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“Sorprendernos por algo es el primer paso de la mente hacía el descubrimiento.” 

Louis Pasteur (1822-1895), químico y microbiólogo francés.
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1.1. Familia Enterobacteriaceae 

Las Enterobacterias son una familia de bacterias Gram negativas que comprende 

más de 40 géneros y 100 especies (Brenner y Falkow, 1971). Pueden tener morfología 

de bacilos, cocos o ser pleomórficas y son fáciles de cultivar, sin grandes exigencias 

nutricionales. Son anaeróbicas facultativas, ya que son capaces de fermentar 

carbohidratos (especialmente glucosa y lactosa) en condiciones anaeróbicas y oxidar una 

amplia gama de substratos en condiciones aeróbicas. También pueden reducir el nitrato a 

nitrito. Son quimioheterótrofas, necesitando para su crecimiento carbono y nitrógeno, 

aunque en algunos casos también vitaminas y aminoácidos. No forman esporas y 

muchos géneros tienen uno o más flagelos que utilizan para desplazarse. Son catalasa 

positivas pero oxidasa negativas, puesto que carecen de la enzima citocromo oxidasa 

(excepto el género Plesiomonas).  

Entre los principales géneros se encuentran: Citrobacter, Enterobacter, 

Salmonella, Escherichia, Shigella, Klebsiella, Erwinia, Proteus o Yersinia (Brenner et al., 

2005). Los serotipos dentro de una misma especie se clasifican en función de los 

antígenos celulares: el antígeno O del lipopolisacárido (LPS), el antígeno H o flagelar y el 

antígeno K o capsular (Stenutz et al., 2006). Algunos aislamientos se clasifican como 

ONT, clasificación provisional para cepas con grupos de antígeno O no estandarizados 

(Gyles, 2007). 

Las enterobacterias son, en general, microorganismos que suelen hallarse en el 

tracto digestivo de los vertebrados, ya sea de forma natural, o bien durante un proceso de 

infección. De aquí su nombre, que procede del griego “entéron”, que significa intestino. 

Allí contribuyen a la degradación del alimento y la producción de gas debido a la 

fermentación. También pueden encontrarse formando parte de la flora de la cavidad 

bucal, las fosas nasales o el tracto genital femenino. Su temperatura óptima de 

crecimiento es entre 22ºC y 37ºC. No obstante, algunas especies también pueden 

hallarse en el suelo, en plantas, o en animales acuáticos. Además de bacterias 

pertenecientes a la flora habitual del intestino, la familia Enterobacteriaceae incluye 

diversos patógenos que causan infecciones intestinales para el ser humano (Center for 

Disease and Control: www.cdc.gov). 

 

http://es.wikipedia.org/wiki/Bacteria
http://es.wikipedia.org/wiki/Bacteria_Gram_negativa
http://es.wikipedia.org/wiki/G%C3%A9nero_%28biolog%C3%ADa%29
http://es.wikipedia.org/wiki/Bacilo
http://es.wikipedia.org/wiki/Coco
http://es.wikipedia.org/wiki/Anaer%C3%B3bico
http://es.wikipedia.org/wiki/Carbohidratos
http://es.wikipedia.org/wiki/Espora
http://es.wikipedia.org/wiki/Flagelo
http://es.wikipedia.org/wiki/Catalasa
http://www.cdc.gov/
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1.2. Escherichia coli 

Escherichia coli es un cocobacilo gram negativo perteneciente a la familia de las 

Enterobacterias. Es una bacteria anaeróbica facultativa, puesto que es capaz de 

metabolizar la glucosa y la lactosa mediante fermentación ácido-mixta, y puede oxidar 

una gran variedad de sustratos en condiciones aeróbicas. También se caracteriza por 

otras propiedades metabólicas como la capacidad de reducción de nitratos para obtener 

nitritos o la ausencia de citocromo C en su cadena respiratoria (Brenner et al., 2005). 

Además, es quimioheterótrofa, catalasa positivo y no forma esporas. 

E. coli se ha asociado siempre a la flora bacteriana comensal de la mayoría de 

animales de sangre caliente, representando cerca del 80% de la flora aeróbica intestinal, 

aunque también encontramos una presencia significativa de los géneros Klebsiella y 

Proteus. E. coli se encuentra colonizando la mucosa del colon de forma natural (desde el 

ciego hasta el recto), donde desarrolla funciones fisiológicas beneficiosas para su 

huésped, como el procesamiento de residuos alimentarios o la síntesis de factores 

nutricionales esenciales. Los individuos sanos suelen excretar diariamente una 

concentración de 108-109 unidades formadoras de colonias de E. coli por gramo de heces 

(ufc/g de heces), corroborando así su papel como una de las principales bacterias 

anaeróbicas facultativas intestinales. 

E. coli se ha convertido también en un organismo modelo para estudiar la 

evolución del genoma bacteriano debido a la gran diversidad que existe en esta especie, 

ya que representa un buen ejemplo de los diferentes procesos y cambios genéticos que 

pueden ir sucediéndose en la evolución de un genoma. Además, la rápida tasa de 

crecimiento y el hecho de tener necesidades nutricionales simples permiten el fácil cultivo 

y manipulación en el laboratorio. Por estas razones, en los últimos años se ha convertido 

en una de las formas de vida procariota más estudiadas. 

1.3. Escherichia coli patogénicas 

E. coli es una bacteria generalmente no patógena que coloniza el intestino de 

humanos y animales, contribuyendo a la regulación metabólica y al control del equilibrio 

entre las diferentes especies bacterianas presentes. Pero en ocasiones puede ser un 

importante patógeno (Nataro y Kaper, 1998), ya sea una cepa comensal o exógena, y 

causar severas patologías intestinales y extraintestinales (meningitis, septicemia, 

neumonía, diarreas, infecciones urinarias etc.), mediante la expresión de diferentes 
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factores de virulencia que afectan a un amplio espectro de procesos celulares. De esta 

manera, E. coli representa una importante causa de mortalidad en todo el mundo, 

especialmente en países subdesarrollados, afectando principalmente a niños y lactantes 

(Bern, 2004).  

Se han descrito diferentes grupos de E. coli patógenas, que se pueden clasificar 

de la siguiente manera:  

1. Infecciones generadas por E. coli endógenas o IPEC (de la propia flora intestinal), 

que actúan como oportunistas en casos de septicemia, sobreinfecciones, 

immunodepresión, malnutrición, uso de antibióticos, etc (Wain et al., 2001): 

a) E. coli uropatógenas o UPEC: causan infección en el tracto urinario. 

b) E. coli causantes de sepsis y meningitis neonatal o NMEC. 

2. Infecciones causadas por E. coli exógenas (ExPEC) que por ingestión entran al 

organismo, entre las que distinguimos 6 subgrupos: 

a) EPEC: Las E. coli enteropatógenas producen enteritis de diversos grados, 

consecuencia de las lesiones A/E (“attaching and effacing”) que se caracterizan 

por la degeneración de las microvellosidades del intestino. La bacteria, tras la 

unión inicial al enterocito, activa determinadas vías de señalización que provocan 

una acumulación de actina en la región apical de la célula intestinal formando una 

estructura de pedestal, que permite la unión íntima de la bacteria al enterocito. 

Esto provoca una respuesta inflamatoria y cambios en la permeabilidad de la 

célula intestinal, causando la secreción de electrolitos y la reorganización del 

citoesqueleto, cambios fisiológicos responsables de la diarrea acuosa (Celli et al., 

2000) característica de esta infección. 

Las EPEC suelen causar diarrea infantil, afectando a niños menores de dos años, 

siendo una de las principales causas de mortalidad por enteritis en niños de 

países en vías de desarrollo (Nataro et al., 1998). Forman parte de este grupo 

algunas cepas de los serotipos O55 y O26 (Levine et al., 1987; Margall et al., 

1997).  

b) EIEC: La E. coli enteroinvasiva causa diarrea acuosa, con mucosidad y 

sanguinolenta, o colitis inflamatoria, y afecta tanto a niños como a adultos, siendo 

endémica de países en desarrollo. Se trata de un patógeno intracelular obligado. 
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Se caracteriza por un mecanismo invasor idéntico al de Shigella spp: se produce 

la entrada de la bacteria a la célula epitelial por endocitosis tras la adhesión, y la 

multiplicación bacteriana en el citoplasma del enterocito, invadiendo 

posteriormente las células adyacentes y causando una forma de disentería bacilar 

(Fig.1). Pero, a diferencia de Shigella, EIEC no produce la toxina Shiga (Stx). 

Tanto EIEC como Shigella son lactosa y descarboxilasa negativas, no móviles.  

 

Figura 1. Mecanismo de acción de EIEC (http://microbiologia2012-

13.blogspot.com.es/2013/03/tropismo-de-las-bacterias-para-un.html). 

Algunas cepas de los serotipos O29, O124 y O136 (Levine et al., 1987; Margall et 

al., 1997) se encuentran dentro de este grupo. 

c) ETEC: Son las E. coli enterotoxigénicas. Producen enteritis y diarrea, sobretodo 

en niños (siendo los lactantes un grupo de riesgo), mediante un mecanismo de 

producción y liberación de toxinas. Las ETEC colonizan la mucosa del intestino 

delgado (Fig.3) mediante fímbrias o pilis, y luego sintetizan y liberan dos tipos de 

toxinas: la toxina termolábil (LT) y la toxina termoestable (ST). Éstas aumentan el 

nivel intracelular de AMPc y GMPc, provocando la salida de agua e iones de la 

célula (Fig.2), causando diarrea acuosa (Sears et al., 1996). Los genes de estas 

toxinas se localizan generalmente en un plásmido.  

http://microbiologia2012-13.blogspot.com.es/2013/03/tropismo-de-las-bacterias-para-un.html
http://microbiologia2012-13.blogspot.com.es/2013/03/tropismo-de-las-bacterias-para-un.html
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Figura 2. Mecanismo de acción de ETEC 

(http://www.medicinanet.com.br/conteudos/acp-medicine). 

Pertenecen a este grupo algunas cepas de los serotipos O6, O8 y O15 (Levine et 

al., 1987; Margall et al., 1997). 

d) EAEC: Las E. coli enteroagregativas son la principal causa de diarrea mucosa 

infantil persistente producida por E. coli, y una de las causas más comunes de la 

llamada diarrea del viajero. Se caracterizan por la autoaglutinación o formación de 

agregados de las bacterias en la superficie del enterocito, que permiten una mejor 

colonización, y los serotipos predominantes son O3:H2 y O44:H8, entre otros. 

La adhesión al enterocito tiene lugar por su polo apical y se lleva a cabo mediante 

determinadas fímbrias o adhesinas flexibles bacterianas. Han sido descritas, por 

http://www.medicinanet.com.br/conteudos/acp-medicine/4663/infeccoes_causadas_por_escherichia_coli_e_outros_bacilos_entericos_gram_negativos_%E2%80%93_michael_s_donne.htm
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ejemplo, la AFF/I (Nataro et al., 1992) o la AFF/II (Czeczulin et al., 1997), aunque 

no todas las EagEC presentan estas fímbrias. También se sabe que estas cepas 

son capaces de estimular en la mucosa intestinal la producción y secreción de 

moco, que permite la aglutinación de las bacterias en el epitelio, cosa que 

explicaría la gran capacidad de este grupo para colonizar de forma persistente el 

intestino. Los genes que participan en la agregación se encuentran localizados en  

la família de plásmidos pAA (Harrington et al., 2006; Croxen y Finlay, 2010). 

EAgEC es también productora de toxinas (Levine et al., 1987; Knutton et al., 

1992), que también contribuyen a su patogenicidad. 

e) EHEC: Las E. coli enterohemorrágicas (Levine et al., 1987) suelen causar diarreas 

o colitis hemorrágicas (CH), que pueden dar complicaciones graves como el 

síndrome urémico hemolítico (SUH) o la púrpura trombótica trombocitopénica 

(PTT). El serotipo mejor estudiado es el O157:H7.  

El principal mecanismo de patogenicidad causante de las complicaciones graves 

de las EHEC es la toxina Shiga o Stx, codificada en un bacteriófago. Otros 

factores de virulencia de este grupo son la intimina (codificada por el gen eae, que 

participa en el fenómeno A/E) y el plásmido pO157, que codifica para la 

enterohemolisina (Schmidt et al., 1995).  

Actualmente, hay al menos dos criterios de clasificación de las EHEC. El primero, 

en función de la presencia o ausencia de los diferentes factores de patogenicidad. 

El segundo es en función del serotipo, dónde se distinguen dos grupos: el de las 

cepas O157:H7, uno de los serotipos más estudiados y virulentos cuyo reservorio 

principal es el tracto intestinal del ganado bovino (World Health Organization, 

1998), y el de las cepas no-O157:H7, que a diferencia de las anteriores, pueden 

fermentar el sorbitol, y comprenden el resto de serotipos existentes (más de 200 

descritos). 

f) Finalmente existiría una sexta categoría, la formada por las DAEC o E. coli de 

adhesión difusa (Nataro y Kaper, 1998). Se han aislado cepas de este grupo tanto 

en personas sanas como en personas con diarrea acuosa, sin sangre ni 

leucocitos, siendo mayoritario en niños de entre 4-5 años.  

Se sabe poco sobre su mecanismo de acción, aunque se consiguió identificar una 

fímbria de superfície, llamada F1845, involucrada en la adhesión (Bilge et al., 



1.Introducción 

25 

1989) y codificada en el cromosoma o en un plásmido. Parece que estas cepas 

tienen la capacidad de inducir estructuras protuberantes, que protegen a las 

bacterias, pero no forman agregados y de ahí su característica de adhesión 

difusa. Los serotipos predominantes de este grupo son O15, O75 y O126. 

Otras clasificaciones de E. coli se basan en las propiedades filogenéticas o en el 

origen de aislamiento. También en función del huésped donde se localizan o simplemente 

por poseer un factor específico de virulencia (como E. coli productoras de Stx). 

De esta manera, se propuso la creación de un nuevo orden en la clasificación que 

comprendería las cepas de E. coli productoras de verotoxina (Vtx) o toxina Shiga (Stx) 

(VTEC o STEC) (O’Brien y Kaper, 1998), un importante patógeno emergente, causante 

de numerosos brotes a nivel mundial. Formarían parte de este grupo principalmente los 

serotipos O157:H7 (EHEC) y cepas pertenecientes a O26:H11, O103:H2, O111:H8, 

O145:H8, O18, O128 y O138 que también producen Stx (Acheson et al., 1998; Allison, 

2007; Mora et al., 2007). También se han incluído cepas productoras de Stx de serotipos 

pertenecientes a las EPEC y recientemente el serotipo O104:H4 causante del brote en 

Alemania en mayo del 2011 (Muniesa et al., 2012). 

 

Figura 3. Órganos y zonas afectadas por los diferentes grupos de E. coli patogénicas  

(Croxen y Finlay, 2010). 
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1.4. Escherichia coli productoras de toxina Shiga o STEC 

La Stx fue descrita por primera vez en 1898 por Kiyoshi Shiga en un paciente con 

diarrea infectado con Bacillus dysenteriae (Trofa et al., 1999). Más tarde, en 1977, 

Konowalchuk y colaboradores observaron que algunos aislamientos de E. coli producían 

una toxina con efecto citopático en la línea celular Vero (Konowalchuk et al., 1977). De 

aquí apareció el término “E. coli Verotoxigénica o productora de toxina Vero” o VTEC. A 

principios de los años ’80, se aisló esta toxina y se vio que poseía muchas de las 

características y propiedades de la Stx producida por Shigella dysenteriae de tipo I 

(O’Brien et al., 1982), descubierta por Kiyoshi Shiga. Entonces apareció el término “E. coli 

productora de Stx” o STEC y desde entonces VTEC y STEC han sido utilizados de forma 

indistinta para designar a cepas que contienen los genes stx (Kaper et al., 2004).  

Además de en cepas de E. coli y de Shigella dysenteriae de tipo I, se han 

encontrado secuencias iguales o similares de stx en algunas cepas de Shigella (O'Brian 

et al., 1977; Bartlett et al., 1986), Aeromonas spp. (Haque et al., 1996), en Enterobacter 

cloacae (Paton y Paton, 1996), o Citrobacter freundii (Schmidt et al., 1993), así como 

también en Campylobacter spp. (Moore et al., 1988). 

Actualmente se han descrito más de 400 serotipos de E. coli con los genes stx, 

siendo los serotipos de EHEC, especialmente las cepas O157:H7 (cuya dosis infecciosa 

se estima en menos de 100 microorganismos) (Tilden et al., 1996; Paton y Paton, 1998), 

los más patogénicos. Además de la Stx, las STEC pueden contener otros factores de 

virulencia que, junto con la falta de un tratamiento efectivo, facilitan la aparición de 

complicaciones potencialmente mortales como es el síndrome urémico hemolítico.  

De esta manera, STEC puede causar un amplio espectro de enfermedades en 

humanos, aunque hasta el momento menos de 10 serotipos son los principales 

responsables de la mayoría de estas enfermedades. Los síntomas van desde dolores 

abdominales y diarrea, que puede progresar a colitis hemorrágica (CH) (Riley et al., 1983; 

O’Brien et al., 1984), hasta complicaciones más severas y potencialmente mortales, 

especialmente en niños y ancianos, como el síndrome urémico hemolítico (SUH) (Paton y 

Paton, 1998; Caprioli et al., 2005) o su variante llamada púrpura trombótica 

trombocitopénica (PTT). 

Los síntomas de SUH son: insuficiencia renal aguda y destrucción de los 

glomérulos, anemia hemolítica y trombocitopenia. Está causada por la actividad de la Stx, 

y se desarrolla en un 15% de los pacientes menores de 10 años. La variante PTT se 
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diferencia de la anterior en la aparición de complicaciones neurológicas y fiebre (Paton y 

Paton, 1998). 

El serotipo de E. coli O157:H7 es el principal causante de infecciones en 

humanos, aunque otros serotipos, como O26:H11/H-, O103:H2, O111: H-, y O145:H28/H- 

se han asociado con epidemias de EHEC. De esta manera, los serogrupos O157:H7, 

O26, O103, O145 y O111 son conocidos como los “Top five”  (Beutin 2006) o las cinco 

cepas patógenas más virulentas de STEC asociadas a brotes alimentarios a nivel 

mundial, según la EFSA (“European Food Safety Association”). Este último año ha 

aparecido el término “Top Six”, al incorporarse la cepa O104:H4 causante del brote 

originado en Alemania como nuevo patógeno emergente en este grupo. En los EEUU, los 

serotipos O26, O45, O103, O111, O121, O145 y recientemente el O104 se consideran los 

más patógenos entre los no-O157, además del O157:H7 (http://www.fsis.usda.gov).  

El 8 de Mayo de 2011 se inició el mayor brote alimentario de STEC jamás descrito 

en Alemania, que también se extendió a Francia (King et al., 2012) y que se declaró 

finalizado el 4 de Julio con un total de 3842 casos, con 855 casos de SUH y más de 50 

muertes. Parece ser que la epidemia fue causada por el consumo de brotes de soja de 

fenogreco contaminados (Laing et al., 2012), aunque también se detectó transmisión 

fecal-oral. El organismo causante fue una nueva cepa de O104:H4 muy virulenta, 

perteneciente al grupo de las EAEC, que tenía una combinación inusual de genes de 

virulencia de STEC (stx2, LPF o fímbria larga polar, resistencia a telurito y sistema de 

secuestro de hierro) y EAEC (AAF/I, el regulador transcripcional AggR, la dispersina Aap, 

la proteína Pic y la enterotoxina Set1 de Shigella) (Bielaszewska et al., 2011) (Fig.4), 

estos últimos codificados mayoritariamente en el plásmido pAA. De esta manera, 

apareció una combinación inusual de dos elementos genéticos móviles, un plásmido y un 

fago Stx, contribuyendo a la patogenicidad de la cepa.  
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Figura 4. Factores de patogenicidad de la cepa emergente O104:H4 (Karch et al., 2012). 

Así, esta cepa O104:H4 poseía las características específicas de una E. coli 

enteroagregativa pero, además, había adquirido la habilidad de producir la variante 2a de 

la toxina Stx (Bielaszewska et al., 2011), lo que la hacía especialmente virulenta (Fig.5). 

Se ha visto que el fago Stx adquirido por esta cepa está estrechamente relacionado con 

otro fago Stx de una cepa E. coli O111 (Laing et al., 2012), lo que sugiere que éste fue 

inducido y liberado de otra cepa STEC y que, tras un período indeterminado de tiempo, 

lisogenizó a la cepa de Alemania (Muniesa et al., 2012). Aunque el origen del fago Stx de 

esta O104:H4 es desconocido, estudios recientes indican que es muy similar a fagos Stx 

encontrados en cepas STEC aisladas del ganado en Alemania (Beutin et al., 2013). Pero 

no se pueden dejar de investigar otras posibles fuentes del fago Stx que puedan explicar 

mejor el origen y la epidemiología de esta cepa.  



1.Introducción 

29 

 

Figura 5. Origen de la cepa O104:H4 patógena (Brzuszkiewicz et al., 2011). 

1.5. Transmisión 

La transmisión de EHEC y de otras cepas patógenas de E. coli se debe 

principalmente al consumo de alimentos y aguas contaminadas, transmisión de animales 

a personas y de persona a persona (Fig.6). El ganado bovino es uno de los mayores 

reservorios de E. coli O157:H7 y de otras cepas STEC de diferentes serotipos, y una de 

las principales causas de infecciones en humanos (Caprioli et al., 2005), aunque también 

se han aislado en otros animales como cabras, ovejas y, con menos frecuencia, en 

cerdos y pollos (World Health Organization, 1998). Además, los animales domésticos 

pueden ser portadores asintomáticos de STEC.  

De esta manera, STEC puede entrar en la cadena alimentaria a partir de 

diferentes orígenes animales, ya sea a través de carne cruda o insuficientemente 

cocinada o de leche sin pasteurizar (Gyles, 2007). En ocasiones, los alimentos se 

contaminan durante la cadena de procesamiento o producción, debido a la falta de 

higiene de los trabajadores o del equipo (por ejemplo, E. coli O157:H7 puede sobrevivir 

durante ciertos períodos del tiempo en el acero inoxidable y el plástico). Los alimentos 

son, pues, el modo principal de transmisión a seres humanos (Mead et al., 1999). Otros 

alimentos implicados en los brotes causados por STEC son las frutas y los vegetales 

como lechuga, col, espinacas, rábanos, pepinos o brotes vegetales, así como mayonesa, 

yogur y zumos sin pasteurizar, productos ácidos que pueden ser colonizados por 

O157:H7, que puede sobrevivir unos días a pHs de hasta 3 o 4 (Erickson y Doyle, 2007). 

En el caso de vegetales, la contaminación parece provenir de contaminación fecal del 

agua usada para el riego, de la tierra o el abono usado para fertilizar las plantas o del 
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medio ambiente donde crecen los vegetales. Tampoco se puede descartar que se 

produzca contaminación por STEC durante su procesamiento o distribución. 

Otra vía de transmisión de STEC es el agua, ya sea por ingestión de agua 

contaminada (posiblemente contaminada con heces de animales o humanos y no 

sometida a un correcto proceso de desinfección) (Meng y Doyle, 1998), o por el uso de 

aguas recreacionales o agua de riego contaminada en campos de cultivo. La transmisión 

también puede ser de persona a persona, sobretodo en hospitales y guarderías, o debida 

a los manipuladores de alimentos (Tarr, 1995), así como directamente de animales a 

personas en visitas a granjas o zoológicos (Rangel et al., 2005). 

 

Figura 6. Vías de transmisión E. coli patogénicas (http://gabrielescritoriobiologico.blogspot) 

1.6. Factores de virulencia de STEC 

Las cepas de STEC presentan una amplia batería de factores de virulencia. Las 

funciones precisas de algunos de dichos factores no se conocen en su totalidad, aunque 

estudios epidemiológicos sugieren que la asociación entre los factores de virulencia 

puede incrementar la capacidad de algunos serotipos de causar enfermedades en 

humanos (Boerlin et al., 1999). El ejemplo más claro es la producción de una o más 

http://gabrielescritoriobiologico.blogspot.com.es/2013_12_01_archive.html
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toxinas Shiga (Stx), consideradas como el mayor factor de patogenicidad de STEC y 

responsables de múltiples daños en las células eucariotas, que se explicarán a 

continuación.  

1.6.1. La toxina Shiga o Stx 

 La Stx constituye el principal factor de virulencia de las cepas STEC. Es una 

holotoxina de tipo AB5, formada por una subunidad A de 32 kDa, que constituye el centro 

catalítico, y cinco subunidades B de 7,7 kDa cada una (Fig.7), que se encargan de la 

unión a los receptores de superficie en la célula eucariota y del posterior transporte de la 

subunidad A al citoplasma de la célula (Fraser et al., 2004). 

 

Figura 7. Estructura tridimensional de la Stx (Schmidt et al., 1999). 

 De esta manera, Stx entra en el tracto intestinal a través de las células 

intestinales, dónde actúa sobre los glóbulos blancos de la submucosa, provocando una 

reacción inflamatoria y un incremento de la expresión del receptor. Por otro lado, Stx 

también se une a receptores endoteliales de membrana e internaliza la subunidad A 

usando la maquinaria de señalización y la cascada enzimática de la célula huésped 

(O’Loughlin y Robins-Browne, 2001). La subunidad activa A es endocitada y 

posteriormente desplazada al endosoma, y después al retículo endoplasmático. 

Finalmente llega al citosol, dónde actúa con su función N-glicosidasa, que altera la 

función de los ribosomas de la célula huésped, inhibiendo así la síntesis de proteínas 

(Johannes y Römer, 2010) (Fig.8). 

Subunidad A 

Subunidades B 
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Figura 8. Mecanismo de acción de la Stx (http://www.medicinanet.com.br/conteudos/acp-

medicine.htm). 

 Por tanto, podemos decir que la toxina Stx afecta a la célula eucariota inhibiendo 

la síntesis de proteínas, creando una reacción inflamatoria y activando una cascada de 

señalización que conducirá a la muerte celular. La toxina Stx también puede ser 

transportada por sangre al riñón. En el riñón, la actividad de la toxina, mediante los 

mismos procesos celulares, causa la insuficiencia renal aguda y la destrucción 

glomerular, así como la anemia y la trombocitopenia típicas del síndrome urémico 

hemolítico, que hacen que las cepas STEC sean potencialmente mortales para el ser 

humano (Paton y Paton, 1998). 

Se distinguen dos tipos principales de Stx, la Stx1 y la Stx2. La Stx1 es 

prácticamente idéntica a la toxina de Shigella dysenteriae de tipo I y hasta la fecha 

existen 3 subtipos (Stx1a, Stx1c y Stx1d), muy similares entre sí. La Stx2 comparte el 

56% de homología con la secuencia de Stx1 (Strockbine et al., 1986) y actualmente se 

http://www.medicinanet.com.br/conteudos/acp-medicine.htm
http://www.medicinanet.com.br/conteudos/acp-medicine.htm
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conocen 7 subtipos (Stx2a, Stx2b, Stx2c, Stx2d, Stx2e, Stx2f y Stx2g) (Scheutz et al., 

2012), que comparten entre 84-99% de homología, siendo un grupo bastante más 

heterogéneo que Stx1. Los subtipos de Stx2 se distinguen entre sí, además de por la 

secuencia aminoacídica, por la reactividad immunológica, la actividad biológica y el 

receptor al que se unen. Dentro de cada subtipo, se distinguen además variantes, que 

difieren en uno o más aminoácidos del prototipo. El receptor principal de Stx1 y de Stx2 

es el glicoesfingolípido Gb3 (globotriaosilceramida), excepto el subtipo Stx2e, que se une 

al Gb4 (globotetraosilceramida). La unión a diferentes receptores hacen que la toxina 

pueda unirse a diferentes tipos celulares, causando el efecto citotóxico (Johannes y 

Römer, 2010). 

Generalmente, Stx2 está más asociada a enfermedades graves en humanos que 

Stx1 (Boerlin et al., 1999). Las diferencias estructurales consistentes en el hecho de que 

la subunidad A en Stx2 sea más accesible que en Stx1 podría dar lugar a diferentes 

mecanismos de acción en las dos clases de Stx, explicando así las diferencias en la 

patogenicidad de las toxinas (Fraser et al., 2004).  

Por último, decir que los genes de las toxinas Stx están codificados en el genoma 

de bacterófagos de tipo lamboide, denominados fagos Stx, tal como explicaremos más 

adelante. 

1.6.2. Otros factores de patogenicidad  

Otros genes, mayoritariamente codificados en elementos genéticos móviles como 

plásmidos, profagos o islas de patogenicidad, también se han relacionado con la 

virulencia de STEC (Fig.10). Algunos de ellos son: 

 LEE: la intimina, codificada por el gen eae, es una proteína de membrana externa 

(OMP) que permite la adhesión del patógeno a la célula intestinal, con la consiguiente 

eliminación de las microvellosidades y la invasión de la bacteria. Se han descrito hasta 

21 variantes de esta proteína (Jores et al., 2003; Blanco et al., 2006; Mora et al., 

2007). 

Este gen se localiza en una isla de patogenicidad llamada LEE (“locus of enterocyte 

effacement”) (McDaniel et al., 1995), junto con otros factores de virulencia asociados a 

la adhesión y la invasión de los enterocitos.  
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De esta manera, LEE comprende todo un grupo de genes necesarios para la inducción 

de una lesión histopatológica característica de las infecciones causadas por EHEC y 

EPEC, conocida como adhesión y borrado de los enterocitos o “attaching and effacing” 

(A/E). Consiste en la capacidad del patógeno para colonizar la célula epitelial, 

utilizando la maquinaria de la propia célula epitelial (McDaniel et al., 1995; Garmenia et 

al., 2005), y mediante la unión íntima entre la bacteria y la membrana del enterocito 

(gracias a la intimina). A partir de aquí se inician los cambios estructurales en la célula, 

que consisten en la acumulación de la actina polimerizada en el polo apical, la 

formación de un pedestal y la eliminación de las microvellosidades, que provocaran la 

destrucción (o borrado) del epitelio intestinal (Caprioli et al., 2005) (Fig.9). 

 

Figura 9. Moléculas implicadas en la cascada de señalización para la polimerización de la 

actina en EPEC O127 y EHEC O157 en la formación de las lesiones A/E (Garmendia et al., 

2005). 

LEE está organizado en tres módulos, que codifican para diferentes proteínas que 

participarán en este proceso. El primero codifica el sistema de secreción de tipo III 

(SST3), que transporta las moléculas efectoras. El segundo módulo codifica un 

sistema de translocación de proteínas y el tercero es el sistema de adhesión a las 

células epiteliales, formado por la intimina (gen eae) y su receptor Tir (McDaniel et al., 

1995; Elliott et al., 1998). La regulación génica es compleja y depende de diferentes 

factores como la acción de diversos reguladores, el “quorum sensing” o las 

condiciones ambientales (Garmendia et al., 2005).  
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Además, hay otras proteínas efectoras codificadas en otras islas de patogenicidad o 

en fagos atemperados que incrementan la virulencia de la cepa que serán trasladadas 

a la célula huésped mediante el SST3 codificado en LEE. 

 Fímbrias: algunos ejemplos son las ECP o pili común de E. coli (Rendón et al., 2007), 

las HCP o pili de las EHEC (Xicohtencatl-Cortes et al., 2007), las ELF o fímbrias 

unidas a laminina (Samadder et al., 2009), y las SfpA, que son unas fímbrias 

codificadas en un plásmido de cepas atípicas EHEC O157:NM que fermentan sorbitol 

(Brunder et al., 2001), entre otras. 

 Adhesinas: dentro de este grupo encontramos, por ejemplo, la adhesina codificada por 

el gen saa, que se encuentra en un plásmido. Permite la unión al enterocito en cepas 

patógenas que no tienen la intimina para unirse al epitelio intestinal (cepas LEE 

negativas) (Paton et al., 2001; Galli et al., 2009). También podrían participar en este 

proceso de adhesión otras Omp (como la OmpA o proteína A de membrana externa), 

el factor EfaI característico de EHEC, EhaA (proteína autotransportadora característica 

de algunas cepas O157:H7 involucrada en la adhesión y la formación de biofilms) 

(Wells et al., 2008), Sab (producida por una cepa STEC O113:H21 muy virulenta) 

(Herold et al., 2009), el producto del gen A regulado por hierro (Iha) e, incluso, el LPS 

de membrana (Paton y Paton, 1998), entre otros. 

 Toxinas: además de la toxina Shiga, las cepas de STEC pueden codificar la síntesis 

de otras toxinas, como puede ser la enterohemolisina (Ehly), codificada por el gen 

ehxA, localizado en el plásmido pO157. Actúa provocando un sangrado en el lumen, 

característico de la colitis hemorrágica. Otras cepas también pueden producir la 

“Cytolethal distending toxin” o Cdt (de la que se hablará más adelante y en la que 

hemos centrado este trabajo), la citotoxina subtilasa (SubAB) o la toxina 

enteroagregativa termoestable (EAST1). 

 Factores necrotizantes (CNF1, CNF2 y CNF3): las E. coli patógenas que producen 

estos factores de virulencia se denominan NTEC. 

 Proteasas: algunas cepas STEC pueden producir proteasas como la EspP (serin 

proteasa que inhibe el factor de coagulación V, evitando que se detenga la 

hemorragia) o la nleA-H, metaloproteasas y catalasas/peroxidasas (KatP). 
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 Resistencia a pHs ácidos, ureasa, flagelos (que permiten la movilidad), etc. 

 

Figura 10. Resumen de algunos de los mecanismos y factores de patogenicidad más importantes 

de las E. coli patogénicas (Croxen y Finlay, 2010). 

1.7. Elementos genéticos móviles en STEC  

Muchos de los factores de virulencia en E. coli se encuentran codificados en 

elementos genéticos móviles, ya sean plásmidos, bacteriófagos o transposones, entre 

otros. Estos elementos suponen una fuente inagotable de genes o fragmentos de 

diversos orígenes, actuando como vectores en la transmisión horizontal de éstos de unas 

cepas a otras y mediando la adquisición o la pérdida de genes, así como provocando 

diferentes cambios genéticos por inserción, pérdida o translocación. De esta manera, se 

incrementa la posibilidad de aparición de nuevas cepas, ya sean patógenas o no.  

Se distinguen cinco grupos de elementos genéticos móviles, descritos a 

continuación: 

 Plásmidos: son moléculas de ADN extracromosómico generalmente circular y de doble 

cadena, que constituyen un elemento replicativo autónomo (Lederberg, 1998). Su 



1.Introducción 

37 

tamaño es muy variable y están presentes en la mayoría de grupos bacterianos, así 

como en algunas levaduras. Se pueden transferir, generalmente por conjugación 

aunque también por transformación, de unas especies bacterianas a otras y el número 

de copias por célula es muy variable (desde una hasta cientos de copias) (Tomalsky et 

al., 1992).  

En general, codifican genes que confieren ciertas ventajas adaptativas a la bacteria 

huésped. Por ejemplo, pueden contener genes de resistencia a antibióticos (Panhotra 

et al., 1981; Venturini et al., 2013) y a metales pesados (Gómez-Sanz et al., 2013), 

codificar enzimas para la utilización de fuentes inusuales de carbono o para 

requerimientos metabólicos especiales, síntesis de diferentes factores de 

patogenicidad (como ya hemos visto anteriormente: adherencia, toxinas, fímbrias, etc) 

o codificar genes que participan en la replicación o la movilidad.  

Los plásmidos se usan como vectores de clonaje de diferentes genes en técnicas de 

recombinación de ADN gracias a que presentan numerosas ventajas respecto a otros 

vectores: se pueden “fabricar” a medida, pueden ser muy pequeños, no dañan ni 

matan a la célula huésped, y se pueden obtener y purificar fácilmente (Feimbaum, 

1998). Además, suelen contener genes de resistencia a antibióticos, muy útiles a la 

hora de seleccionar los recombinantes (Mongkolsuk et al., 1993). 

 Transposones: son secuencias de ADN que pueden moverse o “saltar” (de ahí su 

nombre de “genes saltarines”) de una parte a otra del genoma o de un genoma a otro 

de manera autónoma y sin recombinación específica de sitio en un proceso 

denominado transposición. Los transposones provocan cambios genéticos y 

mutaciones (Zhang et al., 2011), puesto que al cambiar de posición pueden arrastrar 

genes codificantes del cromosoma de un lugar a otro, o insertarse en medio de un gen 

y hacer que pierda su funcionalidad. 

Según su estructura, los transposones se pueden clasificar en dos grupos: 

transposones simples o elementos de inserción (IS) y transposones compuestos (Tn). 

Los primeros están formados por una región central que codifica la transposasa, 

enzima necesaria para la transposición, y unas secuencias repetidas invertidas (IR) en 

los extremos. Los transposones compuestos están formados por un elemento de 

inserción o IS en cada extremo (que contiene la información para la transposasa) y 

una región central que contiene otros genes, como genes de resistencia a antibióticos 

(Fig.11). 
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Figura 11. Estructura de un transposón simple y de un transposón compuesto (http://elidene-

perez.blogspot.com.es). 

 Integrones: son elementos genéticos dinámicos de entre 800 y 3900 pb, descubiertos 

a principios de la década de los ’80. No son autotransferibles, y por eso se encuentran 

frecuentemente asociados a transposones y plásmidos, o integrados en el cromosoma 

bacteriano. Los integrones se han diseminado ampliamente en la familia de las 

enterobacterias (White et al., 2001) y otros grupos de gram negativos, aunque también 

se han descrito en algunas bacterias gram positivas como Corynebacterium 

glutamicum (Nesvera et al., 1998).  

Los integrones son un sistema formado por tres componentes, necesarios para la 

expresión de genes exógenos: la integrasa, recombinasa específica de sitio, el lugar 

de recombinación sitio-específico (attI), y un promotor (Pant) para la expresión de los 

genes cassette (normalmente de resistencia a antibióticos) que le siguen, situados en 

la región central variable (Sabaté y Prats, 2002). 

Los cassettes son movilizados por la integrasa, que reconoce la secuencia attC (lugar 

de recombinación sitio-específica del cassette), y el lugar receptor attI del integrón, 

permitiendo tanto la integración como la excisión del cassette de forma específica. 

 Islas de patogenicidad: las PAI o islas de patogenicidad también son potenciales 

candidatas para la movilización de genes por transferencia horizontal. Generalmente 

http://elidene-perez.blogspot.com.es/2012/03/tarea-transposones.html
http://elidene-perez.blogspot.com.es/2012/03/tarea-transposones.html
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se encuentran flanqueadas por regiones cortas de repeticiones directas (DR) cuyas 

secuencias se parecen a las regiones att de los fagos o por secuencias IS, y también 

contienen genes de integrasas o transposasas (Hacker et al., 1997), hecho que 

evidencia su potencial papel como elemento móvil.  

Así, destaca el locus LEE de STEC (que codifica los factores de virulencia que 

participan en las lesiones A/E, como se ha indicado anteriormente), puede contener 

intregrasas activas y regiones flanqueantes homólogas a zonas att (Perna et al., 

1998), lo que sugiere que puede ser un elemento móvil, gracias a un proceso de 

recombinación específica (Muniesa et al., 2006). Además, se ha sugerido que la 

presencia de integrasas relacionadas en el cromosoma de E. coli también podrían 

participar en la dinámica y la movilización de las islas de patogenicidad (Muniesa et al., 

2006).  

El hecho de que diversas PAI se encuentren distribuidas en diferentes grupos clonales 

y serotipos, con un contenido G+C similar y tengan características propias de 

elementos móviles, indica que se movilizan por transferencia horizontal, tal y como han 

sugerido varios autores (Muniesa et al., 2006; Konczy et al., 2008; Schmidt, 2010). 

 Bacteriófagos: se trata de virus que infectan exclusivamente a bacterias. Fueron 

descubiertos en 1917 por Félix d’Hérelle, y desde entonces se utiliza el nombre de 

bacteriófago o fago, que proviene de “bacteria” y “phagetón” (ingerir, devorar en 

griego). Igual que el resto de virus, los fagos son parásitos intracelulares obligados que 

utilizan la maquinaria de la célula huésped para replicarse (Van Regenmortel et al., 

2000). Se componen de una cápside proteica que contiene el material genético, que 

puede ser ADNss (ej. Phi X174), ADNds (ej. λ, T4, T7), ARNss (ej. MS2), o ARNds (ej. 

Phi6), circular o lineal, y de tamaño variable (entre 5 y 500 kb). Pueden tener cola, 

contráctil o no, que usan para la inyección del ácido nucleico dentro de la célula, y 

miden entre 20 y 200 nm. 

En la actualidad existen numerosas familias de fagos, que se agrupan en función de 

su morfología, tipo de ácido nucleico, espectro de huésped y otras características 

(Fig.12). 
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En función de su ciclo vital, se distinguen los fagos virulentos, que al entrar en la célula 

huésped inician la multiplicación usando la maquinaria celular y finalmente lisan la 

célula y liberan las partículas fágicas, y los fagos atemperados o atenuados, que 

además de multiplicarse mediante el ciclo lítico, pueden integrarse en el cromosoma 

de la célula huésped (fenómeno denominado lisogenia), entrando en un período 

quiescente o de latencia, en el que se denominan profagos. Sólo los fagos 

atemperados se pueden considerar elementos genéticos móviles. El ciclo vital de los 

fagos se explicará con detalle más adelante. 

Los bacteriófagos son microorganismos ubicuos, ya que han sido encontrados en 

prácticamente todo tipo de poblaciones bacterianas, en muchos ambientes diferentes, 

incluso en condiciones extremas (elevadas y bajas temperaturas, ambientes ácidos, 

medio acuático o desértico, etc). Se estima que en el mar hay aproximadamente 109 

partículas víricas por ml.  

Una de las aplicaciones más importantes de los bacteriófagos es la terapia fágica 

(Carlton, 1999), puesto que por su propia naturaleza el fago es capaz de lisar y 

eliminar las células bacterianas. El primer uso de un bacteriófago como agente 

terapéutico fue en 1917 para tratar la disentería bacteriana. Su uso contra diferentes 

infecciones bacterianas (ya fueran infecciones en la piel, el sistema respiratorio, el 

Figura 12. Familias 

de bacteriófagos 

(Ackermann, 2009). 



1.Introducción 

41 

gastrointestinal, tejidos blandos, etc) se extendió hasta los años 30, pero tras la II 

Guerra Mundial empezaron a utilizarse los antibióticos de amplio espectro, y se perdió 

el interés en las aplicaciones terapéuticas de los fagos.  

Pero la aparición de numerosas cepas resistentes a los antibióticos (se estima que un 

70% de cepas que causan infecciones en los hospitales son resistentes al menos a 

uno de los antibióticos más comunes) ha vuelto a presentar la necesidad de buscar 

alternativas terapéuticas y los fagos aparecen de nuevo como buenos candidatos para 

combatir las infecciones bacterianas. Por todos estos motivos, se han retomado las 

investigaciones en el uso de los bacteriófagos como terapia, y en la actualidad se 

pueden encontrar numerosos estudios basados en fagos (Klem et al., 2013; Lecion et 

al., 2013; Cairns et al., 2009) y en proteínas fágicas (Rodríguez-Rubio et al., 2013a y 

2013b). 

1.8. Bacteriófagos portadores de genes de virulencia 

Recientes secuenciaciones de genomas completos de diversas cepas de E. coli 

indican que una parte importante de su genoma son bacteriófagos y que éstos son un 

importante mecanismo en la evolución y adaptación de E. coli a nuevos huéspedes 

mediante transferencia horizontal de genes de virulencia (Boyd & Brüssow, 2002).  

Freeman fue el primero en demostrar el papel de los fagos en la modificación de 

la virulencia bacteriana. Descubrió que la cepa no toxigénica de Corynebacterium 

diphtheriae, al ser infectada por un bacteriófago, se convertía en una cepa virulenta 

productora de la toxina diftérica por la adquisición de este gen (Freeman, 1951; Tinsley et 

al., 2006). Este proceso de transferencia horizontal de genes mediante fagos se 

denomina transducción, y fue descubierto en 1952 (Zinder y Lederberg, 1952), siendo el 

último de los sistemas de transferencia genética bacteriana en conocerse. La 

transducción se puede definir como la transferencia genética desde una célula donadora 

a otra receptora mediatizado por bacteriófagos que contienen ADN de la donadora.  

Existen dos tipos de transducción, con características diferenciadas, que se 

describen a continuación: 

a) Transducción generalizada: este proceso se produce como consecuencia de 

infecciones por fagos virulentos, donde un fragmento de ADN de la bacteria se 

introduce en una partícula fágica durante la fase de multiplicación, generalmente 

sin acompañarse de ADN del propio fago. Estas partículas se denominan de 
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transducción generalizada, partículas infecciosas o pseudoviriones. Se puede 

introducir aleatoriamente y con la misma frecuencia cualquier fragmento del ADN 

de la cepa donadora, y por eso se dice que es una transducción “generalizada” 

(Thierauf et al., 2009). 

b) Transducción especializada: en este caso, la transducción se produce como 

consecuencia de la inducción y excisión de un profago y la consiguiente entrada 

en el ciclo lítico. La enzima encargada de la excisión puede cortar más allá de los 

límites del profago, de forma que un fragmento de ADN cromosómico de la cepa 

donadora próximo al ADN del fago es encapsidado y transportado a la célula 

receptora (Miller, 2004). Una vez allí, la partícula de transducción se suele 

convertir en lisogénica e integrarse en el cromosoma, adquiriendo así un nuevo 

carácter procedente de la cepa donadora (Fig.13). 

 

Figura 13. Transducción especializada (http://alexamolinavalenzuela.blogspot.com.es). 

 Este es el proceso por el cual los fagos pueden transducir genes de unas cepas a 

otras. La aparición de nuevas cepas patógenas, así como el hecho de que muchas cepas 

bacterianas contengan regiones adyacentes a determinados genes con elevada 

homología a genes de bacteriófagos, corrobora la hipótesis de que muchos genes que 

codifican factores de virulencia se encuentran en el genoma de bacteriófagos y se 

transducen de unas cepas a otras en el medio ambiente por este proceso de 

transferencia horizontal. En los últimos años, se han descrito numerosos fagos que 

contienen en su genoma factores de patogenicidad. 

http://alexamolinavalenzuela.blogspot.com.es/2012/06/913-transduccion.html
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Uno de los más estudiados es el fago Stx. En efecto, los genes de la Stx forman 

parte del genoma de fagos lamboides atemperados (fagos Stx) que se encuentran 

funcionales o crípticos en el cromosoma bacteriano  (Herold et al, 2004). La diseminación 

de los fagos Stx se presenta como el mecanismo más probable de emergencia de nuevos 

serotipos de STEC, tal y como se ha demostrado “in vitro” (Schmidt et al., 1999, James et 

al., 2001) e “in vivo” (Acheson et al., 1998; Tóth et al., 2003).  

Estudios previos enfocados al aislamiento de cepas STEC y fagos Stx (Muniesa 

and Jofre, 1998; Muniesa et al., 2000; Muniesa et al., 2004a, 2004b, García-Aljaro et al., 

2008), demostraron que los fagos Stx se encuentran presentes en elevadas proporciones 

tanto en cepas de origen clínico, animal y en el medio extraintestinal. Además, se ha 

observado que el 5% del genoma secuenciado de O157:H7 está compuesto por profagos 

crípticos o funcionales. Esto apoyaría la hipótesis de que otros caracteres de virulencia 

están codificados en fagos. Sin embargo, hay muy poca información sobre otros 

serotipos, incluidos aquellos serotipos más virulentos en Europa (O157:H7, O26, O103, 

O145 y O111). Además, parece que podría haber una asociación entre el número y la 

combinación de algunos efectores de tipo III, la capacidad de generar SUH, y el potencial 

epidémico (Tobe et al., 2006) y recientemente se ha relacionado a los fagos Stx con la 

expresión del “Locus of Enterocyte Effacement” o LEE (Xu et al., 2012). En los últimos 

años, se han dedicado esfuerzos a estudiar otros fagos que transportan otros caracteres 

de virulencia relacionados con la patogenicidad de E. coli en el medio extraintestinal.  

De esta manera, aunque la Stx juega un papel crucial en la severidad de los 

síntomas y las complicaciones de las patologías generadas por EHEC (Karmali, 1989), 

existen un amplio repertorio de proteínas efectoras secretadas vía el sistema de 

secreción de tipo III (SST3) que también se cree esenciales para la virulencia de EHEC 

(Garmendia et al., 2004).  

El genoma de EHEC también presenta otros loci intercambiables a lo largo de 

todo el cromosoma y situados mayoritariamente dentro del genoma de profagos 

lamboides (Tobe et al., 2006; Loukiadis et al., 2008). Este es el caso de ciertas proteínas 

efectoras de tipo III, como la nleA-H (Creuzburg et al., 2005) o el factor de inhibición del 

ciclo celular (“cell cycle inhibiting factor” o Cif) (Nougayrède et al., 2005; Loukiadis et al., 

2008) que es translocado al interior de la célula vía SST3. 

Además de las Stx, las cepas de E. coli patogénicas pueden producir otras toxinas 

que, según la reciente literatura, también están codificadas, solas o en combinación con 

otros genes, en el extremo 3' de algunos fagos o profagos. Este es el caso de la Cdt, 
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(“cytolethal distending toxin”) (Janka et al., 2003; Bielaszewska et al., 2005;) Asakura et 

al., 2007; Tóth et al., 2009). 

Los fagos que codifican factores de virulencia (ya sean proteínas efectoras de tipo 

III secretadas por el SST3, toxinas, factores de adherencia, etc), suponen un peligro 

potencial tanto en ambientes clínicos como en el medio ambiente, puesto que una vez 

liberados al medio, tienen la capacidad de transducir uno o varios de estos genes de 

patogenicidad a cepas no patógenas, convirtiéndolas en virulentas y provocando la 

aparición de nuevas cepas emergentes con potencial capacidad para generar brotes e 

incluso epidemias a gran escala con elevada mortalidad (Muniesa et al., 2012). Por tanto, 

se necesita más investigación en la inducción de fagos portadores de genes de virulencia 

y de la presencia y la diseminación de éstos en el medio extraintestinal.  

1.9. Infección y replicación de los fagos 

 El inicio de la infección del fago consiste en la inyección del ADN fágico en la 

célula huésped, donde utiliza la maquinaria celular para multiplicarse y finalmente 

provocar la lisis bacteriana y liberar las nuevas partículas fágicas al medio. En este 

proceso, se distinguen varias fases: 

1) Adsorción: el fago se une a receptores específicos en la membrana celular 

mediante las fibras de la cola o por alguna estructura análoga, hasta constituir una 

unión irreversible. Por ejemplo, en el caso de los fagos Stx, se han descrito dos 

receptores celulares: LamB y FadL (Watarai et al., 1998). La unión a determinados 

receptores determinará la especificidad de huésped de los diferentes fagos 

(Hansen et al., 2007). 

2) Penetración: consiste en la inyección del ácido nucleico en el interior de la 

bacteria. A partir de este momento, el fago pasará a denominarse virión. Una vez 

dentro del citoplasma, el genoma fágico generalmente se circulariza por la unión 

de extremos cohesivos, gracias a ligasas presentes en el propio huésped. De esta 

manera, el ADN del fago ya no es lineal y es menos sensible a la digestión por 

endonucleasas de la bacteria (Heskowitz y Hagen, 1980). Además, posee bases 

modificadas que también evitan la degradación por nucleasas bacterianas.  

A partir de aquí divergen los mecanismos según el fago lleve a cabo el ciclo lítico 

o el ciclo lisogénico. En el ciclo lítico (Fig. 14), el virión paralizará la transcripción 
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bacteriana y usará la maquinaria de la célula para la replicación de su ADN y la síntesis 

de todos los componentes proteicos víricos. Así, después de la fase de penetración, 

distinguimos:  

3) Replicación y síntesis de componentes virales: usando los mecanismos y las 

enzimas de la bacteria huésped. 

4) Ensamblaje: todas las proteínas de la cápside se unen e incorporan el nuevo ADN 

fágico sintetizado, creando nuevas partículas fágicas infectivas. 

5) Lisis celular: se sintetizan unas enzimas que degradan la membrana y la pared 

celular de manera que provocarán la lisis bacteriana y la liberación de las 

partículas fágicas. 

En el ciclo lisogénico (Fig. 14), el ADN del fago es inyectado, pero en vez de 

iniciar su replicación, normalmente se integra en el genoma bacteriano por recombinación 

específica de sitio y permanece en forma latente (también denominado estado quiescente 

o de profago), replicándose junto al cromosoma de la célula, aprovechando su 

maquinaria transcripcional. Generalmente, los fagos presentan lugares de integración 

específicos en el cromosoma bacteriano. Se han descrito diversos para los fagos Stx 

(Recktenwald y Schmidt, 2002; Shaikh y Tarr, 2003; Serra-Moreno et al., 2007). También 

se han descrito algunos fagos, como el P1, que en vez de integrarse en el cromosoma 

bacteriano, circularizan y se mantienen en el citoplasma de la célula actuando como 

plásmidos. 

 

Figura 14. Ciclo vital de un bacteriófago 

(http://www.efn.uncor.edu/dep/biologia/int

rbiol/adntema3.htm). 

http://www.efn.uncor.edu/dep/biologia/intrbiol/adntema3.htm
http://www.efn.uncor.edu/dep/biologia/intrbiol/adntema3.htm
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1.9.1. Ciclo lítico vs. ciclo lisogénico en los fagos atemperados 

Los fagos capaces de llevar a cabo ambos ciclos son los fagos atemperados. 

Algunos de los bacteriófagos portadores de genes de patogenicidad, como es el caso de 

los fagos Stx, son fagos atemperados. Los fagos atemperados, una vez integrados en el 

cromosoma de la bacteria huésped, permanecen en ese estado de latencia como 

profagos (replicándose como parte del propio cromosoma con la maquinaria celular, en 

un proceso de transmisión vertical) durante mucho tiempo, hasta que algún estímulo 

externo provoca su excisión y se inicia el ciclo lítico.  

 Así, una vez entran en la célula huésped, los fagos atemperados pueden seguir 

dos vías diferentes de infección: ciclo lítico o ciclo lisogénico. El hecho de escoger entre 

una vía u otra depende de numerosos factores, entre ellos los niveles de determinadas 

proteínas reguladoras codificadas por el fago. Sistemas similares han sido descritos para 

diversos fagos atemperados (Heskowitz y Hagen, 1980; Court et al., 2007).  

 En el caso de los fagos Stx, que son fagos de tipo lamboide, atendiendo a su 

regulación genética, la decisión entre la lisis y la lisogenia tras la infección depende de 

diferentes genes: cI, cII, cIII y cro. cI codifica un represor de la lisis que promueve el ciclo 

lisogénico, mientras que cro codifica una proteína esencial antirrepresora para el 

desarrollo del ciclo lítico (Fig.15).  

