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Resumen 

 

Objetivo: Determinar la presencia de bacteriófagos líticos específicos contra Escherichia 

coli productora de Betalactamasas de espectro extendido (BLEE) en aguas residuales. 

 

Metodología: Estudio experimental donde se utilizó E. coli productora de BLEE como 

bacteria hospedera. Los bacteriófagos fueron obtenidos a partir de efluentes de agua 

residual hospitalaria y plantas de tratamiento de agua residual. El aislamiento se realizó 

empleando el método de agar en doble capa, posteriormente los fagos fueron purificados 

y concentrados. Para determinar la especificidad de infección se llevó a cabo el rango de 

hospedero inter-género utilizando aislados de diferentes géneros bacterianos (n=26) e 

intra-especie, empleando aislados de E. coli (n=100). Adicionalmente, se evaluaron 

cocteles de fagos para ampliar el rango de infección. 

 

Resultados: Inicialmente se obtuvieron 16 unidades formadoras de placa, después de 

los procesos de purificación y concentración se seleccionaron 6 bacteriófagos. Los 

resultados del rango de hospedero evidenciaron una especificidad de infección de género 

del 100%, donde los fagos aislados no presentaron actividad contra ninguna de las 26 

cepas de otros géneros evaluados.  La evaluación intra-especie mostró un rango de 

infección estrecho, siendo el fago FEC1 el más activo contra el 14% de las 100 cepas de 

E. coli. Finalmente, se evaluaron 4 cocteles de bacteriófagos, no obstante, la actividad se 

mantuvo contra el 14% de las cepas.  

 

Conclusión: Este trabajo permitió establecer una metodología estandarizada para el 

aislamiento de bacteriófagos activos contra bacterias resistentes, lo que permitió la 

obtención de fagos específicos para E. coli productora de BLEE con alta preferencia por 

cepas del filogrupo B2, altamente patógenas. Estos bacteriófagos son candidatos con 

gran potencial para continuar su caracterización y futura aplicación.  

 

Palabras clave: Bacteriófagos; Escherichia coli; Betalactamasas de espectro extendido 

(BLEE); Resistencia Bacteriana. 
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Abstract 

 

Objective: Determine the presence of specific lytic bacteriophages against extended-

spectrum beta-lactamase (ESBL)-producing Escherichia coli in wastewater. 

 

Methodology: Experimental study where ESBL-producing E. coli was used as host 

bacteria. Bacteriophages were obtained from hospital wastewater effluents and 

wastewater treatment plants. Isolation was carried out using the double layer agar 

method, subsequently the phages were purified and concentrated. To determine the 

specificity of infection, inter-genus host range was carried out using isolates from different 

bacterial genera (n=26) and intra-species, using E. coli isolates (n=100). Additionally, 

phage cocktails were evaluated to expand the range of infection. 

 

Results: Initially, 16 plaque-forming units (PFU) were obtained; however, after the 

purification and concentration processes, 6 bacteriophages were selected. The host range 

results showed a genus infection specificity of 100%, where the isolated phages did not 

present activity against any of the 26 strains of other genera evaluated. Intra-species 

evaluation showed a narrow infection range, with phage FEC1 being the most active 

against 14% of the 100 E. coli strains. Finally, 4 bacteriophage cocktails were evaluated; 

however, the activity was maintained against 14% of the strains. 

 

Conclusion: This work allowed us to establish a standardized methodology for the 

isolation of bacteriophages active against resistant bacteria, which allowed the obtaining 

of specific phages for ESBL-producing E. coli with high preference for highly pathogenic 

phylogroup B2 strains. These bacteriophages are candidates with great potential to 

continue their characterization and future application. 

 

Keywords: Bacteriophages; Escherichia coli; extended-spectrum beta-lactamases 

(ESBL); Antimicrobial resistance. 
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Introducción 

 

 Según la Organización Mundial de la Salud (OMS) la resistencia bacteriana se ha 

considerado como uno de los problemas de salud pública más importantes a nivel 

mundial. El panorama es preocupante, pues en los últimos años se ha evidenciado un 

aumento de bacterias resistentes especialmente de Enterobacterias como Escherichia 

coli productora de betalactamasas de espectro extendido (BLEE). El manejo de 

infecciones causadas por estas bacterias resistentes se ha tornado complejo debido a la 

falta de desarrollo de nuevas moléculas antimicrobianas, lo que ha llevado a un 

incremento en el uso de antibióticos de amplio espectro como los carbapenémicos, 

ocasionando mayor selección de bacterias resistentes. Así mismo, estas infecciones 

suponen un aumento en la morbilidad, la mortalidad, ocasionan estancias hospitalarias 

más prolongadas y aumentan los costos de atención en salud.1,2 En América latina las 

frecuencias de E. coli portadora de BLEE son altas, cercanas al 25%3 y a nivel local para 

el año 2021, según el grupo GERMEN, los porcentajes de aislamiento de E. coli BLEE 

fueron del 24,7%, 21,1% y del 13,3% para UCI, servicios NO UCI y pacientes 

ambulatorios respectivamente.4 

Teniendo en cuenta lo anterior, el uso de bacteriófagos (fagos) se ha vuelto a 

considerar como una alternativa para el control de bacterias resistentes a antibióticos en 

