).

En concordancia  con lo  anterior,  Aworh y colaboradores (2025)  analizaron 97 genomas
completos  de  E.  coli productoras  de  β-lactamasas  de  espectro  extendido  (BLEE),
seleccionados de un total de 448 aislados recolectados entre mayo y diciembre de 2020 en
dos mataderos ubicados en Abuja  y  Lagos,  Nigeria.  Las muestras incluyeron heces de
trabajadores,  contenido intestinal de bovinos sacrificados y muestras ambientales de los
mataderos. Mediante el análisis genómico, se identificaron regiones de profagos y se evaluó
la presencia de genes de resistencia a antibióticos β-lactámicos, factores de virulencia y
genes  de  resistencia  a  metales  pesados  asociados  a  dichas  regiones.  Los  resultados
revelaron que las cepas de  E. coli, independientemente de su origen (humano, animal o
ambiental), contenían múltiples profagos en sus genomas, y que varios de estos portaban
genes de resistencia. Esto sugiere que los bacteriófagos pueden actuar como vehículos
potenciales  en  la  diseminación  de  la  resistencia  antimicrobiana  a  través  de  la  interfaz
humano-animal-ambiente.

Además, a una escala molecular,  estudios comparativos entre cepas de  E. coli STEC y
cepas no STEC de origen humano y bovino han demostrado que la presencia y diversidad
de bacteriófagos portadores de stx varían según el origen de las cepas, así como sus sitios
de inserción dentro del  genoma bacteriano.  Las cepas de origen bovino y de alimentos
portan  mayoritariamente  el  subtipo  stx1a,  mientras  que  las  cepas  de  origen  humano
presentan tanto stx1a como stx2a (Bonanno et al., 2015).

Los principales  sitios de integración de los bacteriófagos Stx corresponden a los genes
wrbA y  yehV,  los  cuales  pueden  albergar  distintos  bacteriófagos portadores  de  stx.  En
menor medida, también se han identificado sitios de inserción en los genes yecE y  sbcB,
particularmente en cepas de origen bovino. Adicionalmente, se ha descrito un bacteriófago
que transporta el gen espK, el cual se encuentra integrado en el gen ssrA en la mayoría de
las  cepas  STEC,  pero  está  ausente  o  es  poco  frecuente  en  cepas  stx-negativas.  En
contraste,  en las  cepas no STEC analizadas,  los sitios de inserción bacterianos (wrbA,
yehV,  yecE  y  sbcB)  se  encontraron  intactos,  lo  que  sugiere  la  posible  pérdida  de
bacteriófagos  stx mediante procesos de escisión espontánea a lo  largo de su evolución
(Bonanno et al., 2015).

Dado lo anterior, sabemos que los bacteriófagos pueden comportarse como vehículos de
material  genético, tanto de FV como de GRA, favoreciendo la THG (Aworh et al.,  2025;
Tokuda  y  Shintani,  2024).  Además,  participan  en  la  dinámica  ecológica  entre  distintas
bacterias, lo que provoca que, en algunas poblaciones bacterianas, disminuya el número de
microorganismos, afectando principalmente a las bacterias susceptibles de ser infectadas.
Al mismo tiempo, los bacteriófagos pueden conferir protección contra futuras infecciones por
otros bacteriófagos (Lopez et al., 2025).

Sin embargo, aún no se conoce con claridad cómo ocurre la dinámica ecológica cuando
múltiples bacteriófagos están presentes en un mismo genoma, ni cómo se desarrollan estos
eventos de forma natural y cuál es su impacto sobre la THG de genes de virulencia y de
resistencia antimicrobiana en sitios donde pueden coexistir bacterias de un mismo género
que habitan distintos hospedadores.  Este es el  caso de cepas de  E. coli portadoras de
genes de virulencia (PGV) pertenecientes a bisontes y carnívoros que comparten un área
ecológica común, como la Reserva de la Biosfera de Janos, Chihuahua.

En este contexto, el objetivo de este estudio es describir la dinámica ecológica en la que
participan  los  bacteriófagos  presentes  en  cepas  de  E.  coli  PGV recuperadas  de  fauna
silvestre,  identificar  las  especies  de  bacteriófagos  presentes  y  analizar,  mediante  un
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enfoque ecológico, las posibles interacciones a nivel local que podrían estarse suscitando
entre las cepas de E. coli PGV.

Lo anterior,  con la  finalidad de proponer una posible  THG de genes de virulencia y de
resistencia antimicrobiana, y así contribuir al entendimiento de los procesos evolutivos de
las cepas de E. coli PGV presentes en una misma región.

Materiales y métodos

Selección de cepas de  E. coli portadoras de genes de virulencia (PGV) aisladas de
fauna silvestre. Se dispuso de un acervo de 136 cepas de E. coli aisladas, genotipificadas
y  serotipificadas  provenientes  de  fauna  silvestre,  entre  las  especies  animales  se
encuentran: coyotes (Canis latrans), zorras del desierto (Vulpes macrotis), zorrillo rayado
(Mephitis  mephitis),  zorrillo  de  capucha  (Mephitis  macroura)  y  bisontes  (Bison  bison)
presentes  en  la  Reserva  de  la  Biosfera  de  Janos,  Chihuahua,  México.  Las  cepas  se
encuentran  resguardadas  en  el  Laboratorio  de  Microbiología  Agropecuaria  de  la  UAM-
Xochimilco (López-Islas et al., 2022; López-Islas et al., 2024a). 

Se  seleccionaron  nueve  cepas  de  las  136,  de  las  cuales  se  conocen  sus  factores  de
virulencia y sus serotipos. Las características de estas cepas son: Tres cepas aisladas de
carnívoros:  1)  26-B Coy 6:  stx1-stx2,  O17:H18 (previamente  secuenciada  y con librería
genética disponible); 2) Coy 3-19: stx1-stx2, O153:H28; 3) Meph 15-8: escV-eae, O139:H6.
Seis cepas aisladas de bisontes: 1) B16(1)32: stx2-eae-ial, O22:H8; 2) B26(2)3: escV-eae-
ial, O22:H11; 3) B26(6)6: escV-eae-bfpB-ial, O26:H−; 4) B26(6)31: eae-ial, O26:H11; 5)
B2-31(2)33:  stx1-stx2,  O112ab:H2;  6)  B2-31(2)36:  stx1-eae,  O8:H14  (Vease  Cuadro  1
capitulo 2, Materiales y métodos).

Inducción de bacteriófagos con mitomicina C. Las nueve cepas seleccionadas de E. coli
PGV (EPGV) fueron sembradas en caldo Luria-Bertani (LB) e incubadas durante la noche a
37 °C. Posteriormente, se midió la absorbancia a 600 nm utilizando un espectrofotómetro
(Espectrofotómetro BECKMAN COULTER® DU 730 UV/VIS) con el fin de estandarizar la
suspensión  bacteriana  a  una  concentración  equivalente  a  0.5  de  McFarland  1  ×  10⁸
UFC/mL.

Tras estandarizar la suspensión bacteriana, se inocularon 50 mL de caldo LB con 1 mL del
inóculo, el cual se incubó a 37 °C. A las 2 horas de crecimiento, cuando el cultivo alcanzó la
fase logarítmica (previamente estandarizado en una cinética de crecimiento bacteriano), se
añadieron 15 µL de mitomicina C (Mitomycin C, Fisher BioReagents™) a una concentración
de 30 µg/mL, para obtener una concentración final de 0.3 µg/mL.

Posteriormente, los cultivos se incubaron a 37 °C durante 22 horas. Finalizado el periodo de
incubación, cada cultivo fue transferido a tubos cónicos de 50 mL para su procesamiento
posterior.

Purificación  de  fagos. Los  cultivos  bacterianos  inducidos  con  mitomicina  C  fueron
centrifugados  a  3,260  x  g  durante  20  minutos  (Thermo Scientific™ Sorvall™ ST 8).  El
sobrenadante  de cada  muestra  fue  recuperado  y  transferido  a  tubos de  membrana  de
diálisis (Spectra/Por®, Biotechne) con un punto de corte de 12 kDa.

Cada membrana de diálisis fue colocada en una solución saturada al 70% de glucosa, en
condiciones  estáticas  y  a  temperatura  ambiente.  Posteriormente,  las  muestras  fueron
filtradas secuencialmente a través de membranas de nitrocelulosa (MF-Millipore®) de 0.8
µm, 0.45 µm y 0.22 µm.
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El  filtrado se recuperó y se colocó en la  ultracentrífuga (Beckman Coulter  L-80 Optima
Ultracentrifuge) a 3,260 x g durante 2 horas a 4 °C. El sobrenadante fue desechado para
obtener el pellet vírico.

Al pellet viral se le añadieron 1 µL de DNasa (1 mg/ml, Sigma-Aldrich®) y 1 µL de RNasa (1
mg/ml, Sigma-Aldrich®) y se incubó a 56 °C durante 30 minutos, con la finalidad de eliminar
el material genético no protegido por cápside. Posteriormente, se agregó 1 mL de solución
salina tamponada con fosfato (PBS) (8 g de NaCl, 0.2 g de KCl, 1.44 g de Na2HPO4 y 0.24 g
de  KH2PO4)  y  la  muestra  se  sometió  nuevamente  a  ultracentrifugación  a  200,700  x  g
durante 2 horas a 4 °C. Finalmente, se recuperó el pellet purificado de fagos.

Extracción de ADN de fagos. La extracción de ADN de bacteriófagos se realizó mediante
un método modificado basado en sílica. Al pellet viral purificado se le añadieron 500 µL de
solución de lisis total (Tiocianato de guanidina 5M, Tris-HCl 10mM pH6.4, EDTA pH 8, Triton
2.5%) y se incubó durante 5 minutos. Posteriormente, se agregaron 50 µL de sílica (Sigma-
Aldrich®) y la mezcla se incubó a temperatura ambiente durante 5 minutos. A continuación,
se centrifugó a 12,353 x g durante 5 minutos y se recuperó la pastilla de sílica. A esta se le
añadieron 500 µL de solución de lisis simple (Tiocianato de guanidina 5M, Tris-HCl 10mM
pH6.4 y EDTA pH 8), se incubó durante 5 minutos y posteriormente se centrifugó a 12,353 x
g durante 5 minutos. Se recuperó nuevamente la pastilla de sílica y se realizó un lavado con
etanol al 70%. Posteriormente, se centrifugó a 16,060 x g durante 15 segundos, se decantó
el sobrenadante y se realizó un lavado con acetona (método modificado de Batalini et al.,
2020).

Después, se centrifugó nuevamente a 16,060 x g durante 15 segundos y se decantó el
sobrenadante.  La  pastilla  de  sílica  se  dejó  secar  a  37  °C  durante  10  minutos.  A
continuación, se añadió solución TE (Tris 10 mM-EDTA 1mM) y se incubó a 56 °C durante 5
minutos.  Finalmente,  la  muestra se centrifugó a  16,060 x g  durante  30 segundos y  se
recuperó el sobrenadante que contenía el ADN purificado, visualizado en un gel de agarosa
al  2%  y  cuantificado  por  absorbancia  UV  a  260nm  (Espectrofotómetro  BECKMAN
COULTER® DU 730 UV/VIS).

Secuenciación  y  análisis  genético. El  ADN  recuperado  de  los  bacteriófagos  fue
secuenciado en la Unidad de Secuenciación Masiva del Instituto de Biotecnología (IBT) de
la  Universidad  Nacional  Autónoma de México (UNAM),  utilizando  la  plataforma Illumina
NextSeq 500 y con un rendimiento de 500 ciclos, de las cuales se generaron bibliotecas
lecturas pareadas.

Una  vez  obtenidas  las  bibliotecas  provenientes  de  las  lecturas  pareadas  de  la
secuenciación de cada cepa, se evaluó la calidad de las lecturas con FastQC v0.12.0 (de
Sena Brandine y Smith, 2019) para seleccionar secuencias con calidad superior  a Q30,
evaluar  el  porcentaje  de  GC,  detectar  la  presencia  de  adaptadores  y  de  secuencias
duplicadas, y proceder a su limpieza.

Posteriormente,  se realizó  la  depuración y filtrado de las  secuencias.  La eliminación de
adaptadores de Illumina presentes en las secuencias (F: CCTACGGGNGGCWGCAG; R:
GACTACHVGGGTATCTAATCC), así como el recorte de bases de baja calidad (trimming),
se llevó a cabo utilizando el programa Cutadapt v4.0 (Martin, 2011). El ensamblaje de novo
de los genomas presentes en las nueve cepas se llevó a cabo utilizando SPAdes v2.4.0
(Prjibelski et al., 2020) y metaSPAdes v.3.15.3 (Nurk et al., 2017). Para la eliminación de
secuencias  duplicadas  se  utilizó  bbmap  v39.81  (Bushnell,  2017),  sin  embargo,  no  se
eliminaron todas las deduplicaciones solo si sobrepasaban el 20% de deduplicaciones por
secuencia, ya que en estudios metagenómicos, la eliminación indiscriminada de lecturas
duplicadas  en  genomas  no  complejos  puede  conducir  a  una  subestimación  de  la
abundancia  biológica  real,  ya  que  una  proporción  de  estas  corresponde  a  duplicados
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naturales derivados de la cobertura y dinámica poblacional (Niu et al., 2010; Zhang et al.,
2023).

Se evaluó la contaminación por ADN bacteriano utilizando ViromeQC v1.0.2 (Zolfo et al.,
2019). Se seleccionaron únicamente aquellas muestras con un nivel de contaminación por
ADN bacteriano inferior al 1%.

La  búsqueda  de  secuencias  relacionadas  con  bacteriófagos  se  realizó  utilizando
FastViromeExplorer  v1.3.,  para  lo  cual  se  ocuparon  los  parámetros  preestablecidos,  se
analizaron lecturas pareadas en formato fastq y el índice generado fue a partir de la base de
dato “ncbi-viruses-list.txt”, según las instrucciones del programador (Tithi et al., 2018).

En los contigs ensamblados se realizó la  búsqueda de genes de virulencia  y genes de
resistencia  antimicrobiana  empleando  la  paquetería  ABRicate  GPLv2  (Seemann,  2023),
empleando como referencias las bases de datos VFDB (Chen et al., 2016), Ecoli_VF (Ingle
et al., 2016), NCBI AMRFinderPlus (Feldgarden et al., 2021), CARD (Alcock et al., 2023),
Resfinder (Bortolaia et al., 2020) y PlasmidFinder (Carattoli, 2014). Asimismo, se utilizó la
base de datos construida “proteinafagos” (ver Capítulo 2 Materiales y Métodos). 

Para el procesamiento y visualización de los resultados derivados de la búsqueda de genes
de  virulencia,  genes  de  resistencia,  y  genes  asociados  a  proteínas  de  bacteriófagos  y
especies virales fueron analizados en Python 3 con las librerías pandas (Mackinney, 2010),
NumPy (Harris  et  al.,  2020),  matplotlib  (Hunter,  2007)  y  seaborn  (Waskom,  2021).  Los
mapas de calor  se construyeron a partir  del  número de genes de resistencia, genes de
virulencia o genes asociados a proteínas de bacteriófagos,  presentes en cada cepa. Se
tomaron a consideración aquellos genes que tuvieran coberturas con respecto a los genes
de referencia por encima del 90% y similitudes con respecto a los genomas de referencias
por encima del 90%. 

Análisis ecológico. Las abundancias relativas de especies de bacteriófagos se calcularon
a partir del número de lecturas mapeadas contra los genomas de referencia de la base de
datos utilizada, en este caso  ncbi-viruses-list.txt. Las lecturas mapeadas se consideraron
como una estimación del número de individuos para cada una de las especies presentes en
cada cepa, observándose variaciones en el número de lecturas entre especies dentro de
cada muestra. Posteriormente, el total de lecturas mapeadas por cepa se tomó como el
100% de los individuos, lo que permitió calcular la abundancia relativa de cada una de las
especies de bacteriófagos presentes en cada cepa.

Para el  cálculo  de  abundancias  y  el  desarrollo  de  gráficas  se utilizó  Python  3  con  las
librerías  pandas  2.3.3  (Mackinney,  2010),  NumPy  2.4.4  (Harris  et  al.,  2020),  matplotlib
3.10.8  (Hunter,  2007)  y  seaborn  0.13.2  (Waskom,  2021)  para  el  procesamiento  y
visualización de datos.

A partir de las especies de bacteriófagos identificadas mediante el análisis genético de las
nueve  cepas,  se  evaluó  la  diversidad  α  por  cepa  utilizando  los  índices  de  Shannon  y
Simpson, con el objetivo de estimar la riqueza y la abundancia relativa de las especies de
bacteriófagos presentes en cada cepa.