La decisión para establecer la lisis o la lisogenia dependerá de los niveles de CII y 

CIII. Una alta concentración de estas proteínas permitirá una mayor producción de CI, el 

bloqueo de la expresión de genes líticos y la expresión de la integrasa para la integración 

en el cromosoma bacteriano (Kobiler et al., 2005), que permitirá el establecimiento de la 

lisogenia. Por el contrario, bajas concentraciones de CI activarán la síntesis del 

antirrepresor Cro (que compite con CI por la unión al promotor pRM) y el fago se inducirá, 

iniciando el ciclo lítico con la expresión de los genes líticos, proceso en el que participan 

las proteínas reguladoras N y Q (Oppenheim et al., 2005; Dodd et al., 2005; Court et al., 

2007; Schubert et al., 2007). 

 

Figura 15. Estructura genética de los fagos lamboides (Court et al., 2007). 
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Los profagos pueden contener genes adicionales que benefician a la bacteria 

huésped, ya sean genes de virulencia, de resistencia a antibióticos, de metabolización de 

determinados compuestos, etc. Al formar parte del genoma bacteriano, pueden ser 

expresados, cambiando las propiedades de la bacteria. Este fenómeno se conoce como 

conversión lisogénica.  

Existen numerosos ejemplos, como el caso de la cepa bacteriana inocua Vibrio 

cholerae, que al incorporar un fago se transforma en la variante virulenta que causa el 

cólera, o la producción de la toxina en Corynebacterium diphteriae. También los fagos Stx 

pueden convertir lisogénicamente a su huésped haciendo que expresen stx (Smith et al., 

1983; O’Brien et al., 1984). En el caso de Salmonella, se ha demostrado que fagos 

lisogénicos llevan genes que pueden modificar el antígeno O, que es reconocido en la 

respuesta immune. Otros ejemplos son los genes no esenciales bor y lom, que confieren 

resistencia al suero e incrementan la supervivencia de la cepa huésped en los 

macrófagos (Brüssow et al., 2004). 

1.9.2. Efectos de la integración de fagos atemperados sobre la cepa huésped 

 La conversión lisogénica, además de la incorporación de nuevos genes, puede 

tener otros efectos en la bacteria huésped: 

 Reorganización cromosómica: los fagos se insertan en el genoma y pueden provocar 

cambios genéticos, con zonas de elevada frecuencia de recombinación (Hendrix, 

2002; Canchaya et al., 2003, 2004). 

 Inactivación de genes: si el fago se integra en medio de un gen, éste dejará de ser 

funcional. 

 Lisis de las cepas competentes: los fagos son capaces de regular las poblaciones 

bacterianas, de manera que una pequeña fracción de la población de lisógenos 

pueden inducir el profago, activar el ciclo lítico y matar a las cepas bacterianas no 

lisógenas que significan competencia (Bossi et al., 2003). 

 Protección ante nuevas infecciones fágicas: si la bacteria es lisogénica, es poco 

probable que sea infectada por otros fagos similares (Dodd et al., 2005) según el 

principio de inmunidad fágica, aunque se han descrito algunas excepciones en el 

caso de los fagos Stx, donde pueden encontrarse dobles y hasta triples lisógenos 

(Allison, 2003; Serra-Moreno et al., 2007, 2008). 
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 “Asimilación” de fragmentos de profagos crípticos: en algunos casos, los profagos 

pueden quedar atrapados en el cromosoma bacteriano y pasan a ser inactivos, 

perdiendo su capacidad para inducirse. Entonces se denominan profagos crípticos 

(Canchaya et al., 2004). Se cree que sólo los genes de estos profagos que 

proporcionen una ventaja a la cepa huésped se conservarán, y se acabarán 

manteniendo, formando parte del cromosoma bacteriano. 

1.9.3. La inducción fágica: de ciclo lisogénico a ciclo lítico 

 En determinadas situaciones, dependiendo de las condiciones intracelulares y del 

estrés ambiental, el profago en estado lisogénico puede activar el ciclo lítico, en un 

proceso llamado inducción. Al activarse el ciclo lítico, en un período corto de tiempo (2-6 

h en E. coli) el ADN fágico replica y aumenta en dos o tres órdenes de magnitud, de 

manera que los genes fágicos son fuertemente expresados y aumenta la síntesis de 

proteinas víricas (Neely y Friedman, 1998; Herold et al., 2004), gracias a promotores que 

estaban reprimidos durante la lisogenia. La inducción tiene especial importancia en el 

caso de fagos portadores de genes de toxinas, puesto que incrementa drásticamente la 

producción de estas toxinas, incrementando la virulencia de la cepa.  

Por tanto, la expresión de genes fágicos y la producción de toxinas está 

fuertemente ligado a la inducción fágica (Kimmitt et al., 2000; Köhler et al., 2000). Se 

pueden distinguir varios tipos de factores de inducción (Muniesa y Schmidt, 2012): 

 Antibióticos: algunos antibióticos usados en terapia humana o en la alimentación 

animal como promotores de crecimiento pueden estimular la inducción de los fagos, 

como por ejemplo, las quinolonas, la ciprofloxacina o el trimethoprim (Kimmitt et al., 

2000; Zhang et al., 2000). La mitomicina C, que daña el ADN por entrecruzamiento 

de cadenas, es comúnmente usado en el laboratorio como inductor de fagos a 

concentraciones subhinibitorias (Mühldorfer et al., 1996; Grif et al., 1998; Muniesa et 

al., 2004a, 2004b). 

 Luz UV, radiación o altas presiones hidrostáticas: son potenciales factores 

activadores del ciclo lítico de los fagos. Y aunque se han propuesto como posibles 

tratamientos para la eliminación de EHEC en industrias alimentarias (Erickson y 

Doyle, 2007) la posible activación del ciclo lítico de fagos Stx podría suponer un 

problema (Yamamoto et al., 2003).  
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 Inductores eucariotas: algunos productos celulares eucariotas como la hormona 

epinefrina (Pacheco y Sperandio, 2009), o el H2O2 (Wagner et al., 2001a) podrían 

tener una función inductora del ciclo lítico. 

 Otros factores: por ejemplo las colicinas (Toshima et al., 2007) o ciertas señales de 

quorum sensing  se ha visto que pueden activar el ciclo lítico. En el caso del quorum 

sensing tendría la función de eliminar a las otras células que compiten por los 

nutrientes del medio. 

Por otro lado, se ha visto que algunos productos metabólicos y algunas cepas 

probióticas pueden inhibir la producción de fagos (Carey et al., 2008; de Sablet et al., 

2009). 

Todos estos factores de inducción actúan activando la respuesta SOS, que tiene 

como última consecuencia la activación del ciclo lítico (Tinsley et al., 2006). Así, estas 

condiciones provocan un daño en el ADN o la inhibición de la replicación bacteriana, de 

manera que se activa este sistema de defensa que promueve la supervivencia bacteriana 

mediante la reparación del ADN (ya sea por recombinación, mutagénesis o la inhibición 

del crecimiento, entre otros). En esta respuesta SOS (Fig.16) tiene un papel fundamental 

la proteína RecA (Little et al., 1999), una enzima catalítica clave en la recombinación 

homóloga, y por eso hablamos de una respuesta RecA-dependiente.  

 

Figura 16. Respuesta SOS, con la participación de la proteína RecA (modificado de Voloshin et al., 

2001). 

SOS events: 
-Cell division inhibition 
-DNA damage repair 
-Mutagenesis 
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RecA actúa de diferentes maneras. Por una parte controla la reparación del ADN. 

Además, participa en la recombinación de éste, provocando cambios genéticos que 

pueden afectar indirectamente en la expresión de genes fágicos, como los factores de 

virulencia. Pero su papel más importante es el de regular la expresión de proteínas 

reguladoras fágicas que actúan sobre la expresión de los genes del fago (Fuchs et al., 

1999). De esta manera, RecA actúa cortando la proteína represora de la lisis (CI) en la 

unión alanina-glicina, haciendo que ésta deje de ser funcional y se active el ciclo lítico del 

fago.  

En los últimos años, sin embargo, se ha descrito una inducción independiente de 

RecA en algunos fagos como λ o Stx (Muniesa et al., 2004; Imamovic y Muniesa, 2012), 

en cepas recA-negativas. Estudios recientes indican que el EDTA o el citrato sódico, 

ambos agentes quelantes, causan un drástico aumento del número de genomas de fagos 

Stx en cepas RecA negativas (Imamovic y Muniesa, 2012), pero el mecanismo de 

inducción RecA-independiente aún no está claro, ni la integridad de las partículas fágicas 

formadas. El pH alcalino o la presencia en el medio de iones como Mg2+, Ca2+ y Co2+  

podrían también intervenir en la inducción de fagos (Little, 1984).  

1.10. La “Cytolethal Distending Toxin” y los fagos Cdt 

El gen cdt codifica para la “Cytolethal Distending Toxin” (Cdt) y fue detectado por 

primera vez en 1987 en una cepa de E. coli O128 aislada a partir de la muestra fecal de 

un niño menor de 2 años con gastroenteritis (Anderson et al., 1987; Johnson & Lior, 

1988). A partir de aquí se empezaron a realizar numerosos estudios para ver la 

distribución de esta nueva toxina entre las diferentes especies bacterianas y averiguar su 

estructura genómica y su efecto sobre las células. 

En la actualidad, se considera que constituye una familia emergente de toxinas 

producidas por diferentes patógenos: EHEC, EPEC, STEC, S. dysenteriae (Okuda et al., 

1995), Campylobacter spp. (Johnson y Lior, 1988a; Pickett et al., 1996; Whitehouse et al., 

1998), Salmonella typhi (Haghjoo y Galan, 2004), Haemophilus ducreyi (Cope et al., 

1997), Helicobacter spp. (Chien et al., 2000; Young et al., 2000), Actinobacillus 

actinomycetemcomitans (Mayer et al., 1999; Boesze-Battaglia et al., 2006), y Providencia 

alcalifaciens (Shima et al., 2012), entre otros. 

La proteina Cdt está codificada por un cluster de tres genes adyacentes y 

solapados, muy homogéneos y conservados entre los diferentes grupos bacterianos: 
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cdtA, cdtB y cdtC. Éstos dan lugar a tres polipéptidos, Cdt-A, Cdt-B y Cdt-C con pesos 

moleculares de 30, 32 y 20 kDa, respectivamente, que se unen y forman la holotoxina 

(Scott y Kaper, 1994; Pickett et al., 1996), que es de tipo AB2. Salmonella enterica 

serovar Typhi es la excepción, puesto que parece no codificar CdtA ni CdtC (Haghjoo y 

Galán, 2004). Cdt-B constituye la subunidad catalítica con actividad ADNasa I (Elwell y 

Dreyfus, 2000), mientras que Cdt-A y Cdt-C forman el heterodímero encargado de la 

translocación de ésta dentro de la célula huésped. El gen cdtB es, entonces, el más 

conservado de los tres genes debido a su función, imprescindible para la acción de la 

toxina (Pickett et al., 1996).  

La toxina Cdt actúa induciendo la formación de células mononucleadas gigantes y 

bloqueando el ciclo celular eucariota en la transición G2-M (Pérès et al., 1997). De esta 

manera, inhibe la proliferación celular. El proceso se inicia con la entrada de la toxina 

dentro de la célula, endocitada vía partículas recubiertas de clatrina (Thelestam y Frisan, 

2004), aunque aún se desconoce el receptor o receptores a los que se une. Es 

transportada a través del aparato de Golgi y del retículo endoplasmático, y después, 

gracias a una señal nuclear atípica y a la ayuda de las subunidades Cdt-A y Cdt-C, Cdt-B 

entra en el núcleo (Fig.17) y actúa como una ADNasa de tipo I, provocando la rotura del 

ADN de doble cadena (Elwell y Dreyfus, 2000). También actúa fosforilando la histona 

H2AX de la célula huésped, un marcador que indica la rotura de ADN de doble cadena 

(Tóth et al., 2009; Shima et al., 2012). 

 

Figura 17. Mecanismo de entrada, transporte, y acción de la toxina Cdt (Gargi et al., 2012). 
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 Como consecuencia, las células dejan de dividirse debido al daño en su ADN, 

pero continúan creciendo en volumen, de manera que se produce la distensión celular 

(hasta 5 veces el tamaño original) y finalmente la muerte (Smith y Bayles, 2006), tal y 

como se ha observado en estudios con células CHO y HeLa (Johnson y Lior, 1987; Orth 

et al., 2006; Whitehouse et al., 1998; Tóth et al., 2009). De aquí viene el nombre de 

“Cytolethal Distending Toxin”. La Cdt fue la primera toxina bacteriana descrita que 

bloqueaba el ciclo celular eucariota (Johnson y Lior, 1988) y han sido clasificadas dentro 

del grupo de las ciclomodulinas. 

 La manera en que bloquea el ciclo celular eucariota aún se está investigando. Se 

piensa que actúa sobre la CDK1-cyclin B (“Cyclin Dependent Kinase 1”) o MPF (“M-phase 

Promoting Factor”), necesaria para que la célula entre en fase de mitosis. Ésta se 

encuentra inactiva cuando está fosforilada en el residuo Tyr15 de CDC2 y se activa 

cuando es desfosforilada por la fosfatasa CDC25 en la fase G2 tardía. De esta manera 

permite la entrada en la mitosis (Pickett y Whitehouse, 1999). En algunas bacterias, la 

toxina Cdt también parece inhibir la CDK2-cyclin-E, que bloquearía la transición G1-S 

(Jinadasa et al., 2011) (Fig.18). Pero aún no se sabe de qué forma interactúa la Cdt con 

estos componentes para bloquear el ciclo, si lo hace directamente o actúa “upstream” 

sobre las actividades de estas enzimas.  

  

 En cuanto al papel de la toxina Cdt en la patogénesis bacteriana in vivo, todavía 

se necesitan muchos más estudios para dilucidar los mecanismos por los cuales esta 

toxina afecta a la inflamación del tejido o la carcinogénesis (Ge et al., 2008). Por ejemplo, 

se ha visto que Cdt parece ser necesaria para la colonización persistente del intestino 

Figura 18. Forma en que la Cdt 

bloquea la transición a la mitosis, y 

enzimas implicadas (Jinadasa et 

al., 2011). 
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murino por Campylobacter jejuni y Helicobacter hepaticus (Ge et al., 2005), así como 

para la inducción de la inflamación, aunque todavía se desconocen los mecanismos de 

actuación y los procesos moleculares implicados. 

Hasta el momento se han descrito 5 variantes genéticas de la toxina en E. coli, 

asociadas con diferentes síntomas: cdt-I, cdt-II, cdt-III, cdt-IV y cdt-V (Pickett et al., 1994; 

Scott y Kaper, 1994; Pérès et al., 1997; Janka et al., 2003; Tóth et al., 2003). Si se hace 

una alineación interna de las secuencias de las diferentes variantes, se observa que cdt-I 

y cdt-IV son las que presentan mayor similaridad entre sí, del 84%. Además, se han 

realizado estudios que demuestran que estas dos variantes están flanqueadas por genes 

de profagos lamboides en cepas de E. coli patogénicas extraintestinales (Tóth et al. 

2003). Esto es otra prueba que apoya la hipótesis de que la toxina Cdt puede estar 

codificada en el genoma de bacteriófagos y es transmitida por éstos en un proceso de 

transferencia horizontal. Cdt-III, en cambio, se ha visto que está codificada en el plásmido 

conjugativo pVir, que también codifica factores necrotizantes (Pérès et al., 1997), y Cdt-II 

en el cromosoma bacteriano.  

A diferencia de los fagos Stx, no existen demasiados estudios sobre los fagos Cdt 

y sus mecanismos de inducción y transducción de la toxina, ni tampoco sobre su 

presencia y persistencia en el ambiente. La capacidad de los fagos portadores de toxinas 

de persistir en el medio ambiente define su potencial para lisogenizar y convertir nuevas 

cepas bacterianas en cepas patógenas productoras de toxinas. Este trabajo de 

investigación se centrará, principalmente, en el estudio de los fagos Cdt: su 

caracterización morfológica y genética, su persistencia en el medio ambiente y su 

capacidad de transducir cdt. 

1.11. Persistencia de los bacteriófagos portadores de genes de virulencia 

frente a diferentes condiciones ambientales y tratamientos de inactivación 

 Los fagos son la forma de vida más numerosa en la Tierra, hasta diez veces más 

numerosos que las bacterias (Hendrix, 2002; Hanlon, 2007). Se ha estimado que la 

población global es del orden de 1031 partículas víricas. La abundancia de los virus varía 

significativamente en los diferentes sistemas naturales y está relacionado con la 

abundancia bacteriana, sugiriendo que la mayoría de virus que se encuentran en el 

medio son fagos (Weinbauer, 2004). Se encuentran en todo tipo de ambientes donde 

crecen las bacterias, puesto que son sus huéspedes naturales, y son extremadamente 

diversos. Así, se han encontrado fagos en ambientes muy diferentes como aguas 
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profundas y de superficie, en el suelo, en alimentos, en lodos (Tartera y Jofre, 1987; Yoon 

et al., 2002; Lucena et al., 2006). Incluso se han aislado de diversos tejidos y órganos en 

humanos y animales (Keller y Traub, 1974; Bachrach et al., 2003), y forman parte 

también de la flora intestinal en mamíferos (Kameyama et al., 2001).  

En los ecosistemas acuáticos son especialmente abundantes, con valores de más 

de 107 partículas víricas/ml de agua (Wommack y Colwell, 2000), donde son 

responsables de entre 10-80% de la mortalidad bacteriana, adquiriendo así un papel 

importante como factor limitante de estas poblaciones (Weinbauer, 2004). De esta 

manera, los fagos pueden regular las poblaciones bacterianas, y afectar también a su 

diversidad, por ejemplo, eliminando y desplazando especies bacterianas que compiten 

por un determinado nicho ecológico. Esta mortalidad y la liberación de productos 

celulares al medio ambiente pueden, además, influenciar los procesos metabólicos del 

resto de la población así como los ciclos biogeoquímicos (Weinbauer, 2004).  

Además, también pueden actuar como vectores de transmisión de diferentes 

genes, tal y como se ha comentado anteriormente. Este proceso de transferencia 

horizontal podría provocar la aparición de nuevas cepas mejor adaptadas, que podrían 

desplazar a la anterior población.  

 Además de ser muy abundantes en sistemas acuáticos, también se han 

encontrado fagos en ambientes con condiciones extremas, como pueden ser el desierto 

del Sahara, aguas del Mar del Norte, aguas termales, o ambientes muy ácidos (Wichels 

et al., 1998; Lu et al., 2003; Breitbart et al., 2004; Prigent et al., 2005; Lin et al., 2010). 

Esto sugiere que los fagos han ido evolucionando para adaptarse a determinadas 

condiciones ambientales, manteniendo en su genoma aquellos genes relevantes que 

confieren ventajas evolutivas y una mejor adaptación al medio. Su existencia en todos 

estos ambientes indica, por tanto, que los bacteriófagos han evolucionado para sobrevivir 

en una gran variedad de nichos ecológicos. 

 De esta manera, diversos factores ambientales pueden afectar a la supervivencia 

de los fagos, que pueden ser inactivados debido a daños en su estructura, la pérdida de 

lípidos o daños en el ADN. La temperatura es un factor clave (Yates et al., 1985; Nasser y 

Oman, 1999; Olson et al., 2004), puesto que juega un papel fundamental en la adsorción, 

la penetración, la multiplicación y la duración del período de activación del ciclo lítico en el 

caso de fagos atemperados (Jończyk et al., 2011). Por ejemplo, en algunos fagos el 

tiempo de inducción se ve incrementado a altas temperaturas (Tey et al., 2009). Además, 

la temperatura determina la actividad, viabilidad y estabilidad de los fagos. Aun así, se 
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han encontrado bacteriófagos capaces de sobrevivir en ambientes con elevadas 

temperaturas como las aguas termales (entre 40-90ºC) (Breitbart et al., 2004), y fagos 

muy resistentes a los tratamientos termales, como los fagos que infectan a Lactococcus 

spp. (Buzrul et al., 2007; Atamer et al., 2008). Además, algunos autores defienden que 

los puentes disulfuro de la cápside de algunos fagos podrían proteger de la inactivación 

por calor (Caldeira y Peabody, 2007).  

La temperatura también es muy importante a la hora de almacenar suspensiones 

de bacteriófagos. El almacenamiento a largo plazo no es muy recomendable a Tª 

ambiente (Mullan, 2001), así como tampoco a -20ºC sin añadir glicerol, ya que la 

formación de cristales de hielo podría inactivarlos (Warren y Hatch, 1969). Lo óptimo 

sería almacenarlos a -80ºC. En cuanto al almacenamiento a corto plazo (menos de 40 

días), se recomienda 4ºC (Olson et al., 2004), aunque no para fagos de alto contenido 

lipídico. Aún así, no existe un método universal de almacenamiento de las suspensiones 

fágicas, puesto que depende de cada tipo de fago (Golec et al., 2011). 

Otro factor limitante para la supervivencia de los fagos es el pH del medio. 

Generalmente, los fagos sobreviven mejor en ambientes con pH neutro (entre 6 y 8) 

(Kerby et al., 1949; Klak et al., 2010), aunque se han encontrado fagos capaces de 

persisitir en ambientes ácidos con pH<3.5 (Lu et al., 2003) o fagos que toleran ambientes 

más alcalinos, como algunos T7. Algunos autores sostienen que cambios en el pH del 

medio podrían proteger a los fagos de las bajas temperaturas (Thorne y Holt, 1974). Por 

tanto, parece que existiría una relación entre temperatura y pH en cuanto a la 

supervivencia de los fagos.  

La salinidad y la concentración de iones también son factores decisivos en la 

actividad de los bacteriófagos. Por ejemplo, un cambio brusco de la presión osmótica del 

medio puede causar la rotura de las cápsides (Lark y Adams, 1953). La presencia de 

fagos en agua marina de diferente salinidad (Wichels et al., 1998) es otro ejemplo de la 

evidente adaptación al medio de estos organismos. También la composición química del 

agua y la presencia de iones puede influenciar en la estabilidad de los fagos. Así, se ha 

sugerido que determinados iones y metales divalentes podrían suponer cierta protección 

contra la inactivación (Adams, 1949; Whang et al., 1996). La presencia de cationes es 

necesaria para la adsorción del fago a su receptor, y se incluye la adición de cationes 

(Mg2+, Ca2+) en la mayoría de métodos empleados para enumerar fagos que infectan a 

una bacteria huésped. 
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Además de estos factores, existen muchos otros como la radiación solar, la 

humedad o la presencia de protozoos que condicionan la supervivencia de los fagos en 

los diferentes ambientes. La variación de uno de éstos puede suponer un cambio en la 

sensibilidad del fago a otro de los factores (Müller-Merbach et al., 2004). Por tanto, se 

puede decir que la inactivación de los fagos en el medio ambiente es multifactorial y que 

depende de la combinación de los muchos factores que pueden estar presentes en un 

determinado ambiente 

Los bacteriófagos constituyen un grupo muy heterogéneo, con diversas 

morfologías fágicas y elevada variabilidad en cuanto a estructura, tamaño, composición y 

ácidos nucleicos (Ackermann, 2007). El 96% tienen cola, aunque también hay algunos sin 

cola, pleomórficos o filamentosos (Hendrix, 2002). En general y, según los numerosos 

estudios realizados, parece que los fagos con cola y cápside grande serían los más 

estables bajo condiciones adversas como la desecación o fluctuaciones de temperatura. 

Algunos autores sugieren que las morfologías Myoviridae y Siphoviridae son dos de las 

más resistentes (Prigent et al., 2005) y por tanto las más abundantes. De esta manera, 

parece existir una relación entre estructura fágica y supervivencia (Lasobras et al., 1997; 

Muniesa et al., 1999b; Lin et al., 2010). Aún así, se ha visto que fagos de la misma família 

pueden tener persistencias muy diferentes y que fagos que viven en ambientes similares 

pueden tener morfologías diferentes (Bettstetter et al., 2003).  

En la actualidad, muchos de los patógenos transmitidos a través del agua son 

virus entéricos. El hecho de que los virus sean más persistentes que las bacterias ha 

hecho que los clásicos indicadores bacterianos para determinar la calidad del agua y la 

contaminación fecal (coliformes totales, coliformes fecales, enterococos y E. coli) no sean 

adecuados para determinar la presencia de este tipo de microorganismos. Por ello, hace 

años que surgió la necesidad de encontrar indicadores de tipo vírico, con comportamiento 

parecido al patógeno y con una persistencia similar o superior a éste (Durán et al., 2002). 

Por eso, se propusieron los bacteriófagos como potenciales indicadores modelo, 

concretamente los colifagos somáticos, los fagos F-ARN específicos y los fagos que 

infectan a Bacteroides fragilis (Tartera y Jofre, 1987). 

En relación a esto, en los últimos años se han realizado numerosos estudios para 

determinar la estabilidad de los fagos tras diferentes tratamientos de inactivación 

comúnmente utilizados para la eliminación de microorganismos en aguas, lodos o 

alimentos: luz UV (Lee y Sobsey, 2011), cloración (Dee y Fogleman, 1992; Durán et al., 

2003), altas presiones hidrostáticas, tratamiento térmico (Mocé-Llivina et al., 2003), 
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desinfectantes (Wigginton et al., 2012), inactivación natural (Durán et al., 2002; Mauro et 

al., 2013), o la combinación de varios de estos tratamientos. 

Los resultados indican que los diferentes fagos presentan diferentes respuestas al 

mismo tratamiento, indicando así la enorme variabilidad de éstos en cuanto a estabilidad. 

Los resultados de estos estudios también indican que la persistencia de los fagos a los 

diferentes factores de inactivación es siempre superior a la de las células bacterianas a 

las que infectan. En general, si comparamos el orden de supervivencia (de menor a 

mayor) de los indicadores bacterianos y fágicos, sería: coliformes fecales y E. coli, 

enterococos, fagos F-ARN específicos, enterovirus y por último colifagos somáticos, junto 

con fagos que infectan a B. fragilis y las esporas de clostridios sulfito-reductores, que 

serían los más persistentes (Mocé-Llivina et al., 2003). Dentro del grupo de los colifagos 

somáticos, de nuevo las morfologías Myoviridae y Siphoviridae serían las más resistentes 

(Lee y Sobsey, 2011; Muniesa et al., 1999b).  

Por tanto, aunque los tratamientos aplicados a aguas y alimentos sean efectivos 

contra bacterias patógenas, como STEC, algunos fagos son capaces de sobrevivir y 

permanecer activos ante estos mismos tratamientos. De esta manera, si contienen algún 

gen de virulencia, como la Stx o la Cdt, podrían transducirla a una cepa bacteriana 

negativa y potenciar la aparición de nuevas cepas virulentas, cosa que supondría un 

peligro para la salud humana. 

Aunque existe información previa sobre la prevalencia ambiental, características 

morfológicas y genéticas y mecanismos de inducción de fagos Stx, los estudios sobre su 

persistencia ambiental son escasos. Por el contrario, en el caso de los fagos Cdt, no hay 

apenas información sobre sus mecanismos de inducción, capacidad de transducción, 

prevalencia y persistencia medioambiental. Para generar esta información nos 

planteamos los objetivos de esta tesis doctoral. 
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I. Determinar la presencia del gen cdt en muestras ambientales y estudiar su 

transducción (publicación 1): 

 Determinar la presencia de cdt en una colección de cepas STEC ambientales y 

relacionarla con la presencia de otros factores de virulencia. 

 Establecer el mecanismo de transferencia horizontal del gen entre diferentes 

cepas: bacteriófagos portadores de la toxina Cdt. 

II. Caracterización de los fagos Cdt (publicación 1): 

 Aislar y purificar fagos Cdt a partir de muestras ambientales. 

 Determinar a qué variante pertenecen: Cdt-I a Cdt-V. 

 Cuantificación del título fágico y del número de copias de genoma (diseño de 

una qPCR específica para Cdt). 

 Estudiar la inducción del ciclo lítico de los fagos con diferentes agentes 

inductores: mitomicina C, EDTA y ciprofloxacina. 

 Estudiar la capacidad de los fagos Cdt de transducir el gen cdt a otras cepas y 

formación de lisógenos. 

 Caracterización morfológica. 

 Estudiar las secuencias adyacentes al gen cdt. 

III. Estudiar la persistencia de los fagos Cdt (publicación 2): 

 Estabilidad de los fagos bajo diferentes condiciones ambientales: temperatura y 

pH. 

 Supervivencia de estos fagos tras diferentes tratamientos de inactivación: 

cloración, luz UV, tratamiento térmico e inactivación natural. 

IV. Persistencia de fagos Stx (publicación 3): 

 Comparar la persistencia de dos fagos Stx de morfología Podoviridae bajo las 

mismas condiciones y tratamientos aplicados a los fagos Cdt. 

 Determinar la capacidad de transducción de genes stx tras los tratamientos de 

inactivación. 

V. Secuenciación completa de un fago Cdt-V (publicación 4): 

 Evaluar la inducción y capacidad de transducción de un fago Cdt-V. 
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 Determinar la organización genética de un fago Cdt-V y establecer dónde se 

localizan los genes cdt. 

 Estudiar la auto-inducción de los fagos Cdt-V a partir de la información obtenida 

de la secuenciación de su genoma. 
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Introducción 

 La toxina Cdt (“Cytolethal Distending Toxin”) fue descrita por primera vez en 1987 

como una nueva toxina producida por Escherichia coli (Johnson y Lior, 1987). Es una 

toxina de tipo AB2 que bloquea el ciclo celular eucariota en las fases G2/M de la mitosis, 

cosa que provoca una distensión celular de hasta 5 veces el tamaño normal, y finalmente 

se produce la apoptosis (Whitehouse et al., Ohara et al., 2004). 

 En la actualidad, la Cdt ha sido descrita en un gran número de bacterias Gram 

negativas y está codificada por tres genes adyacentes (cdtA, cdtB y cdtC), que muestran 

diferentes grados de similitud entre géneros, siendo CdtB la subunidad catalítica. En E. 

coli han sido descritas 5 variantes, localizadas en el cromosoma (Cdt-II), en el plásmido 

pVir (Cdt-III) o rodeadas de  secuencias homólogas a genes de fagos de tipo lambda o 

P2 (Cdt-I, Cdt-IV y Cdt-V) (Asakura et al., 2007). 

 La información existente sobre cepas productoras de toxina Cdt pertenece a 

aislamientos clínicos. Sin embargo, el intercambio genético en el medio ambiente también 

podría conducir a la aparición de nuevas cepas patógenas (Cangelosi et al., 2004; 

Canton, 2009). Este intercambio se produce, principalmente, por elementos genéticos de 

transferencia horizontal, siendo los bacteriófagos un posible vehículo en este proceso de 

transducción (Waldor et al., 2001). Estudios anteriores sugieren que algunas variantes de 

Cdt (Cdt-I y Cdt-IV) fueron adquiridas a partir de un ancestro común por transducción 

fágica y evolucionaron en sus huéspedes (Tóth et al., 2009). 

Objetivos 

 Así pues, los objetivos de este estudio son: determinar la prevalencia de cdt en 

cepas STEC (“Shiga Toxin-producing Escherichia coli”) de origen no clínico y compararlo 

con la incidencia en cepas no STEC, así como dilucidar si los fagos pueden actuar como 

reservorio y vehículos de transferencia de este gen a cepas negativas para cdt. También 
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se observará el efecto de distensión celular de la toxina sobre células HeLa y se 

estudiarán las secuencias adyacentes al gen cdt. Por último, se evaluarán los niveles de 

inducción del fago mediante PCR cuantitativa y se observará su morfología por 

microscopía electrónica. 

Resultados 

 Para detectar la presencia del gen cdt y todas sus variantes se usó una reacción 

en cadena de la polimerasa (PCR) multiplex que contenía 2 parejas de cebadores para la 

detección de las diferentes variantes (Tóth et al., 2003). Se aplicó esta PCR en una 

colección de 140 cepas de E. coli ambientales portadoras del gen stx2, que fueron 

aisladas de diferentes muestras de agua con contaminación fecal humana y animal 

(aislamiento de las cepas: Dra. C. García-Aljaro; García-Aljaro, 2004). Un 12.1% de las 

muestras resultaron positivas, y fueron confirmadas mediante hibridación colonial con una 

sonda cdtB específica marcada con digoxigenina. Se usaron cebadores específicos para 

determinar a qué variante correspondía cada muestra. Entre el 88-90% de las cepas 

resultó ser cdt-V, mientras que las variantes cdt-I y cdt-III se encontraron en un 

porcentaje del 5% cada una. 

 Se verificó si los genes de la toxina podían estar codificados en el genoma de 

virus bacterianos o bacteriófagos. Para ello, se realizó la inducción de los cultivos de las 

cepas cdt positivas con mitomicina C. La inducción de ciclo lítico del fago se traduce en 

una reducción de la densidad óptica (DO) del cultivo. Se observó una reducción en los 

valores de DO a 600 nm a las 6 horas post inducción, lo que implicaba la activación del 

ciclo lítico de los fagos atemperados presentes en las cepas, entre ellos el fago Cdt. 

Se quiso verificar si los fagos Cdt inducidos de las cepas eran infectivos. Para ello, 

se utilizó una suspensión de fagos inducidos de las cepas y se realizó el test de la gota 

sobre diferentes cepas huésped de laboratorio (E. coli C600, E. coli DH5α y Shigella 

sonnei 866). Las calvas de lisis obtenidas en la zona de la gota fueron examinadas por 

hibridación de calva de lisis (“plaque blot”) (Sambrook y Russell, 2001) con una sonda 

cdtB marcada con digoxigenina. Se confirmó  que se trataba de fagos Cdt infectivos en 5 

de las cepas positivas para cdt.  

 Se quiso ver si alguno de estos 5 fagos eran capaces de transducir el gen de la 

toxina Cdt a cepas bacterianas cdt negativas. Tras diversos intentos, se consiguieron dos 

lisógenos Cdt-V, S(Φ62) y S(Φ125), usando S. sonnei como cepa huésped. Los 

lisógenos, tras una inducción con mitomicina C, también fueron capaces de producir 
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fagos Cdt infectivos. No se consiguieron lisógenos ni sobre E. coli C600 ni sobre E. coli  

DH5α.  

 Se realizó la caracterización morfológica de los fagos inducidos a partir de los dos 

lisógenos. En los dos lisados fágicos se observaron fagos de tipo Siphoviridae, 

correspondientes a los fagos Cdt. Pero en la muestra S(Φ62) se observó una segunda 

morfología correspondiente al grupo Podoviridae, que se encontraba en una proporción 

mucho menor. Se concluyó que se trataba del fago Stx2, y que S(Φ62) era un doble 

lisógeno, puesto que en el proceso se debieron transducir los dos fagos, Cdt y Stx 

(recordemos que la cepa original de la que se obtuvieron los lisógenos era positiva para 

el gen stx2, simultáneamente). Al estudiar la inducción de los dos lisógenos, vimos que la 

DO disminuía en las cepas originales (62 y 125) y en el lisógeno S(Φ62), mientras que se 

mantenía constante en S(Φ125). Esta disminución, tal como se verificó mediante qPCR 

específica para stx2 y cdt-V, se debe a la inducción del fago Stx, mientras que el fago Cdt, 

aparentemente, es de inducción espontánea, ya que el lisógeno que únicamente contiene 

el fago Cdt no presenta variación en la DO del cultivo tras la inducción del ciclo lítico del 

fago en comparación con la cepa sin inducir.   

 Para la caracterización parcial del fago Cdt Φ125 y de las secuencias adyacentes 

a cdt se usó el lisógeno S(Φ125), que no contenía el fago Stx2. Se hizo una restricción 

con ClaI y EcoRI del ADN del fago Cdt inducido, y tras electroforesis en gel de agarosa, 

se transfirió e hibridó mediante Southern Blot. Los resultados mostraron una banda de 

3211 pb que contenía el gen cdt. Ésta se purificó a partir del gel de agarosa y se clonó en 

el vector pBC-SK. El fragmento clonado se analizó por secuenciación. El gen cdt del 

fragmento mostró una homología del 100% con los genes cdtA, cdtB y cdtC, y también se 

encontró en la región “downstream” adyacente a cdtC un ORF truncado que presentaba 

una elevada homología con la proteína A del fago P2. 

 Se verificó si el gen Cdt transducido a la cepa huésped permitía la expresión de 

toxina Cdt activa. Mediante técnicas de cultivo celular sobre células HeLa, se pudo 

observar el efecto de distensión celular provocado por la toxina Cdt del lisado fágico de 

S(Φ125). No se pudo observar este efecto en el caso de S(Φ62), puesto que el efecto 

citotóxico de la toxina Shiga enmascaraba el de la Cdt. 

 Por último, se realizó un estudio de la prevalencia de fagos Cdt en muestras 

ambientales no clínicas. Para ello se cuantificó el número de copias del gen cdt en el 

ADN fágico obtenido a partir de muestras de agua residual urbana y también a partir de 

muestras de agua con contaminación fecal animal. Se obtuvieron un 62.5% de muestras 
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positivas en el primer caso y de 73.3% en el segundo caso, con densidades de hasta 103 

CG/100ml. Estos valores nos indican que hay fagos Cdt circulando libres en el medio 

ambiente. 

Discusión 

 Se observó que la incidencia de cdt en cepas ambientales es muy similar a la 

descrita en cepas de origen clínico (Bielazewska et al., 2004; Bielazewska et al., 2009), 

demostrando que las cepas STEC productoras de Cdt se encuentran en el medio 

ambiente. De entre todas las variantes, se observó mayor prevalencia de la variante cdt-

V. Algunos autores sugieren que aquellos serotipos de E. coli que no tienen los 

principales factores de virulencia (stx, eae, etc) contienen cdt. Se propone, por tanto, que 

la Cdt podría contribuir a la patogenicidad de las cepas de E. coli que carecen de otros 

factores de virulencia (Friedrich et al., 2006). Su relativamente amplia distribución se 

observa en la prevalencia del gen en la colección de cepas ambientales. 

 En este estudio se demostró que cdt-V puede encontrarse en un fago y que éste 

puede transducir el gen de la toxina a otras cepas. Se obtuvieron dos lisógenos en una 

cepa de S. sonnei. Esta cepa ya había mostrado buenas habilidades como cepa huésped 

de fagos Stx en estudios previos de nuestro grupo (Serra-Moreno et al., 2007). A partir de 

los lisógenos, se comprobó que el fago Cdt-V presenta inducción espontánea, puesto que 

los niveles de inducción no se ven afectados por los agentes inductores, de acuerdo con 

los valores de DO y qPCR. Esto contrasta con estudios anteriores realizados con el fago 

Cdt-I, que requiere mitomicina C para activar su ciclo lítico (Asakura et al., 2007). 

 Estudios anteriores han demostrado la doble y la triple lisogenia del fago Stx como 

un mecanismo para incrementar la variabilidad genética entre cepas (Serra-Moreno et al., 

2008). En este caso se demostró la lisogenización simultánea de una cepa huésped con 

un fago Cdt y con un fago Stx. Esta lisogenización ocurrió sin ningún tipo de selección, 

apoyando la teoría de que la lisogenia múltiple es común en E. coli patogénicas por 

incorporación de diversos fagos portadores de genes de virulencia en algún punto de su 

evolución. 

 Referente a la caracterización del fago Cdt-V Φ125, se vió que se trata de un fago 

de tipo Siphoviridae, similar a un fago Cdt-I descrito anteriormente (Asakura et al., 2007). 

La región adyacente al operón cdt-V presentó homología con un fragmento del gen gpA 

de los fagos de tipo P2. Esta homología con P2 en regiones adyacentes a cdt-V ya se 

había descrito en estudios anteriores (Friedrich et al., 2006; Tóth et al., 2009), a 



3.1. El bacteriófago Cdt-V inducido a partir de cepas de E. coli no clínicas 

71 

diferencia de las variantes del gen cdt-I y cdt-IV, que no están relacionados con genes de 

fagos P2. También se vió que los lugares de inserción de los fagos Cdt-V en el genoma 

bacteriano no coinciden con los descritos para Cdt-I (Asakura et al., 2007). Esta 

variabilidad entre fagos no es sorprendente, puesto que se sabe de su capacidad de 

intercambiar fragmentos de diferentes orígenes. 

 La presencia de cdt en la fracción fágica de muestras ambientales indica la 

presencia de estos fagos en el medio ambiente, donde podrían actuar como reservorios 

de este gen. Además, la inducción espontánea permitiría la liberación continua de 

partículas fágicas al medio ambiente, donde podrían transducir el gen de la toxina a 

cepas negativas para cdt, convirtiéndolas así en cepas más virulentas. 
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Cytolethal distending toxin (Cdt) is produced by a variety of pathogenic bacteria, including pathogenic
serotypes of Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC). The Cdt family comprises five variants (Cdt-I to
Cdt-V) encoded by three genes located within the chromosome or plasmids or, in the case of Cdt-I, within
bacteriophages. In this study, we evaluated the occurrence of the cdt gene in a collection of 140 environmental
STEC isolates. cdt was detected in 12.1% of strains, of which five strains carried inducible bacteriophages
containing the Cdt-V variant. Two Cdt-V phages of the Siphoviridae morphology lysogenized Shigella sonnei,
generating two lysogens: a single Cdt phage lysogen and a double lysogen, containing a Cdt phage and an Stx
phage, both from the wild-type strain. The rates of induction of Cdt phages were evaluated by quantitative PCR,
and spontaneous induction of Cdt-V phage was observed, whereas induction of Stx phage in the double lysogen
was mitomycin C dependent. The Cdt distending effect was observed in HeLa cells inoculated with the
supernatant of the Cdt-V phage lysogen. A ClaI fragment containing the cdt-V gene of one phage was cloned,
and sequencing confirmed the presence of Cdt-V, as well as a fragment downstream from the cdt homolog to
gpA, encoding a replication protein of bacteriophage P2. Evaluation of Cdt-V phages in nonclinical water
samples showed densities of 102 to 109 gene copies in 100 ml, suggesting the high prevalence of Cdt phages in
nonclinical environments.

Cytolethal distending toxin (Cdt) was first described in 1987
(21) as a new toxin produced by Escherichia coli strains. Bac-
terial Cdts belong to the AB2-type of toxins that block the G2

and early M phases during mitosis (30, 42). Consequently, the
cells do not divide, but since they continue to grow, distension
to five times their normal size can be observed before their
disintegration. Cdt is a virulence factor that benefits bacterial
survival and enhances microbial pathogenicity (31). Current
experimental evidence supports the important role of Cdts in
the in vivo pathogenesis of Cdt-producing bacteria, which can
induce hepatocellular carcinoma and inflammation of the
stomach, intestine, and liver in susceptible mouse strains dur-
ing chronic infection (15).

Multiple pathogenic Gram-negative bacteria have been
found to produce Cdt, including E. coli (which produces five
distinct variants of Cdt), Shigella spp., Campylobacter spp.,
Aggregatibacter (formerly Actinobacillus) actinomycetemcomi-
tans, Haemophilus ducreyi, Helicobacter spp., and Salmonella
enterica serovar Typhi (S. Typhi) (17, 31, 38). Cdt is encoded by
three adjacent genes (cdtA, cdtB, and cdtC), which express
three subunits: CdtA, CdtB, and CdtC. The catalytic subunit
CdtB has DNase I-like activity, whereas CdtA and CdtC are
binding proteins that deliver CdtB into target cells, with cyto-
toxic effects (5, 15). All three cdt genes must be expressed for
Cdt to initiate cellular toxicity, and all are found in these
species, with the exception of S. Typhi, which only contains
CdtB (36), although the role of CdtB in Salmonella patho-
genesis is unclear (17). The Cdt subunits of a given genus

show various degrees of similarity to the Cdt proteins of
other genera.

The cdt clusters are generally located on the chromosome of
Cdt-producing bacteria. However, the five variants of Cdt pro-
duced by E. coli are an exception since within this genus, Cdts
can be encoded by chromosomal genes (EcCdt-II) or chromo-
somal genes flanked by bacteriophage P2 and lambda-like se-
quences (EcCdt-V), lambdoid prophage genes (Cdt-IV), and
also by inducible lambdoid prophages (Cdt-I) (1) or a pVir
plasmid (Cdt-III) (36).

Current information about Cdt-producing strains pertains to
clinical isolates. Nevertheless, outside the clinical setting, gene
exchange can lead to the emergence of new pathogenic strains,
which can subsequently be found in hospitals (7, 8). This ex-
change is mostly conducted by elements of horizontal gene
transfer, that is, genomic islands, plasmids, bacteriophages,
and transposons. In recent decades, bacteriophages have in-
creasingly been recognized as elements of horizontal gene
transfer (6, 26, 41), especially since studies on microbial
genomics have shown that a significant proportion of bacterial
DNA corresponds to phage DNA (6). With regard to Cdt, the
presence of the cdt genes within mobile genetic elements has
been described previously (1, 40), and the data suggest that the
cdt-I and cdt-IV genes might have been acquired from a com-
mon ancestor by phage transduction and then evolved in their
bacterial hosts. In all cases, cdt genes are located downstream
of the prophage head and tail genomic regions. cdtC is located
upstream from a P4-like prophage integrase gene (intB) (40),
and a protease gene is located downstream of cdt-IV genes.

There is a clear relationship between Cdt production and
pathogenic serotypes of Shiga toxin-producing E. coli (STEC)
of clinical origin, including O157 (12) and non-O157 serotypes
(3, 4). Although information is available about the occurrence
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of other virulence factors, such as STEC and Stx phages, in
nonclinical settings (13, 14, 18), the same kind of study has not
been reported for cdt. The present study was conducted (i) to
determine the prevalence of cdt in STEC strains of nonclinical
origin, (ii) to compare this incidence with non-STEC strains of
nonclinical origin, and (iii) to elucidate whether bacterio-
phages, as free phages or associated with E. coli, could act as a
reservoir and vehicle of transmission of cdt genes.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains, serotyping, bacteriophages, and media. Cdt was evaluated in
a collection of 140 stx2-positive E. coli strains available in our laboratory. These
strains were isolated from fecally polluted environments (domestic sewage, cat-
tle, pigs, and poultry wastewater) according to previously described methods
(13). Serotyping of O and H antigens was carried out according to the method
described by Guinée et al. (16), using all available O (O1 to O181) and H (H1
to H56) antisera. All antisera were obtained and absorbed with the correspond-
ing cross-reacting antigens to remove nonspecific agglutinins. The O antisera
were produced in the Laboratory Reference for Escherichia coli, and the H
antisera were obtained from the Statens Serum Institut (Copenhagen, Den-
mark). The collection comprised 11 O157:H7 strains, 1 O157:H� strain, and 128
strains of other serotypes.

E. coli laboratory strain DH5�, E. coli strain C600, and a Shigella sonnei
clinical isolate 866 were used as host strains in the experiments described below
and for propagation of the bacteriophages induced from the strains studied.
Luria-Bertani (LB) broth or LB agar was used to culture the bacteria. When

necessary, media were supplemented with ampicillin at 100 �g/ml or chloram-
phenicol at 25 �g/ml (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany).

Standard DNA techniques. Chromosomal DNA was prepared from 40-ml
cultures as previously described (28). Chromosomal DNA was digested with
XmnI restriction endonuclease (Promega, Madison, WI). This endonuclease
does not cut cdt. Phage DNA was digested with ClaI and EcoRV restriction
endonucleases (Promega). Restriction fragments were separated on 0.8% aga-
rose gels in Tris-borate-EDTA buffer and stained with ethidium bromide. PCR
products were purified using a PCR purification kit (Qiagen, Inc., Valencia, CA).

PCR studies. PCRs were performed with a GeneAmp PCR system 2400
(Perkin-Elmer/PE Applied Biosystems, Barcelona, Spain) with the oligonucleo-
tides listed in Table 1. Screening for cdt in the isolates was performed by using
multiplex CDT PCR (Table 1), and the different variants were later analyzed
with the specific oligonucleotides. Similarly, the presence of stx2 was confirmed
using the primers UP378/LP378 and S2Aup/lp, and the variants were confirmed
by sequencing. Purified bacterial or phage DNA was diluted 1:20 in double-
distilled water. The PCR product was analyzed by gel electrophoresis, and bands
were visualized by ethidium bromide staining. When necessary, PCR products
were purified by using a PCR purification kit (Qiagen).

Real-time qPCR. (i) Preparation of standard curves. A plasmid construct was
used to generate standards for the quantitative PCR (qPCR) assays. The 466-bp
fragment of cdtB obtained by conventional PCR (Table 1) and purified as
described above was cloned by using a pGEM-T Easy vector, into which the PCR
products were inserted, according to the manufacturer’s instructions (Promega,
Barcelona, Spain). The construct was transformed by electroporation into E. coli
DH5� electrocompetent cells. Cells were electroporated at 2.5 kV, 25-F capac-
itance, and 200-� resistance.

Colonies containing the vector were screened by conventional PCR to identify

TABLE 1. Oligonucleotides used in this study

PCR Primer Sequence Size (bp) Source or reference

Multiplex CDT CDT-up1 GAAAGTAAATGGAATATAAATGTCCG 466 39
CDT-up2 GAAAATAAATGGAACACACATGTCCG
CDT-lp1 AAATCACCAAGAATCATCCAGTTA
CDT-lp2 AAATCTCCTGCAATCATCCAGTTA

qPCR CDT qcdtB-F AGGCCGATGAAGTGTTTGTTCTT 69 This study
qcdtB-R CAATCCGTATGCCAAGCAATGG
qcdt-probe 6FAM-CCGCCCACCTTGCCTT-MGBNFQ

CDT-I CdtI-up CAATAGTCGCCCACAGGA 411 39
CdtI-lp ATAATCAAGAACACCACCAC

CDT-II CdtII-up GAAAGTAAATGGAATATAAATGTCCG 556
CdtII-lp TTTGTGTTGCCGCCGCTGGTGAAA

CDT-III CdtIII-f AAACAGGACGGTAATAATGACTAATA 2,230 9
CdtIII-r GTGATCTCCTTCCATGAAAATATAGT

CDT-IV CdtIV-up CCTGATGGTTCAGGAGGCTGGTTC 350 39
CdtIV-lp TTGCTCCAGAATCTATACCT

CDT-VA c338f AGCATTAAATAAAAGCACGA 1,329 19
c2135r TACTTGCTGTGGTCTGCTAT

CDT-VB c1309f AGCACCCGCAGTATCTTTGA 1,363 19
c2166r AGCCTCTTTTATCGTCTGGA

CDT-VC P105 GTCAACGAACATTAGATTAT 748 19
c2767r ATGGTCATGCTTTGTTATAT

STX S2Aup ATGAAGTGTATATTATTTA 960 28
S2Alp TTCTTCATGCTTAACTCCT
UP378 GCGTTTTGACCATCTTCGT 378 27
LP378 ACAGGAGCAGTTTCAGACAG

qPCR STX STX-Any F ACGGACAGCAGTTATACCACTCT 65 18
STX-Any R CTGATTTGCATTCCGGAACGT
STX-Any M FAM-CCAGCGCTGCGACACG-NFQ

Sequencing of the CDT fragment pBC-SK T7 TAATACGACTCACTATAGGGC Agilent Technologies
pBC-SK SK CGCTCTAGAACTAGTGGATC Agilent Technologies
WP-cdtA GTCCTCCCTCTACTTGA This study
WP-cdtC GTGGATAATGATTCGAA This study
WP P22 ATTTGCGTAGTTCACGGT This study

CDT-1� integration site P1 CCATTACTCACCTTGTAC 1,108 1
P2 TGCTCTGAAAGTGACCG 1
B1 GAGTCCGATATTCTCGG 1,305 1
B2 TTCTTCAACGTGCGAACG 1
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those containing the vector plus insert. The presence of the insert in the vector
and its orientation were assessed by conventional PCR and sequencing by using
the primers listed in Table 1. The vector containing the insert was purified from
the positive colonies using a Qiagen plasmid midi purification kit (Qiagen),
and the concentration of the vector was quantified by using a NanoDrop ND-
1000 spectrophotometer (NanoDrop Technologies/Thermoscientifics, Wilming-
ton, DE). The reaction product was linearized by digestion with XmnI restriction
endonuclease (Promega). The restricted product was purified and quantified.

The following formula was used to calculate the number of construct gene
copies (GC): [concentration of the pGEM-T Easy::insert (ng/�l)/molecular
weight (ng/mol)] � 6.022 � 1023 molecules/mol � the number molecules of
pGEM-T-Easy::insert/�l. The number of GC/�l of the stock prepared for each
gene was calculated. Serial decimal dilutions of this stock were made in double-
distilled water to prepare the standard curve for qPCR. The standard dilutions
were then divided into aliquots and stored at �80°C until use. Three replicates
of each dilution were added for each qPCR.

A Custom TaqMan (Applied Biosystems, Spain) set of primers and probe was
designed. The forward qcdtB-F/R primer and qcdt-probe with a FAM reporter
(FAM, 6-carboxyfluorescein) and an NFQ quencher (nonfluorescent quencher)
were used under standard conditions in a Step-One RT-PCR system (Applied
Biosystems). cdtB genes were amplified in a 20-�l reaction mixture using the
TaqMan environmental real-time PCR Master Mix 2.0 (Applied Biosystems).
The reaction contained 2 �l of the DNA sample or quantified plasmid DNA. All
samples were run in triplicate, along with the standards and positive and negative
controls, the number of GC being the average of the three replicates. A 1:10,000
dilution of positive bacterial DNA was used as a positive control.

(ii) Control of nonphage DNA. Controls were performed to rule out the
presence of bacterial or nonencapsidated DNA. After DNase treatment, but
before release of phage DNA from the phage capsid, the samples were used as
templates for conventional PCR of eubacterial 16S rRNA genes and for qPCR
of the cdt (see Table 3). Negative results confirmed that all nonviral DNA was
eliminated from the sample and that only genes in phage DNA would be de-
tected.

To screen for PCR inhibition, dilutions of the standard were spiked in the
samples containing phage DNA, and the experimental difference was compared
to the true copies of the target genes in the standards. Inhibition of the PCR by
environmental DNA was not detected.

Isolation of temperate Cdt bacteriophages and preparation of phage lysates.
cdt-positive E. coli isolates were grown in 200-ml cultures from single colonies in
LB broth at 37°C until reaching the exponential growth phase, determined by an
optical density at 600 nm (OD600) of 0.3 measured using a spectrophotometer
(Spectronic 501; Milton Roy, Belgium). Mitomycin C was added to the cultures
to a final concentration of 0.5 �g/ml. These cultures were incubated overnight at
37°C with shaking in the dark. The induced cultures were centrifuged at 10,000 �
g for 10 min, and the supernatants were filtered through low-protein-binding
0.22-�m-pore-size membrane filters (Millex-GP; Millipore, Bedford, MA) and
treated with DNase (100 U/ml; Sigma-Aldrich, Spain).

