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Resumen 

Los bacteriófagos han surgido como una alternativa prometedora para combatir 

bacterias resistentes a los antibióticos, un problema de salud global cuyo control 

requiere un abordaje integral. Este estudio se centra en la caracterización 

microbiológica, genómica y estructural de dos bacteriófagos, FEX1 y FEX2, 

seleccionados por su actividad lítica contra Salmonella enterica serovar 

Typhimurium. La caracterización microbiológica reveló que FEX1 presenta una 

morfología siphoviral, un período de latencia de 15 minutos y un tamaño de 

explosión de 109 PFU/célula, mientras que FEX2 exhibe una morfología myoviral, 

un período de latencia de 20 minutos, pero con un mayor tamaño de explosión (196 

PFU/célula). La determinación del MOI indicó que FEX1 y FEX2 alcanzaron su 

máxima producción a 0.01 y 0.001, respectivamente. Los ensayos de estabilidad 

mostraron que FEX1 fue más resistente al estrés térmico, mientras que FEX2 

mostró una mayor tolerancia a condiciones alcalinas. El análisis genómico 

identificó a FEX1 como un nuevo miembro del género Tequintavirus y a FEX2 

como un miembro de Felixounavirus. Ambos genomas carecen de genes de 

resistencia a antibióticos y factores de virulencia. El mapeo estructural, utilizando 

herramientas bioinformáticas y microscopía electrónica de transmisión (TEM), 

sugirió similitudes entre FEX1 y el fago DT57C, mientras que la estructura de la 

cápside de FEX2 se asemejó a la del fago Sf14. Estos hallazgos contribuyen a la 

comprensión de la biología de los bacteriófagos y respaldan el potencial de FEX1 

y FEX2 como candidatos para la fagoterapia contra Salmonella. 

Palabras clave: Bacteriófago, Salmonella, genoma, Siphovirus, Myovirus, 

Tequintavirus, Felixounavirus. 



 
 

Abstract 

Bacteriophages have emerged as a promising alternative to combat antibiotic-

resistant bacteria, a global health issue that requires a comprehensive approach. 

This study focuses on the microbiological, genomic, and structural characterization 

of two bacteriophages, FEX1 and FEX2, selected for their lytic activity against 

Salmonella enterica serovar Typhimurium. Microbiological characterization 

revealed that FEX1 exhibits a siphoviral morphology, a latent period of 15 minutes, 

and a burst size of 109 PFU/cell, while FEX2 displays a myoviral morphology, a 

20-minute latent period, but a higher burst size (196 PFU/cell). The determination 

of the MOI indicated that FEX1 and FEX2 reached their maximum production at 

0.01 and 0.001, respectively. Stability assays showed that FEX1 was more resistant 

to thermal stress, whereas FEX2 demonstrated greater tolerance to alkaline 

conditions. Genomic analysis identified FEX1 as a novel member of the 

Tequintavirus genus and FEX2 as a member of Felixounavirus. Both genomes lack 

antibiotic resistance genes and virulence factors. Structural mapping, using 

bioinformatics tools and transmission electron microscopy (TEM), suggested 

similarities between FEX1 and phage DT57C, while the capsid structure of FEX2 

resembled that of phage Sf14. These findings contribute to the understanding of 

phage biology and support the potential of FEX1 and FEX2 as candidates for phage 

therapy against Salmonella. 

Keywords: Bacteriophage, Salmonella, genome, Siphovirus, Myovirus, 

Tequintavirus, Felixounavirus. 
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I. Introducción 

 

Los bacteriófagos, virus que infectan bacterias específicas, constituyen una de las 

entidades biológicas más abundantes y diversificadas en la Tierra, desempeñando 

un papel crucial en la regulación de las poblaciones y ecosistemas microbianos (1-

3). Aunque fueron descubiertos ya en el siglo XX, en la actualidad se ha abierto 

nuevas rutas de investigación y desarrollo, especialmente debido a que la 

resistencia a los antibióticos emerge como una amenaza global para la salud pública 

(4,5). Este fenómeno ha impulsado la reevaluación de los bacteriófagos como 

agentes terapéuticos, marcando un renacimiento en la investigación de fagos y 

su aplicación potencial en la biotecnología y la medicina (6-8). 

 

En el contexto de la resistencia antibiótica, Salmonella enterica serovar 

Typhimurium (en adelante S. Typhimurium) es un patógeno particularmente 

desafiante, asociado con enfermedades zoonóticas graves y brotes de infección 

alimentaria en todo el mundo (9-12). La adaptabilidad y resistencia de esta 

bacteria a múltiples fármacos resaltan la urgencia de explorar alternativas 

terapéuticas eficaces. Los bacteriófagos específicos contra Salmonella ofrecen 

una solución prometedora, dado su mecanismo de acción específico y su 

capacidad para coevolucionar con sus huéspedes bacterianos, superando así las 

limitaciones de los tratamientos antibióticos convencionales (13, 14). 

 

El estudio del desempeño de los bacteriófagos en el tratamiento de infecciones 

bacterianas no es algo reciente. Un estudio realizado por Alisky et al. (1998), 

recopiló publicaciones desde 1966 a 1996, dejando en evidencia que la terapia 
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fágica en humanos obtuvo un éxito del 80-95% en infecciones provocadas por 

bacterias patógenas de los géneros Staphylococcus, Klebsiella, Escherichia, 

Pseudomona y Salmonella (15). Tras ello diversos estudios muestran el potencial 

terapeutico de los bacteriófagos y constituyen una alternativa para el tratamiento de 

infecciones bacterianas causadas por cepas antibiótico-resistentes (16-18). 

 

Como aporte a esta línea de investigación, en un estudio previo realizado por el 

Laboratorio de Resistencia a Antimicrobianos y Fagoterapia (Universidad Peruana 

Cayetano Heredia, UPCH) se aislaron 6 bacteriófagos con actividad lítica significativa 

a S. Typhimurium (ATCC 14028), reportando que el fago denominado 

provisionalmente como “FEX” presentaba mejores propiedades fenotípicas entre ellas 

su capacidad lítica. El estudio se limitó a la caracterización microbiológica del fago 

aislado y un abordaje terapéutico a nivel preclínico en el modelo animal Cavia porcellus 

(19). Otros estudios destacan no solo la capacidad de los bacteriófagos para actuar 

como agentes antibacterianos naturales sino también su potencial para ser 

desarrollados como tratamientos específicos para patógenos resistentes a los 

medicamentos, y como componente fundamental de cocteles de bacteriófagos 

destinados a tratar salmonelosis (20, 21). 

 

Inicialmente, el objetivo de este trabajo consistía en llevar a cabo una 

caracterización genómica y mapeo estructural detallado del fago FEX. No obstante, 

durante el proceso de secuenciación y análisis genómico, se detectó que la muestra 

originalmente descrita no correspondía a una población homogénea de un solo fago, 

sino que se componía de al menos dos fagos distintos. Este descubrimiento planteó 
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nuevas preguntas, ya que cada uno de estos fagos podría presentar propiedades 

microbiológicas y genéticas únicas. A partir de este hallazgo, el propósito de la 

presente investigación se reformuló para abordar la caracterización integral de 

ambas entidades fágicas, denominadas de ahora en adelante como fagos FEX1 y 

FEX2. Así, el trabajo no solo busca describir las características genómicas y 

estructurales de cada fago, sino también realizar una nueva caracterización 

microbiológica individual, con el fin de comprender sus diferencias fenotípicas, sus 

posibles interacciones y su potencial aplicación en ámbitos clínicos o industriales 

(22). 

 

Al caracterizar aisladamente a los bacteriófagos FEX1 y FEX2 que evidencian 

potencial lítico para la bacteria S. Typhimurium ATCC 14028, esta investigación 

proporciona una base sólida para el desarrollo de innovaciones biotecnológicas 

específicas que puedan ser aplicadas no solo en el tratamiento de la salmonelosis 

sino también en la prevención de contaminación por Salmonella en productos 

alimenticios y las consecuencias que pueden derivarse de esta (23,24). 
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II. Marco teórico 

i. Salmonelosis y resistencia antimicrobiana 

La circulación de serovares de Salmonella entrica en alimentos de origen animal 

presenta patrones definidos por matriz y región. Estudios recopilatorios identifica a 

S. Typhimurium como un serovar de distribución cosmopolita presente en múltiples 

matrices, mientras que S. Enteritidis se asocia de manera persistente con productos 

avícolas. Otros serovares muestran afinidades particulares, como S. Anatum en 

carne de res y S. Weltevreden en productos marinos, junto con la emergencia de 

Derby, Agona, Infantis y Kentaky (25). 

 

Mas allá de la cadena alimentaria, los hospederos animales cercanos a humanos 

pueden participar en la ecología de Salmonella. En mascotas se han documentado 

aislamientos con multirresistencia fenotípica, con perfiles que incluyen resistencia 

a estreptomicina, cotrimoxazol, tetraciclina y ceftriaxona. A nivel genómico, estos 

aislamientos portan genes de resistencia como floR, blaCTX-M-15 y blaCTX-M-55, 

y un repertorio diverso de plásmidos, tales como IncA/C2, IncFII(S), IncX1, 

IncFIB(S) y IncQ1 (26). 

 

En sistemas pecuarios específicos, como la crianza de cuyes, la caracterización 

genómica de S. Typhimurium ha mostrado la coexistencia de dos linajes 

diferenciados pertenecientes al ST19, separados por un gran número de SNPs. Uno 

de ellos corresponde a una variante monofásica en la que los genes fliA y fliB están 

ausentes por inserción de secuencias fágicas. En estos aislamientos se detectó de 

forma consistente un plásmido de virulencia tipo pSLT con el operón spvRABCD y 
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un repertorio de profagos distribuidos según si linaje. Aunque la mayoría de los 

aislamientos de cuy no presentaron múltiples genes de resistencia, se identificó un 

cassette con ant(3’)-Ia, dfrA15, qacE y sulI insertado en un plásmido de tipo IncI1. 

En paralelo, aislamientos humanos filogenéticamente próximos portaron 

determinantes clínicamente relevantes como blaCTX-M-65 y mcr-1, y agruparon 

dentro de los mismos clústeres que los de cuy, mostrando el potencial de infección 

cruzada entre hospederos (27). 

 

ii. Bacteriófagos 

Los bacteriófagos (fagos) son virus que infectan específicamente a las bacterias, 

actuando como agentes de lisis y control de poblaciones bacterianas en diversos 

ecosistemas (1). Estructuralmente cuentan con una cápside de naturaleza proteica 

que encapsula el material genético del bacteriófago. También cuentan con una 

estructura portal, que permite el paso del material genético tras la adhesión a la 

bacteria (28). Algunos fagos cuentan con una cola que separa a la cápside de la 

base del bacteriófago, la cual en algunos casos se contrae cuando se da la 

inyección del material genético al hospedero (29). Dada su complejidad biológica, 

los fagos se le clasifican en base a su morfología, composición genética y el tipo de ciclo 

de vida que adoptan, distinguiendo entre los que siguen un ciclo lítico, que 

destruye la célula bacteriana, y aquellos con un ciclo lisogénico, integrando su 

material genético en el huésped sin causar daño inmediato (1, 2). Esta dualidad en 

los mecanismos de acción subraya la adaptabilidad y la evolución de los 

bacteriófagos, facilitando su persistencia en entornos cambiantes y su uso en 

aplicaciones biotecnológicas, dada su capacidad para seleccionar específicamente 
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sus huéspedes bacterianos (30). 

iii. Clasificación de bacteriófagos 

 

Hasta el año 2022, la clasificación de bacteriófagos se basaba principalmente en su 

morfología. Se establecieron familias en base a su estructura y naturaleza del 

material genético. Los bacteriófagos de ADN de cadena simple estaban compuestas 

por las familias Microviridae y Inoviridae, mientras que los que son de ARN de 

cadena simple pertenecían a la familia Leviviridae. Los que contaban con ARN de 

doble cadena eran de la familia Cystoviridae. Por último, los que contaban con 

ADN de doble cadena se clasificaban por tener cola en su morfología. Las familias 

que contaban con cola eran Siphoviridae Ackermanviridae, Podoviridae y 

Myoviridae, mientras que las familias que no contaban con cola eran Tectiviridae, 

Corticoviridae y Plasmaviridae (31). 