Además,  se  analizó  la  diversidad  β  mediante  el  índice  de Jaccard,  con  la  finalidad  de
evaluar la disimilitud entre las cepas con base en la presencia o ausencia de especies de
bacteriófagos.

Por último, se realizó un análisis de metacomunidades para evaluar la distribución de las
distintas especies por sitio, es decir, su coherencia, considerando su presencia y ausencia
dentro de una matriz de metacomunidad. Asimismo, se midió el recambio de especies entre
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cada unidad de muestreo y su distribución dentro de la matriz. Finalmente, se calculó el
índice  de  agrupamiento  de  las  especies  dentro  de  la  matriz  de  la  metacomunidad,  de
acuerdo con la metodología propuesta por Leibold y Mikkelson (2002).  Se consideraron
estadísticamente significativos aquellos resultados con un valor de *p ≤ 0.05).

En este caso, las cepas constituyen la unidad de muestreo, en las cuales se analiza la
presencia y distribución de especies de bacteriófagos. Este análisis permitió establecer la
estructura  y  composición  de la  metacomunidad  de  bacteriófagos  asociada  a  las  nueve
cepas estudiadas.

Para  el  análisis  de  la  diversidad  α  y  β  se  utilizó  RStudio  4.4.1  utilizando  las  librerías
BiodiversityR v2.16-1 (Kindt y Coe, 2005) y betapart v1.6 (Baselga et al., 2023), con los
cuales se generaron los índices de Shannon y Simpson (1-D), además del dendograma
resultante del cálculo del índice de similitud de Jaccard. Para el análisis y la visualización de
las metacomunidades se utilizó metacom 1.5.3 (Dallas, 2014), vegan v2.6-6.1 (Oksanen et
al., 2024), dbplyr v2.5.0 (Wickham et al., 2024) y ggplot2 3.5.1 (Wickham, 2016). 

Resultados

Análisis de abundancia.

Los  pellets  virales  recuperados  y  secuenciados  de  las  nueve  cepas  inducidas  con
mitomicina C presentaron un rango de 8,521,641 a 22,552,172 secuencias pareadas, con
calidades entre Q20 y Q30, longitudes de 149 pb y porcentajes de secuencias deduplicadas
entre 11.84% y 63.44%. Se realizó una depuración de secuencias;  sin embargo,  no se
eliminaron todas las secuencias deduplicadas (ver Metodología). Posterior a la depuración,
se trabajó con un rango entre 7,023,428 y 10,100,482 secuencias pareadas, con calidades
superiores a Q30, longitudes de secuencia de 120–149 pb y porcentajes de GC de 49% a
54%, además de un porcentaje de secuencias deduplicadas entre 8.01% y 18.48% (Tabla
suplementaria 1).

Posteriormente,  las  secuencias  fueron  ensambladas,  generando  un  rango  de  17,199  a
202,385 secuencias contiguas, donde la cepa con mayor número de secuencias contiguas
fue la cepa Coy 3-19 (proveniente de un coyote) y la cepa con menor número fue la cepa B-
26 Coy 6 (aislada de un bisonte)  (Cuadro 1).  Una vez obtenidas secuencias  de buena
calidad, se realizó el análisis metagenómico para identificar las especies de bacteriófagos
presentes en las nueve cepas mediante FastViromeExplorer v1.3.; se detectó un total de 82
especies de bacteriófagos distribuidas entre las nueve cepas, con distintas abundancias de
lecturas mapeadas, de las cuales se eliminaron aquellas con valores menores a 100. Como
resultado, se obtuvo un total  de 49 especies de bacteriófagos distribuidas en las nueve
cepas de E. coli PGV (Tabla suplementaria 2). Estos 49 bacteriófagos están distribuidos en
180 secuencias contiguas presentes en las nueve cepas de EPGV.

Cuadro 1. Parámetros de calidad de las secuencias ensambladas de los bacteriófagos recuperados de
sobrenadantes  después  de  la  inducción  con  mitomicina  C. Se  muestran  las  métricas  de  ensamblaje
obtenidas a partir de lecturas metagenómicas de sobrenadantes virales inducidos con mitomicina C. Para cada
biblioteca  se  reporta  la  longitud  total  del  ensamblaje,  contenido  GC,  número  de  marcadores  presentes,
completitud,  redundancia,  número  de  secuencias  contiguas,  así  como  los  valores  de  N50  y  L50.  Los
ensamblajes se generaron utilizando metaSPAdes v.3.15.3, seguido de la evaluación de calidad genómica con
herramientas bioinformáticas estándar para genomas virales.

Biblioteca
Longitud 
total

Contenid
o CG

Marcador
es 
presentes Integridad

Redunda
ncia

Secuenci
as 
contiguas N50 L50

B2- 6,926,613 66.84 102 0.9714 1.0816 36,060 6,321 16
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31(2)33_
S9_meta
spades_s
caffolds_
1

B26(2)3_
S3_meta
spades_s
caffolds_
1 8,253,051 67.22 104 0.9905 1.0192 60,114 40,749 76

B26(6)6_
S6_meta
spades_s
caffolds_
1 25,209,704 67.21 103 0.9143 1.1364 189,197 156,918 9

B26(6)31
_S8_met
aspades_
scaffolds
_1 10,550,306 55.92 104 0.9905 1.1364 39,681 32,685 11

B16(1)32
_S2_met
aspades_
scaffolds
_1 5,073,901 62.87 101 0.9619 1.0198 54,971 2,233 331

Coy 
3_19_S4
_metaspa
des_scaff
olds_1 26,140,788 50.92 105 0.9714 1.8952 202,385 39,588 24

Meph 15-
28_S5_m
etaspade
s_scaffol
ds_1 30,610,425 62.75 105 0.9714 1.3529 92,291 40,552 41

B-26 Coy
6_metaes
pades_sc
affolds_1 5,204,031 49.17 103 0.9905 1.092 17,199 4,474 254

B2-
31(2)36_
metaespa
des_scaff
olds_1 8,781,450 57.64 96 0.9714 1.072 28,324 9,208 304

Se analizó el orden viral al cual pertenecen las 49 especies de bacteriófagos detectados en
las nueve cepas, observándose que el orden Caudoviricetes (actualmente Caudovirales) fue
el predominante, con abundancias relativas entre 75% y 100%. En las cepas Meph15-28
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(zorrillo), Coy 3-19 (coyote), 26-B Coy 6 (coyote) y B16(1)32 (bisonte), todas las especies
de bacteriófagos identificadas fueron asignadas al orden Caudovirales, con una abundancia
relativa del 100%. De estas, las cepas Meph 15-28, Coy 3-19 y 26-B Coy 6 corresponden a
aislamientos provenientes de distintos carnívoros, mientras que la cepa B16(1)32 se obtuvo
de un bisonte.

En  las  cepas  B26(2)3  (bisonte),  B26(6)31  (bisonte),  B26(6)6  (bisonte)  y  B2-31(2)33
(bisonte), la abundancia del orden Caudovirales osciló entre el 75% y el 97%; sin embargo,
el porcentaje restante no pudo ser clasificado dentro de ningún orden taxonómico. Cabe
destacar que estas cepas provienen exclusivamente de dos bisontes: un individuo del cual
se obtuvieron tres cepas y otro del que se aislaron dos cepas (Figura suplementaria 1).

El análisis de la abundancia de las familias presentes en los 49 bacteriófagos inducidos con
mitomicina C en las nueve cepas de EPGV mostró que las principales familias detectadas
fueron Myoviridae, Podoviridae y Siphoviridae (Familias abolidas desde el 2023, presentes
en la base de datos de FastViromeExplorer v1.3.), con abundancias variables entre cepas.
La familia  Siphoviridae estuvo presente en las nueve cepas, con rangos de 1% a 98%;
Myoviridae estuvo presente en siete cepas, con rangos de 1% a 99%; y Podoviridae se
detectó en cuatro de las nueve cepas, con rangos de 7% a 97%. En las cepas B26(2)3,
B26(6)31,  B26(6)6  y  B2-31(2)33  se  encontraron  lecturas  de  secuencias  contiguas sin
asignación a alguna familia de bacteriófagos (Figura 2 suplementaria).

El  análisis  de  la  presencia  y  abundancia  de  los  distintos  géneros  virales  en  los  52
bacteriófagos  inducidos  con  mitomicina  C  mostró  la  presencia  de  siete  géneros  con
abundancias variables. El género Lambdavirus estuvo presente en las nueve cepas, con
porcentajes de abundancia entre 2.53% y 96.53%, siendo el género predominante en las
cepas Meph 15-28, B26(2)3, B2-31(2)36, B26(6)6, B26(6)31 y B2-31(2)33 (Cuadro 2; Figura
3 suplementaria).

El género  P2virus se encontró en seis cepas (26-B Coy 6, B26(1)32, B26(6)31, B26(6)6,
Coy3-19 y Meph 15-28),  con abundancias entre 0.91%, 73.39%. El género  Pocjvirus se
detectó en cinco cepas (Meph 15-28, B2-31(2)33, B26(6)6, B26(6)31 y 26B-Coy 6),  con
abundancias de 0.01, 0.58, 1.72, 3.16 y 33.80%, respectivamente. El género Nona33virus
estuvo presente en cinco cepas (26B-Coy 6, B26(6)31, B26(6)6, B2-31(2)33 y Coy3-19),
con abundancias de 0.02% a 5.51% (Cuadro 2; Figura 3 suplementaria).

En ocho de las nueve cepas se detectaron bacteriófagos sin asignación  a género,  con
porcentajes entre 0.79% y 97.28% (Cuadro 2; Figura 3 suplementaria).

Cuadro 2. Distribución taxonómica de bacteriófagos a nivel de género en cepas de Escherichia coli PGV
inducidas con mitomicina C. Se muestra el porcentaje de lecturas mapeadas asignadas a distintos géneros de
bacteriófagos  en  cada una de  las  nueve cepas analizadas.  La  asignación  taxonómica  se  realizó mediante
FastViromeExplorer v1.3, utilizando la base de datos de referencia ncbi-viruses-list.txt. Los valores representan
la abundancia relativa de lecturas mapeadas por género viral respecto al total de lecturas virales por muestra,
incluyendo una categoría de lecturas no clasificadas (Unclassified).

Cepa/
Género Hp1virus Lambdavirus

Nona33viru
s P2virus

Phietaviru
s Pocjvirus Tl2011virus

Sin 
clasific
ar

26-B Coy
6 0% 2.53% 0.02% 0% 0% 33.80% 57.11% 6.54%

B26(1)32 0% 19.96% 0% 73.39% 0% 0% 0% 6.65%

B26(2)3 0% 78.98% 0% 0% 0% 0% 0% 21.02%

B26(6)31 0% 57.56% 2.45% 04.08% 0.12% 3.16% 9.69% 22.93%
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B26(6)6 0.36% 71.51% 5.51% 0.91% 0% 1.72% 0.17% 19.82%

B2-
31(2)33 0% 59.13% 2.83% 0% 0% 0.58% 8.15% 29.30%

B2-
31(2)36 0% 77.45% 0% 0% 0% 0% 0% 22.54%

Coy 3-19 0% 1.28% 0.02% 1.42% 0% 0% 0% 97.28%

Meph 15-
28 0% 96.53% 0% 2.66% 0% 0% 0% 0.79%

El análisis de las secuencias contiguas mostró la presencia de 49 especies de bacteriófagos
en las nueve cepas inducidas de  E. coli PGV (Tabla suplementaria 2). Las abundancias
relativas fueron variables; se graficaron abundancias mayores al 2% (Figura 1).

Las abundancias de las lecturas mapeadas para especies de bacteriófagos fue la siguiente:
La cepa 26B-Coy 6 contiene 23 especies de fagos; entre las principales se encuentran:
Shigella phage Ss-VASD (52.25%), Shigella virus POCJ13 (24.59%), Shigella virus 7502Stx
(9.20%) y Escherichia virus PA2 (4.05%) (Figura 1; Tabla suplementaria 2).

La cepa B16(1)32 contiene 14 especies, entre las que destacan: Escherichia phage pro483
(73.28%),  Stx2-converting  phage 1717  (17.68%),  Enterobacteria  phage P88  (6.24%)  y
Enterobacteria phage BP-4795 (1.29%) (Figura 1; Tabla suplementaria 2).

La cepa B2-32(2)33 contiene 18 especies; las principales son: Enterobacteria phage HK630
(24.99%),  Enterobacteria  phage YYZ-2008  (24.85%),  Enterobacteria  phage BP-4795
(12.55%),  Enterobacteria phage mEp460 (12.46%),  Stx2-converting phage 1717 (8.12%),
Shigella virus VASD (6.23%),  Stx2-converting phage 86 (4.38%),  Escherichia virus 933W
(2.83%) y Escherichia virus TL2011 (1.37%) (Figura 1; Tabla suplementaria 2).

La cepa B2-32(2)36 contiene 8 especies;  las principales son:  Enterobacteria phage BP-
4795 (56.36%),  Enterobacteria phage YYZ-2008 (22.54%) y  Stx2-converting phage 1717
(21.05%) (Figura 1; Tabla suplementaria 2).

La cepa B26(2)3 contiene 19 especies; entre las principales están:  Enterobacteria phage
BP-4795 (56.54%), Enterobacteria phage YYZ-2008 (19.02%), Stx2-converting phage 1717
(18.32%),  Enterobacteria phage mEp460 (3.91%) y Shigella phage SfII (1.08%) (Figura 1;
Tabla suplementaria 2).

La cepa B26(6)31 contiene 34 especies;  las  principales  son:  Escherichia  phage HK639
(24.08%),  Shigella phage SfIV (14.07%),  Shigella virus VASD (8.88%),  Escherichia virus
HK022  (8.60%),  Enterobacteria  phage BP-4795  (7.31%),  Stx2-converting  phage 1717
(4.98%),  Enterobacteria  phage YYZ-2008  (3.96%),  Enterobacteria  phage P4  (3.70%)  y
Enterobacteria phage mEp390 (3.66%) (Figura 1; Tabla suplementaria 2).

La cepa B26(6)6 contiene 22 especies; las principales son: Enterobacteria phage BP-4795
(28.34%),  Stx2-converting phage 1717 (19.82%),  Enterobacteria phage HK629 (11.26%),
Escherichia virus Lambda (10.01%) y  Enterobacteria phage YYZ-2008 (9.19%) (Figura 1;
Tabla suplementaria 2).

La  cepa  Coy3-19  presentó  18  especies;  las  principales  fueron:  Shigella  phage SfIV
(33.11%),  Shigella  phage SfII  (28.09%),  Enterobacteria  phage SfV  (21.07%)  y
Enterobacteria phage SfI (14.88%) (Figura 1; Tabla suplementaria 2).
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En la cepa Meph15-28 se encontraron 17 especies; las predominantes fueron Escherichia
virus Lambda  (94.20%)  y  Enterobacteria  phage BP-4795  (1.25%)  (Figura  1;  Tabla
suplementaria 2).

Las  abundancias  relativas  de  lecturas  mapeadas  más  altas  de  la  metasecuenciación,
corresponden  a  bacteriófagos  que  infectan  bacterias  entéricas,  como  E.  coli,  como los
bacteriófagos  Shigella phage Ss-VASD,  Escherichia phage pro483,  Enterobacteria phage
HK630, Enterobacteria phage BP-4795, Enterobacteria phage BP-4795, Escherichia phage
HK639, Shigella phage SfIV y Escherichia virus Lambda (Figura 1; Tabla suplementaria 2).

Figura 1. Abundancia relativa de especies de bacteriófagos en cepas de Escherichia coli PGV inducidas
con mitomicina C.  Distribución de la abundancia relativa (%) de especies de bacteriófagos identificadas en
nueve cepas de  E. coli PGV tras inducción con mitomicina C. Las lecturas obtenidas mediante secuenciación
masiva fueron procesadas con FastViromeExplorer v1.3, utilizando la base de datos de referencia ncbi-viruses-
list.txt.  Cada color  representa  una especie  distinta  de  bacteriófago,  y  la  altura  de los  segmentos  indica  la
proporción de lecturas mapeadas asignadas a cada especie dentro de cada cepa analizada.