Isolation of phage DNA. (i) Extraction of phage DNA from phage lysates.
Phage lysates were concentrated 100-fold by means of protein concentrators
(100-kDa Amicon Ultra centrifugal filter units, Millipore, Bedford, MA) to a
final volume of 2.0 ml. Phage DNA was then isolated from the concentrated
phage lysates by phenol-chloroform extraction as described previously (32).
DNA quantification was performed using a NanoDrop ND-1000 spectrophotom-
eter. The phage DNA concentration was calculated based on three isolations of
phage DNA in three independent experiments.

(ii) Extraction of phage DNA from environmental samples. For extraction of
phage DNA, 50-ml portions of each water sample were passed through low-
protein-binding 0.22-�m-pore-size membrane filters (Millex-GP) and concen-
trated 100-fold using protein concentrators (100-kDa Amicon Ultra centrifugal
filter units; Millipore) to a final volume of 0.5 ml (18). Samples were treated with
DNase (100 U/ml of the phage lysate) to eliminate free DNA outside the phage
particles. Phage DNA was then extracted as described previously (18).

Purified DNA was eluted in a final volume of 50 �l and evaluated by agarose
(0.8%) gel electrophoresis. The bands were viewed following ethidium bromide
staining. The concentration and purity of the DNA extracted were determined
using a NanoDrop ND-1000 spectrophotometer.

(iii) Extraction of bacterial DNA from environmental samples. Portions (50
ml) of each water sample were passed through 0.45-�m-pore-size polyvinylidene
difluoride (PVDF) Durapore membrane filters (Millipore), described by the
manufacturer as low-protein-binding membranes. These filters allowed the
phages to pass through while bacteria were retained on the surface of the filter.
To remove phages retained on the filters, 10 ml of phosphate-buffered saline was
added to the surface of the filter, gently agitated, and then removed by filtration.

Two washing steps allowed high (99%) phage reduction without significant loss
of bacteria. The membrane containing retained bacteria was recovered in 4 ml of
LB. The suspension was centrifuged at 3,000 � g for 10 min. To recover DNA
from both Gram-positive and Gram-negative bacteria, the pellet was suspended
in 180 �l of enzymatic solution (20 mg of lysozyme/ml, 25 mg of lysostaphin/ml,
20 mM Tris-HCl [pH 8.0], 2 mM EDTA, 1.2% Triton), followed by incubation
for 30 min at 37°C. DNA was then extracted using a QIAamp DNA stool minikit
(Qiagen) according to the manufacturer’s instructions.

Preparation of DIG-labeled cdtB-specific gene probes. A 466-bp fragment
corresponding to cdtB resulting from amplification with the primers CDT-up1
and CDT-lp1 (Table 1) was labeled with digoxigenin (DIG) by incorporating
DIG-11-deoxy-uridine-triphosphate (Roche Diagnostics, Barcelona, Spain) dur-
ing PCR as described previously (29) and used as a probe. A DIG-labeled stx
probe (28) was used to detect double lysogens.

Infectivity of Cdt phages induced from environmental E. coli strains. To
evaluate the ability of the induced Cdt phages to infect diverse host strains, E.
coli DH5�, E. coli C600, and S. sonnei 866 were used as hosts. A drop of phage
suspension, prepared as described above, was spotted onto a monolayer. The
monolayer was prepared with 1 ml of each host strain grown at an OD600 of 0.3,
mixed with 2.5 ml of LB soft agar (LB broth with 0.7% agarose), poured onto LB
agar plates, and incubated at 37°C overnight. After incubation, the spot test was
transferred to a nylon membrane (Hybond N�; Amersham Pharmacia Biotech,
Spain) and hybridized with the cdtB-specific probe. Hybridization was performed
at 64°C, according to the standard procedure (32) using a DIG-labeled cdtB
probe prepared as described above. Stringent hybridization was achieved with a
DIG-DNA labeling and detection kit (Roche Diagnostics) according to the
manufacturer’s instructions.

Construction of lysogens. Lysogenic phages present in the cdt-positive envi-
ronmental strains were induced as described above. The phage lysates were used
to lysogenize the host strains described above (E. coli DH5� and C600 and S.
sonnei 866). A portion (1 ml) of the phage lysate was dropped onto a monolayer
containing the host strains prepared as described above. The plates were incu-
bated at 37°C for 18 h. After incubation, bacteria were recovered from the
colonies that grew within the drop and then harvested in 1 ml of SM buffer,
10-fold diluted, plated on LB agar, and incubated at 37°C for 18 h. The presence
of cdt in the colonies was tested by use of a colony hybridization assay (29) with
a DIG-labeled cdtB probe and confirmed by PCR. The lysogens were subcul-
tured to confirm their stability.

Lysogens were tested for their ability to produce phages after induction.
Phages induced from the Cdt lysogens were genotypically and morphologically
characterized and compared to those isolated from the wild-type E. coli strains
using the same procedures.

Analyses of cdt in bacteriophage and bacterial DNA. Purified phage DNA was
digested with ClaI and EcoRI, and purified bacterial DNA was digested with
XmnI. The fragments were separated by agarose (0.8%) gel electrophoresis, and
bands were visualized by ethidium bromide staining. After electrophoresis, DNA
was transferred to nylon membranes (Hybond N�) by capillary blotting (32).
Southern blot analysis was performed with a DIG-labeled cdtB fragment probe
as described above.

Sequencing of cdt-V and flanking regions in phage DNA. A 3,211-bp ClaI
restriction fragment containing cdt-V detected in phage DNA was ligated with a
ClaI-digested pBC-SK� vector and transformed by electroporation into E. coli
DH5� electrocompetent cells as described above.

Nucleotide sequencing of the cloned fragment was performed in triplicate with
a model 377 automated DNA sequencer (Perkin-Elmer Applied Biosystems,
Weiterstadt, Germany). Sequencing was carried out with an ABI Prism BigDye
3.1 terminator cycle sequencing ready reaction kit (Perkin-Elmer), plus Cdt
primers and primers for the pBC-SK� vector (Table 1). Sequencing was per-
formed in triplicate. The sequences were assembled by using the software DNA
Baser v3.2. Nucleotide sequence analysis and searches for open reading frames
(ORFs) and homologous DNA sequences in the EMBL and GenBank database
libraries were performed with the tools available from the National Center for
Biotechnology Information (www.ncbi.nlm.nih.gov).

Electron microscopy. The cdt-converting bacteriophages present in 20 ml of
culture obtained after induction of each strain were purified by CsCl centrifu-
gation (32). The easily visible gray band in which the bacteriophages were
expected (11, 32), corresponding to a density of 1.45 	 0.02 g/ml, was collected
and dialyzed to remove the CsCl. A drop of this phage suspension was deposited
on copper grids with carbon-coated Formvar films and stained with 2% KOH
phosphotungstic acid (pH 7.2) for 2.5 min. Samples were examined in a Hitachi
EM 800 electron microscope operating at 80 kV.

Evaluation of Cdt production. To determine the production of Cdt by the
lysogens, a cell culture assay was used. The Cdt activity of the lysogens in HeLa
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cells was determined by using various dilutions (1/2, 1/4, 1/8, 1/10, 1/20, and 1/50)
of filtered supernatants from the overnight cultures of strains in Trypticase soy
broth. The distending effect was evaluated at the highest dilution that caused
50% of the HeLa cells in a well to be distended up to 96 h of incubation.

Production of toxin was compared for each strain with or without mitomycin
C induction and with S. sonnei 866 as the negative control. For this purpose,
bacteria were grown from single colonies in LB at 37°C to the exponential growth
phase, measured as described above. At this point, each culture was divided into
two aliquots, and mitomycin C was added to one of the aliquots as described
above for bacteriophage induction. Bacteria were then incubated at 37°C for
18 h. The cultures were centrifuged at 12,000 � g for 10 min, and the supernatant
was filtered through 0.22-�m-pore-size membrane filters (Millex-GP).

Environmental samples. (i) Urban sewage. We used 34 sewage samples col-
lected from the influent of an urban sewage plant that serves the urban area of
Barcelona, including a number of cities and towns, of approximately 500,000
inhabitants. No animal fecal contamination was expected in these samples. A
total of 16 of these samples were used for phage DNA analysis; the remaining 18
samples were used for bacterial DNA analysis.

(ii) Cattle wastewater. Fifteen samples containing exclusively fecal contami-
nants of cattle origin were collected from slaughterhouse wastewater effluents.
No human fecal contamination was expected in these samples.

The urban sewage and animal samples were collected regularly approximately
every 15 days over 7 months. Portions (50 ml) of each sample were analyzed.
Bacterial and phage DNA was isolated from these samples as described above,
in order to determine the presence of cdt-V in the bacteriophage and bacterial
fractions of the environmental samples.

Isolation of cdt-positive E. coli isolates. The prevalence of cdt in non-Shiga-
toxin-producing E. coli isolates was also assessed. For this, serial decimal dilu-
tions of sewage samples were filtered through 0.45-�m-pore-size membranes
(EZ-Pak Filters; Millipore). The membranes were then transferred onto Chro-
mocult coliform agar (Merck, Darmstadt, Germany) and incubated at 37°C for
24 h. Enumeration of the E. coli bacteria was performed by counting the blue
colonies grown on the plate. Later, plates from dilutions presenting heavy but
nonconfluent colony growth were selected for colony transfer, which was per-
formed by carefully placing a nylon membrane onto the surface of the agar and
quickly peeling it from the plate. The bacterial cells on the membranes were then
lysed and fixed, and the membranes were hybridized, as described previously
(13), using DIG-labeled cdtB. Colonies showing a positive hybridization signal
were confirmed by PCR for the presence of cdt.

Nucleotide sequence accession number. The nucleotide sequence of the
3,211-bp fragment of phage �125 containing the cdt-V gene cluster was submit-
ted to the GenBank database library and assigned accession number JF461073.

RESULTS

Screening for Cdt phages in the environmental STEC col-
lection. The presence of cdt and different cdtB variants in an
stx2-positive E. coli collection of 140 strains isolated from dif-
ferent nonclinical water samples containing human and cattle
fecal pollution was screened using a multiplex PCR (Table 1).
The prevalence of cdt in the collection was 12.1% (Table 2).
The presence of cdt was confirmed by colony blot hybridization
with the DIG-labeled cdtB probe (Fig. 1A). Specific primers
for variants Cdt-I to Cdt-V (Table 1) were used to characterize
the cdt variant in each strain, and the results (Table 2) showed
a higher prevalence (89.5%) of cdt-V among the isolates. The
strains were also characterized for the presence of Stx2 vari-
ants, as previously described (13).

To determine whether cdt was located in the genome of an
inducible prophage, phages were induced with mitomycin C.
Induction was measured by a reduction of the OD600 of the

TABLE 2. Characterization of cdt-positive STEC environmental isolatesa

Strain Originb Serotype stx
gene

Stx
phage

cdt
gene

Cdt
phage Inductionc

Induction
(OD600) E. coli DH5� E. coli C600 S. sonnei 866

� MitC � MitC Plate Hybridization Plate Hybridization Plate Hybridization

22 C O98:HNT stx2c � cdt-III � 3.1 � 104 1.615 0.636 � � � � � �
47 C O91:H21 stx2, stx2c � cdt-V � 6.4 � 105 1.791 0.508 �� � �� � � �
49 C O116:H� stx2, stx2g � cdt-V � 1.4 � 101 1.728 0.371 � � � � � �
62 C O22:H8 stx2 � cdt-V � 7.6 � 105 1.722 0.521 � � � � � �
63 C O113:H21 stx2, stx2g � cdt-V � 9.7 � 102 1.624 0.438 � � � � � �
68 C O89:H21 stx2, stx2c, stx2g � cdt-V � 4.1 � 102 1.633 0.259 � � � � � �
74 C O162:H21 stx2, stx2g � cdt-V � 2.2 � 101 1.449 0.367 � � � � � �
75 C O116:H21 stx2, stx2g � cdt-V � 7.0 � 102 1.238 0.349 � � � � � �
78 C O89:H19 stx2c � cdt-V � 1.2 � 105 1.550 0.837 � � � � � �
115 C O91:H21 stx2, stx2c � cdt-V � 7.2 � 105 1.664 0.786 � � � � � �
123 C O113:H21 stx2 � cdt-I � 1.4 � 103 1.620 0.353 �� � �� � �� �
125 C O157:H7 stx2c � cdt-V � 8.2 � 104 1.533 0.842 � � � � � �
126 H O91:H21 stx2, stx2c � cdt-V � 3.7 � 102 1.675 0.676 � � � � � �
130 C O157:H7 stx2c � cdt-V � 1.0 � 102 1.349 0.572 � � � � � �
131 H ONT stx2f � cdt-V � 3.3 � 102 1.473 0.511 � � � � � �
253 C O157:H7 stx2c � cdt-V � 4.1 � 102 1.365 0.845 � � � � � �
273 C O157:H7 stx2c � cdt-V � 1.1 � 103 1.341 0.862 � � � � � �

a The table shows the types of stx and cdt genes and gives results for the presence of inducible bacteriophages as determined by evaluation of the ODs (absorbance
units) of the cultures. Cdt bacteriophages induced from the strains after spot test on three host strains were visualized directly on the plate, and after hybridization with
cdtB probe, scored as follows: �, low lytic spot; ��, strong lytic spot; and �, negative. Strains and serotypes indicated in boldface showed clear lytic spots after
hybridization. MitC, mitomycin C.

b C, wastewater with cattle fecal pollution; H, urban sewage.
c Expressed as cdt copies in phage DNA per ml of induced culture. Values were determined by real-time qPCR in phage DNA extracted from the cultures.

FIG. 1. Colony hybridization showing the cdt-positive strains (47,
62, 78, 115, and 125) and the Cdt lysogens S(�62) and S(�125) ob-
tained using S. sonnei as the host strain (A) and plaque blot hybrid-
ization with the cdtB-DIG probe of phages spotted onto the S. sonnei
host strain (B).
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bacterial culture, which indicates activation of the lytic cycle of
induced prophages (Table 2). In parallel, since the strains were
stx2 positive, the presence of inducible Stx2 bacteriophages was
also evaluated by PCR (Table 2).

Many strains showed a reduction of the optical density after
mitomycin C treatment, indicating induction of the lytic cycle
by activation of temperate phages present in the strains. This
reduction can be caused by Cdt phages or other inducible
bacteriophages (such as Stx phages or others). Accordingly, an
area of lysis corresponding to the drop of the phage lysate
obtained from cultures of the cdt-positive strains was observed
on an agar monolayer containing bacterial host strains E. coli
C600, E. coli DH5�, and S. sonnei 866. To confirm the pres-
ence of inducible Cdt phages in the phage suspension, real-
time qPCR demonstrated the presence of inducible Cdt
phages from the strains although differential rates of induction
were observed among the strains. Moreover, to detect infec-
tious Cdt phages, we hybridized the lytic spot with the DIG-
labeled cdtB probe. Infectious Cdt phages were confirmed (Ta-
ble 2) in five cdt-positive environmental strains (strain 47,
serotype O91:H21; strain 62, serotype O22:H8; strain 78, se-
rotype O89:H19; strain 115, serotype O91:H21; and strain 125,
serotype O157:H7), giving a rate of detection of inducible
phages of 29.4%. The cdt variant in these phages was again
confirmed as cdt-V using the specific set of primers and se-
quencing, with the present study providing the first description
of inducible bacteriophages carrying the cdt-V variant. None of
the five phages produced clear lytic areas on the agar mono-
layer with S. sonnei (Table 2), but all showed positive signals
after hybridization (Fig. 1B), some signals being stronger
(phages �62, �115, and �125) than others (phages �47 and
�78). Positive hybridization signals were not observed for the
E. coli strains. The levels of Cdt phage induction of the cdt-
positive strains were evaluated by real-time qPCR.

Isolation of Cdt phages from the STEC strains and gener-
ation of lysogens. Cdt phages were propagated after induction
of 200-ml cultures of strains 47, 62, 78, 115, and 125. Lysogens
were generated to check the ability of Cdt phages to integrate
within a host and to transduce cdt. Working with lysogens also
prevents possible interference from other phages, which might
be present in the wild-type strains, as the experiments de-
scribed below revealed. We tried to produce lysogens for the
Cdt phages and we were successful in producing cdt lysogens
for two of these, corresponding to phages �62 and �125, using
S. sonnei as the recipient strain, generating lysogens S(�62)
and S(�125) (Fig. 1A). After several attempts, no lysogens
were obtained from E. coli strain C600. Lysogens S(�62) and
S(�125) were again able to produce infectious Cdt phages,
which showed positive hybridization signals in S. sonnei after
induction (Fig. 1B). Lysogens S(�62) and S(�125) were sub-
cultured to confirm their stability, and our observations indi-
cated the stability of the phage within the lysogen.

Morphological characterization of Cdt phages. Electron mi-
croscopy observations showed the presence of phages in both
lysogens S(�62) and S(�125). These phages corresponded to
the Siphoviridae morphology (11) with a capsid of 45 	 2 nm in
diameter and a noncontractile tail of 150 � 10 nm (Fig. 2A).
However, during evaluation of the phage lysate induced from
lysogen S(�62), a second phage, of a different morphological
type, was observed. This second phage was present in lower

numbers (ratio 1/100 compared to the first one) and corre-
sponded to the Podoviridae morphology (11) with a capsid of
51 	 2 nm in diameter and a short tail (Fig. 2B).

Double lysogeny in strain S(�62) and spontaneous induc-
tion of Cdt phages. Double lysogeny (Cdt phage and Stx
phage) in strain S(�62) was suspected after electron micros-
copy examination. Since the wild-type strain 62 also harbored
an inducible Stx phage, it is likely that this phage was trans-
ferred at the same time as the Cdt phage to the host strain.
PCR analysis with the primers S2Aup/lp and UP378/LP378
(Table 1) confirmed the presence of stx in lysogen S(�62) but
not in lysogen S(�125). This is the first description of two
phages harboring two different toxins being simultaneously
transferred to a host strain without using any kind of selection.

Differential induction rates of Cdt phages from the two
lysogens, S(�62) and S(�125), was evaluated by real-time
qPCR (primers and probes in Table 1), designed to detect
cdtB-V. After mitomycin C induction a reduction in the absor-
bance of the cultures (OD600) was observed. The wild-type
strains (62 and 125) and lysogen S(�62) showed a reduction in
absorbance from 0.7 to 1.2 U but no differences in absorbance
(
0.2 U) were observed for lysogen S(�125). Phage DNA was
extracted from the phages present in the supernatant of cul-
tures of the wild-type strains and their lysogens, with or with-
out mitomycin C treatment. A portion (10 �l) of this DNA was

FIG. 2. Micrographs of Cdt phages and Stx phages induced from
lysogens. (A) Siphoviridae morphological type of bacteriophages
induced from lysogens S(�62) and S(�125). (B) Podoviridae mor-
phological type of bacteriophages induced from lysogen S(�62).
Bar, 100 nm.
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used as a template to quantify the number of GC of cdtB. Since
Cdt phages are only known to carry one cdt copy, the cdt GC
values can be extrapolated to the number of Cdt phages in
each sample. The number of Cdt phages induced from the two
lysogens was compared to those from the respective wild-type
strains and the induced and noninduced cultures (Fig. 3). The
presence of cdt-V in phage DNA was clearly observed but
induction appeared to be independent of the presence of mi-
tomycin C, since no significant differences (Student t test, P �
0.05) in the densities of Cdt phages were observed between
induced and noninduced cultures. Cdt phages seem to be re-
leased spontaneously.

To confirm the simultaneous transduction of Stx and Cdt
phages in lysogen S(�62) and to evaluate the rates of induction
of both phages, analysis by qPCR with a set designed for stx
(Table 1) was carried out in parallel to detect stx genes in
phage DNA from the wild types and the lysogens. The pres-
ence of inducible Stx phages was confirmed in the wild-type
strains 62 and 125, as well as in lysogen S(�62). As expected,
Stx phages were not detected in lysogen S(�125). In this case,
in contrast to Cdt phages, the densities of Stx phages (GC)
showed a significant (Student t test P 
 0.05) increase after
mitomycin C induction (Fig. 3).

Cdt-V phages insert into a different site than the CDT-1�
phage. To identify the putative site of insertion of Cdt-V
phages, we analyzed a previously described insertion site
for phage CDT-1� in both the wild-type strain and the lysogen.
The results indicate that Cdt-V phages were not inserted into
the same site, since this chromosomal site, evaluated using the
primers B1 and B2 (Table 1), appeared intact. Moreover, these
phages have different attP sequences than phage CDT-1�
since no amplimer was obtained with primers P1 and P2 (Table
1), as previously described by Asakura et al. (1).

Sequencing of cdt flanking regions. Since lysogen S(�62)
harbors two phages, characterization of a Cdt-V phage contin-
ued using phage �125 induced from the single lysogen
S(�125). The insertion of this phage in the lysogen was con-
firmed by Southern blot analysis of XmnI restricted chromo-
somal DNA of the lysogen and hybridization with the cdt probe
(Fig. 4A). In order to sequence the complete cdt-V and, if
possible, its flanking regions, phage �125 DNA was also ana-
lyzed by Southern blot hybridization (Fig. 4B). ClaI restriction
of DNA of phage �125 identified a 3,211-bp band containing

the cdt gene. This fragment was cloned within a pBC-SK vector
and sequenced. The sequence of the fragment confirmed that
this phage harbored cdt-V (Fig. 4C and Table 3). The cdtA,
cdtB, and cdtC genes showed a similarity of 100% with previ-
ous cdt sequences, some of them identified as cdt-V (4, 19). The
fragment also contained a truncated ORF downstream from
cdtC that shows homology with the replication protein A of
bacteriophage P2 (24).

Expression of Cdt by lysogens evaluated by HeLa cell assay.
After 5 days of incubation, sterile filtrates from lysogen
S(�125) were analyzed using HeLa cells. Distension of the
cells allowed confirmation of the expression of Cdt in the
supernatant of lysogen S(�125). Cultures were grown in
the presence or absence of mitomycin C, and a similar distend-
ing effect was observed in both cultures (Fig. 5). No morpho-
logical changes were observed in the controls of the host strain
S. sonnei (Fig. 5). In addition, we performed dilutions 1/2, 1/4,
1/8, 1/10, 1/20, and 1/50 of the supernatants of lysogen S(�125)
grown in the presence or absence of mitomycin C. The dis-
tending effect was observed in the cells from dilution 1/8 on-

FIG. 3. Densities of Cdt phages (log10 GC) and Stx phages (log10 GC) with or without mitomycin C induction from wild-type strains 62 and
125 and lysogens S(�62) and S(�125), as evaluated by real-time qPCR.

FIG. 4. Southern blot analysis for detection of cdt fragment in an
XmnI-restricted bacterial DNA from S. sonnei 866, lysogens S(�62)
and S(�125) (A); in ClaI- and EcoRI-restricted phage DNA obtained
from lysogen S(�125) (B); and genetic organization of the 3,211-bp
ClaI fragment of phage �125 (C).
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ward in both cultures, suggesting that the amounts of Cdt
present in the supernatants with or without mitomycin C were
similar.

Evaluation of Cdt expression in the wild-type strain 125,
strain 62, and lysogen S(�62) was not possible since the dis-
tending effects were masked by the cytotoxic effect occurring
after 48 to 72 h, probably caused by the Stx produced by these
strains, and therefore the cell culture was destroyed before the
Cdt distending effect was visible.

Quantification of free Cdt phages and bacteria in environ-
mental samples. Since Cdt temperate phages have been iso-
lated from strains of environmental origin, we decided to eval-
uate their presence in nonclinical environments. To evaluate
this question, real-time qPCR, which allows detection of the B
subunit of the cdt-V variant, was set up to evaluate its presence
in phage DNA isolated from human urban sewage and waste-
water containing cattle fecal pollution.

The cdt gene was detected in phage DNA isolated from
more than 62.5% of the samples of urban sewage and in 73.3%
of the cattle wastewater analyzed, with an average density of
103 GC/100 ml for both types of sample (Fig. 6). The percent-
age of positive samples in this set of experiments, as well as the
high maximal densities of cdt-V in the phage DNA of some of
the samples, indicates that free Cdt phages are quite common
in fecally polluted samples, although the densities of cdt-V GC
found in the same type of samples were not homogeneous.
Controls confirmed that this was not due to contamination of
DNA other than phage DNA and enabled us to rule out the
presence of inhibitors in the environmental samples analyzed.

cdt was also present in the bacterial fraction of the sewage
samples analyzed. cdt was detected in bacterial DNA isolated
in �88% of the urban sewage samples, and only two samples
were negative for bacterial DNA analysis. The densities of cdt
in bacterial DNA were more homogeneous than those ob-
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FIG. 5. Distending effect of sterile culture filtrates from lysogen
S(�125) on HeLa cells after 96 h of incubation. (A and C) Lysogen
S(�125) with and without mitomycin C induction, respectively. (B) S.
sonnei strain 866. (D) HeLa cells incubated for 96 h. Bar, 200 �m.
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served in phage DNA, with an average density of 3.5 � 103

GC/100 ml (Fig. 6).
Isolation of cdt in environmental E. coli isolates. To eluci-

date the prevalence of cdt genes and Cdt inducible phages in
wild-type isolates of E. coli in the environment, independently
of the presence of stx, we searched for cdt-positive E. coli in
eight independent sewage samples by colony blotting. We iso-
lated six E. coli strains (Table 4), which means a percentage of
cdt in non-STEC E. coli isolates between 0.05 and 1.18% of the
densities of E. coli grown in Chromocult agar. Among these,
the variant most frequently detected was cdt-IV. The presence
of inducible prophages was deduced by reduction of the ab-
sorbance of the cultures, and the presence of inducible Stx

phages was confirmed by real-time qPCR. Cdt phage induction
was independent of mitomycin C since no differences in the cdt
copies in phage DNA were observed when comparing cultures
treated with or without mitomycin C. However, none of these
strains carried Cdt phages capable of infecting and generating
lysogens using S. sonnei as the host strain.

DISCUSSION

The STEC strains analyzed in this study are nonclinical
isolates, isolated from fecally polluted water on the basis of the
presence of Stx. The incidence of cdt in the environmental
collection was similar to that in clinical isolates (3, 4, 12, 19),

FIG. 6. The left chart shows the densities of cdt genes (log10 GC/100 ml) in phage DNA isolated from 16 urban sewage samples and 15
wastewater samples from cattle. The left table summarizes the percentages of positive samples, geometric means, and maximum and minimum
values of cdt-V (GC/100 ml) in phage DNA isolated from the human and cattle samples. The right chart and table show the densities of cdt genes
(log10 GC/100 ml) in bacterial DNA isolated from 18 urban sewage samples.

TABLE 4. Occurrence of cdt-positive E. coli environmental isolatesa

Sewage
sample no.

E. coli
CFU/ml

% of Cdt�

E. coli strainsb stx gene cdt gene Cdt phage
Inductionc Induction (OD600) S. sonnei 866

� MitC � MitC � MitC � MitC Plate Hybridization

1 2.4 � 105 0.05 � cdt-IV � 8.5 � 102 3.4 � 102 1.481 0.760 � �
2 8.5 � 104 0.25 � cdt-IV � 9.4 � 102 3.9 � 102 1.548 0.406 � �
3 1.6 � 104 1.18 � cdt-IV � 7.3 � 102 9.4 � 102 1.459 0.893 � �
4 4.5 � 104 0.89 � cdt-IV � 2.2 � 103 1.1 � 102 1.415 0.435 � �

0.89 � cdt-I � 1.4 � 103 8.7 � 102 1.469 1.059 � �
5 6.0 � 104 0.33 � cdt-IV � 5.1 � 103 8.2 � 102 1.413 0.418 � �

a The table gives the percentage of cdt-positive E. coli strains among the total E. coli counts for each sewage sample. The type of cdt and the presence of Cdt inducible
bacteriophages were determined from the ODs (absorbance units) of the cultures. Cdt bacteriophages induced from the strains after spot test on S. sonnei were
visualized directly on the plate and, after hybridization with the cdtB probe, scored as follows: �, low lytic spot; ��, strong lytic spot; and �, negative. MitC,
mitomycin C.

b That is, the percentage of cdt-positive colonies among the total E. coli population (CFU/ml) grown in Chromocult agar (indicated in the previous column).
c Expressed as cdt copies in phage DNA per ml of induced culture. Values were determined by real-time qPCR in phage DNA extracted from the cultures.
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showing that Cdt-producing STEC strains, which may repre-
sent a potentially novel virulence clone (40), are present in the
environment. The prevalence of cdt-V in our cdt-positive
strains was very high. Among these, the prevalence of cdt-V in
non-O157 serotypes (8.6%) was similar to previous data (12),
although it should be noted that our collection was mainly
composed of non-O157 serotypes (only 11 O157:H7 among the
140 isolates), since serotype O157:H7 is not commonly found
in environmental settings (13). Despite the low frequency of
O157:H7 in our collection, four of these strains harbored cdt
(36.4%). Janka et al. (19) reported that the cdt-V allele is
present in the majority of sorbitol-fermenting E. coli O157:NM
strains. Later on, cdt-V was also reported in 5% of non-O157
enterohemorrhagic E. coli (EHEC) clinical isolates (4). In our
study, cdt-V was also found in three isolates of serotype O91:
H1. There were five isolates of serotype O91:H21 in our col-
lection (data not shown), and although the number of isolates
was low, cdt showed a prevalence of 60% in this serotype,
which is in accordance with previous reports (3, 22) that
showed a prevalence of 70% in larger strain collections. Some
authors have suggested that some serotypes lacking important
virulence factors harbor cdt and that cdt may therefore con-
tribute to the pathogenicity of these strains. Our STEC strains,
like those described previously (12), lack many virulence genes,
such as eae (data not shown), which encodes intimin (20). As
suggested in the latter report, this underlines the virulence
potential of Cdt-V.

A novelty of the present study is that cdt-V was found in an
inducible Cdt bacteriophage. The location of cdt-V in phages,
although not demonstrated experimentally, has been suggested
previously (12, 40) and is supported by the P2 sequences or
lambdoid phage sequences found in the flanking regions of
cdt-V in several bacterial isolates. Inducible phages were de-
tected in all cdt-positive strains in the present study, but the
numbers of Cdt phages detected after induction were different.
The isolates inducing more phages were those generating in-
fectious Cdt phages detected with S. sonnei, and two of them
generated lysogens, perhaps because the number of phages
induced increases the chances of infection and subsequent
transduction. Difficulties with regard to isolating and detecting
Cdt phages were confirmed here, and we were only able to
obtain good results when we used the S. sonnei strain as a host.
The lack of signals when using E. coli as the host strain, as well
as the weak signals obtained with some Cdt phages in S. sonnei,
indicates that the presence of Cdt-inducible bacteriophages in
previous studies could have been underestimated. Although we
do not know the reason why this strain is a good host for
temperate phages, this S. sonnei strain had previously shown
good abilities to generate lysogens of temperate Stx bacterio-
phages (28, 33). This is the reason why we used it here for the
detection of Cdt phages and generation of lysogens.

The Cdt-V phages analyzed here were produced at high
rates in the absence of an inducing agent such as mitomycin C;
therefore, they are produced by spontaneous induction (25).
This was observed in the wild-type strain, as well as in the
lysogens. Variation in the rates of phage induction was ob-
served as a reduction in the absorbance units when adding
mitomycin C to the cultures; however, this approach is not
conclusive when strains carry more than one temperate phage.
This was the case with the wild type and with lysogen S(�62),

which both carry a Stx phage, together with the Cdt phage. In
contrast, no variation in the optical density was observed for
lysogen S(�125), apparently only carrying a Cdt phage. Con-
firmation of the spontaneous release of Cdt phages was
achieved after evaluation of Cdt phage induction by qPCR.
This mitomycin C-independent induction contrasts with the
induction of phage CDT-1� (1), which was only produced by
mitomycin C-induced cultures and not in the absence of mito-
mycin C.

Accordingly, expression of the Cdt occurred in the S(�125)
lysogen, independently of mitomycin C induction, since the
same distending effect was observed in the presence or absence
of mitomycin C and at the same dilution of the supernatant. It
was not possible to observe the effect of Cdt in lysogen S(�62)
or in the STEC wild-type strains, since the cytotoxic effect of
Stx destroyed the cell culture before any distending effect could
be observed.

If we assume that stx is mobilized by bacteriophages, and
given that the present study and previous reports suggest that
many cdt variants are also located in the genome of inducible
or noninducible bacteriophages, then it is reasonable to think
that in those strains harboring both genes, double lysogeny has
occurred at some point during their evolution. Since many
STEC strains are reported to harbor cdt (3, 4, 12), double
lysogeny of Cdt and Stx phages should be a common event.
However, this simultaneous transduction of both phages with-
out any kind of selection has never been demonstrated exper-
imentally before now. Previous reports from our group indi-
cated that double lysogeny, proposed as a mechanism to
increase genetic variability among strains, seems to occur at
higher rates than single lysogeny (34). A second phage seems
to be introduced into a previously lysogenized strain more
easily than in a nonlysogenic strain. Moreover, triple lysogeny
can be achieved more easily than double lysogeny (R. Serra-
Moreno, unpublished data). This applies to different Stx
phages but also to the same Stx phage, which conflicts with the
outcome expected according to the model of immunity to su-
perinfection proposed for phage �. This has also been demon-
strated by other authors (10), indicating that double and triple
lysogens of a single phage are routinely detected from a single
infection of a double lysogen.

Once in the same background, both phages are induced,
although at different rates and obviously through different
pathways. The Stx phage is activated through the SOS system
(23, 43), and although SOS-independent spontaneous induc-
tion has also been demonstrated (25), the number of Stx
phages increased after SOS activation. The Cdt-V phage de-
scribed here seemed to be induced independent of mitomycin
C treatment in the same bacterial background, indicating a
spontaneous release, a mechanism independent of inducing
agent (25), that could involve the bacterial integration site or
the phage biology itself.

Characterization of the Cdt-V phage showed a phage of
Siphoviridae morphology, similar to the CDT-1� phage de-
scribed by Asakura et al. (1). The Cdt-V operon in this phage
is flanked by a bacteriophage region showing homology with a
fragment of the gpA encoding a protein from phage P2. The
gpA is truncated in the 3
 region by the insertion of the cdt
operon, suggesting an insertion event that must cause the dis-
ruption of gpA. Homology with P2 in the flanking regions of
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the cdt-V cluster has been widely reported (12, 40), indicating
a common trend for this cluster. On the contrary, the cdt-I and
cdt-IV flanking sequences are not related to P2 phage genes (1,
40). For example, in CDT-1�, the cdtI cluster is located adja-
cent to and upstream of the integrase gene. Another difference
in Cdt-V phages from our study is that they do not insert within
the S. sonnei or E. coli genome at the same site as described for
CDT-1�, since the site was not occupied in either strain con-
taining the cdt-V phage. Moreover, the primers used to amplify
the attP regions in CDT-1� are not useful for Cdt-V phages.
Variability among phages harboring the same toxin is not sur-
prising, because the mosaic structure of bacteriophages means
that many of them could interchange different fragments of
diverse origin.

Given that Cdt phages were easily induced from STEC
strains present in nonclinical settings, free Cdt phage particles
could be found among the healthy human population. There-
fore, we screened wastewater samples containing human and
cattle fecal pollution in which free Cdt-V phages could be
expected. These values were compared to the prevalence of cdt
in bacterial DNA of the sewage samples. Our approach al-
lowed us to isolate DNA from Gram-positives and Gram-
negatives, which include E. coli as well as other genera. Urban
sewage was selected based on its relationship with human
pathogenicity, and cattle wastewater was selected since cattle
are a major source of STEC, to which cdt-V is related. The
presence of cdt in the viral DNA fraction of the environmental
samples suggests that phages act as a reservoir of cdt genes, as
previously shown for Stx phages (18, 27, 37) or phages carrying
antibiotic resistance genes (26). It seems likely that Cdt phages,
found as free particles in wastewater, could behave as reser-
voirs of cdt in the environment. Moreover, if some of these
phages are spontaneously induced, they could be released from
bacterial strains after induction and found as free particles
even in the absence of an SOS response-inducing agent. cdt has
also been detected in bacterial DNA from environmental sam-
ples. Densities are similar to those of phages, but with more
homogeneous values among samples. Evaluation of cdt-posi-
tive, non-STEC, E. coli environmental isolates showed a lower
prevalence of cdt (0.3 to 1.2%) than in our collection of STEC
strains (12%). However, the prevalence of STEC in the same
type of urban sewage, which is 0.1% (13), must be considered.
Differences among these studies and real-time qPCR results
can be explained by the fact that the previous approach is
limited to those E. coli strains able to grow on Chromocult,
while real-time qPCR evaluates any kind of bacterial DNA
independently of the viability of the strain and its ability to
grow in Chromocult.

It is interesting that in the six non-STEC E. coli environ-
mental isolates, Cdt-IV was the predominant variant, rather
than Cdt-V, which appears to be more prevalent among STEC
strains. However, the number of cdt-positive, non-STEC envi-
ronmental isolates is too low to consider these data to be any
more than a mere indication. These isolates were able or not
able to induce Cdt phages at high rates according to the real-
time qPCR results. Consequently, no lysogens were obtained
with these phages. The significant presence of Cdt-V phages in
environmental strains correlates with the fact that Cdt-V
phages are present as free particles in wastewater, in which
phages are known to be highly resistant to inactivation pro-

cesses (2, 35) and from where they can infect and transduce
cdt-V to environmental strains, causing the emergence of new
Cdt-producing bacteria.
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Introducción 

La toxina Cdt ha sido descrita en varios microorganismos patógenos como 

Escherichia coli, Vibrio (Okuda et al., 1995), Helicobacter (Young et al., 2000), 

Campylobacter, entre otros. El hecho de que cdt se encuentre en diferentes géneros 

bacterianos, así como que no aparezca asociado significativamente a otros factores de 

virulencia (Martínez-Castillo et al., 2012), sugiere que estos genes son adquiridos por 

transferencia horizontal a través de fagos. Estos fagos Cdt pueden ser inducidos a partir 

de la cepa huésped y transmitir el gen de la toxina a otras cepas (Allué-Guardia et al., 

2011), causando la aparición de nuevas cepas virulentas. Además de en ambientes 

clínicos, se han encontrado fagos Cdt en agua residual (Allué-Guardia et al., 2011) y, tal 

como veremos en este estudio, también en agua de río, hecho que refuerza su potencial 

papel como transmisores de la toxina en el medio ambiente. 

Por tanto, un aspecto importante a tener en cuenta es la persistencia y la 

estabilidad de estos fagos en las diferentes condiciones ambientales. Por su propia 

naturaleza, los fagos son mucho más resistentes a ciertos tratamientos de desinfección e 

inactivación natural que las bacterias huésped (Baggi et al., 2001; Durán et al., 2002; Lee 

et al., 2011; Muniesa et al., 1999a). Además, se han descrito ciertas morfologías de fagos 

que permitirían una mayor persistencia a dichos tratamientos (Muniesa et al., 1999b).  

Objetivos y metodología 

Por ello, en este estudio, se pretende evaluar la estabilidad de los fagos Cdt bajo 

diferentes condiciones de temperatura (4ºC, 22ºC y 37ºC), pH (3, 7 y 9), calor (60ºC y 

70ºC, 30 y 60 min), luz UV (1, 5, 10 y 30 min), cloración (1, 3, 5, 10, 20 y 30 min) e 

inactivación natural (concentración de sales, radiación solar…). Para ello se utilizarán dos 

fagos Cdt, que serán monitorizados mediante ensayos de infectividad (ufp/ml) y mediante 

cuantificación de copias genómicas por qPCR. El fago SOM23 (fago ambiental) (Muniesa 

et al., 2003) se utilizó como control.  
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Así pues, el objetivo de este trabajo es estudiar la supervivencia de los fagos Cdt 

tras todos estos tratamientos y así poder evaluar el posible riesgo de estos fagos como 

potenciales vectores de transmisión del gen de la toxina a otras cepas ambientales, 

permitiendo la diseminación de cdt en el medio ambiente y la aparición de nuevas cepas 

patógenas. 

Resultados 

Se trabajó con dos fagos Cdt-V, S(62) y S(125), inducidos a partir de dos 

lisógenos en Shigella sonnei (Allué-Guardia et al., 2011). Tal como se demostró en el 

capítulo anterior, ambos fagos Cdt presentan inducción espontánea, puesto que no se 

observaron diferencias significativas en los valores de infectividad o genomas de los 

lisados fágicos obtenidos a partir de los cultivos tratados con inductores (mitomicina C, 

UV o EDTA) y los cultivos sin inducir. 

Se analizó la estabilidad de los dos fagos Cdt. Se observaron reducciones 

similares de los dos fagos Cdt y entre los fagos Cdt y el fago control SOM23, que 

presenta la misma morfología Siphoviridae que los fagos Cdt en estudio. Comparando la 

estabilidad ante la temperatura, a 4ºC y 22ºC la reducción en infectividad fue de menos 

de 1 log10 al cabo de un mes, mientras que a 37ºC disminuyó más de 1 log10. Los valores 

de qPCR variaron menos de 1 log10 a cualquiera de las tres temperaturas. El número de 

genomas de los fagos Cdt, sin embargo, no disminuyó a lo largo del tiempo.  

Referente a la estabilidad de los fagos Cdt frente al pH, los dos fagos perdieron 

completamente la infectividad al cabo de un día a pH3, del mismo modo se observó para 

el fago SOM23. A pH7 y 9 los dos fagos estudiados resultaron bastante estables, con 

reducciones de 1.1 (Φ125) y 0.5 (Φ62) log10 ufp/ml a pH7 y de 1.6 y 1.7 log10 ufp/ml a pH9 

tras un mes de estudio. De modo similar se redujo el número de ufp del fago control 

SOM23. Al evaluar los genomas de los fagos Cdt, el número de copias genómicas 

disminuyó menos de 1 log10 en todos los casos. 

También se estudió la estabilidad de los fagos Cdt y del control SOM23 sometidos 

a diferentes tratamientos de inactivación (térmico, cloración e inactivación por luz 

ultravioleta) y lo comparamos con la persistencia de la bacteria huésped E. coli cepa 125 

(serotipo O157:H7, stx y cdt positiva). En el tratamiento térmico, la reducción del número 

de partículas infecciosas a 60ºC fue de 1.3 log10 tanto tras 30 min como tras 60 min para 

los fagos Cdt y el control SOM23, mientras que a 70ºC la inactivación fue mayor de 2.4 log10 

en 30 min y mayor de 4.5 log10 en 60 min. De nuevo, no hubo diferencias significativas en 
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los valores de genomas fágicos evaluados mediante qPCR. En cambio, la reducción de la 

bacteria fue de más de 5 log10 en las ufc/ml.  

Los fagos Cdt, así como el fago control, resultaron ser muy sensibles a los UV, con 

reducciones en infectividad de hasta 4 log10 después de 30 min. Los valores de genomas 

fágicos, de nuevo, no mostraron variaciones significativas. La reducción de ufc/ml de la 

bacteria fue de más de 5 log10 tras sólo 5 min de tratamiento. En cuanto a la cloración, los 

fagos fueron inactivados totalmente tras 30 min, con una disminución de 5 log10 tras 20 

min, mientras que la bacteria disminuyó más de 5 log10 tras 1 min. El número de CG/ml 

disminuyeron menos de 1 log10 en todos los casos. 

Para la inactivación natural, los fagos se pusieron en membranas de diálisis y se 

sumergieron en un estanque, con agua natural no clorada, a diez centímetros de la 

superficie, donde actúan diferentes factores ambientales, entre ellos la temperatura y la 

insolación. La inactivación presentada por todos los microorganismos estudiados fue mayor 

en verano que en invierno en todos los casos, siendo la inactivación de la bacteria mucho 

mayor que la de los fagos. Las variaciones en los valores de genomas fágicos de fagos Cdt 

tras el tiempo de inactivación no mostraron diferencias estadísticamente significativas. 

Finalmente, en vista de la persistencia mostrada por los fagos Cdt frente a diversos 

tratamientos, se procedió a la cuantificación del número de fagos Cdt en muestras de río, 

dado que presenta unos niveles de contaminación fecal menores que las muestras de agua 

residual analizadas en el estudio anterior. El 72.7% de las muestras resultaron positivas, 

confirmando la presencia de los fagos Cdt circulando por el medio ambiente, en el caso de 

muestras con contaminación fecal moderada y sometida a cierto grado de inactivación. 

Discusión 

Como se ha visto, los fagos Cdt-V estudiados son de inducción espontánea ya que 

no se observa un aumento de estos fagos tras el tratamiento con agentes inductores. En 

esto, los fagos de nuestro estudio son diferentes al fago Cdt-I, descrito anteriormente, que 

aparentemente requiere mitomicina C para activar el ciclo lítico (Asakura et al., 2007). Esta 

auto-inducción, o inducción espontánea en ausencia de agente inductor sugiere que 

posiblemente estos fagos presentan una mayor difusión y distribución en el medio ambiente 

puesto que pueden originarse a partir de las cepas huésped de forma espontánea. 
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Como potenciales vectores para la transmisión del gen cdt, es importante estudiar la 

estabilidad de los fagos Cdt bajo diferentes condiciones ambientales y su persistencia frente 

a tratamientos de desinfección. En este estudio se compara los valores de fagos infecciosos 

y los valores de genomas de fago. Hay que destacar que los valores de genomas no 

necesariamente se correlacionan con el número de partículas infecciosas, que son las 

potencialmente peligrosas para la transmisión de la toxina. En nuestro estudio, bajo los 

diferentes tratamientos, la reducción de genomas fágicos es mucho menor que la 

presentada por las partículas infecciosas. 

Los fagos Cdt mostraron una gran estabilidad a diferentes temperaturas y pHs, 

excepto en el caso de pH ácido, donde se inactivaron en un día, a diferencia de otros fagos 

que resisten en ambientes más ácidos (Jończyk et al., 2011). En cuanto a los tratamientos 

de inactivación utilizados, en todos los casos se comprobó que las bacterias se inactivan 

con mayor rapidez que los fagos, sugiriendo así que los fagos pueden actuar mejor como 

reservorio ambiental del gen cdt. Los valores de inactivación de los fagos Cdt fueron muy 

similares a los del fago control SOM23, que también presenta una morfología Siphoviridae, 

descrita como una de las más resistentes ante los tratamientos aplicados en este estudio 

(Durán, et al., 2002; Lee y Sobsey, 2011; Muniesa et al., 1999b) y los resultados concuerdan 

con estudios anteriores hechos con otros fagos de E. coli (Cunault et al., 2011; Dee y 

Fogleman, 1992).  

La cloración, comúnmente usada para el tratamiento del agua de bebida, eliminaría 

completamente las bacterias en poco tiempo, aunque la presencia de los fagos, y más 

específicamente fagos infecciosos, que aún pueden ser detectados tras 20 minutos de 

tratamiento, supone un problema potencial, así como la detección de estos fagos tras el 

tratamiento con luz ultravioleta y tratamiento térmico. 

La inactivación natural permitió la evaluación de diferentes factores ambientales de 

manera simultánea. Probablemente, en nuestro estudio la inactivación que se observó fue 

debida a la radiación solar (Davies-Colley et al., 1999) y en menor medida a la temperatura, 

puesto que el resto de variables (pH o concentración de sales) se mantuvieron bastante 

estables a lo largo del experimento y la temperatura parecía no afectar demasiado a la 

estabilidad de los fagos (tal y como habíamos visto en los experimentos anteriores). 

Dadas las evidencias de que los fagos Cdt circulan libremente en el ambiente, y de 

su elevada persistencia, se reafirman como potenciales vectores para la transmisión de 

toxinas. Esto puede provocar la aparición de nuevas cepas con el gen Cdt y/o variantes más 
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virulentas. Por ello, es importante saber más acerca de la inducción y la diseminación de 

estos fagos en el medio ambiente.  

Informe del factor de impacto 

El artículo titulado “Stability and Infectivity of Cytolethal Distending Toxin 

Type V Gene-Carrying Bacteriophages in a Water Mesocosm and Under Different 

Inactivation Conditions” fue publicado en agosto de 2012 en la revista Applied and 

Environmental Microbiology 78(16):5818-5823, que tuvo un factor de impacto de 3,678 

para el año 2012 y que pertenece al primer cuartil de la categoría Biotecnología y 

Microbiología Aplicada. 

Informe de coautoría 

La doctoranda realizó los procedimientos experimentales (ensayos de inducción, 

tratamientos de inactivación, estudio de la estabilidad, ensayos de qPCR, etc) y participó 

en la redacción del artículo y el diseño de las figuras. 
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Two cytolethal distending toxin (Cdt) type V-encoding bacteriophages (�62 and �125) were induced spontaneously from their
wild-type Escherichia coli strains and from the lysogens generated in Shigella sonnei. The stability of Cdt phages was determined
at various temperatures and pH values after 1 month of storage by means of infectivity tests using a plaque blot assay and analy-
sis of phage genomes using real-time quantitative PCR (qPCR): both were highly stable. We assessed the inactivation of Cdt
phages by thermal treatment, chlorination, UV radiation, and in a mesocosm in both summer and winter. The results for the two
Cdt phages showed similar trends and were also similar to the phage SOM23 used for reference, but they showed a much higher
persistence than Cdt-producing E. coli. Cdt phages showed maximal inactivation after 1 h at 70°C, 30 min of UV radiation, and
30 min of contact with a 10-ppm chlorine treatment. Inactivation in a mesocosm was higher in summer than in winter, probably
because of solar radiation. The treatments reduced the number of infectious phages but did not have a significant effect on the
Cdt phage particles detected by qPCR. Cdt phages were quantified by qPCR in 73% of river samples, and these results suggest
that Cdt phages are a genetic vehicle and the natural reservoir for cdt in the environment.

Cytolethal distending toxin (Cdt) is produced by different
pathogenic microorganisms, including Escherichia coli, Shi-

gella dysenteriae (29), and Campylobacter spp. (18), among others
(15, 22, 33). Its cytolethal distending action consists of blocking
the G2 and M phases during mitosis, which distends the cells, since
cell division ceases but growth continues.

Cdt consists of three subunits (CdtA, CdtB, and CdtC) that are
encoded by three adjacent genes. The catalytic subunit CdtB is
homologous to DNase I and is the most conserved gene due to its
essential role in cellular toxicity. The other subunits act as binding
proteins that deliver CdtB into target cells, thus producing the
cytotoxic effect (13). Five variants of the toxin have been reported
in E. coli. In some of these variants, the cdt genes are flanked by
lambda-like and bacteriophage P2 genes (Cdt-I and Cdt-IV) (32).
Some variants are present in inducible lambdoid prophages, such
as Cdt-I (5) and Cdt-V (2), or are encoded in pVir, a conjugative
plasmid (Cdt-III) (30).

Recent genomic sequencing of different E. coli strains indicates
that a large part of the genome consists of bacteriophage genes and
that they constitute an important mechanism for adaptation to
new hosts through the horizontal transfer of virulence genes (7).
Cdt genes in E. coli occur independently of the presence of other
virulence traits (21), which strongly suggests that they are inde-
pendently acquired by horizontal gene transfer, probably by
means of bacteriophages. cdt can be transduced from a cdt-posi-
tive bacteria to a cdt-negative strain by means of bacteriophages
(2, 5). This is an important process because this gene exchange can
lead to the emergence of virulent strains. Cdt-V phages have been
detected in fecally polluted wastewater (2), which suggests a cer-
tain prevalence of these phages in the environment and reinforces
the hypothesis that they mobilize cdt. Therefore, an important
aspect to be considered is the survival and persistence of these
phages in different environmental conditions, since this will affect
the dissemination of cdt genes.

Bacteriophages show a higher resistance to natural and anthro-

pogenic external stress factors than bacteria (6, 12, 20, 25, 26).
Within the different phage groups, it seems that particular mor-
phologies could lead to improved survival of bacteriophages in
certain conditions (25, 26). Cdt phages belongs to the Siphoviridae
morphology; tailored phages which, according to some authors,
are very stable under different conditions (1, 20, 26). In the pres-
ent study, we evaluated the infectivity and stability of Cdt phages
in different external conditions using infectivity assays and a real-
time quantitative PCR (qPCR) method, to establish their persis-
tence in the environment.

MATERIALS AND METHODS
Bacterial strains, bacteriophages, and media. Lysates of Cdt-V-encoding
bacteriophages �62 and �125, initially isolated from wild-type E. coli
strain 62 (serotype O22:H8) and E. coli strain 125 (serotype O157:H7)
were obtained from S. sonnei lysogens as described elsewhere (2). The
bacteriophage SOM23, an environmental isolate belonging to the Sipho-
viridae morphology (27), was used as an E. coli phage control. E. coli strain
125 (cdt�) (2) was used as a bacterial control. S. sonnei strain 866 was used
as the host strain. Luria-Bertani (LB) broth, LB agar, Trypticase soy agar
(TSA), and ChromoCult Coliform Agar (Merck, Darmstadt, Germany)
were used to culture the bacteria. Mitomycin C (0.5, 2, and 5 �g/ml) and
EDTA (20 mM) were added to the lysogens to induce Cdt phages.

Isolation of phage DNA, PCR studies, and sequencing. Phage DNA
was isolated from the phage lysates and from 100-ml samples of river
water as previously described (2). For phage DNA isolation from lysis
plaques, each plaque was recovered from the agar layer using a sterile loop,
suspended in 100 �l of phosphate-buffered saline, and treated with
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DNase, and, after heat inactivation of DNase (15 min at 95°C), the sample
was processed for DNA extraction. Conventional PCRs, real-time qPCR
assays for Cdt-V detection, and sequencing of PCR products were per-
formed using protocols and primers previously described (2).

Infectivity of Cdt phages and plaque blot hybridization. Cdt phages
were enumerated by the double agar layer method using S. sonnei strain
866 as the host strain (2). Those plates of Cdt phages containing approx-
imately 100 to 300 PFU were transferred to a nylon membrane and hy-
bridized with the digoxigenin-labeled cdt-B-V specific probe as previously
described (2).

Stability at different temperatures and at different pH. Aliquots of
phage lysates containing 103 to 104 PFU of Cdt phages/ml and 106 PFU of
SOM23/ml were placed in 50-ml tubes and incubated at 4, 22, and 37°C.
For pH assays, the medium was adjusted to pH 3, 7, and 9 and confirmed
before each sampling interval. Tubes were incubated for 1, 3, 7, 14, 21, and
28 days. Infectious Cdt phages and Cdt phage particles were determined at
each interval.

Inactivation experiments. Aliquots of phage lysates containing ap-
proximately 104 to 105 PFU of Cdt phages/ml, 104 to 106 PFU of SOM23/
ml, and 105 to 106 CFU of Cdt-STEC strain 125/ml were used for the
inactivation experiments. For thermal treatment, the phages and bacteria
were placed into a water bath at 60 and 70°C. The samples were removed
after 30 and 60 min. As a source of UV radiation, an 8-W germicidal lamp
that emitted monochromatic UV radiation at 253.7 nm (G8T5.2N; San-
kyo Denk, Tokyo, Japan) was used (31). Samples (5 ml) were placed 5 cm
from the lamp in sterile petri dishes (90 mm in diameter) and irradiated
for 1, 5, 10, and 30 min.