diferentes entornos. Estos virus se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza 

y presentan diversas ventajas para el tratamiento de infecciones, en comparación con 

otras moléculas antimicrobianas. Los bacteriófagos son altamente específicos por lo que 

se ha descrito que no afectan la microbiota acompañante, ni las células eucariotas 

durante el tratamiento; además, se replican de forma exponencial y de forma autolimitada 

utilizando el metabolismo bacteriano. No obstante, a pesar de sus grandes ventajas, en 

algunos casos se ha reportado la aparición de bacterias resistentes a los bacteriófagos, 

sobre todo cuando se usan en monoterapia; por lo que se recomienda su uso en cocteles 

o combinaciones (antibióticos, probióticos etc.).5 

En la actualidad, varias investigaciones han demostrado el potencial uso de los 

colifagos (fagos para E. coli) principalmente para el control de E. coli en animales y 

humanos.6,7 Sin embargo, la mayoría de investigaciones se han enfocado en la 
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caracterización e implementación de estos virus contra E. coli de serotipos específicos 

de importancia como el O157:H78-10, mientras que los estudios relacionados con la 

búsqueda y caracterización de bacteriófagos activos contra E. coli resistente a los 

Betalactámicos y su potencial uso terapéutico son escasos.11,12 Recientemente, Pouillot 

et al en el 2012, demostraron el uso de fagos en combinación con probióticos para el 

tratamiento de infecciones por esta bacteria en modelos murinos con meningitis 

neonatal.13 También, Gundogdu et al en el 2016 mostraron la efectividad in vitro de 

cocteles de bacteriófagos sobre diversas cepas de E. coli productoras de BLEE, lo cual 

amplía su espectro de actividad y facilita su uso en diversas infecciones.14 Así mismo, 

Porter et al en el 2022 describieron la descolonización de E. coli BLEE del tracto 

gastrointestinal empleando estos virus.15  

En Colombia, los estudios de bacteriófagos dirigidos a este modelo bacteriano son 

aún más escasos; la Universidad de los Andes ha adelantado trabajos sobre 

bacteriófagos específicos contra E. coli uropatógena MDR.16 Sin embargo, la mayoría de 

los estudios en el país están dirigidos en proveer soluciones en el entorno agrícola y en 

el cuidado de animales de granja.17-19  
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2 Justificación 

 

En este contexto, resulta de gran importancia desarrollar nuevos estudios que se 

enfoquen en el aislamiento y la caracterización de bacteriófagos activos contra E. coli 

productora de BLEE; lo cual, constituye el primer paso para su uso en aplicaciones futuras 

como el control de infecciones en el área clínica o ambiental y abre un campo de 

investigación poco explorado en el país. Los procesos de caracterización de 

bacteriófagos son amplios e incluyen diversos parámetros; sin embargo, para determinar 

si los bacteriófagos son promisorios en futuras aplicaciones es indispensable evaluar el 

grado de infectividad, empleando el rango de hospedero y confirmar que los 

bacteriófagos sean virulentos; es decir, que posean exclusivamente un ciclo de infección 

lítico. En este sentido el objetivo principal de este trabajo se enfoca en determinar la 

presencia de bacteriófagos líticos específicos contra Escherichia coli productora de BLEE 

en aguas residuales.  
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3 Objetivos 

 

3.1 Objetivo general 

 

Determinar la presencia de bacteriófagos líticos específicos contra Escherichia coli 

productora de Betalactamasas de espectro extendido en aguas residuales. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

• Evaluar efluentes de aguas residuales hospitalarias y de la comunidad para la 

detección de bacteriófagos líticos contra E. coli productora de Betalactamasas de 

espectro extendido (BLEE). 

• Determinar la especificidad de infección de los bacteriófagos aislados contra 

diferentes géneros y especies bacterianas (especificidad inter-género). 

• Determinar la especificidad de infección de los bacteriófagos aislados contra  E. 

coli sensibles y resistentes portadoras de Betalactamasas de espectro extendido 

(BLEE) (especificidad intra-especie). 

• Determinar la especificidad de infección intra-especie empleando cocteles de 

bacteriófagos. 
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4 Metodología 

 

Recolección de muestras  

La búsqueda de bacteriófagos se realizó a partir de muestras de agua residual 

provenientes de efluentes de un hospital de alta complejidad y de una planta de 

tratamiento de agua residual municipal (PTAR) de la ciudad de Medellín. Se recolectaron 

500 mL de cada muestra en frascos Schott estériles por duplicado. Las muestras se 

transportaron en refrigeración (2° a 8°C) y se procesaron dentro de las primeras 2 a 24h.20 

 

Selección de bacterias hospederas 

Para la búsqueda de bacteriófagos se utilizaron como bacterias hospederas un total de 

14 aislados de E. coli productora de BLEE, pertenecientes a diferentes clones de 

importancia clínica. Los aislados utilizados hacen parte de la colección de cepas del grupo 

de investigación en Microbiología básica y aplicada (MICROBA) e incluían aislados 

provenientes de individuos hospitalizados o de la comunidad; así mismo, de aguas 

residuales de plantas de tratamiento de agua residual (PTAR). De los 14 aislados; 8 

portaban el gen bla- CTX-M-G1, 4 el bla- CTX-M-G9 y 2 presentaban coproducción de 

los genes bla-TEM + bla- CTX-M-G1. Adicionalmente, pertenecían a diferentes clones: 

ST2, ST131, ST101, ST394, ST638, ST893, ST4977 y a diversos filogrupos (A, B1, B2, 

D, E, F) (Tabla 1). 
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 Tabla 1. Características genotípicas de los aislados utilizados como bacterias 

hospederas. 