La variación en las abundancias relativas entre las nueve cepas inducidas con mitomicina C
permite  analizar  cada  cepa  como  una  unidad  de  muestreo  distinta  que  comparte
características con las demás. Para evaluar si se logró captar adecuadamente la diversidad
de bacteriófagos mediante la  inducción  con mitomicina C en las  cepas de  E.  coli PGV
aisladas de fauna silvestre,  se realizó una curva de rarefacción.  En esta se observa el
aumento de la riqueza de especies por unidad de muestreo, partiendo de una riqueza de
19.77 para la unidad de muestreo 1, con una desviación estándar (DE) de ± 6.61; mientras
que, para la unidad de muestreo 8, se muestra una riqueza de 47.92 especies con una DE
de ± 2.75. En el caso de la unidad de muestreo 9 se contemplan todas las especies de
bacteriófagos detectadas por lo cual no presenta DE, debido a ser un valor exacto. Esto
evidencia una mayor variabilidad al inicio del análisis que disminuye conforme aumenta la
intensidad de muestreo; sin embargo, no se observa una fase de meseta, ya que la curva
mantiene una pendiente positiva, lo que indica que, al incrementar el esfuerzo de muestreo,
podrían incorporarse nuevas especies de bacteriófagos, con una tendencia a estabilizarse
(Cuadro 3, Figura 4 suplementaria).

Cuadro 3. Datos de la curva de rarefacción de la riqueza de especies de bacteriófagos en cepas de
Escherichia coli PGV.  Se presentan los valores de riqueza de especies estimada a partir de una curva de
rarefacción construida con las nueve cepas de E. coli PGV inducidas con mitomicina C. La riqueza de especies
corresponde al número acumulado de bacteriófagos detectados conforme aumenta el esfuerzo de muestreo
(unidades de muestreo de 1 a 9). Se incluyen los valores de desviación estándar (DE ±), calculados a partir de
permutaciones del  muestreo, los cuales disminuyen progresivamente conforme se incrementa el  número de
unidades, indicando una estabilización en la estimación de la riqueza hacia el final del muestreo.
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Unidades de
muestreo

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Riqueza  de
especies

19.78 28.92 34.80 38.81 41.74 44.02 45.92 47.56 49.00

DE± 6.61 6.99 6.69 6.20 5.59 4.90 4.02 2.75 0.00

El análisis de acumulación de especies mostró una mayor proporción de lecturas contiguas
correspondientes a siete especies presentes en las nueve cepas: Enterobacteria phage BP-
4795,  Escherichia  virus Lambda,  Enterobacteria  phage YYZ-2008,  Escherichia  phage
pro483,  Shigella  virus VASD,  Stx2-converting  phage 1717  y  Enterobacteria  phage SfV
(Figura 2A).

Mientras que el análisis por género (bisontes y carnívoros) evidenció que la proporción de
lecturas  asociadas  a  especies  de  bacteriófagos  cambia  al  separar  los  grupos.  En
carnívoros,  las  especies  predominantes  fueron:  Shigella  phage Ss-VASD,  Shigella  virus
POCJ13, Shigella phage SfIV, Shigella phage SfII, Enterobacteria phage SfV, Shigella virus
7502Stx  y  Enterobacteria  phage SfI.  En bisontes,  las  principales  fueron:  Enterobacteria
phage BP-4795,  Escherichia  phage pro483,  Stx2-converting  phage 1717,  Enterobacteria
phage HK630 y Enterobacteria phage mEp460 (Figura 2B).

En ambos casos, las especies de bacteriófagos que contribuyen a la diversidad de especies
son  los  bacteriófagos  Shigella  virus VASD  y  Enterobacteria  phage BP-4795,  especies
bacteriófagos que corresponden  a  bacteriófagos asociados  a distintas  enterobacterias  y
reportados con presencia del  gen  stx2  (Carter  et  al.,  2016;  Creuzburg et  al.,  2011).  En
conjunto, estos resultados confirman que cada cepa aporta una proporción particular  de
bacteriófagos a la comunidad y funciona como un sitio capaz de albergar distintas especies
(Figura 2B).

113



Figura 2. Abundancia acumulada relativa de especies de bacteriófagos en cepas de Escherichia coli PGV
inducidas con mitomicina C y su por órden.  La figura muestra la estructura de las comunidades virales
obtenidas tras la inducción con mitomicina C en nueve cepas silvestres de E. coli PGV. El mapeo de especies y
la cuantificación de lecturas se realizaron mediante FastViromeExplorer v1.3. (A) Abundancia de especies en las
nueve cepas de  E. coli PGV: se representa la riqueza total de profagos activados. El eje Y corresponde a la
abundancia relativa (% de lecturas mapeadas) y el eje X a las especies de bacteriófagos identificadas. (B)
Abundancia de especies de bacteriófagos agrupadas órden (carnívoros vs. rumiantes/bisontes): se muestra la
distribución  rango–abundancia  de  los  bacteriófagos  inducidos,  evidenciando  diferencias  en  la  contribución
relativa de los órdenes evaluados.

Análisis de diversidad α, β y metacomunidad

Se evaluaron por cada cepa, como unidad de muestreo, que aporta un conjunto particular
de especies de bacteriófagos a la comunidad —y, por ende, presenta una diversidad distinta
—, los índices de diversidad de Shannon-Wiener y de Simpson. Asimismo, con el objetivo
de determinar si  las distintas cepas comparten especies de bacteriófagos,  se calculó  el
índice de similitud de Jaccard.

Las cepas que mostraron mayor diversidad de especies tras la inducción con mitomicina C
fueron B26(6)31, con un valor de Simpson de 0.8910 y un valor de Shannon de 2.6298;
seguida de la cepa B26(6)6, con un valor de Simpson de 0.8432 y un valor de Shannon de
2.1969; y, en tercer lugar, la cepa B2-31(2)33, con un valor de Simpson de 0.8308 y un
valor de Shannon de 2.0043 (Cuadro 4).

Estos resultados indican que, si bien estas tres cepas presentan una mayor diversidad, esta
puede considerarse moderada. En ellas no se observa una marcada dominancia de algunas
especies ni una presencia relevante de especies raras o únicas. Lo anterior se interpreta
considerando que, para el índice de Simpson, valores mayores a 3 indican alta diversidad,
influenciada por la presencia de especies raras; mientras que, en el índice de Shannon,
valores cercanos a 1 representan una diversidad alta, ya que este índice es sensible tanto a
la dominancia como a la equidad de las especies.

Cuadro 4. Índices de diversidad α por cepa de Escherichia coli PGV. Se calcularon los índices de diversidad
de Shannon–Weaver y Simpson para cada cepa de  E. coli PGV con el objetivo de evaluar la diversidad de
especies  de  bacteriófagos  presentes  en  cada  comunidad  viral.  Cada  cepa  fue  considerada  como un  sitio
independiente con una estructura comunitaria particular. Los valores obtenidos permiten comparar la diversidad
entre cepas e inferir la posible dominancia de especies específicas de bacteriófagos dentro de cada comunidad.

Cepas de 
E. coli 
PGV

26B-Coy 
6 B16(1)32

B2-
31(2)33

B2-
31(2)36 B26(2)3 B26(6)31 B26(6)6 Coy 3-19

Meph 15-
28

Índice de 
Shannon 1.4947 0.8438 2.0043 1.0600 1.1397 2.6298 2.1969 1.4802 0.3592

Índice 
Simpson

0.6552 0.4275 0.8308 0.6007 0.6002 0.8910 0.8432 0.7476 0.1121

Además,  dos  de  estas  cepas  provienen  del  mismo  individuo  y  las  tres  pertenecen  a
bisontes, lo que sugiere la posibilidad de que las cepas provenientes de bisontes —o, en
general, de rumiantes— aporten una mayor diversidad de bacteriófagos a la comunidad,
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aunque con cierta predominancia de algunas especies, entre ellas Enterobacteria phage BP
4795, Stx2 converting phage 1717 y Enterobacteria phage YYZ 2008 (Figura 1).

Las  cepas  que  mostraron  menor  diversidad  tras  la  inducción  con  mitomicina  C  fueron
Meph15-28,  con un  valor  de  Simpson  de 0.1121  y  un valor  de Shannon  de  0.3592,  y
B16(1)32, con un valor de Simpson de 0.4275 y un valor de Shannon de 0.8438. Estas
cepas provienen de un carnívoro (zorrillo listado) y de un bisonte, respectivamente (Cuadro
3).

Estos resultados indican que en dichas cepas existe una mayor dominancia de especies.
Tal es el caso de la cepa Meph15-28, cuya abundancia está dominada por Escherichia virus
Lambda. Por su parte, en la cepa B16(1)32, la abundancia está determinada principalmente
por  tres  especies  de  bacteriófagos:  Escherichia  phage  pro483,  Enterobacteria  phage
BP4795 y Enterobacteria phage P88 (Figura 1).

En conjunto, estos resultados sugieren que cada cepa de E. coli PGV podría diferir en su
capacidad de albergar fagos. Asimismo, no se descarta la posibilidad de que la mitomicina
C haya inducido únicamente algunas especies de bacteriófagos en estas cepas.

Para evaluar la diversidad beta, se utilizó el  índice de Jaccard con el  fin de analizar la
similitud en la composición de especies de bacteriófagos dentro de la comunidad de cepas
de E. coli PGV. Con los resultados de los índices de Jaccard (Cuadro 5) se construyó un
dendrograma de similitud donde se observa que, aunque las cepas difieren en su diversidad
alfa, comparten especies de bacteriófagos entre sí, agrupándolos en dos grandes grupos
(Figura 3).

Cuadro 5 | Índice de similitud de Jaccard entre cepas de Escherichia coli PGV inducidas con mitomicina
C. Se presenta la matriz de similitud basada en el índice de Jaccard, el cual cuantifica el grado de coincidencia
en la composición de especies de bacteriófagos entre pares de cepas de E. coli PGV. Los valores van de 0 a 1,
donde 1 indica identidad completa en la composición de especies compartidas y 0 ausencia total de especies en
común. La matriz permite evaluar la similitud estructural entre comunidades virales inducidas en cada cepa,
evidenciando patrones de compartición diferencial de bacteriófagos entre las distintas muestras analizadas.

26B-
Coy 6

B2-
31(2)3
3

B2-
31(2)3
6

B26(2)
3

B26(6)
6

B26(6)
31

B16(1)
32

Coy 3-
19

Meph 
15-28

26B-
Coy 6

1.000 0.458 0.267 0.520 0.429 0.375 0.320 0.571 0.323

B2-
31(2)3
3

0.458 1.000 0.292 0.429 0.500 0.423 0.320 0.423 0.240

B2-
31(2)3
6

0.267 0.292 1.000 0.222 0.267 0.188 0.176 0.222 0.143

B26(2)
3

0.520 0.429 0.222 1.000 0.500 0.345 0.286 0.429 0.286

B26(6)
6

0.429 0.500 0.267 0.500 1.000 0.429 0.286 0.500 0.273

B26(6)
31

0.375 0.423 0.188 0.345 0.429 1.000 0.240 0.345 0.200

B16(1)
32

0.320 0.320 0.176 0.286 0.286 0.240 1.000 0.286 0.250
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Coy 3-
19

0.571 0.423 0.222 0.429 0.500 0.345 0.286 1.000 0.286

Meph 
15-28

0.323 0.240 0.143 0.286 0.273 0.200 0.250 0.286 1.000

El primer grupo está conformado por las cepas 26B-Coy 6 y Coy 3-19. Estas dos cepas
comparten una mayor similitud entre sí, a una distancia de 0.4, en comparación con las
demás cepas.  Este grupo agrupa a 7 cepas,  lo  que indica  que comparten especies de
bacteriófagos entre sí, sugiriendo que han estado en contacto con las mismas especies de
bacteriófagos. A su vez, este grupo se subdivide en tres subgrupos: el primero, integrado
por  B2-31(2)33 y Meph 15-28;  el  segundo,  por  B2-31(2)36 y B26(6)6;  y  el  tercero,  por
B26(2)3, B26(6)31 y B16(1)32 (Figura 3).

Además, las cepas B2-31(2)36 y B26(6)6 son las que presentan mayor similitud, con una
distancia < 0.2. Es muy probable que estas cepas compartan casi las mismas especies de
bacteriófagos  (Figura  3).  De  igual  forma,  las  cepas  B26(6)31  y  B16(1)32  generan  un
subgrupo que comparte una distancia cercana a 0.1. Cabe destacar que las cepas B26(6)6
y  B2-31(2)36  provienen  de  dos  bisontes  distintos,  al  igual  que  las  cepas  B26(6)31  y
B16(1)32 (Figura 3). Las cepas B2-31(2)33 y Meph15-28, aunque pertenecen al segundo
grupo, muestran una divergencia propia, lo que indica que poseen fagos únicos que las
separan de los subgrupos presentes en este grupo; entre ellas comparten una similitud con
una distancia cercana a 0.2. La cepa B2-31(2)33 pertenece a un bisonte y la cepa Meph15-
28 a un zorrillo (Figura 3).

Figura  3.  Dendrograma  de  disimilitud  de  especies  de  bacteriófagos  compartidas  entre  cepas  de
Escherichia coli PGV inducidas con mitomicina C. Se analizó la β-diversidad en términos de disimilitud de
especies  de  bacteriófagos  presentes  en  nueve  cepas  de  E.  coli PGV  utilizando  el  índice  de  Jaccard.  El
dendrograma compara la composición de las comunidades virales liberadas tras la inducción con mitomicina C,
identificadas mediante  FastViromeExplorer  v1.3.  El  eje  vertical  representa la  distancia  de disimilitud,  donde
valores más cercanos a 1 indican la menor coincidencia en la composición de especies de bacteriófagos entre
las cepas analizadas. 
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Esta agrupación indica que, a pesar de tratarse de cepas distintas de E. coli PGV, e incluso
de provenir  de  diferentes  géneros  y  especies  animales,  comparten  ciertas  especies  de
bacteriófagos.  Además,  la  presencia  de  algunas  especies  de  bacteriófagos  parece
agruparse según la especie hospedadora, considerando que las cepas provienen de una
misma región geográfica. Asimismo, algunas cepas presentan bacteriófagos que podrían
considerarse elementos únicos dentro de su diversidad viral.(Figura 3).

Estos resultados abren la posibilidad de que las cepas de E. coli PGV se comporten como
una metacomunidad,  en la cual  las especies de bacteriófagos pueden movilizarse entre
distintas cepas y entre diferentes órdenes.

Se  realizó  un  análisis  de  matriz  de  metacomunidades,  en  el  cual  se  observó  que  los
bacteriófagos  presentes  en  las  cepas  muestran  coherencia,  entendida  como  el  cálculo
numérico de las ausencias presentes (Abs) en una matriz ordenada, comparado con el valor
observado en una distribución nula de ausencias presentes generada a partir de matrices
simuladas, según lo propuesto por Leibold y colaboradores (2004). El análisis mostró un
valor de Z < -1.96 y una significancia de p < 0.0008, lo que sugiere que las comunidades
presentan  un  mayor  número  de  Abs  de  especies  de  lo  esperado  bajo  un  modelo  de
distribución ideal, indicando cierta independencia entre ellas, posiblemente influenciada por
factores locales, como la competencia entre especies de bacteriófagos (Figura 4).

Coherencia Recambio Agrupamiento Estructura

p Z media varianza p Z media varianza Índice p

8.27E-048 < -1.96 225.406 11.11 0.013 2.46 1959.31 238.54 1.255 0.013 Tablero
de ajedrez

Figura 4. Análisis de la Metacomunidad de bacteriófagos presentes en las nueve cepas de E. coli PGV.
Diagrama de la matriz de presencia/ausencia de especies de bacteriófagos. En el eje de la “x” se distribuyen las
especies  de  bacteriófagos,  en  el  eje  de  las  “y”  las  nueve  cepas  donde  se  distribuyen  las  especies  de
bacteriófagos.  Las  celdas  negras  indican  presencia  y  las  blancas  ausencia.  La  matriz  ha  sido  reordenada
automáticamente para minimizar las discrepancias y revelar la estructura subyacente de la metacomunidad por
el método de modelo nulo (r1) con la función Metacommunity de metacom v1.5.3. en RStudio v4.4.1. Tabla de
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Parámetros  Estadísticos.  Resumen  de  los  resultados  de  las  pruebas  de  aleatorización  para  evaluar  la
coherencia, el recambio y el agrupamiento. 

Este patrón de distribución se le conoce como tablero de ajedrez, donde las especies son
mutuamente  excluyentes,  recalcando  la  idea  de  competencia  intraespecífica  entre  las
distintas especies de bacteriófagos. 

De igual forma se analizó el recambio y el agrupamiento de la metacomunidad como lo
proponen Heino y colaboradores (2015).  Esta metacomunidad con patrón de tablero de
ajedrez presentó un recambio de especies de bacteriófagos con valor de distribución  Z =
2.46 y una significancia de p ≤ 0.013, lo que sugiere que algunas especies de bacteriófagos
pueden ser reemplazadas siguiendo patrones estructurados entre las cepas que conforman
la  metacomunidad.  Asimismo,  se  observó  un  índice  de  agrupación  de  1.255  con  una
significancia  de  p ≤  0.013.  Estos  resultados  sugieren  la  existencia  de  interacciones
competitivas  y  excluyentes  con  cierto  grado  de  recambio  por  grupos  de  especies  de
bacteriófagos en respuesta a la presencia de distintas especies de bacteriófagos entre las
distintas cepas que integran la metacomunidad (Figura 4).