For chlorine inactivation, phage lysates and bacteria were diluted 1:20
in double-distilled water, treated with 10-ppm chlorine supplied as so-
dium hypochlorite, and incubated for 1, 3, 5, 10, 20, and 30 min at room
temperature (21°C). Residual chlorine was neutralized by adding 3% (wt/
vol) sodium thiosulfate (12).

To assay inactivation in a mesocosm, phage lysates and bacterial cul-
tures were diluted 1:10 in the well water used for these experiments. Sus-
pensions containing phages or bacteria were placed into dialysis tubes
(cutoff, 14 kDa), which were sealed and placed in an outdoor pond with a
water volume of 60 m3, protected by a cage, at a depth of 20 cm. The pond
was supplied with nonchlorinated water from a well and provided a hab-
itat for some species of goldfish. The experiments were performed in July
(temperature, 18.5 to 24°C; solar radiation, 23 MJ m�2) and January
(temperature, 7 to 14°C; solar radiation, 8.5 MJ m�2). The pH (6.8) and
turbidity (4.1 to 6.8 nephelometric turbidity units [NTUs]) were stable
throughout the year. The tubes containing the phage lysates were sampled
at various intervals and analyzed.

Analysis of water from the Llobregat River. Aerobic bacteria were
evaluated in TSA at 37°C for 18 h. E. coli was determined with the mem-
brane filtration method (3). Somatic coliphages, proposed as suitable in-
dicators of viral fecal pollution, were enumerated by using the ISO
method (4). Cdt phages were isolated from 100 ml of the sample and
evaluated using real-time qPCR.

Data analysis and statistics. For each experiment, a linear regression
of the values was calculated between the intervals containing measurable
data (above the limit of detection), and the regression equation was gen-
erated using Excel software (Microsoft Excel 2010). The results present
the average of the three regression-line slopes and their corresponding
standard deviations for the data obtained in the three independent repli-
cas of each experiment.

RESULTS
Induction of Cdt-V phages. The two Cdt-V phages used in the
present study were obtained from E. coli wild-type strains and
from S. sonnei lysogens S(�62) and S(�125) (2). We confirmed
that these phages were spontaneously induced from their respec-
tive lysogens, since no significant (P � 0.05) differences were ob-
served in phage determinations (infectivity assays or qPCR) when

using mitomycin C (0.5, 2, and 5 �g/ml), EDTA, or UV induction
compared to the noninduced cultures. Since Cdt phages are
known to carry only one cdt copy (5), the cdt gene copy (GC)
values can be extrapolated to give the number of Cdt phages in
each sample.

Stability of Cdt phages. Cdt phages, obtained from lysogens
without an inducing agent, were evaluated for infectivity (plaque
assay and hybridization) and using real-time qPCR. The presence
of cdt-V in two to five plaques positive by hybridization was fur-
ther confirmed by conventional PCR and sequencing.

Similar reductions were observed over time for both Cdt
phages and SOM23 (Fig. 1A). Storage at 4 and 22°C showed inac-
tivation of �1 log10 units after 1 month of storage, and there were
no significant differences between the temperatures (Student t
test, P � 0.05). Phages showed less stability at 37°C and decreased
more than 1 log10 unit after 1 month. qPCR showed a �1-log10

reduction in GC at the three temperatures after 1 month.
Stability at different pH values was evaluated at 4°C, since that

temperature showed the lowest reduction in the number of infec-
tious Cdt phages. When exposed to low pH (pH 3), all three
phages lost their infectivity after only 1 day, and no plaques were
observed; hence, pH 3 is not presented in the chart (Fig. 1B). Cdt
phages presented remarkable stability at pH 7 and 9. At pH 7, the
phages maintained their infectivity throughout the month, with
inactivation at day 28 of only 1.1 (�125) and 0.5 (�62) log10

PFU/ml. Stability was also observed at pH 9, with reductions of
only 1.6 and 1.7 log10 PFU/ml after 1 month (Fig. 1B). The qPCR
reflected the stability at different pH with reductions of �1 log10

GC/ml after 1 month.
Inactivation treatments. The resistance of the two Cdt phages

and SOM23 to high temperatures (60 and 70°C) showed similar
trends. When treated at 60°C, inactivation of infectious particles
was of 1.3 log10 units at 60 min, whereas treatment at 70°C showed
inactivation greater than 2.4 log10 units at 30 min and greater than
4.5 log10 units at 60 min. Cdt phage particles were still detectable
by qPCR (Fig. 2A), and there was no remarkable reduction at any
time interval or temperature, which confirms that the phage DNA
remained intact. In contrast, a drastic reduction of 5 log10 units of
CFU of E. coli strain 125 (Cdt-STEC) was observed after treatment
at 60°C for 30 min.

Although the UV inactivation approach used does not allow
calculation of the UV dose applied, it allows comparison between
microorganisms. Cdt phages were very sensitive to the UV treat-
ment used and showed reductions of infectious phages of 3.5
(�125), 3.1 (�62), and 4.0 (SOM23) log10 units after 30 min, but
they were still more resistant than the Cdt-STEC strain (Fig. 2B),
which showed a reduction of 5 log10 units after only 5 min. How-
ever, qPCR showed Cdt phage particles were not affected by the
UV treatment, and GC did not decrease significantly (Student t
test, P � 0.05).

Chlorination completely inactivated all parameters after 30
min of contact (Fig. 2C). However, Cdt phages took more than 20
min to decrease by 5 log10 units compared to 1 min for Cdt-STEC.
Nevertheless, the strongest inactivation of phages was observed
after 1 min of contact. qPCR values of GC/ml showed inactivation
below 1 log10 unit after 30 min.

The inactivation of Cdt phages, SOM23, and Cdt-STEC in a
mesocosm varied with season (Fig. 3). All of the microorganisms
inactivated significantly faster (Student t test, P � 0.05) in sum-
mer than in winter. Inactivation of Cdt-STEC was faster than that
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of Cdt phages, whose inactivation was 2.7 and 2.2 log10 units for
�125 and �62, respectively, in summer and 1.9 log10 units for
both in winter. These inactivation values were similar to those of
the control phage SOM23. qPCR values for both Cdt phages
showed a very small reduction (Fig. 3) below 0.6 log10 units
throughout the experiment in summer and below 0.4 log10 units
in winter.

Quantification of free Cdt phages in samples from the Llo-
bregat River. Eleven river-water samples were collected from the
Llobregat River, a watercourse that receives mostly human fecal
pollution. The samples showed fecal contaminants 4 log10 units
below the levels present in wastewater samples from the same area
(Table 1) (2). Cdt phages were detected by qPCR in 72.7% of river
samples, which confirmed the circulation of Cdt phages in the
environment.

DISCUSSION

The induction of Cdt phages in the present study does not seem to
be stimulated by any inducing agent such as mitomycin C, UV
light, or EDTA (16, 24, 28), in contrast to the behavior of the Cdt-I
phage (5), which is induced by mitomycin C. Spontaneous induc-
tion of Cdt phages suggests that the diffusion of induced Cdt

phages should be greater than for those phages that require spe-
cific conditions for their induction.

In previous work, Cdt phages were detected in wastewater
samples (2), revealing the environmental presence of these phages
released directly from the gut or induced from Cdt-positive bac-
teria. Here, Cdt phages were detected in 72.7% of river samples
with lower levels of contamination than wastewater and primarily
affected by human waste, indicating that the Cdt phages detected
probably had an anthropogenic source. The potential capacity of
Cdt phages to transduce cdt is a cause for some concern because of
the potential conversion of nonlysogenic strains to Cdt-producing
ones. Evaluating the persistence of Cdt phages in extraintestinal
environments is necessary to provide insight into the spread and
mobilization of cdt in the environment.

The persistence of Cdt phages was evaluated by qPCR, as well
as by phage infectivity. The qPCR results do not necessarily cor-
relate with infectivity of phages, which is essential for potential cdt
transduction. Hybridization was also necessary for an accurate
enumeration of Cdt-positive plaques, to discriminate them from
other phages (for instance Stx phages) that may have been present
in the phage lysates (2).

Cdt phages remain stable after 1 month of storage at various

FIG 1 Stability of Cdt phages and SOM23 at various temperatures (4, 22, and 37°C) (A) and different pHs (3, 7, and 9 after 1 month of storage at 4°C) (B). The
results of infectivity presented (PFU/ml) for �62 and �125 correspond to plaque blot hybridization results. Infectivity of phage SOM23 was evaluated using
plaque assays, which was included as a control. The charts show the results of one representative experiment. The tables present the averages (with the standard
deviations [SD] indicated in parentheses) of the slopes of the logarithmic regression lines obtained in three replicas of each experiment for infectious phages and
qPCR.
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temperatures and pH values. Temperature determines the occur-
rence and viability of the phages in different environments. In
terms of pH, some phages persist well in acidic environments (19),
but this is not the case for Cdt phages, which lose their infectivity
when stored for 1 day at pH 3. In contrast, Cdt phages retain their
infectivity better at pH 7 and 9, which is in line with reports of �
phage (17).

When assaying different inactivation conditions, there was a
clear gradation in resistance, with bacteria being much more sus-
ceptible to inactivation than phages, as extensively reported for
other phages (9, 12, 25, 26). Assuming that the natural host of
Cdt-V phages is E. coli, their higher stability suggests that phages
are the natural reservoir of cdt in the environment. Inactivation of

Cdt phages showed similar trends to that of SOM23. This may be
due to the fact that it is a tailored phage, which has been described
as highly stable under different conditions (1, 11, 20). The results
for Cdt phage inactivation were also in agreement with reports on
other E. coli phages, either for thermal treatment (8, 20, 23), UV
treatment (20, 31), or chlorination (10, 12, 26). Chlorinating wa-
ter with 10 ppm of chlorine would provide water with no bacteria,
which would be considered suitable for consumption according to
current practices in many parts of the world. However, Cdt phages
may still be detected in the chlorinated samples.

Inactivation of phages in a mesocosm provides the simultane-
ous analysis of different factors, except probably for the effect of
grazing. However, protozoa grazing seems to be restricted to

FIG 2 Persistence of Cdt phages �62 and �125, SOM23, and Cdt-STEC under thermal treatment at 60 and 70°C (A) to UV treatment (B) to 10 ppm of chlorine
(C) through time. The charts on the left show logarithmic values of PFU, CFU or GC/ml. The tables on the right present the averages (SD) of the slopes of the
logarithmic regression lines obtained in three replicas of each experiment. Dotted lines indicate values below the limit of detection.
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larger microorganisms than viruses, and the effect of grazing on
phage numbers is not clear (14). It is difficult to determine which
factor is the main cause of inactivation, although a detailed anal-
ysis may provide some insight. The pond did not experience pH
variations during the experiment. In summer, all of the microor-
ganisms were inactivated faster than in winter. The main differ-
ences in the physical factors between summer and winter were
temperature and solar irradiation. The low inactivation of Cdt
phages at similar temperatures, especially after 7 days, suggests
that irradiation is the differential factor for the inactivation of Cdt
phages in the mesocosm. Although our UV experiments cannot be
compared to solar UV doses, UV light is a recognized inactivating
factor (9, 11, 25).

Bacteriophages are an important source of new genetic vari-
ants. It is important to find out more about the induction and
dissemination of extraintestinal phages in order to control the
emergence of new pathogenic strains. The persistence shown
by Cdt phages indicates that they spread in the environment
and act as mobile vehicles of cdt, as observed previously for

other bacteriophages harboring virulence genes, such as Shiga
toxin phages (25).
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Introducción 

Las STEC o E. coli productoras de toxina Shiga constituyen un grupo importante 

de E. coli patógenas causantes de diversas enfermedades, desde diarrea que puede 

derivar a diarrea hemorrágica, hasta complicaciones de estas infecciones que incluyen el 

síndrome hemolítico urémico (HUS) (Erickson y Doyle, 2007; Melton-Celsa et al., 2012) o 

la púrpura trombótica trombocitopénica (Noris et al., 2012). Las cepas STEC se 

caracterizan por la producción de dos tipos de toxinas, la toxina Shiga 1 (Stx1) y la toxina 

Shiga 2 (Stx2), que presentan numerosas variantes, siendo la Stx2 más asociada a las 

cepas más virulentas y a complicaciones más severas de la enfermedad. 

Las toxinas Stx están codificadas por los genes stx, que se localizan en el 

genoma de fagos atemperados, los fagos Stx. Estos fagos son muy diversos en cuanto a 

su estructura genética y morfología (Herold et al., 2004). Al tratarse de fagos 

atemperados, su ciclo lítico puede ser activado, causando una multiplicación del genoma 

del fago y, como consecuencia, una mayor producción de la toxina. Tras la activación del 

ciclo lítico del fago, se produce una lisis de la célula huésped, lo que causa una liberación 

de partículas fágicas al exterior de la célula bacteriana, cosa que facilitaría la 

diseminación de los fagos Stx en el medio ambiente. Consecuentemente, se han aislado 

fagos Stx en muestras de heces de individuos sanos (Martínez-Castillo, et al., 2013) y 

agua con contaminación fecal de origen humano y animal (Muniesa et al., 1999a; Dumke 

et al., 2006; Imamovic et al., 2010), así como en muestras de alimentos, que presentan 

niveles de indicadores microbianos que las hacen aceptables para el consumo humano 

(Imamovic y Muniesa, 2011).  

La presencia de los fagos Stx en el medio ambiente implica que éstos deben ser 

capaces de persistir bajo diferentes condiciones que pudieran inactivarlos. Los nuevos 

métodos de cuantificación por qPCR específica para los fagos Stx (Imamovic et al., 

2010), así como la optimización de protocolos para la detección de fagos Stx infectivos o 
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para detectar la generación de lisógenos, permiten obtener mejores datos cuantitativos 

sobre la estabilidad de estos fagos en el medio ambiente. 

Objetivos y metodología 

El objetivo de este capítulo es estudiar la persistencia de fagos Stx (mediante 

ensayos de infectividad y cuantificación por qPCR) bajo diferentes condiciones y 

tratamientos de inactivación: temperatura (4ºC, 22ºC y 37ºC), pH (3, 7 y 9), radiación UV 

(1, 5, 10 y 30 min), cloración (1, 3, 5, 10 y 20 min a 10ppm), calor (60ºC y 70ºC, 30 y 60 

min) e inactivación natural en un mesocosmos. Otro de los objetivos de este capítulo es 

comprobar si los fagos Stx siguen siendo infectivos después de estos tratamientos y si 

son capaces de transducir el gen de la toxina a otras cepas, cosa que representaría un 

peligro potencial debido a la aparición de nuevas cepas virulentas productoras de toxina 

Shiga. 

Resultados 

A partir de dos lisógenos de laboratorio, y mediante inducción con mitomicina C, 

se obtuvieron dos fagos Stx, Φ534 y Φ557, que presentaban una morfología Podoviridae 

(Franki et al., 1991) y una estabilidad muy similar. Se evaluó la persistencia de ambos 

fagos (genomas fágicos y fagos infecciosos) incubados a diferentes temperaturas. Ambos 

fagos presentaron una inactivación menor de 1.5 log10 ufp/ml cuando se los mantuvo a 

4ºC durante un mes y de 2.2 log10 a 22ºC tras un mes de incubación. A 37ºC, en cambio, 

la disminución en el título de fagos infecciosos fue de más de 4 log10. Los resultados de 

qPCR, que mostraban la inactivación de genomas fágicos, mostraron una reducción de 

menos de 1 log10 en el número de CG de stx en ADN fágico a cualquiera de las tres 

temperaturas analizadas después de un mes. 

Respecto al pH, los dos fagos perdieron completamente la infectividad tras un día 

a pH3, mientras que a pH7 y pH9 fueron bastante más estables, con reducciones de 1.5 

log10 y 1.3 log10 ufp/ml, respectivamente, tras un mes de incubación. El número de CG/ml 

del genoma de los fagos no varió prácticamente a pH7 o pH9, pero disminuyó 1.5 log10 a 

pH3. 

Cuando los fagos Stx fueron sometidos a diversos tratamientos de inactivación, la 

persistencia de los fagos Stx (fagos infecciosos y genomas) se comparó con el fago 

SC12 (un fago virulento que infecta a E. coli WG5) y con la cepa STEC A557 serotipo 

O157:H7 (cepa a partir de la cual se aisló el fago Φ557). Los fagos Stx mostraron una 



3.3. Persistencia de bacteriófagos Stx 

103 

inactivación de más de 3 log10 después de un minuto de cloración, muy similar a la 

inactivación de SC12, aunque el número de CG/ml en los tres fagos disminuyó menos de 

1 log10 tras 20 minutos de tratamiento. Ni los fagos Stx ni SC12 mostraron elevada 

inactivación por el tratamiento con UV, mostrando reducciones en el número de fagos 

infecciosos de 2.2 log10 después de 30 minutos. Los resultados de qPCR no mostraron 

reducciones significativas. En cuanto al tratamiento por calor, los fagos Stx presentaron 

una reducción de aproximadamente 2 log10 en cualquiera de las condiciones, mientras 

que la inactivación de SC12 fue menor a 60ºC pero mayor a 70ºC. El número de 

genomas fágicos no variaron significativamente en el tratamiento por calor. En todos los 

tratamientos ensayados, la reducción de STEC fue siempre la más elevada, con valores 

superiores a 5 log10 ufc/ml, en muchos casos, por debajo del límite de detección. 

Se ensayaron condiciones de inactivación natural mediante experimentos en un 

mesocosmos. Para ello, se introdujeron los tres fagos y la cepa STEC dentro de 

membranas de diálisis, que a su vez se introdujeron en un estanque. El agua del 

estanque no estaba clorada y el estanque estaba sometido a variaciones de diversos 

factores ambientales, como la temperatura o la radiación solar. El pH se mantuvo estable 

a lo largo del experimento. Se realizaron experimentos en dos estaciones, verano e 

invierno. La inactivación de todos los microorganismos ensayados fue mayor en verano 

que en invierno, con disminuciones de los fagos Stx y SC12 de más de 4 log10 ufc/ml tras 

7 días de ensayo. En cuanto al número de CG/ml, se produjo una reducción de hasta 3 

log10 en verano, pero de menos de 1 log10 en invierno. De nuevo, STEC presentó la mayor 

reducción (más de 7 log10), cayendo por debajo de su límite de detección.  

La capacidad de los fagos Stx para producir lisógenos y transducir el gen de la 

toxina tras algunos de los tratamientos de inactivación se evaluó usando los mismos 

fagos Stx que en los experimentos anteriores, que habían sido modificados mediante la 

sustitución de un fragmento del gen stx por el gen de resistencia a cloranfenicol, 

generando los fagos recombinantes Φ534∆stx::cat y Φ557∆stx::cat. La generación de 

lisógenos por parte de estos fagos se podía evaluar mediante la selección de colonias 

resistentes al cloranfenicol generadas tras la incubación de la cepa huésped WG5 y los 

fagos recombinantes. Se comparó la generación de lisógenos antes y después de cada 

tratamiento. Aunque los datos que se presentan son cuantitativos, hay que tener en 

cuenta que los lisógenos se obtuvieron tras un paso de incubación y, por tanto, los datos 

deberían considerarse cualitativamente más que cuantitativamente. A pesar de ello, en 

general, el número de lisógenos obtenidos se correlacionó con el número de fagos 

infectivos que persistieron tras los tratamientos. Así, los lisógenos obtenidos antes de los 
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tratamientos fueron del orden de 2 log10 ufc/ml, mientras que tras la cloración y la luz UV 

el número fue mucho menor. No se obtuvieron lisógenos tras el tratamiento térmico. 

Discusión 

 El principal mecanismo de movilización de la toxina Shiga entre diferentes cepas 

de E. coli y otros géneros bacterianos es la diseminación del gen stx por los fagos Stx. 

Esto supone un peligro potencial ya que puede ocasionar, mediante un proceso de 

transferencia horizontal, la aparición de nuevas cepas patógenas, siendo el brote en 

Alemania y Francia causado por una STEC 0104:H4 el caso más reciente (Buchholz et 

al., 2011; King et al., 2012). La hipótesis es que esta cepa adquirió un fago Stx liberado al 

medio ambiente por otra cepa STEC (Muniesa et al., 2012), generando así una nueva 

cepa muy virulenta, tanto por su capacidad enteroagregativa como por la producción de 

la toxina (Bielaszewska et al., 2011). 

 Los fagos Stx han sido aislados de diversos orígenes y ambientes (Muniesa and 

Jofre, 1998; Dumke et al., 2006; Imamovic et al., 2010; Martínez-Castillo et al., 2013), 

reafirmando así su papel en la movilización de stx en el medio ambiente. Se ha sugerido 

una mayor persistencia de los fagos Stx aislados del medio ambiente respecto a las 

cepas STEC huésped bajo diferentes condiciones (Muniesa et al., 1999a), así como la 

persistencia de fagos Stx bajo tratamientos aplicados a alimentos (Rode et al., 2011). La 

persistencia de fagos Stx infecciosos se confirma en este estudio. Pero el verdadero 

problema radica en el hecho de que, tras estos tratamientos de inactivación, los fagos 

que persisten son capaces de transducir el gen stx a nuevas cepas huésped, implicando 

su papel potencial en la generación de nuevas cepas patógenas.  

 Hay que remarcar que en este estudio sólo se han evaluado dos fagos Stx, y se 

sabe que los fagos Stx son un grupo muy heterogéneo (Herold et al., 2004; Muniesa et 

al., 2004). Por eso, los resultados no tienen por qué extrapolarse a todos los fagos Stx, 

aunque los fagos evaluados pertenecen al grupo Podoviridae, que es el más común entre 

los fagos Stx.  

 En estudios anteriores, se había visto que algunos fagos Stx perdían su 

capacidad de infección tras unas horas a 4ºC (O’Brien et al., 1984). Esto resultaba 

contradictorio con la abundancia de fagos Stx en diversos ambientes extraintestinales 

descritos por nuestro grupo y por otros autores. Tras el presente estudio, se confirma que 

algunos fagos Stx sí que son capaces de resistir bajo diferentes condiciones y tras ciertos 

tratamientos de inactivación, resultados acordes con su elevada persistencia ambiental. 
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Pero todavía queda averiguar el verdadero riesgo que supone la transducción de stx bajo 

estas condiciones, y la correlación de esta transducción con la emergencia de nuevas 

cepas patógenas, aunque la conclusión de este estudio es que no se puede descartar el 

potencial de algunos fagos Stx en la generación de nuevas cepas de STEC. 
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El artículo titulado “Persistence of infectious Shiga toxin-encoding 
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Persistence of Infectious Shiga Toxin-Encoding Bacteriophages after
Disinfection Treatments

Anna Allué-Guardia, Alexandre Martínez-Castillo, Maite Muniesa
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In Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC), induction of Shiga toxin-encoding bacteriophages (Stx phages) causes the re-
lease of free phages that can later be found in the environment. The ability of Stx phages to survive different inactivation condi-
tions determines their prevalence in the environment, the risk of stx transduction, and the generation of new STEC strains. We
evaluated the infectivity and genomes of two Stx phages (�534 and �557) under different conditions. Infectious Stx phages were
stable at 4, 22, and 37°C and at pH 7 and 9 after 1 month of storage but were completely inactivated at pH 3. Infective Stx phages
decreased moderately when treated with UV (2.2-log10 reduction for an estimated UV dose of 178.2 mJ/cm2) or after treatment at
60 and 68°C for 60 min (2.2- and 2.5-log10 reductions, respectively) and were highly inactivated (3 log10) by 10 ppm of chlorine in
1 min. Assays in a mesocosm showed lower inactivation of all microorganisms in winter than in summer. The number of Stx
phage genomes did not decrease significantly in most cases, and STEC inactivation was higher than phage inactivation under all
conditions. Moreover, Stx phages retained the ability to lysogenize E. coli after some of the treatments.

Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC) strains are
pathogenic and cause a wide range of diseases, with symptoms

varying from noncomplicated diarrhea to the life-threatening he-
molytic-uremic syndrome (HUS) (1, 2). STEC produces two im-
munologically distinct toxins known as Shiga toxin 1 (Stx1) and
Shiga toxin 2 (Stx2), and both toxins present diverse variants (1).

The genes encoding Stx in E. coli are located in the genomes of
inducible temperate bacteriophages (Stx phages) (3). Induction of
the lytic cycle of Stx phages causes an increase in production
of Shiga toxin, which is the virulence factor responsible for severe
complications associated with the infection, such as HUS (2, 4). In
addition to the increase in Stx expression, the lysis of the cell
caused by Stx phages allows the release of Stx outside the cell and
also the dissemination of Stx phages. Free Stx phages spread
within the gut and are excreted with the feces (5). In terms of
occurrence in the environment, Stx phages have been found in
water bodies containing fecal contamination of human or animal
origin (6–12). Infectious Stx phages have also been detected in
food samples, and despite the abundance of Stx phages in these
samples, they showed levels of bacterial indicators (aerobic colony
counts and E. coli) that make them acceptable for consumption
according to European regulations (13).

The widespread distribution of Stx phages in different environ-
ments indicates that they must be able to persist under diverse
conditions. Previous studies suggested the persistence of environ-
mental Stx phages (7). Newly developed molecular methods for
the quantification of Stx phages (14), the development of new
approaches for the optimal detection of plaques formed by infec-
tious Stx phages (15), and optimized protocols for the generation
of lysogens of Stx phages allowed us to collect more reliable and
quantifiable data about the persistence of infectious Stx phages
and Stx phage genomes following various inactivation and disin-
fection processes and to evaluate their capacity for transduction
after such treatments. Our hypothesis is that if Stx phages could
persist better than STEC against the different inactivation condi-
tions assayed, they possibly can generate lysogens after some of
these conditions. If our hypothesis is true, this fact, together with
their wide occurrence in different environments, should lead to

the conclusion that Stx phages are a potential threat for the emer-
gence of new STEC serotypes in the environment.

MATERIALS AND METHODS

Bacteriophages, strains, and media. Stx2 bacteriophages �534 and �557
were induced from E. coli O157:H7 stx2-positive strains A534 and A557
isolated from cattle (16). Recombinant phages �534�stx::cat and
�557�stx::cat (17), in which a fragment of the stx was replaced by a chlor-
amphenicol acetyltransferase (cat) gene, were used for transduction ex-
periments. Bacteriophage SC12 was isolated from river water (18) and was
used as a control virulent phage infecting E. coli strain WG5.

E. coli WG5 (ATCC 700078) was used as the host strain to evaluate the
infectivity of Stx phages and the control phage and as a host for the gen-
eration of lysogens. Wild-type E. coli O157:H7 strain A557 (16) was the
STEC strain used to evaluate bacterial inactivation.

Luria-Bertani (LB) broth and LB agar were used to culture bacteria. LB
soft agar containing 0.7% agar was supplemented with 5% glycerol (15) to
improve plaque observations. Trypticase soy agar (TSA) and ChromoCult
coliform agar (Merck, Darmstadt, Germany) were used for the quantifi-
cation of STEC strains. When necessary, media were supplemented with
chloramphenicol (20 �g/ml). Phosphate-buffered saline (PBS) (137 mM
NaCl, 8 mM Na2HPO4, 1.46 mM KH2PO4, 2.7 mM KCl [pH 7.4]) was
used to make dilutions of bacteria and phages.

E. coli strain DH5� transformed with pBAD-TOPO Vector (Invitro-
gen Corporation, Barcelona, Spain) containing a fragment of the stx2 gene
was used to prepare the standard for a real-time quantitative PCR (qPCR)
(14).

Induction and isolation of Stx2 bacteriophages. Lysogens of Stx
phages �534 and �557 (16) were incubated under agitation (180 rpm) at
37°C to an optical density at 600 nm (OD600) of 0.3, as measured with a
spectrophotometer (Spectronic 501; Milton Roy, Belgium). To induce

Received 3 December 2013 Accepted 21 January 2014

Published ahead of print 24 January 2014

Editor: C. A. Elkins

Address correspondence to Maite Muniesa, mmuniesa@ub.edu.

Copyright © 2014, American Society for Microbiology. All Rights Reserved.

doi:10.1128/AEM.04006-13

April 2014 Volume 80 Number 7 Applied and Environmental Microbiology p. 000 aem.asm.org 1



Stx2 bacteriophages, mitomycin C (0.5 �g/ml) was added to the culture
and incubated overnight at 37°C in the dark in a shaker. Phage lysates were
prepared by filtration of bacterial cultures through low protein-binding
0.22-�m pore size membrane filters (Millex-GP; Millipore Bedford, MA)
and were enumerated by plaque blot analysis as described below. Phage
lysates were diluted to obtain the same phage density for both phages (106

PFU/ml) used for the experiments. To be certain that no inactivation
occurred other than that due to the treatment applied, fresh phage sus-
pensions were prepared at the beginning of each experiment and then
diluted and quantified to obtain the same densities of phages.

Infectivity of bacteriophages. The infectivity of the induced phages
(Stx phages and SC12) after all treatments at different time intervals was
evaluated using the double-agar layer technique (19), with E. coli WG5
grown to the exponential phase (OD600 of 0.3) as the host strain. One
milliliter of the culture was mixed with 1 ml of serial decimal dilutions of
phage suspensions obtained before (time zero [t0]) and after the different
treatments and 2.5 ml of LB soft agar (LB broth with 0.7% agarose) con-
taining 0.5% glycerol. The mixture was poured onto LB plates and incu-
bated at 37°C overnight. After incubation, SC12 plaques were directly
enumerated. Plaques of Stx phages were transferred to a nylon membrane
and enumerated after plaque blot hybridization as described below.

Plaque blot hybridization. Plates containing between 100 and 300
PFU were selected and the plaques were transferred to nylon membranes
(Hybond N�; Amersham Pharmacia Biotech, Barcelona, Spain). Mem-
branes were hybridized according to a standard procedure (20) at 64°C
with a 369-bp fragment digoxigenin (DIG)-labeled stx2-A probe (16) or a
1,015-bp fragment digoxigenin-labeled cat probe (17), prepared as de-
scribed elsewhere. Stringent hybridization was carried out using a DIG
DNA labeling and detection kit (Roche Diagnostics, Barcelona, Spain) in
accordance with the manufacturer’s instructions.

Isolation of phage DNA. Before (t0) and at different time intervals
after each treatment, phage lysates were treated with DNase (0.2 mg/ml),
proteinase K (0.5 mg/ml), and phenol-chloroform (1:1) to extract phage
DNA, as described previously (20). Purified DNA was eluted in a final
volume of 50 �l of sterile bidistilled water and quantified using a Nano-
Drop ND-1000 spectrophotometer (NanoDrop Technologies, Thermo
Scientific, Wilmington, MA). The integrity of the DNA was confirmed by
gel electrophoresis and ethidium bromide staining. Purified DNA was
used to quantify the number of gene copies (GC) by real-time qPCR.

PCR procedures. Conventional PCRs were performed using a
GeneAmp 2700 PCR system (Applied Biosystems, Barcelona, Spain). The
primers for amplification of a fragment of the A subunit of the stx2 gene
were UP378 (GCGTTTTGACCATCTTCGT) and LP378 (ACAGGAGCA
GTTTCAGACAG) (6).

Real time qPCR assays for stx2 were used to quantify stx GC in the
phage DNA (14). The primers and probes (900 nM for primer and 200 nM
for the TaqMan probe) were used under standard conditions in a Step
One real-time PCR system (Applied Biosystems, Spain), as described pre-
viously (14). The stx real-time qPCR assay has an efficiency of 94 to 100%
and a detection limit of 5.29 stx copies.

Generation of lysogens with recombinant phages. The ability of the
Stx phages to generate lysogens after inactivation treatments was evalu-
ated using the same Stx phages, in which a fragment of the stx was replaced
by a chloramphenicol acetyltransferase (cat) gene (�534�stx::cat and
�557�stx::cat), which thereby confers resistance to chloramphenicol on
those strains that have incorporated the Stx phage (17). Suspensions of the
modified stx2::cat phages obtained by mitomycin C induction from their
respective lysogens as described above were obtained. Infectious particles
were enumerated by plaque blotting with the cat-DIG probe (17), and
phage lysates were diluted to contain 106 PFU/ml. Phages in the suspen-
sion were used to lysogenize E. coli strain WG5 (the same strain used as the
host when evaluating the infectivity of Stx phages) before and after inac-
tivation with chlorination, UV radiation, and thermal treatment.

In these experiments, 1 ml of the phage suspension was mixed with 1
ml of the culture of the host strain grown to the exponential growth phase

(OD600 � 0.5). The mixture was then incubated in 5 ml of LB broth for 15
h at 37°C in a shaker. Serial dilutions of this culture were plated onto LB
agar with chloramphenicol (20 �g/ml).

Colonies suspected of being lysogens were confirmed via PCR using a
combination of primers for Stx (rho-stx [ATATCTGCGCCGGGTCTG])
and the primer located within the cat gene (inversCm5 [AACAGTACTG
CGATGAGTG]) (amplicon of 448 bp).

Influence of pH and temperature on Stx2 phages. Stx phage lysates
containing 106 PFU/ml of phage were incubated in 10-ml tubes at 4°C,
22°C, and 37°C for 1, 3, 7, 14, 21, and 28 days.

Phage lysates containing 106 PFU/ml of each phage were adjusted to
different pHs (3, 7, and 9) (by adding 37% HCl for pH 3 or 1 N NaOH for
pH 9) and incubated in 10-ml tubes for 1, 3, 7, 14, 21, and 28 days at 4°C.
At each interval, pH was confirmed before conducting the infectivity and
quantification assays.

Inactivation conditions. For Stx phages, infectivity was evaluated by
plaque blotting and the number of genomic copies of stx in phage DNA
was evaluated by real-time qPCR. As controls, the virulent phage SC12
was enumerated according to plaque formation, and STEC, used as the
bacterial control, was enumerated according to colony growth on
MacConkey agar plates.

Aliquots of phage lysates containing approximately 105 to 106 PFU/ml
of the Stx phages, 106 to 107 PFU/ml of SC12, and 105 to 106 CFU/ml of
STEC were used for the inactivation experiments.

For heat inactivation, the phages and bacteria were placed in 1.5-ml
tubes and incubated in an incubator (Hybex Microarray Incubation Sys-
tem, SciGene) at 60°C and 70°C for 30 and 60 min.

For UV treatment, samples were placed 10 cm below an 8-W, germi-
cidal UV lamp (model G30T8; 0.099-mW/cm2 irradiance at a 253.7-nm
wavelength; Sankyo Denki, Tokyo, Japan) for 1 to 30 min (21). The lamp
was warmed up for 15 to 30 min before starting the experiments. The UV
dose was calculated using the equation D � I � T, where D is the dose, T
is the exposure time (60, 300, 600, and 1,800 s), and I is the “fluence rate”
(or intensity) of the lamp.

For chlorine inactivation, phage lysates and bacteria were diluted 1:20
in double-distilled water, to avoid any interference between organic mat-
ter in the media and the chlorine. Samples were treated with 10 ppm of
chlorine supplied as sodium hypochlorite and incubated for 1, 3, 5, 10,
and 20 min at room temperature (21°C). Residual chlorine was neutral-
ized by adding 3% (wt/vol) sodium thiosulfate (22) before conducting the
infectivity and quantification assays.

Natural inactivation. To simulate inactivation under natural condi-
tions, we used an outdoor pond that was supplied with nonchlorinated
water from a well and provided a habitat for some species of goldfish.
Phage lysates and bacterial cultures were diluted 1:10 in the well water
used for these experiments. To avoid interference with microorganisms
present in the water, the well water was filter sterilized using 0.22-�m-
pore-size membrane filters (Millipore, Bedford, MA). Suspensions con-
taining each Stx phage, phage SC12, and STEC were separately placed into
dialysis tubes (cutoff, 14 kDa), which were sealed and placed in the out-
door pond with a water volume of 60 m3, protected by a cage, at a depth of
20 cm. The experiments were performed in the summer (August; temper-
ature of 19.5° to 29.5°C and solar radiation of 23 MJ/m2) and winter
(February; temperature of 3.5 to 14.5°C and solar radiation of 8.0 MJ/m2).
The pH (6.8) and turbidity (4.1 to 6.8 nephelometric turbidity units
[NTU]) of the pond were stable at all times. The tubes containing the
phage lysates and the bacterial cultures were collected at various intervals
and analyzed.

Statistical analyses. Computation of data and statistical tests were
performed using the Statistical Package for Social Science software (SPSS).
One- or two-way analysis of variance (ANOVA) was used to assess
whether the values of each microorganism showed significant reductions
with each treatment and at the times assayed. For all statistical analyses, P
values below 0.05 were considered significant.
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RESULTS

Lysogenic laboratory strains containing Stx phages �534 and
�557 showed a reduction in optical density after mitomycin C
treatment, indicating induction of the lytic cycle by activation of
temperate Stx phages present in the strains. On the basis of mor-
phology, hexagonal head and short tail, these phages belong to the
family Podoviridae (Fig. 1A) (23), which is one of the most repre-
sentative among Stx2 bacteriophages. Accordingly, plaques of ly-
sis were obtained after plating suspensions of Stx phages obtained
from the induced lysogens onto an agar monolayer containing
bacterial host strain E. coli WG5. The largest and clearest plaques
were obtained in the presence of 5% glycerol in the LB soft agar,
and therefore, this approach was used in subsequent experiments.

Although plaques of lysis were directly visible on the agar
monolayer, many were small and difficult to visualize. For more
accurate enumeration, plaque blot hybridization was performed.
The data on infectious PFU presented in the following sections are
based on counts of the plaque blot signals (Fig. 1B).

Stability of Stx phages. The stability and inactivation experi-
ments were performed using two Stx phages (�534 and �557).
Both phages were used at a concentration of 106 PFU/ml and
showed very similar stabilities; therefore, the results are presented
as the averages of the two Stx phages. Stx phages showed similar
reductions in the number of PFU over time at different tempera-
tures (Fig. 2, top). After 1 month of storage at 4°C a reduction of
less than 1.5 log10 units was observed, while storage at 22°C led to
a reduction of 2.2 log10 units. Phages showed less stability at 37°C,
with PFU decreasing by less than 2 log10 units after the first week of
storage but by more than 4 log10 units after 1 month. Reduction

of infectious phages was nevertheless statistically significant
(ANOVA, P 	 0.05) for the three temperatures assayed.

Since Stx phages are only known to carry one stx copy, the stx
GC values in phage DNA can be extrapolated to the number of
genomes of Stx phages in each sample. The results of qPCR
showed a nonsignificant (P 
 0.05) reduction, less than 1 log10, in
the number of Stx phage genomes at the three temperatures after
1 month.

Stability at different pH values was evaluated at 4°C, since that
temperature showed the lowest reduction in the number of infec-
tious Stx phages (or PFU) and therefore the lowest influence on
stability. When exposed to low pH (pH 3.0), Stx phages lost their
infectivity after only 1 day, and no plaques were observed (Fig.
1B). Accordingly, a significant reduction (P 	 0.0.5), 1.5 log10

units, of the Stx phage GC at pH 3.0 was also observed by qPCR;
this was the only pH that caused a reduction in the number of Stx
phage genomes. Stx phages showed almost identical inactivation,
1.5 and 1.3 log10 PFU/ml, respectively, at pHs 7.0 and 9.0 after 1
month of storage. The qPCR also reflected the stability at pHs 7.0
and 9.0, with reductions of less than 0.3 log10 GC/ml after 1
month. Reduction of Stx phages was statistically significant (P 	
0.05) at different pH values but not statistically significant (P 

0.05) for qPCR values at pHs 7.0 and 9.0.

Inactivation treatments. The persistence of the Stx phages fol-
lowing different inactivation treatments was compared with that
of phage SC12, a lytic phage infecting E. coli WG5, and the STEC
wild-type strain A557 (serotype O157:H7, the strain from which
phage �557 was isolated). These were exposed to chlorination,
UV treatment and high temperatures (Table 1). The inactivation

FIG 1 (A) Micrographs of Stx phages �534 and �557. Bar, 100 nm. (B). Positive signals of plaques of lysis generated by Stx phages on E. coli strain WG5 after
plaque blot hybridization with a DIG-labeled stx2-A probe.

Stx Phage Persistence

April 2014 Volume 80 Number 7 aem.asm.org 3



of Stx phages (�534 and �557 together), SC12, and STEC by these
treatments was evaluated in three independent experiments for
each condition.

The infectious Stx phages �534 and �557 showed significant
(P 	 0.05) inactivation, more than 3 log10 units, after the first
minute of chlorination, while the number of gene copies was not
significantly (P 
 0.05) reduced, by less than 1 log10 unit, even
after 20 min. The activity of phage SC12 was also significantly (P 	
0.05) reduced after 1 min of treatment. However, the strongest
inactivation was observed for STEC, which, at almost 105 CFU/ml,
fell below the limit of detection after the first minute of treatment.

In terms of UV treatment, we calculated estimated UV doses of
5.94, 29.7, 59.4, and 178.2 mJ/cm2 at each time, and the approach
allowed comparison between microorganisms, as shown previ-
ously (7, 21). The Stx phages �534 and �557 were not particularly
sensitive to UV treatment and showed reductions in PFU of 2.2
log10 units after 30 min. Slightly higher inactivation was shown at
all time points by phage SC12. Again, the STEC strain showed a
reduction of more than 5 log10 units after only 5 min (29.7 mJ/
cm2) of treatment. Infectious Stx phages, SC12, and STEC showed
statistically significant reductions (P 	 0.05) over time. Analysis
of the phage genomes revealed that the Stx phage particles were
not affected by UV treatment since GC values did not decline
significantly at any time (Student’s t test, P 
 0.05) (Table 1).

Following heat treatment, the degree of inactivation of infec-
tious particles was slightly lower after 30 than after 60 min, al-
though the difference was not great and most of the inactivation
seemed to have occurred during the first 30 min. Treatment at
60°C had an effect on inactivation similar to that of treatment
at 70°C for Stx phages (around 2 to 2.5 log10 units of inactivation
at both temperatures and times), whereas phage SC12 showed a
significantly (P 	 0.05) lower inactivation at 60°C than at 70°C.
Stx phage genomes were still detectable by qPCR and showed a
nonsignificant (P 
 0.05) reduction in GC/ml, less than 1 log10

unit at all times intervals and temperatures, which indicates that at

FIG 2 Stability of Stx phages after 1 month of storage at various temperatures
(4°C, 22°C, and 37°C) and at different pHs (3, 7, and 9) after 1 month of
storage at 4°C. Values for Stx phages are presented as the average of values
obtained for phage �534 and phage �557. Infectious phages (inf) were eval-
uated by plaque blot and values expressed as PFU/ml. Phage genomes were
evaluated by qPCR, and the results are expressed as GC/ml. Values for Stx
phages are the averages of phage �534 and phage �557 in three independent
experiments. The x axis is not presented at scale.

TABLE 1 Log10 reductions of Stx phages (infectious and genomes), infectious phage SC12 and STEC under three disinfection processesa

Treatment Time (min)

Log10 reduction

Stx phage

Phage SC12, PFU/ml STEC, CFU/mlPFU/ml GC/ml

Chlorination (10 ppm) 1 3.29 (0.52) 0.13 (0.05) 4.58 (0.59) 4.89 (0.00)
3 3.68 (0.53) 0.56 (0.03) 4.98(0.10) 
4.89b

5 3.73 (0.77) 0.60 (0.24) 4.88 (0.31) 
4.89
10 4.24 (0.88) 0.55 (0.32) 5.25 (0.66) 
4.89
20 4.79 (0.01) 0.62 (0.24) 5.80 (1.41) 
4.89

UV (0.099 mW/cm2) 1 0.44 (0.54) �0.08 (0.00) 1.42 (0.68) 5.80 (0.00)
5 1.15 (1.48) �0.08 (0.00) 2.04 (0.87) 
5.80
10 1.61 (0.98) 0.13 (0.02) 2.63 (0.13) 
5.80
30 2.20 (0.69) 0.22 (0.10) 
3.00b 
5.80

Heat, 60°C 30 1.85 (0.78) 0.58 (0.05) 0.62 (0.05) 5.07 (0.00)
60 2.22 (1.26) 0.54 (0.02) 1.54 (0.94) 
5.07

Heat, 70°C 30 2.49 (0.80) 0.60 (0.12) 2.54 (0.48) 
5.07
60 2.51 (1.02) 0.74 (0.07) 3.56 (1.02) 
5.07

a Reduction was calculated as the difference of each microorganism in log10 units between the beginning of the experiment (time zero) and a given time. Results for Stx phages are
the averages of those obtained with phage �534 and phage �557. Standard deviations are in parentheses.
b Below the detection limit.
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least the phage DNA containing the stx remained intact within the
phage capsid and could be amplified. In contrast, a drastic reduc-
tion, 5 log10 units, was observed in the STEC strain after treatment
at 60°C for only 30 min.

Natural inactivation. The inactivation of infectious Stx phages
(�534 and �557), SC12, and STEC in the mesocosm was signifi-
cantly higher (P 	 0.05) for all microorganisms evaluated in sum-
mer than in winter (Fig. 3). The strongest inactivation was shown
by STEC in summer, with a decay of more than 7 log10 units,
meaning that this microorganism fell below the detection limit. In
summer, the Stx phages and phage SC12 decayed by more than 4
log10 units in 7 days and showed similar inactivation patterns,
while phage SC12 persisted better than Stx phages in winter,
showing 1 log10 unit less reduction than Stx phages. Although
STEC showed lower inactivation in winter than in summer, it was
still the least persistent entity in winter. The Stx phages evaluated
by qPCR again showed the lowest reduction in this set of experi-
ments, and their reductions were always lower than those of in-
fectious Stx phages. However, although in winter only 1 log10 unit
of reduction was observed, there was still a reduction in the
amount of Stx phage genomes in summer of 3 log10 units, indicat-
ing that some factor in the mesocosm was degrading phage DNA,
even by damaging the phage capsids, which would cause DNA
release and degradation and as a consequence a GC reduction, or
by affecting the integrity of the phage DNA inside the capsid.
Reductions showed by all microorganisms, including evaluation
of Stx phages by qPCR, were statistically significant (P 	 0.05) in
the mesocosm experiments.

Generation of lysogens by Stx phages after inactivation treat-
ments. The ability of the Stx phages to generate lysogens after the
different inactivation processes was evaluated by counting chlor-
amphenicol-resistant lysogens of E. coli strain WG5 generated af-
ter incubation with Stx phages. For these experiments, we used the
same Stx phages as assayed previously but in which a fragment of
stx was replaced by the cat gene, which confers chloramphenicol
resistance, generating phages �534�stx::cat and �557�stx::cat.
These phages allow chloramphenicol selection of the cells that
they lysogenize. At time zero, 10% of the lysogens generated were
confirmed by PCR, while all lysogens generated after inactivation
experiments were confirmed by PCR.

The numbers of lysogenic colonies generated (Table 2) indi-
cated the ability of phages to transduce stx after treatment, and
although the results are presented as numerical data, it should be
noted that these numbers were obtained after an incubation step
(see Materials and Methods); therefore, the results should be con-
sidered qualitatively rather than quantitatively. For the same rea-
son the results obtained for the two Stx phages are presented sep-
arately, and variations in the number of lysogens obtained for each
one should therefore not be considered quantitatively (Table 2).

In general, the number of infectious Stx phages that persisted
after treatment correlated with the number of lysogens generated
with the exception of thermal treatment. The number of lysogens
obtained before any treatment was 2 log10 units (Table 2), while
after UV and chlorination treatment, a few lysogens were still gen-
erated but in very low numbers in the shortest times; no lysogens
were observed when longer times of treatment were applied. How-
ever, no lysogens were generated after thermal treatment under
any of the conditions assayed.

DISCUSSION

Dissemination of the phages encoding the genes of Shiga toxin is
the most likely mechanism accounting for the spread of these

FIG 3 Logarithmic reduction calculated for Stx phages (infectivity and genomes), SC12 (infectivity), and STEC (colony counts) in an outdoor mesocosm in
summer and winter. Values for Stx phages are presented as the average of values obtained for phage �534 and phage �557. All values are the average of three
independent experiments conducted during the winter or summer season.

TABLE 2 Ability of Stx phages to lysogenize E. coli strain WG5 after
different inactivation processes

Treatment
Time
(min)

No. of E. coli colonies (CFU/ml)
generateda

�534�stx::cat �557�stx::cat

1 2 1 2

None (before treatment) 0 300 110 407 210

Chlorination (10 ppm) 1 1 1 1 1
3 0 0 0 0

UV (0.099 mW/cm2) 1 37 40 20 50
10 4 0 8 10

Heat, 60°C 30 0 0 0 0
Heat, 70°C 30 0 0 0 0
a The results of two independent experiments (1 and 2) are presented.
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toxin genes among diverse E. coli strains and other bacterial gen-
era. Human infections indicate that the STEC strains most com-
monly associated with HUS belong to particular serogroups, in-
cluding O26, O45, O111, O103, O121, and O145, accounting for
the non-O157 serotype, plus O157:H7 (24) and serotype O104:
H4, which has recently been included. However, the transduction
of stx genes could lead to the emergence of new pathogenic clones
that have not yet been described. Among multiple examples of
bacterial conversion by Stx phages in vivo and in vitro (16, 25–29),
the STEC O104:H4 strain that caused the huge outbreak of HUS in
Germany in May 2011, and that also affected France, is the most
recent case (30, 31).

The German O104:H4 strain presumably acquired the Stx
phage in a late evolutionary event, generating a highly virulent
pathogen that, unlike other enteroaggregative E. coli strains, pro-
duced the Shiga toxin (32). The Stx phage in the O104:H4 strain
was closely related to a particular Stx phage of an E. coli O111
strain (33), suggesting that the Stx phage was released by another
STEC strain and that after an undetermined period of persistence
in the environment, it infected and lysogenized the German strain
(34). The origin of this Stx phage is unknown, and although recent
reports indicate that the Stx2a phage in this strain is similar to
those found in STEC isolated from cattle in Germany (35), other
sources of the Stx phage that could better explain the origin and
epidemiology of the strain should not be ruled out.

Stx phages have been found in various environments (5, 6,
8–14, 16), and this gives a clue to their role in the permanence and
mobilization of stx in extraintestinal environments. However, the
success of this spread among the bacterial population depends on
their ability to retain their infectious abilities under the conditions
found in a given environment. Stx phages have been shown to
retain their stability and infectivity under various food-related
conditions (36) and, to some extent, in the presence of certain
food preservatives (37).

In the present study, the STEC was inactivated by 1.5 to 5.4
log10 units more than Stx phages following inactivation treat-
ments and by 2 to 3 log10 units more than Stx phages under natural
inactivation conditions. This is consistent with previous reports
(7). Phage SC12, which showed lower persistence in laboratory
experiments, persists similarly to or better than Stx phages in the
mesocosm. SC12 is a phage isolated from river water (18), and it
could be better adapted to natural inactivation than the temperate
Stx phages. It should also be noted that the mesocosm used to
evaluate natural inactivation allowed the simultaneous evaluation
of the effect of a range of factors, with the likely exception of the
effect of grazing by protozoa. Nevertheless, the latter has been
reported to influence STEC survival, leading to greater persistence
of Stx-positive bacteria than non-Stx bacteria (38) but having no
effect on phages (39). Furthermore, the inactivation observed in
the mesocosm could be attributable to solar radiation and/or tem-
perature, as pH and other factors were relatively constant over
time. The uncertainty regarding these factors makes it difficult to
explain the reduction in genome copies observed, but in any case,
solar radiation would seem to be the most critical inactivating
factor, alone or as a part of a synergistic effect with other factors,
affecting either the integrity of the phage capsids and/or the phage
DNA. Radiation and oxidation agents have been reported to result
in modifications to viral proteins (capsid protein backbone cleav-
age) and nucleic acids (40). Nevertheless, important variations
can be observed depending on the virus assayed, and previous

studies in the same mesocosm system with other phages showed
similar reduction of infectious phages but almost no reduction
when evaluating phage genomes by qPCR (21).

The low decay of stx copies from Stx phages after different
treatments indicated that the phage DNA, at least in the fragment
used to amplify the stx gene, remained unaltered despite these
treatments. These results were not correlated with the decay in
infectivity, however, as demonstrated previously (14) and con-
firmed in this study. Molecular methods provide a lot of informa-
tion and are easy to perform for some viruses, like Stx phages, but
they do not provide information of their infectivity. Infectious
methods are also limited by the use of the right host strain (or cell
culture). For Stx phages there is an additional limitation because
the plaques generated are sometimes poorly visible. The compar-
ison of infectivity and qPCR methods in the present study shows a
better picture of Stx phage inactivation than the use of plaque
assay alone. The differences between both approaches should be
considered in those studies evaluating the abundance of Stx
phages in different environments, which are mostly done by qPCR
methods (11–14). Moreover, the potential danger of these phages
stems from their ability to generate lysogens. An interesting find-
ing of our study is that some Stx phages persist sufficiently to
retain their capability to lysogenize an E. coli strain after some
disinfection processes. This capability is shown, however, at low
rates, particularly in chlorination, and with the exception of ther-
mal treatment. Although the causes of inhibition of lysogeny after
thermal treatment are unknown, the treatment should affect the
mechanisms of the phage for the establishment of lysogeny while
not its ability to cause lysis.

The generation of lysogens after the treatments is particularly
important because of the implications that lysogenization could
have for the emergence of new strains in extraintestinal environ-
ments, which can be the real threat to human health. The lysogens
in our experiments were selected by antibiotics to facilitate the
detection on the agar plates, and lower frequencies would proba-
bly be obtained without selection, but it should be noted that the
lysogenization step in liquid culture was conducted without any
antibiotic selection (see Materials and Methods). Our assays,
which were conducted under laboratory conditions, may or may
not be the most optimal for lysogenization, since transduction
under “in vivo” conditions seems to be very effective (25, 26, 28,
29). The Stx phage induced from the Norwegian O103:H25 isolate
was shown to be capable of lysogeny after storage in a dry-fer-
mented sausage model (36).

Two Stx phages were evaluated in this study, although it is well
known that Stx phages are a highly heterogeneous group (3, 9, 16).
The results presented herein are therefore not necessarily applica-
ble to all Stx phages, but the two phages in this study were selected
considering their characteristics and for practical reasons. They
were both induced from O157:H7 strains, and although they are
genetically different (16), they present the morphology of Podo-
viridae phages, a morphological type commonly found in Stx2
phages (16) and to which the prototype Stx2phage 933W belongs
(41). Finally, both phages generate phage suspensions after induc-
tion from their lysogens with a constantly high number of phages,
which allowed the replicates presented in our study. Other studies
on the survival of Stx phages have been conducted using only one
Stx phage of the same morphological type (36, 37).