 

Bacteria 
hospedera 

Tipo de 
BLEE 

Tipificación 
molecular 

Número  
de cepas  

Filogrupos  
Origen de 

los 
aislados 

 

Escherichia 
coli 

bla-CTX-M-

G1 

ST131 3 
F (n=1) 

Clínico 
 

B2 (n=2)  

Otros ST 5 

E (n=2) 

Comunidad 
y PTAR 

 

D (n=1)  

B1 (n=1)  

Desconocido 
(n=1) 

 

bla-CTX-M-

G9 
ST131 4 

B2 (n=3) 
Clínico 

 

E (n=1)  

TEM  y  
bla-CTX-M-

G1 
ST2 2 

A (n=1) 

PTAR 

 

Desconocido 
(n=1) 

 

Total  14    

 

BLEE: Betalactamasas de espectro extendido.  
Filogrupos A, B1, C y E: cepas comensales.  
Filogrupos B2, F y D: cepas potencialmente patógenas, asociadas a posibles infecciones extraintestinales.  
Otros ST diferentes al ST131: (ST638, ST893, ST4977, ST394, ST101).  
PTAR: plantas de tratamiento de agua residual municipal. 

 

Aislamiento de bacteriófagos 

 

Procesamiento de las muestras: Las muestras de agua residual fueron tratadas 

con cloroformo en una proporción 1:10 según una modificación del protocolo de Clokie y 

colaboradores21, posteriormente la fase acuosa fue centrifugada (4500 rpm por 10 

minutos a 4°C) y filtrada utilizando un filtro de 0.22μm (Minisart® Syringe Filter).  

 

Enriquecimiento de las muestras: Con el objetivo de incrementar la cantidad de 

bacteriófagos presentes en la muestra, 5 mL de cada muestra procesada se adicionaron 

a 45 mL de caldo LB (CaCl2, 2 mM) y se añadieron 200μL de las bacterias hospederas 

en fase exponencial ajustada a una concentración de 0.1 a 600 nm. Se realizó un 
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enriquecimiento múltiple, el cual consiste en emplear como máximo 4 bacterias 

hospederas de la misma especie en un mismo enriquecimiento. El cultivo se incubó a 

35±2°C durante 24 horas en agitación. Transcurrido el tiempo las muestras fueron 

centrifugadas (4500 rpm por 10 minutos a 4°C) y filtradas utilizando un filtro de 0.22μm 

(Minisart® Syringe Filter).22 

 

Detección de la presencia de bacteriófagos: Las muestras enriquecidas se 

tamizaron de forma cualitativa para evaluar la presencia de bacteriófagos mediante la 

prueba de la gota. Cada bacteria hospedera utilizada en el enriquecimiento se evaluó por 

separado. A partir de un cultivo en fase exponencial de la bacteria hospedera ajustado a 

0.1 (600 nm), se tomó 1 mL y se puso en contacto con un medio semisólido ([0.7% agar] 

[CaCl2, 2 mM]), se mezcló y se vertió en un medio sólido LB (Agar LB [1.5% agar] [CaCl2, 

2mM]). Posteriormente, se depositaron 5 μL de la muestra enriquecida en la capa 

superior después de que estuviera sólida, se dejó secar y se incubó a 35±2°C durante 24 

horas. Transcurrido el tiempo de incubación se revisó la presencia de zonas de lisis; las 

cuales indican la presencia de bacteriófagos en la muestra.23 

Con el fin de obtener unidades formadoras de placa (UFP) aisladas, se realizó el 

método de agar en doble capa para las muestras positivas por la prueba de la gota. Las 

muestras fueron diluidas de forma seriada (1:10) y 100 μL de cada dilución se puso en 

contacto con 500 μL de la bacteria hospedera en fase exponencial ajustada a 0.1 (600 

nm). Posteriormente, esta mezcla se depositó en el medio semisólido ([0.7% agar] 

[CaCl2, 2 mM]), se mezcló y se sirvió sobre un medio sólido LB (Agar LB [1.5% agar] 

[CaCl2, 2mM]). Los medios de cultivo se incubaron a 35±2°C durante 18-24 horas. Las 

UFP obtenidas se seleccionaron de acuerdo con sus características (mayor tamaño y 

translucidez) y fueron almacenadas en Buffer SM a 4°C hasta su purificación. 24 

 