Es posible que esta dinámica condicione el flujo de material genético entre algunas cepas
de  E.  coli mediante  THG,  favoreciendo  que  ciertos  FV y  GRA sean compartidos  entre
distintas  cepas.  En  contraste,  otras  cepas  de  E.  coli PGV  podrían  presentar  perfiles
diferentes de FV y GRA. Por ello, se analizó la presencia de FV y GRA en las secuencias de
bacteriófagos identificadas en las nueve cepas de E. coli.

Presencia de FV y GRA

Se  analizó  la  presencia  de  factores  de  virulencia  (FV)  en  las  secuencias  contiguas
ensambladas de los genomas virales de las nueve cepas de  E. coli PGV inducidas con
mitomicina C. En los bacteriófagos presentes en estas cepas se identificaron 409 genes
asociados a FV. Las secuencias fueron filtradas y se seleccionaron únicamente aquellas
con coberturas y similitudes mayores al 90% respecto a las secuencias reportadas en las
bases de datos VFDB y Ecoli_VF en ABRicate, obteniéndose un total de 279 FV en los
bacteriófagos de las nueve cepas de E. coli PGV.

Dentro  de  los  FV  identificados  se  encontraron:  operones  fimbriales,  colicinas,  factores
quimiotácticos, proteínas del sistema de secreción tipo III (SSTIII), proteínas translocadoras,
toxinas tipo Shiga, toxinas citotóxicas, chaperonas, proteínas efectoras del SSTIII y genes
asociados a islas de patogenicidad (Tabla suplementaria 3, Figura 5).
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Figura 5. Mapa de calor de FV asociados a bacteriófagos inducidos con mitomicina C en nueve cepas de
E. coli PGV.  La identificación de FV se realizó mediante ABRicate GPLv2 empleando las bases de
datos VFDB y Ecoli_VF. Se consideraron únicamente genes con ≥ 90% de cobertura y similitud
respecto a las secuencias de referencia.  Para la construcción del mapa de calor  se incluyeron
exclusivamente los factores de virulencia compartidos por al menos dos cepas.  En el eje X se
representan los factores de virulencia identificados y en el eje Y las cepas de E. coli PGV donde se
distribuyen. La escala de color indica presencia (rojo, valor = 1) o ausencia (azul, valor = 0) de los FV.

Se analizaron los factores de virulencia (FV) presentes en las secuencias de bacteriófagos
inducidos y compartidos entre las nueve cepas de E. coli PGV, con la finalidad de evaluar si
su distribución podría relacionarse con la  metacomunidad de especies  de bacteriófagos
presentes en dichas cepas. Entre los FV identificados en los genomas de los bacteriófagos
destacan  las  Shigatoxinas,  presentes  en las  nueve  cepas;  algunos  operones  fimbriales
compartidos entre seis de las nueve cepas (fimA, fimB, fimC, fimD, fimE, fimF, fimG y fimH);
genes  asociados  al  sistema  de  secreción,  como  epaO-S,  eprHI,  escCFR y  espFIP,
presentes en seis cepas; el gen  cif (ciclomodulina), detectado en cinco cepas; el gen  fliL,
asociado al locus flagelar; y los genes Z2200 y Z2201, correspondientes a operones de la
isla O de EHEC O157, presentes en seis y cinco cepas, respectivamente. Algunos FV se
identificaron como exclusivos de ciertas cepas (Figura 5).

Se observó que las secuencias de algunos genes asociados a operones fimbriales (fimA,
fimB, fimC, fimD, fimE, fimF, fimG y fimH) se encuentran dispuestas en tándem, de acuerdo
con las posiciones de inicio y término de cada gen dentro de una misma secuencia contigua
de bacteriófago (Tabla suplementaria 3).

Las secuencias de bacteriófagos inducidos con mayor número de FV correspondieron a las
cepas Coy 3-19, B26(6)6 y B26(2)3, con 172, 133 y 77 FV, respectivamente. En contraste,
las secuencias de bacteriófagos inducidos con menor número de FV correspondieron a las
cepas B2-31(2)33, B16(1)32 y Meph 15-28, con 10, 22 y 28 FV, respectivamente (Figura 5;
Tabla suplementaria 3). Estos resultados, en conjunto con lo observado en la diversidad β,
donde algunas cepas mostraron similitud —como B26(6)6 y B26(2)3, así como B2-31(2)33 y
Meph 15-28 (Figura 3)—, sugieren la posibilidad de que las cepas que comparten FV hayan
adquirido  dichos  genes  mediante  transferencia  horizontal  de  genes (THG)  mediada  por
bacteriófagos.
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Además, en relación con el patrón de tablero de ajedrez observado en la metacomunidad de
especies de bacteriófagos presentes en las nueve cepas (Figura 4),  algunas cepas con
menor  número  de  especies  de  bacteriófagos,  como  Coy  3-19  y  B26(2)3  (Figura  1),
presentaron  un  mayor  número  de  FV.  En  contraste,  cepas  como  Meph  15-28,  cuya
diversidad estuvo representada principalmente por Escherichia virus Lambda, mostraron un
menor número de FV (n = 10). En conjunto, estos resultados sugieren que el número de FV
presentes  en  los  genomas  virales  podría  estar  asociado  con  la  estructura  de  la
metacomunidad,  favoreciendo que algunas cepas alberguen más o menos FV debido a
posibles relaciones de competencia y exclusión entre distintas especies de bacteriófagos.

De  igual  forma,  se  analizó  la  presencia  de  genes  de  GRA  en  las  secuencias  de
bacteriófagos inducidos con mitomicina C en las nueve cepas de E. coli PGV. Se detectaron
inicialmente  122  GRA  entre  los  bacteriófagos  presentes  en  las  nueve  cepas;
posteriormente, las secuencias fueron filtradas y se seleccionaron aquellas con coberturas y
similitudes mayores al 90% respecto a las secuencias reportadas en la base datos NCBI
AMRFinderPlus, CARD, Resfinder y PlasmidFinder en ABRicate, obteniéndose un total de
59 GRA que cumplían estos criterios (Figura 6; Tabla suplementaria 4).

Figura 6. Mapa de calor de genes relacionados con resistencia a antimicrobianos (GRA) presentes en
bacteriófagos de cepas de  E. coli PGV inducidas con mitomicina C.   Se analizó la presencia de genes
relacionados  con  resistencia  a  antimicrobianos  (GRA)  en  las  secuencias  de  bacteriófagos  inducidos  con
mitomicina C en nueve cepas de E. coli PGV. La detección de GRA se realizó mediante ABRicate GPLv2,
utilizando las bases de datos NCBI AMRFinderPlus, CARD y PlasmidFinder. Solo se GRA presentes
aquellos  cuyas  secuencias  tuviesen coberturas  y  similitudes  ≥ 90% respecto  a las  secuencias
reportadas en las bases de datos. Para la construcción del mapa de calor se incluyeron únicamente
los GRA compartidos en al menos dos cepas. En el eje X se representan los genes relacionados con
resistencia a antimicrobianos, mientras que en el eje Y se muestran las cepas de E. coli PGV donde
estos se distribuyen. La escala de color indica presencia (rojo, valor = 1) o ausencia (azul, valor = 0) de los GRA.

Entre los genes de resistencia a antimicrobianos (GRA) identificados se encontraron genes
asociados con resistencia a ampicilina, bombas de flujo, beta-lactamasas, multirresistencia
(Mdt), resistencia a aminoglucósidos, nitrofuranos, quinolonas y cefalosporinas, así como
genes relacionados con funciones regulatorias y enzimáticas. El gen  marA (asociado con
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multirresistencia) y  CARB-14 (beta-lactamasa) estuvieron presentes en siete de las nueve
cepas; el gen  baeR (relacionado con resistencia a novobiocina y sales biliares),  en seis
cepas; y los genes acrA (bomba de flujo multidroga), emrR (regulador de bomba de flujo) y
bacA (resistencia a bacitracina) se compartieron entre cinco cepas. Los demás genes se
identificaron en menos de cuatro cepas (Figura 6).

Se observó que únicamente algunas secuencias de genes de resistencia se encuentran
dispuestas en tándem. Entre ellas destacan los genes  emrY,  emrK,  evgA,  evgS,  ampC y
acrD en la cepa B16(1)32, así como baeR, baeS, mdtC, mdtB y mdtA en la cepa B26(6)6,
cuyos genes presentan posiciones de inicio y término subsecuentes dentro de una misma
secuencia contigua de bacteriófago (Tabla suplementaria 4).

Las cepas con mayor número de GRA en bacteriófagos inducidos con mitomicina C fueron
B26(6)6, Coy 3-19 y B26(6)31, con 45, 40 y 27 GRA, respectivamente. Estos resultados
sugieren que los GRA presentes en los genomas de los bacteriófagos de las cepas de E.
coli PGV podrían haber sido adquiridos mediante transferencia horizontal de genes (THG),
contribuyendo  potencialmente  a  la  adquisición  de  multirresistencia  (Figura  6;  Tabla
suplementaria 4).

La distribución de los GRA presentes en los bacteriófagos de las nueve cepas mostró una
tendencia similar a la observada para los FV (Figura 5). Las cepas Coy 3-19 y B26(6)31 se
encontraron entre aquellas con mayor número de GRA y menor diversidad de bacteriófagos
(Figura 1). Sin embargo, cepas como Meph 15-28 y 26B-Coy 6, que presentaron un menor
número de  GRA (13 y  5,  respectivamente),  también  mostraron  una  baja  diversidad  de
especies de bacteriófagos. Estos resultados sugieren que la presencia de GRA podría estar
vinculada con la estructura de la metacomunidad (Figura 4), en la que podrían intervenir
fenómenos de competencia y exclusión.

En conjunto, la presencia de FV y GRA sugiere la existencia de bacteriófagos en las cepas
de  E. coli PGV con potencial para movilizar  tanto factores de virulencia como genes de
resistencia. Asimismo, la mayor carga de FV y GRA observada en cepas como B26(6)6 y
Coy 3-19 sugiere que algunas cepas podrían participar en mayor proporción en procesos de
transferencia horizontal de genes.

Una vez observada la presencia de FV y GRA dentro de las secuencias de bacteriófagos
(Figuras  5  y  6),  potencialmente  asociados  con  distintas  especies  de  bacteriófagos
identificadas (Figura 1)  y  organizadas en una metacomunidad con patrón de tablero de
ajedrez (Figura 4), se evaluó la presencia de secuencias génicas codificantes de proteínas
de bacteriófagos, con el fin de confirmar el origen fagal de las secuencias analizadas.

Genes asociados a fagos

Se analizó la presencia de genes asociados con proteínas de bacteriófagos en los genomas
de los bacteriófagos inducidos con mitomicina C en las nueve cepas de E. coli PGV, con la
finalidad de evaluar si las secuencias recuperadas correspondían a genomas completos de
bacteriófagos y no a entidades tipo plásmido. En total, se identificaron 334 genes asociados
con proteínas de bacteriófagos.

Posteriormente,  estos  genes  fueron  filtrados  para  seleccionar  únicamente  aquellos  con
coberturas y similitudes ≥ 90 % respecto a las secuencias reportadas en la base de datos
“proteinafagos” de ABRicate y que, además, estuvieran presentes en al menos dos cepas.
Este filtrado se realizó con la finalidad de identificar no solo las secuencias compartidas
entre distintos genomas de bacteriófagos inducidos, sino también aquellas que presentaran
alta similitud con las secuencias reportadas en la base de datos y una cobertura cercana a
la totalidad de dichas secuencias, descartando así fragmentos parciales. Tras el filtrado, se
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obtuvieron 206 secuencias de genes asociados a proteínas de bacteriófagos compartidas
entre al menos dos cepas de E. coli PGV.

La presencia de genes asociados a proteínas (GAP) de bacteriófagos presentes en cada
cepa varió entre las nueve cepas analizadas. La distribución fue la siguiente: la cepa 26B-
Coy 6 presentó 168 GAP; Coy 3-19, 157 GAP; B2-31(2)33, 149 GAP; Meph 15-28, 148
GAP; B26(2)3, 140 GAP; B26(6)31, 129 GAP; B26(6)6, 106 GAP; B16(1)32, 85 GAP; y B2-
31(2)36, 52 GAP (Tabla suplementaria 4; Figura 7).

Figura 7 | Mapa de calor de la agrupación funcional de genes asociados a bacteriófagos en cepas de
Escherichia coli PGV inducidas con mitomicina C. Se analizó la presencia de genes asociados a funciones
específicas en los bacteriófagos inducidos con mitomicina C en nueve cepas de E. coli PGV. La detección de
dichos  genes  se  realizó  mediante ABRicate GPLv2,  utilizando una base de datos curada de genes
asociados  a  bacteriófagos  (proteinafagos).  Se  incluyeron  únicamente  aquellas  secuencias  con
coberturas  y  similitudes  ≥ 90% respecto  a  las  secuencias  reportadas  en GenBank.  Los  genes
identificados fueron agrupados funcionalmente en las siguientes categorías: procesos enzimáticos,
lisis–lisogenia,  replicación  e  integración,  funciones  estructurales,  factores  de  virulencia  y
mecanismos de defensa bacterianos. En el eje X se representan los genes agrupados por función,
mientras que en el eje Y se muestran las cepas de E. coli PGV donde estos se distribuyen. La barra de
color  indica  el  porcentaje  de  identidad  respecto  a  las  secuencias  de  referencia  en  la  base  de  datos
proteinafagos.

Además,  se  detectaron  múltiples  copias  de  algunos  GAP  dentro  de  una  misma  cepa,
aunque  con  diferentes  porcentajes  de  cobertura  y  similitud  respecto  a  las  secuencias
reportadas en GenBank en los genomas de los bacteriófagos inducidos con mitomicina C.
Este hallazgo podría indicar la presencia de múltiples profagos dentro de una misma cepa,
es decir, un fenómeno de polilisogenia en las nueve cepas de E. coli PGV.

Los GAP identificados fueron clasificados según su función en las siguientes categorías:
Proteínas de la familia DUF (Domain of Unknown Function); Actividad enzimática y dominios
catalíticos  (peptidasas,  desoxinucleotidasas,  reductasas,  carbohidrato  esterasas,
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proendopeptidasas,  dominios  de  hélice  alfa,  entre  otros);  Procesos  de  lisis–lisogenia
(holinas,  endolisinas,  bacteriocinas,  lisozimas,  genes  del  cassette  de lisis,  represores  y
antirrepresores);  Replicación  e  integración  (integrasas,  excisionasas,  proteínas  de
recombinación,  proteínas  de  replicación  y  reguladores  transcripcionales);  Funciones
estructurales (proteína de la cápside mayor y menor, tallo, proteínas de cola, proteína portal,
terminasa y proteínas de ensamblaje); Sistemas de defensa bacterianos (sistemas toxina–
antitoxina, sistemas de restricción–modificación, sistemas regulatorios de dos componentes
y  dominios  tipo  inmunoglobulina);  Factores  de  virulencia  (FV)  y  genes  de resistencia  a
antibióticos (GRA); Otros (proteínas hipotéticas o de función aún no descrita) (Figura 7).

Estas funciones estuvieron presentes en la mayoría de las secuencias de bacteriófagos
inducidos en las nueve cepas de  E. coli PGV, con excepción de la cepa B26(6)6, la cual
careció de secuencias asociadas a sistemas inmunes bacterianos. Además, las secuencias
identificadas  mostraron  coberturas  y  similitudes  ≥  90  % con respecto  a  las  secuencias
reportadas en la base de datos, lo que indica que no corresponden a fragmentos génicos
detectados, sino a secuencias de genes con alta integridad.

En conjunto, estos resultados sugieren la posible presencia de bacteriófagos con genomas
completos y funcionales en las nueve cepas de E. coli PGV. Asimismo, apoyan la hipótesis
de que estos bacteriófagos podrían participar en la transferencia horizontal de genes (THG),
contribuyendo al intercambio de material genético entre cepas y favoreciendo la generación
de variación genética y nuevas variantes de E. coli PGV. De igual manera, la presencia de
sistemas de defensa bacterianos dentro de los genomas de los bacteriófagos, así como su
posible movilización, podría explicar la estructura de metacomunidad tipo tablero de ajedrez,
al proporcionar a las distintas cepas mecanismos de defensa contra la infección por nuevos
bacteriófagos, generando patrones de exclusión y competencia (Figura 7).