The previous observations of our group and other authors (16,
36, 42, 43) suggest that certain Stx phages (including phage 933W)
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(44) tend to lose infectivity when they are induced from their
lysogenic host and stored for a few hours at 4°C. These previous
observations were contradictory with the fact that a substantial
number of infectious Stx phages were detectable in extraintestinal
environments and that there was no plausible explanation at that
time. In the light of the present results, it now seems clear that
some Stx phages can remain infectious even after storage, which is
consistent with their widespread occurrence in extraintestinal en-
vironments. Moreover, since Stx phages could be found in food-
related environments, their persistence after storage should be
considered in terms of permanence in food and the potential in-
gestion of Stx phages by the consumers.

Generally speaking, because of their simple structure and com-
position, numerous bacteriophages persist relatively successfully
in the environment and are relatively resistant to natural and an-
thropogenic stressors (7, 18, 45). Our results are also consistent
with reports on other E. coli phages after either thermal treatment
(46, 47), UV treatment (48, 49), or chlorination (7, 21, 50). Chlo-
rinating water with 10 ppm of chlorine would inactivate bacteria,
which would be considered suitable for consumption according to
current practices in many parts of the world. However, Stx phages
may still be detected in chlorinated samples. Stx phages are not the
only example of phages encoding virulence genes that persist un-
der certain inactivation conditions more than their bacterial hosts
(21). Moreover, some environmental conditions, such as sunlight,
could even cause the induction of temperate bacteriophages (51).
The real extent and risk of transduction of stx genes by temperate
phages under these conditions, and the correspondence between
these transduction events and the emergence of new virulent
STEC strains, remain to be elucidated.
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Introducción 

En estudios anteriores se ha observado que los fagos son mucho más resistentes 

que sus bacterias huésped a los tratamientos habituales de desinfección e inactivación 

natural (Allué-Guardia et al., 2012), hecho que los convierte en potenciales candidatos 

para la movilización del gen cdt en el medio ambiente.    

Existe una clara relación entre la producción de toxina Cdt y los serotipos 

patogénicos de STEC (“Shiga toxin-producing Escherichia coli”) (Tóth et al., 2003; 

Friedrich et al., 2006; Bielaszewska et al., 2009). Se han realizado numerosos estudios 

sobre los fagos Stx, pero poca es la información existente sobre los mecanismos de 

inducción de los fagos Cdt, su espectro de huéspedes o su capacidad de transmisión del 

gen cdt a otras cepas. Esto es debido al limitado número de fagos Cdt inducibles 

descritos hasta el momento.  

Objetivos y metodología 

En previos estudios se analizaron algunos fagos Cdt-V inducidos de cepas 

ambientales (Allué-Guardia et al., 2011). De todos estos, en este estudio, se aisló un fago 

Cdt-V (AA91) a partir de una cepa STEC O157:H7 ambiental aislada de agua residual 

urbana. Este fago se seleccionó porque producía niveles estables de fagos tras el 

crecimiento de su lisógeno y porque producía calvas de lisis muy claras. Tal como se 

había analizado anteriormente con otros fagos Cdt, se estudió su inducción con varios 

agentes inductores (mitomicina C, ciprofloxacina y EDTA) que, a concentraciones 

subinhibitorias, activan el ciclo lítico de los fagos, así como su capacidad para infectar y 

transducir el gen cdt a otras cepas huésped.  

Dado que la cepa original contenía fagos Stx, y a fin de evitar las interferencias del 

fago Stx o de otros posibles fagos existentes en la cepa original, se lisogenizó la cepa 
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Shigella sonnei 866, que no presentaba otros fagos inducibles. El fago original inducido 

de la cepa E. coli O157:H7 se llamó AA91, y el fago inducido a partir del lisógeno de la 

cepa S. sonnei se llamó AA91-ss, para diferenciarlo del inducido a partir de la cepa de 

E. coli ambiental original. A partir de ambos fagos (AA91 y AA91-ss) se realizaron 

análisis de infectividad, de la capacidad de lisogenizar diferentes cepas huésped, 

estudios morfológicos y se realizó la secuenciación fágica completa del fago AA91-ss y 

comparación con el fago AA91.  

Resultados 

Los dos fagos (AA91 y AA91-ss) observados por microscopía electrónica 

presentaron una morfología igual, perteneciente a los fagos de tipo Myoviridae (Franki et 

al., 1991), con una cápside de 55±6 nm de diámetro y una cola contráctil de 155±12 nm. 

Al mirar el lugar de inserción en el cromosoma bacteriano, vimos que era el mismo para 

los dos fagos (AA91 y AA91-ss). 

Se usaron diferentes agentes inductores y se midió la DO a 600 nm, la infectividad 

sobre una cepa huésped E. coli WG5 y las copias genómicas (CG)/ml por qPCR a 

diferentes tiempos. La DO no presentó una reducción significativa con ninguno de los 

agentes inductores respecto a la cepa sin inducir, así como tampoco hubo diferencias 

estadísticamente significativas en la infectividad ni en el número de CG/ml. Por tanto, 

podemos decir que se trata, como otros fagos Cdt descritos (Allué-Guardia et al., 2011), 

de un fago de inducción espontánea.   

Se hizo un estudio de la infectividad y la generación de lisógenos sobre 57 cepas 

huésped. Ambos fagos presentaban idéntico espectro de huéspedes respecto a su 

capacidad de provocar lisis bacteriana, siendo capaces de infectar a un 59.6% de cepas. 

Se observó, sin embargo, que el fago inducido a partir de la cepa de S. sonnei (AA91-

ss) generaba un 22.8% de lisógenos en esta colección de cepas, mientras que el fago 

original (AA91) sólo generaba lisógenos en un 1.75% de las cepas, a pesar de 

presentar ambos el mismo valor de infectividad. Se realizó una secuenciación completa 

del genoma de AA91-ss (33.628 pb), en la que se determinó que se trataba de un fago 

de tipo P2, con los genes cdt localizados antes del extremo CosR, en la zona de 

recombinación TO. Al comparar la secuencia del genoma de este fago con la del fago 

original inducido a partir de la cepa ambiental (AA91), observamos que había una 

diferencia importante a nivel genético: la inserción de una secuencia (IS21) compuesta 

por dos ORFs insertada en medio del gen cox. La mutación de este gen no interfería en 
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la inducción ni en la capacidad de lisis, pero implicaba un incremento en la capacidad de 

generar lisógenos de entre 5-20 veces.  

Para determinar si el elemento de inserción IS21 aparecía en la cepa original o se 

había incorporado tras la lisogenización en Shigella, realizamos una serie de ensayos de 

PCR para detectar si las uniones izquierda y derecha entre cox y IS21 aparecían en las 

cepas huéspedes o si, por el contrario, cox estaba intacto. En la cepa O157:H7 original 

(con el fago AA91), no se detectó el elemento de inserción, y cox aparecía intacto. En la 

cepa huésped Shigella sonnei, encontramos IS21, aunque cox, perteneciente al fago, no 

estaba presente. En el lisógeno conteniendo el fago AA91-ss se confirmó la presencia 

de IS21, se amplificaron las uniones cox-IS21 y no se amplificó cox. Estos resultados 

permitieron determinar que la incorporación de la secuencia de inserción se había 

producido tras la lisogenización del fago AA91 en Shigella.  

Discusión 

Los fagos P2 son un grupo diverso y ampliamente extendido en E. coli y otros 

grupos bacterianos (Bullas et al., 1991; Nakayama et al., 1999). El hecho de que AA91 

y AA91-ss sean fagos de tipo P2 explica que los agentes inductores no tengan efecto 

sobre la activación del ciclo lítico, puesto que la proteína C (represora de la lisogenia) no 

puede ser cortada por la proteína RecA. Esto hace que se mantengan siempre los 

mismos niveles de inducción fágica, puesto que los fagos P2 no pueden activar el ciclo 

lítico con la presencia de inductores (Lundqvist et al., 1984; Bertani et al., 1988). 

La principal diferencia entre los fagos AA91 y AA91-ss es la secuencia IS21 

insertada en este último, que se ha producido tras la lisogenización en una cepa de 

Shigella. Las secuencias de inserción son muy comunes en E. coli y Shigella, y provocan 

diferentes cambios en el genoma, como deleciones, inserciones o intercambios genéticos 

(Yang et al., 2005). En este caso, IS21 se insertó en medio del gen cox, que codifica la 

proteína Cox, responsable de la inhibición de la integración fágica y de la activación de la 

excisión (Saha et al., 1987). De este modo, una mutación en cox produjo cambios en la 

capacidad de generar lisógenos, aumentando entre 5-20 veces. Este incremento, que ya 

se había descrito a nivel teórico (Lindahl et al., 1972; Bertani et al., 1988), es el que se 

observó en  AA91-ss. Este hecho demuestra la evolución de los fagos tras infectar a 

una nueva cepa huésped, cosa que le permite seleccionar a las variantes fágicas con 

más ventajas evolutivas, en este caso mayor capacidad de integración en la cepa 

huésped lo que le permite unamayor capacidad de generación de lisógenos.  
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Los genes cdt están insertados en una región del genoma fágico llamada TO, tal y 

como ya se ha descrito anteriormente en otro fago Cdt (Odegrip et al., 2006; Nilsson et 

al., 2007; Allué-Guardia et al., 2011). Es una región de elevada recombinación, y es muy 

variable dentro de los profagos de tipo P2 en E. coli. 

Los fagos AA91 y AA91-ss presentaron una morfología Myoviridae, aunque 

también se han descrito otros fagos Cdt de morfología Siphoviridae (Asakura et al., 2007; 

Allué-Guardia et al., 2011). Además, la homología con fagos P2 de las regiones 

flanqueantes de fagos Cdt-V ha sido ampliamente descrita (Svab et al., 2013; Allué-

Guardia et al., 2011), pero también se ha visto que estas regiones no están siempre 

relacionadas con los P2 (Tóth et al., 2009). Esta variabilidad dentro del grupo de fagos 

Cdt no es extraña, considerando la gran capacidad de éstos de intercambiar, adquirir o 

perder genes de diferentes orígenes. Y la amplia distribución de fagos de tipo P2 en 

diferentes géneros bacterianos también apoya el hecho de que los genes cdt estén 

ampliamente distribuidos.  

Este estudio es un ejemplo, no sólo de la capacidad de los fagos de adquirir o 

intercambiar genes, sino de la evolución de los fagos al pasar de una cepa huésped a 

otra, cosa que permite seleccionar tipos de fago capaces de generar un mayor número de 

lisógenos. 
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Some cdt genes are located within the genome of inducible or cryptic bacteriophages, but there is little information about the
mechanisms of cdt transfer because of the reduced number of inducible Cdt phages described. In this study, a new self-inducible
Myoviridae Cdt phage (�AA91) was isolated from a nonclinical O157:H7 Shiga toxin-producing Escherichia coli strain and was
used to lysogenize a cdt-negative strain of Shigella sonnei. We found that the phage induced from S. sonnei (�AA91-ss) was not
identical to the original phage. �AA91-ss was used to infect a collection of 57 bacterial strains, was infectious in 59.6% of the
strains, and was able to lysogenize 22.8% of them. The complete sequence of �AA91-ss showed a 33,628-bp genome with charac-
teristics of a P2-like phage with the cdt operon located near the cosR site. We found an IS21 element composed of two open read-
ing frames inserted within the cox gene of the phage, causing gene truncation. Truncation of cox does not affect lytic induction
but could contribute to phage recombination and generation of lysogens. The IS21 element was not present in the �AA91 phage
from E. coli, but it was incorporated into the phage genome after its transduction in Shigella. This study shows empirically the
evolution of temperate bacteriophages carrying virulence genes after infecting a new host and the generation of a phage popula-
tion with better lysogenic abilities that would ultimately lead to the emergence of new pathogenic strains.

Cytolethal distending toxin (Cdt) belongs to the AB2 type of
toxins that block the G2 and early M phases during mitosis (1,

2). As a result, the cells do not divide, but since they continue to
grow, they may distend up to five times their normal size before
disintegration. Cdt is a virulence factor that benefits bacterial sur-
vival and enhances microbial pathogenicity (2). Cdts have an im-
portant role in the in vivo pathogenesis of Cdt-producing bacteria,
causing severe complications, as demonstrated in mouse mod-
els (3).

The Cdt operon comprises three adjacent genes (cdtA, cdtB,
and cdtC) that must be expressed for Cdt to initiate cellular toxic-
ity. CdtB encodes the catalytic subunit, homologous to the mam-
malian DNase I, and CdtA and CdtC are binding proteins that
deliver CdtB into the eukaryotic cells, with cytotoxic effects (3, 4).
The complete Cdt operon has been reported in several Gram-
negative bacteria, including Escherichia coli, Shigella spp., Campy-
lobacter spp., Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Haemophi-
lus ducreyi, Helicobacter spp., and Vibrio (4–8). The Cdt subunits
of a given genus show various degrees of similarity to the Cdt
proteins of other genera.

The cdt operon is generally described as being located on the
chromosome of Cdt-producing bacteria. However, in E. coli, five
variants of Cdt have been described with different locations. Some
variants are encoded by chromosomal genes (Cdt-II) (8) or by a
pVir plasmid (Cdt-III) (9), and others are flanked by prophage
genes, mostly bacteriophage P2 and bacteriophage lambda se-
quences (Cdt-I, Cdt-IV, and Cdt-V). A few studies have suggested
that cdt genes in E. coli are located within prophages that could be
defective (10–13) or within inducible bacteriophages (14, 15).
Analyses of cdt flanking regions suggest that the cdt-I and cdt-IV
genes have been acquired from a common ancestor by phage
transduction and then evolved in their bacterial hosts (11).

Most available information about Cdt-producing strains per-
tains to clinical isolates. Recently, environmental strains harbor-

ing Cdt-V-encoding phages were described (14). Moreover, Cdt
phages were detected in fecally polluted waters (14, 16) and
showed high persistence under different disinfection processes
and under natural inactivation conditions (16). Therefore, these
phages may be interesting candidates for the mobilization of cdt
genes in the environment. As with other virulence genes, the
spread of cdt can lead to the emergence of new pathogenic strains
or strains with increased virulence (17).

There is a clear relationship between Cdt production and
pathogenic serotypes of Shiga toxin-producing E. coli (STEC) (10,
18, 19). While several studies have been conducted for other E. coli
phages, including Stx phages, the relative frequency of the differ-
ent Cdt phages in relevant pathotypes is not well defined. The
information required about the mechanisms of induction of Cdt
phages, their host range for lytic infection, and their ability to
generate lysogens and to transduce cdt still is not available for Cdt
phages. The limited number of inducible Cdt phages described so
far represents an additional challenge for studying and under-
standing the role of these phages in cdt mobilization.

This study focuses on a new Cdt-V phage isolated from an E.
coli O157:H7 strain from urban raw wastewater. We characterize
its capacity for induction, infection, and transduction, and we
present the complete phage genome sequence. Our study has re-
vealed that the phage, during the lysogenization of a Shigella
strain, has evolved and acquired new genes (an insertion element
composed of two genes). We discuss how this genetic acquisition
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could influence the abilities of the phage to generate new lysogens
and transduce the toxin gene.

MATERIALS AND METHODS
Bacterial strains, serotyping, bacteriophages, and media. The Cdt phage
in this study, named �AA91, was detected in a Cdt-positive E. coli strain of
serotype O157:H7 strain 91 isolated from urban raw wastewater. This
phage was induced from the wild-type strain as described below and used
to lysogenize a collection of strains used as hosts for lytic infection and
transduction (Table 1). A lysogen of the phage �AA91 in Shigella sonnei
strain 866 was obtained. To avoid confusion, here the phage induced from
the S. sonnei lysogen is called �AA91-ss. Luria-Bertani (LB) broth or LB
agar was used to culture the bacteria. When necessary, media were sup-
plemented with ampicillin (100 �g/ml) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Ger-
many).

PCR studies. PCRs were performed using a GeneAmp PCR system
2400 (Perkin-Elmer, PE Applied Biosystems, Barcelona, Spain) with the
oligonucleotides listed in Table 2. Screening for cdt was performed by
multiplex cdt PCR (Table 2), and then the identity of the cdt variants was
analyzed with the specific oligonucleotides. Purified DNA was diluted
1:20 in double-distilled water. The PCR product was analyzed by gel elec-
trophoresis, and bands were visualized by ethidium bromide staining.
When necessary, PCR products were purified using a PCR purification kit
(Qiagen Inc., Valencia, CA).

Real-time qPCR. Quantification of cdt-V gene by real-time quantita-
tive PCR (qPCR) was performed as previously described (14). A pGEM-T
Easy vector containing a 466-bp fragment of cdtB obtained with conven-
tional PCR primers Cdt-up1/Cdt-lp1 (Table 2) was used for the standard
curve (14) to quantify the number of cdt gene copies in phage DNA by
qPCR.

The qPCR assay for cdt was a custom TaqMan (Applied Biosystems,
Spain) set of primers and probe. The forward qcdtB-UP/LP and qcdt
probe with a 6-carboxyfluorescein (FAM) reporter and a nonfluorescent
quencher (NFQ) were used under standard conditions in a Step One
reverse transcription-PCR (RT-PCR) system (Applied Biosystems,
Spain). cdtB genes were amplified in a 20-�l reaction mixture using
TaqMan environmental real-time PCR master mix 2.0 (Applied Biosys-
tems, Spain). The reaction mixture contained 9 �l of the DNA sample or
quantified plasmid DNA. All samples were run in triplicate, along with the
standards, positive and negative controls, and the number of genome
copies (GC) was the average from the three replicates. A 1:10,000 dilution
of positive bacterial DNA was used as a positive control.

Controls were performed to rule out the presence of bacterial or non-
encapsidated DNA. After DNase treatment but before desencapsidation,
the samples were used as templates for qPCR of cdt. Negative results con-
firmed that all nonviral DNA was eliminated from the sample and that
only genes in phage DNA would be detected.

Isolation of temperate Cdt bacteriophages and preparation of phage
lysates. A 10-ml culture of wild-type strain O157:H7 or of the lysogen of
Cdt phage in S. sonnei 866 were grown from single colonies in LB broth at
37°C until the exponential growth phase, determined by an optical density
at 600 nm (OD600) of 0.3 measured using a spectrophotometer (Spec-
tronic 501; Milton Roy, Belgium). For induction experiments, nonin-
duced cultures and cultures induced with mitomycin C (0.5 �g/ml), cip-
rofloxacin (0.4, 1, or 4 �g/ml), or EDTA (20 mM, pH 7.2) were incubated
overnight at 37°C under aerobic conditions with agitation (180 rpm) in
the dark. The cultures were centrifuged at 4,000 � g for 10 min, and the
supernatants were filtered through low-protein-binding 0.22-�m-pore-
size membrane filters (Millex-GP, Millipore, Bedford, MA).

To evaluate the number of PFU of each phage suspension, each sus-
pension was 10-fold serially diluted. One 1 ml of each dilution was mixed
with 1 ml of the host strain (E. coli WG5) and 2.5 ml of LB soft agar,
poured onto LB agar plates, and incubated as described above.

For electron microscopy and for infectivity studies, phage �AA91
(from the O157:H7 wild-type strain) and �AA91-ss (from S. sonnei 866

TABLE 1 Host range of phage �AA91-ss in a collection of cdt-negative
strainsa

Host
Strain or
serotype Originb stx variant Lysis Transduction

E. coli C600 ATCC 23724 � �
E. coli DH5� Invitrogen � �
E. coli O157:H7 ATCC 43888 �� �
E. coli WG5 ATCC 700078 �� �
Salmonella

Typhimurium
WG49 ATCC 700730 � �

S. sonnei 866 Clinical �� �
S. sonnei 30673 Clinical � �
S. sonnei 30674 Clinical �� �
S. sonnei 30676 Clinical �� �
S. sonnei 30679 Clinical �� �
S. sonnei 30682 Clinical �� �
S. flexneri 805-F Clinical � �
E. coli O111 Clinical � �
E. coli O26 Clinical � �
E. coli O26 Clinical � �
E. coli O157:H7 Clinical stx2a, stx2c � �
E. coli O4:H4 Clinical stx2a �� �
E. coli O15:H16 Clinical stx2a � �
E. coli O174:H- Clinical stx2c �� �
E. coli O104:H4 Clinical stx2a � �
E. coli O146:H21 H stx2d � �
E. coli O90:H- M stx2d � �
E. coli O171:H2 C stx2c � �
E. coli O171:H2 C stx2c � �
E. coli O181:H49 C stx2a �� �
E. coli O181:H20 C stx2c � �
E. coli O2:H25 C stx2g � �
E. coli O136:H1 C stx2g � �
E. coli O90:H- H stx2d � �
E. coli ONT:H2 C stx2c, stx2d � �
E. coli O2:H25 C stx2g � �
E. coli O1:H20 C stx2a � �
E. coli O8:H31 C stx2g � �
E. coli O1:H20 C stx2a � �
E. coli O157:H- C stx2c � �
E. coli O22:H8 C stx2c � �
E. coli O166:H21 H stx2c � �
E. coli O157:H- C stx2c � �
E. coli O156:H8 C stx2c � �
E. coli O1:H20 C stx2a � �
E. coli O171:H2 C stx2a, stx2c � �
E. coli O76:H2 C stx2c �� �
E. coli O113:H21 C stx2a � �
E. coli O100:H- P stx2e � �
E. coli O171:H2 C stx2c � �
E. coli O28:H28 C stx2a � �
E. coli O8:H9 H stx2e � �
E. coli O181:H49 C stx2a � �
E. coli O171:H2 C stx2c � �
E. coli ONT:H- C stx2c � �
E. coli O2:H25 M stx2g � �
E. coli ONT:H- M stx2e � �
E. coli O22:H8 C stx2c � �
E. coli O157:H7 C stx2c � �
E. coli O157:H7 C stx2c � �
E. coli O22:H8 H stx2c �� �
E. coli O1:H20 H stx2a � �

a Lytic infection ability was determined by observation of lysis visualized directly on the
plate and after hybridization with the cdtB probe: �, weak lytic spot; ��, strong lytic
spot; �, negative. Transduction ability was evaluated by PCR on colonies obtained after
infection with the Cdt phage.
b H, strain isolated form raw urban wastewater (human fecal pollution); C, strain
isolated from cattle wastewater; P, strain isolated from poultry wastewater; M, strain
isolated from mixed animal wastewater.
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lysogen) were isolated from single plaques of lysis obtained from E. coli
WG5. Plaques isolated from 5 to 10 wells were removed with a wire loop,
and each was suspended in 500 �l of LB. Suspensions were filtered
through low-protein-binding 0.22-�m-pore-size membrane filters (Mil-
lex-GP, Millipore, Bedford, MA).

Isolation of phage DNA. The phage suspensions were treated with
DNase (100 U/ml; Sigma-Aldrich, Spain). After digestion, DNase was heat
inactivated (10 min at 80°C). Phage DNA was isolated from the phage
lysates by proteinase K digestion and phenol-chloroform extraction as
described previously (20). Purified DNA was eluted in a final volume of 50
�l of Tris-EDTA buffer (10 mM Tris-Cl, pH 7.5, 1 mM EDTA) and eval-
uated by agarose (0.8%) gel electrophoresis. The bands were viewed fol-
lowing ethidium bromide staining. The concentration and purity of the
DNA extracted was determined using a NanoDrop ND-1000 spectropho-
tometer (NanoDrop Technologies, Thermo Scientific, Wilmington, DE).

Preparation of DIG-labeled cdtB-specific gene probe. A 466-bp frag-
ment corresponding to cdtB resulting from amplification with primers
Cdt-up1/Cdt-lp1 (Table 2) was labeled with digoxigenin (DIG) by incor-
porating DIG-11-deoxyuridine-triphosphate (Roche Diagnostics, Barce-
lona, Spain) during PCR as described previously (21) and was used as a
probe. The probe was used for hybridization of phages and bacteria by
plaque and colony blot assays as previously described (14). Hybridization
was performed at 64°C according to standard procedures (20). Stringent
hybridization was achieved with the DIG-DNA labeling and detection kit
(Roche Diagnostics, Barcelona, Spain) according to the manufacturer’s
instructions.

Infectivity of Cdt phages. To evaluate the ability of phages �AA91
and �AA91-ss to infect bacteria, a 10-�l drop of phage suspension, pre-
pared from a single plaque as described above, was spotted onto a mono-
layer of the host strains tested (Table 1). The monolayer was prepared with
1 ml of log-phase culture (OD600 of 0.3) of each host strain, mixed with 2.5
ml of LB soft agar (LB broth with 0.7% agar), poured onto LB agar plates,
and incubated at 37°C overnight. After incubation, the plaques were
transferred to a nylon membrane (Hybond N�; Amersham Pharmacia
Biotech, Spain) and hybridized with the cdtB-specific probe.

Generation of cdt lysogens. The bacterial growth from the area of lysis
generated by a drop of phage suspension on the agar monolayer of the
different host strains (Table 1) was harvested in 1 ml of Ringer 1/4, 10-fold
diluted, plated on LB agar, and incubated at 37°C for 18 h. Colonies
obtained were evaluated for the presence of cdt by colony hybridization
assay (14) using the DIG-labeled cdtB probe and confirmed by PCR.

Electron microscopy. Phages �AA91 and �AA91-ss were propagated
from a single plaque of lysis obtained from E. coli WG5 as described above.
The phage suspensions obtained were 100-fold concentrated by means of
protein concentrations (100-kDa Amicon Ultra centrifugal filter units;
Millipore, Bedford, MA). Both phage suspensions were DNase treated as
described above and purified by CsCl centrifugation (20). The easily vis-
ible gray band in which the bacteriophages were expected (20, 22), corre-
sponding to a density of 1.45 � 0.02 g/ml, was collected and dialyzed to
remove the CsCl. A drop of phage suspension was deposited on copper
grids with carbon-coated Formvar films and stained with 2% KOH phos-
photungstic acid (pH 7.2) for 2.5 min. Samples were examined in a Jeol
1010 transmission electron microscope (JEOL USA, Inc.) operating at
80 kV.

Sequencing of Cdt phage DNA. The �AA91-ss phage was purified
from an induced culture of the S. sonnei lysogen. Phages were purified as
described above and concentrated by protein concentrators (Amicon Ul-
tra centrifugal filter units; Millipore, Bedford, MA). The phages present
were further purified by CsCl centrifugation as described above. Contam-
inating bacterial DNA and RNA were removed by additional treatment
with DNase (0.3 �g/ml) and RNase (0.3 �g/ml), and the mixtures were
incubated at 37°C for 1 h. Phage DNA was extracted by proteinase K
digestion and phenol-chloroform precipitation to a final concentration of
1 �g/�l. The purity and integrity of the DNA were confirmed by a Nano-
Drop ND-1000 spectrophotometer (NanoDrop Technologies, Thermo
Scientific, Wilmington, DE) and 0.8% agarose gel electrophoresis.

Genome sequencing was performed using an Ion Torrent personal
genome machine (PGM) (Life Technologies). Libraries were generated
using 0.5 �g of the genomic DNA and an Ion Xpress Plus fragment library
kit comprising the Ion Shear chemistry according to the user guide. After

TABLE 2 Oligonucleotides used in this studya

PCR target and
primer Sequence

Size
(bp)

Reference
or source

Multiplex cdt
CDT-up1 GAAAGTAAATGGAATATAAATGTCCG 466 10
CDT-up2 GAAAATAAATGGAACACACATGTCCG 10
CDT-lp1 AAATCACCAAGAATCATCCAGTTA 10
CDT-lp2 AAATCTCCTGCAATCATCCAGTTA 10

qPCR cdt
qcdtB-F AGGCCGATGAAGTGTTTGTTCTT 69 14
qcdtB-R CAATCCGTATGCCAAGCAATGG 14
qcdt-probe 6-FAM-CCGCCCACCTTGCCTT- MGBNFQ 14

cdt-VA
c338f AGCATTAAATAAAAGCACGA 1329 52
c2135r r TACTTGCTGTGGTCTGCTAT 52

cdt-VB
c1309f AGCACCCGCAGTATCTTTGA 1363 52
c2166r AGCCTCTTTTATCGTCTGGA 52

cdt-VC
P105 GTCAACGAACATTAGATTAT 748 52
c2767r ATGGTCATGCTTTGTTATAT 52

Integration site
left

attP1 ACAGCGATACATCGTGAAGC 654 This study
attB1 TCATCGGTGTTGGAGATATCA This study

Integration site
right

attP2 GCAATATAATCGCACTGCAA 585 This study
attB2 GAGACAATGCATCGCCTTGT This study

cox
Cox up ATGGAAGTCAATGACTATGT 273 This study
Cox lp TCACAACCCCATCCACAAAAG This study

IS21 within cox
IS21rev TGCACCGTTGCCCGGCAACC This study
IS21fw AGGCATCAGCGCGGTATGGA This study

IS21
IS21up GGTTGCCGGGCAACGGTGCA 949 This study
IS21lp TCCATACCGCGCTGATGCCT This study

stx2

stx2-a GCGGTTTTATTTGCATTAGC 115 53
stx2-b TCCCGTCAACCTTCACTGTA 53

stx2c

stx2c-a GCGGTTTTATTTGCATTAGT 124 53
stx2c-b AGTACTCTTTTCCGGCCACT 53

stx2d

stx2d-a GGTAAAATTGAGTTCTCTAAGTAT 175 53
stx2d-b CAGCAAATCCTGAACCTGACG 53

stx2e

stx2e-a ATGAAGTGTATATTGTTAAAGTGGA 303 53
stx2e-b AGCCACATATAAATTATTTCGT 53

stx2g

stx2g-a GTTATATTTCTGTGGATATC 572 54
stx2g-b GAATAACCGCTACAGTA 54

a MGBNFQ, minor groove binder and nonfluorescent quencher.

Evolution of Cdt Phage

December 2013 Volume 87 Number 24 jvi.asm.org 13667

 on January 8, 2014 by U
N

IV
E

R
S

IT
A

T
 D

E
 B

A
R

C
E

LO
N

A
http://jvi.asm

.org/
D

ow
nloaded from

 

http://jvi.asm.org
http://jvi.asm.org/
http://jvi.asm.org/


dilution of each library, 4.5 � 108 molecules were used as the templates for
clonal amplification on Ion Sphere particles during the emulsion PCR
according to the Ion Xpress template 200 kit manual (Life Technologies).
The amplification was loaded onto an Ion 316 chip and subsequently
sequenced using 105 sequencing cycles according to the Ion Sequencing
200 kit user guide. Approximately 105 sequencing cycles resulted in an
average reading length of 182 nucleotides.

Assembly of the sequence was accomplished using CLC Genomic
Workbench 6 software. The phage DNA-predicted open reading frames
(ORFs) were identified using the GeneMark gene prediction program
(http://exon.gatech.edu) (23) and ORF Finder (www.ncbi.nlm.nih.gov).
These predictions were annotated by comparison to the nonredundant
database using BLASTN from the NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) and the
European Bioinformatics Institute (UniProtKB/Swiss-Prot). MAUVE
software (24) was used to compare �AA91-ss and other P2 and Cdt
phages.

Nucleotide sequence accession number. The nucleotide sequence of
the phage �AA91-ss genome of this study was submitted to the GenBank
database library and assigned accession number KF322032.

RESULTS
Detection and isolation of Cdt phage �AA91. Bacteriophage
�AA91 was isolated from the cdt-positive O157:H7 E. coli STEC
strain that also harbors an inducible Stx phage. In order to char-
acterize the Cdt phage without interference from the Stx phage, it
was necessary to mobilize this phage to another susceptible host
(14). For this, we used S. sonnei strain 866, which did not show the
presence of inducible phages under the conditions tested. Follow-
ing the common procedures for temperate phage induction,
phage �AA91 was isolated after mitomycin C induction of an LB
culture of the wild-type strain and purified. Dilutions of the phage
suspension were plated on an agar monolayer of the E. coli WG5
strain. Lytic plaques formed by phage �AA91 on S. sonnei were
clearly lytic and measured 1.2 � 0.2 mm in diameter.

Assays for the generation of �AA91 lysogens in several E. coli
and Shigella strains (Table 1) were unsuccessful, except for one
lysogen obtained with S. sonnei 866. The cdt-positive S. sonnei 866
lysogen was confirmed by PCR. The lysogen was subcultured three
times to confirm its stability, and our observations indicated that

no losses of the phage were observed after subcultivation. Se-
quencing of the cdt variant confirmed that this phage was carrying
the cdt-V variant of the gene.

Morphological characterization of phages �AA91 and
�AA91-ss. The morphology of phage �AA91 obtained from
O157:H7 strains and of phage �AA91-ss obtained from S. sonnei
lysogen were examined using a phage suspension obtained after
propagating a single lytic plaque and CsCl purification. Both
phages had identical Myoviridae morphology (22), with a capsid
measuring 55 � 6 nm in diameter and a contractile tail of 155 � 12
nm (Fig. 1).

Induction of phage �AA91-ss. To determine whether cdt was
located in the genome of an inducible prophage, infectious phages
and viral genomes were counted without induction and after in-
duction from S. sonnei lysogen with mitomycin C, ciprofloxacin,
and EDTA at various times. Induction was also measured by a
reduction of the OD600 of the bacterial culture, which indicates
activation of the lytic cycle of induced prophages (Fig. 2).

The infectious particles or GC of the phage showed no signifi-
cant increase (P 	 0.05 by analysis of variance [ANOVA]) be-
tween the noninduced lysogenic strain culture and the culture
treated with the inducing agents. After 18 h, a significantly (P 

0.05) lower OD600 was observed in the culture treated with cipro-
floxacin (Fig. 2, upper table). However, this reduction was prob-
ably not due to the induction of �AA91-ss, as observed after eval-
uation of the number of infectious phages by plaque assay (Fig. 2,
left) or after evaluation of cdt GC in phage DNA (Fig. 2, right).

These results indicated that phage �AA91-ss is not inducible
through the previously described methods; rather, it appears to be
self-inducible. Reduction of OD600 after ciprofloxacin exposure
could be attributable to a decrease in the number of cells by the
antimicrobial agent, since it was used at a high concentration.
Lower concentrations of ciprofloxacin tested (0.4 and 1 �g/ml)
did not show induction of �AA91-ss. Subsequent evaluation of
the number of �AA91 particles from the wild-type E. coli
O157:H7 strain confirmed that, as observed for the Shigella lyso-

FIG 1 Electron micrographs of phage �AA91 (A) and phage �AA91-ss (B), corresponding to the Myoviridae morphological type. (A and B) Single phage
showing the tail with contracted sheath and diagram indicating the size of capsid and tail (in nm). (C) Group of phage �AA91-ss attached to particles showing
the tails noncontracted. Bar, 100 nm.
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gen, the number of phages did not differ significantly between
noninduced and induced cultures (data not shown).

Host range of phages �AA91 and �AA91-ss. Each phage, iso-
lated from a single plaque, was used to infect a collection of 57
strains, including one Salmonella strain, one Shigella flexneri
strain, five S. sonnei strains, several E. coli laboratory strains, and
wild-type STEC strains of different serotypes. Phages �AA91 and
�AA91-ss had the same host range and caused clear lysis in 34 of
the strains (Table 1). From these, phage �AA91 generated only
one lysogen in S. sonnei 866. In contrast, phage �AA91-ss gener-
ated lysogens in 13 strains of different bacterial genera (Table 1).

Sequence of phage �AA91-ss. Phage �AA91-ss has a genome
of 33,628 bp. Annotation of the phage genome showed multiple
characteristics of P2 bacteriophages, although it also displayed
some differences. The sequence is presented as a linear structure
terminating with the cohesive ends (Table 3 and Fig. 3) and start-
ing with cosL (left cohesive end). The first identified ORF is a
capsid portal protein and is followed by a set of head synthesis
proteins. Downstream of the capsid genes are the genes related to
lysis (holin, lysozyme, and lysins A and B) (Table 3 and Fig. 3). The
next set of genes corresponds to those proteins involved in tail and
baseplate synthesis. Downstream are the genes involved in lysog-
eny (int, C, and expected cox). The phage attachment site (attP)
(Fig. 3) is located between ogr (a positive regulatory factor re-
quired for P2 late gene transcription) (25) and the gene encoding
integrase (int). The product of gene C is the repressor that regu-
lates the lysogenic state. The next expected gene would be cox,
encoding a multifunctional protein of 91 amino acids (26). How-
ever, in phage �AA91-ss, the cox gene is truncated by insertion of
a long element, IS21, composed of two ORFs that encode a trans-

posase and a transposition protein, respectively. We will devote
more attention to this element in the next section. The sequence
continues with ORFs identified as DNA replication proteins, par-
ticularly gene A, encoding gpA, which initiates replication by in-
ducing a single-stranded cut at the origin of replication (ori) (5=-
GCGCCTCGGAGTCCTGTCAA-3=) (Fig. 3) (27). Finally, we
found the cdt operons (C, B, and A), which appeared downstream
from gene A and upstream from cosR, at the right cohesive end of
the phage genome.

Determination of IS21 in the host strains. Many insertion
elements have been identified in Shigella and E. coli located on a
plasmid or in the chromosome. To determine whether the pres-
ence of IS21 in phage �AA91-ss was a product of rearrangements
after lysogenizing the S. sonnei strain 866 or whether it was origi-
nally present in the phage in the wild-type O157:H7 E. coli strain,
we used PCR to evaluate the fragment between the first part of cox
and the IS21 element and the fragment comprising the last frag-
ment of IS21 and the last cox fragment. In addition, we investi-
gated whether the element is maintained in some S. sonnei strains
of our collection in which the phage �AA91-ss generated new
lysogens (Table 1). We amplified both segments using the primers
described in Table 2 (Fig. 4). If the IS21 element is present within
cox, amplification using the combination of primers cox-up and
S21rev would result in an amplimer of 610 bp, while the combi-
nation of primers IS21fw and cox-lp would result in a fragment of
890 bp. Amplification of both regions confirmed the location of
the IS21 element within cox in phage �AA91-ss from the S. sonnei
866 lysogen as well as from other S. sonnei lysogens (30676 and
30682; Table 1), as shown in Fig. 4. However, when looking at the

FIG 2 Induction experiments of phage �AA91-ss using mitomycin, ciprofloxacin, and EDTA. Monitoring of induction was performed by spectrophotometry
at a wavelength of 600 nm (upper table), infectiveness on E. coli WG5 in log10 PFU/ml (chart on the left), and evaluation of phage genomes by qPCR in
log10GC/ml (chart on the right).
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original E. coli O157:H7 strain 91, where phage �AA91 was pres-
ent, we found that cox appeared intact.

PCR showed that the IS21 element was present in the S. sonnei
strains but not in the wild-type O157:H7 strain, although phage
�AA91 was present, confirming that incorporation of IS21 oc-
curred after lysogenization in S. sonnei.

To evaluate the percentage of phages that could harbor the IS21
element, phage �AA91, induced from E. coli O157:H7 strain 91,
and phage �AA91-ss, from S. sonnei 866 lysogen, were plated
using E. coli WG5 as the host strain (negative for IS21). Plates
containing between 20 and 50 plaques were used to isolate phages
from the plaques of lysis. Phage DNA was extracted from the

TABLE 3 Annotation of ORFs detected in the phage �AA91-ss genome

ORF Position (bp)
Size
(bp) Description

% Cover
querya

%
Identitya Organism

NCBI protein
accession no.

1–19 19 cosL; left cohesive end
1 189–1223 1,035 Gene Q; capsid portal 100 100 E. coli prophage WP_000038198.1
2 1223–2995 1,773 Gene P; large terminase subunit 100 100 Yersinia phage NP_839851.1
3 3169–4023 855 Gene O; capsid scaffold 100 99 Prophage P2 in E. coli YP_002391908.1
4 4082–5155 1,074 Gene N; major capsid protein precursor 100 100 Prophage P2 in E. coli WP_001248540.1
5 5159–5902 744 Gene M; small terminase subunit 100 100 E. coli prophage WP_000203437.1
6 6002–6511 510 Gene L; capsid completion protein 100 100 E. coli prophage YP_001746272.1
7 6511–6714 204 Gene X; essential tail protein 100 100 P2-like prophage in E. coli YP_005277372.1
8 6718–6999 282 Gene Y; holin 100 100 Phage P2 NP_046764.1
9 6999–7496 498 Gene K; lysozyme 100 100 E. coli prophage WP_000123122.1
10 7511–7936 426 Lysin A 100 100 E. coli prophage WP_000736580.1

11 7924–8349 426 Lysin B 100 100 E. coli prophage WP_000040681.1
12 8454–8924 471 Gene R; essential tail completion protein 100 100 Phage P2 WP_001367960.1
13 8917–9369 453 Gene S; essential tail completion protein 100 100 Yersinia phage NP_839862.1
14 9436–10071 636 Gene V; baseplate protein 100 100 Phage P2 WP_001093710.1
15 10068–10415 348 Gene W; putative baseplate protein 100 100 E. coli prophage YP_002391893.1
16 10420–11328 909 Gene J; baseplate assembly 100 99 E. coli prophage WP_001121491.1
17 11321–11851 531 Gene I; baseplate assembly 100 100 Phage P2 NP_046774.1
18 11862–13940 2,079 Gene H; tail fiber 100 100 E. coli prophage WP_000104689.1
19 13944–14471 528 Gene G; putative tail fiber assembly 100 100 E. coli prophage WP_001164103.1
20 14571–15677 1,107 Hypothetical protein 100 100 E. coli WP_000382496.1

21 15979–17169 1,191 Gene FI; major tail sheath 100 100 E. coli prophage WP_001286731.1
22 17182–17700 519 Gene FII; major tail tube 100 100 Phage P2 NP_046779.1
23 17757–18032 276 Gene E; tail protein 100 100 E. coli Mu-like prophage WP_001031311.1
24 18177–20624 2,448 Gene T; tail length determinator 100 100 E. coli prophage WP_000069913.1
25 20639–21118 480 Gene U; tail protein 100 100 Phage P2 WP_000978923.1
26 21118–22281 1,164 Gene D; phage late control 100 100 E. coli prophage WP_001704948.1
27 22362–22580 219 ogr; activator of late transcription; Att

phage integration site
100 100 E. coli WP_000280530.1

28 22853–23863 1,011 Integrase 100 100 E. coli phage HP1 WP_001336827.1
29 23903–24196 294 Gene C; immunity control 100 100 E. coli prophage YP_005280060.1

24349–24471 123 Truncated cox gene
30 24553–25725 1,173 IstA; IS21 transposase 100 100 S. sonnei YP_309050.1

31 25725–26522 798 IstB; IS21 transposition protein 100 100 S. sonnei YP_309051.1
26581–26758 177 Truncated cox gene

32 26922–27428 507 Gene B; DNA replication protein 100 100 E. coli prophage WP_000426197.1
33 27492–27716 225 Hypothetical protein (similar to phage

P2 ORF 80)
100 100 E. coli YP_001746256.1

34 27716–28018 303 Hypothetical protein (similar to phage
P2 ORF 81)

100 100 E. coli WP_001277965.1

35 28018–28242 225 Zinc finger protein (similar to phage P2
ORF 82)

100 100 Phage P2 NP_046793.1

36 28239–28514 276 Replication initiation protein (similar to
phage P2 ORF 83)

100 100 E. coli prophage YP_852002.1

37 28504–30801 2,298 Gene A; DNA replication 100 100 E. coli prophage WP_000268595.1
38 30877–31422 546 Cdt-V C operon 100 100 E. coli WP_000825552.1
39 31437–32246 810 Cdt-V B operon 100 100 E. coli Vir plasmid YP_003034080.1
40 32243–33019 777 Cdt-V A operon 100 100 E. coli WP_001284793.1

33609–33628 19 cosR; cohesive end
a Percentage of coverage and the closest identity to proteins as described in the NCBI databank.
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plaques, and the presence of IS21 within cox was evaluated by PCR
amplification of the IS21 left and right insertion sites and those
with intact cox gene by using primers cox-up/lp. The results of
phage �AA91 induced from O157:H7 showed that 100% of
plaques had the intact cox gene and that the IS21 element was
absent. Results of plaques of �AA91-ss phages induced from S.
sonnei 866 lysogen showed that 86.1% (�3.2%) of the plaques
contained IS21 inserted within cox, while only 13.9% (�3.2%)
presented intact cox and no IS21 element. The higher proportion
of phages carrying IS21 is consistent with the sequence obtained.
Phages induced from lysogens in S. sonnei strains 30676 and 30682
with phage �AA91-ss showed 100% of the plaques of lysis with the
IS21 element and cox truncated, suggesting that lysogens were
obtained by incorporation of �AA91-ss.

Determination of sequence similarity between �AA91 and
�AA91-ss. Using the �AA91-ss sequence as the template, we de-
signed PCR primers that allowed the amplification of 30 consec-
utive fragments of ca. 1,200 bp each (data not shown). Each frag-
ment amplified overlapped the previous and the following
fragment, covering the whole length of the genome of phage
�AA91-ss (33,628 bp). These primers were used to amplify the

�AA91 DNA obtained from a single plaque, and �AA91-ss DNA
was used as a control.

The sizes of the 30 fragments obtained were identical for both
phages, except in three fragments (23, 24, and 25) (data not
shown), in which at least one of the primers annealed with the IS21
fragment; therefore, no amplimers were obtained with phage
�AA91 DNA, but they were obtained with �AA91-ss. Although
minor variations in the sequence cannot be excluded, these results
strongly indicated that compared to the genetic organization of
the �AA91 genome, the �AA91-ss genome has been modified
only in the cox gene by the incorporation of IS21.

Homology with other P2-like phages. Comparison of the
�AA91-ss phage genome to those of other P2 and Cdt phages
showed different similarities. The most similar was the Enterobac-
teriaceae P2 phage carrying cdt-V (KC618326.1) (12); 79% of the
sequence was 98% identical. The second most similar phage, with
a similarity of 97% in 75% of its genome, was phage WPhi
(AY135739.1) of E. coli. Finally, phage LC-413 (AY251033.1) of
Yersinia showed 73% coverage with 96% similarity, and phage P2
(AF063097.1) of E. coli showed 69% coverage with 100% similar-
ity in the covered sequence. Some bacterial genomes also showed

FIG 3 Genetic map of phage �AA91-ss. Relevant phage genes, identified by comparison to other P2-like phages, are indicated. Arrows show gene size,
orientation, and context. Those ORFs without defined function are shown by ORF number. The scale (in kb) is indicated in the upper part of the figure. The origin
of replication (ori), the cohesive ends (cosR and cosL), and the phage attachment site (attP) are indicated.

FIG 4 Amplimers generated for detection of IS21 element in phages and host strains. Insertion of IS21 in cox was detected from its left and right side by the
combination of IS21/cox primers. The element was detected in Shigella (results of S. sonnei strains 866, 30676, and 30682 are shown here) but not in the wild-type
O157:H7 E. coli strain. A nontruncated cox gene was observed only in the wild-type O157:H7 E. coli strain.
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similarity to the �AA91-ss phage genome. The most similar, with
84% of coverage with 100% identity, was S. sonnei strain 53G
(HE616528.1). However, this sequence has not been annotated,
hence it is not known whether this strain harbors a prophage.
However, it does lack cdt, since the area of coverage did not in-
clude the cdt operon. A similarity of 99% in 83% of the sequence
was observed for E. coli strain SMS-3-5 (CP000970.1), and
99% identity in 75% of the sequence was found with other E.
coli W genomes (CP002185.1, CP002967.1, CP002516.1, and
CP002970.1), all of them harboring a P2-like phage in which the
cdt operon is absent. Other phages or bacterial strains showed
lower coverage.

Progressive MAUVE analysis (24) (Fig. 5) allowed comparison
of phage �AA91-ss to complete sequences of P2-like phages
showing similarity and to the two Cdt phages in the databases:
phage encoding Cdt-I (15) and a P2 cryptic prophage encoding
Cdt-V (12) (accession number KC618326.1). The results show
that despite the differences in their sequences, all phages shared
regions in their genome’s structure, with the exception of phage
encoding Cdt-I, which has a completely different genome. In the

remaining phages, two main structures were observed, one com-
prising capsid genes and the genes involved in lysis (holins and
lysins) and a second set comprising genes involved in the phage
tail and the integrases. Some other regions encoding tail fiber or
tail assembly proteins presented greater degrees of variability than
the previously mentioned regions (Fig. 5).

Insertion site of phage �AA91-ss. The att site of phage
�AA91-ss is located between the ogr and int genes (Fig. 3). Its
integration into the S. sonnei 866 lysogen was determined by de-
signing primers attP1 and attP2 in both genes of phage DNA (Ta-
ble 1) and combining these with primers attB1 and attB2 located
in the fieF and cpxP genes, which were previously described as the
insertion site of P2-like phages in E. coli W, E. coli K KO11FL (28),
and S. sonnei 53G (accession number HE616528.1). Amplification
of attP1/B1 and attB2/P2 showed amplimers of 654 and 585 bp,
respectively, corresponding to the expected size and confirming
that the phage was inserted into this bacterial site. The S. sonnei
866 strain used as a control did not show amplification at both
sites. Moreover, �AA91-ss also is inserted in the same locus in
lysogens of S. sonnei strains 30676 and 30682. Controls of bacterial

FIG 5 MAUVE analysis comparison of Cdt phage �AA91-ss to P2-like phages (P2, LC413, and W�) and genomes of Cdt phages (P2-Cdt-V and Cdt-I).
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strains without the phage were negative. Additionally, we ob-
tained the same PCR results when testing phage �AA91 insertion
in the E. coli O157:H7 wild-type strain. Thus, we concluded that
�AA91 and �AA91-ss are inserted in the same locus in their re-
spective host strains.

DISCUSSION

P2-like prophages seem to be quite common in E. coli but also
seem to be distributed among other proteobacteria of the gamma
subgroup (29). The genomes of phages HP1 and HP2 in Haemo-
philus influenzae (30), �CTX in Pseudomonas aeruginosa (31),
and K139 in Vibrio cholerae (32) have all been sequenced and
shown to be P2-like with respect to genome organization as well as
nucleotide sequence. Phages PSP3 in Salmonella enterica serovar
Potsdam (33) and SopE� in Salmonella enterica serovar Typhi-
murium (34) are also P2-like. Bacterial genome sequencing pro-
jects have revealed additional P2-like prophages, for example,
Sp13 in the enterohemorrhagic Escherichia coli O157:H7 strain
isolated during the Sakai outbreak in Japan (35).

In our previous study (14), cdt-V was found in an inducible
Cdt bacteriophage. The presence of cdt in phages, although not
always inducible, has been reported (11) and is supported by the
P2 sequences (12) or lambdoid phage sequences (15) found in the
flanking regions of cdt in several bacterial isolates. In this study, a
new Cdt-V phage, named �AA91, was used to lysogenize S. sonnei
strain 866, since this strain gave good results in studies with Cdt
phages (14) and also had previously shown the capacity to gener-
ate lysogens of temperate Stx bacteriophages (21, 36). No lysogens
of �AA91 were obtained with any of the other laboratory strains
assayed. Since the phage induced from the S. sonnei strain was
shown to be different from the phage induced from the E. coli wild
type, it was renamed �AA91-ss.

Phages �AA91 and �AA91-ss are self-inducible, or at least
lead to no increase in the number of infectious viruses or viral
genome copies when using common phage-inducing agents (37–
40). This can be attributed to the fact that these phages belong to
the P2-like family of phages. In P2 phages, the product of gene C,
which is responsible for lysogeny, cannot be cleaved by the RecA
protease (41, 42). For this reason, this gene is not affected by UV or
other inducing agents, causing derepression of the lysogenic state.
Therefore, P2-like phages do not promote their lytic pathway
when using one of the common inducing agents; rather, they
maintain the same levels of induction in the absence of these
agents. This lack of inducibility was previously observed for an-
other phage harboring Cdt (phage �125) (14).

The remarkable difference between the genomes of phages
�AA91 and �AA91-ss is the IS21 insertion element. Insertion
elements are numerous in E. coli and Shigella genomes and are
capable of causing many kinds of DNA rearrangements (43). De-
letions as well as translocations and inversions are likely the result
of the copious numbers of insertion sequence elements in bacte-
rial chromosomes. This element is inserted within the cox gene,
encoding Cox, which is responsible for inhibiting phage integra-
tion and activating phage DNA excision. In P2 phages, by leading
to excision of P2 DNA out of the host chromosome, Cox is directly
involved in the site-specific recombination event (44). Early ex-
pression of cox ensures that at least a few copies of the P2 genome
are synthesized free of the host chromosome (44). However, a
mutation in cox will produce a phage that is as efficient as or more
efficient than the parental strain in the generation of lysogens.

This phage would be able to recombine with higher frequency (5
to 20 times), at least in the att region pathway (45). Successful
generation of lysogens with �AA91-ss in other hosts also could be
attributable to its potentially higher recombination ability after
cox truncation compared to the original phage, �AA91. This
could not be properly assayed, since with the original phage, only
one S. sonnei lysogen of �AA91 was obtained, and the phage in-
duced from this strain (�AA91-ss) already carried IS21.

IS21 has not been found in the wild-type E. coli O157:H7 strain
containing phage �AA91; therefore, it must have been incorpo-
rated into the phage genome during lysogenization of the Shigella
strain in which this element is present and subsequently is main-
tained in the phage, since it was found in some lysogens generated
a posteriori with phage �AA91-ss. The IS21 element has been re-
ported to be located close to a cdt-III gene in a pVir plasmid in E.
coli (46) but is present in a different position and with the opposite
orientation. IS21 has also been found in P2-like phage �CTX in
Pseudomonas aeruginosa (31) but without the cdt operon. The
insertion of IS21 during the generation of Shigella lysogens pro-
vides experimental evidence of the evolution of phages after the
lysogenization of new hosts, as widely reported, mostly by com-
parison of different phage genomes (47, 48).

The genes encoding Cdt were found inserted into a region of
the phage (named TO) that has been identified as a hot spot for the
insertion of foreign genes (49). The gene content of the TO region
varies extensively among P2-like prophages found in E. coli (49,
50). A previous sequence of a prophage harboring the cdt operon
indicates the same insertion site of the genes (12).

Phages �AA91 and �AA91-ss showed the morphology of
Myoviridae and, like other P2-like phages, are transducing phages
(51). In our previous studies with another Cdt-V phage, phage
�125 (14), the phage showed Siphoviridae morphology, and no
phages with Myoviridae morphology were observed. Siphoviridae
morphology has also been reported for the Cdt-1� phage de-
scribed by Asakura et al. (15). However, the cdt-V operon in phage
�125 was flanked by a bacteriophage region showing homology
with a fragment of a P2 phage. Similarly, homology with P2 in the
flanking regions of the cdt-V cluster has been widely reported (11,
12, 18). Whether these previously reported phages belonged to the
P2 family or were the product of recombination of these and other
phages of the Siphoviridae group remains unknown. On the con-
trary, descriptions of the cdt-I and cdt-IV flanking sequences in-
dicate that these are not always related to P2 phage genes (11, 15).
In fact, variability among Cdt phages is not surprising considering
the demonstrated ability of phages to interchange different frag-
ments of diverse origin mediated by both homologous and non-
homologous recombination (48). The presence of P2-like phages
in different genera (Vibrio, Salmonella, and E. coli, for example) is
also coincident with the wide distribution of cdt genes in all of
these genera.