Purificación de bacteriófagos: Con el objetivo de obtener un bacteriófago puro, 

cada UFP fue purificada mediante aislamiento 3 veces, utilizando el método de agar en 

doble capa. Brevemente, cada UFP obtenida fue suspendida en Buffer SM, se realizaron 

diluciones seriadas 1:10 de esa suspensión y se sembraron en agar en doble capa como 

se indicó previamente. Después de 24 horas de incubación se tomó una UFP aislada y 
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se almacenó en buffer SM. Este procedimiento se repitió dos veces más hasta completar 

3 aislamientos. 24,25 

 

Concentración de bacteriófagos: Para preparar un Stock de bacteriófagos se 

realizó una concentración empleando el método de agar en doble capa. Cada UFP 

obtenida después del proceso de purificación se suspendió en Buffer SM, se realizaron 

diluciones seriadas 1:10 y se sembraron en agar en doble capa 10 réplicas de la dilución 

que presentaba una lisis casi completa. Transcurrido el tiempo de incubación se recolectó 

todo el medio semisólido de los cultivos en un tubo falcón con Buffer SM. Finalmente, las 

muestras fueron mezcladas, centrifugadas (4500 rpm por 10 minutos a 4°C) y filtradas 

(Filtro de 0.22μm (Minisart® Syringe Filter)). 24,26  

 

Cuantificación y almacenamiento de los bacteriófagos: Los stocks de 

bacteriófagos fueron cuantificados utilizando el método de agar en doble capa descrito 

previamente. Este procedimiento se realizó para conocer la cantidad de bacteriófagos 

presentes en el stock y para identificar posibles bacteriófagos temperados cuyas 

cuantificaciones fueran inconsistentes. La cuantificación se realizó dos veces en días 

independientes y cada dilución se sembró por duplicado. Finalmente, los bacteriófagos 

se almacenaron a 4°C en Buffer SM, en caldo LB y a -80°C (Glicerol 50%). 24,26 

 

Caracterización de bacteriófagos 

 

Evaluación del rango de hospedero: Para determinar la especificidad de 

infección de los bacteriófagos y su grado de infectividad en diferentes cepas bacterianas 

se realizó el rango de hospedero. Para su evaluación se utilizó la prueba de la gota, como 

se describió previamente. 27 La evaluación se realizó por triplicado. Para la evaluación 

inter-género se seleccionaron 26 cepas bacterianas de diferentes géneros como: 

Enterobacter cloacae (n=3), Pseudomonas aeruginosa (n=3), Acinetobacter baumannii 

(n=3), Aeromonas spp (n=2), Serratia spp (n=4), Klebsiella oxytoca (n=3), Ralstonia 

paucula (n=2), Citrobacter freundii (n=3) y Staphylococcus aureus (n=3). Además, para 

la evaluación intra-especie se seleccionaron 100 aislados de la misma especie 
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incluyendo bacterias sensibles y resistentes a Betalactámicos (productoras de BLEE) 

pertenecientes a clones de importancia y con características moleculares específicas. 

Los aislados utilizados hacen parte de la colección de cepas del grupo de investigación 

en Microbiología básica y aplicada (MICROBA). Las características de las cepas 

evaluadas se muestran en la Tabla 2. 

 

Tabla 2. Cepas evaluadas en el rango de hospedero intra-especie. 

In
tr

a
-e

s
p

e
c

ie
 

Cepas 
evaluadas  

Características Filogrupo Tipo de BLEE 
Número 
de cepas 

Total de 
cepas 

evaluadas  

Escherichia coli 
Resistentes 

portadoras de 
BLEE  

A 

bla-CTX-M Grupo 1 9 

18 

bla-CTX-M Grupo 2 1 

bla-CTX-M Grupo 9 3 

bla-CTX-M Grupo 8/25 2 

BLEE no tipificada 3 

B1 

bla-CTX-M Grupo 1 11 

23 

bla-CTX-M Grupo 2 3 

bla-CTX-M Grupo 9 3 

bla-CTX-M Grupo 8/25 1 

BLEE no tipificada 5 

B2 

bla-CTX-M Grupo 1 3 

20 bla-CTX-M Grupo 9 16 

BLEE no tipificada 1 

Otros (D y E) 

bla-CTX-M Grupo 1 16 

20 bla-CTX-M Grupo 1 y 9 1 

bla-CTX-M Grupo 9 3 

Escherichia coli Sensibles Desconocido NA 19 

Total 100 

 
BLEE: Betalactamasas de espectro extendido.  
Desconocido: mecanismo de resistencia, aislados sensibles a Betalactámicos  
Filogrupos A, B1, C y E: cepas comensales.  
Filogrupos B2, F y D: cepas potencialmente patógenas, asociadas a posibles infecciones extraintestinales.  