 

Tras las actualizaciones ratificadas por el Comité Internacional de Taxonomía de 

Virus (ICTV) en 2022, se abolió oficialmente la clasificación morfológica de los 

bacteriófagos, lo que implicó la eliminación de las familias Myoviridae, 

Siphoviridae y Podoviridae, así como del orden Caudovirales. En su lugar, se 

adoptó una clasificación basada en relaciones filogenéticas a nivel genómico, 

estableciendo la clase Caudoviricetes para agrupar todos los virus bacterianos y 

arqueanos con cápside icosaédrica y genoma de ADN de doble cadena. Como 

resultado de esta reestructuración, se crearon o redefinieron un orden, 22 familias, 

30 subfamilias, 321 géneros y 862 especies, conforme al listado taxonómico 

aprobado (MSL37). Además, se instauró un sistema binomial libre para la 

denominación de especies, consistente en un nombre de género seguido de un 
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epíteto específico, alineado con las normas taxonómicas del resto de los organismos 

biológicos. Esta nueva nomenclatura fue aplicada a más de 2,500 especies de virus 

bacterianos, muchas de las cuales adoptaron el nombre del virus ejemplar 

correspondiente. Si bien los términos morfológicos como "Siphovirus", "Myovirus" 

o "Podovirus" se mantienen como descriptores informales, estos ya no poseen 

validez taxonómica oficial (32). Los fagos siphovirus presentan una cápside 

isométrica y una cola larga, delgada y flexible de tipo no contráctil, formada por un 

tubo proteico principal y un conjunto terminal sencillo compuesto por fibras cortas 

para el anclaje al hospedero. Carecen de vaina contráctil y la estructura caudal 

mantienen su longitud durante el proceso de adsorción. En contraste, los fagos 

myovirus exhiben una cápside isométrica y una cola robusta provista de una vaina 

contráctil que rodea el tubo central, acompañada de una placa basal compleja con 

fibras largas de reconocimiento. Tras el anclaje, la vaina se contrae y expone el tubo 

interno, diferenciándose así de la cola contráctil característica de los siphovirus. Por 

último, los fagos podovirus presentan solamente la cápside como estructura 

principal. Estos no cuentan con una cola, en su lugar cuentan con una estructura que 

se limita al rol de inyección del material genético. (31, 32) 

 

Los avances recientes en la comprensión de la diversidad viral han permitido 

establecer paralelismos entre virus eucariotas y bacteriófagos, especialmente en 

cuanto a su composición genómica y estructural. A partir de criterios de 

clasificación basados en el sistema de Baltimore, se ha propuesto una organización 

filogenética que distribuye a todos los virus conocidos, incluidos los bacteriófagos, 

en clases según el tipo de ácido nucleico que poseen. En este contexto, los 
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bacteriófagos pueden agruparse principalmente en las clases I (ADN de doble 

cadena), II (ADN de cadena sencilla), III (ARN de doble cadena) y IV (ARN 

monocatenario de sentido positivo). La clase I está dominada por la clase 

Caudoviricetes, compuesta por fagos con cápside icosaédrica y cola, que son los 

más abundantes en el cuerpo humano. Le siguen, en menor proporción, los 

Tectiliviricetes, también con genoma de ADN bicatenario. Dentro de la clase II se 

encuentran los fagos filamentosos de las órdenes Faserviricetes y 

Malgrandaviricetes, mientras que en la clase III destaca el orden Vidaverviricetes, 

compuesto por fagos de ARN de doble cadena. Finalmente, la clase IV incluye a 

los Leviviricetes, fagos con genoma de ARN monocatenario de sentido positivo. 

Esta clasificación subraya la estrecha relación evolutiva entre los virus bacterianos 

y eucariotas, sino que también sugieren posibles mecanismos compartidos de 

reconocimiento inmunológico. La representación esquemática de esta distribución 

taxonómica puede observarse en la Figura N°1, donde se ilustran los principales 

grupos virales junto con sus estructuras representativas y su correspondiente 

clasificación por tipo de material genético. 
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Figura N°1. Relación filogenética y clasificación genómica de virus eucariotas y 

bacteriófagos basada en el tipo de ácido nucleico (33). 

 

iv. Ciclo de vida de bacteriófagos líticos y lisogénicos 

 

Los bacteriófagos pueden seguir dos estrategias principales de replicación dentro 

de sus huéspedes: el ciclo lítico y el ciclo lisogénico. En el ciclo lítico, los fagos 

infectan bacterias para multiplicarse rápidamente y provocar la lisis celular, 

liberando gran cantidad de partículas virales. En cambio, en el ciclo lisogénico, el 

virus se integra al cromosoma de la bacteria para ser transmitido verticalmente en 

su linaje, por generaciones. Ambos ciclos comparten las etapas iniciales de 

infección, las cuales se describen a continuación (34). Primero se da el contacto: en 

este paso el fago busca una célula hospedera adecuada. Los bacteriófagos son muy 

selectivos con respecto a las bacterias que pueden infectar, generalmente guiados 

por la estructura de receptores específicos en la superficie de la célula bacteriana 



10 
 

(35). Luego del primer contacto, el bacteriófago se adhiere firmemente a la 

superficie de la bacteria huésped mediante interacciones físico-químicas entre sus 

proteínas y los receptores ubicados en la membrana bacteriana. Esta unión asegura 

que el bacteriófago esté correctamente posicionado para el siguiente paso. Una vez 

que el bacteriófago está firmemente unido, introduce su material genético dentro de 

la bacteria huésped. En algunos bacteriófagos, la vaina de la cola se contrae, 

forzando la penetración de la cubierta celular y permitiendo que el ácido nucleico 

del bacteriófago (ADN o ARN) fluya hacia el interior de la célula (36). 

 

Tras la inyección del material genético, el fago puede optar por continuar con el 

ciclo lítico o entrar en un estado lisogénico, dependiendo del tipo de fago y las 

condiciones del entorno. Dentro del ciclo lítico, el material genético del 

bacteriófago secuestra la maquinaria celular del huésped, redirigiéndola para 

sintetizar componentes virales: proteínas de cápside, ácido nucleico y otras 

proteínas necesarias para formar nuevos bacteriófagos. Estos componentes se 

ensamblan en nuevas partículas víricas en el citoplasma de la bacteria. Finalmente, 

al acumularse un número suficiente de nuevos bacteriófagos dentro de la célula 

huésped, se sintetizan endolisinas que debilitan y rompen la pared celular bacteriana 

desde dentro (37). Esto causa la liberación de nuevos bacteriófagos que pueden 

infectar a otras células bacterianas cercanas, repitiendo el ciclo. 

 

En contraste, en el ciclo lisogénico, el ADN viral se integra en el genoma de la 

célula bacteriana, formando un profago. En esta fase, el material genético viral 

permanece en estado latente y se replica junto con el ADN del huésped durante la 
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división celular, sin provocar daño inmediato. Esta relación puede mantenerse 

durante múltiples generaciones bacterianas (38). Sin embargo, ciertos factores 

ambientales o condiciones de estrés pueden inducir al profago a salir de su estado 

latente e ingresar al ciclo lítico, reanudando la producción activa de nuevos viriones 

y culminando en la lisis celular (39). Ambos ciclos, lítico y lisogénico, están 

representados esquemáticamente en la Figura Nº2, la cual ilustra las principales 

etapas del proceso infeccioso de los bacteriófagos. 

 

 
Figura N.º 2. Ciclos lítico y lisogénico de los bacteriófagos. El gráfico muestra las 

fases del ciclo reproductivo de un fago, desde la infección inicial hasta la liberación 

de nuevas partículas víricas o la integración del genoma viral al ADN bacteriano. 

Imagen elaborada por el autor, adaptación de Campbell A., 2023 (40) 

 

v. Bacteriófago FEX 

 

El bacteriófago inicialmente denominado como FEX fue aislado a partir de 

muestras fecales de Cavia porcellus provenientes de criaderos de cuyes en Lima. 
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Este bacteriófago demostró elevada capacidad lítica contra cepas de S. 

Typhimurium, siendo fuertemente lítico contra 34/44 (72.3%) cepas de esta bacteria 

y moderadamente lítico frente a 10/44 (27.7%) cepas. (Figura N°3). 

 

 
Figura N°3. Perfil lítico de bacteriófagos aislados 

de muestras fecales de Cavia porcellus provenientes 

de criaderos de cuyes en Lima. Se evaluaron 44 

aislamientos de S. Typhimurium. (19)  

 

Tras la evaluación de su capacidad lítica, realizaron la “curva de un solo paso”, 

encontrando que el bacteriófago FEX presentaba un periodo de latencia de 32 

minutos y una producción máxima de bacteriófagos (46 bacteriófagos por bacteria) 

a los 45 minutos (Figura N°4). Estas características en conjunto posicionaron al 

fago como un buen candidato para Fagoterapia, lo que ameritaba profundizar los 

estudios genómicos y estructurales, que son el objetivo del presente estudio. 
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Figura N°4. Curva de “un solo paso” para el bacteriófago FEX. En el eje horizontal 

se señala el tiempo en minutos, mientras que en el eje vertical se encuentra la 

producción de bacteriófagos (en función a PFU, unidades formadoras de placas). 

 

Sin embargo, dados los hallazgos posteriores de la verdadera composición de la 

comunidad fágica, se requiere caracterizar microbiológica y molecularmente a los 

2 fagos, FEX1 y FEX2. 

vi. Caracterización microbiológica 

 

La caracterización microbiológica de bacteriófagos involucra la determinación de 

parámetros fenotípicos que son característicos de los fagos evaluados. Dentro de 

estos parámetros encontramos a la diversidad de bacterias hospederas, que 

proporciona información valiosa sobre la selectividad del fago al momento de 

infectar a su hospedero. Se evalúan factores como la multiplicada de infección 

(MOI), que se refiere al ratio óptimo de fagos (en términos de unidades formadores 

de placa, PFU) y bacterias (en términos de unidades formadoras de colonia, CFU) 
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que permite maximizar la producción de partículas virales. A su vez, la curva “de 

un solo paso” permite determinar aspectos como el periodo de latencia del virus, 

que se refiere al periodo de tiempo que pasa desde la infección hasta la lisis de la 

bacteria, también permite obtener el “burst size” o tamaño de explosión, que indica 

cuantas partículas virales (en términos de PFU) se produjeron por bacteria infectada 

por un fago. Por último, se pueden evaluar estabilidad del fago en un espectro 

amplio de pH y T°, con el fin de conocer las limitaciones físicas del fago que afecten 

directamente su viabilidad. 

vii. Caracterización genómica 

La caracterización genómica de bacteriófagos proporciona información sobre su 

diversidad, estructura genética y mecanismos de replicación. Avances en técnicas 

de secuenciación han permitido una exploración detallada de genomas fágicos, 

revelando genes críticos para la infección fágica y la interacción con sus 

hospederos bacterianos (30). Además, ha permitido el refinamiento de los principios 

de ordenamiento taxonómico que ahora toma en consideración aspectos genómicos y 

no morfológicos para la clasificación taxonómica (41). Otro aspecto funcional de 

estos genes es determinar la estabilidad del bacteriófago en el medio en el que se 

encuentra (37). Esta información es invaluable para aplicaciones prácticas, como 

la ingeniería de bacteriófagos para terapias específicas o como herramientas 

biotecnológicas en diversas industrias (42,43). 

viii. Caracterización estructural 

Empleando microscopía electrónica se puede determinar la conformación 

estructural de los bacteriófagos, detallando la organización de sus cápsides, la 
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estructura de sus colas y sus aparatos de inyección de ADN (22). Esta 

comprensión estructural no solo es fundamental para comprender los mecanismos 

de infección, sino que también facilita el diseño racional de cócteles de 

bacteriófagos en aplicaciones biotecnológicas, permitiendo además la propuesta 

de modificaciones específicas que pueden optimizar su eficacia, estabilidad y 

especificidad (30). Ante la eventual falta de información estructural de alta 

resolución, las imágenes de microscopía electrónica de transmisión (TEM), 

pueden permitir un mapeo tomando como referencia estructuras tridimensionales 

elucidadas de fagos genéticamente cercanos. Esto se refiere a la asignación de las 

proteínas estructurales del fago a las del fago de referencia, teniendo en cuenta 

que haya una relación de homología significativa, y una localización posible en 

un modelo de baja resolución. 
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III. Justificación 

 

El propósito de este estudio se centra en la identificación y caracterización 

microbiológica, genómica y estructural, de los bacteriófagos FEX1 y FEX2 

previamente aislados que demostraron capacidad lítica contra S.  Typhimurium. 

Este enfoque se alinea con el objetivo principal de comprender a fondo las 

propiedades y el potencial uso de estos bacteriófagos específicos, contemplando 

su aplicación como tratamiento para infecciones por cepas resistentes a 

antibióticos. La importancia de este estudio radica en la necesidad de ampliar 

nuestro conocimiento científico sobre los bacteriófagos, organismos que 

presentan una diversidad biológica inmensa y un potencial significativo en 

biotecnología. La caracterización de estos bacteriófagos nos ha permitido generar 

información valiosa sobre su comportamiento microbiológico, genoma y 

estructura. Además, la caracterización microbiológica, genómica y estructural de 

estos bacteriófagos contribuirá significativamente a ampliar la base de datos 

global de bacteriófagos, facilitando comparaciones genéticas y funcionales con 

otros bacteriófagos y ayudando a formar un panorama evolutivo y ecológico de 

estos virus. 

 

La relevancia de este estudio también se sustenta en el potencial biotecnológico 

de estos bacteriófago, considerando su efectividad comprobada contra S. 

Typhimurium. Aunque el proyecto no se enfoque en la aplicación terapéutica 

directa, el entendimiento profundo de las características del bacteriófago puede 

abrir puertas a futuras investigaciones y aplicaciones biotecnológicas, incluyendo, 

pero no limitándose, al control de enfermedades bacterianas en diversos contextos. 
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IV. Pregunta de investigación 

 

¿Cuáles son las características microbiológicas, genómicas y estructurales 

específicas de los bacteriófago FEX1 y FEX2 previamente aislados que 

demostraron eficacia lítica contra Salmonella enterica serovar Typhimurium? 

 

V. Objetivos 

 

i. Objetivo general 

Caracterizar microbiológica, genómica y estructuralmente los bacteriófagos FEX1 

y FEX2 específicos para Salmonella enterica serovar Typhimurium. 

 

ii. Objetivos específicos 

 Determinar parámetros microbiológicos de los fagos FEX1 y FEX2, tales 

como el MOI, la curva de un solo paso, espectro de hospederos y estabilidad 

en función al pH y temperatura. 