The phage in this study is a good example that shows not only
the ability of phages to generate new strains, in this case by the
incorporation of cdt, but also the evolution of phages when mov-
ing from one strain to another, which can cause the generation of
phage variants able to convert strains in a more successful way. It
is of clinical importance to gain more insights into the in vivo
dissemination of virulence factors by means of bacteriophages in
enteric infections, particularly within the intestinal tract, where
phages can spread through a wide range of hosts and cause the
emergence of new pathogenic bacteria.
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 La toxina Cdt es un factor de patogenicidad descubierto a finales de los años 80 

(Johnson y Lior, 1988), que bloquea el ciclo celular eucariota antes de llegar a la fase de 

mitosis. Hasta la fecha se sabe que pertenece al grupo de toxinas AB2, aunque se 

desconoce el mecanismo exacto de acción (a qué receptores se une o cuáles son las 

vías de señalización que activa), y han sido descritas cinco variantes (Cdt-I a Cdt-V). 

Poca es la información que se tiene sobre los mecanismos de patogenicidad de esta 

toxina “in vivo”, el papel que desempeña en la virulencia de una cepa y la epidemiología, 

su presencia en el medio ambiente o la forma en que se moviliza de una cepas a otras. 

Estos dos últimos aspectos, la prevalencia medioambiental y la movilización por 

transducción mediada por fagos, han centrado el trabajo desarrollado en esta tesis. La 

tesis es el resultado de un proyecto nacional sobre la movilidad de factores de virulencia 

en E. coli patogénicas y su prevalencia ambiental. 

 En este trabajo se ha confirmado la transducción del gen cdt por un proceso de 

transferencia horizontal mediada por bacteriófagos, y se ha realizado la caracterización 

morfológica y genética de estos fagos Cdt, así como su estabilidad y persistencia bajo 

diferentes condiciones ambientales y tras diferentes tratamientos de inactivación. Se ha 

añadido al estudio la persistencia de los fagos portadores de la toxina Shiga bajo las 

mismas condiciones, por ser el mejor ejemplo de movilidad de factores de patogenicidad 

en E. coli y correspondiendo a la trayectoria del grupo de investigación en estudios de 

fagos Stx. 

 Empezando por la distribución de cdt, al evaluar la presencia de este gen en una 

colección de cepas stx2 ambientales, el 12.1% resultaron ser positivas. Estos resultados 

indican que la incidencia de cdt en cepas ambientales es muy similar a la descrita en 

cepas de origen clínico (Bielazewska et al., 2004; Bielazewska et al., 2009), donde hay 

una presencia significativa de este gen. Nuestro estudio demuestra que las cepas STEC 

productoras de Cdt presentan una amplia distribución en el medio ambiente. Dado que 

las aguas residuales estudiadas contienen un origen fecal bastante definido, 

mayoritariamente contaminación fecal humana y bovina, esto permite confirmar al menos 

ambos orígenes como reservorio de las cepas cdt positivas y de los fagos Cdt detectados 

por ensayos de qPCR. Trabajos anteriores describen aislamientos de cepas cdt a partir 

de diferentes orígenes: humanos, ya sean enfermos con problemas intestinales o 

enfermedades de otro tipo (Dobrindt et al., 2003), animales enfermos y sanos (ganado, 

perros, pájaros salvajes, etc) (Morabito et al., 2001), alimentos (Cadona et al., 2013), o 

del medio ambiente (Orth et al., 2006). 
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De entre todas las variantes, en las cepas estudiadas se observó una mayor 

prevalencia de la variante cdt-V (con casi un 90% de positivos). A pesar de que no hay 

datos sobre la prevalencia de las variantes en el ámbito clínico en nuestra zona de 

estudio, sería razonable pensar que pudiera ser coincidente con la prevalencia de la 

variante Cdt-V en cepas ambientales. Según estudios anteriores, la variante Cdt-V es una 

de las más prevalentes (Bielazewska et al., 2004; Pickett et al., 2004), y suele estar 

asociada a cepas STEC fermentadoras de sorbitol de serotipo O157:NM (no móviles) 

(Janka et al., 2003; Orth et al., 2006). En este trabajo, sin embargo, no se ha podido 

comprobar esta relación puesto que, aunque la variante Cdt-V fue la más numerosa, la 

mayoría de las cepas ambientales de la colección no eran O157. En éste y otros 

estudios, se han encontrado cepas productoras de Cdt pertenecientes a otros serotipos, 

como O127:HM, O116:H21, y O22:H8, entre otros (Albert et al., 1996; Cadona et al., 

2013), y algunos estudios relacionan las variantes de Cdt encontradas en cepas STEC 

con diferentes regiones geográficas (Orth et al., 2006). 

En general, cdt suele estar presente en muchos serotipos virulentos de STEC, 

aunque su presencia no se correlaciona con determinadas variantes de stx2 (Friedrich et 

al., 2006). Así, aunque cdt parece estar asociado a otros factores de virulencia (Cadona 

et al., 2013), también se puede encontrar en serotipos de E. coli que no tienen los 

principales factores de patogenicidad (eae, saa, hly, etc), por lo que algunos autores 

sugieren que la toxina Cdt podría contribuir a la patogenicidad de las cepas de E. coli que 

carecen de otros factores de virulencia (Friedrich et al., 2006). En este sentido destacan 

las descripciones de cepas eae negativas donde la prevalencia de cdt es muy 

significativa (Bielawszeska et al., 2004; Orth et al., 2006).  

 En cuanto a la movilización del gen cdt en el medio ambiente, en el presente 

trabajo se ha confirmado que cdt-V puede encontrarse en fagos atemperados inducibles y 

que éstos pueden transducir el gen de la toxina a otras cepas, tal y como se había 

sugerido en estudios anteriores, donde se describían secuencias adyacentes a cdt 

homólogas a genes de bacteriófagos (Friedrich et al., 2006; Tóth et al., 2009). Estas 

cepas además adquieren la capacidad de expresar la toxina y generar el efecto de 

distensión sobre células en cultivo. Se consiguió inducir y aislar fagos Cdt-V de tres 

cepas stx2 ambientales, dos en el primer estudio y una en el último estudio, y se 

obtuvieron lisógenos usando una cepa de S. sonnei. El motivo de usar una cepa de S. 

sonnei para transferir los fagos Cdt se explica porque las cepas STEC de las que 

provienen contienen, además, otros fagos inducibles, al menos un fago Stx. Por tanto, 

para poder caracterizar los fagos Cdt sin interferencias de otros fagos, la lisogenización 
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en S. sonnei, una cepa que no contiene otros fagos inducibles, aparece como una buena 

alternativa. Esta cepa ya había mostrado buenas habilidades como cepa huésped de 

fagos Stx en estudios previos de nuestro grupo (Serra-Moreno et al., 2007).  

En este trabajo se ha demostrado experimentalmente la lisogenización simultánea 

de la cepa huésped S. sonnei con un fago Cdt y con un fago Stx, acontecida en uno de 

los lisógenos. Estudios anteriores del grupo ya demostraron que la doble (e incluso la 

triple) lisogenia de fagos Stx es un acontecimiento bastante común (Allison et al., 2003; 

Muniesa et al., 2004; Serra-Moreno et al., 2007; 2008), y en clínica se han descrito 

muchas cepas STEC que también han resultado ser positivas para cdt (Bielaszewska et 

al., 2004; Bielaszewska et al., 2009; Friedrich et al., 2006), cosa que también se ha 

confirmado en nuestra colección (Martínez-Castillo et al., 2012). La lisogenia múltiple 

aparece pues como un mecanismo para incrementar la variabilidad genética entre cepas. 

Este proceso ocurriría más habitualmente que la lisogenia simple (Serra-Moreno et al., 

2008). 

El doble lisógeno Cdt-Stx en nuestro estudio se generó sin ningún tipo de 

selección, apoyando la teoría de que la lisogenia múltiple es común en E. coli 

patogénicas por incorporación de diversos fagos portadores de genes de virulencia, 

permitiendo a estas cepas incrementar su arsenal de genes de patogenicidad. La 

coinfección por dos fagos, o la infección por un fago de una cepa que ya contiene algún 

otro, sin duda tiene un papel importante en la evolución tanto de los fagos como de las 

cepas, ya que favorece el intercambio genético entre los fagos y la cepa huésped o entre 

los profagos entre sí (Hendrix et al., 1999). 

Tras la caracterización parcial de un fago Cdt-V (Φ125) en el primer estudio, se 

vio que se trataba de un fago de tipo Siphoviridae, similar a un fago Cdt-I descrito 

anteriormente (Asakura et al., 2007). Sin embargo, la región adyacente al operón cdt-V 

presentó homología con un fragmento del gen gpA de fagos de tipo P2. Esta homología 

con P2 en regiones adyacentes a cdt-V ya se había descrito en cepas bacterianas en 

estudios anteriores (Friedrich et al., 2006; Tóth et al., 2009), a diferencia de las variantes 

cdt-I y cdt-IV, que no parecen estar relacionadas con genes de fagos P2, sino con fagos 

de tipo lamboide (Tóth et al., 2009). También se observó que los lugares de inserción de 

los fagos Cdt-V en el genoma bacteriano no eran coincidentes con los lugares de 

inserción descritos para el fago Cdt-I (Asakura et al., 2007).  

Estas evidencias sugieren que distintas variantes de Cdt han sido incorporadas en 

fagos de diferente grupo, probablemente por provenir de cepas bacterianas diferentes 
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preferentemente infectadas por cada tipo de fagos. Otra posibilidad es que la Cdt original 

podría haber sido movilizada horizontalmente mediante bacteriófagos y una vez dentro de 

los fagos haber evolucionado de manera independiente para dar lugar a las diferentes 

variantes (Tóth et al., 2009). Una tercera opción es que el fragmento conteniendo el gen 

cdt en un fago se haya transferido a otro por recombinación entre los genomas de 

profagos dentro de un mismo genoma bacteriano, lo que podría haber dado lugar a fagos 

Siphoviridae que contengan secuencias de fagos P2, como lo que se observa en este 

estudio. En todo caso, la variabilidad entre fagos que llevan genes de virulencia no es un 

hecho nuevo, y un buen ejemplo son los propios fagos Stx (Schmidt, 2010). En el último 

estudio presentado en esta tesis, un nuevo tipo morfológico, Myoviridae, y un tipo de fago 

diferente, P2, se describe también como fago Cdt-V, lo que refuerza las observaciones 

sobre la variabilidad de los fagos que llevan la toxina Cdt. 

 Las bacterias presentes en un organismo son capaces de responder rápidamente 

a estímulos ambientales que se produzcan dentro de su hospedador. Además de la 

interacción con los epitelios superficiales y la competencia con la flora comensal, estas 

bacterias entran en contacto con substancias químicas usadas como terapia y con 

antibióticos usados contra la infección bacteriana. Estudios previos han demostrado que 

concentraciones subinhibitorias de estos compuestos pueden alterar las propiedades de 

la bacteria y causar la inducción de los bacteriófagos presentes como profagos, como por 

ejemplo los fagos Stx (Köhler et al., 2000; Zhang et al., 2000). Incluso estas 

concentraciones subinhibitorias pueden modular la producción de Stx (Grif et al., 1998; 

Köhler et al., 2000). Dado que el uso de antibióticos es muy común en veterinaria y en 

medicina, así como lo ha sido su utilización en granjas de animales y en algunos casos 

en alimentos, el contacto de estas substancias podría provocar la inducción de fagos 

portadores de genes de patogenicidad y su liberación al medio intra y extracelular. 

Como tratamos más adelante, la presencia de estos compuestos no parece 

afectar los niveles de inducción de los fagos Cdt, aunque inicialmente no lo sabíamos, 

mientras que sí lo hacen con los fagos Stx. La inducción espontánea que presentan los 

fagos Cdt permitiría la liberación de partículas fágicas al medio ambiente 

espontáneamente inducidas de sus lisógenos, sin necesidad de que esté presente un 

agente inductor. Esto concuerda con la presencia de cdt en la fracción fágica de muestras 

ambientales, que indica que estos fagos presentes en el medio ambiente pueden actuar 

como reservorios de este gen. Una vez en el medio ambiente, los fagos Cdt podrían 

transducir el gen de la toxina a otras cepas. Por tanto, atendiendo a su papel como 

potenciales vectores para la transmisión del gen cdt, creímos importante estudiar la 
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estabilidad de los fagos Cdt bajo diferentes condiciones ambientales y su persistencia frente 

a varios tratamientos de desinfección.  

 El mismo papel de reservorio y vehículos para la movilización del gen stx en el 

medio ambiente se ha demostrado para los fagos Stx, que han sido detectados y 

cuantificados en diversos orígenes y ambientes (Muniesa and Jofre, 1998; Dumke et al., 

2006; Imamovic et al., 2010; Martínez-Castillo et al., 2013). También se ha sugerido una 

mayor persistencia de los fagos Stx aislados del medio ambiente respecto a las cepas 

STEC huésped bajo diferentes condiciones (Muniesa et al., 1999a), así como la 

persistencia de fagos Stx bajo tratamientos aplicados a alimentos (Rode et al., 2011).  

Sin embargo, el verdadero problema de los fagos portadores de genes de 

virulencia en el medio ambiente sería el hecho de que aquellos que no se inactivan 

podrían ser capaces de transducir el gen de virulencia a nuevas cepas huésped. Esto 

supone un peligro potencial ya que puede ocasionar, mediante un proceso de 

transferencia horizontal, la aparición de nuevas cepas patógenas. Un ejemplo muy 

reciente lo encontramos en el brote ocurrido en Mayo del 2011 en Alemania y Francia, 

causado por una STEC 0104:H4 (Buchholz et al., 2011; King et al., 2012). La hipótesis 

más aceptada es que esta cepa se originó por adquisición de un fago Stx liberado al 

medio ambiente por otra cepa STEC (Muniesa et al., 2012), que lisogenizó una E. coli 

O104:H4 enteroagregativa inicialmente negativa para stx, generando así una nueva cepa 

muy virulenta, por la suma de su capacidad enteroagregativa y la producción de la Stx 

(Bielaszewska et al., 2011). Por la importancia de este hecho, se ha querido evaluar 

también la persistencia de fagos Stx bajo las mismas condiciones de estabilidad y los 

mismos tratamientos de inactivación usados en el estudio de los fagos Cdt, y así poder 

compararlos.   

 Hay que remarcar que en estos estudios sólo se han evaluado dos fagos de cada 

tipo, Stx o Cdt, aunque se sabe que los fagos Stx son un grupo muy heterogéneo (Herold 

et al., 2004; Muniesa et al., 2004) y, por lo visto en este estudio, también los fagos Cdt 

parecen ser un grupo muy heterogéneo. Por eso, los resultados no tienen por qué 

extrapolarse a todos los fagos de cada tipo, aunque en el caso de los fagos Stx 

evaluados, éstos pertenecen al grupo Podoviridae, que es el más común dentro de los 

Stx. Por el contrario, dado que existen pocas descripciones de fagos Cdt, no se puede 

afirmar que los fagos usados en este estudio sean los más representativos del grupo. 

 Al analizar la estabilidad de los fagos, se observa en ambos casos una gran 

estabilidad a diferentes temperaturas y pHs, excepto a pH 3. No hay datos previos sobre 
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fagos Cdt, aunque su abundancia medioambiental sugiere que estos fagos presentan 

cierta estabilidad. Por el contrario, estudios anteriores indicaban que algunos fagos Stx, 

en concreto el fago 933W, perdían su capacidad de infección después de pocas horas 

tras la inducción y almacenamiento a 4ºC (O’Brien et al., 1984). Esto resultaba 

contradictorio con la abundancia de fagos Stx en diversos ambientes extraintestinales 

descritos por nuestro grupo y por otros autores. Los resultados del presente estudio 

demuestran que la baja estabilidad de los fagos Stx no es general y que algunos fagos 

Stx sí que son capaces de permanecer infectivos tras un mes a 4ºC, incluso a 22ºC y 

37ºC. Se confirma que los fagos Stx también pueden persistir tras ciertos tratamientos de 

inactivación y en experimentos de inactivación natural, resultados mucho más acordes 

con su abundancia en el medio ambiente. A pesar de que también hay poca información 

sobre persistencia de fagos Stx, en general nuestros datos coinciden con otros autores y, 

algunas diferencias de estabilidad observadas en los fagos Stx de nuestro estudio 

comparándolo con otros (Rode et al., 2011), pueden explicarse por la variabilidad y 

heterogeneidad de estos fagos, y por las condiciones experimentales utilizadas. 

En los estudios de estabilidad llevados a cabo en este trabajo, se compararon los 

valores de fagos infecciosos (estudios de infectividad) y los valores de genomas de fago 

(estudios de qPCR). Hay que destacar que los valores de genomas no necesariamente se 

correlacionan con el número de partículas infecciosas, que son las potencialmente 

peligrosas para la transmisión del gen de la toxina. En nuestro estudio, bajo los diferentes 

tratamientos, la reducción de genomas fágicos fue mucho menor (y prácticamente 

inexistente) que la presentada por las partículas infecciosas. De esta manera, vemos que el 

número de partículas fágicas infecciosas merma más rápidamente, mientras que el ADN 

permanece intacto (al menos el fragmento que se amplifica en el ensayo de qPCR utilizado). 

En este estudio queremos resaltar la importancia de correlacionar correctamente los valores 

de infectividad, que representan un riesgo real, con los valores de genomas obtenidos por 

técnicas moleculares cuando se estudian virus, tal como ya se demostró en otros estudios 

realizados con fagos Stx (Imamovic et al., 2010).  

Hay que destacar que los métodos cultivables pueden subestimar los valores reales 

de virus ya que dependen del uso de un huésped susceptible adecuado. En cambio, los 

métodos independientes de cultivo, como la qPCR, no se limitan a un huésped en concreto, 

pero generan datos de partículas virales totales, infecciosas y no infecciosas, siendo las no 

infecciosas las que ya no representan ningún riesgo de transducción del gen de la toxina. De 

todos modos, los métodos moleculares permiten niveles de sensibilidad y rapidez en la 

obtención de resultados que no los hace en absoluto descartables, siempre que se tenga en 
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cuenta la premisa anteriormente citada, esto es, que los valores obtenidos no se 

correlacionan necesariamente con la infectividad de la partícula vírica, y en el caso de los 

fagos Cdt o los fagos Stx, con su capacidad de transducir el gen de la toxina.  

 Si comparamos los resultados de estabilidad de los fagos Cdt y los Stx, tanto los 

unos como los otros mostraron una gran estabilidad a diferentes temperaturas y pHs a lo 

largo de un mes, excepto en el caso de pH ácido, donde se inactivaron en un día o dos, a 

diferencia de otros fagos que resisten en ambientes más ácidos (Jończyk et al., 2011). Es 

remarcable que el pH ácido también inhibe la inducción de fagos Stx a partir de sus 

lisógenos (Imamovic y Muniesa, 2011), y se considera que puede ser un mecanismo de las 

bacterias para resistir el paso por los ambiéntes ácidos del estómago, sin inducir fagos y 

sin ser lisadas antes de llegar al intestino. En vista de los resultados actuales, el bajo pH 

también inhibe la infectividad de los fagos libres que puedan estar presentes en estos 

ambientes, lo que determina que no se pueda transducir el gen de la toxina en estas 

condiciones (Imamovic y Muniesa, 2012). 

En cuanto a los tratamientos de inactivación utilizados (cloración, tratamiento 

térmico, luz UV e inactivación natural), en todos los casos se comprobó que las bacterias se 

inactivan con mayor rapidez que los fagos, tal y como ya se ha descrito en estudios 

anteriores (Durán et al., 2002; Mocé-Llivina et al., 2003), sugiriendo así que los fagos 

pueden actuar mejor como reservorio ambiental de los genes cdt y stx al ser mucho más 

resistentes ante condiciones de inactivación.  

Consecuentemente, los valores de inactivación de los fagos Cdt y Stx en ambos 

estudios son similares a los fagos virulentos que se incluyen como referencia. Así, los 

valores de inactivación de los fagos Cdt ante los tratamientos aplicados en este estudio 

fueron muy similares a los del fago control SOM23, que también presenta una morfología 

Siphoviridae, descrita como una de las más resistentes junto a los Myoviridae (Durán, et al., 

2002; Lee y Sobsey, 2011; Muniesa et al., 1999b), y los resultados concuerdan con estudios 

anteriores hechos con otros fagos de E. coli (Cunault et al., 2011; Dee y Fogleman, 1992) y 

con los resultados de esta tesis obtenidos con el fago SC12. Así, existen estudios que 

relacionan determinadas morfologías fágicas con una mayor resistencia en el medio 

ambiente (Lasobras et al., 1997; Muniesa et al., 1999b). En general, parece que los fagos 

con cápside grande y cola suelen ser más estables bajo condiciones adversas como 

fluctuaciones de temperatura, de pHs o desecación (Jończyk et al., 2011). Aun así, hay 

descripciones de fagos de la misma familia con persistencias diferentes, o fagos que viven 

en un mismo ambiente con similar persistencia pero que difieren en morfología y estructura 

(Bettstetter et al., 2003).  
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Los tratamientos de cloración usados en estos estudios corresponden a las 

concentraciones comúnmente usadas para el tratamiento del agua de bebida, que eliminan 

completamente las bacterias en poco tiempo, para conseguir que  el agua sea apta para el 

consumo humano. Del mismo modo, el tratamiento UV y el tratamiento térmico se usan 

comúnmente en la descontaminación y tratamiento de aguas y alimentos. Aunque la 

cloración ha mostrado su efectividad inactivando rápidamente los fagos Cdt y Stx tras los 

primeros minutos, la presencia de fagos infecciosos que aún pueden ser detectados tras 20 

minutos de tratamiento supone un problema por su potencial para transducir el gen y causar 

la emergencia de cepas patógenas. Del mismo modo, se detectaron fagos infecciosos tras 

el tratamiento con luz ultravioleta (con posibilidad de transducir el gen de la toxina Stx) y el 

tratamiento térmico, aunque en este último caso no se consiguió detectar transductantes. 

Dado que los fagos infecciosos persistían razonablemente bien al tratamiento térmico, no se 

sabe por qué no se obtienen lisógenos tras este tratamiento. Posiblemente las partículas 

fágicas tras el tratamiento aún eran capaces de causar lisis, pero el tratamiento de algún 

modo limitó su capacidad de lisogenia y por tanto redujo la frecuencia de generación de 

lisógenos.  

En cuanto a los estudios de inactivación natural, permitieron la evaluación de 

diferentes factores ambientales de manera simultánea. Probablemente, la inactivación de 

los fagos Cdt y Stx que se observó en este estudio fue debida en gran parte a la radiación 

solar (Davies-Colley et al., 1999) y puede que parcialmente a las variaciones de temperatura 

en verano e invierno, puesto que el resto de variables (pH o concentración de sales, 

turbidez) se mantuvieron bastante estables a lo largo del experimento y dado que la 

temperatura parecía no afectar demasiado a la estabilidad de los fagos. Se puede concluir, 

por tanto, que la inactivación natural de los fagos es multifactorial y depende de la 

combinación de muchos factores, y que la variación de uno de ellos podría suponer un 

cambio en la sensibilidad de los fagos a otro de los factores (Müller-Merbach et al., 2004). 

El único factor que no se evaluó en estos experimentos fue la presencia de protozoos, 

por el uso de membranas de diálisis, aunque en principio la actividad predadora de los 

protozoos parece restringida a microorganismos de mayor tamaño que los virus 

(Gonzalez et al., 1990) y por tanto no se esperaría que tuviera un gran efecto inactivador.  

La mayor persistencia del fago SC12 respecto a los fagos Stx en condiciones de 

inactivación natural contrasta con la menor estabilidad demostrada en condiciones de 

laboratorio. Dado que este fago se aisló de agua de rio, es posible que esté mejor 

adaptado a persistir bajo condiciones naturales que los fagos Stx. 
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Es necesario comentar que los estudios de transducción de stx se llevaron a cabo 

en el laboratorio, bajo las condiciones experimentales más óptimas, de manera que 

todavía queda averiguar el verdadero riesgo que supone la transducción de stx o de otros 

genes de virulencia en condiciones ambientales reales. Sin embargo, dadas las evidencias 

de que tanto los fagos Cdt como los fagos Stx circulan libremente en el ambiente y de su 

elevada persistencia, si algunos fagos sobreviven y siguen siendo infecciosos tras el 

tratamiento, existe el riesgo potencial de que sean capaces de provocar la aparición de 

nuevas cepas patógenas que podrían suponer un riesgo para la salud humana (Muniesa et 

al., 2012). 

Por eso, sería deseable considerar este riesgo potencial al elaborar normativas 

dirigidas a garantizar la calidad de los alimentos y de las aguas de consumo. Estas 

normativas contemplan la eliminación de patógenos bacterianos, pero en vista de estos 

resultados, también parece importante tener en cuenta el control de bacteriófagos. La 

aplicación combinada de diferentes tratamientos de inactivación o la aplicación de los ya 

existentes durante un tiempo suficiente para que se garantice la inactivación de fagos 

infecciosos minimizaría el riesgo potencial asociado a los fagos, tal y como ya se ha 

propuesto en el caso de patógenos bacterianos (McKenzie et al., 2014). Aunque hay que 

reconocer que la gran heterogeneidad de los fagos y las persistencias tan variables que 

presentan podrían suponer un problema y todavía no es concluyente el riesgo real que los 

fagos pueden representar. Por tanto, serían necesarios más estudios en este ámbito que 

permitieran tomar decisiones al elaborar las normativas. 

Analizando las propiedades de los fagos Cdt para transferir el gen de la toxina, se 

observó que los fagos Cdt-V presentan inducción espontánea. Esto contrasta con 

estudios anteriores realizados con el fago Cdt-I, que requiere mitomicina C para activar 

su ciclo lítico (Asakura et al., 2007). Como se ha comentado anteriormente, esta capacidad 

de auto-inducción implica que posiblemente estos fagos presentan una mayor difusión y 

distribución en el medio ambiente y concuerda con los resultados de prevalencia de los 

fagos Cdt en el medio ambiente. Sin embargo, desconocíamos el motivo de esta inducción 

espontánea antes de realizar los experimentos del último estudio.  

Tras la secuenciación completa del genoma fágico de un fago Cdt-V (ФAA91-ss), 

inducido a partir de un lisógeno en S.sonnei, vimos que se trataba de un fago de tipo P2, 

con una organización genética prácticamente idéntica. Los fagos P2 son un grupo diverso y 

ampliamente extendido en E. coli y otros grupos bacterianos (Bullas et al., 1991; 

Nakayama et al., 1999). El fago secuenciado (AA91-ss) presentó una morfología 

Myoviridae, correspondiente también con los fagos P2, aunque también se han descrito 
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otros fagos Cdt de morfología Siphoviridae (Asakura et al., 2007 y estudios presentados 

en esta tesis). La homología con fagos P2 de las regiones adyacentes a los genes cdt en 

fagos Cdt-V ha sido descrita antes (Sváb et al., 2013), aunque no siempre hay 

secuencias relacionadas con los P2 alrededor de los genes cdt (Tóth et al., 2009). 

El hecho de que AA91 y AA91-ss sean fagos de tipo P2 explica que los 

agentes inductores no tengan efecto sobre la activación del ciclo lítico, puesto que ya ha 

sido descrito que la proteína C (que promueve el ciclo lisogénico del fago P2) no puede 

ser cortada por la proteína RecA en su secuencia alanina-glicina. Esto hace que se 

mantengan siempre los mismos niveles de inducción fágica, y por eso en P2 la presencia 

de inductores no tiene ningún efecto (Lundqvist et al., 1984; Bertani et al., 1988). 

En el caso del fago Cdt-I, que sí requiere mitomicina C para activar su ciclo lítico 

(Asakura et al., 2007), se trata de un fago de tipo lamboide. La diferente organización 

genética de ambos fagos explicaría las diferencias en cuanto a los mecanismos de 

inducción, ya que en estos fagos el represor CI (que promueve el ciclo lisogénico) sí que 

puede ser cortado por la proteína RecA, activada en presencia de agentes inductores, lo 

que lleva a inhibición del ciclo lisogénico y activación del ciclo lítico, aumentando el 

número de fagos al ser sometidos a un agente inductor. 

 

Figura 19. Organización genética de los fagos de tipo P2 (Nilsson y Haggård-Ljungquist, 2007). 

Los fagos de tipo P2 tienen un sistema de regulación complejo de los ciclos lítico y 

lisogénico en el que participan varias proteínas reguladoras, diferente del de los fagos de 

tipo lamboide. En los fagos P2 encontramos dos promotores principales: Pe, que activa la 
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expresión de los genes de lisis, y Pc, que activa la de los genes de lisogenia. En función 

del balance entre las proteínas reguladoras C (represor de lisis, activa el ciclo lisogénico) 

y Cox (represor del ciclo lisogénico, activa la lisis). En determinadas condiciones se 

activará uno u otro promotor y el fago se decantará por la lisis o por la lisogenia (Saha et 

al., 1987). Así, si los niveles de Cox son elevados, se inhibirá el promotor Pc, y no habrá 

sintesis de C, de manera que se producirá la expresión de los genes de lisis. Al contrario, 

si hay una elevada expresión de C, se inhibirá la expresión de genes a partir de Pe, y se 

favorecerá la lisogenia. Además, también se produce una autorregulación de los genes C 

y cox. Todos estas interacciones determinarán el balance y la decisión entre una u otra 

vía.  

Figura 20. A la izquierda, regulación de los promotores Pe y Pc por las proteínas C y Cox en los fagos 

P2 (Nilsson y Haggård-Ljungquist, 2007). 

El estudio de la secuencia del fago AA91-ss dio respuesta a otros interrogantes 

planteados al caracterizar los fagos Cdt. Al comparar las capacidades de generar calvas 

de lisis de los fagos Cdt-V a partir de la cepa original (AA91) y del fago Cdt-V obtenido 

de un lisógeno en S. sonnei (AA91-ss), vimos que no se observaban diferencias, sin 

embargo, el fago AA91-ss mostraba una tasa de generación de lisógenos muy superior 

a la del fago original. Al comparar las secuencias de ambos fagos, la principal diferencia 

era una secuencia IS21 insertada en AA91-ss, acontecimiento que, tal como se 

demostró, se produjo tras la lisogenización en la cepa de Shigella.  

Las secuencias de inserción son muy comunes en E. coli y Shigella, y provocan 

diferentes cambios en el genoma, como deleciones, inserciones o intercambios genéticos 

(Yang et al., 2005). Son elementos de transposición, con capacidad de movilizar ADN sin 
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necesidad de homología entre las secuencias. IS21 fue descubierto en experimentos de 

movilización cromosómica en Pseudomonas aeruginosa y está formado por unos 

extremos muy conservados de secuencias de repetición invertidas, seguidas de MTRs 

(“Multiple Terminal Repeats”) menos conservadas y de una zona central compuesta por 

dos genes: istA, que codifica la transposasa y la cointegrasa, y istB, que codifica una 

proteína que ayuda a la eficiencia del proceso de translocación (Berger y Haas, 2001). 

En el caso del fago AA91-ss, IS21 se encuentra insertado en medio del gen cox, 

que codifica la proteína Cox, responsable de la inhibición de la integrasa fágica 

(codificada en int) y de la activación de la excisión (Saha et al., 1987). De este modo, una 

mutación en el gen desinhibe la integrasa, lo que facilitaría la integración fágica, pudiendo 

aumentar la capacidad de generar lisógenos aproximadamente 13 veces, tal y como se 

ha demostrado en este trabajo (publicación 4). Curiosamente, el hecho que una mutación 

inactivante de cox pudiera causar un incremento entre 5-20 veces en la capacidad de 

lisogenizar cepas ya se había descrito a nivel teórico (Lindahl et al., 1972; Bertani et al., 

1988), y coincide con lo que se observó al generar lisógenos con AA91-ss. Este hecho 

es una evidencia clara de la evolución de los fagos tras infectar a nuevas cepas huésped. 

Algunas de estas modificaciones les permiten adaptarse mejor a la cepa y seleccionar 

variantes fágicas con mejores ventajas evolutivas, como en este caso la mayor capacidad 

de generación de lisógenos. Esto podría suponer una mayor supervivencia del genoma 

fágico y favorecería la transmisión vertical de sus genes.  

Los bacteriófagos se consideran “depredadores” y enemigos naturales de las 

bacterias. Sin embargo, algunos fagos han evolucionado para establecer relaciones con 

sus bacterias huésped que podrían calificarse de simbióticas. Es evidente que los fagos y 

las bacterias han evolucionado en paralelo para poblar todos los ambientes, 

desarrollando en muchos casos una especificidad tremendamente elevada por la 

especie, e incluso la cepa bacteriana que infectan (especificidad de huésped). Una 

evidencia de este hecho es que, en muchos casos, el contenido G+C del fago es muy 

parecido al del huésped, indicando su adaptación a éste (Esposito et al., 1996; 

Nakayama et al., 1999). Además, se ha observado una elevada similitud de secuencia y 

una organización parecida de los genes estructurales entre los fagos y sus huéspedes 

(Nilsson y Haggård-Ljungquist, 2007). 

En el caso de fagos atemperados existe además una competición entre fagos por 

un mismo huésped, cosa que resulta en el incremento del fitness del fago por incremento 

del fitness del huésped o en la reducción del fitness de los fagos competidores, ya sea 

por el bloqueo de la integración o la represión de su transcripción. Esta competición 
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parece haber generado estrategias de supervivencia de los fagos para poderse integrar al 

huésped, tales como el desarrollo de diferentes inmunidades o de diferentes lugares de 

integración (Nilsson y Haggård-Ljungquist, 2007). Además, la evolución de los fagos 

también va ligada a su capacidad de adaptación al huésped, garantizando que será 

admitido por éste gracias al hecho de contener genes que le aporten ventajas, 

normalmente favoreciendo una mejor adaptación del huésped al medio.  

Por ejemplo, se sabe que la presencia de fagos Stx va directamente ligada con la 

persistencia de cepas STEC en ecosistemas acuáticos (Mauro et al., 2013). Algunos 

estudios indican que el hecho de contener la toxina Stx podría incrementar la 

supervivencia de estas cepas bajo condiciones desfavorables, como la predación debida 

a los protozoos, ya que la toxina Stx es letal para los protozoos y por tanto las cepas que 

producen la toxina no son fagocitadas o en caso de serlo sobreviven (Steinberg y Levin, 

2007; Stolfa y Koudelka, 2012; Mauro et al., 2013). Las diferentes cepas STEC también 

presentan persistencias diferentes, probablemente debido al serotipo de la cepa, los 

niveles de inducción del fago Stx y de la toxina, el tipo de Stx expresada o la expresión de 

otros genes (Mauro et al., 2013). La adquisición y expresión de stx, así como de otros 

genes de virulencia, comportaría una ventaja adaptativa y evolutiva que incrementaría la 

supervivencia de la cepa ante condiciones más desfavorables.  

Del mismo modo, la presencia de Stx puede explicarse como una ventaja para las 

cepas de STEC en su reservorio natural, el tracto digestivo delganado bovino. El tracto 

intestinal de los rumiantes contiene un elevado número de protozoos y la presencia de la 

Stx confiere una ventaja a las STEC frente a otras bacterias para sobrevivir en este 

microambiente sin ser fagocitadas, gracias a la actividad tóxica de la Stx sobre algunos 

protozoos (Steinberg y Levin, 2007; Stolfa y Koudelka, 2012). Sin embargo, las cepas han 

de pagar un precio por la incorporación del fago y su toxina. La presencia de un fago 

atemperado con capacidad de activar el ciclo lítico se puede entender como una potencial 

bomba de relojería que puede causar la lisis y la muerte celular ante determinadas 

condiciones que induzcan al fago.  

En el caso de los fagos Cdt, se desconoce cuál puede ser la ventaja que le 

confiere la incorporación de estos fagos a la bacteria. Probablemente la toxina tiene 

funciones desconocidas pero necesarias para la supervivencia del huésped en su nicho 

original. Es obvia la actividad tóxica de la Cdt cuando se expresa en un organismo 

humano o en células en cultivo. Por ejemplo, se ha demostrado el papel que juega esta 

toxina en la capacidad de invasión de Campylobacter spp., o en la formación de las 

lesiones en la colonización del intestino. También se ha demostrado que en modelos “in 



4. Discusión general 

148 

vitro” de angiogénesis inhibe la proliferación de células endoteliales (Svensson et al., 

2002), y que interfiere con la respuesta immune. Así, la Cdt parece ser una toxina 

bacteriana muy versátil, que es utilizada por una gran variedad de patógenos. 

Sin embargo, como muchos otros patógenos, las STEC (incluyendo las que 

producen Cdt) parece que son patógenos de humanos casi por casualidad, y que los 

humanos son huéspedes accidentales y no su reservorio natural. Así, la ventaja de 

adquirir la Cdt en el reservorio natural de STEC (probablemente los rumiantes, como se 

comenta arriba) se desconoce. La amplia distribución de la toxina en diferentes géneros 

bacterianos y su capacidad de modificar el ciclo de las células eucariotas, sugieren que 

tienen como diana organismos eucariotas cercanos a los nichos de las distintas bacterias 

que la producen, y que posiblemente la Cdt ha evolucionado para adaptarse a dichos 

organismos eucariotas (generando las variantes de la toxina) (Gargi et al., 2012). Por su 

parte, los fagos Cdt que infectan a las distintas bacterias han evolucionado para movilizar 

el gen y aumentar su dispersión, que se ha producido porque es ventajosa para las 

bacterias. Así, aunque la función última de la Cdt es inhibir la proliferación celular, puede 

conferir diferentes características de virulencia a diversas especies bacterianas, que 

permitirían una mayor supervivencia de éstas (Heywood et al., 2005). 

En el genoma fágico, el ADN intercambiado por transferencia horizontal se suele 

encontrar en ciertas regiones, denominadas “hot spots” o “regiones calientes”, que tienen 

una elevada variabilidad y son ricas en A-T (Nilsson et al., 2004). Así, vemos que en el 

fago Cdt-V secuenciado (ФAA91-ss) los genes cdt están insertados en una región del 

genoma llamada TO, tal y como ya se ha descrito anteriormente en otros fagos Cdt 

(Odegrip et al., 2006; Nilsson et al., 2007). Es una región de elevada recombinación, y es 

muy variable dentro de los profagos de tipo P2 en E. coli, puesto que puede contener 

ADN de diversos orígenes.  

En los fagos P2, además de la TO, se han descrito otras dos regiones de 

integración de genes por transferencia horizontal: la región Z, que contiene los genes de 

función desconocida Z y fun, y otra región que contiene el orf30, también de función 

desconocida (Nilsson y Haggård-Ljungquist, 2007). Así, son zonas “hot spot” de elevada 

variabilidad dentro del genoma fágico que han sido adquiridas por recombinación 

específica de sitio. También suelen ser regiones ricas en A-T, y estar rodeadas por 

secuencias IR (o repeticiones invertidas) muy conservadas, que son muy similares a 

secuencias adyacentes a regiones genéticamente inestables localizadas entre genes 

desconocidos o asociados a virulencia en muchos huéspedes bacterianos del grupo de 

las enterobacterias (Nilsson et al., 2004). El hecho de encontrar genes y regiones muy 
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similares en diferentes grupos de bacterias es otra evidencia de que su transmisión es 

horizontal, y de que los fagos juegan un papel importante en este proceso. 

Los fagos son un grupo muy heterogéneo, con diferentes morfologías, tipos de 

replicación o ácidos nucleicos. Su clasificación es complicada, puesto que muchas veces 

fagos de morfología similar no están relacionados a nivel nucleotídico. A pesar de ello, se 

pueden establecer grupos de fagos con una organización genética común (como los de 

tipo P2 o los lamboides). Podemos encontrar fagos con secuencias totalmente diferentes 

y la misma arquitectura genómica o genes comunes, sugiriendo que provienen de un 

mismo ancestro común (Hatfull y Sarkis, 1993). Y también existen fagos totalmente 

diferentes en cuanto a morfología, espectro de huéspedes y estructura, pero que 

presentan similaridades en la secuencia (Ford et al., 1998). 

Figura 21. Similaridades de secuencia (líneas contínuas) y de organización genética (líneas 

discontínuas) de varios fagos y profagos que infectan a diferentes huéspedes (Hendrix et al., 

1999). 

Esta enorme variabilidad en los fagos, tal y como ya se ha descrito a lo largo de 

este trabajo, evidencia la evolución constante de estos organismos. Pero, ¿cuándo se ha 
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producido esta evolución? Hay dos modelos que pueden explicar el mosaicismo genético 

de los fagos: una primera teoría que indica que la mayoría del intercambio de genes por 

transmisión horizontal se produjo en una fase inicial de la historia de los fagos y que se 

ha mantenido por transmisión vertical hasta ahora. La otra teoría indica que la 

transmisión horizontal se ha producido de manera contínua desde los inicios hasta la 

actualidad (Hendrix et al., 1999). Este último modelo implica que los genomas fágicos han 

ido evolucionando desde los inicios, pasando por diferentes estadios intermedios, 

adaptándose continuamente al huésped y al medio, pudiendo haber evolucionado incluso 

tanto como para pertenecer a grupos totalmente diferentes. Así, parece más lógico 

pensar que la evolución fágica se produce de manera contínua y constante a fin de 

adaptarse a nuevas condiciones y huéspedes. 

Nuestros estudios confirman la segunda teoría de forma experimental, con 

cambios adaptativos observados tan sólo tras un cambio de huésped. Esta observación, 

junto con las numerosas evidencias de genomas fágicos conteniendo secuencias de 

otros fagos, generando el mosaicismo típico de los fagos, sugieren que, aunque ambas 

teorías no son totalmente excluyentes, la segunda parece tener mayor relevancia en su 

evolución.  

Resumiendo, los fagos se encuentran en continua evolución en su necesidad de 

adaptarse al huésped y al medio ambiente, intercambiando genes mediante transferencia 

horizontal y dirigiendo, junto a otros elementos genéticos móviles (como plásmidos, islas 

de patogenicidad o transposones), la evolución del genoma bacteriano, donde tiene 

especial importancia la transferencia y expresión de genes de virulencia. Este estudio es 

un ejemplo no sólo de la capacidad de los fagos de adquirir, intercambiar o transducir 

genes entre diferentes especies o géneros bacterianos, sino de la evolución de éstos al 

pasar de una cepa huésped a otra, como la selección de tipos de fago capaces de 

generar un mayor número de lisógenos presentado en este estudio, y que supone una 

ventaja evolutiva tanto para el fago como para el huésped. 
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 Cepas positivas para el gen cdt han sido aisladas a partir de muestras ambientales 

con contaminación de origen humano y bovino. De las cinco variantes conocidas, la 

Cdt-V ha resultado ser la más prevalente en estas cepas. 

 La presencia de cdt en cepas STEC indica cierta relación entre las dos toxinas, así 

como también parece existir relación entre Cdt y otros factores de virulencia, puesto 

que se han encontrado cepas positivas para varios de estos factores. De esta 

manera, Cdt estaría contribuyendo a la patogenicidad de estas cepas, aunque aún se 

desconoce el mecanismo exacto de acción o el papel de esta toxina “in vivo”.  

 Se ha demostrado que el gen cdt se transmite de unas cepas a otras en un proceso 

de transferencia horizontal mediada por bacteriófagos, tal y como sugieren 

secuencias adyacentes al gen de la toxina, homólogas a secuencias de genes 

codificados en fagos. 

 Se han aislado fagos Cdt de diferentes muestras ambientales con contaminación 

fecal humana y animal. Por tanto, existe cierta prevalencia ambiental de fagos Cdt, 

que podrían estar actuando como reservorios de cdt y ser capaces de transducir el 

gen de la toxina a otras cepas, dando lugar a nuevas cepas patógenas. 

 Se confirma la capacidad de los fagos Cdt de generar lisógenos junto a los fagos Stx. 

Esta lisogenia múltiple se interpreta como un posible mecanismo para incrementar la 

variabilidad genética de las cepas bacterianas. 

 Los fagos Cdt y los fagos Stx infecciosos son estables a diferentes temperaturas y 

pHs durante un mes, así como también son capaces de sobrevivir tras diferentes 

tratamientos de inactivación (cloración, tratamiento térmico, luz UV o inactivación 

natural). 

 Los fagos Cdt y los fagos Stx pierden su infectividad rápidamente a pH 3. 

 La estabilidad de los fagos Stx tras un mes a diferentes temperaturas y pHs 

contradice observaciones anteriores del fago 933W, que mostraba rápida 

inactivación a 4ºC, y concuerda con la abundancia de fagos Stx en el medio 

ambiente. 

 La inactivación natural de fagos Stx y fagos Cdt en un mesocosmos es mayor en los 

meses de verano que en los meses de invierno, y sugiere que el sol y/o la 

temperatura son los factores inactivadores más importantes. Sin embargo la acción 

multifactorial del sistema de mesocosmos utilizado no permite confirmar cuál es el 

factor más influyente.  
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 Los fagos Cdt y los fagos Stx son más resistentes y persisten durante más tiempo 

que sus bacterias huésped, lo que reafirma el papel de estos fagos como reservorios 

de genes de toxinas en el medio ambiente, y el consiguiente potencial en la 

transmisión de estos genes a nuevas cepas. 

 La inactivación de los fagos Cdt y Stx evaluada mediante la cuantificación de sus 

genomas indica muy baja inactivación en todas las condiciones comparado con la 

determinación de fagos infecciosos. Esto sugiere que, aunque los métodos 

moleculares permiten una determinación precisa del número de virus, se ha de tener 

en cuenta que detectan partículas víricas totales, incluyendo las no infecciosas, que 

no representan ningún riesgo potencial en la generación de patógenos. 

 En este estudio se han descrito fagos Cdt-V de tipo P2. El genoma de los fagos Cdt-

V ФAA91 y ФAA91-ss es muy similar a la de otros fagos P2, y difiere de otros fagos 

Cdt-I descritos. Dado que anteriores descripciones indican que los fagos Cdt-I son de 

tipo lamboide, se confirma una gran heterogeneidad dentro de este grupo, tanto en 

morfología como en estructura genética.  

 Todos los fagos Cdt-V de este estudio presentan inducción espontánea, dado que no 

necesitan agente inductor para producir un elevado número de fagos. El hecho de 

que ciertos fagos Cdt (en este estudio: ФAA91 y ФAA91-ss) sean de tipo P2, explica 

la inducción espontánea observada.  

 En los fagos Cdt ФAA91 y ФAA91-ss, el gen cdt se encuentra en una región del 

genoma llamada TO, una zona de recombinación específica de elevada variabilidad 

donde se produce la transferencia horizontal de genes. También se han descrito 

otras regiones similares en los fagos P2, con secuencias adyacentes  muy 

conservadas y similares en distintos grupos de enterobacterias. 

 La inserción de una secuencia IS21 en medio del gen cox del fago ФAA91-ss, 

incorporada tras la lisogenización de una cepa de S. sonnei, ha comportado cambios 

en el fago, incrementando su capacidad de formación de lisógenos. Se trata de un 

ejemplo de evolución fágica en el que la inserción le permitirá ser más eficaz en su 

adaptación al huésped y al medio ambiente. Así pues, los fagos y sus huéspedes se 

encuentran en continua evolución, adquiriendo o perdiendo genes que les supongan 

una ventaja evolutiva y les permitan una mayor adaptación. 
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Anexo 1. Protocolos 

Reacción de PCR: 

1) En un tubo de PCR se realizó la siguiente mezcla de reacción: 

12.5 µl  Polimerasa (Dream Taq Green PCR Master Mix,Fermentas) 

0.5 µl  Cebador up a 30 µM 

0.5 µl  Cebador lp a 30 µM 

10.5 µl  H2O bidestilada estéril 

1 µl  ADN bacteriano 

25 µl  Volumen final 

2) Se realizó la PCR usando el programa adecuado en función de los cebadores y la 

longitud del fragmento (véase anexos 3 y 4). 

Reacción de secuenciación (Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit): 

1) En un tubo de PCR se realizó la siguiente mezcla de reacción: 

1 µl  Master Mix  

1.5 µl  Tampón 

1 µl  Cebador a 5 µM  

4.5 µl  H2O bidestilada estéril 

2 µl  ADN bacteriano 

10 µl  Volumen final 

*Se realizó una reacción con cada uno de los cebadores (up y lp), según anexo 4. 

2) Al acabar la reacción se añadieron 10 µl a cada uno de los tubos de PCR y se 

enviaron a secuenciar. 

Reacción de qPCR: 

1) En un tubo de 1.5 ml se realizó la mezcla de reacción: 

10 µl  MasterMix (Taqman Environmental Master Mix 2.0) 

1 µl  Mezcla de cebadores y sonda (Taqman) 

9 µl  Muestra 

20 µl  Volumen final/pocillo 

2) Se realizó la qPCR usando el programa descrito en el anexo 4. 
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Diseño de la qPCR específica para el gen cdt: 

Para empezar, se diseñaron los cebadores específicos, a partir de la secuencia consenso 

obtenida del alineamiento de diferentes secuencias cdt (con el programa BioEdit). De 

esta manera se podría cuantificar el número de copias presentes en las diferentes 

muestras. Entonces se procedió a la elaboración de la recta patrón y la realización de los 

estándares de la siguiente manera: 

1) Se clonó el gen cdt en el vector pGEM-T Easy (Promega, Barcelona, Spain): se 

usaron células químicamente competentes (DH5α) y se realizó el protocolo de 

transformación descrito más abajo.  

2) Extracción y purificación del plásmido: se realizó la extracción según el protocolo 

descrito también más abajo. Ésto permitió recuperar el vector pGEM con el gen 

cdt insertado. Para comprobar que la purificación se había realizado 

correctamente se miró la concentración en el NanoDrop ND-1000 (NanoDrop 

Technologies. Thermoscientifics. Wilmington. USA) y también se realizó un gel de 

agarosa al 1% con 5 µl del producto de purificación.  

3) Banco de diluciones y obtención de los estándares: con el plásmido purificado 

anteriormente se realizó un banco de diluciones decimales (número de diluciones 

en función de la concentración inicial de plásmido) y se hizo una Real Time PCR 

con éstas (5 o 6 réplicas de cada una). La reacción fue: 

Producto Cantidad/ reacción (VF = 20 µl) 

Master Mix 10 µl 

Cebador 1 µl 

Muestra (dilución) 9 µl 

 

Es importante añadir también un control negativo (H2O bidestilada estéril) para 

comprobar que no hay contaminaciones, y un control positivo (plásmido extraído 

no diluido). 

4) Con los resultados obtenidos de los estándares se realizaron los cálculos 

pertinentes y se elaboró la recta patrón. Así, para calcular el número de copias de 

gen de la construcción plasmídica (CG) se usó la siguiente fórmula:  

[concentración del pGEM-T Easy+ inserto (ng/ µl) / peso molecular (ng/mol)] x 

6.022x1023 moléculas/mol = nº moléculas de pGEM-T Easy + inserto /ul  
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Debido a que cada molécula de la construcción contiene una copia del fragmento 

cdt, se calculó que 1 µl de nuestro stock contenía 5.24x1010 CG. 

5) Una vez obtenida la recta patrón, se realizó la Real Time PCR de las muestras y 

se realizaron los cálculos pertinentes para obtener el número de copias del gen 

que hay en cada una de ellas. 

Sonda marcada con digoxigenina (PCR DIG Synthesis Kit, Roche): 

1) En un tubo de PCR se realizó la siguiente mezcla de reacción: 

0.75 µl  Taq polimerasa (1)  

5 µl  DIG Mix (2) 

5 µl  Tampón + MgCl2 (3)  

1µl  Cebador up 

1µl  Cebador lp 

33.25 µl H2O bidestilada estéril 

4 µl  ADN bacteriano 

50 µl  Volumen final 

2) Se realizó la PCR según el programa adecuado en función de los cebadores. 

Hibridación colonial (“colony blot”, Nizetic et al., 1991, y protocolo descrito por Roche® 

para la detección de la sonda): 

Con este protocolo se pretendió caracterizar las colonias/estrías positivas para un 

determinado gen, mediante una sonda específica. El protocolo se basó en la 

transferencia de las colonias/estrías a una membrana de nylon de alta afinidad por los 

ácidos nucleicos. Luego se eliminaron restos celulares bacterianos para tener el ADN 

celular lo más accesible posible.  

Después de realizar varios lavados, se aplicó un tampón que contenía una sonda 

específica para la región del genoma que se quiso detectar, marcada con digoxigenina,  

que se incorporó mediante una reacción de PCR donde en la mezcla de reacción habían 

dUTPs con digoxigenina.  

El revelado se realizó con un anticuerpo específico para la digoxigenina 

(antidigoxigenina), unido covalentemente a una enzima, la fosfatasa alcalina, que en 

presencia de una solución cromática (NBT/BCIP, Roche®) permitió el viraje de la misma a 
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azul-lila. Por tanto, se observó coloración en aquellas zonas que habían hibridado con la 

sonda (reacción positiva). El protocolo detallado es el siguiente: 

1) Transferencia de colonias y lisis bacteriana  

a) Las colonias bacterianas se transfirieron a una membrana de nylon con gran 

afinidad por los ácidos nucleicos (Hybond N+, Amersham®). La placa de agar 

con colonias/ estrías se mantuvo en contacto con la membrana durante dos 

minutos, para favorecer una completa transferencia. 

b) Se colocó la membrana (siempre boca arriba) en papel Whatman® 3mm 

empapado con tampón de desnaturalización durante 20 min y luego se secó la 

membrana sobre papel de nitrocelulosa 5 min. 

c) Se transfirió la membrana sobre nuevo papel Whatman® con Tritón-NaOH  

durante 10 min, y se dejó secar de nuevo 5 min sobre papel. 

d) Se empapó papel Whatman® con tampón de neutralización y se colocó encima 

la membrana 10 min. Se secó la membrana durante 5 min. 

e) Se lavó la membrana 5 min con 2XSSC en agitación y luego se dejó secar 5 

min más. 

f) En este punto se añadió un control positivo en un extremo de la membrana (1-2 

µl de producto de PCR positivo para la región donde la sonda debe unirse). Se 

volvió a dejar secar la membrana. 

g) Se fijó el ADN con luz UV, 2 min cada cara (empezando por la de abajo). Si no 

se continúa el análisis las membranas se guardan a 4ºC envueltas en papel de 

celofán. 

2) Eliminación de los restos celulares  

a) La membrana se lavó con 2XSSC+1% SDS a 50ºC en agitación 20 min.      

b) El segundo paso fue el lavado con 2XSSC+0,1% SDS, 10 min a temperatura 

ambiente en agitación. 

c) Finalmente, el último lavado fue con 2XSSC, 10 min a temperatura ambiente en 

agitación. 

3) Pre-hibridación  

La pre-hibridación se realizó a 68ºC al menos 1 h en tampón de pre-hibridación (10 

ml de tampón por cada membrana, en tubos de hibridación) y en agitación. Esto 

permitió no sólo equilibrar la membrana para la hibridación, sino que la presencia de 
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un agente bloqueante en el propio tampón impidió la unión inespecífica de la sonda 

en zonas de la membrana libres de ADN, impidiendo la aparición de falsos positivos. 