 

Evaluación de cocteles de bacteriófagos en el rango de hospedero: Para 

evaluar la actividad de los bacteriófagos en combinación, se prepararon cocteles 

utilizando 2 y 3 bacteriófagos a una concentración final de 3x107 UFP/mL cada uno. La 
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selección de los bacteriófagos para la preparación de los cocteles se realizó teniendo en 

cuenta los porcentajes de actividad de cada bacteriófago evaluado en el rango de 

hospedero intra-especie. La evaluación del rango de hospedero de los cocteles se realizó 

utilizando la prueba de la gota. 27 
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5 Resultados 

 

Aislamiento de bacteriófagos  

En total se recolectaron 8 muestras de agua residual; 4 de efluentes de agua 

residual hospitalaria y 4 provenientes de una planta de tratamiento de agua residual 

municipal (PTAR) [(Afluente (n=1), Efluente (n=3)]. De las 8 muestras recolectadas, 4 

fueron positivas para la presencia de bacteriófagos mediante la tamización cualitativa por 

la prueba de la gota y todas provenían de la PTAR.  

De estas muestras positivas se aislaron en total 16 unidades formadoras de placa 

(UFP) y después de los procesos de purificación, concentración y cuantificación se 

obtuvieron 6 bacteriófagos. Dos bacteriófagos fueron obtenidos empleando como 

bacteria hospedera E. coli del ST131 portadoras de bla-CTXM-G1 y bla-CTXM-G9, dos 

del ST2 con BLEE tipo bla-CTXM-G1 y dos a partir de E. coli pertenecientes a los ST638 

y ST394, productoras de la bla-CTXM-G1.  

 

Características fenotípicas  

La morfología de los bacteriófagos aislados se muestra en la Figura 1. En general, 

los bacteriófagos presentaron unidades formadoras de placa entre 1 y 3 mm de diámetro 

(1mm: FEC6; 2mm: FEC1, FEC2, FEC4 y FEC 5; 3mm: FEC3); además, presentaron 

placas traslúcidas y con borde definido. De forma particular, el bacteriófago FEC1 

presentó UFPs con doble halo.  
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Figura 1. Morfología de los bacteriófagos aislados contra E. coli productora de BLEE 

 

1a: FEC1 (Cuantificación 5 x 10
9
 UFP/ml) 

1b: FEC2 (Cuantificación 7,05 x 10
12

 UFP/ml) 

1c: FEC3 (Cuantificación 1,6 x 10
11

 UFP/ml) 

1d: FEC4 (Cuantificación 7,6 x 10
8
 UFP/ml) 

1e: FEC5 (Cuantificación 2,2 x 10
9
 UFP/ml) 

1f: FEC6 (Cuantificación 7,2 x 10
10

 UFP/ml) 

 

Evaluación del rango de hospedero  

Los resultados del rango de hospedero inter-género mostraron que ninguno de los 

26 aislados diferentes a E. coli, pertenecientes a diversos géneros y especies bacterianas 

fueron susceptibles a la acción de los 6 bacteriófagos; lo cual muestra una alta 

especificidad de infección de género y especie.  

Por su parte, los resultados del rango de hospedero intra-especie muestran que 

todos los bacteriófagos evaluados tuvieron un rango de hospedero estrecho, siendo el 

bacteriófago FEC1 el que presentó la mayor actividad lítica con un 14% (n=14), seguido 

del fago FEC2 con 8% (n=8), fagos FEC3 y FEC4 con un 3% (n=3) y fagos FEC5 y FEC6 

con un 1% (n=1).  

De forma interesante se observa que los fagos tuvieron una mayor acción contra 

aislados pertenecientes al filogrupo B2, portadores de bla- CTX-M-G1 y bla- CTX-M-G9 
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y algunas pertenecientes al grupo clonal ST131. Para este filogrupo, el fago FEC2 

presentó mayor actividad lítica (8 cepas), seguido por el FEC1 (6 cepas), FEC3 (2 cepas) 

y los fagos FEC4 Y FEC5 (una cepa).  

Además de la actividad lítica contra el filogrupo B2, el fago FEC1, presentó 

actividad en los filogrupos B1, D y E; y los fagos FEC3 y FEC4 en cepas de los filogrupos 

D y E. Los fagos FEC2 y FEC6 solo presentaron actividad frente a cepas pertenecientes 

al filogrupo B2 y A respectivamente. Ningún fago presentó actividad en cepas de E. coli 

sensibles. Estos resultados se detallan en la Tabla 3.  
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Tabla 3. Resultados del rango de hospedero intra-especie de los bacteriófagos aislados 

contra E coli BLEE. 

 
CARACTERÍSTICAS GENOTÍPICAS DE LAS CEPAS 

EVALUADAS 
BACTERIÓFAGOS AISLADOS 

  
Filogrup

o 
Tipo de 
BLEE 

n 
Tipificació

n 
molecular 

Origen del 
aislado 

FEC 
1 

FEC 
2 

FEC 
3 

FEC 
4 

FEC 
5 

FEC 
6 

E
. 