 Caracterizar el genoma de los bacteriófagos FEX1 y FEX2 específicos para 

S. Typhimurium. 

 Identificar la estructura de los bacteriófagos FEX1 y FEX2 específicos para 

S. Typhimurium por medio de TEM. 

 Realizar una representación gráfica de la asignación de proteínas 

estructurales de los bacteriófagos FEX1 y FEX2. 
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VI. Metodología 

 

i. Cultivo de la cepa hospedera 

 

Se empleó la cepa S. Typhimurium ATCC 14028 como hospedero para el 

bacteriófago. Para su reactivación se empleó caldo LB (Luria-Bertani, HiMedia, 

India) y se incubó a 37°C durante 24 horas. Tras la incubación, del caldo se 

sembró en agar LB (Luria-Bertani, HiMedia, India) y se incubó de la misma 

forma. Una vez culminada la incubación se sembró en agar selectivo SS 

(salmonella-shigella, Merck, Alemania) con el objetivo de asegurar la pureza del 

cultivo. Después de esto se volvió a sembrar a partir de la placa de SS a una placa 

con agar LB, del cual se tomaron las colonias con las cuales se trabajó (pasando a 

denominarse “cepa de trabajo”). Estos dos últimos pasos se repitieron en un 

intervalo de 1 semana para mantener la cepa de trabajo libre de contaminación 

bacteriana. 

ii. Obtención de poblaciones de bacteriófagos 

 

Para asegurar el aislamiento de una sola especie de bacteriófagos y no una 

comunidad de ellos, se realizó el procedimiento de siembras de calvas 

consecutivas descrito en la Figura N°5. Primero se preparó una suspensión de la 

cepa de trabajo a una concentración equivalente a la escala 0.5 de Mc Farland (MF) 

la cual se empleó posteriormente para el inóculo bacteriano. Luego, se realizaron 

diluciones seriadas de 1 en 10 hasta la dilución 10−10 a partir de la suspensión 

inicial de bacteriófagos. Estas diluciones se realizaron empleando NaCl al 0.9% 

como diluyente. Para permitir la interacción de los fagos con la bacteria, se 

mezclaron 300uL de la dilución de fagos correspondiente con 600uL del inóculo 
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bacteriano. Esta mezcla se dejó incubar a 37°C por 10 minutos. Luego, todo el 

volumen se agregó a un tubo con 5 mL de “soft-agar” LB (7 g/L de agar agar). La 

mezcla fue vertida sobre la placa previamente preparada con agar LB, formando 

una bicapa. La placa se incubó a 37°C por 24 horas teniendo cuidado al invertir 

las placas para reducir el riesgo de desprendimiento de la capa superior de agar. 

 

Terminada la incubación, se apreció la formación de zonas circulares traslucidas 

en las cuales no había crecimiento bacteriano (placas de lisis o “calvas”). Se 

registró la forma de las calvas y con ayuda de un tip estéril de 200uL se picó una 

calva (colectando la sección de agar correspondiente a la calva). Esta porción de 

agar fue depositada en 500uL de buffer SM (200 mM NaCl/ 50 mM Tris-HCl/ 10 

Mm MgSO4, pH: 7.5) y se dejó incubar a 37°C por 30 minutos para permitir la 

liberación de las particulas virales del agar al buffer. Este procedimiento se repitió 

unas dos veces más a fin de obtener una sola especie de bacteriófagos (44). 

 

 
Figura N°5. Procedimiento de obtención de cultivos de fagos de una sola especie. 
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iii. Amplificación y concentración del bacteriófago 

 

El proceso de amplificación viral consiste aumentar exponencialmente la cantidad 

de bacteriófagos empleando a la bacteria hospedero como sistema de replicación, 

dicho procedimiento se representa gráficamente en la Figura N°6. Para tal fin se 

empleó caldo LB 2X (medio LB con el doble de concentración, 90mL), en el cual 

se inoculó 1mL de una suspensión de bacterias a una concentración equivalente 

al tubo de 0.5 de MF. En forma paralela se inoculó también 200uL de suspensión 

de bacteriófagos (previamente aislados y purificados). La mezcla se incubó a 

37°C por 24 horas en agitación a 150 rpm. 

 

A este punto del proceso, los bacteriófagos se encontraban suspendidos en el 

medio. Para separarlos de las bacterias se centrifugó el medio a 10000 rpm por 10 

min. con el fin de precipitar la biomasa suspendida en el medio mientras que los 

bacteriófagos se mantendrían en el sobrenadante. Se separó cuidadosamente esta 

porción y se sometió a filtración empleando filtros de nylon con poros de diámetro 

de 0.22um. 

 

El siguiente paso fue concentrar la suspensión de bacteriófagos, para lo cual se 

empleó Polietilengligol (PEG) 8000, recomendado para precipitar bacteriófagos a 

partir de una suspensión líquida (45). Se preparó una solución de PEG al 10% m/v 

empleando la suspensión de bacteriófagos como solvente y se incubó a 4°C por 24 

horas. La incubación en frio facilitó la precipitación de los bacteriófagos, aspecto 

crucial durante todo el proceso. Tras la incubación se centrifugó a 10000 rpm a 

4°C por 15 min. para completar la precipitación (Sorvall, Estados Unidos). La 
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presencia de un pellet pequeño de color blanquecino en el fundo del tubo, indica 

la presencia de bacteriófagos. Seguidamente se suspendió el pellet en un volumen 

de buffer SM (200 mM NaCl/ 50 mM Tris-HCl/ 10 mM MgSO4, pH: 7.5) 10 

veces menor al volumen inicial. El buffer SM fue empleado para la dilución y 

almacenamiento de bacteriófagos (46). 

 

 
Figura N°6. Esquema del procedimiento de purificación 

 

 

iv. Determinación de la concentración de bacteriófagos 

 

Se empleó el método de cuantificación por conteo de placas de lisis en medio 

sólido, mostrado en la Figura N°7. Primero se preparó una suspensión de la cepa 

de trabajo a una concentración equivalente a 0.5 MF la cual se empleó para el 

inóculo bacteriano. A partir de la suspensión concentrada de bacteriófagos se 

realizaron diluciones seriadas al décimo empleando NaCl al 0.9% hasta la dilución 

10−10. De cada dilución se tomó un volumen de 100 uL y se mezcló con 5 mL de 
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“soft-agar” LB. Seguidamente, se agregó 100 uL del inóculo bacteriano 

previamente preparado. La mezcla fue vertida sobre la placa previamente 

preparada con agar LB, formando una bicapa. La placa se incubó a 37°C por 24 

horas teniendo cuidado al invertirlas para evitar el riesgo de desprendimiento de 

la capa superior de agar. Terminada la incubación, se apreció la formación de 

placas de lisis en la superficie de la placa. Basándose en el número de placas de 

lisis que se pudieron contar y tomando en cuenta la dilución de donde proviene el 

inóculo de bacteriófagos se pudo determinar la concentración de la suspensión de 

bacteriófagos original en unidades formadoras de placas por mililitro (unidades 

formadoras de placas o PFU/mL). 

 

 

Figura N°7. Esquema del procedimiento de determinación de la concentración 

de bacteriófagos. 

 

v. Determinación del rango de hospederos 

 

Se evaluó la capacidad lítica de los fagos FEX1 y FEX2 frente a otras 

serovariedades de Salmonella enterica: Salmonella Typhi, Salmonella Infantis y 
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Salmonella Enteritidis, para lo cual se empleó el método de spot test. Empleando 

solución salina al 0.9%, se prepararon suspensiones bacterianas de los serovares de 

Salmonella a una concentración equivalente a la escala 0.5 MF. Con ayuda de un 

hisopo estéril, se propagaron estas suspensiones en la superficie de una placa de 

agar LB. Tras esperar que las placas sequen, se inoculó un volumen de 5 uL de la 

suspensión de fago en la superficie de la placa. Después de un periodo de incubación 

de 24 horas a 37°C, se evaluó la presencia de zonas de inhibición de crecimiento 

donde se aplicaron la suspensión de fagos, evidenciando la actividad lítica de los 

fagos. 

vi. Determinación del MOI y curva de “un solo paso” 

 

Para determinarla el índice de multiplicidad de infección (MOI) se partió de una 

suspensión de la bacteria hospedero en solución salina al 0,9% a una concentración 

equivalente a la escala 0.5 MF (1.5 x 108 𝐶𝐹𝑈/𝑚𝐿). Esta suspensión se mezcló con 

un filtrado de fagos concentrados obteniendo MOIs de 0.001, 0.01, 0.1, 1, 10 y 100. 

Las mezclas resultantes se incubaron a 37°C durante 5 horas, tras lo cual los fagos 

se filtraron usando filtros de jeringa con un tamaño de poro de 0,22 µm. La 

cuantificación de los fagos producidos se llevó a cabo mediante el conteo de placas 

de lisis, realizado por duplicado. El MOI óptimo se definió como aquel que generó 

el mayor número de PFU. 

 

La curva de “un solo paso”, se realizó en base a los resultados del procedimiento 

anterior, usando el MOI óptimo resultante, esta mezcla se incubó durante 15 

minutos a 37°C en un agitador a 100 rpm. Finalizada la incubación, se centrifugó a 

3000 rpm en dos ciclos de 10 minutos cada uno. Se separó el sobrenadante y el 
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sedimento (células y fagos adsorbidos) se re-suspendió en 1 mL de caldo LB. A 

continuación, se tomaron 100 µL de esta suspensión y se incorporaron a 50 mL de 

caldo LB mantenido a 37°C. Este punto se consideró tiempo cero, a partir del cual 

se tomaron muestras de 1 mL cada 10 minutos, durante un total de 110 minutos, 

obteniendo duplicados para cada intervalo temporal. Las muestras recolectadas se 

utilizaron para conteo de placas en agar, en diluciones seriadas desde 10−2 hasta 

10−8. 

vii. Determinación de la estabilidad en función del pH y 

temperatura 

La estabilidad del bacteriófago frente a diferentes valores de pH se evaluó mediante 

la preparación de soluciones de buffer SM ajustadas a valores de pH entre 2 y 10. 

A cada tubo de ensayo estéril se adicionaron 9 mL del tampón correspondiente, y 

posteriormente se agregó 1 mL de la suspensión fágica (109 PFU/mL), 

manteniendo una proporción 1:10 (fago: buffer). Las mezclas se incubaron a 37 °C 

durante 1 hora en agitación a 210 rpm. Finalizada la incubación, la actividad lítica 

residual se evaluó mediante el ensayo de formación de placas en agar, cuantificando 

las unidades formadoras de placa por mililitro (PFU/mL). 

 

Para la evaluación de la estabilidad térmica, se preparó una mezcla en proporción 

1:10 entre la suspensión fágica (109 PFU/mL) y solución salina al 0.9%. Las 

muestras fueron incubadas durante 1 hora a diferentes temperaturas: 4, 25, 37, 50, 

65 y 80 °C. La viabilidad fágica tras cada tratamiento térmico fue determinada 

mediante el mismo procedimiento de cuantificación descrito anteriormente. 
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viii. Pruebas estadísticas 

 

Para evaluar la significancia estadística de las diferencias de supervivencia entre las 

condiciones de pH y temperatura, se empleó el programa R (versión 4.4.2). Primero 

la prueba de Kruskal-Wallis para la identificación de diferencias estadísticas (p < 

0.05). Se empleó esta prueba dada la naturaleza no paramétrica de los datos. Tras 

la identificación de diferencias significativas, se aplicó la prueba post-hoc de Dunn 

(paquete dunn.test, versión 1.3.6), donde se identifica cuál de los grupos es el 

diferente. Las gráficas fueron elaboradas mediante el paquete ggplot2 (versión 

3.5.2). 

ix. Extracción de ADN de los bacteriófagos 

 

Se siguió la metodología para la extracción de ADN de virus, con un paso 

adicional consistente en el tratamiento con endonucleasas (ADNasa I y ARNasa I) 

con el propósito de eliminar cualquier traza de material genético proveniente de la 

bacteria hospedera. Obviar este paso podría generar resultados aberrantes al 

momento de realizar la secuenciación. Seguidamente se procedió con la extracción 

del ADN para lo cual se empleó perlas magnéticas tras un proceso de lisis de la 

arquitectura viral empleando proteinasa K. El ADN resultante se evaluó en 

términos de concentración, pureza y fragmentación. Para evaluar la concentración 

y pureza se empleó el equipo Qubit4, mientras que la fragmentación se evaluó 

mediante electroforesis usando un gel de agarosa con la concentración adecuada. 

El ADN se mantuvo en almacenamiento en agua milliQ ya que el buffer TE 

contiene ácido etilendiaminotetraacético (EDTA), componente que no es 

compatible con la plataforma de secuenciación de Illumina. 
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x. Secuenciación del genoma 

 

Tras verificar la integridad del ADN extraído, se procedió con la secuenciación 

genómica. Se empleó la plataforma Illumina Miseq. El kit de preparación de 

librería fue “Illumina Microbioal Amplicon Library Prep”. Se empleó el “PhiX 

Control v3” como la librería control. Finalmente se empleó el kit de secuenciación 

“MiSeq Reagent Kits v2”. 

xi. Ensamblaje y anotación del genoma 

 

Los archivos FASTQC generados fueron analizados y ensamblados en la 

plataforma en línea “Galaxy” (https://usegalaxy.eu/) (47), siguiendo el 

procedimiento mostrado en la Figura N8. Se empleó la herramienta FastQC 

(versión 0.12.1) para evaluar la calidad de los reads, luego se empleó la 

herramienta Trimmomatic (versión 0.39) para el recorte de los adaptadores y de 

las zonas de bajo índice de calidad (48,49). Tras estos pasos se procedió con el 

ensamblaje empleado la herramienta SpadES (versión 4.1.0) (50). Una vez 

finalizado el proceso se obtuvo un archivo FASTA con los contigs y scaffolds 

generados, tras lo cual se empleó la herramienta QUAST (versión 5.3.0) para 

evaluar la calidad de los ensamblajes (51). Para la anotación del genoma se empleó 

la plataforma “Galaxy CPT” (https://cpt.tamu.edu/galaxy-pub) que pertenece al 

Center for Phage Technology, parte de Texas A&M University. En esta plataforma 

ya en encuentran establecidos flujos de trabajos disponibles en línea para la 

anotación estructural y funcional del bacteriófago (52), los cuales se muestran en 

la Figura N°9. 

https://usegalaxy.eu/
https://cpt.tamu.edu/galaxy-pub
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Figura N°8. Esquema del procedimiento de ensamblaje del genoma. 