4) Hibridación 

Se eliminó el tampón de pre-hibridación y se añadió 6 ml por cada membrana del 

tampón de hibridación (10 μl sonda específica / 50 ml tampón de pre-hibridación). La 

hibridación se realizó a 64ºC, en agitación y o/n. 

5) Lavado y reacción colorimétrica 

a) Se realizaron dos lavados de 5 min a temperatura ambiente y agitación con  

2XSSC+0,1% SDS. 

b) Después, la membrana se lavó 2 veces a 64ºC en 0,04XSSC+0,1% SDS, 15 

min. 

c) A continuación se trató 5 min con tampón 1, en agitación. 

d) Entonces se puso en tampón 2 y se incubó 30 min, también en agitación. 

e) La detección de la sonda consistió en poner las membranas en tampón 2 + 

anticuerpo anti-digoxigenina (10 μl Anti-dioxigenin Roche® por cada 50 ml de 

tampón 2) y se incubó 30 min en agitación.  

f) Para eliminar el exceso de anticuerpo, se lavó 2 veces (15’x2) con tampón de 

lavado. 

g) La membrana se puso en tampón 3 (preparado al momento) durante 5 min 

para equilibrarse. 

h) Para la reacción colorimétrica se mezclaron 2’5 ml de tampón 3 y 50 μl de 

NBT/BCIP (Roche®) y se añadió a cada membrana (en una bolsa de plástico 

o una placa de Petri estéril). Se incubó al menos 2 h en oscuridad para poder 

visualizarse la reacción colorimétrica. Las zonas de la membrana que se 

corresponden con colonias/estrías positivas viran a un color azul-violeta. 

Hibridación de calvas de lisis (“plaque blot”, Sambrook y Russell, 2001): 

El proceso es prácticamente igual al “colony blot”, transfiriendo a membrana e 

hibridando con la sonda específica para luego detectarla con una solución cromática, 

pero con la excepción de que no se realizan algunos de los lavados intermedios, 

necesarios en el caso de tener colonias aisladas. Así pues: 
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1) Se colocó la membrana de nylon (Hybond N+, Amersham®) sobre la placa durante 

5 min para la transferencia de las calvas de lisis.  

2) Después se colocó la membrana sobre papel Whatman® 3 mm empapado en 

tampón de desnaturalización 5 min y luego se secó sobre papel de nitrocelulosa 5 

min. 

3) Se transfirió la membrana a un nuevo papel Whatman® con tampón de 

neutralización durante 5 min. Se dejó secar de nuevo 5 min. 

4) La membrana se lavó con 2XSSC 5 min y luego se dejó secar. 

5) En este punto se añadió el control positivo (1-2 µl de producto de PCR) en un 

extremo de la membrana y se dejó secar. 

6) El ADN se fijó con UV 2 min por cada cara (primero la cara inferior). Si el proceso 

se para aquí, guardar la membrana a 4ºC. 

A partir de este punto, el protocolo sigue los mismos pasos que el descrito para la 

hibridación colonial, a partir de la pre-hibridación.  

Transformación y clonaje en pGEM-T Easy (Promega):  

En células químicamente competentes: 

1) Realizar la reacción de ligación (con el vector, el gen o banda que se quiere 

incorporar, y la ligasa) e incubar 1 hora a temperatura ambiente:  

Producto Cantidad/ reacción (vf = 10 µl) 

Buffer 5 µl 

pGEM (vector) 1 µl 

T4 ADN ligasa 1 µl 

Producto de PCR  2 µl 

H2O estéril 1 µl 

 

2) Aplicar un pulso de centrífuga al tubo con la reacción y también a las células 

competentes para asegurarnos de recoger todo el contenido y mezclarlo bien. 

3) Transferir 50-100 µl de células competentes al tubo de 1.5 ml donde se ha 

realizado la reacción de ligación. 

4) Mezclar con cuidado e incubar 20 min en hielo. 

5) Realizar un shock térmico: 45-50 s en el baño a 42ºC. 

6) Poner en hielo 2 min. 

7) Incubar el contenido del tubo en 5 ml de LB un mínimo de 1,5 h a 37ºC. 
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8) Sembrar en LB/Amp100 (la ampicilina evita que se pierda el vector). 

9) Incubar 18 horas a 37ºC. Las colonias crecidas serán las que han incorporado el 

plásmido pGEM con el gen insertado. Para asegurarse se realizará una PCR con 

los cebadores específicos para el gen de interés. 

En células electrocompetentes: 

1) Realizar la reacción de ligación, tal y como se indica anteriormente. 

2) A partir de un o/n, poner a crecer 50 ml de la cepa huésped en LB hasta alcanzar 

una DO600 de 0,3- 0,5. 

3) Centrifugar el cultivo 10 min a 3500 rpm y descartar el sobrenadante, para 

quedarse con las células que han quedado en el fondo. 

4) Resuspender el pellet en 1 ml de H2O bidestilada estéril fría. A partir de este paso, 

las células y el H2O se mantienen en hielo. 

5) Hacer un pulso de centrífuga a las células, y descartar el sobrenadante. Volver a 

resuspender en 1 ml de H2O fría. 

6) Repetir el paso anterior 4-8 veces, de manera que los lavados sucesivos eliminen 

las sales contenidas en el cultivo. 

7) En el último lavado, resuspender en 200 µl de H2O bidestilada estéril fría. 

8) Añadir la reacción de ligación (con el vector) a las células y electroporar. 

9) Incubar en 5 ml de LB entre 2-3 h a 37ºC. 

10) Sembrar en placas de LB/Ampicilina100 e incubar 18 h a 37ºC. 

11) Las colonias crecidas son las que han incorporado el pGEM con el fragmento 

insertado. Verificar por PCR con los cebadores del fragmento de interés. 

Transformación y clonaje de un gen o fragmento de ADN en un plásmido:  

1) Obtención del fragmento de ADN: realizar una reacción de restricción con enzimas 

(Fermentas) que corten a lado y lado del fragmento o gen a clonar e incubar a 

37ºC durante 2-3 h. 

Producto Cantidad/ reacción 

H2O bd estéril 16 µl 

10X Buffer 2 µl 

ADN (0.5-1 µg/µl) 1 µl 

Enzima restricción (10 u/ µl) 0.5- 2 µl 
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2) Purificación del fragmento con un Kit de purificación de geles (protocolo descrito 

más abajo). 

3) Extracción del plásmido que se usará como vector mediante un kit de purificación 

de plásmido (tal y como se explica más abajo).  

4) Una vez extraído el plásmido, linealizar mediante reacción de restricción usando 

la misma enzima que se ha usado para el fragmento de ADN (que cortará en la 

“multiple cloning site region”), de manera que se creen extremos cohesivos y se 

pueda producir una correcta ligación. 

5) Purificación del plásmido con un Kit de producto de PCR, para inactivar y eliminar 

la enzima. 

6) Realizar la reacción de ligación del fragmento y el plásmido, e incubar entre 5-15 

min a Tª ambiente. 

Producto Cantidad/ reacción  

10X Fast-LinK Ligation Buffer 1.5 µl 

10 mM ATP 1.5 µl 

Vector 1 µl 

Fragmento ADN  6 µl 

Ligasa Fast-LinKTMDNA Ligation Kits, Ecogen 1 µl  

 

7) Inactivar la ligasa 15 min a 70ºC. 

8) Se procede al clonaje, que puede ser en tanto en células químicamente 

competentes, como en electrocompetentes (siguiendo los correspondientes 

protocolos, descritos anteriormente).  

Purificación de plásmido (Qiagen Plasmid Midi Purification Kit, Qiagen Inc., Valencia, 

USA): 

1) Partiendo de 25 ml (100 ml) de un 18 horas de la cepa que nos interesa, 

centrifugar a 6000xg durante 15 min y eliminar el sobrenadante. 

2) Resuspender el pellet en 4 ml (10 ml) de tampón P1. 

3) Añadir 4 ml (10 ml) de tampón P2 y mezclar por inversión 4-6 veces y luego 

incubar 5 min a Tª ambiente. Aparecerá un lisado viscoso. 

4) Añadir 4 ml (10 ml) de tampón P3, mezclar por inversión 4-6 veces e incubar 15-

20 min en hielo. El material precipitado contiene el ADN genómico, proteínas, 

SDS, restos celulares…  
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5) Centrifugar a 15000 rpm durante 45 min y guardar el sobrenadante. 

6) Poner columna Qiagen-tip 100 y equilibrarla aplicando 4 ml (10 ml) de tampón 

QBT. 

7) Añadir el sobrenadante que habíamos guardado en la columna y esperar a que 

baje por gravedad. 

8) Limpiar la columna con 2x10 ml (2x30 ml) de tampón QC. 

9) Eluir aplicando 5 ml (15 ml) de tampón QF. 

10) Tirar la columna y quedarse con la elución. Añadir 3.5 ml (10.5 ml), que son 0,7 

volúmenes de isopropanol al ADN eluído. Mezclar y dispensar en tubos de 1.5 ml. 

11) Centrifugar a máximas revoluciones 30 min a 4ºC. 

12) Eliminar sobrenadante y limpiar el pellet añadiendo 300 μl de etanol al 70%. 

13) Centrifugar a máximas revoluciones 10 min y descartar el sobrenadante. 

14) Dejar secar el pellet y luego resuspender en 50 μl de H2O, TE, Tris-HCl 10 mM pH 

8.5… 

Purificación de bandas de geles (QIAquick® Gel Extraction Kit, Qiagen Inc., Valencia, 

USA): 

1) Recortar el fragmento de gel donde se localiza la banda que queremos purificar, 

con ayuda de una lámpara de emisión de luz UV. 

2) Pesar el fragmento y añadir 3 volúmenes de tampón QG por cada volumen de gel 

(100 mg gel ~ 100 µl).  

3) Incubar a 50ºC hasta que se disuelva el gel (15-20 min) y vortear. 

4) Comprobar que el color de la solución es amarillo. Si es lila o naranja, añadir 10 µl 

de acetato sódico 3M pH=5. 

5) Preparar la columna QIAquick. 

6) Para la unión del ADN, aplicar la muestra en la columna y centrifugar 1 min a 

13000 rpm. Nota: el volumen máximo de la columna son 700 µl. Si hay más 

muestra, ir descartando el sobrenadante, e ir centrifugando de nuevo más 

muestra  hasta que se acabe. 

7) Descartar el sobrenadante y volver a colocar la columna en el mismo tubo. 

8) Opcional: si el objetivo es la secuenciación de la muestra, añadir 500 µl de 

tampón QG y centrifugar 1 min a 13000 rpm, eliminando así las trazas de 

agarosa. 

9) Para lavar la muestra, añadir 750 µl de tampón PE, incubar 2-5 min y centrifugar 1 

min a 13000 rpm. 
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10) Descartar el sobrenadante y centrifugar la columna 1 min adicional para descartar 

el tampón residual. 

11) Poner la columna en un nuevo tubo de 1.5 ml, descartando el tubo anterior. 

12) Para hacer la elución del ADN, añadir 30-50 µl de tampón EB en el centro de la 

membrana de la columna y centrifugar de nuevo 1 min, y entonces obtendremos 

el ADN purificado. 

Purificación de producto de PCR (QIAquick® PCR Purification Kit, Qiagen Inc., 

Valencia, USA): 

 Mezclar 5 volúmenes de tampón PB en 1 volumen de tubo de PCR y aplicar la 

muestra en la columna QIAquick. A partir de este punto, se sigue el mismo protocolo que 

para la purificación de bandas de geles (paso 6). 

Purificación de ADN bacteriano (QIAamp® DNA Blood Mini kit, Qiagen Inc., Valencia, 

USA): 

1) A partir de un o/n, centrifugar y concentrar la muestra hasta un volumen final de 

200 µl. 

2) Añadir 20 µl de proteinasa K (QIAGEN Protease) y 200 µl de tampón AL. Vortear 

hasta que la solución sea homogénea. 

3) Incubar a 56ºC durante 10 min y hacer un pulso de centrífuga para recuperar todo 

el volumen. 

4) Añadir 200 µl de etanol 100% y mezclar bien. 

5) Colocar la muestra en una columna (QIAamp Mini spin column) y centrifugar a 

8000 rpm durante 1 min.  Colocar la columna en un nuevo tubo de 2 ml. 

6) Añadir 500 µl  de tampón AW1 y centrifugar de nuevo 1 min a 8000 rpm. Volver a 

cambiar el tubo de 2 ml. 

7) Añadir 500 µl de tampón AW2 y centrifugar 3 min a 14000 rpm. 

8) Descartar el filtrado y centrifugar 1 min para eliminar los restos de tampón. 

9) Colocar la columna en un tubo de 1.5 ml y añadir 200 µl de tampón AE o H2O 

bidestilada estéril. 

10) Incubar 5 min a Tª ambiente y centrifugar 1 min a 8000 rpm para obtener el ADN 

bacteriano. 
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Extracción de ADN fágico: 

El ADN fágico se extrajo de diferentes grupos de muestras: cultivos bacterianos, y 

muestras ambientales. Para preparar los diferentes tipos de muestras: 

a) Lisógenos bacterianos. El cultivo se incubó en LB hasta llegar a la fase 

exponencial (DO 0.3- 0.5). Se añadió mitomicina C a una concentración final de 0.5 

μg/ml y se incubó o/n a 37ºC con papel de plata, en agitación (180 rpm). 

b) Biosólidos ambientales. Se procesaron 5 g de muestra, diluyendo en PBS o 

Ringer (50 ml de volumen final). 

c) Agua de río. Se procesaron 100 ml de muestra. 

d) Agua residual. Se procesaron 50 ml de muestra tal como se explica a 

continuación. 

 Unas vez preparados los diferentes tipos de muestras, se procedió a realizar el 

siguiente protocolo de extracción: 

1) Para separar la fracción fágica de las células bacterianas y otras partículas, el 

cultivo se centrifugó 10 min a 3500 rpm a 4ºC. El sobrenadante se filtró con filtros 

de 0.22 μm de baja adsorción proteica (Millipore). 

2) Las muestras se concentraron en Amicons (Millipore) a 3500 rpm, el tiempo en 

función del tipo de muestra. El volumen final fue de 0.5-1 ml, dependiendo de la 

muestra.  

3) Tratamiento con ADNasa: Se añadieron 40 l de ADNasa (10 mg/ml) por ml de 

muestra y se incubó 1h a 37ºC. Después del tratamiento se cogió una alícuota 

(unos 20 µl) y se guardó a -20ºC como control de la eficiencia de la ADNasa para 

eliminar cualquier ADN no encapsidado (control de ADN no fágico). 

4) Se añadieron 12 l de proteinasa K (20 g/ml) y 0.5 ml de tampón proteinasa K 

por ml de muestra. Incubación 1 h a 55ºC.  

5) Precipitación del ADN fágico. La muestra se mezcló en una proporción 1:1 vol/vol 

con fenol/cloroformo (1:1 vol/vol) en tubos de phase lock (5-Prime) y se 

centrifugaron a 13000 rpm durante 5 min. Se añadió cloroformo (1:1 vol/vol) al 

sobrenadante (en los mismos tubos). Se centrifugó de nuevo a 13000rpm 5 min. 

6) El ADN se dejó precipitar o/n a 4ºC añadiendo 0.1 del volumen de acetato sódico 

3M y 2 volúmenes de etanol absoluto. 

7) El ADN precipitado se recogió (en tubos de 1.5 ml) centrifugando 30 min a 13000 

rpm a 4ºC. Después se descartó el sobrenadante y el pellet se lavó con 300 l de 

etanol al 70%. Centrifugar 10 min a 13000 rpm. 
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8) Se descartó el sobrenadante y el pellet de ADN se secó 1-3 h a temperatura 

ambiente (o 30 min en la vitrina de extracción de gases) y se eluyó en 50 µl de 

agua bidestilada. 

9) El ADN fágico fue purificado. 

Análisis por RFLP y Southern-blot: 

Las enzimas elegidas para realizar el ensayo fueron EcoRI, EcoRV y ClaI. Y se 

procedió de la manera siguiente: 

1) Primero fue necesario obtener la muestra de ADN (proceso de extracción fágica, 

descrito anteriormente). 

2) Reacción de restricción para un volumen final de 30 μl: 

- ADN a una concentración entre 0,5-1 μg/μl  

- 3 μl de tampón correspondiente al enzima. 

- 1,5 μl del enzima de restricción (EcoRI/ EcoRV/ ClaI). 

- Hasta 30 μl de H2O bd estéril. 

3) Para que el enzima actuase se incubó durante 2 h a 37ºC sin agitación.  

4) El producto de la restricción se visualizó por electroforesis en un gel de agarosa  

del 0,8% (p/v), añadiendo a los 30 μl de la muestra 6 μl del tampón de carga (Dye 

buffer). Usar λ como marcador de peso molecular. La electroforesis se dejó 

durante 18 h a 25 V. 

5) La visualización del ADN en el gel de agarosa se realizó con bromuro de etidio, 

dejando incubar el gel 10-15 min.  Tras este tiempo se fotografió. 

6) Antes de la transferencia Southern-blot, el gel fue tratado con tampón de 

desnaturalización durante 30 min en agitación. 

7) A continuación se cambió el tampón y se realizó  otro lavado de 5 min - 1 h con 

tampón de neutralización.  

8) Entonces se procedió al montaje de la cubeta para la transferencia Southern por 

capilaridad: 

a) Se dispuso de un cristal apoyado encima de la bandeja que fue cubierto 

con papel Whatman®, y se embebió con tampón SSC 10X. 

b) Se cortaron tres trozos de papel Whatman®, del mismo tamaño que el gel y 

la membrana, donde se transferiría el ADN. Todo esto se embebió  con el 

tampón SSC 10X. 

c) Se situó la membrana de nylon encima del gel y se embebió con tampón 

SSC 10X.  
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d) Encima de la membrana se colocaron otros tres papeles Whatman® 

embebidos en el mismo tampón. 

e) Para favorecer la transferencia del ADN por capilaridad se colocó una pila 

de papeles de filtro y se acabó de rellenar la cubeta con tampón SSC 10X. 

El montaje se incubó durante 18 h a Tª ambiente. 

 

 

 

9)  Una vez finalizada esta transferencia se dejó secar la membrana, se le aplicó el 

control positivo (amplímero de PCR) en una esquina (del mismo modo que en la 

hibridación colonial y de calvas de lisis) y se fijó el ADN con UV (2 min/cara). 

Después tuvo lugar la prehibridación y la hibridación con la sonda correspondiente, 

del mismo modo que en la hibridación colonial y de calvas de lisis. 

Inducción de bacteriófagos y obtención de suspensiones fágicas: 

 Para la obtención de la fracción fágica de un cultivo bacteriano, se siguió el 

protocolo descrito a continuación: 

1) Se puso a crecer la cepa bacteriana en caldo LB a 37ºC y en agitación a partir de 

un cultivo o/n, hasta alcanzar una DO600 entre 0.3-0.5. 

2) Para inducir el ciclo lítico de los profagos que contenía la cepa, se añadió 

mitomicina C a una concentración final de 0.5 µg/ml y se incubó a oscuras a 37ºC 

en un agitador durante 18 h. 

http://www.google.es/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&docid=9wpV_Z6Wy7T21M&tbnid=VYSHxgDLwcUSTM:&ved=0CAUQjRw&url=http://www.gibthai.com/services/technical_detail.php?ID=17&ei=i0AXUqrFC6bM0QWAhIHIAQ&bvm=bv.51156542,d.ZGU&psig=AFQjCNH_j94GBJyywVDpb2jNjP0tdV4HsQ&ust=1377341760699058
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3) Al día siguiente se filtró el sobrenadante con filtros verdes de 0.22 μm de baja 

adsorción proteica (Millipore) para separar la fracción fágica. 

4) De esta manera, se obtuvo la suspensión de bacteriófagos. 

Experimentos de inducción con diferentes agentes inductores: 

1) A partir de un o/n, se puso a crecer la cepa que contenía los fagos en LB a 37ºC y 

agitación hasta alcanzar la fase exponencial (DO600 de 0.3-0.5). 

2) En este punto se hicieron alícuotas equivalentes en volumen del cultivo, para 

añadir a cada una un inductor: mitomicina C (a concentración final de 0.5 µg/ml), 

EDTA (20 mM pH=7.2) o ciprofloxacina (0.4, 1 y 4 µg/ml). 

3) De la misma manera, se separó una alícuota sin inducir como control de la 

inducción. 

4) Las alícuotas se incubaron 18 h a 37ºC en agitación (la que contenía mitomicina C 

se incubó en oscuridad). 

5) Al día siguiente se compararon los valores de DO600 y de número de fagos 

infecciosos entre los cultivos con los diferentes inductores y el cultivo sin inducir, 

para ver el efecto de estos diferentes agentes sobre la inducción del ciclo lítico de 

los fagos. 

Test de la gota y titulación de fagos: 

 Este protocolo que se describe a continuación, el test de la gota, tiene como 

finalidad determinar si los fagos presentes en una muestra son infectivos o no: 

1) Se puso a crecer la cepa huésped a 37ºC en agitación hasta alcanzar una D.O. de 

0.3-0.5, para que esté en fase exponencial. 

2) Se mezcló en un tubo 1ml de bacteria + 2.5 ml de LB semisólido (previamente 

fundido), se agitó con vórtex y se vertió en una placa de LB. 

3) Se esperó hasta que el semisólido estuvo seco y entonces se puso una gota de 

10 µl de la suspensión fágica sobre éste (obtenida según el protocolo de 

inducción). 

4) Se esperó 10 min para que la gota se absorbiera y se incubó 18 horas a 37ºC.  

Para saber el título fágico de la muestra (ufc/ml), es decir, el número de fagos infectivos, 

el protocolo a seguir fue el mismo, con la diferencia de que en el paso 2 se añadió a la 

mezcla de bacteria y semisólido 1 ml de diferentes diluciones decimales seriadas de la 
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suspensión fágica, se vorteó y se incubó a 37ºC 18 horas. Al día siguiente se hizo un 

recuento del número de calvas y se realizaron los cálculos pertinentes para la obtención 

de las ufc/ml de muestra. 

*Nota: en función de la cepa bacteriana el medio y las condiciones de cultivo variarán, 

pero se aplica el mismo protocolo. 

Transducción de fagos y formación de lisógenos: 

Protocolo usado para la transducción de fagos Stx (variación del protocolo descrito 

en Muniesa et al., 2004): 

1) Un cultivo o/n de la cepa portadora del fago Stx fue diluido 1:100 en caldo LB y se 

incubó hasta la fase exponencial (D.O600 0.3 - 0.5). 

2) Se añadió el agente inductor, la mitomicina C, a una concentración final de 0,5 µg/ 

ml y se incubó toda la noche a 37ºC en agitación (180 rpm) y en oscuridad.  

3) Para separar la fracción fágica de los restos celulares, el cultivo se centrifugó 10 

min a 3000 rpm a 4ºC. El sobrenadante se filtró con filtros de 0,22 µm de baja 

adsorción proteica (Millipore). Esto permitió recuperar los fagos del cultivo, que se 

diluyeron de forma decimal y seriada en PBS.  

4) La cepa huésped se puso a crecer en LB hasta alcanzar la fase exponencial. Se 

usaron cepas huésped stx negativas: E. coli 600, E. coli DH5α y Shigella sonnei 

866.  

5) Se mezcló 500 µl de las diluciones fágicas, 100 µl de CaCl2 (0,1 M) y 100 µl de la 

cepa huésped y se incubó 30 min en estático a 37ºC.  

6) La mezcla de fagos y bacteria se añadió a 3 ml de LB semisólido y se puso en 

placas de LB agar. Se incubó a 37ºC o/n.  

Protocolo usado para la transducción de fagos Cdt: 

1) Se realizó el test de la gota con una suspensión de fagos Cdt (obtenida según el 

protocolo) y usando WG5 como cepa huésped, y se dejó incubando o/n a 37ºC, 

siguiendo el protocolo descrito anteriormente.  

2) Al día siguiente se usó un asa de siembra para recuperar la zona del semisólido 

donde se encontraba el halo de inhibición con los bacteriófagos y se resuspendió 

en 500 µl de PBS. 

3) Se realizaron diluciones decimales seriadas de la suspensión y se sembraron 100 

µl de cada una en placas de LB agar. 
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4) Las placas se incubaron a 37ºC o/n. 

5) Al día siguiente, se realizó la hibridación colonial (según protocolo) con una sonda 

cdt específica de las placas que contenían un alto número de colonias pero 

suficientemente separadas como para distinguir una posible señal positiva. De 

esta manera, se pudo testar si alguna de las colonias obtenidas a partir del halo 

de inhibición del test de la gota habían sido capaces de incorporar el fago con el 

gen cdt. 

6) Se recuperaron las colonias positivas de las placas y se comprobó por PCR que 

las colonias habían incorporado el gen.  

*De manera alternativa, si después del test de la gota se observó crecimiento de colonias 

en el halo de inhibición (que serían resistentes a la infección de los fagos y podrían haber 

incorporado el gen), se recuperaron estas colonias y se sembraron por estría en placas 

de LB agar. Después de una incubación o/n a 37ºC, se comprobó por PCR si habían 

incorporado cdt.  

Transducción de fagos Stx que tienen incorporado un cassette de resistencia a 

antibiótico (Serra-Moreno et al., 2007): 

1) Un cultivo o/n de la cepa portadora del fago Stx recombinante con el cassette de 

resistencia a antibiótico insertado (cloramfenicol o tetraciclina) se diluyó 1:100 en 

caldo LB y se incubó hasta la fase exponencial (D.O600 0.3 - 0.5).  

2) Se añadió mitomicina C a una concentración final de 0,5 µg/ ml y el cultivo se 

incubó toda la noche a 37ºC en oscuridad y agitación (180 rpm). Esto permitió la 

inducción de los fagos.  

3) Al día siguiente se centrifugó el cultivo a 3000 rpm 10 min para separar la fracción 

fágica (en el sobrenadante) de las células. Se filtró el sobrenadante con filtros de 

0,22 µm de baja adsorción proteica (Millipore), y se obtuvo así la suspensión 

fágica.  

4) La cepa huésped se puso a crecer en LB hasta alcanzar la fase exponencial. 

Entonces 1 ml de la cepa huésped y 1 ml de la suspensión fágica obtenida 

anteriormente se incubaron en 5 ml de caldo LB, a 37ºC y en agitación toda la 

noche.  

5) Se realizaron diluciones decimales seriadas en PBS del cultivo o/n y se sembraron 

100 µl en placas de LB suplementadas con el antibiótico apropiado (20 µg/ ml de 

cloramfenicol y 10 µg/ ml de tetracilina), en función de la resistencia del fago.  
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6) Las colonias que crecieron (posibles transductantes que han incorporado el fago 

con el cassette de resistencia) fueron confirmadas por PCR.  

Preparación de muestras para microscopía electrónica: 

Después de aislar una calva del fago y propagarla para incrementar su título, el 

sobrenadante con los fagos se recogió y se añadió cloroformo para eliminar los restos 

bacterianos. Se volvió a recuperar el sobrenadante y se filtró por filtros verdes PES de 

0.22 µm. Posteriormente la muestra fue concentrada. Entonces se preparó para ser 

observada por microscopía electrónica siguiendo el protocolo de tinción descrito a 

continuación: 

1) Se colocaron 5-10 µl de la muestra sobre una rejilla de microscopía y se dejó 

durante 1 min para que ésta se absorbiera. 

2) Se secó el exceso de muestra con un papel de filtro y se hicieron 3 lavados con 

agua en un tiempo total de 1 min. 

3) Por último se hizo la tinción con molibdato amónico (1 min) y se secó el exceso 

con papel de filtro. 

Protocolo de infección celular con toxina Cdt: 

 Para observar el efecto citopático de la toxina Cdt sobre células Hela y CHO, se 

aplicó el siguiente protocolo de infección: 

1) Primero, se obtuvieron los lisados fágicos. Para ello, se incubaron las cepas 

positivas para cdt a 37ºC hasta alcanzar una DO600 de 0.3-0.5 y se añadió 

mitomicina C (0.5 µg/ml). Se incubó 18 h en un agitador a 37ºC en oscuridad. Al 

día siguiente se filtraron las muestras con filtros de 0.22 µm para obtener la 

fracción fágica. 

2) Después se procedió a la infección:  

- En placas de 6 pocillos, se quitó el medio viejo y se añadió 1 ml de los lisados 

fágicos en cada uno de los pocillos. 

- Se añadieron muestras de los filtrados con y sin mitomicina C, para comparar 

el efecto de la toxina producida por los fagos. También se añadieron controles 

negativos de PBS, LB y células solas. 
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- A continuación, se añadieron 2 ml de medio fresco y se dejó incubando en la 

estufa de CO2. 

- Por último se observó el efecto citopático de la toxina sobre las células durante 

cinco días consecutivos.  

Purificación de bacteriófagos por gradientes de CsCl (Sambrook y Russell, 2001): 

La purificación de fagos mediante gradientes de CsCl se usó para separar y 

purificar las diferentes fracciones fágicas de una suspensión de fagos de una muestra. Se 

siguió el protocolo descrito a continuación: 

1) Se prepararon los stocks de los diferentes gradientes de densidad de CsCl: 

Densidad CsCl por muestra H2O por muestra 

1.7g/ml 1.124 g 0.875 ml 

1.5 g/ml 0.908 g 1.09 ml 

1.3 g/ml 0.624 g 1.375 ml 

 

Una vez preparados los stocks, se esterilizaron por filtración con filtros azules de 

0.22 µm. 

2) Se añadió 0.5 g de CsCl a 1 ml de la suspensión de bacteriófagos y se disolvió 

por agitación. 

3) En un tubo se añadieron 2 ml de sacarosa al 20%. 

4) A continuación se procedió a hacer el gradiente con las tres soluciones de CsCl 

de diferente densidad (1.3 g/ml, 1.5 g/ml y 1.7 g/ml), añadiendo 1 ml de la de 

menor densidad en el fondo del tubo y, a continuación, ir añadiendo poco a poco 

las otras dos sucesivamente (con una pipeta Pasteur estéril para cada uno de los 

gradientes). Se marcó con una señal la interfase entre los gradientes. 

5) Se añadió la suspensión de bacteriófagos sobre el gradiente de 1.3 g/ml. 

6) Se centrifugó el tubo a 22000 rpm durante 2 horas a 4ºC (ultracentrífuga 

Beckman, rotor SW41 de ángulo variable), realizando un correcto equilibrado de la 

centrífuga. Si hay que ajustar el volumen de alguno de los tubos, usar agua 

bidestilada estéril y tirarla muy lentamente para que se mantengan los gradientes. 

7) Después de centrifugar, se recuperaron las bandas grises (correspondientes cada 

una a una fracción fágica de la muestra) pinchando con una aguja hipodérmica y 

dejándola gotear sobre un tubo de 1.5 ml. 
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Secuenciación masiva de ADN fágico: 

Para realizar la secuenciación completa del genoma del fago AA91-ss se realizó 

el siguiente protocolo: 

1) Se obtuvo la suspensión fágica a partir de un cultivo o/n del lisógeno que contenía 

el fago, tal y como se ha descrito anteriormente. En el caso del fago Cdt, como es 

de inducción espontánea, no hizo falta utilizar ningún tipo de inductor del ciclo 

lítico. 

2) Después de filtrar para obtener la suspensión de bacteriófagos, la muestra fue 

concentrada mediante concentradores de proteínas (Amicon Ultra centrifugal filter 

units, Millipore, Bedford, MA). 

3) Posteriormente fueron purificados mediante gradientes de CsCl (según protocolo) 

para asegurarnos de obtener la fracción fágica correspondiente a los fagos Cdt. 

4) La muestra de fagos fue entonces tratada con ADNasa y ARNasa a 

concentraciones finales de 0.3 μg/ml para eliminar una posible contaminación de 

ADN o ARN bacteriano, e incubada a 37ºC durante 1 h. 

5) Después, el ADN fágico fue extraído por digestión con proteínasa K y 

precipitación con fenol:cloroformo, siguiendo el protocolo descrito anteriormente. 

6) La pureza e integridad del ADN fágico se comprobó con un NanoDrop (NanoDrop 

ND-1000 spectrophotometer NanoDrop Technologies, Thermoscientifics, 

Wilmington, USA) y mediante una electroforesis en un gel de agarosa al 0.8%. 

7) A continuación, se realizó la secuenciación del genoma usando una “Ion Torrent 

Personal Genome Machine” o PGM (Life Technologies):  

- Las librerías se generaron usando 0.5 μg del ADN fágico y un kit “Ion Xpress 

Plus fragment library” según la guía de usuarios. 

- Tras la dilución de cada librería, 4.5 × 108 moléculas fueron usadas para una 

amplificación clonal en partículas “Ion Sphere” durante la reacción de PCR 

según el manual “Ion Xpress Template 200 kit” (Life Technologies). 

- Estas amplificaciones se cargaron en un chip “Ion 316” y se secuenciaron 

usando 105 ciclos de secuenciación  según la guía “Ion Sequencing 200 Kit”. 

Cada ciclo secuenció, de media, 182 nucleótidos. 

8) El ensamblaje de las secuencias se realizó usando el software “CLC Genomic 

Workbench” y los ORFs se identificaron con el programa de predicción de genes 

"GeneMark™” y el “ORF Finder”. 
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9) Estos presuntos ORFs se determinaron por comparación con las bases de datos 

gracias al BLASTN del NCBI y el “European Bioinformatics Institute 

(UniProtKB/Swiss-Prot)”. 

10) Finalmente, se usó el software MAUVE para comparar la secuencia completa del 

fago AA91-ss con otros fagos P2 y Cdt. 

Inactivación natural en un mesocosmos: 

1) Para evaluar la inactivación natural de los fagos, se empezó por preparar las 

membranas de diálisis: 

- Se cortaron bolsas de diálisis (con guantes) de unos 15 cm y se dejaron 

los dos extremos abiertos. 

- Las bolsas se hirvieron durante 10 min en la solución o tampón de lavado. 

- Se lavaron con H2O bidestilada estéril. 

- Después se volvieron a hervir 10 min, esta vez en la solución EDTA. 

- Se dejaron enfriar (se pueden conservar a 4ºC durante 1 mes). 

2) Se prepararon las suspensiones de fagos tal y como se ha explicado 

anteriormente. 

3) Se procedió al montaje: 

- Se lavaron las membranas con H2O bidestilada estéril para eliminar los 

restos del tampón EDTA, y se hizo un nudo en uno de los extremos. 

- Se realizó una dilución 1:10 en agua del estanque (previamente filtrada) de 

cada una de las suspensiones fágicas y entonces los 10 ml finales de 

muestra se pusieron en las membranas de diálisis, que se cerraron por el 

otro extremo.  

*Si hay más de un tipo de muestra, no hay que olvidar marcar las 

membranas, por ejemplo, con hilos de distintos colores. 

- También se hicieron membranas que contenían la cepa control de E. coli. 

- Una vez listas las membranas de diálisis (teniendo cuidado de mantenerlas 

siempre húmedas), se colocaron en una bolsa, que se introdujo en una 

jaula. Luego, ésta se colocó en el estanque, a unos 15-25 cm de 

profundidad. 

4) En los tiempos establecidos, se recogieron las membranas y se procedió al análisis 

para ver la inactivación de las suspensiones fágicas y de la cepa control. 
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Anexo 2. Composición medios de cultivo y tampones  

Medios de cultivo   

Caldo LB (Luria-Bertani): 

 10 g triptona 

 5 g extracto de levadura 

 10 g NaCl 

 1 l H2O destilada 
Esterilizar en el autoclave a 121ºC 15 min y guardar a temperatura ambiente y/o 4ºC. 

LB ss (semisólido): 

 10 g triptona 

 5 g extracto de levadura 

 10 g NaCl 

 7 g  Agar Bacteriológico Europeo 

 1 l H2O destilada 
Esterilizar en autoclave a 121ºC 15 min y guardar a temperatura ambiente y/o 4ºC. 

LB agar: 

 10 g triptona 

 5 g extracto de levadura 

 10 g NaCl 

 15 g Agar Bacteriológico Europeo 

 1l  H2O destilada 
Esterilizar en autoclave a 121ºC 15 min, dispensar en placas de Petri y guardar las 

placas a 4ºC. 

Nota: Si el medio va suplementado con algún antibiótico, después de esterilizar en el 

autoclave se deja enfriar hasta unos 50ºC y se añade el antibiótico a la concentración 

adecuada antes de plaquear. 

TSA (Trypticasein soy agar):  

 40 g de TSA 

 1l  H2O destilada 
Esterilizar en autoclave a 121ºC 15 min, dispensar en placas de Petri y guardar a 4ºC. 

Caldo TSB (trypticasein soy broth): 

 17 g caseina peptona 

 3 g peptona de soja 

 5 g cloruro sódico 

 2,5 g fosfato dipotásico 

 2,5 g dextrosa  

 1 l de H2O destilada 
Esterilizar en autoclave a 121ºC 15 min  y guardar a 4ºC. 
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Chromocult® (Merck): 

 26,5 g chromocult 

 1 l H2O destilada 
Calentar y remover hasta que quede bien disuelto. Cuando empiece a hervir, sacar 

del fuego y esperar hasta que se enfríe a 45-50ºC. Entonces añadir el suplemento (2 

viales de suplemento selectivo para E. coli/ coliformes) y plaquear. 

Medio de crecimiento celular - MEM 5% SBF: 

 9,39 g chromocult 

 900 ml H2O destilada 
Disolver por agitación y esterilizar cubriendo el tapón de la botella con papel de 

aluminio a 121ºC durante 20 minutos. El medio así preparado es estable a 4ºC 

durante 30 días. 

En la cabina de flujo laminar añadir: 

 

NaHCO3 al 7,5% 20 mL  

Hepes buffer 1M 10 mL  

L- glutamina 200 mM 10 mL  

Penicilin/Streptomycin 10000 units.ml
-1

 10 mL  

Suero Bovino Fetal 50 mL  

 

El medio completamente preparado se guarda en la cámara de 30ºC para detectar 

una contaminación en el caso que la haya y tiene una duración máxima de 15 días. 

Soluciones y tampones 

PBS1 (Phosphate buffered saline): 

 8 g cloruro sódico 

 0,2 g cloruro de potasio 

 0,2 g hidrofosfato de potasio 

 1,15 g hidrofosfato de sodio heptahidratado 

 1 l H2O bd 
Ajustar el pH a 7,1-7,2. 

Esterilizar en autoclave a 121ºC 15 min y guardar a Tª ambiente. 

Ringer ¼: 

 2.5 g Ringer Powder, en polvo 

 1l H2O destilada 
Esterilizar en autoclave a 121ºC 15 min y guardar a Tª ambiente. 

Tampón SM:  

 5,8 g NaCl 

 2 g MgSO4 x 7 H2O 

 50 ml Tris HCl 1M pH 7,5 

 0,1 g gelatina 

 950 ml H2O bd 

                                                           
1
 PBS: Fosfato tamponado salino (“phosphate buffered saline”) 
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Esterilizar en autoclave a 121ºC 15 min y guardar a Tª ambiente. 

Tampón de desnaturalización: 

 20 g NaOH 

 87,66 g NaCl 

 1 l H2O bd 
No esterilizar, guardar a Tª ambiente. 

Tampón de neutralización: 

 87,66 g NaCl 

 500 ml Tris HCl 1M pH 7,4 

 500 ml H2O bd 
Esterilizar en autoclave a 121ºC 15 min  y guardar a Tª ambiente. 

Tampón 1 de hibridación: 

 100 ml Tris HCl 1M pH 7,5 

 100 ml NaCl 1,5M 

 800 ml H2O bd 

Tampón 2 de hibridación: 

 5 g agente bloqueante (Roche®) 

 1 l tampón 1 
Disolver por agitación magnética o por calor (baño) y guardar a -20ºC. 

Tampón 3 de hibridación: 

 100 ml Tris HCl 1M pH 9,5 

 100 ml NaCl 1M 

 50 ml MgCl2 1M 

 750 ml H2O bd 
Preparar inmediatamente antes de su uso, con soluciones estériles. 

Tampón de Anticuerpo-anti-digoxigenina: 

 10 μl de anticuerpo anti-digoxigenina (Roche®) en 50 ml de tampón 2. 

Tampón de prehibridación: 

 50 ml de SSC2 20X 

 2 ml de N-lauryl sarcosina al 10% 

 0,4 ml SDS3 10% 

 2 g agente bloqueante (Roche®) 

 145 ml H2O bd 
Guardar a -20ºC. 

Tampón de hibridación: 

 50 ml tampón de prehibridación 

 10 μl sonda marcada con dUTP (Roche®) 

                                                           
2
 SSC: Citrato sodio salino (“saline-Sodium Citrate”) 

3
 SDS: Sulfato sodio dodecil (“sodium dodecyl sulfate”) 
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SDS 10%: 

 10 g SDS 

 100 ml H2O bd 
Esterilizar en autoclave a 121ºC 15 min y guardar a Tª ambiente. 

N-lauroyl-sarcosina 10%: 

 10 g N-laurolyl-sarcosina 

 100 ml H2O bd 

Disolver y esterilizar en autoclave a 121ºC 15 min y guardar a Tª ambiente. 

Tampón SSC 20X: 

 175,32 g NaCl 

 88,23 g citrato sódico 

 1 l H2O bd 
Esterilizar en autoclave a 121ºC 15 min y guardar a Tª ambiente. 

Tampón SSC 10X: 

 500 ml SSC 20X 

 1 l H2O bd 

Tampón SSC 2X: 

 100 ml SSC 20X 

 1 l H2O bd 

2X SSC +  0.1% SDS: 

 50 ml SSC 20X 

 5 ml SDS 10% 

 445 ml H2O bd 
No esterilizar, guardar a Tª ambiente. 

0.04X SSC +  0.1% SDS: 

 1 ml SSC 20X 

 5 ml SDS 10% 

 494 ml H2O bd 
No esterilizar, guardar a Tª ambiente. 

2X SSC + 1% SDS: 

 50 ml SSC 20X. 

 50 ml SDS 10% 

 400 ml H2O bd 
No esterilizar, guardar a Tª ambiente. 

Tritón NaOH: 

 0,2 ml tritón X-100 

 100 ml NaOH 0,5N 
Esterilizar en autoclave a 121ºC 15 min y guardar a Tª ambiente. 
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"Washing buffer" o tampón de lavado: 

 3 g tween 20 

 1l de tampón 1 de hibridación 
Mezclar con agitación magnética y guardar a Tª ambiente. 

Mitomicina C: 

 0,5 mg de mitomicina C 

 1 ml H2O bd estéril 
Una vez preparado, conservar a 4ºC en oscuridad. 

ADNasa y ARNasa: 

 10 mg de ADNasa o ARNasa 
1 ml H2O bd estéril 

Una vez preparado, conservar a -20ºC.  

Proteinasa K: 

 20 mg proteinasa K 

 1 ml H2O bd estéril 
Conservar a -20ºC. 

Tampón proteinasa K:  

 2 ml Tris HCl 1M pH 8 

 2 ml EDTA 0,5 M pH8 

 10 ml SDS 10% 

 Hasta 100 ml de H2O bd 

Acetato sódico 3M: 

 24,6 g de acetato sódico 

 100 ml H2O bd 
Ajustar el pH a 4,5- 5,5 con HCl 37% y esterilizar en autoclave. 

Etanol 70%: 

 70 ml de EtOH 100% 

 30 ml de H2O bd 

TBE 10X (Tris Boric EDTA Buffer): 

 109 g Tris Base 

 55,6 g  ácido bórico 

 9,2 g EDTA 

 Hasta  l de H2O bd 
 Esterilizar a 121ºC 15 min y guardar a Tª ambiente. 

TBE 1X: 

 100 ml TBE 10X 

 900 ml  H2O bd estéril 
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Gel de agarosa: 

 150 ml TBE 1X 

 Agarosa al 0.8%, 1%, 2%  (p/v) o en el porcentaje adecuado en cada caso. 

Dye buffer o tampón de carga: 

 40%  solución de sacarosa 

 0,25% azul de bromofenol 
Guardar a 4ºC sin esterilizar. 

Bromuro de etidio para tinción de geles de ADN/ARN: 

Añadir 200 μl de la solución stock (1% en p/v) de bromuro de etidio (Merck®) a un 
litro de agua bidestilada. 

Tampón de lavado (membranas de diálisis): 

 20 g Na2CO3 

 5 ml EDTA 0.2M (pH 8-8.5) 

 995 ml H2O bd estéril 
Disolver por agitación. Preparar antes de usar. 

Tampón EDTA (membranas de diálisis): 

 5 ml EDTA 0.2M (pH 8-8.5) 

 995 ml H2O bd estéril 
Disolver por agitación. Preparar antes de usar. 
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Anexo 3. Cebadores usados en este estudio 

PCR Cebador Secuencia (5’ a 3’) 
Tamaño 

amplímero 
(pb) 

Referencia 

Multiplex CDT 

CDT-up1 
CDT-up2 
CDT-lp1 
CDT-lp2 

GAAAGTAAATGGAATATAAATGTCCG 
GAAAATAAATGGAACACACATGTCCG 
AAATCACCAAGAATCATCCAGTTA 
AAATCTCCTGCAATCATCCAGTTA 

466 Tóth et al., 2003 

qPCR CDT 

qcdtB-F 

qcdtB-R 

qcdt-probe 

AGGCCGATGAAGTGTTTGTTCTT 

CAATCCGTATGCCAAGCAATGG 

6FAM-CCGCCCACCTTGCCTT-

MGBNFQ 

69 Este estudio 

CDT-I 
CdtI-up 
CdtI-lp 

CAATAGTCGCCCACAGGA 
ATAATCAAGAACACCACCAC 

411 Tóth et al., 2003 

CDT-II 
CdtII-up 
CdtII-lp 

GAAAGTAAATGGAATATAAATGTCCG 
TTTGTGTTGCCGCCGCTGGTGAAA 

556 Tóth et al., 2003 

CDT-III 
CdtIII-f 
CdtIII-r 

AAACAGGACGGTAATAATGACTAATA 
GTGATCTCCTTCCATGAAAATATAGT 

2230 
Clark et al., 

2002 

CDT-IV 
CdtIV-up 
CdtIV-lp 

CCTGATGGTTCAGGAGGCTGGTTC 
TTGCTCCAGAATCTATACCT 

350 Tóth et al., 2003 

CDT-VA 
c338f 

c2135r 
AGCATTAAATAAAAGCACGA 
TACTTGCTGTGGTCTGCTAT 

1329 
Janka et al., 

2003 

CDT-VB 
c1309f 
c2166r 

AGCACCCGCAGTATCTTTGA 
AGCCTCTTTTATCGTCTGGA 

1363 
Janka et al., 

2003 

CDT-VC 
P105 

c2767r 
GTCAACGAACATTAGATTAT 
ATGGTCATGCTTTGTTATAT 

748 
Janka et al., 

2003 

STX2 

S2Aup 
S2Alp 

Stx369up 
Stx369lp 

ATGAAGTGTATATTATTTA 
TTCTTCATGCTTAACTCCT 
GCGTTTTGACCATCTTCGT 
ACAGGAGCAGTTTCAGACAG 

960 
 

369 

Muniesa et al., 
2004 

qPCR STX 
STX-Any F 
STX-Any R 
STX-Any M 

ACGGACAGCAGTTATACCACTCT 
CTGATTTGCATTCCGGAACGT 
FAM-CCAGCGCTGCGACACG-NFQ 

65 
Imamovic et al., 

2010 

Secuenciación 
fragmento Cdt 

pBC-SK T7 
pBC-SK SK 

WP-cdtA 
WP-cdtC 
WP P22 

TAATACGACTCACTATAGGGC 
CGCTCTAGAACTAGTGGATC 
GTCCTCCCTCTACTTGA 
GTGGATAATGATTCGAA 
ATTTGCGTAGTTCACGGT 

 

Agilent 
Technologies 
Este estudio 
Este estudio 
Este estudio 

CDT-1Ф 
integration site 

P1 
P2 
B1 
B2 

CCATTACTCACCTTGTAC 
TGCTCTGAAAGTGACCG 
GAGTCCGATATTCTCGG 
TTCTTCAACGTGCGAACG 

1108 
 

1305 

Asakura et al., 
2007 

STX-Cm 
rho-stx 

inversCm5 
ATATCTGCGCCGGGTCTG 
AACAGTACTGCGATGAGTG 

448 Este estudio 

Integración (izq.) 
Fago Cdt-bacteria 

attP1 
attB1 

ACAGCGATACATCGTGAAGC 
TCATCGGTGTTGGAGATATCA 

654 Este estudio 

Integración (der.) 
Fago Cdt-bacteria 

attP2 
attB2 

GCAATATAATCGCACTGCAA 
GAGACAATGCATCGCCTTGT 

585 Este estudio 
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Gen cox 
Cox up 
Cox lp 

ATGGAAGTCAATGACTATGT 
TCACAACCCCATCCACAAAAG 

273 Este estudio 

IS21-cox 
IS21rev 
IS21fw 

TGCACCGTTGCCCGGCAACC 
AGGCATCAGCGCGGTATGGA 

 Este estudio 

IS21 
IS21up 
IS21lp 

GGTTGCCGGGCAACGGTGCA 
TCCATACCGCGCTGATGCCT 

949 Este estudio 

stx2 
stx2-a 
stx2-b 

GCGGTTTTATTTGCATTAGC 
TCCCGTCAACCTTCACTGTA 

115 
Wang et al., 

2002 

stx2c 
stx2c-a 
stx2c-b 

GCGGTTTTATTTGCATTAGT 
AGTACTCTTTTCCGGCCACT 

124 
Wang et al., 

2002 

stx2d 
stx2d-a 
stx2d-b 

GGTAAAATTGAGTTCTCTAAGTAT 
CAGCAAATCCTGAACCTGACG 

175 
Wang et al., 

2002 

stx2e 
stx2e-a 
stx2e-b 

ATGAAGTGTATATTGTTAAAGTGGA 
AGCCACATATAAATTATTTCGT 

303 
Wang et al., 

2002 

stx2g 
stx2g-a 
stx2g-b 

GTTATATTTCTGTGGATATC 
GAATAACCGCTACAGTA 

572 
Leung et al., 

2003 

 

Cebadores diseñados en este estudio a partir de la secuencia completa del fago 

AA91ss y usados para confirmar la estructura genética del fago AA91. (a) forward 

primer (b) reverse primer. 

PCR Cebador Secuencia (5’ a 3’) 
Tamaño 

amplímero (pb) 

Fragmento 1 
1a 
1b 

GGCGAGGCGGGGAAAGCACT 
CACTCCGCTGACATCCACCA 

1259 

Fragmento 2 
2a 
2b 

CGGCGATCGAGTACCGGCA 
TGACCGGTGACCCGATTGTC 

1230 

Fragmento 3 
3a 
3b 

CTCTGTGAGGCCATACCTGA 
CGTCAGGCAGGATGCCGC 

1163 

Fragmento 4 
4a 
4b 

GTGTCATCAGTGCGCAGGAT 
TGGCGTTACGGACACGGAGC 

1252 

Fragmento 5 
5a 
5b 

ATGCGACCAGATTAACTTCG 
CACAGACTCACCGGCAGC 

1204 

Fragmento 6 
6a 
6b 

CGCCGTACATGTTCACCGA 
CAGCCACGGGCGCGGTCT 

1169 

Fragmento 7 
7a 
7b 

TGCTGCCGCACGGCACC 
CCGGCAGCGACCAGCGAGAT 

1196 

Fragmento 8 
8a 
8b 

GGCGGGAGCTGCCGCCT 
CCATTGATATACAGCTCCATCGGTC 

1194 

Fragmento 9 
9a 
9b 

TGCATGTGAAGAATATCCCG 
GTTTATGGGTGTGCAGTACCT 

1204 

Fragmento 10 
10a 
10b 

CAACAGGCTGATTACCGGCA 
CGGCAGCAGCGCGGATG 

1214 
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Fragmento 11 
11a 
11b 

AGGACGTCAGGCCGGTG 
GGCAAGAGCTGGCTTATAACT 

1203 

Fragmento 12 
12a 
12b 

ATCGCAGAGCTGGTTATTCC 
CCGTGTAAAAATGCAGCACCAT 

1207 

Fragmento 13 
13a 
13b 

ACTGGGACAGTGGTGCTTAT 
TGACCAGAACACTGTAGCGT 

1203 

Fragmento 14 
14a 
14b 

CTGGAGCGCGCTGTCAGGC 
ATTTCATCCTTGCAGGAATA 

1190 

Fragmento 15 
15a 
15b 

ATATGACTGAGTTTTAACTCGCGG 
CACGCAGACCCAGCGCA 

1213 

Fragmento 16 
16a 
16b 

AGCCTACCGCCAGAATTTCAG 
CTCCAGCCGGTCGACGCC 

1174 

Fragmento 17 
17a 
17b 

ATCTCCGTGGTCTGCACCTA 
GGGCATCAGCAACTTAACTC 

1244 

Fragmento 18 
18a 
18b 

CGCAGTCAAACAGCGTTATCA 
CCCCATTGCGCCTGCTAC 

1219 

Fragmento 19 
19a 
19b 

CTCATTGTCGGTAGCGCG 
GGTGAGTGACAGCGTAAAATCAAT 

1205 

Fragmento 20 
20a 
20b 

GCCGTTGCTGGATGGTACCG 
CGACCGGTAGCCAGGCTGAT 

1226 

Fragmento 21 
21a 
21b 

ATATGCCACGAAAGCGCAG 
CACAGATTACAAATTGCAGGGT 

1216 

Fragmento 22 
22a 
22b 

ACTTCTCATAATCAACTTTGAATAA 
GGACTGGCTAACACACTCAA 

1190 

Fragmento 23 
23a 
23b 

CGCCTGTGTTAAGCCTTCTG 
TGTCAGCCACATCGGCTATC 

1212 

Fragmento 24 
24a 
24b 

GTTGAGCGGATGGTGAAATA 
ACTCCAGCTTTACGTTTCTCTT 

1222 

Fragmento 25 
25a 
25b 

AACAGCGATCCTGGATCGGCT 
CGAATCATGGCGTCAAGATGAGA 

1242 

Fragmento 26 
26a 
26b 

GAAAGTCATGCATACAGTTTCTG 
AAGGCAGGCGGTTAATCGT 

1200 

Fragmento 27 
27a 
27b 

ACGCGCCACGCGAGGC 
AGCGCATAGCGACGCATGAT 

1180 

Fragmento 28 
28a 
28b 

GCGTGTTGTTGAACCACACC 
GCCGGGCATATAACAAAGCA 

1191 

Fragmento 29 
29a 
29b 

TGATGAGTGGCCGGGGTTCA 
GGCATTCCTGTCCGGGAGCT 

1260 

Fragmento 30 
30a 
30b 

ACTTGCTGTGGTCTGCTATTTGT 
GTGCTTTCCCCGCCTCG 

1681 
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Anexo 4. Programas de PCR   

Seq-pcr (secuenciaciones): 

35 ciclos 

Multiplex CDT: 

30 ciclos 

STX2 (Stx369up/ Stx369lp): 

30 ciclos 

STX2 (S2Aup/ S2Alp): 

25 ciclos 

pBC-SK / cdt (pBC-SK T7/ cdt lp1): 

30 ciclos 

 

 

 

96.0 

94.0 

 

94.0 

 

94.0 

 

94.0 

 

60.0 

94.0 

94.0 

94.0 

94.0 

4.0 

 

72.0 

72.0 

72.0 

72.0 

∞ 

72.0 

72.0 

72.0 

72.0 

0:10 

4.0 

 

4.0 

 

4.0 

 

4.0 

 

0:05 

∞ 

∞ 

∞ 

∞ 

4:00 

5:00 

5:00 

5:00 

5:00 

Tª ann. 