C
O

L
I 

 R
E

S
IS

T
E

N
T

E
S

 

A 

bla-CTX-
M Grupo 1 

18 SD (n=18) 

Colonización 
pacientes 

hemodiálisis 
(n=17) 

 
Colonización 
comunidad 

(n=1) 

0 0 0 0 0 1 

bla-CTX-
M Grupo 2 

bla-CTX-
M Grupo 9 

bla-CTX-
M Grupo 

8/25 

B1 

bla-CTX-
M Grupo 1 

23 

SD (n=22) 
 

ST1304 
(n=1) 

Colonización 
pacientes 

hemodiálisis 
(n=18) 

 
Colonización 
comunidad 

(n=5) 

2 0 0 0 0 0 

bla-CTX-
M Grupo 2 

bla-CTX-
M Grupo 9 

bla-CTX-
M Grupo 

8/25 

B2 

bla-CTX-
M Grupo 1 

20 

SD (n=15) 
 

ST131 
(n=5) 

Colonización 
pacientes 

hemodiálisis 
(n=20) 

6 8 2 1 1 0 
bla-CTX-

M Grupo 2 

D y E 

bla-CTX-
M Grupo 1 

20 

SD  
(n=17) 

 
ST1294 

(n=1) 
 

ST2531 
(n=1) 

 
ST131  
(n=1) 

Colonización 
pacientes 

hemodiálisis 
(n=20)  

4 0 1 2 0 0 
bla-CTX-

M Grupo 1 
y 9 

bla-CTX-
M Grupo 9 

E
. 

C
O

L
I 

S
E

N
S

IB
L

E
S

 

A, C, E, 
D, F y B1 

NA 19 
SD 

 (n=19) 

Colonización 
pacientes 

hemodiálisis 
(n=19) 

0 0 0 0 0 0 

Total  100   
14 
(14
%) 

8 
(8%) 

3 
(3%) 

3 
(3%) 

1 
(1%) 

1 
(1%) 
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BLEE: Betalactamasas de espectro extendido. 
Características de las bacterias hospederas 

FEC1: E. coli bla-CTX-M-G1, ST394 

FEC2: E. coli bla-CTX-M-G9, ST131 

FEC3: E. coli bla-CTX-M-G1, ST131 

FEC4: E. coli bla-CTX-M-G1, ST2 

FEC5: E. coli bla-CTX-M-G1, ST638 

FEC6: E. coli bla-CTX-M-G1, ST2 

NA: No aplica.  
n: Número. 
SD: aislado sin tipificación por MLST. 

 

Evaluación de cocteles 

Con el fin de incrementar el rango de hospedero intra-especie en los bacteriófagos 

aislados, se realizaron 4 cocteles teniendo en cuenta el rango de hospedero individual y 

la bacteria hospedera de cada fago (Tabla 4). 

 

Tabla 4. Selección de los bacteriófagos aislados para su combinación en cocteles 

 

SELECCIÓN DE BACTERIÓFAGOS 

B
A

C
T

E
R

IÓ
F

A
G

O
S

 A
IS

L
A

D
O

S
 

 
BLEE expresada 
por las bacterias 

hospederas 

Actividad 
en el 

rango de 
hospedero 

C
O

M
B

IN
A

C
IÓ

N
 P

A
R

A
 C

O
C

T
E

L
E

S
 

 
Fagos 

seleccionados 

BLEE expresadas por las 
bacterias hospederas en 

combinación 

FEC1 
E. coli bla-CTX-M-

G1, ST394 
14% Coctel 1 

FEC 1 + FEC2 
+ FEC3 

E. coli bla- CTX-M-1, 
ST394 + E. coli bla CTX-
M-9, ST131 + E. coli bla 

CTX-M-1, ST131 

FEC2 
E. coli bla-CTX-M-

G9, ST131 
8% 

Coctel 2 
FEC1 + FEC2 

+ FEC6 

E. coli bla- CTX-M-1, 
ST394 + E. coli bla CTX-
M-9, ST131 + E. coli bla-

CTX-M-1, ST2 FEC3 
E. coli bla-CTX-M-

G1, ST131 
3% 

FEC4 
E. coli bla-CTX-M-

G1, ST2 
3% Coctel 3 FEC1 + FEC2 

E. coli bla- CTX-M-1, 
ST394 + E. coli bla CTX-

M-9, ST131 

FEC5 
E. coli bla-CTX-M-

G1, ST638 
1% 

Coctel 4 
FEC4 + FEC5 

+ FEC6 

E. coli bla-CTX-M-1, ST2 + 
E. coli bla-CTX-M-1, 

ST638 + E. coli bla-CTX-
M-1, ST2. FEC6 

E. coli bla-CTX-M-
G1, ST2 

1% 

 
BLEE: Betalactamasas de espectro extendido.  
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En general, los resultados de la evaluación de los cocteles no mostraron un 

incremento en el rango de hospedero. El mayor porcentaje de actividad lo presentó el 

coctel 1 el cual se mantuvo en un 14% (n=14), seguido del coctel 3 con un 12% (n=12), 

coctel 2 con un 11% (n=11) y el coctel 4 con un 1% (n=1).  

Adicionalmente, los cocteles también tuvieron una mayor acción frente aislados 

pertenecientes al filogrupo B2. El coctel 1 fue el que presentó mayor actividad lítica en 13 

cepas evaluadas, seguido del coctel 3 con 11 cepas, coctel 2 con 10 cepas y el coctel 4 

con una cepa, cabe destacar que fue el único filogrupo donde los cuatro cocteles tuvieron 

acción. Los cocteles 1, 2 y 3 tuvieron actividad frente a una cepa de los filogrupos D y E. 