 

Figura N°9. Esquema del procedimiento de anotación de genes. 

 

 

xii. Análisis bioinformático 

Tras contar con el genoma ensamblado y anotado, se procedió con la 

identificación de genes de resistencia antimicrobiana y de factores de virulencia. 

Con este fin se empleó la herramienta AMRFinderPlus v3.12.8 para la 

identificación y caracterización de los genes de resistencia (53). Para la 

identificación de factores de virulencia se empleó la base de datos VFDB (base 
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de datos versión 6.0) (54). La clasificación taxonómica se realizó empleando las 

herramientas TaxMyPhage v0.3.3 y Phabox v2.0, las cuales emplean una base de 

datos curada de genomas de fagos (55,56). Se empleó la herramienta VIRIDIC 

para realizar el análisis de similaridad intergenómica (57). Para realizar los 

alineamientos genómicos y la comparación proteómica se empleó las 

herramientas disponibles en BV-BRC (58). 

 
 

xiii. Visualización de los bacteriófagos por TEM 

Para visualizar el bacteriófago se empleó microscopía electrónica de transmisión. 

Como soluciones de tinción se emplearon molibdato de amonio al 2% (pH: 7.0) y 

acetato de uranilo al 2% (pH: 4.0). Para el soporte de las muestras se emplearon 

gradillas de carbono recubiertas con cobre 400 Mesh (con 400 celdas) de grosor 

de 10nm. Para la hidrofilización de superficie de la gradilla se la sumergió en 

peróxido de hidrógeno al 50% a temperatura ambiente durante 30 min. 

aproximadamente. Se empleó un microscopio TEM (Microscopía Electrónica de 

Transmisión) Talos F200i (Thermo Fisher Scientific, USA), del Centro de 

Microscopia Electrónica de la Universidad Nacional de San Agustín de Arequipa 

(UNSA). 

xiv. Representación gráfica de la asignación proteínas estructurales 

 

Se comenzó con la identificación de las proteínas que constituyen la estructura 

del bacteriófago. Este proceso implica determinar y catalogar proteínas como las 

de la cápside, la cola y las fibras, entre otras. La cápside es la envoltura proteica 

que protege el material genético del fago, mientras que la cola y las fibras son 
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esenciales para la adsorción y penetración del bacteriófago en la célula bacteriana. 

La secuenciación del genoma del bacteriófago permitió obtener las secuencias de 

estas proteínas para luego comparar los datos obtenidos con bases de datos de 

proteínas conocidas, determinando así la identidad y características de las 

proteínas estructurales. Se realizó una búsqueda de estructuras tridimensionales 

completas publicadas obtenidas a partir de Cryo-EM de bacteriófagos 

filogenéticamente cercanos a los bacteriófagos FEX1 y FEX2. Con este fin se 

emplearon en conjunto la base de datos de EMDB (https://www.ebi.ac.uk/emdb/) 

y la herramienta ViPTree (versión 4.0) (https://www.genome.jp/viptree/) (59). Se 

emplearon BLASTp de NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) y 

EMBOSS Needle para los alineamientos globales a nivel de aminoácidos (60,61). 

Para la predicción de estructuras tridimensionales de proteínas se empleó 

Alphafold 3 (62). La visualización de las estructuras de proteínas se realizó con 

PyMOL (versión 3.1.3), para asegurar una correcta asignación estructural y 

calcular el RMSD como medida de divergencia especial de las secciones 

alineadas (63). 

xv. Consideraciones éticas 

El presente trabajo se encuentra registrado en el SIDISI (Sistema Descentralizado 

de Información y Seguimiento a la investigación) bajo el código N° 213712. A su 

vez tras una revisión por la DUARI (Dirección Universitaria de Asuntos 

Regulatorios de la Investigación), se concluyó que, dadas las características del 

trabajo, este no requiere de evaluación por el “Comité Institucional de Ética en 

Investigación en Humanos” ni por el “Comité Institucional de Ética para Uso de 

Animales”. Esta designación se encuentra en el documento emitido por la DUARI 

https://www.genome.jp/viptree/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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con el código CAR-DUARI-O-317-24. 

 

xvi. Consideraciones de bioseguridad 

 

1. Grupo de riesgo del agente patógeno 

El agente patógeno S. Typhimurium pertenece al Grupo de riesgo 2, clasificación 

basada en las características del agente, que presenta un riesgo limitado para el 

personal de laboratorio y el medio ambiente. No se espera una exposición 

significativa a la comunidad si se implementan las medidas de bioseguridad 

adecuadas. Los bacteriófagos FEX1 y FEX2 por su lado pertenecen al grupo de 

riesgo 1, ya que no son capaces de causar enfermedades a formas de vida 

eucariontes. Este agente biológico infecta exclusivamente a bacterias del género 

Salmonella (64). 

2. Infraestructura y nivel de seguridad 

Los procedimientos microbiológicos descritos en el presente trabajo de tesis se 

llevaron a cabo en el Laboratorio de Resistencia a Antimicrobianos y Fagoterapia 

de los Laboratorios de Investigación y Desarrollo (LID - 405) de la UPCH, que 

cumple con los estándares de bioseguridad del Nivel 2 (BSL-2) (65,66). 
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VII. Resultados 

i. Caracterización microbiológica 

1. Aislamiento y fotografías por TEM 

 

A partir de una muestra de bacteriófagos colectada de muestras fecales de cuyes 

(19) y almacenada por 6 años, procedió con el aislamiento y obtención de 

poblaciones homogéneas. Se obtuvieron exitosamente dos poblaciones aisladas 

denominadas FEX1 y FEX2, en la Figura N°10 se pueden apreciar la morfología 

de las placas de lisis que forman sobre un césped de S. Typhimurium. Se puede 

notar una mayor actividad lítica en el caso del fago FEX1 al que las placas son 

mucho más translucidas que las de FEX2. 

 

 
Figura N°10. Morfología de las placas de lisis formadas por los fagos FEX1 (A) 

y FEX2 (B) en agar LB. Las placas de lisis formadas por FEX1 son translucidas 

que las de FEX2, sugiriendo una mayor actividad lítica. 

 
 
  

En la Figura N°11 se muestran las micrografías obtenidas por TEM de los fagos 

FEX1 y FEX2. FEX1 presenta una cápside de morfología isométrica con un 
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diámetro aproximado de 65 nm, unida a una cola larga, delgada y flexible de 

aproximadamente 220 nm de longitud. En el extremo distal se pueden distinguir 

fibras cortas que son estructuras de anclaje al hospedero. Estas características 

corresponden a una morfología de tipo siphoviral. En contraste, FEX2 presenta una 

cápside isométrica de mayor tamaño, cercana a los 100 nm de diámetro, asociada a 

una cola robusta de aproximadamente 150 nm de longitud. La cola se observa 

rodeada por una estructura más densa compatible con una vaina contráctil, 

acompañada de fibras caudales que parten de una base más densa. Dichas 

características corresponden a la morfología myoviral. 

 
Figura N°11. Fotografías obtenidas por medio de TEM de los fagos FEX1 (A) y 

FEX2 (B). Se puede apreciar la morfología Siphoviridae y Myoviridae de FEX1 y 

FEX2 respectivamente. 

 

 

2. Rango de hospederos 

 
 

En las evaluaciones realizadas con diferentes serovares de Salmonella, se observó 

una notable actividad lítica en las cepas Salmonella Typhimurium, Salmonella 

Typhi y Salmonella Enteritidis. En contraste, el fago FEX1 mostró una actividad 
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lítica menos pronunciada en la cepa Salmonella Infantis, como se puede apreciar en 

el Anexo N°1, donde se observa un halo de menor translucidez en comparación con 

las cepas previamente mencionadas. Este comportamiento no se replicó con el fago 

FEX2, el cual mantuvo su actividad lítica consistente en todas las pruebas 

realizadas. Los resultados de este ensayo se resumen en la Tabla N°1, mientras que 

las imágenes de las placas se encuentran en el Anexo N°1. 

 

Tabla N°1. 

Espectro de hospederos de los fagos FEX1 y FEX2. 

Serotipo de Salmonella Fago FEX1 Fago FEX2 

Salmonella Typhimurium +++ +++ 

Salmonella Typhi +++ +++ 

Salmonella Infantis + +++ 

Salmonella Enteritidis +++ +++ 

Nota: (+++): Altamente lítico, (+): Parcialmente lítico, (-): No hay actividad lítica 

presente. 

 

3. Estabilidad según el pH y temperatura 

 

La evaluación de la estabilidad a diferentes valores de pH mostró que tanto el fago 

FEX1 y FEX2 se mantuvieron su actividad lítica en el rango de pH 4 - 7. La 

incubación en el rango de pH 2 - 3 inactivó completamente al fago FEX1, mientras 

que el fago FEX2 mostró actividad reducida al incubarse a pH 3 pero también se 

inactivó completamente a pH2. En el rango de alcalinidad, el fago FEX1 redujo su 

actividad de manera significativa a partir del pH 7. En contraste, el fago FEX2 

mostró estabilidad hasta el pH 10. Estos resultados se pueden observar en la Figura 
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N°12. 

 
Figura N°12. Estabilidad del fago FEX1 (A) y FEX2 (B) tras la incubación en 

diferentes pH. FEX2 es más estable que FEX1 en diferentes valores de pH. 

 

En cuanto a la evaluación de la estabilidad térmica de los fagos evaluados, ambos 

fagos se comportaron de manera similar manteniendo su estabilidad hasta los 50°C, 

a partir de esta temperatura el fago FEX1 perdió significativamente su actividad, 

pero se mantuvo viable hasta los 80°C. Por otro lado, el fago FEX2 perdió toda 

actividad a 80°C, mostrando en general menor estabilidad térmica que el fago 

FEX1. Estos resultados se pueden observar en la Figura N°13. 

 

 
Figura N°13. Estabilidad del fago FEX1 (A) y FEX2 (B) tras la incubación a 

diferentes temperaturas. FEX1 es más estable que FEX2 en temperaturas mayores 

a 50°C. 

 
 

* * 

* 

* 

* 
* 

* 
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4. MOI y curva de un solo paso 

 

Al evaluar los diferentes MOIs (0.001, 0.01, 0.1, 1, 10, 100) se determinó que el 

MOI óptimo para el fago FEX1 fue de 0.01 y 0.001 para el fago FEX2. Esto debido 

a que en esa configuración se pudo obtener el mayor número de PFU/mL. Los 

valores obtenidos se pueden observar en la Tabla N°2. 

Tabla N°2. 

Determinación del MOI óptimo para los fagos FEX1 y FEX2. Se sombrea de gris 

los valores de (PFU/mL) más altos. 

MO

I 

Concentració

n de 

suspensión de 

fagos 

(PFU/mL) 

Concentració

n del inóculo 

de bacteria 

(CFU/mL) 

Concentración 

final obtenida 

para el fago 

FEX1 

(PFU/mL) 

Concentración 

final obtenida 

para el fago 

FEX2 

(PFU/mL) 

0.001 105 108 0.5 (±1.82) 𝑥 1010 0.7 (±2.63) 𝑥 1010 

0.01 106 108 1.9 (±1.27) 𝑥 1010 0.1 (±1.77) 𝑥 1010 

0.1 107 108 1.2 (±1.64) 𝑥 1010 0.4 (±2.09) 𝑥 1010 

1 108 108 3.8 (±1.25) 𝑥 109 1.3 (±2.33) 𝑥 109 

10 109 108 4.6 (±1.31) 𝑥 109 2.0 (±1.48) 𝑥 109 

100 1010 108 5.1 (±1.49) 𝑥 108 6.2 (±1.66) 𝑥 109 

 

 

Empleando el MOI óptimo para cada fago se realizó la curva de “un solo paso”, los 

resultados de este proceso se pueden observar en la Figura N°14. FEX1 presentó 

un tiempo de latencia de 15 minutos y un “burst size” de 109 fagos por bacteria, 

mientras que FEX2 presentó un tiempo de latencia de 20 min y un “burst size” de 

196 fagos por bacteria. 
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Figura N°14. Curva de “un solo paso” de los fagos FEX1 (A) y FEX2 (B). FEX1 

presentó un periodo de latencia de 15 min. y un burst size de 109 fagos por bacteria, 

mientras que FEX2 presentó 20 min. y 196 fagos por bacteria. 

 

ii. Caracterización genómica 

 

1. Secuenciamiento y ensamblaje de genomas 

 

Se procedió con la extracción de ADN a partir de una suspensión concentrada de 

fagos (1011𝑃𝐹𝑈/𝑚𝐿), obteniéndose 119 ng/μL de ADN del fago FEX1 y 83.9 

ng/μL. Tras una corrida electroforética en un gel de agarosa no se evidenció 

fragmentación, lo que confirmó que el ADN cumplía con las concentraciones, 

volúmenes e integridad necesarios para proceder con la secuenciación. 