Presencia de bacteriófagos en las cepas de E. coli PGV

Una  vez  observada  la  presencia  de  GAP  en  los  sobrenadantes  de  los  bacteriófagos
inducidos, se analizó si las secuencias identificadas correspondían realmente a un único
genoma  de  bacteriófago  o  si,  por  el  contrario,  representaban  secuencias  asociadas  a
múltiples  bacteriófagos inducidos en las cepas de  E.  coli PGV.  Este análisis  se realizó
también con la finalidad de descartar que dichas secuencias correspondieran a entidades
tipo bacteriófagos, en lugar de genomas de bacteriófagos.

Las secuencias de bacteriófagos recuperadas de las cepas inducidas con mitomicina C
fueron  filtradas  y  seleccionadas;  únicamente  se  consideraron  aquellas  con  nodos
ensamblados  mayores  a  10  kpb.  Posteriormente,  se  analizó  la  presencia  de  genes
asociados a proteínas de bacteriófagos (GAPB) en cada uno de los nodos ensamblados por
cepa, considerando las nueve cepas de E. coli PGV.

Para  cada  GAPB  se  examinó  la  posición  de  inicio  y  término  dentro  de  cada  nodo
ensamblado,  observándose  que  las  secuencias  eran  subsecuentes  entre  sí  (Tabla
suplementaria 4). Una vez confirmado que las secuencias dentro de cada nodo mostraban
una organización compatible con genomas completos, se determinó que en las nueve cepas
de  E.  coli PGV  se  identificaron  un  total  de  36  bacteriófagos  (Figura  8).
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Figura 8. Mapa de calor de la agrupación funcional de genes en bacteriófagos presentes en cepas de
Escherichia coli PGV. Se analizaron genomas completos de bacteriófagos recuperados de nueve cepas de E.
coli PGV pertenecientes  al  Laboratorio  de Microbiología  Agropecuaria  (LMA),  identificándose  36
bacteriófagos  con  genomas mayores  a  10  kbp.  Se evaluó  la  presencia  de  genes  asociados  a
proteínas de bacteriófagos y estos fueron agrupados según su función biológica. La detección de
genes  se  realizó  mediante  ABRicate  GPLv2,  utilizando  una  base  de  datos  curada  de  genes
asociados a bacteriófagos “proteinafagos”. Se consideraron únicamente aquellas secuencias con
coberturas y similitudes ≥ 90% respecto a las secuencias reportadas en GenBank. Los genes se
clasificaron  en  las  siguientes  categorías  funcionales:  procesos  enzimáticos,  lisis–lisogenia,
replicación e integración,  funciones estructurales,  factores de virulencia y sistemas de defensa
bacterianos. En el eje X se representan los genes agrupados por función, mientras que en el eje Y
se  muestran  los  36  bacteriófagos  identificados  en  las  distintas  cepas.  La  escala  de  color  indica
presencia (rojo, valor = 1) o ausencia (azul, valor = 0) de los genes dentro de los grupos funcionales.

En los genomas de estos 36 bacteriófagos se detectaron genes estructurales, factores de
virulencia (FV),  genes asociados a los procesos de lisis–lisogenia,  genes con funciones
enzimáticas, proteínas implicadas en replicación e integración y, en algunos casos, genes
relacionados con sistemas de defensa bacterianos (Tabla suplementaria 5; Figura 8). Los
bacteriófagos  fueron  nombrados  según  la  especie  en  la  que  se  encontró,  el  número
consecutivo  en  el  orden  que  fueron  analizados  y  las  siglas  “LMA”  del  Laboratorio  de
Microbiología Agropecuaria.

Se observó la presencia de múltiples bacteriófagos en algunas cepas: La cepa B26(6)31
presentó diez bacteriófagos completos inducidos con mitomicina C.; La cepa Meph 15-28
presentó cuatro bacteriófagos completos; Las cepas 26B-Coy 6 y B16(1)32 presentaron tres
bacteriófagos completos cada una; Las cepas Coy 3-19, B26(2)3 y B26(6)6 presentaron dos
bacteriófagos completos cada una; Las cepas B2-31(2)33 y B2-31(2)36 presentaron un fago
completo cada una (Figura 8).

Los GAPF fueron clasificados según su función en las siguientes categorías: proteínas de la
familia DUF (dominios de función desconocida), actividad enzimática y dominios catalíticos,
procesos de lisis–lisogenia, replicación e integración, funciones estructurales, mecanismos
de defensa bacterianos, factores de virulencia y otras funciones no caracterizadas (Figura
8).

Se observó que los 36 bacteriófagos identificados contienen GAPF asociados a funciones
de lisis–lisogenia, estructurales, replicación y procesos enzimáticos. Sin embargo, los genes
relacionados  con  virulencia  (FV)  o  con  mecanismos  de  defensa  bacterianos  estuvieron
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presentes únicamente en 14 de los 36 bacteriófagos (Figura 8).

Estos resultados sugieren dos posibles  escenarios:  (1)  la  existencia  de polilisogenia  en
algunas cepas de E. coli PGV, o (2) la presencia de subpoblaciones bacterianas dentro de
una  misma  cepa  que  albergan  distintos  bacteriófagos,  contribuyendo  a  la  diversidad
genómica  intra-cepa.  Asimismo,  algunos  de  estos  bacteriófagos  podrían  participar
activamente  en  la  transferencia  horizontal  de  genes  (THG),  movilizando  factores  de
virulencia y elementos asociados a la inmunidad bacteriana entre cepas.

En estos bacteriófagos se observa la presencia de shigatoxinas provenientes de cuatro de
las nueve cepas, lo que indica la posibilidad de que estas toxinas se movilizan mediante
transferencia horizontal de genes (THG) mediada por bacteriófagos en las cepas de E. coli
PGV, principalmente las variantes stx2A y stx2B (Figura 9). 

Algunos bacteriófagos, como PhageLMABison9 y PhageLMABison20, presentan más de un
factor  de  virulencia  (FV)  en  su  genoma.  Asimismo,  los  bacteriófagos  inducidos  con
mitomicina C en la cepa Meph 15-28 (PhageLMA35 y PhageLMA36) poseen distintos genes
de virulencia y genes de resistencia a antibióticos (GRA) en sus genomas, lo que sugiere
que se trata de bacteriófagos diferentes y podría apoyar la  idea de la existencia de un
evento de polilisogenia en esta cepa (Figura 9).

Estos resultados refuerzan la  posibilidad  de polilisogenia  en las  cepas de  E.  coli PGV.
Además, cada bacteriófago aporta distintos FV y GRA, lo que podría favorecer la variación
genética de  E. coli PGV recuperadas de un mismo individuo dentro de una misma región
geográfica (Figura 9).

Figura  9.  Mapa  de  calor  de  factores  de  virulencia  (FV)  y  genes  relacionados  con  resistencia  a
antimicrobianos (GRA) en bacteriófagos de cepas de  Escherichia coli PGV del LMA.   Se construyó un
mapa de calor que integra la presencia de factores de virulencia (FV) y genes relacionados con resistencia a
antimicrobianos (GRA) identificados en los genomas de bacteriófagos provenientes de cepas de E. coli PGV del
Laboratorio de Microbiología Agropecuaria (LMA). El análisis se realizó sin aplicar umbrales de cobertura o
similitud, considerando únicamente la coincidencia con secuencias reportadas en GenBank. La detección de
genes se basó en la base de datos proteinafagos. En el eje X se representan los FV y GRA identificados,
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mientras que en el eje Y se muestran los bacteriófagos en los que fueron detectados.  La escala de color indica
presencia (rojo, valor = 1) o ausencia (azul, valor = 0) de los FV presentes en los bacteriófagos LMA.

Una vez observada la presencia de múltiples bacteriófagos dentro de los genomas de  E.
coli PGV, así como la presencia de GRA y FV, se realizó un análisis filogenético con la
finalidad de evaluar la posible relación filogenética entre los bacteriófagos inducidos con
mitomicina C en las distintas cepas de E. coli PGV y explorar su posible participación en la
transferencia horizontal de genes (THG). Para ello, se seleccionó un factor de virulencia
(FV) y un gen estructural, correspondientes a los genes stx2 y tail, respectivamente.

Se observó que el gen  stx2, presente en los bacteriófagos de las cepas de  E. coli PGV,
presenta variaciones genéticas con respecto a la cepa clásica de E. coli O157 Sakai y a los
bacteriófagos Stx2-converting phage Stx2a WGPS8 y Stx2-converting phage Stx2a WGPB5
(Figura 10). Sin embargo, las secuencias del gen stx2 identificadas en los bacteriófagos de
este estudio se agrupan filogenéticamente, pese a presentar variaciones en su secuencia,
formando  dos  grupos  principales  (Figura  10).  Estos  resultados  podrían  indicar  que  las
secuencias de stx2 presentes en los bacteriófagos recuperados de las cepas de E. coli PGV
presentan variaciones genéticas particulares asociadas a estas cepas.

Figura 10. Mapa filogenético de stx2 presentes en los bacteriófagos de las cepas de E. coli PGV del LMA.
Se realiza un análisis filogenético de máxima verosimilitud con MEGA X a la secuencia de stx2 encontrada en
los bacteriófagos del LMA, presentes en las cepas de E. coli PGV.  Se analiza con la secuencia de referencia del
gen stx2 de la cepa de E. coli O157:H7 Sakai, el bacterofago Stx2-converting phage stx2a WSPS8 y Escherichia
phage 28951.

Además  se  observa  que  los  bacteriófagos  PhageLMABisonB26(2)1
PhageLMAMeph15(28)2, PhageLMAB16(1),  PhageLMACoy2-3 y PhageLMABis(1) forman
un clado monofilético (una rama común a la derecha), con una distancia de 0.009, donde la
secuencia de stx2 es similar entre ellos, lo cual podría significar que proviene de un mismo
origen o comparten un ancestro en común, la similitud entre fagos aislados de diferentes
fuentes  (bisontes,  zorrillos,  coyotes)  sugiere  que  este  fago  portador  de  la  toxina  está
circulando activamente y se está transmitiendo horizontalmente entre diferentes poblaciones
bacterianas en el ambiente estudiado (Figura 10).

Esta agrupación sugiere una evolución local del gen stx2, manteniendo una alta homología
entre  los  aislados  independientemente  de  la  cepa  de  origen  y  al  provenir  de  distintos
individuos podría reforzar la idea de la diseminación mediante la transferencia horizontal de
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genes.

Por otra parte, el análisis filogenético basado en la similitud del gen tail reveló la presencia
de  tres  clados  principales  (Figura  11).  El  primer  clado  está  representado  por  los
bacteriófagos PhageLMABison30_2 y PhageLMABison4, los cuales presentan una distancia
filogenética  de  0.4523.  Ambos  fueron  identificados  en  cepas  provenientes  de  distintos
individuos (Tabla suplementaria), lo que sugiere que comparten un ancestro común reciente
y, por tanto, una alta similitud en sus secuencias.

El  segundo  clado  está  conformado  por  PhageLMABison30  y  PhageLMACoy1,  con  una
distancia  filogenética  de  0.9145.  Aunque  estos  se  agrupan  dentro  de  la  misma  rama
principal que el clado 1, muestran una mayor divergencia genética (Figura 11). Es relevante
destacar que PhageLMABison30 y PhageLMABison30_2 provienen de la misma cepa y del
mismo individuo, lo que sugiere un posible proceso de diversificación intra-hospedero (Tabla
suplementaria). Por su parte, PhageLMACoy1 fue aislado de un carnívoro, lo que evidencia
relaciones  filogenéticas  entre  bacteriófagos  presentes  en  distintos  ordenes  de
hospedadores.

Figura 11. Mapa filogenético de tail presentes en los bacteriófagos de las cepas de E. coli PGV del LMA.
Se realiza un análisis filogenético de máxima verosimilitud con MEGA X a la secuencia de tail encontrada en los
bacteriófagos del LMA, presentes en las cepas de E. coli PGV.

El  tercer  clado  incluye  a  los  bacteriófagos  PhageLMA5Bison,  PhageLMABison6,
PhageLMABison10, PhageLMABison22 y PhageLMAMeph33, con distancias filogenéticas
cercanas a 0.7  (Figura  11).  Este  grupo concentra el  mayor  número de bacteriófagos y
presenta  una  divergencia  moderada,  lo  que  sugiere  una  relativa  conservación  en  sus
secuencias.  Además,  estos  bacteriófagos  se  encuentran  distribuidos  en  distintas  cepas
provenientes  de tres bisontes y  un carnívoro,  lo  que podría indicar  la  existencia  de un
ancestro común compartido entre diferentes individuos y órdenes (Tabla suplementaria).

127



Se observa que los bacteriófagos presentes en las cepas de E. coli PGV provenientes de
carnívoros se distribuyen en diferentes clados y presentan una relación filogenética con
aquellos  identificados  en  cepas  de  bisontes  (Figura  11).  Este  resultado  sugiere  la
transmisión  de  bacteriófagos  entre  cepas  de  E.  coli de  carnívoros  y  bisontes,  lo  que
respaldaría la  participación de los bacteriófagos en la  transferencia  horizontal  de genes
(THG) entre cepas de E. coli dentro de una misma región geográfica. Este fenómeno podría
explicar la generación de variantes atípicas de E. coli PGV recuperadas de fauna silvestre.

En conjunto, los análisis filogenéticos respaldan el movimiento de FV y bacteriófagos entre
distintas cepas de E. coli PGV de una misma región geográfica y su participación en la THG
para la generación de nuevas variantes patógenas de E. coli.

DISCUSIÓN

Las nueve muestras secuenciadas permitieron recuperar bibliotecas con calidades ≥ Q20 y
≥ Q30, posterior a la secuenciación en Illumina, las cuales se consideran de buena calidad
para trabajar;  sin embargo, se decidió realizar una limpieza de secuencias para obtener
calidades ≥ Q30, con la finalidad de contar con secuencias de excelente calidad, con una
precisión  de  secuenciación  por  base  de  99.99%  y  una  probabilidad  de  error  de
secuenciación de 1 en 1000 (Tabla suplementaria 1).

De  igual  forma,  como  se  ha  observado  en  estudios  de  análisis  metagenómicos  de  la
microbiota  presente  en  distintas  muestras,  como  la  leche  materna,  donde  se  emplean
lecturas pareadas resultantes de la secuenciación en la plataforma Illumina para generar
ensamblajes de genomas y la detección de distintos órdenes ómicos, se asegura trabajar
con calidades ≥ Q20 y ≥ Q30. Donde se logró, a partir  de 22 muestras de leche de 11
pacientes, identificar 21 filos, 234 géneros y 487 especies, además de detectar secuencias
virales (Zhang et al., 2025).  Por lo tanto, las calidades Q obtenidas en la secuenciación de
nuestras muestras nos permiten realizar análisis sobre la presencia de especies virales en
las cepas de E. coli PGV.

Sin embargo, en comparación con nuestro estudio, ellos utilizaron secuencias ribosomales
16S  y  18S  para  la  búsqueda  de  distintas  especies  bacterianas.  En  nuestro  estudio
generamos un ensamblaje de novo, al filtrar calidades menores a Q30 nos permite generar
un ensamblaje de secuencias de mejor calidad (Cuadro 1; Tabla suplementaria 1).

Así como lo comentan Liang y colaboradores (2019), las métricas ≥ Q20 y ≥ Q30 cumplen
criterios  internacionales  para  el  análisis  metagenómico.  En  su  estudio  evalúan  la
composición de las comunidades microbianas marinas en regiones oligotróficas,  para lo
cual realizan la recolección de muestras en diferentes estaciones del año en el Pacífico
Occidental,  con la finalidad de evaluar las comunidades microbianas a partir  de análisis
metagenómicos. Consecuentemente, realizan la selección de secuencias ≥ Q20 y ≥ Q30
para trabajar y llevar a cabo la descripción taxonómica de los organismos.  

A diferencia de nuestro estudio, las muestras trabajadas en la secuenciación no provienen
de ambientes complejos, sino que son procedentes de nueve sobrenadantes de inducción
con mitomicina de nueve cepas de  E. coli  PGV. Por lo cual, las variaciones taxonómicas
que se pueden encontrar son menores en comparación con ambientes tan complejos como
los ambientes marinos.