No hubo ninguna actividad de los cuatro cocteles frente a cepas de los filogrupos A y B1 

ni tampoco frente a las E. coli sensibles (Tabla 5). 
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Tabla 5. Resultados de la evaluación de cuatro cócteles de bacteriófagos aislados 
específicamente contra E. coli BLEE. 

 

CARACTERÍSTICAS GENOTÍPICAS DE LAS CEPAS EVALUADAS COCTELES DE BACTERIÓFAGOS 

  Filogrupo 
Tipo de 
BLEE 

n 
Tipificación 
molecular 

Origen del 
aislado 

COCTEL 
1 

COCTEL 
2 

COCTEL 
3 

COCTEL 
4 

E
. 

C
O

L
I 

 R
E

S
IS

T
E

N
T

E
S

 

A 

bla-CTX-M 
Grupo 1 

18 SD (n=18) 

Colonización 
pacientes 

hemodiálisis 
(n=17) 

 
Colonización 
comunidad 

(n=1) 

0 0 0 0 

bla-CTX-M 
Grupo 2 

bla-CTX-M 
Grupo 9 

bla-CTX-M 
Grupo 8/25 

B1 

bla-CTX-M 
Grupo 1 

23 

SD (n=22) 
 

ST1304 
(n=1) 

Colonización 
pacientes 

hemodiálisis 
(n=18) 

 
Colonización 
comunidad 

(n=5) 

0 0 0 0 

bla-CTX-M 
Grupo 2 

bla-CTX-M 
Grupo 9 

bla-CTX-M 
Grupo 8/25 

B2 

bla-CTX-M 
Grupo 1 

20 

SD (n=15) 
 

ST131 
(n=5) 

Colonización 
pacientes 

hemodiálisis 
(n=20) 

13 10 11 1 
bla-CTX-M 

Grupo 2 

D y E 

bla-CTX-M 
Grupo 1 

20 

SD  
(n=17) 

 
ST1294 

(n=1) 
 

ST2531 
(n=1) 

 
ST131  
(n=1) 

Colonización 
pacientes 

hemodiálisis 
(n=20)  

1 1 1 0 
bla-CTX-M 
Grupo 1 y 9 

bla-CTX-M 
Grupo 9 

E
. 

C
O

L
I 

S
E

N
S

IB
L

E
S

 

A, C, E, D, 
F y B1 

NA 19 
SD 

 (n=19) 

Colonización 
pacientes 

hemodiálisis 
(n=19) 

0 0 0 0 

Total  100   14 (14%) 11 (11%) 12 (12%) 1 (1%) 

BLEE: Betalactamasas de espectro extendido.  
NA: No aplica.  
n: Número. 
SD: aislado sin tipificación por MLST 



AISLAMIENTO DE BACTERIÓFAGOS LÍTICOS ESPECÍFICOS CONTRA ESCHERICHIA COLI…26

 

6 Discusión 

 

 Este estudio permitió establecer una metodología estandarizada para el 

aislamiento de bacteriófagos puros activos contra E. coli productora de BLEE a partir de 

muestras de agua residual. Estos resultados son el punto de partida en el proceso de 

caracterización biológica y estructural de bacteriófagos, requisito para la utilización de 

fagos en cualquier escenario de aplicación clínica, industrial o ambiental. En Colombia 

las investigaciones con fagos son escasas y en el contexto de bacterias resistentes aún 

más, por lo tanto este trabajo representa un avance significativo y una solución 

prometedora para combatir las infecciones por bacterias resistentes. Además, da paso a 

nuevas estrategias de control que pueden beneficiar la salud pública del país. 

Dentro del proceso de aislamiento y caracterización de los bacteriófagos, es de 

gran importancia evaluar el rango de hospedero, dado que permite conocer la capacidad 

de los fagos para infectar aislados bacterianos. Algunos fagos tienen un rango de 

hospedero estrecho, por lo que solo pueden infectar ciertas especies bacterianas o un 

número reducido de aislados; mientras que otros fagos tienen un rango de hospedero 

amplio y pueden infectar a una gran variedad de bacterias28; no obstante, no existe un 

criterio claro para considerar si el rango de hospedero es amplio o estrecho y depende 

sobre todo del objetivo del investigador.   

En este estudio, la evaluación del rango de hospedero inter-género de los 

bacteriófagos, mostró una alta especificidad de género del 100% considerando que los 

bacteriófagos no fueron activos contra géneros diferentes a Escherichia sp. Esto implica 

ciertas ventajas, puesto que los bacteriófagos aislados no alteran otros géneros 

bacterianos y pueden utilizarse de forma dirigida en diferentes escenarios donde hay 

microbiota acompañante; como es el caso de la microbiota intestinal en animales y 

humanos. Además, puede considerarse su uso en el medio ambiente para el biocontrol 

de patógenos, donde hay un gran número de comunidades microbianas.5 

Por su parte la evaluación intra-especie frente aislados de E. coli mostró un rango 

de hospedero estrecho. Estos resultados pueden deberse a que E. coli presenta gran 