 

De la secuenciación “pair-end” se obtuvieron lecturas de 35 – 301 pares de bases 

de longitud. Se empleó FastQC para evaluar la calidad de las lecturas teniendo un 

off-set de calidad de 28 (Phred score = 28). Este programa produce un gráfico que 

se divide en sectores de color verde, crema y rojo; denotando zonas de buena, 

intermedia y mala calidad respectivamente. Las lecturas se agrupan en base a su 

longitud y su Phred score, valor que indica la calidad de la lectura. Sin embargo, 

como se puede apreciar en la Figura N°15 y N°16, los valores no cumplían con los 
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criterios de calidad mínimos, por lo que tras esto se optó por emplear la herramienta 

Trimmomatic con el fin de depurar las lecturas. Los resultados de este proceso se 

pueden observar en la Figura N°17 y N°18, donde se evidencia una significativa 

mejora de la calidad de las lecturas. 

 

 
 
 

 
 

Figura N°15. Gráficas de calidad de las lecturas forward y reverse del fago FEX1 

(A y B respectivamente). Se observa un gran número de lecturas que se encuentran 

en las zonas de calidad intermedia y mala. 
 

(A) 

(B) 
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Figura N°16. Gráficas de calidad de las lecturas forward y reverse del fago FEX2 

(A y B respectivamente). Se observa un gran número de lecturas que se encuentran 

en las zonas de calidad intermedia y mala. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(A) 

(B) 
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Figura N°17. Gráficas de calidad de las lecturas forward y reverse del fago FEX1 

(A y B respectivamente) tras la depuración con Trimmomatic. Se observa que la 

calidad de las lecturas ha mejorado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) 

(B) 
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Figura N°18. Gráficas de calidad de las lecturas forward y reverse del fago FEX2 

(A y B respectivamente) tras la depuración con Trimmomatic. Se observa que la 

calidad de las lecturas ha mejorado. 

 

 

 

Tras realizar el ensamblaje de novo de los genomas de los fagos FEX1 y FEX2 

utilizando el programa SPAdes, se evaluó la calidad de los ensamblajes con la 

herramienta QUAST. En el caso del fago FEX1, el ensamblaje resultó en un total 

(A) 

(B) 
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de 345 contigs, de los cuales 121 tienen una longitud superior a 1000 pares de bases 

(bp). El contig más largo alcanzó los 41,924 bp, y la longitud total del ensamblaje 

fue de 556,859 bp. Dentro de este total, las secuencias mayores a 1000 bp 

representaron 468,151 bp, lo que sugiere que una proporción considerable del 

genoma está representada por fragmentos de tamaño relevante. El valor de N50 

obtenido fue de 4,405 bp. Este valor indica que, ordenando los contigs de mayor a 

menor longitud, el 50 % del total del ensamblaje está contenido en contigs de al 

menos esa longitud. El valor de L50 fue de 28, lo que significa que los 28 contigs 

más largos son suficientes para cubrir la mitad del ensamblaje total. Por otro lado, 

el valor de L90 fue de 161, indicando que se requieren los 161 contigs más largos 

para cubrir el 90 % del ensamblaje. La métrica auN, que considera tanto la longitud 

como la continuidad de los contigs, alcanzó un valor de 10,417. El contenido de GC 

fue de 45.14 %, y no se detectaron ambigüedades en la secuencia, es decir, no se 

encontraron bases representadas por la letra "N", ni por cada 100 kbp ni en total. 

 

Para el ensamblaje del fago FEX2 se observó una mejora notable en cuanto a 

continuidad y fragmentación. Se obtuvieron 203 contigs en total, con 68 de ellos 

superando los 1000 bp. El contig más largo alcanzó una longitud de 86,373 bp, lo 

que destaca una mayor continuidad en comparación con FEX1. La longitud total 

del ensamblaje fue de 527,437 bp, de los cuales 495,175 bp corresponden a contigs 

mayores a 1000 bp, evidenciando que la mayor parte del genoma está contenida en 

fragmentos largos y estructuralmente consistentes. En este caso, el valor de N50 fue 

de 19,490 bp, lo que refleja una mejora sustancial en la longitud de los contigs que 

componen el 50 % del ensamblaje. El valor de L50 fue de 7, lo que indica que tan 
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solo los 7 contigs más largos abarcan la mitad del ensamblaje, y el L90 fue de 52, 

lo que señala que se necesitan únicamente 52 contigs para cubrir el 90 % del genoma 

ensamblado. Además, el valor de auN fue de 28,078, confirmando la mayor 

continuidad de este ensamblaje frente al anterior. El contenido GC del ensamblaje 

de FEX2 fue ligeramente superior, alcanzando un 47.78 %, y al igual que en el caso 

anterior, no se detectaron secuencias ambiguas. El valor de L50, de solo 7, y L90, 

de 52, refuerzan esta idea al mostrar que un número reducido de contigs cubre gran 

parte del ensamblaje. Los resultados del QUAST se muestran en la Figura N°19. 

 

 
Figura N°19. Resultados de la evaluación de la calidad de los ensamblajes de FEX1 

y FEX2 (A y B, respectivamente) por medio de QUAST. El ensamblaje de FEX2 

presenta una mayor calidad en términos de continuidad y menor fragmentación que 

el ensamblaje de FEX1. 

 

2. Caracterización genómica del fago FEX1 

 

El genoma del fago FEX1 tiene una longitud de 113,610 pares de bases y un 

contenido GC del 38.9. Utilizando las herramientas TaxMyPhage y PhaBOX, 

basadas en bases de datos curadas de genomas de fagos, se determinó que este virus 

pertenece a la clase Caudoviricetes, familia Demerecviridae, subfamilia 

Markadamsvirinae y género Tequintavirus. El análisis intergenómico llevado a 
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cabo mediante VIRIDIC evaluó la similitud entre el genoma del FEX1 y genomas 

de fagos relacionados. Los resultados, representados en la Figura N°20, muestran 

que la similitud genómica alcanza el umbral necesario para ser clasificado dentro 

de una nueva especie según los lineamientos establecidos por el ICTV. Esto apoya 

su identificación como un nuevo miembro del género que fue denominado 

Tequintavirus laureano. 

 
Figura N°20. Análisis de similaridad intergenómica del fago FEX1. Se observa que 

presenta una porcentaje de similaridad menor a 95% con los demás fagos. 

    

El mapa genómico de FEX1 se muestra en el Anexo N°2. Contiene genes asociados 

con diversas funciones esenciales para el ciclo viral, como aquellos relacionados 

con la replicación, ensamblaje y liberación de nuevos viriones. También se 

detectaron regiones de transferencia horizontal (HGT) en el genoma del fago. El 
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uso de AMRFinderPlus y la base de datos VFDB indicó que no se encontraron 

genes de resistencia antimicrobiana (ARG) ni factores de virulencia, lo que predice 

la seguridad del fago en aplicaciones terapéuticas. También se detectaron cuatro 

genes de ARN de transferencia: ile, arg, met y un pseudotRNA. 

 

 
Figura N°21. Alineamiento genómico del fago FEX1 respecto a los 5 fagos más 

cercanos genéticamente. Se observa una divergencia en el ordenamiento de los 

genes de FEX1 en comparación a los demás fagos. 

 

 

El alineamiento genómico del fago FEX1 respecto a cinco fagos representativos, 

mostrado en la Figura N°21, refleja la conservación de ciertos bloques genómicos. 

Sin embargo, se evidencian regiones divergentes que destacan la particularidad de 

este fago en comparación con otros miembros del género Tequintavirus. Estas 
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diferencias en la organización del genoma refuerzan la conclusión de que el fago 

FEX1 constituye un nuevo miembro dentro de su género. La comparación 

proteómica con los mismos fagos relacionados, representada en la Figura N°22, 

permitió identificar proteínas conservadas que reflejan similitudes funcionales. Sin 

embargo, también se observaron diferencias importantes en proteínas de función 

desconocida, lo que podría representar adaptaciones únicas del FEX1. Como 

también en proteínas de función conocida como la subunidad grande de la 

ribonucleótido reductasa y un par de proteínas de tipo endonucleasas. 

 

 
Figura N°22. Comparación proteómica del fago FEX1 respecto a los 5 fagos más 

cercanos genéticamente. Se observa una distribución heterogénea de los porcentajes 

de identidad del proteoma de FEX1 con respecto a los demás fagos. 
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3. Caracterización genómica del fago FEX2 

 

El genoma del fago FEX2 tiene una longitud de 86,429 pares de bases y un 

contenido de GC del 39.08%. De manera similar al fago FEX1, tiene un contenido 

GC mucho menor que el de su hospedero. Empleando las mismas herramientas 

taxonómicas se pudo determinar que este fago pertenece a la clase Caudoviricetes, 

subfamilia Ounaviridae y del género Felixounavirus. Al realizar el análisis de 

similaridad intergenómica presentados en la Figura N°23 se pudo determinar que 

el fago FEX2 se encuentra justo en el umbral de diferenciación de una nueva 

especie, siendo muy cercano al fago Felixounavirus mushroom. En ese sentido se 

nombra al fago FEX2 como Felixounavirus revilla. 

 

 
Figura N°23. Análisis de similaridad intergenómica del fago FEX2. Se observa que 

presenta una porcentaje de similaridad menor a 95% con los demás fagos, a 

excepción de uno (KP143762.1). 
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El mapa genómico del fago FEX2 se muestra en el Anexo N°3. De misma manera 

se pudo identificar los genes asociados a la replicación y empaquetamiento del 

ADN, como también a los genes estructurales y que median la invasión a la bacteria 

blanco. Un aspecto importante que notar es que, a diferencia de FEX1, FEX2 no 

cuenta con regiones repetitivas y posee genes que codifican a 17 tRNAs. A su vez, 

también se pudo detectar cuatro regiones HGT. Empleando AMRFinderPlus se 

pudo determinar la ausencia de genes ARG; se hizo lo propio con la base de datos 

VFDB para los factores de virulencia evidenciando la ausencia de estos en el 

genoma. Esta información en conjunto sugiere un uso seguro de FEX2 para 

aplicaciones terapéuticas y biotecnológicas. 

 

 
Figura N°24. Alineamiento genómico del fago FEX2 respecto a los 5 fagos más 

cercanos genéticamente. Se observa ordenamiento de genes más conservado con 

respecto a los demás fagos. 
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El alineamiento genómico de FEX2 contra cinco fagos representativos, mostrado 

en la Figura N°24, evidencia una región altamente conservada de gran extensión 

en los genomas. A diferencia que, en el primer alineamiento, los genomas cuentan 

con un menor número de regiones representativas. FEX2 se distingue teniendo un 

ordenamiento único, hecho que apoya la idea de su establecimiento como una nueva 

especie. Al evaluar la comparación proteómica queda en evidencia el parentesco 

con el fago mushroom. Sin embargo, estos difieren en gran medida en lo que 

respecta a una proteína putativa de fagos con motivos de endonucleasa. Esto sugiere 

que se diferencian en gran medida en sus estrategias de empaquetamiento o de 

manejo de su material genético. Otra proteína que resalta por su ligera variación es 

la fibra de la cola, sugiriendo diferencias estructurales potenciales que conlleven a 

diferentes perfiles de estabilidad. Los resultados se muestran en la Figura N°25. 

 

 
Figura N°25. Comparación proteómica del fago FEX2 contra los 5 fagos más 

cercanos genéticamente. Se observa una un alto porcentaje de identidad a lo largo 

de gran parte del proteoma. 



49 
 

iii. Asignación de proteínas estructurales 

 

La creación de un mapa estructural inicial se puede realizar a través de estructuras 

tridimensionales publicadas de fagos que se encuentren estrechamente 

emparentados con el fago a analizar. Con este fin, se realizó una búsqueda extensiva 

en la base de datos EMDB que recopila toda estructura tridimensional proteica 

publicada. En este caso en particular se buscaron estructuras que fueran obtenidas 

por medio de Cryo-EM dado que esta técnica aporta la mayor resolución. 

 

1. Asignación de proteínas estructurales de FEX1 
 
 

La búsqueda arrojó que el fago más emparentado cuya estructura tridimensional se 

encontraba elucidada fue el fago denominado DT57C, un fago del género 

Tequintavirus que se encuentra identificado bajo el código taxonómico del NCBI 

N° 1567008 (67). Empleando la herramienta EMBOSS Needle se realizaron los 

alineamientos globales entre las secuencias de proteínas estructurales del fago 

DT57C y el fago FEX1. La proteína mayor de la cápside de FEX1 presentó un 

89.3% de identidad y un 94.8% de similitud con respecto a su homóloga en DT57C, 

con una cobertura de alineamiento del 99.8%. En el alineamiento estructural se 

detectó una zona de potencial superposición desde el residuo LEU188 al residuo 

GLU211, y del residuo GLU232 en adelante hasta ALA455. Este alineamiento 

estructural comprendió un total de 1689 átomos estrictamente alineados, con un 

RMSD final de 1.653Å, lo que sugiere una fuerte conservación estructural. El 

alineamiento se puede visualizar en la Figura N°26. 
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Figura N°26. Alineamiento estructural entre la proteína mayor de la cápside de 

FEX1 (magenta) y DT57C (verde). Se observa una alta superposición entre ambas 

estructuras, con un RMSD de 1.653 Å tras alinear 1689 átomos. 