Una  vez  procesadas  las  muestras  para  la  eliminación  de  secuencias  con  calidades
inferiores a Q30, aceptando los demás parámetros de calidad como N50 y L50, en cuatro
estudios no se eliminaron todas las deduplicaciones (Tabla suplementaria 1). Esto se debe
a que la  presencia  de duplicaciones  en muestras  de genomas no complejos  obtenidos
mediante secuenciación de novo podría considerarse real y no un artefacto resultante de la
secuenciación (Niu et al., 2010).
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Así  como lo  muestran  Zhang  y  colaboradores  (2023),  quienes  evalúan  el  efecto  de  la
eliminación  de  duplicaciones  en  el  análisis  metagenómico  de  muestras  de  distintos
orígenes, donde observan que la presencia de duplicaciones en el ensamblaje de distintos
genomas podría generar sesgos. Se observa que, en genomas complejos, como agua de
superficie marina, sedimentos marinos y suelos forestales —donde se considera que las
muestras genéticas tienen una alta complejidad microbiana—, en comparación con lodos de
biorreactor —donde la complejidad microbiana es baja—, la presencia de deduplicaciones
no genera cambios significativos (p > 0.05), especialmente al emplear ensambladores como
metaSPAdes, conocido por generar ensamblajes más largos y de mayor calidad.

Adicionalmente,  consideramos que en nuestro estudio la  presencia de duplicaciones de
hasta el 18.48% (Tabla suplementaria 1) podría ser real y no genera incertidumbre en el
ensamblaje de genomas de bacteriófagos, al considerar que el genoma de los bacteriófagos
procede de cepas de E. coli PGV inducidas con mitomicina C, y no de ambientes complejos.

Una de las limitaciones de nuestro estudio es no haber realizado la secuenciación de la
bacteria,  lo  que habría  permitido  contemplar  el  genoma completo  y  la  cantidad real  de
secuencias relacionadas a profagos. Sin embargo, el objetivo es conocer los genomas que
se pueden inducir con mitomicina C a partir de estas cepas de E. coli PGV.

Una vez ensamblados  los  genomas,  aceptando  los  parámetros  de calidad,  se  lograron
identificar  49  especies  de  bacteriófagos,  donde  el  orden  más  abundante  es  el  de  los
Caudoviricetes  (anteriormente  Caudovirales)  (Figura  suplementaria  1).  Este  orden  se
considera  el  grupo  de  bacteriófagos  más  abundante  en  distintos  ecosistemas,  como el
intestino de niños, superficies y aguas marinas (Taboa et al., 2021; Gong et al., 2018; El
Mouzan et al., 2023).

Las  familias  detectadas  con  mayor  abundancia  fueron  Siphoviridae,  Myoviridae  y
Podoviridae,  respectivamente  (Figura  2  suplementaria).  Asimismo,  en  distintos  estudios
donde  se  analiza  la  abundancia  de  bacteriófagos,  estas  tres  familias  son  las  más
predominantes (Taboa et al., 2021; Gong et al., 2018; El Mouzan et al., 2023).

Un ejemplo de esto ocurre en la bahía Prydz Bay, ubicada en la Antártida, en el sector del
Océano Índico del Océano Austral, donde realizaron un estudio de la estructura y diversidad
de las comunidades virales en el mar profundo mediante análisis metagenómicos, con la
intención de relacionar las comunidades virales con factores ambientales. En este estudio
observaron que los genomas virales en aguas superficiales pertenecían principalmente a
Caudoviricetes,  representando  entre  el  67.67%  y  el  71.99%,  entre  los  cuales  se
encontraban Siphoviridae, Myoviridae y Podoviridae (Gong et al., 2018).

En el caso de aguas profundas, observaron que la composición viral estaba representada
por virus gigantes, entre los que destacan Phycodnaviridae, Mimiviridae y Pandoraviridae.
Además, analizaron su relación con posibles células hospedadoras, así como la presencia
de elementos que funcionan como sustratos energéticos, particularmente NH₄-N, PO₄-P,
SiO₃-Si  y  NO₃-N,  los  cuales  juegan  un  papel  importante  en  la  estructuración  de  las
comunidades virales (Gong et al., 2018).

En cuanto a las interacciones ecológicas de los bacteriófagos en el intestino humano, se ha
observado  que  la  inducción  de estos  virus  es  resultado  de la  combinación  de  señales
bioquímicas ambientales, interacciones bacterianas y señales directas del hospedero, tales
como los productos de la lisis celular. Estos fenómenos fueron evaluados en 252 aislados
bacterianos del tracto digestivo humano, que incluyen 50 Actinomycetota, 1 Fusobacteriota,
51 Bacillota, 57 Pseudomonadota y 93 Bacteroidota. Tras la secuenciación para identificar
posibles  bacteriófagos inducibles,  se observó que el  94 % de los  aislados  presentaban
secuencias  de  profagos  pertenecientes  al  orden  Caudoviricetes,  de  los  cuales  se
identificaron  736  bacteriófagos  intactos  de  alta  calidad  con  potencial  de  inducción.  No
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obstante,  solo  el  18  %  de  los  bacteriófagos  predichos  se  indujeron  efectivamente.
Asimismo,  la  inducción  varió  según  las  condiciones  experimentales:  cultivo  puro  (con
mitomicina  C),  cocultivo,  presencia  de  células  intestinales  humanas  (línea  Caco-2)  y
exposición a desechos de lisis celular, mostrando diferencias tanto en el número como en
las especies de bacteriófagos inducidos. Sumado a esto, se observó que las cepas con
polilisogenia  promueven  la  inducción  de  múltiples  bacteriófagos  dentro  de  una  misma
célula,  lo  que  resalta  la  compleja  dinámica  ecológica  de  estos  virus  a  nivel  intestinal
(Dahlman et al., 2025).

En concordancia con múltiples reportes, el orden y la familia más abundantes en nuestro
estudio  fueron  Caudovirales  y  Siphoviridae,  respectivamente.  No  obstante,  esta
predominancia podría estar influenciada por el sesgo en las bases de datos, donde existen
más genomas reportados para Caudovirales y para las familias Siphoviridae, Myoviridae y
Podoviridae (Dion et al., 2020).

Asimismo,  se  identificó  un  grupo  de  bacteriófagos  no  clasificados,  lo  que  sugiere  la
necesidad  de  realizar  búsquedas  más  exhaustivas  y  de  emplear  múltiples  enfoques
metodológicos  para  su  adecuada  caracterización  (Figura  suplementaria  2).  En  nuestro
estudio, únicamente se identificó el orden Caudovirales, lo cual podría estar asociado con el
tipo  de  genomas  analizados.  Debido  a  que  los  genomas  virales  fueron  recuperados
mediante  inducción  con  mitomicina  C  a  partir  de  cepas  aisladas,  es  probable  que
correspondan a genomas más simples y menos complejos en comparación con aquellos
obtenidos de ambientes como aguas marinas, donde coexisten múltiples microorganismos
portadores de bacteriófagos.

De  igual  forma,  encontrar  una  mayor  abundancia  de  familias  de  bacteriófagos  como
Siphoviridae, Podoviridae y Myoviridae no resulta inesperado. Sin embargo, se observaron
porcentajes de secuencias no asignadas a ninguna familia, lo cual puede deberse a la base
de datos con la que fueron comparadas nuestras muestras, así como a la presencia de
secuencias pequeñas que podrían no ser reconocidas.

Cabe destacar que, desde 2023, existe una reclasificación de las familias de bacteriófagos
pertenecientes al antiguo orden Caudovirales, actualmente denominado Caudoviricetes, en
la cual se reorganizan las familias considerando características genéticas y no únicamente
morfológicas (Zhu et al., 2022).

Una  limitante  de  nuestro  estudio  es  que  las  bases  de  datos  no  cuentan  con  una
actualización  completa  de  todas  las  especies  de  virus  con  sus  respectivos  órdenes  y
familias.

En nuestro estudio identificamos un total de 49 especies de bacteriófagos dentro de las
nueve  cepas  de  E.  coli PGV,  distribuidos  en  siete  familias;  sin  embargo,  existe  una
proporción de secuencias genómicas de bacteriófagos que son asignadas a especies, pero
dichas especies no están clasificadas dentro de una familia, lo cual está relacionado con la
base de datos utilizada (Figura 1; Tabla suplementaria 2).

Asimismo, la abundancia de las 49 especies de bacteriófagos detectadas en este estudio
podría estar influenciada por el agente inductor utilizado (mitomicina C). Esto es relevante si
se considera lo observado en el capítulo 2, donde se demostró que la presencia de líquido
ruminal, en distintas concentraciones, es capaz de inducir la liberación de bacteriófagos de
manera diferencial. Diversos estudios han demostrado que la abundancia y diversidad de
bacteriófagos en diferentes muestras —incluyendo lodos residuales,  cepas bacterianas y
ambientes  intestinales—  pueden  variar  dependiendo  del  inductor,  la  concentración  del
mismo y las condiciones del medio al que son expuestas las bacterias (Boling et al., 2020;
Miller-Ensminger et al., 2020; Ngoma et al., 2023; Zhang et al., 2025).
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En  nuestro  estudio,  uno  de  los  géneros  presentes  de  bacteriófagos  es  el  de  los
Lambdavirus  (Figura 1; Tabla suplementaria 2), también llamados lambdoides, dentro del
cual se encuentra el fago Lambda, uno de los bacteriófagos más estudiados. Uno de los
mecanismos conocidos para la inducción de los profagos Lambda al ciclo lítico es mediante
señales SOS de reparación del ADN (Lewis,  2024).  Algunos inductores actúan sobre el
sistema SOS de reparación del ADN, lo que genera una respuesta dependiente de RecA
que inicia la lisis y la liberación de los fagos; sin embargo, también existen mecanismos
independientes del sistema RecA (Hu et al., 2023). Esto sugiere la posibilidad de que uno
de los mecanismos de inducción de los bacteriófagos en nuestro estudio sea mediante la
vía SOS-RecA.

Una de las  limitantes  de nuestro estudio es que solo  se utilizó  una base de datos;  en
consecuencia, se recomienda generar una base de datos propia o utilizar diferentes bases
de datos para  clasificar  y  asignar  los  genomas a familias  y  especies.  Sin  embargo,  en
nuestro estudio, las 49 especies de bacteriófagos pertenecen a bacteriófagos reportados en
enterobacterias (Figura 1; Tabla suplementaria 2), como Shigella phage Ss-VASD, portador
de  shigatoxinas,  originalmente  identificado  en  Shigella  sonnei asociado  a  problemas
diarreicos en el noreste de México (Carter et al., 2016), y el  Stx2-converting phage 1717,
perteneciente  al  género  Lambdavirus o  bacteriófagos  lambdoides,  portadores  de
shigatoxinas y que contribuyen a la presencia de cepas STEC (Zuppi et al., 2020).

Estas 49 asignaciones de especies de bacteriófagos corresponden a una posible biblioteca
comparable con la colección BASEL (BActeriophage SElection for your Laboratory), en la
cual se aislaron 68 bacteriófagos líticos capaces de infectar la cepa de E. coli K-12, aislados
de aguas residuales, compostas y ríos. Asimismo, son capaces de infectar cepas patógenas
como UPEC (UTI89, CFT073), EAEC (55989) y S. Typhimurium (12023s, SL1344) (Maffei
et al., 2021). En nuestro caso, los bacteriófagos corresponden a aquellos presentes en las
cepas de E. coli PGV.

Además, se observa la presencia de múltiples bacteriófagos en estas cepas, lo cual no
resulta inusual. En un estudio realizado por Nakamura y colaboradores (2021), se observó
que cepas STEC y EPEC pueden albergar en su genoma de 10 hasta 21 profagos, muchos
de estos con factores de virulencia como el sistema de secreción tipo III,  clave para su
patogenia.  Sin  embargo,  también  se observa que algunos  profagos  pueden  integrar  su
material  genético  dentro de otros profagos ya existentes,  y  no únicamente  en sitios  de
integración bacterianos.

Centrando  en  el  estudio  de  la  cepa  STEC  O145:H28,  se  observó  la  presencia  de  un
bacteriófago residente denominado PP-ompW, el cual está integrado en el sitio ompW del
cromosoma  bacteriano;  sin  embargo,  dentro  del  genoma  de  este  profago  existe  una
secuencia attB derivada de la bacteria hospedera, donde se encuentra integrado un profago
portador de la shigatoxina 2a, describiéndose como una integración anidada. Al analizar
otras cepas de E. coli, se observó que algunos profagos contienen dos o tres secuencias
attB diferentes en su genoma.

Esta característica permite la generación de conglomerados de profagos en configuraciones
complejas,  incluyendo  integraciones  en  tándem  y  múltiples  niveles  de  anidamiento
(Nakamura et al., 201). Por lo tanto, la presencia de múltiples genomas de bacteriófagos
como resultado de la inducción en nuestras cepas no resulta inesperada; por el contrario,
una explicación biológica plausible sería la existencia de bacteriófagos anidados, donde la
inducción de uno puede desencadenar la liberación de múltiples bacteriófagos.

Lamentablemente,  en  nuestro  estudio  no  se  analizó  cómo  estaban  ensamblados  los
genomas  dentro  del  genoma  bacteriano,  lo  cual  permitiría  observar  este  fenómeno
previamente descrito; sin embargo, una de las propuestas es continuar con el análisis de
estas cepas de E. coli.
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Tras observar variaciones en la presencia de especies de bacteriófagos entre las cepas,
analizamos  la  diversidad  y  la  riqueza  de  especies  tanto  por  el  orden  del  hospedero
(carnívoros  y  bisontes)  como  por  cada  cepa  de  E.  coli.  Se  observó  que  la  curva  de
acumulación de especies, aunque no alcanza una meseta definitiva, muestra una tendencia
clara a estabilizarse (Tabla 3; Figura 4 suplementaria). Esto sugiere que, al aumentar la
profundidad  de  muestreo  o  el  número  de  cepas  analizadas,  la  detección  de  nuevas
especies de bacteriófagos sería marginal, lo cual concuerda con lo reportado por Maffei y
colaboradores (2021) y Nakamura y colaboradores (2021).

Además, la diversidad por órdenes puede variar según su origen o, como se mencionó, esta
diversidad y riqueza podría depender del inductor utilizado (Figura 2). De acuerdo con Liang
y colaboradores  (2020),  quienes analizan  la  diversidad  y riqueza de especies  mediante
índices de Shannon a partir de la inducción con autoinductores como N-acil  homoserina
lactonas (AHLs), con el fin de evaluar la participación de mecanismos de quorum sensing
(QS) dependientes de la densidad bacteriana en la inducción de bacteriófagos a nivel de
comunidades  microbianas,  proponen  que  cada  señal  de  QS  individual  podría  inducir
profagos en un subconjunto de bacterias y no en toda la comunidad.

Adicionalmente,  observaron  que  la  mitomicina  C  puede  inducir  una  gran  cantidad  de
bacteriófagos  en  una  amplia  gama  de  bacterias,  en  comparación  con  AHL,  donde  la
diversidad observada fue menor que la inducida con mitomicina C en presencia de distintos
autoinductores.  Además,  esto  tiene un impacto directo  en las  comunidades  bacterianas
(Liang et al., 2020).

En nuestro caso, no contamos con comunidades bacterianas como tal, ya que tomamos
como unidades de muestreo independientes a cada cepa (Cuadro 3; Figura 3); sin embargo,
observamos que cada cepa aportaba una diversidad y riqueza de especies distinta (Cuadro
4). Para analizarlo de forma más completa, se podrían utilizar distintos inductores y evaluar
los  diferentes  bacteriófagos  inducidos  por  cada  cepa,  con  la  finalidad  de  continuar
explorando esta diversidad de bacteriófagos presentes en las cepas de E. coli PGV.

En nuestro estudio realizamos un análisis profundo de la diversidad y la composición de la
estructura  de  bacteriófagos,  ya  que  el  análisis  de  la  diversidad  y  ecología  de  los
bacteriófagos es fundamental para comprender su dinámica evolutiva. Por ello, se abordó la
comunidad de bacteriófagos presentes en las nueve cepas mediante un enfoque ecológico
de metacomunidades (Figura 4),  estrategia que ha sido aplicada para entender distintas
dinámicas ecológicas que permiten explicar los cambios dentro de una comunidad y los
factores que la alteran (Chase et al., 2020; Leibold et al., 2004).

Este enfoque se ha utilizado para comprender cómo se modifica la composición bacteriana
en microambientes o en un microbioma (Bergmann y Leveau, 2022; Miller et al., 2018), la
dinámica  de  los  virus  con  sus  hospederos  (Chow y  Suttle,  2015),  la  interacción  entre
bacteriófagos  y  bacterias  en  procesos  de  disbiosis  intestinal  (Zou  et  al.,  2019)  y  para
explicar la dinámica e interacción entre distintos metabolitos (Danczak et al., 2020).

Desde una perspectiva ecológica, los bacteriófagos pueden participar en interacciones de
depredación, simbiosis, comensalismo y mutualismo (Blazanin y Turner, 2021; Lynch et al.,
2022;  Olszak et  al.,  2017).  Además,  su capacidad  de movilizarse entre cepas favorece
procesos ecoevolutivos vinculados a respuestas a microambientes específicos (Blazanin y
Turner, 2021). En este contexto, pueden presentarse fenómenos de recambio de especies,
fijación  y  dispersión,  elementos  centrales  en la  teoría  de metacomunidades  (Mihaljevic,
2012; Miller et al., 2018).