diversidad genética y está ampliamente distribuida en diversos escenarios: hospitalario, 
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comunitario y ambiental; lo cual muestra una gran capacidad de adaptación.29 La alta 

diversidad genética en E. coli impacta directamente en la expresión de estructuras de 

superficie de este microorganismo (proteínas, lípidos, azúcares etc.), las cuales actúan 

como receptores claves en la adsorción de los bacteriófagos, definen su especificidad y 

rango de hospedero.30 En el caso de E. coli, las proteínas de adhesión de la superficie 

aumentan la probabilidad de adsorción de los fagos; por lo tanto, los cambios en la 

estructura o expresión de estas proteínas  ocasionan variaciones en la susceptibilidad a 

la infección por determinados bacteriófagos.31 En este sentido, la alta especificidad que 

presentan estos fagos hacia E. coli puede deberse a la presencia de receptores de 

superficie específicos necesarios para la unión y entrada de los bacteriófagos, los cuales 

pueden estar presentes en las cepas de E. coli evaluadas, mientras que en las cepas de 

otros géneros y especies no. 

Otro punto importante en la especificidad del rango de hospedero, es que debe 

cursar con una infección productiva, sin embargo, hay ocasiones en donde los 

bacteriófagos pueden reconocer los receptores bacterianos, pero no hay una infección 

productiva debido a sistemas de defensa que tienen las bacterias, los cuales evitan la 

entrada del material genético o la replicación viral; por lo que afecta la capacidad de los 

fagos para completar su ciclo de infección y producir partículas virales.32 Hay estudios 

que sugieren que para que un fago pueda infectar múltiples géneros bacterianos debe 

cambiar múltiples hospederos y evadir mecanismos de resistencia bacterianos como los 

sistemas de modificación/restricción, sistemas de defensa CRISPR-Cas y cambios en los 

receptores de superficie.33 También se ha descrito que la distancia filogenética de las 

bacterias hospederas, afecta la acción de los fagos, pues estos tienden a ser más 

específicos contra bacterias que están genéticamente más cercanas a sus bacterias 

hospederas.28  

Otro hallazgo importante de este estudio es que los fagos más exitosos presentan 

una mayor especificidad por cepas de E. coli pertenecientes al filogrupo B2. Este filogrupo 

corresponde a aislados potencialmente patógenos de E. coli y se caracteriza por 

presentar factores de virulencia como sideróforos, adhesinas y exotoxinas, los cuales 

tienen un papel clave en su patogenicidad.34 Hay estudios que demuestran una mayor 
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prevalencia de este filogrupo en climas tropicales35, además de una mayor presencia de 

éste en aguas residuales debido a la capacidad que tienen para sobrevivir en estas 

fuentes de agua en comparación con los otros filogrupos.36 La importancia de estos 

hallazgos, radica en que a pesar de tener un rango de hospedero estrecho donde las 

aplicaciones prácticas se pueden ver reducidas, los bacteriófagos poseen una alta 

especificidad por E. coli productora de BLEE perteneciente al filogrupo B2; las cuales, 

son altamente patógenas. Además, los bacteriófagos que presentan un rango de 

hospedero estrecho e infectan un número limitado de aislados, ejercen una menor 

presión de selección en las bacterias en comparación a los bacteriófagos con un rango 

de hospedero amplio.37 Es por esto, que estos bacteriófagos tienen un gran valor en 

futuras estrategias de aplicación, pues estos podrían emplearse en determinados 

escenarios, identificándose previamente la bacteria responsable de la infección, o 

utilizándose en combinación con otros fagos, antibióticos, desinfectantes o probióticos, 

según sea la aplicación.5  

Si bien se han descrito formas de ampliar el rango de hospedero de un fago, ya 

sea, utilizando un mayor número de bacterias hospederas durante el aislamiento o 

mediante la combinación de diferentes fagos (cocteles), en el presente estudio se 

emplearon ambas estrategias y se obtuvo un rango de hospedero limitado. Los cocteles 

consisten en combinaciones de bacteriófagos con diferentes rangos de hospederos; que 

en conjunto infectan una amplia variedad de cepas bacterianas y, al mismo tiempo, 

reduzcan la posibilidad de que éstas desarrollen resistencia a los fagos.38 Sin embargo, 

en algunos casos los fagos presentes en estos cócteles no tienen la sinergia suficiente. 

En este estudio, la diversidad genética de las cepas bacterianas utilizadas podría haber 

contribuido a la falta de sinergia, ya que algunas cepas pueden ser naturalmente 

resistentes o menos susceptibles a los fagos utilizados. 
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7 Conclusiones 

 

Los resultados de este trabajo evidencian el aislamiento de bacteriófagos activos 

contra una bacteria de importancia clínica, y a pesar de contar con un rango de hospedero 

estrecho, tienen la capacidad de dirigirse específicamente a las cepas de E. coli 

productoras de BLEE, principalmente pertenecientes al filogrupo B2. En este sentido, los 

fagos FEC1 y FEC2, podrían tener una aplicación relevante en el contexto de E. coli 

patógena resistente a betalactámicos, ya que podrían ser candidatos prometedores en 

diferentes estrategias de control frente a estas bacterias. 
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