 

En el caso de evaluar la sección del cuello del fago, se compararon cuatro proteínas: 

la proteína portal, la proteína de completamiento de la cápside, la proteína 

terminadora de la cola y la proteína de medida de la cola. Todas las proteínas 

mostraron una alta identidad y similitud con sus contrapartes del fago DT57C, lo 

que sugiere una posible relación de homología. En particular, la proteína portal 

presentó un 96.8% de identidad y un 98.8% de similitud (cobertura: 96.0%), la 

proteína de completamiento de cápside un 84.8% de identidad y 93.6% de similitud 

(cobertura: 99.4%), la proteína terminadora de cola un 96.9% de identidad y 99.4% 

de similitud (cobertura: 99.3%) y la proteína de medida de cola un 89.3% de 

identidad y 93.5% de similitud (cobertura: 99.5%). Estas cifras reflejan una fuerte 

conservación a nivel de secuencia, lo cual respalda su asociación funcional y 

estructural dentro de esta región del virión. Sobre la proteína portal, se pudo 

observar un superposición casi total. Este patrón empezó desde el residuo LEU10 

de la proteína de FEX1 y se mantuvo hasta LEU196. Luego, tras una zona de no 

alineamiento, se volvieron a superponer desde el residuo SER253 hasta LEU362, 

seguido de una zona final de no alineamiento. El cálculo del RMSD para las zonas 
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estrictamente alineadas fue de 1.423Å y fue compuesta por 2209 átomos. Esto se 

puede apreciar en la Figura N°27. 

 

 
Figura N°27. Alineamiento estructural entre la proteína portal de FEX1 (magenta) 

y DT57C (verde). Se observa una alta superposición entre ambas estructuras, con 

un RMSD de 1.423 Å tras alinear 2209 átomos. 

 

Todos los residuos de la proteína de cierre de la cápside se encontraron dentro de la 

zona de potencial superposición a excepción de una región comprendida entre los 

residuos ILE140 y LYS151. En la Figura N°28 se ve que el RMSD fue de 2.510Å 

y los átomos que fueron considerados para estrictamente alineados estructuralmente 

fueron 1174 de 1310 átomos totales asignados en la prueba. 
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Figura N°28. Alineamiento estructural entre la proteína de cierre de la cápside de 

FEX1 (magenta) y DT57C (verde). Se observa una alta superposición entre ambas 

estructuras, con un RMSD de 2.510 Å tras alinear 1174 átomos. 

 

De misma manera, se observó en la proteína de completamiento de la cola gran 

parte de la secuencia tenía potencial de superponerse estructuralmente, tal y como 

se puede observar en la Figura N°29. Únicamente en dos zonas no hubo aparente 

superposición, siendo estas de THR38 a GLU42 y de LEU62 a GLN66, de la 

proteína de FEX1. El RMSD calculado para la alineación estructural estricta fue de 

1.158Å, incluyendo 985 átomos de 1271. 

 
Figura N°29. Alineamiento estructural entre la proteína completamiento de la cola 

de FEX1 (magenta) y DT57C (verde). Se observa una alta superposición entre 

ambas estructuras, con un RMSD de 1.158 Å tras alinear 985 átomos. 
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Al analizar la proteína de medida de la cola solo se puede apreciar la región N-

terminal de DT57C, pero se pudo superponer esta pequeña región en el modelo 

predicho de la proteína de FEX1; esto se aprecia en la Figura N°30. Se puede 

apreciar una zona de potencial interacción iban desde el residuo MET1 hasta 

THR79 de la proteína de FEX1. El RMSD obtenido fue de 8.826 Å, siendo el más 

alto hasta este punto del análisis contemplando 584 átomos de los 1744 alineados.     

 

 
Figura N°30. Alineamiento estructural entre la proteína de medida de la cola de 

FEX1 (magenta) y DT57C (verde). Se observa una alta superposición entre ambas 

estructuras, con un RMSD de 8.826 Å tras alinear 584 átomos. 

 

 

 

La estructura de la cola del fago DT57C está compuesta por la proteína de medida 

de la cola y la proteína tubular de la cola. Sobre esta última, que la zona de 

superposición comenzó desde LEU3 hasta THR42. Desde aquí hubo una 

interrupción hasta ARG59 y la zona continuó hasta PRO374 de la proteína de 

FEX1. En la Figura N°31 se muestra que el RMSD de la zona estrictamente 

alineada se obtuvo un valor de 1.338Å, indicando que esta región, comprendida por 

2430 átomos, se encuentra muy conservada estructuralmente entre ambas proteínas.  
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Figura N°31. Alineamiento estructural entre la proteína tubular de la cola de FEX1 

(magenta) y DT57C (verde). Se observa una alta superposición entre ambas 

estructuras, con un RMSD de 1.338 Å tras alinear 2430 átomos. 

 

 

Pasando a analizar la composición de proteínas en la estructura de la placa base del 

fago DT57C, se encontraron 5 proteínas en FEX1 que podrían cumplir esos roles. 

Primero, la proteína lateral de la cola A es la única que no se encuentra bajo relación 

de homología con su contraparte en DT57C obteniendo un porcentaje de 

conservación de identidad de 28.6%. Se muestra en la Figura N°32 los resultados 

del alineamiento de las secuencias de proteínas. No se pudo realizar un alineamiento 

estructural porque la sección de la proteína de DT57C elucidada por Cryo-EM es 

extremadamente pequeña. 
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Figura N°32. Alineamiento global entre la proteína lateral de la cola A de FEX1 

(magenta) y DT57C (verde). Se observa que no hay relación de homología entre las 

proteínas. 

 

La proteína central de la base de DT57C mantuvo una relación de homología con 

la de FEX1, de 86.8%. La zona de potencial superposición estructural se mantuvo 

desde MET1 hasta el residuo ILE212 de la proteína de FEX1. Tras una sección no 

alineada de 46 residuos, las estructuras se volvieron a superponer desde el residuo 

ALA259 hasta ILE726. En la Figura N°33 se muestra que el RMSD calculado una 

sección de estricta superposición fue de 2.290Å compuesta por 5230 átomos de los 

7261 presentes en la región de potencial alineamiento. 
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Figura N°33. Alineamiento estructural entre la proteína central de la base de FEX1 

(magenta) y DT57C (verde). Se observa una alta superposición entre ambas 

estructuras, con un RMSD de 2.290 Å tras alinear 5230 átomos. 

 

Al analizar la proteína lateral de la cola C de FEX1 se vio que mantenía una estrecha 

relación de homología con la de DT57C, siendo esta de 92.2%. Las regiones de 

potencial superposición estuvieron presentes casi a lo largo de toda la estructura, 

teniendo pocas zonas de no alineamiento de corta longitud tales como: de MET1 a 

ASN5, de VAL115 a GLU119 y por último el residuo GLN138 de la proteína del 

fago FEX1. En cuanto al RMSD, en la Figura N°34 se puede apreciar que fue de 

0.709Å para los 802 átomos involucrados en la superposición estricta. 
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Figura N°34. Alineamiento estructural entre la proteína lateral de la cola C de 

FEX1 (magenta) y DT57C (verde). Se observa una alta superposición entre ambas 

estructuras, con un RMSD de 0.709 Å tras alinear 802 átomos. 

 

El alineamiento estructural de la proteína central de la punta de la cola muestra una 

superposición casi completa, esta se muestra en la Figura N°35. Las únicas 

secciones que no se encuentran superpuestas esta comprendida por los residuos de 

MET1 a SER4 y de GLU294 a LYS 294. El RMSD del alineamiento fue de 1.381Å, 

en donde fueron seleccionados 1947 átomos de los 2337 presentes en la zona de 

potencial superposición. 

 

 
Figura N°35. Alineamiento estructural entre la proteína central de la punta de la 

cola de FEX1 (magenta) y DT57C (verde). Se observa una alta superposición entre 

ambas estructuras, con un RMSD de 1.381 Å tras alinear 1947 átomos. 
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Tal como se muestra en la Figura N°36, en el caso de la proteína distal de la cola 

de FEX1 se vio que se encuentra extremadamente alineada con la de DT57C. Solo 

5 residuos en total no se encuentran alineados, estos son: SER181, PHE181, 

GLY182, SER187 y ASN188. El RMSD para este alineamiento es de 0.985Å, 

donde se contempla 1357 átomos. 

 

 
Figura N°36. Alineamiento estructural entre la proteína distal de la cola de FEX1 

(magenta) y DT57C (verde). Se observa una alta superposición entre ambas 

estructuras, con un RMSD de 0.985 Å tras alinear 1357 átomos. 

 

La última proteína en ser evaluada fue la fibra recta de la cola. Al igual que en el 

caso de la proteína lateral de la cola, no se pudo realizar un alineamiento estructural 

dado el tamaño reducido de la estructura publicada, por lo que solo se muestra el 

alineamiento global de las secuencias de aminoácidos. En la Figura N°37 se puede 

apreciar que existe una relación de homología entre las proteínas de DT57C y 

FEX1. 
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Figura N°37. Alineamiento estructural entre la proteína de la fibra recta de la cola 

de FEX1 (magenta) y DT57C (verde). Se observa que hay relación de homología 

entre las proteínas. 

 

La representación gráfica mostrada en la Figura N°38 ilustra la asignación 

estructural realizada para el fago FEX1, utilizando como referencia la estructura 

tridimensional del fago DT57C, un miembro del género Tequintavirus. Como se 

observa en la figura, las proteínas estructurales de FEX1 muestran una alta 

homología con las de DT57C, evidenciada por los valores de RMSD bajos 

obtenidos en los alineamientos estructurales. En particular, las proteínas como la 

mayor de la cápside, la proteína portal y la proteína de cierre de la cápside presentan 

una notable conservación, lo que sugiere una estructura compartida entre ambos 

fagos. Sin embargo, la proteína lateral de la cola A de FEX1 no mostró relación de 

homología con la proteína equivalente en DT57C, con un porcentaje de identidad 

de 28.6% y similitud de 39.5%. Este resultado indica una diferencia estructural en 

esta proteína específica entre ambos fagos. En general, las demás proteínas 

estructurales de FEX1, que presentaron una alta identidad y similitud, refuerzan la 

validez de la asignación estructural realizada utilizando como modelo el fago 

DT57C. 
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Figura N°38. Asignación estructural de las proteínas del fago FEX1 utilizando 

como referencia el fago DT57C. Los valores de identidad y similitud entre las 

proteínas estructurales de FEX1 y DT57C se muestran en los recuadros 

correspondientes. La proteína lateral de la cola A (cuadro en rojo) no muestra 

relación de homología con su contraparte en DT57C, con un porcentaje de identidad 

del 28.6% y similitud del 39.5%. 

 

 

2. Asignación de proteínas estructurales de FEX2 
 

En el caso del fago FEX2, no se encontró referencia de alguna estructura completa 

elucidada por medio de Cryo-EM de algún fago cercano donde las proteínas 

estructurales mantengan una relación de homología (>30%). La única estructura 

cercana corresponde a la proteína mayor de la cápside del fago Sf14 (68). El 

alineamiento estructural se puede observar en la Figura N°39. 
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Figura N°39. Alineamiento estructural entre la proteína mayor de la cápside de 

FEX2 (magenta) y Sf14 (verde). Se observa una alta superposición entre ambas 

estructuras, con un RMSD de 0.402 Å tras alinear 2124 átomos. 

 

 

La superposición de las estructuras comienza desde el residuo LEU14 y sigue hasta 

THR190, tras una primera intermisión se vuelven a alinear desde el residuo 

GLU198 hasta ARG218. Luego se observó una última intermisión hasta HIS248, 

tras lo cual el alineamientos se mantuvo a largo de la proteína. El RMSD calculado 

para el alineamiento estricto fue de 0.402Å, donde se tomó en cuenta 2124 átomos 

de los 2874 que se encontraban en la zona de potencial alineamiento. Sin embargo, 

debido a la limitada disponibilidad de información estructural para FEX2, no ha 

sido posible realizar una representación gráfica completa de la asignación 

estructural para las demás proteínas del fago, lo que restringe el análisis detallado 

de su arquitectura y su comparación con otros fagos cercanos. En la Figura N°40 

se muestra la asignación estructural de FEX2 empleando la información disponible 

del fago Sf14. 
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Figura N°40. Asignación estructural de las proteínas del fago FEX2 utilizando 

como referencia el fago Sf14. Los valores de identidad y similitud entre la proteína 

estructural de FEX2 y Sf14 se muestra en el recuadro correspondiente. Solo se 

considera a la proteína principal de la cápside dado que única sección del fago que 

ha sido elucidado tridimensionalmente. 
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VIII. Discusión 

 

El presente trabajo de investigación se enfocó en determinar las características 

microbiológicas, genómicas y estructurales de los fagos FEX1 y FEX2 que fueron 

aislados a partir de residuos fecales de una granja de cuyes en Lima, Perú. Los 

resultados obtenidos revelan diferencias significativas entre los fagos FEX1 y 

FEX2 en términos de morfología, actividad lítica y espectro de hospederos. La 

morfología observada mediante TEM indica que FEX1 cuenta con una morfología 

compatible con Siphoviridae, mientras que FEX2 cuenta con una morfología 

compatible con Myoviridae (Figura N°11). Estas diferencias en la estructura, de la 

cola principalmente, son consistentes con los patrones establecidos para estas 

familias. La cola flexible de los Siphoviridae, como se puede observar en el fago λ, 

facilita la unión a receptores conservados, tales como LPS o flagelos dispuestos en 

la superficie bacteriana; mientras que la cola contráctil de los Myoviridae, 

característica de fagos como T4, permite penetrar membranas bacterianas (69-72). 

Estas características puntuales en la cola de los fagos Siphoviridae y Myoviridae 

también representan adaptaciones estructurales que influyen en la interacción con 

sus hospederos específicos (73). 