Estas características  permiten integrar  el  estudio  de los bacteriófagos dentro del  marco
conceptual de la ecología de enfermedades y las metacomunidades (Koskella et al., 2022).
En  nuestro  estudio,  las  distintas  especies  de  bacteriófagos  muestran  patrones  de
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distribución compatibles con una metacomunidad, en la cual se observa una estructura de
tablero  de  ajedrez  o  “checkerboard”,  caracterizada  por  especies  con  patrones  de
distribución interespaciados y relaciones mutuamente excluyentes (Figura 4).

Este patrón fue descrito por primera vez en estudios de islas, donde estas son incapaces de
soportar  múltiples  poblaciones  de  especies  similares  y  presentan  competencias
mutuamente excluyentes entre las especies que conforman la metacomunidad (Presley et
al., 2019).

Además, este efecto de exclusión mutua ha sido estudiado en bacteriófagos. Investigadores
como Quigley y colaboradores (2028) proponen la presencia del “efecto prioridad” en la
dinámica de bacteriófagos, demostrando que cuando existe competencia por interferencia
entre genotipos durante una infección, el genotipo raro disminuye su probabilidad de éxito
de  infectar,  mientras  que  el  genotipo  común  aumenta  su  frecuencia  en  la  población
bacteriana, lo que le permite mantenerse.

Para ello,  se enfrentan bacteriófagos que no presentan interferencia,  lo que les permite
invadir  a  su célula  hospedadora;  sin embargo,  cuando se confrontan bacteriófagos que
muestran interferencia entre sí, disminuye su tasa de éxito, donde la presencia o infección
previa por algún bacteriófago limita la infección de otros. Se argumenta que esta misma
interferencia puede promover la coexistencia a nivel de metapoblación si existen parches
donde diferentes genotipos son comunes.

En nuestro caso, las distintas cepas que representan unidades de muestreo independientes
podrían  comportarse  como  pequeñas  islas  con  diferentes  parches  y  especies  de
bacteriófagos  distintas  (Figura  4).  Al  analizar  su  estructura,  podríamos  tener  una
representación de una metacomunidad con estructura de tablero de ajedrez.

Asimismo,  la  presencia  de  especies  de  bacteriófagos  compartidas  entre  cepas  podría
sugerir el flujo de bacteriófagos entre distintas cepas, donde estos podrían movilizarse por
bloques,  y  donde  la  presencia  de  algunos  bacteriófagos  limite  la  presencia  de  otras
especies. La presencia de bacteriófagos en común entre cepas pertenecientes a distintos
órdenes hospedadores sugiere que han estado en contacto con las mismas especies de
bacteriófagos,  lo  que indica un posible  flujo de bacteriófagos entre cepas de  E. coli de
bisontes y carnívoros en una misma región geográfica (Janos, Chihuahua).

En  este  estudio  no  se  realizaron  aislamientos  de  bacteriófagos  para  generar  análisis
adicionales que permitan comprobar que tienen el mismo origen; por lo cual, se sugiere
analizar el genoma de las bacterias y de los bacteriófagos aislados de las cepas, realizar
análisis filogenéticos para comprobar si comparten un mismo origen, además de llevar a
cabo co-cultivos para evaluar esta competencia entre distintas especies de bacteriófagos.

Una posible  explicación  biológica  de esta  interferencia  podría  estar  en mecanismos  de
regulación,  como  ocurre  en  el  bacteriófago  Lambda,  donde  la  proteína  represora  CI
producida  por  el  profago  integrado  tiene  la  capacidad  de  bloquear  otros  bacteriófagos,
silenciando genes y limitando su capacidad de integrarse o replicarse. Esto debido, a que el
sistema Rex presente en el bacteriófago T4 genera una despolarización de la membrana
una vez que ha infectado la  célula  hospedadora,  evitando que otro bacteriófago pueda
unirse a un receptor de membrana e infectarla (Wong et al., 2021).

También existen sistemas de defensa contra infecciones por bacteriófagos que pueden ser
movilizados  por  los  mismos  bacteriófagos,  confiriendo  resistencia  a  futuras  infecciones
(Fogg et al., 2010).

Una vez observado que el sistema se comporta como una metacomunidad, donde pueden
existir interacciones entre los bacteriófagos, lo cual podría darnos una explicación plausible
de por qué algunos bacteriófagos presentan distintas combinaciones de FV, así como el
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movimiento potencial y la posible competencia entre bacteriófagos que podrían favorecer la
transferencia  horizontal  de  genes  (THG),  incluyendo  FV  y  GRA,  contribuyendo  a  la
generación de variantes patógenas y a la evolución de la patogenicidad de cepas de E. coli
PGV provenientes de fauna silvestre de una misma región geográfica, como la Reserva de
la Biosfera de Janos, Chihuahua, analizamos la presencia de FV y GRA en las secuencias
de los bacteriófagos inducidos.

En  el  presente  estudio  se  observó  que  los  bacteriófagos  inducidos  portaban  en  sus
genomas genes organizados en tándem, pertenecientes a distintos operones. Entre ellos se
identificaron genes fimbriales (fimA, fimB, fimC, fimD, fimE, fimF, fimG, fimH y fimI), genes
flagelares (fliA, fliB, fliC, fliD, fliE, fliF, fliG, fliH, fliI, fliJ, fliK, fliL, fliM, fliN, fliO, fliP, fliQ, fliR,
fliS, fliT, fliY y  fliZ) y genes del operón LEE (escC, escF y  escR) (Tabla suplementaria 3;
Figura  5).  Asimismo,  en  la  secuencia  de  algunos  de  los  bacteriófagos  liberados  se
identificaron variantes de genes de las shigatoxinas, como stx1B, stx2A y stx2dB (Figura 5;
Tabla suplementaria 3).

Estos resultados sugieren que los bacteriófagos liberados de las cepas de  E. coli PGV
podrían  ser  capaces  de  movilizar  un  conjunto  de  factores  de  virulencia  entre  cepas
bacterianas, y no solo un número reducido de genes.

Diversos autores han señalado la capacidad de los bacteriófagos para movilizar factores de
virulencia, particularmente toxinas y genes fimbriales (Choi et al., 2013; Yates et al., 2024).
De  manera  complementaria,  se  ha  reportado  la  presencia  de  secuencias  de  genes  de
shigatoxina en bacteriófagos lambdoides, los cuales pueden generar nuevas variantes de E.
coli productoras de shigatoxina (STEC) mediante transferencia horizontal de genes (THG)
(Khalil et al., 2016; Navarro-García, 2015).

De  igual  forma,  se  ha  propuesto  una  relación  entre  la  presencia  de  profagos  y  la  de
operones fimbriales en cepas de Salmonella Typhimurium aisladas de casos clínicos (Ktari
et al., 2025). Una limitación de este estudio es que no se comprobó que estos bacteriófagos
puedan transducir por completo estas regiones a una nueva bacteria; bajo este escenario,
se  propone  continuar  investigando  y  evaluar  si  estos  bacteriófagos  son  capaces  de
movilizar estos elementos a una bacteria receptora mediante transducción.

A  pesar  de  provenir  del  mismo individuo,  estas  cepas  comparten  algunas  especies  de
bacteriófagos,  pero  difieren  en  la  cantidad  de  FV  presentes  en  los  genomas  de  los
bacteriófagos, siendo la cepa B26(6)31 (de las tres cepas) la que presenta mayor diversidad
de especies, pero una menor cantidad de FV (77) (Figura 5; Tabla suplementaria 3). Esto
podría  estar  relacionado  con  lo  propuesto  por  Presley  y  colaboradores  (2019)  para
metacomunidades  con  patrón  de  distribución  tipo  tablero  de  ajedrez  y  por  Quigley  y
colaboradores  (2028)  para  el  fenómeno  de  exclusión  entre  bacteriófagos,  donde  la
presencia de determinados bacteriófagos podría evitar la infección por otros bacteriófagos
portadores  de  FV,  disminuyendo  así  la  presencia  de  estos  factores  y,  por  ende,  la
posibilidad de una mayor patogenicidad.

Es  decir,  una  alta  diversidad  de  bacteriófagos  podría  generar  una  disminución  en  la
presencia de FV; sin embargo, esto no se cumple en la cepa B26(6)6, que presenta alta
diversidad  y  133  FV  (Figura  5;  Tabla  suplementaria  3).  Basados  en  la  hipótesis  de
exclusión, esto podría explicarse por la presencia en bloques de especies de bacteriófagos
que permiten la coexistencia de otras especies, las cuales podrían favorecer el movimiento
de múltiples FV.

El metaanálisis no es suficiente por sí  solo para comprobar estas hipótesis,  pero aporta
evidencia de múltiples fenómenos, por lo que se continúa sugiriendo el análisis de las cepas
y de los bacteriófagos mediante distintos enfoques. Además, la presencia de efectores del
sistema  de  secreción  tipo  III  dentro  de  los  FV  observados  podría  indicar  eventos  de
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transducción  de  un  profago  dentro  de  otro  profago,  como  lo  observaron  Nakamura  y
colaboradores (2021), principalmente en cepas STEC y EPEC.

Finalmente,  aunque  en nuestro  estudio  se  proponen  FV que no han sido  ampliamente
reportados como movilizados por bacteriófagos, su presencia en genomas fagales podría
explicarse como resultado de transducción generalizada. Por lo tanto, existe la posibilidad
de que varios de los bacteriófagos identificados en este estudio participen en la THG entre
cepas de  E. coli PGV,  contribuyendo a la  generación de variantes atípicas  mediante  la
movilización de determinantes de virulencia.

Además, se analizó la presencia de GRA, observándose un total de 59 (Figura 6; Tabla
suplementaria 4). Se identificó que los bacteriófagos inducidos con mayor cantidad de GRA
correspondían a las mismas cepas que presentaban la mayor cantidad de FV: B26(6)31,
B26(6)6 y Coy 3-19 (Figura 6; Tabla suplementaria 4). Esto podría reforzar la idea de que
existe  un  grupo  de  bacteriófagos  que  participa  en  la  movilización  de  distintos  genes,
mientras que otro grupo podría influir en la exclusión o permisividad de ciertas especies de
bacteriófagos, afectando así la presencia de FV y GRA en las cepas de  E. coli. Diversos
autores han documentado la presencia de GRA en genomas de bacteriófagos (Chen et al.,
2022; Pires et al., 2023; Wang et al., 2025). No obstante, no se ha discutido ampliamente la
posibilidad de que los bacteriófagos puedan transferir operones completos de resistencia
antimicrobiana. En este trabajo se propone que los bacteriófagos pudiesen participar en la
movilización  de  operones  completos,  debido  a  su  capacidad  de  empaquetar  material
genético dentro de la  cápside,  la cual  está directamente relacionada con el  tamaño del
bacteriófago y con su mecanismo de empaquetamiento (Chaudhari et al., 2021; Kizziah et
al., 2020). Además, se ha observado que bacteriófagos tipo plásmido pueden actuar como
acarreadores de genes de resistencia, contribuyendo potencialmente a la virulencia (Greig
et al., 2022).

En un estudio de Michniewski  y colaboradores (2019),  realizado en el  río Ganges —un
ambiente  impactado  por  desechos  domésticos,  agrícolas  e  industriales—  se  detectó  la
presencia de 260 bacteriófagos, que representaron el 86.3% del total de lecturas virales.
Adicionalmente,  se  identificaron  bacteriófagos  asociados  a  bacterias  patógenas  como
Salmonella spp.,  Enterococcus spp.,  Pseudomonas spp.,  Mycobacterium spp.  y
Enterobacteria spp.,  incluyendo fagos de Enterobacteria  y  Salmonella.  En dicho estudio
también se reportó la presencia de secuencias de GRA, proponiendo a los bacteriófagos
como posibles mecanismos de diseminación de estos genes.

Se  realizó  la  detección  de  genes  asociados  a  proteínas  de  bacteriófagos  (Tabla
suplementaria  4;  Figura  7),  identificándose  un  total  de  206  genes,  los  cuales  fueron
clasificados funcionalmente en categorías que incluyen proteínas estructurales, procesos de
lisis-lisogenia, integración y replicación, mecanismos de defensa bacterianos y factores de
virulencia. Esta organización funcional evidencia la diversidad de componentes genéticos
presentes en los genomas virales detectados.

En concordancia con lo reportado por Zamani y colaboradores (2024), quienes describieron
en  el  bacteriófago  vB_MoxS-ISF9  de  Microbacterium  oxydans la  presencia  de  genes
estructurales,  de  empaquetamiento,  regulación,  replicación  y  sistemas  de  modificación
dentro de un genoma de 59,254 pb, los resultados obtenidos en este estudio muestran un
patrón funcional similar. Sin embargo, a diferencia de dicho estudio, en el que se analiza un
genoma  viral  individual  completamente  ensamblado,  en  este  trabajo  se  identificaron
múltiples conjuntos de genes organizados en regiones continuas (tándem), lo que sugiere la
presencia de distintos genomas de bacteriófagos dentro de las secuencias analizadas. Este
hallazgo  refuerza  la  asociación  de  las  secuencias  obtenidas  con  genomas  virales  y
evidencia  una  mayor  complejidad  estructural  en  comparación  con  estudios  basados  en
aislamientos individuales.
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En nuestro estudio se identificaron 36 bacteriófagos considerados con genomas completos,
derivados de la inducción con mitomicina C. Este número difiere de los 49 bacteriófagos
detectados inicialmente. Sin embargo, esta discrepancia puede atribuirse a los criterios de
selección empleados. En este trabajo se consideraron únicamente genomas mayores a 10
kpb  que  presentaran  genes  estructurales  en  su  secuencia.  El  total  inicial  de  49
bacteriófagos podría explicarse por la presencia de genomas pequeños en las secuencias
ensambladas del metagenoma. Aunque estos podrían considerarse errores de ensamblaje,
se  ha  descrito  que  algunos  genomas  pequeños  corresponden  a  microvirus,  como
Leuconostoc phage L5 (2.4 kb) y el bacteriófago MS2 (3.3 kb) (Dion et al., 2020; Paine et
al., 2025).

Por  otra  parte,  los  36  bacteriófagos  reportados  presentan  genes  estructurales
característicos, tales como terminasa, proteína portal, proteína mayor de la cápside (N4-
gp56),  proteína  de  unión  al  ADN,  proteína  de  la  fibra  de  la  cola,  proteína  de  la  cola,
subunidad  larga  de  la  terminasa,  proteína  de decoración  de  la  cabeza  y  proteínas  del
basoplato, entre otros. Estos genes se encuentran dentro de las secuencias ensambladas,
aunque  con  variaciones  respecto  a  las  secuencias  de  referencia.  En  conjunto,  estos
resultados permiten inferir que las secuencias corresponden a genomas de bacteriófagos
presentes en las nueve cepas de E. coli PGV que lograron ser inducidos.

Bajo este escenario, se identificó la presencia de múltiples bacteriófagos inducidos a partir
de una misma cepa de E. coli PGV. Esto podría indicar eventos de integración bacteriófagos
dentro de secuencias de profagos o la existencia de polilisogenia,  lo cual favorecería la
liberación de distintos bacteriófagos durante eventos de lisis (Barik y Mandal,  2020). La
polilisogenia ha sido documentada en cepas de  E. coli portadoras del fago lambda, cuya
inducción está regulada por el sistema SOS dependiente de RecA, el cual estimula el corte
proteolítico  del  represor  CI  (Barik  y  Mandal,  2020).  En  nuestro  estudio  se  identificó  la
presencia de bacteriófagos lambdoides, dentro del cual se encuentra el fago lambda, uno de
los más estudiados. Uno de los mecanismos conocidos para la inducción de estos profagos
al  ciclo  lítico  es  mediante  señales  SOS de reparación  del  ADN (Lewis,  2024).  Algunos
inductores actúan sobre este sistema, generando una respuesta dependiente de RecA que
inicia la lisis y la liberación de los fagos; sin embargo, también se han descrito mecanismos
independientes  de  RecA  (Hu  et  al.,  2023).  Esto  sugiere  que  uno  de  los  posibles
mecanismos de inducción en los bacteriófagos de este estudio podría estar mediado por el
sistema SOS-RecA.

Este sistema puede activarse en respuesta a estrés o daño en el ADN, así como durante
eventos  de  estrés  metabólico  asociados  a  la  formación  de  biopelículas.  Además,  la
polilisogenia  se ha relacionado con pequeñas proteínas,  como smORF,  cuya acción es
independiente del sistema SOS-RecA (Silpe et al., 2023).