 

La actividad lítica de los fagos, evaluada mediante la técnica de Spot-test, reveló 

diferencias significativas. Las placas formadas por el fago FEX1 mostraron mayor 

translucidez en comparación con las de FEX2 (Figura N°10), lo que sugiere una 

lisis bacteriana más completa. Este fenómeno podría asociarse a una mayor 

eficiencia de las endolisinas codificadas por FEX1, enzimas que degradan la pared 

celular bacteriana de manera coordinada (74,75).  
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Adicionalmente, la menor translucidez en FEX2 podría deberse a un fenómeno 

llamado “lysis from without”, en donde la lisis bacteriana ocurre de manera 

prematura sin haberse saturado de particulas virales (76). Este comportamiento ya 

fue visto previamente en fagos de Salmonella (77). Sin embargo, esto es poco 

probable dados los resultados obtenidos del tiempo que le tomó a FEX2 en alcanzar 

el “burst”. Alternativamente, la diferencia en translucidez podría indicar una 

liberación celular menos sincronizada, como se ha observado en fagos Myoviridae 

con maquinaria de lisis dependiente de holinas (78). 

 

La actividad lítica reducida de FEX1 frente a S. Infantis (Tabla N°1, Anexo N°1) 

contrasta con su alta eficiencia en otras cepas de Salmonella, lo que sugiere 

mecanismos específicos de resistencia en esta cepa. Estudios recientes han 

identificado que ciertas mutaciones en los genes de la vía de síntesis de 

lipopolisacáridos (LPS) en S. Infantis, confieren a esta bacteria resistencia a la 

infección por bacteriófagos (79). Esto sugiere que FEX1 podría estar empleando 

los LPS como punto de reconocimiento primero para iniciar el proceso de infección. 

Cabe mencionar que este tipo de inmunidad también fue reportado en S. Enteritidis, 

sin embargo, en este estudio no se evidenció resistencia a la infección (80).  

 

Adicionalmente, es posible que el fago FEX1 sea susceptible al sistema 

CRISPR/Cas presente en S. Infantis (81,82). Un gran número de bacterias del 

género Salmonella cuentan con un sistema funcional CRISPR/Cas, que les provee 

de un sistema de protección contra infecciones por fagos (83). Este sistema es 

altamente específico ya que depende de la especificidad del ARN guía por el ADN 
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blanco (84). Los bacteriófagos por su lado también poseen mecanismos 

denominados anti-CRISPR que les permite burlar los sistemas de defensa 

bacterianos. Estos consisten en la producción de proteínas denominadas “Acr” que 

pueden ejercer la función de bloquear la integración del complejo CRISPR/Cas al 

ADN del fago, como también pueden generar la disrupción del complejo 

CRISPR/Cas y la degradación del crRNA (85,86). Contemplando esta posibilidad, 

se empleó la herramienta bioinformática AcrDB para detectar la presencia de genes 

Acr en FEX1 y FEX2 (87). Sin embargo, no se pudo detectar estos genes en ninguno 

de los dos fagos. 

 

En nuestros aislamientos, el espectro activo incluye S. Typhimurium, S. Typhi y S. 

Enteritidis, con menor actividad de FEX1 frente a S. Infantis. La literatura destaca 

que el rango de hospedadores es un criterio central para seleccionar fagos y que su 

amplitud condiciona la utilidad práctica. Aunque con frecuencia se considera que 

los siphovirus presentan un alcance restringido, también se han descrito casos con 

actividad sobre varios serovares de Salmonella, lo que ayuda a explicar patrones de 

sensibilidad diferentes entre serovares cercanos (88). En ese marco, se reconoce que 

el rango limitado representa un desafío para la aplicación terapéutica, por lo que es 

necesario verificar la susceptibilidad a nivel de serovar cuando se definen fagos 

candidatos. 

 

Los análisis de estabilidad del pH muestran que los fagos FEX1 y FEX2 mantienen 

una viabilidad estable entre pH 4 y 7 (Figura N°12). Este comportamiento es típico 

de muchos fagos, cuya actividad suele disminuir drásticamente en condiciones 
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extremas de pH debido a la desnaturalización de proteínas estructurales (89,90). En 

condiciones de pH altamente ácido (pH 2–3), FEX1 se inactivó completamente, 

mientras que FEX2 mostró una tolerancia ligeramente superior al permanecer 

parcialmente activo en pH 3, aunque también perdió toda actividad a pH 2. En el 

rango alcalino (pH 8–10), FEX2 mostró mayor estabilidad en comparación con 

FEX1, cuya actividad decreció significativamente a pH 10. Los resultados de FEX2 

son consistentes con los previamente reportados sobre estabilidad a diferentes pH 

para fagos del género Felixounavirus (91-93). En el caso de los resultados de FEX1, 

son consistentes con lo previamente reportado en fagos del género Tequintavirus 

(87,94) pero también se han realizado estudios donde fagos de este género probaron 

mantener su viabilidad al ser sometidos a pH 3 (96,97). Lo encontrado sugiere que 

FEX2 podría ser más versátil en términos de aplicaciones industriales, médicas o 

ambientales donde los fagos sean expuestos a condiciones de pH variadas (98,99). 

La estabilidad diferencial observada en pH extremos podría explorarse más a fondo 

mediante estudios estructurales de alta resolución para identificar los componentes 

moleculares responsables. 

 

La estabilidad térmica de los fagos FEX1 y FEX2 fue evaluada en función de su 

capacidad para mantener la infectividad tras la exposición a diferentes temperaturas 

(Figura N°13). Los resultados mostraron que ambos fagos mantienen su viabilidad 

en temperaturas moderadas, pero difieren en su capacidad de resistencia térmica a 

temperaturas extremas. Mientras que FEX2 mostró una rápida inactivación a 

temperaturas superiores a 50°C, FEX1 demostró una mayor resistencia, lo que 

sugiere una organización de proteínas estructurales más estable a altas 
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temperaturas. 

 

Estudios previos han demostrado que la termoestabilidad de los fagos está 

influenciada principalmente por la compactación del ADN y la composición de la 

cápside viral. Se ha observado que fagos con una mayor densidad en el 

empaquetamiento de su genoma tienden a ser más resistentes a la desnaturalización 

térmica, lo que podría explicar la mayor estabilidad de FEX1 en comparación con 

FEX2 (100). En las imágenes TEM se puede apreciar que el tamaño aproximado de 

las cápsides de FEX1 y FEX2 es de 65nm y 100nm respectivamente (Figura N°11, 

Anexo N°4). Teniendo en cuenta el tamaño de los genomas se puede estimar que el 

grado de compactación de FEX1 es mayor ya que cuenta con un genoma de 113kb 

ocupando un espacio menor del disponible en FEX2, que cuenta con un genoma de 

86kb. Investigaciones sobre fagos con morfología de tipo Siphovirus han 

identificado características estructurales que favorecen la estabilidad térmica, lo 

cual es consistente con la alta resistencia de FEX1 (101,102). 

 

Desde una perspectiva biotecnológica, la termoestabilidad de los fagos tiene 

implicaciones clave en su aplicación en biocontrol y terapia. Fagos con alta 

resistencia térmica pueden ser empleados en entornos donde la temperatura varía 

significativamente, como en la industria alimentaria o en la desinfección de aguas 

(103). Además, se ha propuesto que la encapsulación en polímeros y nanopartículas 

mejora la estabilidad de los fagos y extiende su vida útil, lo que podría ser una 

estrategia viable para mejorar la termoestabilidad de FEX1 y FEX2 (104). 

Asimismo, estudios han señalado que la liofilización permite preservar la 
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infectividad de fagos a largo plazo sin comprometer su actividad biológica (104). 

 

La interpretación de los perfiles de estabilidad frente a pH y temperatura debe 

situarse en los escenarios concretos de uso de la fagoterapia, tales como infecciones 

humanas, producción animal, alimentos y ambiente. Su implementación requiere 

que las condiciones fisicoquímicas y de proceso preserven la infectividad del 

preparado fágico durante su preparación, almacenamiento y administración. 

Además de las aplicaciones en dichos ámbitos, persisten limitaciones y desafíos 

vinculados a la implementación, incluida la seguridad del hospedero y las 

respuestas inmunes; por ello, la selección de matrices y vías de administración debe 

ir de la mano con la conservación de la actividad bajo los regímenes operativos 

previstos, evitando escenarios que ignoren estas restricciones (105). 

 

La determinación del índice de multiplicidad de infección (MOI) óptimo indicó que 

FEX1 y FEX2 tienen máximos de producción a valores de 0.01 y 0.001, 

respectivamente (Tabla N°2). Este resultado destaca diferencias en la eficiencia de 

infección entre los dos fagos, donde FEX2 requiere una menor proporción de 

partículas virales para alcanzar niveles máximos de producción. Esto puede reflejar 

una interacción más eficiente entre FEX2 y su hospedero bacteriano, posiblemente 

relacionada con la afinidad de sus proteínas de unión a receptores (106). Es 

justamente esta diferencia en el nivel de eficiencia de interacción con su hospedero 

que hace al MOI un valor variable inclusive entre fagos del mismo género. Se ha 

visto que fagos del género Tequintavirus, tales como vB_SabS_Sds2 y 

vB_EcoS_GN06, tienen un MOI optimo similar al fago FEX1 (97,107). Sin 
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embargo, hay casos como el de vB_EcoS-P24 que tuvo como MOI óptimo el valor 

de 0.1 (108). De misma manera, los fagos phA11, phC11, phB7, y phC17 se 

propagaron de una manera óptima con un MOI de 1 (109). Este patrón variable 

también se ve en los fagos del género Felixounavirus. Investigaciones realizadas 

con los fagos SPJ41 y B_kpnM_17-11 evidenciaron un MOI óptimo de 0.001, igual 

al de FEX2 (91,110). Pero también se dan casos donde la variabilidad aumenta 

demasiado, como con SP3 y Pr103Blw cuyo MOI óptimo es de 0.0001 y 1000 

respectivamente (111,112) 

 

La curva de un solo paso reveló diferencias significativas en los parámetros de 

replicación de ambos fagos (Figura N°14). FEX1 presentó un tiempo de latencia 

de 15 minutos y un tamaño de explosión de 109 fagos por bacteria, mientras que 

FEX2 mostró un tiempo de latencia ligeramente mayor (20 minutos) y un tamaño 

de explosión considerablemente mayor (196 fagos por bacteria). Estas diferencias 

sugieren que FEX2 tiene una estrategia replicativa más eficiente, maximizando la 

producción de partículas virales a expensas de un tiempo de latencia más largo. Esto 

podría deberse a diferencias en la maquinaria de replicación viral o en la capacidad 

de FEX2 para secuestrar recursos celulares. Los bacteriófagos pueden codificar 

genes metabólicos auxiliares (AMG, por sus siglas en ingles), estos producen 

versiones modificadas de enzimas metabólicas que tienen la función de aumentar 

la producción de recursos necesarios para la producción de partículas virales 

(113,114). En el genoma de FEX1 se encontró genes que codifican a una dUTP 

nucleotidohidrolasa y timidilato sintasa, favoreciendo así la producción de 

nucleótidos de timidina en su hospedero. Esto podría ser una modulación del 
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metabolismo favorable para el proceso de infección fágica, ya que algunos fagos 

incorporan en su genoma genes que codifican a estos nucleótidos como parte de un 

mecanismo de protección frente a las endonucleasas bacterianas (115). 

 

En el caso del genoma de FEX2, no solo se encontró un gen que codifica a una 

timidilato sintasa, sino también otros genes AMG. FEX2 cuenta con una 

pirofosfatasa MazG-like, enzima que se ha reportado juega un papel en la inhibición 

de la infección abortiva (Abi) en bacterias (116). Se le denomina Abi al evento de 

muerte programada en respuesta a una infección viral en bacterias, funcionando así 

como un mecanismo de defensa bacteriano que previene la propagación de las 

partículas virales. De la misma manera, se identificó un gen de glutaredoxina. Esta 

proteína sirve como agente reductor para las ribonucleótido-reductasas inducidas 

por fagos (117,118). Además de esta función como modulador metabólico, también 

se ha reportado que la glutaredoxina juega un papel fundamental en el inicio de la 

infección de fagos que tienen como material genético ARNbc (ARN bicatenario) 

(119). Igualmente, se detectó un gen que codifica a una nicotinamida 

fosforibosiltransferasa. Esta es metabólicamente relevante ya que favorece una vía 

de salvataje de dinucleótidos de nicotinamida (𝑁𝐴𝐷+), lo que conlleva a 

condicionamiento por medio de ribosilación a proteínas involucradas en la 

expresión del genoma del fago (120). Generalmente en los fagos con morfología 

Myoviridae este gen se encuentra junto a otro que codifica a una nicotinamida 

mononucleótido adeniltransferasa (121). Sin embargo, en FEX2 solo se pudo 

encontrar la fosforibosiltransferasa. 
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La relación entre el MOI óptimo y los parámetros replicativos también merece 

atención. El MOI bajo de FEX2, combinado con su mayor tamaño de explosión, lo 

hace un candidato ideal para aplicaciones donde se requiere maximizar la 

producción de fagos con una mínima inversión inicial en partículas virales. Por otro 

lado, el MOI relativamente más alto de FEX1, junto con su menor tamaño de 

explosión, podría limitar su uso en ciertas aplicaciones industriales, aunque podría 

ser ventajoso en contextos donde se prefiera una infección más controlada (122). 

Sin embargo, si se desea contemplar un uso biotecnológico o biomédico es 

importante tomar en cuenta otros parámetros tales como tiempo de exposición, tasas 

de adsorción, qué tan rápido la bacteria objetivo se puede adaptar al fago e incluso 

la inmunogenecidad del fago (123-125). 

 

Un aspecto importante a tener en cuenta es que a MOI más bajos, la adsorción 

inicial es menos saturante y la población bacteriana persiste durante más tiempo 

como “sustrato” de replicación, lo que puede retrasar el inicio de la inhibición del 

crecimiento, pero favorecer la producción global de partículas virales. 

Inversamente, MOI más altos aceleran la supresión temprana del crecimiento, pero 

“consumen” más partículas en coinfecciones redundantes por célula (126). 

Adicionalmente, el acoplamiento clásico entre periodo de latencia y tamaño de 

explosión explica que un retraso moderado en la eclosión de FEX2 se traduzca en 

un mayor número de progenie por célula infectada, mientras que el perfil de FEX1 

prioriza ciclos más rápidos con rendimientos menores. En este mismo marco, existe 

un umbral inferior de MOI dependiente de la densidad bacteriana por debajo del 

cual la amplificación deja de ser eficiente; por tanto, la elección de MOI en ensayos 
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y formulaciones debe mantenerse por encima de ese límite y alinearse con las 

densidades celulares empleadas, de modo que el patrón cinético propio de cada fago 

se exprese de forma reproducible. 

 

Nuestros resultados aportan elementos directamente útiles para la selección de 

candidatos prometedores para realizar estudios enfocados a verificar su potencial 

terapéutico. La anotación genómica sin factores de virulencia ni genes de resistencia 

antimicrobiana se alinea con el principal criterio de exclusión señalado por 

consensos regulatorios para descartar fagos “no aptos” (127). El patrón de actividad 

por serovar que observamos es consistente porque el rango de hospedadores suele 

ser estrecho con frecuencia a nivel de cepa, por tanto, la elección terapéutica exige 

perfilar la susceptibilidad con ese nivel de resolución. Además, el uso de ensayos 

in vitro para cuantificar eficacia y cinética, como los que reportamos, constituye el 

paso operativo razonable para informar decisiones iniciales en un contexto donde 

escalar sistemáticamente a pruebas in vivo para cada fago es poco viable (127). 

 

La caracterización genómica del fago FEX1 revela su pertenencia al género 

Tequintavirus, destacándose por su contenido GC del 38.9%, el cual es menor en 

comparación con el de su huésped bacteriano Salmonella Typhimurium (52.22%) 

(68). Este dato se alinea con lo reportado para el fago más cercano evolutivamente, 

denominado fago Shivani. Este fago es un miembro del cóctel terapéutico 

IntestiPhage, que ha demostrado eficacia en el tratamiento de infecciones 

gastroenterales (128). La inclusión de Shivani en IntestiPhage sirve como ejemplo 

del potencial de los fagos para aplicaciones terapéuticas y destaca la importancia de 
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continuar explorando fagos como FEX1.  El análisis intergenómico realizado con 

VIRIDIC y las herramientas proteómicas posicionan a FEX1 como un nuevo 

miembro dentro del género Tequintavirus, con moderada conservación que oscila 

entre el 70% y 90% de identidad con el genoma de los fagos comparados (Figura 

N°20 - N°22). Los genes que presentan un 50% de identidad o menor codifican a 

proteínas hipotéticas y proteínas endonucleasas con motivos HNH. Esto último 

sugiere que FEX1 pueda estar empleando una estrategia de empaquetamiento del 

ADN en etapas tempranas de la maduración de la cápside (129). 

 

En el genoma de FEX1 se pudieron detectar cuatro genes que codifican a ARN de 

transferencia (ARNt), esto está usualmente vinculado a un mecanismo de 

compensación de codones donde el fago incorpora en su genoma genes que 

codifican a los codones más usados en la expresión de sus genes (130). De misma 

manera, se pudieron detectar 4 regiones que provinieron de eventos de HGT. En el 

caso de FEX1, estos espacios se encuentran ocupados por genes del fago, genes 

AMG y por genes que codifican a proteínas hipotéticas. Además, se confirmó la 

usencia de genes de resistencia antimicrobiana y virulencia en el genoma de FEX1. 

 

El análisis genómico de FEX2 indica su pertenencia al género Felixounavirus y su 

cercanía con el fago Mushroom (132). Los análisis de similaridad intergenómica, 

alineamiento genómico y comparación proteómica (Figura N°23 – N°25) 

mostraron que existe exactamente un 95% similaridad entre FEX2 y Mushroom, 

siendo este el valor de similaridad más alto aceptado para definir a una nueva 

especie establecido por el ICTV (32). Mientras que FEX2 tiene un tamaño de 



74 
 

genoma de 86,429 pb y codifica 17 ARNts, Mushroom cuenta con un genoma de 

87,709 pb que incluye 23 ARNts, dos de ellos pseudo-ARNts (132). En 

comparación con FEX1, FEX2 cuenta con una cantidad mayor de ARNt que 

además se estar jugando un rol compensativo como fue descrito anteriormente es 

probable que estén ofreciendo otra ventaja a FEX2. 

 

Al igual que FEX1, en FEX2 se pudieron detectar 4 regiones que provinieron de 

eventos de HGT. Curiosamente, todos los ARNt se encuentran dentro de una de 

estas regiones, lo que sugiere que fueron adquiridas en algún punto de su evolución 

por un evento de transducción. Los análisis bioinformáticos comprobaron la 

ausencia de genes de resistencia antimicrobiana y virulencia. La clasificación de 

FEX2 como una nueva especie también se ve apoyada por los datos de comparación 

proteómica. Aunque Mushroom y FEX2 comparten una alta identidad en varias 

proteínas estructurales clave, difieren significativamente en una endonucleasa con 

motivos HNH. Esta diferencia podría tener implicaciones en la eficacia del 

empaquetamiento genómico (127). 

 

Actualmente la caracterización estructural de fagos se basa en el uso conjunto de 

bioinformática y la microscopía electrónica de transmisión. En particular, mediante 

Cryo-EM se pueden elucidar las estructuras con alta resolución (133,134). Como 

un primer avance en la elucidación de la estructura 3D, en el presente trabajo se 

optó por una asignación estructural de proteínas de los fagos y realizar un mapeo 

tomando como referencia estructuras previamente publicadas y elucidadas por 

Cryo-EM. En la Figura N°40 se muestra un mapa filogenético de los fagos 
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conocidos que poseen material genético de tipo ADN bicatenario. En él se ha 

marcado con una estrella roja todos los fagos cuya estructura se halla 

completamente elucidada por medio de Cryo-EM según una revisión de la base de 

datos EMDB (135). En la misma figura se indica la ubicación de FEX1 y FEX2 en 

el mapa. De inmediato se puede notar que FEX1 cuenta con parientes 

filogenéticamente cercanos con estructura conocida, de los cuales se eligió al fago 

DT57C para la asignación estructural. Esta elección se respaldó en los resultados 

de alineamiento globales de las secuencias de proteínas estructurales de ambos 

fagos. Como se puede apreciar en la sección de resultados, a excepción de una 

proteína, todas las proteínas estructurales de FEX1 mantienen alta semanjaza 

(>85% idénticas) con las de DT57C (Figura N°38). A su vez, los alineamientos 

estructurales obtuvieron valores de RMSD bajos cuando se compararon las 

estructuras predichas por Alphafold3 de FEX1 y las reales determinadas por Cryo-

EM de DT57C. Estos resultados respaldan el uso de la estructura de DT57C como 

modelo para describir la estructura del fago FEX1. La ausencia de homología en la 

proteína lateral de la cola A (Figura N°32), podría sugerir que existen diferencias 

en el proceso mecánico de inyección del ADN entre los fagos (136-138). 
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Figura N°41. Mapa filogenético de los fagos con genoma ADNbc. Con estrella roja 

se marcaron los fagos con estructura conocida por medio de Cryo-EM. Con un 

círculo rojo se marcó la ubicación de FEX1 y FEX2. 

 

Como se puede apreciar en la Figura N°41, el fago FEX2 no cuenta con fagos de 

estructura completa conocida cercanos filogenéticamente para emplearlos como 

referencia estructural. Sin embargo, se pudo encontrar una alternativa en el fago 

Sf14. Este fago presenta su estructura parcialmente elucidada, tiendo la estructura 

de su cápside elucidada por Cryo-EM. De misma manera que con FEX1, se eligió 

a Sf14 en base a la relación de homología que comparte la proteína mayor de la 

cápside con la de FEX2 (Figura N°39). El alineamiento estructural obtuvo un valor 

muy bajo de RMSD, sugiriendo que la estructura de la cápside de Sf14 puede 

representar a la cápside de FEX2 como se muestra en la Figura N° 40. Esto resalta 

la necesidad de realizar estudios futuros enfocados en elucidar por medio de Cryo-
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EM, u otra técnica que provea de una alta resolución atómica la estructura de FEX2 

ya que contribuiría a la obtención de un modelo estructural para fagos del género 

Felixounavirus. 
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IX. Limitaciones del estudio 

 

A pesar de los hallazgos relevantes obtenidos, el presente estudio presenta ciertas 

limitaciones que deben ser consideradas al interpretar los resultados. En primer 

lugar, si bien se logró una caracterización genómica y funcional de los fagos FEX1 

y FEX2, la ausencia de estudios estructurales experimentales mediante Cryo-EM o 

técnicas de cristalografía limita la confirmación directa de las asignaciones 

estructurales propuestas. Las inferencias estructurales se basaron en análisis de 

homología y superposición con estructuras previamente elucidada, lo que, si bien 

aporta valor, no reemplaza la evidencia directa derivada de métodos de alta 

resolución. 

 

Asimismo, la evaluación de la actividad lítica se realizó frente a un número limitado 

de cepas bacterianas, lo que restringe el entendimiento completo del espectro de 

hospederos y podría subestimar la amplitud o especificidad de estos fagos frente a 

otros serovares clínicamente relevantes. En el mismo sentido, no se realizaron 

pruebas de co-evolución ni de resistencia bacteriana emergente, lo cual hubiera 

permitido explorar el potencial de adaptación de los hospederos frente a la presión 

ejercida por los fagos. 

 

Otra limitación relevante radica en que, aunque se emplearon herramientas 

bioinformáticas de amplio uso para la detección de genes de resistencia, virulencia 

y anti-CRISPR, es posible que algunos genes funcionales hayan pasado 

inadvertidos debido a la novedad o baja representación en las bases de datos de 

referencia. Esto puede afectar la interpretación completa del potencial 
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biotecnológico y de seguridad de los fagos analizados. 

 

Finalmente, las condiciones experimentales de estabilidad frente a pH y 

temperatura se realizaron en sistemas controlados de laboratorio, los cuales no 

simulan completamente los escenarios complejos y variables a los que podrían 

enfrentarse los fagos en aplicaciones reales, como entornos gastrointestinales, 

matrices alimentarias o sistemas ambientales. Esta limitación subraya la necesidad 

de validar estos hallazgos en condiciones más representativas y funcionales, que 

incluyan ensayos in vivo o modelos más complejos de interacción fago-hospedero. 
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X. Conclusiones 

 

 FEX1 presentó un índice de multiplicidad de infección (MOI) óptimo de 

0.01, mientras que FEX2 mostró un MOI más bajo (0.001), indicando que 

FEX2 requiere una menor cantidad de partículas virales para alcanzar 

niveles óptimos de propagación. 

 La curva de un solo paso mostró que FEX2 tiene un mayor tamaño de 

explosión (196 fagos por bacteria) en comparación con FEX1 (109 fagos 

por bacteria), lo que sugiere una estrategia replicativa más eficiente. 

 Ambos fagos son estables en rangos de pH entre 4 y 7, pero FEX2 mostró 

una tolerancia ligeramente mayor a pH extremos. 

 La estabilidad térmica de los fagos evidenció que FEX1 mantiene su 

viabilidad a temperaturas elevadas con mayor eficiencia que FEX2, lo que 

podría estar relacionado con la compactación de su ADN y la composición 

de su cápside viral. 

 FEX1 y FEX2 son bacteriófagos pertenecientes a los géneros Tequintavirus 

y Felixounavirus, respectivamente. Ambos fagos muestran diferencias 

genómicas y estructurales significativas que justifican su clasificación como 

nuevas especies: Tequintavirus laureano para FEX1 y Felixounavirus 

revilla para FEX2. 

 Ambos fagos carecen de genes asociados con resistencia a antibióticos y 

factores de virulencia, posicionándolos como candidatos seguros para 

aplicaciones terapéuticas, especialmente en el contexto de infecciones 

bacterianas multirresistentes. 

 FEX1 codifica genes metabólicos auxiliares como dUTP 
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nucleotidohidrolasa y timidilato sintasa, lo que sugiere una posible 

estrategia para aumentar la producción de nucleótidos de timidina en su 

hospedero. 

 FEX2 presenta genes adicionales como la pirofosfatasa MazG-like, 

asociada con la inhibición de la infección abortiva (Abi), y una 

glutaredoxina que podría jugar un rol clave en la modulación metabólica del 

hospedero, y una gran cantidad de ARNt, que pueden estar ejerciendo un rol 

defensivo en el proceso de infección. 

 FEX1 presentó una morfología de tipo Siphoviridae, mientras que FEX2 

presentó una morfología de tipo Myoviridae en las imágenes obtenidas por 

TEM. 

 La caracterización estructural basada en modelos de homología con fagos 

previamente estudiados por Cryo-EM permitió realizar inferencias sobre la 

arquitectura de FEX1 y FEX2. 
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XII. Anexos 

 

Anexo N°1. Spot-test de los fagos FEX1 y FEX2 contra las cepas: Salmonella 

typhimurium, Salmonella typhi, Salmonella enteritidis y Salmonella infantis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

Anexo N°2. Mapa genómico del fago FEX1, denominado como Tequintavirus 

laureano 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 
 

Anexo N°3. Mapa genómico del fago FEX2, denominado Felixounavirus revilla. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 
 

Anexo N°4. Imagen de TEM del fago FEX1 a una extremadamente alta 

concentración (2.86 x 1019 PFU/mL). 

 

 

 

 

 