Por otro lado,  los 36 bacteriófagos identificados presentan en sus genomas secuencias
tanto  de  GRA  como  de  FV,  algunos  de  los  cuales  son  compartidos  entre  diferentes
bacteriófagos. En varios casos se detectaron módulos que podrían corresponder a regiones
parciales de operones de resistencia; sin embargo, en la mayoría de los bacteriófagos se
identificaron múltiples GRA dentro de un mismo genoma. Entre estos se incluyen genes
asociados  a  resistencia  a  betalactámicos,  ciprofloxacina,  bacitracina,  sulfonamidas,
carbenicilina, tetraciclinas y sistemas de bombas de eflujo.

Estos hallazgos sugieren que algunas cepas de E. coli PGV podrían tener la capacidad de
liberar múltiples bacteriófagos ante un evento de inducción, ya sea por polilisogenia o por
transducción  entre  profagos.  No  obstante,  también  es  posible  que  existan  variaciones
genéticas  dentro  de  una  misma  cepa  y  que  la  detección  de  múltiples  bacteriófagos
corresponda a la  liberación de un mismo fago desde diferentes células  de la  población
bacteriana, constituyendo un evento colectivo (Carter et al., 2021). 
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En  este  sentido,  podría  estarse  asumiendo  erróneamente  que  se  trata  de  un  evento
homogéneo  en  todas  las  células,  cuando  en  realidad  podría  tratarse  de  un  fenómeno
poblacional  en  el  que  cada  célula  responde  de  manera  distinta.  Por  ello,  se  sugiere
desarrollar estrategias experimentales que permitan discriminar entre un fenómeno a nivel
poblacional o celular.

Finalmente, los 36 bacteriófagos identificados podrían estar participando en la transferencia
horizontal de genes (THG) de FV y GRA entre cepas de E. coli PGV provenientes de fauna
silvestre de una misma región. Considerando que el análisis filogenético de los genes tail y
stx2 muestra  que  los  bacteriófagos  presentes  en  estas  cepas  tiene  un  mismo  origen
filogenético y dado que se trata de una zona donde coexisten múltiples especies animales,
es  plausible  que  se  generen  interacciones  complejas  que  favorezcan  los  patrones  de
distribución  observados.  Aunado  a  esto,  la  posible  transmisión  de  cepas  entre  fauna
silvestre, fauna doméstica y humanos (Tarr et al., 2025) resalta la importancia de continuar
investigando los  procesos que influyen en la  dinámica  evolutiva  de enterobacterias con
relevancia en salud pública.

CONCLUSIÓN

Los resultados de este estudio demuestran que los bacteriófagos presentes en las cepas de
E. coli PGV exhiben una dinámica ecológica estructurada, caracterizada por fenómenos de
exclusión y competencia, y actúan como reservorios de factores de virulencia (FV) y genes
de resistencia a antimicrobianos (GRA),  organizados  en bloques  génicos  dentro de sus
genomas. Esta interacción compleja,  que permite la  coexistencia y liberación masiva de
múltiples fagos, no solo facilita la emergencia de variantes patogénicas que divergen de los
patotipos  clásicos,  sino  que  también  sustenta  procesos  de  ecoevolución  donde  la
transferencia  horizontal  de  genes  (THG)  trasciende  las  barreras  de  orden  entre
hospedadores de una misma región geográfica. En conjunto, estos hallazgos posicionan a
los bacteriófagos como agentes clave en la diversificación bacteriana de la fauna silvestre,
subrayando su relevancia crítica en la salud pública y ambiental al actuar como motores de
plasticidad genómica en la interfaz ecológica.
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Figuras Suplementarias Capítulo 3

Figura suplementaria 1. Abundancia relativa de órdenes de bacteriófagos presentes en las nueve cepas de E. coli PGV. La presencia de los órdenes de bacteriófagos
se analizó mediante FastViromeExplore, utilizando las secuencias contiguas obtenidas a partir de la secuenciación masiva del ADN viral recuperado tras la inducción con
mitomicina C. Se muestran los porcentajes de abundancia relativa por orden de bacteriófago en cada una de las nueve cepas de E. coli PGV.
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Figura Suplementaria 1. Abundancia relativa de órdenes de bacteriófagos en cepas de Escherichia coli PGV inducidas con mitomicina C. Se evaluó la distribución
de los órdenes de bacteriófagos presentes en nueve cepas de E. coli PGV mediante el análisis de secuencias contiguas obtenidas a partir de la secuenciación masiva del
ADN viral recuperado tras la inducción con mitomicina C. La clasificación taxonómica se realizó utilizando FastViromeExplorer v1.3, a partir de los ensamblajes generados. Se
muestran los porcentajes de abundancia relativa de cada orden de bacteriófagos detectado en cada una de las nueve cepas de  E. coli PGV, reflejando la estructura
taxonómica global de las comunidades virales analizadas.
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Figura Suplementaria 3. Abundancia relativa de géneros de bacteriófagos en cepas de Escherichia coli PGV inducidas con mitomicina C. Se analizó la distribución
de géneros de bacteriófagos presentes en nueve cepas de  E. coli PGV mediante FastViromeExplorer v1.3, utilizando las secuencias contiguas obtenidas a partir de la
secuenciación masiva del ADN viral recuperado tras la inducción con mitomicina C. Se muestran los porcentajes de abundancia relativa de cada género de bacteriófago
identificado en cada una de las nueve cepas de E. coli PGV, reflejando la composición taxonómica a nivel de género de las comunidades virales analizadas.
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Figura suplementaria 4.  Curva de rarefacción
de especies de bacteriófagos presentes en las
9  cepas  de  E.  coli  PGV.  La  línea  sólida
representa  la  riqueza  media  acumulada  de
especies  calculada  mediante  el  método  de
rarefacción exacta.  Las barras verticales indican
la  desviación  estándar  (±DE)  basada  en  las
permutaciones  de  los  sitios.  Se  observa  un
incremento  gradual  de  la  riqueza  conforme
aumenta el esfuerzo de muestreo, alcanzando un
total de 49 especies en 9 sitios.
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DISCUSIÓN GENERAL

En  este  estudio  se  planteó  la  idea  de  que  los  bacteriófagos  desempeñan  un  papel
fundamental en la movilización de genes de resistencia antimicrobiana (GRA) y factores de
virulencia  (FV)  en  una  enterobacteria  como  lo  es  Escherichia  coli, sustentado  por  la
evidencia  obtenida  en  distintos  niveles  experimentales, las  cepas  utilizadas  para  este
estudio son provenientes de fauna silvestre.

En primer lugar, se evidenció la presencia de bacteriófagos en el microambiente intestinal
de un coyote de vida libre. Mediante un análisis metagenómico de las partículas fágicas
intestinales  se reveló  la  presencia  de múltiples  GRA asociados a  distintas  especies  de
bacteriófagos, lo que sugiere que estos no solo almacenan información genética, sino que
también tienen el potencial de transferirla entre bacterias dentro de este ecosistema (Chen
et al., 2022; Pires et al., 2023). La presencia de bacteriófagos y de GRA en las secuencias
de estos bacteriófagos detectados, confirma que estos virus están ampliamente distribuidos
en  ambientes  naturales  y  que  pueden  actuar  como reservorios  y  vectores  de  material
genético,  propiciando  la  aparición  de  bacterias  con  variantes  multirresistentes,  lo  cual
implica un riesgo para la  salud pública.  No obstante, las inferencias bioinformáticas son
importantes para la detección de bacteriófagos y GRA presentes en estos, por lo que no es
posible confirmar experimentalmente su funcionalidad ni su capacidad real de transferencia
en las condiciones evaluadas.

En este contexto, uno de los aportes más relevantes de este trabajo es la evaluación del
líquido  ruminal  como  un  componente  ambiental  capaz  de  inducir  la  liberación  de
bacteriófagos. Los resultados muestran que el líquido ruminal no solo afecta el crecimiento
bacteriano, sino que también promueve la inducción de bacteriófagos, evidenciada por el
incremento relativo del número de copias en genes estructurales y de virulencia asociados a
estos en los sobrenadantes. Este hallazgo resulta particularmente relevante al compararlo
con otros estudios donde la inducción de bacteriófagos se asocia principalmente a agentes
clásicos como la mitomicina C o a estrés genotóxico (Kizziah et al., 2020; Chaudhari et al.,
2021). En contraste, el presente trabajo sugiere que componentes ambientales complejos
podrían actuar como inductores naturales, lo que introduce una dimensión ecológica poco
explorada en la regulación del ciclo lisogénico-lítico. Sin embargo, no se identificaron los
compuestos  específicos  del  líquido  ruminal  responsables  de  este  efecto,  lo  que impide
establecer un mecanismo claro de inducción. 

Esta parte del  texto es fundamental  para darle  relevancia  clínica  y  epidemiológica  a tu
investigación. He ajustado la redacción para que sea más fluida y precise mejor la relación
con el fenómeno de las vacas super-shedders, manteniendo la prudencia científica respecto
a los resultados obtenidos:

«Asimismo, desde una perspectiva epidemiológica, los resultados de este estudio ofrecen
una posible explicación biológica para el fenómeno de las vacas super excretoras de toxina
Shiga (Chase-Topping et al., 2008). Es plausible que el microambiente ruminal actúe como
un  inductor  de  bacteriófagos  portadores  de  stx,  desencadenando  eventos  de  lisis  que
faciliten  la  THG. Este mecanismo podría derivar  en la  emergencia  de nuevas variantes
patógenas y multirresistentes con repercusiones directas en la salud pública. No obstante,
dado que en el  presente trabajo no se documentó formalmente la  THG entre cepas,  la
confirmación de este proceso como motor directo en la generación de nuevas variantes de
E. coli STEC requiere de estudios posteriores que permitan validar dicha transferencia en
condiciones controladas.

De manera crítica, esto permite plantear que los mecanismos de inducción en ambientes
naturales podrían ser más diversos de lo previamente considerado, involucrando no solo la
respuesta  SOS-RecA,  sino  también  señales  metabólicas  o  interacciones  microbianas

151



específicas.  Esta  idea  es  consistente  con lo  reportado  por  Hu  y  colaboradores  (2023),
quienes  describen  mecanismos  de  inducción  independientes  de  RecA,  ampliando  el
panorama  clásico  de  regulación  de  profagos.  En  nuestro  estudio  no  se  evaluaron
marcadores  moleculares  asociados  a  la  activación  del  sistema  SOS,  lo  que  limita  la
confirmación directa de las rutas implicadas.

Por  otra  parte,  si  bien  diversos  estudios  han  documentado  la  presencia  de  genes  de
resistencia en viromas ambientales, estos se han centrado principalmente en su detección y
diversidad, sin profundizar en su papel funcional dentro de comunidades específicas. En
contraste,  los  resultados  de  este  trabajo  permiten  avanzar  hacia  una  interpretación
ecológica más integradora, en la que los bacteriófagos no solo están presentes, sino que
podrían participar activamente en la dinámica genética del microbioma intestinal, parte de
esta dinámica podría ser por competencia, favoreciendo la presencia o la ausencia de GRA
y  FV,  lo  cual  faltaría  por  demostrar.  Esto  coincide  con  lo  reportado  por  Wang  y
colaboradores (2025), quienes sugieren que los fagos constituyen reservorios móviles de
genes  en  ambientes  con  alta  presión  selectiva,  pero  difiere  en  que  aquí  se  propone
explícitamente  su  participación  en  procesos  de  movilización  dentro  de  un  hospedero
silvestre concreto. A pesar de ello,  el alcance de este hallazgo se ve acotado debido al
número reducido de cepas y el uso de un solo sistema hospedador (E. coli), lo que restringe
la extrapolación de estos hallazgos a otros contextos ecológicos.

Relacionado a lo anterior, los resultados permiten proponer que la movilización de GRA y
FV en ambientes intestinales no es un evento aislado, sino parte de una dinámica ecológica
compleja en la que los bacteriófagos median procesos de transducción, contribuyendo a la
diversificación genética y a la posible emergencia de cepas con características adaptativas
que  le  confieren  ventaja.  Esta  interpretación  se  alinea  con  lo  observado  en  sistemas
metagenómicos  como  el  descrito  por  Michniewski  y  colaboradores  (2019),  donde  la
coexistencia  de múltiples  fagos y bacterias favorece redes de intercambio  genético;  sin
embargo, en este estudio se añade el  componente de fauna silvestre, lo que amplía la
relevancia  ecológica  y  epidemiológica  del  fenómeno.  A pesar  de  ello,  no  se  evaluaron
directamente eventos de transducción, por lo que la participación de los bacteriófagos en
estos procesos se infiere a partir de la composición genética observada.

Estos hallazgos permiten plantear una posible explicación ecológica para la presencia de
cepas STEC en ambientes asociados a rumiantes. La capacidad del líquido ruminal para
inducir bacteriófagos portadores de genes como stx sugiere que este microambiente podría
actuar como un catalizador en la emergencia de variantes patogénicas de E. coli, facilitando
la  transferencia  de  factores  de  virulencia  entre  cepas bacterianas.  En este  sentido,  los
resultados  concuerdan  con  lo  descrito  por  Greig  y  colaboradores  (2022),  quienes
documentan la asociación de bacteriófagos con genes de virulencia, pero aquí se aporta
una  posible  explicación  ambiental  para  su  activación  y  diseminación.  Aun  así,  no  se
realizaron ensayos funcionales que permitan confirmar la expresión o transferencia efectiva
de estos genes en condiciones naturales.

Finalmente, la integración de los resultados obtenidos en las cepas de E. coli PGV permite
reforzar  la  idea  de  que  los  bacteriófagos  participan  activamente  en  la  transferencia
horizontal de FV y GRA. La identificación de múltiples bacteriófagos inducidos, así como la
detección de genes de virulencia y resistencia en sus genomas, sugiere que estos virus
pueden ser liberados al ambiente tras eventos de inducción, contribuyendo al flujo génico
entre distintas bacterias. Este comportamiento ha sido reportado por Carter y colaboradores
(2021),  quienes  describen  eventos  colectivos  de  liberación  de  fagos  en  poblaciones
bacterianas; sin embargo, en este estudio se propone además que esta coexistencia podría
traducirse  en  eventos  funcionales  de  movilización  genética  dentro  de  un  mismo  nicho
ecológico.  No  obstante,  no  se  puede  descartar  que  parte  de  la  diversidad  observada
corresponda a artefactos del ensamblaje metagenómico o a variación intra-poblacional.
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En conjunto, los resultados de este estudio no solo validan la hipótesis planteada, sino que
amplían  el  marco  conceptual  sobre  el  papel  de  los  rumiantes  en  la  inducción  de
bacteriófagos y su  impacto tanto  en la  ecología  microbiana  como en la  emergencia  de
variantes patógenas de relevancia para la salud pública. A diferencia de las aproximaciones
puramente  descriptivas  previas,  este  trabajo  propone  un  modelo  integrador  donde  la
interacción entre el hospedador, el microambiente gastrointestinal y factores químicos como
el  líquido  ruminal  modulan  la  dinámica  poblacional  de  los  bacteriófagos  y,
consecuentemente,  la  THG. Estos hallazgos posicionan al  ecosistema ruminal  como un
elemento determinante en la evolución bacteriana y la plasticidad genómica, subrayando la
necesidad de estudios futuros que validen experimentalmente los mecanismos propuestos y
profundicen en las interacciones moleculares que gobiernan esta compleja dinámica viral.

CONCLUSIÓN GENERAL

En  conjunto,  los  resultados  obtenidos  validan  las  hipótesis  planteadas  al  evidenciar  la
presencia de bacteriófagos portadores de factores de virulencia (FV) y genes de resistencia
a antimicrobianos  (GRA)  en ambientes  gastrointestinales.  Se confirma la  capacidad  del
líquido ruminal para inducir bacteriófagos en cepas de Escherichia coli de fauna silvestre,
favoreciendo procesos de lisis y la liberación de fagos portadores de stx1, lo cual subraya el
papel  determinante  del  microambiente  ruminal  en  la  movilización  génica.  Asimismo,  se
observa que la liberación de bacteriófagos por parte de estas cepas sigue una dinámica
ecológica de competencia y exclusión, la cual modula indirectamente la transferencia de FV
y GRA. Aunque ciertos mecanismos propuestos requieren validación experimental adicional,
estos hallazgos respaldan la participación del microambiente ruminal en la  inducción de
fagos,  aportando  evidencia  de  que  los  factores  ambientales  modulan  la  plasticidad
genómica. En consecuencia, se consolida un modelo donde la interacción entre el rumiante,
la microbiota bacteriana y los bacteriófagos contribuye significativamente a la evolución de
E. coli y a la transferencia horizontal de genes (THG), reafirmando su relevancia en la salud
pública y ambiental.
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