10:00 

7:00 

7:00 

10:00 

1:00 

0:30 

0:30 

1:00 

1:00 

0:30 

0:30 

1:00 

1:00 

0:30 

1:00 

2:30 

55.0 

55.0 

44.0 

53.0 
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Cdt-I: 

25 ciclos 

Cdt-II: 

25 ciclos 

Cdt-III: 

25 ciclos 

Cdt-IV: 

25 ciclos 

Cdt-VA: 

25 ciclos 

Cdt-VB: 

25 ciclos 

 

94.0 

 

94.0 

 

94.0 

 

94.0 

 

94.0 

 

94.0 

 

94.0 

94.0 

94.0 

94.0 

94.0 

94.0 

72.0 

72.0 

72.0 

72.0 

72.0 

72.0 

72.0 

72.0 

72.0 

72.0 

72.0 

72.0 

4.0 

 

4.0 

 

4.0 

 

4.0 

 

4.0 

 

4.0 

 

∞ 

∞ 

∞ 

∞ 

∞ 

∞ 

5:00 

5:00 

5:00 

5:00 

5:00 

5:00 

7:00 

7:00 

7:00 

7:00 

7:00 

7:00 

1:00 

1:00 

1:00 

1:00 

0:30 

0:30 

1:00 

1:00 

1:00 

1:00 

0:30 

0:30 

1:00 

1:00 

1:00 

1:00 

1:00 

1:00 

50.2 

53.9 

54.0 

50.2 

52.0 

52.0 
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Cdt-VC: 

25 ciclos 

Stx2, stx2c, stx2d, stx2e: 

30 ciclos 

Stx2g: 

30 ciclos 

Lugares de inserción fago CDT-1Ф: 

25 ciclos 

Lugar izquierdo de integración fago Cdt-bacteria: 

25 ciclos 

Lugar derecho de integración fago Cdt-bacteria: 

25 ciclos 

 

94.0 

 

95.0 

 

94.0 

 

94.0 

 

94.0 

 

94.0 

 

94.0 

95.0 

94.0 

94.0 

94.0 

94.0 

72.0 

72.0 

72.0 

72.0 

72.0 

72.0 

72.0 

72.0 

72.0 

72.0 

72.0 

72.0 

4.0 

 

4.0 

 

4.0 

 

4.0 

 

4.0 

 

4.0 

 

∞ 

∞ 

∞ 

∞ 

∞ 

∞ 

5:00 

8:00 

5:00 

5:00 

5:00 

5:00 

7:00 

7:00 

7:00 

7:00 

7:00 

7:00 

0:30 

0:30 

1:00 

0:30 

0:30 

0:30 

0:30 

0:30 

1:00 

0:30 

0:30 

0:30 

1:00 

0:30 

1:00 

1:00 

1:00 

1:00 

49.0 

58.0 

46.0 

55.0 

56.0 

60.0 
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IS21: 

25 ciclos 

Gen cox: 

25 ciclos 

Unión izquierda IS21-cox (Cox-up/ IS21-rev): 

25 ciclos 

Unión derecha IS21-cox (Cox-lp/ IS21-fw): 

25 ciclos 

STX-Cm: 

25 ciclos 

qPCR CDT y STX:  

 

      x1  x40 

94.0 

 

94.0 

 

94.0 

 

94.0 

 

94.0 

 

95.0 

94.0 

94.0 

94.0 

94.0 

94.0 

95.0 

72.0 

72.0 

72.0 

72.0 

72.0 

60.0 

 

72.0 

72.0 

72.0 

72.0 

72.0 

1:00 

4.0 

 

4.0 

 

4.0 

 

4.0 

 

4.0 

 

0:15 

∞ 

∞ 

∞ 

∞ 

∞ 

2:00 

5:00 

5:00 

5:00 

5:00 

5:00 

10:00 

7:00 

7:00 

7:00 

7:00 

7:00 

50.0 

0:30 

0:30 

0:30 

0:30 

0:30 

0:30 

0:30 

0:30 

0:30 

0:30 

1:00 

0:30 

1:00 

1:00 

0:45 

60.0 

50.0 

51.0 

56.0 

53.0 
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PCRs secuencia completa fago AA91-ss: 

Fragmentos 1,2,7,8,20,29: 

25 ciclos 

Fragmentos 3, 4, 6, 10, 11, 12, 13, 15, 16, 17, 18, 19, 23, 25, 27, 28, 30: 

25 ciclos 

Fragmentos 5, 9, 21, 24, 26: 

25 ciclos 

Fragmentos 14, 22: 

25 ciclos 

  

94.0 

 

94.0 

 

94.0 

 

94.0 

 

94.0 

94.0 

94.0 

94.0 

72.0 

72.0 

72.0 

72.0 

72.0 

72.0 

72.0 

72.0 

4.0 

 

4.0 

 

4.0 

 

4.0 

 

∞ 

∞ 

∞ 

∞ 

5:00 

5:00 

5:00 

5:00 

7:00 

7:00 

7:00 

7:00 

0:30 

0:30 

0:30 

0:30 

0:30 

0:30 

0:30 

0:30 

1:30 

1:30 

1:30 

1:30 

61.0 

57.0 

55.0 

51.0 
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Anexo 5. Plásmidos usados en el estudio 
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Anexo 6. Secuencia completa del fago ΦAA91-ss 

GGCGAGGCGGGGAAAGCACTGCGCGCTGGCGGTGGTGCTGATTTTATTTTTTCAGCGTCTGAGCGCGTCG

TGATGGCGTTTAGATTGTTCGCCGGGGCGTTGGTGTGTATGCGGGCTGTTTTGTGCGGTGGTGAGCGTGT

GAGGGCGTGATGGCGGGTTGTAAAAAAGCCGCCCGCAGGCGGCGATGTTCAGCCGTTGTCAGTGTCCAGT

GAGTAGTTTTTAAAGCGGATGACCTCCTGACCGAGCCAGCCGTTTATCTCGCGGATCCTGTCCTGTAACGG

GATAAGCTCATTGCGGACAAAGACCTTTGCCACTTTCTCAATATCTCCCAGTGACCCGACGTTCTCCGGCTT

GCCGCCCATCAACTGAAAGGGGATGCGGTGTGCGTCCAGCAGGTCAGCGGCGCTGGCTTTTTTGATATTA

AAAAAATCGTCCTTCGTCGCCACTTCACTGAGCGGGATAATTTTAATGCCGTCGGCTTTCCCTTGCGGGGCA

TAGAGAAACAGATTTTTAAAGTTGTTGCGGCCTTTCGACTTCACCATGTTTTCGCGGAGCATTTCGATATCG

TTGCGATCCTGCACGGCATCGGTGACGTACATGATGTATCCGGCATGTGCGCCGTTTTCGTAATACTTGCG

GCGGAACAGCGTGGCCGACTCATTCAGCCAGGCAGAGTTAAGGGCGCTGAGATATTCCGGCAGGCCGTAC

AGCTCCTGATTAATATCCGGCTCCAGCAGGTGAAACACGGAGCCGGGCGTGAAAGGTGTTGGCTCGTTGA

AGGACGGCACCCACCAGTAAATATCTTCTTCCACACCACGGCGGGTATATTTTGCCGGTGAGGTTTCCAGT

CTGATGACCTTACCGGTGGTGCTGTAACGCTTTTCCAGAAACGCATTACCGAACACCAGAAAATCCAGCAC

AAAGCGGCTGAAATCCTGCTGGGAAAGCCACGGATGCGGGATAAATGTCGAGGCCAGAATATTACGTTTG

ACGTAAATCGGGGAGCTGTGATGCACGGCAGCACGCAGGCTTTTTGCCAGACCGGTAAAGCTGACCGGTG

GCTCATACCATCTGCCGTTACTGATGCACTCGACGTAATCCAGAATGTCACGGCGATCGAGTACCGGCACC

GGCTCACCAAAGGTGAATGCCTCCATTTTCGGGGCGCTGGCGGTCATTGTTTTTGCCGCTGGTCGCGGTGT

TTTCCCTTTTTTCTTGCTCATCAGTAAAACTCCAGAATGGTGGATGTCAGCGGAGTGCTGATACCGGCGGTG

AGTGGCTCATTTAACAGGGCGTGCATGGTCGCCCAGGCGAGGTCGGCGTGGCTGGCTTCCTCGCTGCGGC

TGGCCTCATAGGTGGCGCTGCGTCCGCTGCTGGTCATGGTCTTGCGGATAGCCATAAACGAGCTGGTGAT

GTCGGTGGCGCTGACGTCATATTCCAGACAGCCACGGCGGATAACGTCTTTTGCCTTGAGCACCATTGCGG

TTTTCATTTCCGGCGTGTAGCGGATATCGCGCGCGGCGGGATAGAACGAGCGCACGAGCTGGAACACACC

GACACCGAGGCCGGTGGCATCAATCCCGATGTATTCGACGTTGTATTTTTCGGTGAGTTTGCGGATGGATT

CTGCCTGGGTGGCAAAGTCCATGCCTTTCCACTGGTGACGTTCAAGGATCCTGAATTTGCCACCGGCCACC

ACCGGCGGTGCCAGCACCACGCATCCGGCGCTGTCGCCACGGTGTGACGGGTCGTAACCAATCCATACCG

GGCGGGAGCCGAACGGATTTGCGGCAAACGGCGCATAGTCTTCCCATTCTTCCAGCGTGTCGACCATACA

GCGTTGCAGCTCCTCGAACGGGAACACCGACGCCTTGTCGTCAACAAATTCACACATGAACAGGTTTTTAA

AATCGTCGGCGCTGTTTTCGCGTTTGAGCTGCTCAATGTCGAACAGCGTGCAGCCGCCTTTCAGGGCGTCC

TCAATGGTGACAATCTGCCGCCACTGGCCGTCCGCACAGAGAAGCCCACCGGCAAGGGCGTTATGACTGA

CGTCGATTTCCACGCGTTCGGCGGCGCTGGCGCGTCCCCGGTTGAACAGTTCACCCGACCAGAACGGGTA

GGCGTCGTGCGCCAGCGTGGACGGGGTGGAGAAATAGGTCGATCGCAGGTGACTCTGTGAGGCCATACC

TGATGCCACCTTACGCAGTACCTGAAAATTCGGGATCCAGAAAATCTCATCGACGTACAGGTCGCCGTTAT

GGCTCTGTGCGGTGTTGGAGTTGGTGCCGAGAAAAATCAGTTTTGCACCGTTATTGCCCAGGACAATCGG

GTCACCGGTCAGGTCAACGTCAACCAGCCGGGCAAAGGCGATGATGTATTCGCGGAACACATACGCCTGC

GTTTTACTGGCCGACAGAAAAATCTGGTTATGACCGGTTTTCAGGGCGCGCAGCAGCGCCTCGCGGGAAA

AATAAAACGTCGCGCCAATCTGGCGGGATTTCAGAATATCGCGGATGCGGTGCTCAAGCCCGGCGCGATA

CCAGTGCAACTGATATTCGAAAGACTGCTCAAAGAAAATCTGCTCCAGCTTTTCGATGGCCTCGTCACTGAA

AAAATTCTTTTTCGGTTTGCGACGCCCGCCTTTGTTGCGGTTAGCGACGTTCGGATTAAGGTCTGCCTCGTT

GCCGGTCTGACTGTAGCGGTTTACCCGTGCCAGTCGTTCAATCTGGCGTCCGAGCAGGTCAATTTCCTTGA

AGTCACCGCCGGTTTTCTGCGGTTTGATGATGAGCTGGGTCAGCCGCGCTTCCAGACTCATTTCGACACGG

CTGATGGGGGCAACGCTGTCCCAGCCGTCGCGCTGTTTCCAGCTCTGCACCGTCGGGCGTTTCATCTGCAA

CATGGCGGCAATCTGCGGCACGGAAAACCCCTGCCAGTACAGCAGCGCCGCCTGACGACGCGGGTCGTGT
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AAAAGAGTGGTGTCTGTGGTGATGGTCATGAATACCTCGCCGTGATGAATACACGGCAAGGCTACTGAGT

CGCGCCCCGCGATTCGCTAAGGTGCTGTTGTGTCAGTGATAAGCCATCCGGGACTGATGGCGGAGGATGC

GCATCGTCGGGAAACTGATGCCGACATGTGACTCCTCTAATCACTATTCAGGACTCCTGACAATGGCAAAA

AAAGTCTCAAAATTCTTTCGTATCGGCGTTGAGGGTGACACCTGTGACGGGCGTGTCATCAGTGCGCAGGA

TATTCAGGAAATGGCCGAAACCTTTGACCCGCGAGTCTATGGTTGCCGCATTAACCTGGAACATCTGCGCG

GCATCCTGCCTGACGGTATTTTTAAGCGTTATGGCGATGTGGTCGAACTGAAGGCCGAAAAGATTGACGAT

GATTCGGCGCTGAAAGGCAAATGGGCGCTGTTTGCGAAAATCACCCCGACCGATGACCTTATCGCGATGA

ACAAGGCCGCGCAGAAGGTCTATACCTCAATGGAAATTCAGCCGAACTTTGCCAATACCGGCAAATGTTAT

CTGGTGGGTCTGGCCGTCACCGATGACCCGGCAAGCCTCGGCACGGAATACCTGGAATTCTGCCGCACGG

CAAAACACAACCCTCTGAACCGCTTCAAATTAAGCCCTGAAAACCTGATTTCAGTGGCAACGCCTGTTGAGC

TGGAATTTGAAGACCTGCCTGAAACCGTGTTCACCGCCCTGACCGAAAAGGTGAAATCCATTTTTGGCCGC

AAACAGGCCAGCGATGACGCCCGTCTGAATGACGTGCATGAAGCGGTGACCGCTGTTGCTGAACATGTGC

AGGAAAAACTGAGCGCCACTGAGCAGCGCCTCGCTGAGGTGGAAACCGCCTTTTCCGCACTTAAGCAGGA

GGTGACTGACAGGGCGGATGAAACCAGCCAGGCATTCACCCGCCTGAAAAACAGTCTCGACCACACCGAA

AGTCTGACCCAGCAGCGCCGCAGCAAGGCCACCGGCGGTGGCGGTGACGCCCTGATGACGAACTGCTGAC

CGGCGTCAGTCAGTCCGGAAAAACCTTCACGATTAACCCTTAATTTCAGGAAAAACTATGCGCCAGGAAAC

CCGCTTTAAATTTAATGCCTACCTGTCCCGTGTTGCCGAACTGAACGGCATCGACGCCGGTGATGTGTCGA

AAAAATTCACCGTTGAACCGTCGGTCACCCAGACCCTGATGAACACCATGCAGGAGTCCTCTGATTTTCTGA

CCCGCATCAACATTGTGCCGGTCAGCGAAATGAAAGGGGAAAAAATTGGTATTGGTGTCACCGGCTCCATC

GCCAGCACCAGCGACACCGCCGGTGGCACCGAGCGTCAGCCGAAGGACTTCTCGAAGCTGGCGTCAAACA

AGTACGAATGCGACCAGATTAACTTCGATTTTTATATCCGCTACAAAACGCTTGACCTGTGGGCGCGTTATC

AGGATTTCCAGCTCCGTGTCCGTAACGCCATTATCAAACGCCAGTCCCTTGATTTAATCATGGCCGGTTTTA

ACGGCGTGAGGCGTGCCGAAACCTCTGACCGCAGCAGTAATCCGATGCTACAGGATGTGGCGGTCGGCTG

GCTGCAGAAATACCGCAATGAAGCACCGGCGCGCGTGATGAGCAAGGTCACTGACGAGGAAGGGCACAC

CACCTCTGAGGTTATCCGCGTGGGTAAGGGCGGTGATTATGCCAGCCTTGACGCACTGGTGATGGATGCG

ACCAACAACCTGATTGAGCCGTGGTATCAGGAAGACCCTGACCTTGTGGTGATTGTGGGGCGTCAGCTACT

GGCGGACAAGTATTTCCCCATCGTTAACAAGGAGCAGGACAACAGCGAGATGCTGGCCGCTGACGTCATC

ATCAGCCAGAAACGCATCGGTAACCTGCCGGCGGTACGCGTCCCGTACTTCCCGGCGGATGCGATGCTCAT

CACGAAGCTGGAAAACCTGTCCATCTACTACATGGATGACAGCCATCGCCGCGTGATTGAGGAAAACCCG

AAACTCGACCGCGTGGAGAACTACGAGTCAATGAACATTGATTACGTGGTGGAAGACTACGCCGCCGGTT

GTCTGGTGGAAAAAATTAAGGTCGGTGATTTCTCCACACCGGCTAAGGCGACCGCAGAGCCGGGAGCGTA

ACCGATGACGAGTCCCGCACAGCGCCACATGATGCGGGTCTCGGCAGCGATGACCGCGCAGCGGGAAGC

CGCCCCGCTGCGACATGCAACTGTCTATGAGCAGATGCTGGTCAAGCTCGCCGCAGACCAGCGCACACTGA

AAGCGATTTATTCAAAAGAGCTGAAGGCCGCAAAAAAACGCGAACTGCTGCCGTTCTGGTTGCCGTGGGT

GAACGGCGTACTGGAGCAGGGCAAAGGTGCACAGGATGACATTCTGATGACAGTCATGCTGTGGCGTCTG

GATACCGGCGATATTGCCGGTGCGCTGGAGATTGCCCGTTATGCCCTGAAGTACGGTCTGACCATGCCGG

GTAAACACCGCCGCACCCCGCCGTACATGTTCACCGAGGAGGTGGCGCTCGCGGCCATGCGCGCCCACGC

TGCCGGTGAGTCTGTGGATCCCCGCCTGCTGACGGACACCCTCGAACTGACCGCCACGGCTGACATGCCTG

ATGAAGTGCGCGCAAAGCTGCATAAAATCACCGGTCTGTTTCTGCGTGACGGTGGTGATGCCGCCAGTGC

GCTGGCGCACCTGCAACGTGCGACACAGCTCGACTGTCAGGCCGGCGTCAAAAAAGAGATTGAACGGCTG

GAGCGGGAGCTGAAACCGAAGCCGGAGCCGCAGCCCAAAGCGGCCACCCGTGTCCCGCGTAAGACCCGG

AGCGTGACACCGGCAAAACGTGGACGCCCGAAAAAGAAAGCCAGTTAACAACCGAATGCGCCCCGCGCC

AGGGCGGCACGCCGGTCAGTGAGGGTGAATCACCTGACACTGCACCGGCGTCCACCGCCCGACTTTTCAG

AGGTAGTCATGATGACGCTGATTATTCCGCGAAAGGAGGCTCCTGTATCCGGTGAGGGTACGGTGGTCAT

CCCGCAACCGGCAGGCGACGAGCCGGTGATTAAAAACACGTTCTTTTTTCCCGATATCGACCCGAAGCGCG
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TCCGGGAACGTATGCGCCTTGAGCAGACCGTCGCCCCCGCCCGTCTGCGTGAGGCCATCAAGTCAGGCAT

GGCGGAGACGAATGCGGAGCTGTACGAGTACCGCGAACAGAAAATTGCCGCCGGTTTTACACGTCTGGCG

GACGTCCCGGCGGACGACATCGACGGTGAAAGCATCAAAGTTTTTTACTACGAGCGCGCCGTGTGTGCGA

TGGCGACCGCGTCACTTTATGAACGTTATCGCGGTGTGGATGCCAGTGCGAAAGGCGACAAGAAGGCCGA

CAGCATTGACAGCACCATTGATGAGCTGTGGCGGGATATGCGCTGGGCAGTGGCGCGCATCCAGGACAA

GCCGCGCTGCATCGTGAGTCAAATCTGATGAAGACCTTTGCGCTACAGGGCGACACGCTCGACGCCATCTG

TGTCCGGTATTACGGGCGCACTGAGGGCGTGGTCGAGGCCGTGCTCGCCGCAAATCCGGGACTGGCTGAA

CTGGGTGCGGTGCTGCCGCACGGCACCGCCGTCGAACTGCCCGACGTTCAGACCGCGCCCGTGGCTGAAA

CTGTCAATCTGTGGGAGTAACGCATGACAGCAGAAGAAAAAAGCGTCCTGTCGCTTTTCATGATTGGGGT

GCTGATTGTTGTCGGCAAGGTGCTTGCCGGTGGTGAACCCATCACCCCGCGTCTGTTTATCGGGCGCATGT

TGCTCGGTGGTTTTGTCTCGATGGTTGCCGGTGTTGTTCTGGTGCAGTTTCCTGACCTGTCACTGCCTGCGG

TGTGCGGTATCGGCTCCATGCTGGGTATCGCCGGTTATCAGGTGATTGAGATTGCCATTCAGCGCCGCTTT

AAGGGCAGGGGGAAACAGTAATGCCGGTAATTAACACGCATCAGAATATCGCCGCCTTTCTCGACATGCT

GGCCGTGTCCGAAGGGACGGCAAACCATCCGCTGACGAAAAACCGGGGCTATGACGTGATAGTCACCGG

ACTGGACGGGAAGCCGGAAATTTTCACCGACTACAGTGACCACCCGTTCGCACATGGCCGACCGGCGAAG

GTGTTTAACCGTCGCGGTGAAAAATCCACGGCCTCCGGTCGCTATCAGCAGCTTTACCTGTTCTGGCCGCAT

TACCGCAAACAGCTTGCCCTGCCGGATTTCAGTCCGTTGTCACAGGACAGACTTGCCATTCAGTTGATCCGC

GAACGCGGTGCACTGGATGACATCCGGGCGGGACGCATTGAGCGCGCCATTTCACGCTGTCGCAATATCT

GGGCGTCCCTGCCGGGTGCCGGTTACGGTCAGCGTGAGCATTCACTGGAAAAACTGGTCACCGTCTGGCG

TACCGCTGGCGGCGTACCGGCTTAAACGGAGTAAACACCATGAAGAAATTATCCCTTTCACTGATGCTGAA

CGTGTCGCTGGCGCTGATGCTGGCACTGTCCCTGATTTACCCGCAGAGCGTGGCCGTCAATTTTGTCGCCA

CCTGGGCGATTCTGGCGACGGTTATCTGTGTGGTTGCCGGTGGTGTCGGCGTGTATGCCACTGAGTATGTG

CTGGAACGCTACGGGCGGGAGCTGCCGCCTGAATCGCTGGCCGTGAAGATTGTCACGTCGCTGTTTTTGCA

GCCGGTGCCGTGGCGCAGACGGGCGGCGGCTCTGGTGGTGATGGTGGCGACGTTTATCTCGCTGGTCGCT

GCCGGGTGGATTTTTACCGCGCTGATTTACCTCGTGGCGTCGGTGTTCTTCCGGCTGATACGTACGGCCTGT

CGTCAGCGTTTTGAGGGGCGGGAACCATGTCAAAGCTGATGATTGTGATGGTTGTGTTGTTATCGCTGGCG

GTGGCGGGGCTGTTTCTGGCGAAGCATGAAAACGCCAGCCTGCGCGCCTCGCTGGACAGGGTGAACAAC

GTCGCCAGTGAACAGCAGACGACCATCACCATGCTGAAAAATCAGCTTCATGTTGCCCTCACCAGGGCAGA

CAAAAACGAGCTGGCGCAGGTGGCACTGCGTCAGGAACTGGAGAACGCCGCGAAGCGTGAAGCACAGCG

CGAGAAAACCATCACGAGGTTACTTAATGAAAACGAAGATTTTCGCCGCTGGTATGGTGCTGACCTGCCTG

ATGCTGTGCGCCGGTTGCACCAGCGCCCCGCCTGCACTGACGCCAGTGATTGTCCACAACGCCTGCCCGAA

AGTGAGCCTTTGCCCGATGCCGGGCAGTGACCCGCAGAAGAACGGCGATTTAAGTGCCGATATCCGGCAG

CTTGAGAACGCGCTGGCACGTTGTGCCAGCCAGGTAAAAATGATTAAACACTGTCAGGACGAAAATGATG

CTCAAACCCGACAGCCTGCGCAGGGCGCTGACTGATGCCGTCACGGTGCTGAAAACTAACCCCGAGATGC

TGCGGATATTCGTGGATAACGGGAGTATTGCCTCCACACTGGCGACGTCTATGTCATTCGAAAAGCGTTAC

ACGCTCAATGTGATTGTGACCGACTTTACCGGTGATTTTGACCTGCTCATTGTGCCGGTGCTGGCGTGGCTG

CGGGAAAATCAGCCCGACATCATGACCACCGACGAAGGCCAGAAAAAGGGCTTCACGTTTTATGCAGACA

TCAACAATGACAGCAGCTTTGATATCAGCATCAGCCTGATGCTGACCGAGCGCACGCTGGTCAGTGAGGTT

GACGGCGCGCTGCATGTGAAGAATATCCCGGAACCTTCGCCGCCGGAGCCGGTTACCCGACCGATGGAGC

TGTATATCAATGGCGAACTGGTGAGCAAGTGGGATGAATGAGTTTAAGCGTTTTGAAGACCGGCTGACCG

GACTGATTGAATCGCTGTCACCGTCAGGGCGTCGGCGACTGAGTGCCGAACTGGCGAAGCGTCTGCGGCA

GAGTCAGCAGCGTCGGGTGATGGCACAGAAAGCCCCGGACGGCACACCCTACGCGCCACGCCAGCAGCA

GAGCGCCAGAAAAAAGACCGGTCGCGTTAAGCGAAAAATGTTTGCGAAACTTATCACCAGTCGCTTTTTGC

ATATCCGCGCCAGCCCGGAACAGGCATCAATGGAGTTTTACGGCGGGAAGTCACCGAAAATCGCCAGTGT

GCATCAGTTCGGTCTGTCGGAAGAAACCCGGAAAGACGGTAAGAAAATTGATTATCCGGCGCGTCCTCTG
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CTCGGCTTTACCGGTGAGGATGTGCAGATGATTGAAGAGATTATTCTGGCTCACCTCGACCGTTAGTTGTG

CCATTCCTGACACCTCATCGTCACATTGCCGCCGGTATGACCCGGCGGCATCCTTCCCGTTATGAACACTCT

CGCAAATATTCAGGAACTCGCGCGCGCACTGCGCAACATGATCCGCACCGGCATTATCGTCGAAACCGACC

TTAACGCCGGTCGCTGCCGTGTGCAGACCGGCGGCATGTGCACCGACTGGCTTCAGTGGCTGACTCATCGC

GCCGGTCGTTCGCGCACATGGTGGGCACCTTCTGTGGGGGAGCAGGTGCTGATTCTGGCCGTGGGCGGTG

AACTCGACACGGCGTTCGTTCTGCCGGGGATTTATTCCGGCGATAACCCCGCGCCGTCTGCGTCGGCGGAT

GCCCTGCATATCCGTTTCCCTGACGGGGCGGTGATTGAGTATGAACCTGAAACCAGCGCACTCACGGTAAG

CGGAATTAAAACAGCCAGCGTGACGGCTTCTGATTCTGTTACTGCCACGGTGCCGGTGGTCATGGTGAAA

GCATCAACCCGCGTCACCCTGGACACACCGGAGGTGGTCTGCACCAACAGGCTGATTACCGGCACGCTGG

AAGTGCAGAAGGGCGGGACGATGCGCGGCAACATTGAACACACCGGCGGTGAACTCTCATCAAACGGTA

AGGTACTGCACACCCATAAACACCCCGGCGACAGCGGCGGCACAACCGGGAGTCCTCTATGACAGCGCGT

TATCTCGGAATGAATCGCAGTGATGGCCTGACGGTCACTGACCTCGAGCATATCAGCCAGAGTATCGGCGA

TATCCTGCGCACACCGGTCGGCTCACGGGTGATGCGTCGTGATTACGGCTCGTTGCTGGCGTCAATGATTG

ACCAGCCGCAGACCCCGGCGCTTGAGTTGCAGATTAAGGTCGCCTGTTACATGGCGGTGCTGAAATGGGA

ACCCCGCGTCACCCTGTCATCCGTCACCACTGAGCGCAGTTTTGACGGACGAATGACGGTCACGTTAACCG

GCCAGCACAACGACACCGGCCAGCCACTTTCGTTAACCATCCCTGTGAGTTGAAACCATGCCGATTATCGA

CCTGAACCAGCTACCCGCACCGGATGTGGTTGAGGAGCTGGACTTTGAAACCATTCTCGCTGAACGCAAGG

CGACACTGATTTCCCTTTACCCGGAAGACCAGCAGGAGGCGGTCGCCCGTACCCTGACGCTGGAATCTGAG

CCTCTCGTCAAACTGCTGGAGGAAAATGCTTATCGTGAGCTTATCTGGCGTCAGCGTGTGAATGAGGCTGC

ACGGGCGGTGATGCTGGCCTGTGCAGCCGGTAATGACCTTGATGTGATTGGTGCCAATTACAACACCACG

CGCCTGACTATCACCCCGGCAGATGATTCGACCATTCCGCCGACACCGGCAGTGATGGAGTCTGACACCGA

TTATCGTCTGCGTATTCAGCAGGCGTTTGAGGGCTTAAGCGTCGCCGGGTCGGTGGGTGCCTATCAGTATC

ATGGTCGCAGTGCCGACGGGCGTGTCGCGGATATCTCTGTCACCAGTCCGTCTCCGGCCTGCGTCACCATC

TCTGTGCTGTCACGTGAAAATAACGGTGTCGCATCCGAAGACCTGCTGGCGGTGGTGCGTAACGCCCTTAA

TGGCGAGGACGTCAGGCCGGTGGCCGACCGCGTGACCGTGCAGTCTGCCGCCATCGTTGAATACCAGATA

AACGCCACGCTTTACCTTTACCCTGGTCCCGAAAGCGAACCCATCCGCGCTGCTGCCGTGAAAAAACTGGA

AGCGTACATCACAGCACAGCACCGGCTGGGGCGCGACATCCGTCTGTCTGCCATTTATGCTGCTTTGCATG

TGGAAGGCGTGCAGCGTGTCGAACTGGCCGCACCACTGGCCGACATCGTACTCAACAGTACGCAGGCGTC

TTTCTGTACCGAATACCGCGTCGTGACCGGAGGCTCGGATGAGTGATTCGCGCCTGCTGCCGACCGGCTCA

TCACCGCTTGAAGTCGCCGCCGCAAAAGCCTGTGCGGAAATTGAAAAAACGCCGGTCAGTATTCGTGAGCT

GTGGAACCCGGATACCTGTCCGGCAAATCTGCTGCCGTGGCTGGCGTGGGCGTTTTCGGTCGACAGGTGG

GATGAAAAGTGGCCGGAAGCGACAAAACGCGCCGTTATCCGCGATGCCTATTTCATCCACTGTCATAAAGG

CACTATCGGCGCAATCCGGCGTGTGGTGGAGCCGCTCGGCTATCTCATCAACGTGACGGAGTGGTGGGAA

AACAGTGACCCGCCCGGCACCTTCCGGCTCGATATTGGTGTACTGGAAAGTGGCATCACAGAGGCAATGT

ATCAGGAAATGGAACGGCTGATTGCTGATGCCAAACCTGCAAGCCGCCACCTTATTGGCCTGAACATTACC

CGGGACATTCCCGGCTACCTGTTCGCCGGTGGTGTGGCTTACGACGGCGATGTAATTACGGTTTACCCCGG

ATAAGTGAGGAATAATGAGCACAAAATTCAAAACCGTTATCACCACTGCCGGTGCAGCAAAGCTGGCAGC

GGCAACCGCACCGGGAGGGCGGAAGGTCAATATTACCACGATGGCCGTCGGGGATGGCGGTGGTAAATT

GCCTGTCCCGGATGCCGGACAGACCGGACTTATCCATGAAGTCTGGCGACATGCGCTGAACAAAATCAGC

CAGGACAAACGAAACAGTAATTATATTATCGCAGAGCTGGTTATTCCGCCGGAGGTGGGCGGTTTCTGGA

TGCGTGAGCTTGGCCTGTACGATGATGCGGGAACATTAATTGCCGTGGCGAACATGGCCGAAAGTTATAA

GCCAGCTCTTGCCGAAGGCTCAGGGCGTTCGCAGACCTGTCGCATGGTCATCATCGTCAGCAGTGTGGCCT

CAGTGGAGCTGACCATTGACACCACAACAGTGATGGCGACGCAGGATTACGTTGATGACAAAATTGCAGA

GCACGAACAGTCACGACGTCACCCGGACGCCTCGCTGACCGCCAAAGGTTTTACTCAGTTAAGCAGTGCGA

CCAACAGCACGTCTGAAACACTGGCCGCAACGCCGAAAGCGGTAAAGGCCGCGTATGACCTTGCTAACGG
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GAAATATACCGCACAGGACGCCACCACCGCGCGAAAAGGCCTTGTCCAGCTAAGTAGCGTCACCAACAGC

GATTCTGAAACGCTTGCGGCAACGCCAAAGGCGGTTAAGACAGCGTATGACCTTGCTAACGGGAAATACA

CTGCACAGGATGCCACCACAGCGCGAAAAGGTCTTGTCCAGCTCAGTAGCGCCACCAACAGCGATTCTGAA

ACGCTTGCGGCAACACCAAAAGCGGTGAAGTCTGCCTATGACAATGCTGAAAAACGTCTTCAGAAAGATC

AGAACGGTGCGGATATTCCGGGAAAGGATACTTTCACGAAAAATATCGGTGCCTGTCGTGCTTATAGCGG

CGCTTTGAGCACTGAAGCCGGAAACTGGACAACCGCTCAGTTTATTGACTGGCTAGAGTCTCAGGGAGCCT

TTAATCATCCCTACTGGATGTGCAAGTGTTCCTGGTCATACGGTAATAACAAAATTATTACCGATACTGACT

GTGGGACGATTCATCTTGCAGGTTGCGTGATTGAGGTTATGGGCGTTAAAGCTGCAATGACCATTCGTGTG

ACCACTCCGAGTACATCAAGCGGTGGCGGTACCACCAGTGCGCAATTTACGTATATCAATCACGGAGCTGA

TTATGCGCCGGGCTGGCGACGCGACTACAATACGAAAAATAAGCAACCGGCTTTTGCATTAGGGAAAACA

GGAAATACGGTTGCAAATAATAAAGCGGTAGGATGGAACTGGGACAGTGGTGCTTATTGTGCACAGGATG

GCGGAGCATCAAAAATGGTGCTGCATTTTTACACGGGTGAGGGAAGTTGTCCGGCAATGCAGTTTCTTGTG

GATTATAAAAACAGGGGGATTTTTTACAGGTCGGCACGTGATGGGTATGGATTTGAGGCTGACTGGTCAG

AGTTTTATACAACATCACGAAAGCCAACACCTGCGGATATTCTTGCTCTGGCATTATCAGGCGGAAGCATGT

CAGGCAGCATAAAATTTATCAATGATGCCTTCCTGATTTGGGAAAGAAACACTGACTGGGCGAAAATTGGA

TTTAAAAATGATTCAGATGCTGATTCTGACTCATACATGTGGTTTGAAACTGGTGATAATGGCAATGAATAT

TTTAAATGGCGCATCAGGTCTGGCAGCACAACAAAAGACCTGATGACGCTTAAGTCTGATGCACTACGGGT

TACCGGGCAGGTGATACCATCAAATTTCAGCAATTTTGACTCCCGCTATGTCCGGGATATCCGGCTTGGTG

GTGCCGCCACATACAAACCTGCGAACAATGGCATGACATGGACACATCAGGCACCGTCCGGGTGTGTATAT

ACCGGCATTATTGTTCAGGATACCGGCTCAAACTCTGCCGATAACATTGGTGGCGTATATTACAGACCGGT

TCAGAAATACATTAACGGGACATGGTACAACGTGGCGCAGGTATAATTTATGCAGCATTTGATAAATATAA

CGGTGGGTAATCCAAAAACAGTTGAACAATATCAATTGACAAAGGACTTTGATGTCGTCTGGTTTTTTACA

GAAGATGGTAAGAACTGGTACGAAGAACAAAAGTATTTTGCTGATGACACGATAAAAATAGCGTACGACA

AAGATAATATCATCCGCTATGTGGAAAAGGATGTGACAGCTATCAGACCGGATGGATTAAGTGTGGTTGA

AGTGGCGGATATTACTGCTAATCGACGGGCGGACATTTCAGGGGGCTGGATGTTTAAGGACGGCAAAGTG

ATTAAACGCATTTATACGGCAGAGGAATTGCAGAAGCAGGCAGAAAATCGGAAAGCCAGACTTCTTGCAG

ATGCTGAATCCGTGATTTTGCCGCTGGAGCGCGCTGTCAGGCTGAATATGGCAACAGAGGAGGAGCGCAC

ACGGCTGGAGATCTGGGAACGCTACAGTGTTCTGGTCAGTCGTGTAGAACCAGCAAATCCTGAATGGCCG

GAAATACCGCAATAAATTGTATAAGCTCTGATGTGAGTTTATACATCTATGGCACAGAGTAAAAACTAATCT

GACAGTTCGCTCTGTGCCAAAAGCAGAATTTACCCATTACGATTATACACCATGTAAAAAACGGTTGTTTCT

TCGTCGCTCTCCCTCGCTGCTAACTTCATTAAAAAATCCTCTGCTAACATCATCAGAAATATCAATAATGTGT

TTTAACGCAGAAAGGGTCTTAAATTGCTTGCTCGTTAAGGCTGACTTATCAATCGCTAATTGCTCGTCATTT

ACATCTTTTAAGTAAGAAAAATACTTACCCAAAAAGCCTGCGATAACATCAGATAGTTGGACAGCCTCTGA

GTTGTGGGATTTAACGAATTCATGATTCTGTATTGGTATGCCATTTTCAGTTAACGGGAAGTTTTTAACTTCA

TCTTGAATGCTATTTTCTTCATCAAATATGTGAATGGAATTTTTAAATAGATACAAGTTTCTTAAATAAAATA

CCATAAAGCTATCGATCAGTTTTCGACCATGAAATCCCGATATGAACGGTAGTTCTTCGATTTTTAGAGATT

CTTTAACCAAATTTTTGAGTGCGTGTGCTCGAAAATCTGGTAGCATACAACTGTGCATGCATGTAAAATCGA

TAAGCCAGAGGCAAAAGTCATAAACTTTTTCTTCTGGAATATCGGGGTAGTTAAATTTATGTAGAGCATTCA

GGAAAACATCGGAATTGCTATTGGCAAGCTCATAAAAATCGCTCTTAAGTGACATGTGGTTCATGATATAA

AAAGGATTATGTAGCTCTCCAATAATAGAATCAATAATGTCAATAATAGACCAATATGTGATATTAAGATTA

AAATAATGGATGTGGAAATTGTTTTCAATAAGCCAGTTTAGAATAATTAAAAGCTTATCAGATTTAAGCATG

TCCAAAAAACTACCCTTGGCAATATGACTGAGTTTTAACTCGCGGGCACTTTTTTGAAGATTAAGCTTTTTA

AATAGGGTTAAATAATCGCTGTCAGTGCTTAACCCTTTGTGTAGTATTCCTGCAAGGATGAAATTATCCGCC

TTTACAACATTAAAACCAGAATCTTTTAAATATAGTTTTCGAATATTATTCGTTTCATCATAATAAAACGTAT

AGACTTCGTCAGTATTTTGAAGACCATTATACTTGATAAGTAACTCTCTAAGTTCAATGACATCCATTTTATT
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CCCCTAATGCAATTCTCAAACTAAGGTCAATTTCAGTAATTATCATATAAAGTTAGCCTAACAAACATATTAA

TGAATGTCTGCTATTCGCTCAAAGCAGACTGTCAGATTTGATAGCGTTTTGGCTATGTAAATTGTCAGTCGG

AAAATGAGTGTGTACAAATCAGGACAGGCGGGCAGATTGCCCGCCTTTTCTTTGTCTGTTGTTTCATCCACT

GACCAGCCAGGTCAAATAGCGTCTCATGCTCTGCACAACAGAAAATACCACTCACCCATTAACCACGGAGT

TAAACGGATGAGTGACTATCATCATGGCGTGCAGGTGCTGGAGATTAACGACGGCACCCGCGTCATTTCCA

CCGTATCCACGGCCATTGTCGGCATGGTCTGCACGGCCAGCGATGCGGATGCGGAAACCTTCCCCCTCAAT

AAACCGGTGCTGATTACCAATGTGCAGAGCGCAATTGCAAAGGCCGGTAAAACAGGCACGCTGGCGGCAT

CGTTGCAGGCCATCGCTGACCAGTCAAAACCGGTCACCGTTGTCGTGCGTGTGGAAGACGGCACCGGCGA

AGACGAAGAAACGAAGCTCGCGCAGACCGTTTCCAATATCATCGGCACCACCGACGAAAACGGTCAGTAC

ACCGGACTGAAAGCCCTGCTGGCGGCGGAGTCGGTAACCGGTGTTAAACCGCGTATTCTCGGCGTGCCGG

GACTGGATACCAAAGAGGTGGCTGTTGCACTGGCATCTGTCTGTCAGAAGTTGCGCGCTTTCGGGTATATC

AGCGCATGGGGCTGTAAAACCATTTCCGAGGTGAAAGCCTACCGCCAGAATTTCAGCCAGCGTGAGCTGA

TGGTCATCTGGCCGGATTTCCTCGCATGGGATACGGTCAGCAGCACCACCGCCACCGCGTATGCCACCGCC

CGTGCGCTGGGTCTGCGTGCCAAAATCGACCAGGAGCAGGGCTGGCATAAAACGCTGTCCAACGTCGGG

GTGAACGGTGTTACCGGCATCAGCGCCTCTGTATTCTGGGATTTGCAGGAGTCCGGCACCGATGCTGACCT

GTTGAACGAGTCAGGTGTCACAACGCTGATTCGCCGTGACGGTTTCCGCTTCTGGGGTAACCGTACCTGCT

CTGATGACCCGCTGTTCCTCTTTGAAAACTACACCCGCACCGCGCAGGTGCTGGCCGACACGATGGCTGAG

GCGCACATGTGGGCGGTGGACAAGCCCATCACTGCAACGCTGATTCGCGACATCGTTGACGGCATCAATG

CCAAATTCCGTGAGCTGAAAACAAACGGCTATATCGTGGATGCGACCTGCTGGTTCAGCGAAGAATCCAAC

GATGCGGAAACCCTCAAGGCCGGAAAACTGTATATCGACTACGACTATACACCGGTGCCTCCTCTCGAAAA

CCTGACCCTGCGCCAGCGTATTACCGATAAATACCTGGCAAATCTGGTCACCTCGGTTAACAGCAATTAAG

GAGCCTGACCGATGGCAATGCCGCGCAAACTCAAGTTAATGAACGTCTTTCTGAACGGCTACAGCTATCAG

GGCGTTGCAAAGTCCGTCACGCTGCCAAAACTGACCCGTAAGCTCGAAAACTATCGCGGTGCGGGGATGA

ACGGCAGCGCACCGGTAGACCTCGGCCTTGATGACGATGCGTTGTCAATGGAGTGGTCGCTCGGGGGCTT

CCCGGATTCGGTTATCTGGGAGCTTTACGCCGCAACCGGCGTGGATGCCGTGCCGATTCGTTTTGCAGGCT

CTTACCAGCGCGACGATACCGGCGAAACGGTGGCCGTCGAAGTGGTCATGCGTGGCCGTCAGAAAGAAAT

CGACACCGGTGAGGGTAAACAGGGAGAAGACACCGAGTCGAAAATCTCCGTGGTCTGCACCTATTTCCGG

CTGACGATGGACGGTAAGGAGCTGGTCGAAATTGACACCATCAACATGATTGAGAAGGTGAACGGCGTCG

ACCGGCTGGAGCAACACCGCCGCAATATCGGCCTGTGATTTTCATCCGGTCAGCCAGGCTGACCGGTTAAC

CCCGATTCAGAAGTGAGAAAACCATGAACAAAGAAAATGTGATTACCCTGGACAATCCGGTCAGGCGTGG

TGAGCAGGTTATCGAACAGGTCACGCTGATGAAACCTAATGCCGGGACGCTGCGCGGTGTCAGTCTGGCT

GCGGTCGCAAACTCCGAAGTCGATGCACTGATTAAGGTGCTGCCGCGCATGACGGCACCGATGCTGACCG

AGCAGGAAGTCGCCGCGCTGGAACTGCCTGACCTTGTGGCGCTGGCCGGTAAGGTGGTCGGTTTTTTGTC

GCCGAACTCGGTGCAGTGACGTTCCCGAAAAATCTGTCGGTCGATGACCTGATGGCGGATGTGGCAGTGA

TATTTCACTGGCCGCCATCAGAACTGTATCCCATGAGCCTGACCGAACTCATCACATGGCGCGAAAAGGCG

CTCCGGCGAAGCGGAAACACGAATGAGTAACAATGTAAAATTACAGGTATTGCTCAGGGCTGTTGACCAG

GCATCCCGCCCGTTTAAATCCATCCGCACAGCGAGCAAGTCGCTGTCGGGGGATATCCGGGACACACAAA

AATCACTGCGCGAGCTGAACGGTCACGCATCCCGTATTGAGGGATTCCGCAAGACCAGTGCACAGCTCGCC

GTGACTGGTCATGCACTTGAAAAGGCACGGCAGGAAGCCGAAGCCCTTGCCACACAGTTTAAAAATACCG

AACGTCCGACCCGTGCTCAGGCGAAAGTGCTGGAATCCGCAAAGCGTGCGGCGGAGGACTTACAGGCGA

AATATAACCGCCTGACGGATTCTGTTAAACGCCAGCAGCGGGAACTGGCCGCTGTGGGAATTAATACCCGC

AATCTTGCACATGATGAGCAGGGGCTGAAAAACCGTATCAGTGAAACCACCGCACAGCTTAACCGTCAGC

GTGACGCGCTGGCGCGTGTCAGTGCACAACAGGCAAAACTTAACGCAGTCAAACAGCGTTATCAGGCAGG

AAAGGAACTGGCCGGAAATATGACCTCAGTGGGCGCTGCCGGTGTGGGGATTGCGGCGGCGGGAACGAT

GGCCGGAGTTAAGTTGCTGATGCCCGGTTATGAGTTTGCGCAGAAAAACTCAGAATTGCAGGCCGTGCTC
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GGAGTGGCAAAAGACTCCGCCGAAATGACCGCACTACGCAAACAGGCGCGCCAGCTCGGCGACAATACC

GCCGCCTCGGCGGATGATGCGGCCGGTGCACAGATAATCATCGCGAAAGCGGGTGGGGATGTTGATGCC

ATTCAGGCGGCAACGCCGGTCACGCTGAATATGGCGCTGGCGAACCGCCGCACGATGGAAGAAAACGCC

GCCCTGCTGATGGGGATGAAATCCGCCTTTCAGCTTTCAAACGATAAGGTCGCTCATATCGGGGATGTTCT

CTCCATGACGATGAACAAAACCGCCGCCGATTTTGACGGCATGAGCGATGCGCTGACCTATGCCGCACCTG

TGGCAAAAAATGCCGGTGTCAGCATTGAAGAAACCGCCGCAATGGTCGGGGCACTGCATGATGCAAAAAT

TACCGGTTCAATGGCGGGGACGGGAAGCCGTGCCGTGTTAAGCCGCCTGCAGGCACCGACGGGAAAAGC

ATGGGATGCACTCAAAGAGCTTGGCGTGAAAACCTCAGACAGCAAGGGAAACACCCGACCAGTATTTACC

ATTCTGAAAGAAATGCAGGCCAGTTTTGAGAAAAACCGGCTCGGTACTGCCCAGCAGGCTGAATACATGA

AAACTATTTTCGGGGAGGAGGCCAGCTCAGCCGCAGCCGTGCTGATGACTGCCGCCTCAACCGGAAAGCT

GGACAAACTGACCGCTGCGTTTAAAGCCTCAGACGGGAAGACCGCAGAGCTGGTAAATATCATGCAGGAC

AACCTCGGCGGTGACTTTAAGGAGTTTCAGTCCGCTTATGAGGCGGTGGGGACTGACCTGTTTGACCAGCA

GGAAGGCGCACTGCGTAAGCTCACACAGACGGCCACAAAGTATGTGTTAAAACTCGACGGCTGGATCCAG

AAAAACAAATCACTGGCGTCAACCATCGGCCTCATTGTCGGTAGCGCGCTGGCGCTTACTGGCATCATCGG

TGCAATTGGTCTTGTAGCCTGGCCGGTTATCACCGGCATCAATGCCATCATCGCGGTAGCAGGCGCAATGG

GGGCAATCTTCACGACGGTTGGCAGTGCTGTTATGACGGCCATCGGGGCGATTAGCTGGCCGGTTGTGGC

CGTGGTGGCCGCCATTGTCGCCGGGGCGTTGCTTATCCGTAAATACTGGGAGCCTGTCAGCGCATTCTTTG

GCGGTGTGGTGGAAGGGCTGAAAGCGGCATTTGCGCCGGTGGGGGAACTGTTCACGCCACTTAAGCCGG

TGTTTGACTGGCTGGGTGAAAAGTTACAGGCCGCGTGGCAGTGGTTTAAAAACCTGATTGCCCCGGTTAAA

GCCACACAGGACACCCTGAACCGTTGCCGTGACACGGGCGTCATGTTCGGGCAGGCACTGGCTGACGCGC

TGATGCTGCCGCTTAATGCGTTCAACAAACTGCGCAGCGGTATTGACTGGGTACTGGAAAAACTCGGTGTT

ATCAACAAAGAGTCAGACACACTTGACCAGACCGCCGCCAGAACTCATGCCGCCACGTATGGCACCGGTG

GTTATATTCCGGCGACCAGCTCTTATGCAGGCTATCAGGCTTATCAGCCGGTCACGGCACCGGCTGGCCGC

TCTTATGTGGACCAGAGTAAAAACGAATATCACATCAGCCTGACGGGTGGTACTGCGCCGGTGACACAGCT

CGACCGCCAGTTACAGGATGCGCTCGAAAAATACGAGCGGGATAAACGTGCGCGCGCCCGTGCCAGCATG

ATGCATGACGGTTAAGAAGGTGACGAAAAATGATGCTCGCGTTAGGTATGTTTGTTTTTATGCGCCAGACG

CTGCCACACCAGACCATGCAGCGTGAATCAGATTATCGCTGGCCGTCAAATTCCCGTATCGGCAAACGGGA

GGCCTACCAGTTTCTCGGTGTTGGCGAGGAAAACATGACGCTTGCCGGTGTGCTTTATCCCGAACTGACCG

GCGGAAAGCTGACGATGACCACGCTCAGGCTGATGGCAGATGAAGGCCGGGCGTGGCCGTTGCTGGATG

GTACCGGCATGATTTACGGCATGTATGTCATCAGCAGGGTGAGTGAAACAGGGAGTATTTTCTTTGCAGAC

GGCACACCCCGGAAAATTGATTTTACGCTGTCACTCACCCGCGTGGATGAATCACTGGCCGCGCTTTATGG

CGATATCGGTAAACAGGCGGAGTCGCTCATCGGTAAGGCTGGCAGTATGGCGACCAGATTCACGGGAATG

ACGGGGGCGGAATAATGCTGGATGCGCTGACATTTGATGCAGGCAGTACGCTGACGCCGGATTACATGCT

GATGCTCGACAGCAGGGATATTACCGGCAATATCAGTGACCGTCTGATGAGCATGACTCTGACGGATAACC

GGGGCTTTGAGGCTGACCAGCTTGATATTGAACTGAACGATGCCGACGGGCAGGTTGGGCTGCCGGTTCG

TGGCGCTGTCCTGACGGTGTATATCGGCTGGAAAGGTTTTGCCCTGGTATGCAAAGGGAAATTCACCGTTG

ATGAGGTTGAACACCGGGGCGCGCCGGATGTGGTCACCATCCGCGCCCGGAGTGCAGATTTTCGCGGGAC

GCTCAATTCCCGCCGTGAAGGCTCATGGCATGACACCACGCTCGGTGCGATTGTTGAGGCGATAGCCTCCC

GTAACAGGCTGGAAGCCAGTGTCGCTCCGTCACTGGCCGGAATTAAAATCCCGCACATCGACCAGTCGCA

GGAGTCTGATGCGAAATTTCTGACCCGTCTTGCAGAACGTAACGGCGGCGAGGTGTCGGTAAAAATGGGA

AAACTGCTGTTTCTCAAAGCGGGGCAGGGGGTGACGGCCAGTGGTAAAAAAATCCCGCAGATTACCATCA

CCCGCAGCGACGGCGACCGTCATCATTTTGCGATTGCTGACCGTGGAGCTTACACCGGCGTAACGGCAAA

GTGGTTACACACCAAAGACCCGAAACCACAAAAGCAGAAGGTAAAACTGAAACGCAAAAAGAAAGAAAA

ACACCTGCGCGCACTGGAGCACCCGAAAGCAAAACCGGTCACGCAGAAGAAAGCGCCAAAAGTACCGGA

AGCGCGCGAAGGTGAATACATGGCCGGTGAGGCTGACAACGTTTTTGCCCTGACTACGGTATATGCCACG
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AAAGCGCAGGCCATGCGCGCCGCTCAGGCGAAGTGGGATAAACTGCAACGGGGTGTGGCGGAGTTCTCC

ATCAGCCTGGCTACCGGTCGGGCAGATATTTACACGGAAACACCGGTTAAAGTGTCAGGCTTTAAGCGCGT

CATAGACGAGCAGGACTGGACAATCACTAAGGTGACACATTTTCTGAATAATAGCGGCTTCACGACGTCCC

TGGAGCTTGAGGTCAGGCTTTCTGATGTGGAGTACGAGACAGAAGATGATGAGTGATGTGTTTTATTTATC

TGTTTGTTTTATAGGGATAAATTAACTAAAATGGCACCATCAACAAACCGGAAGAGGTGCTCGCGATGTTT

CATTGTCCTTTATGCCAGCATGCCGCACATGCGCGTACAAGCCGCTATATCACTGACACGACAAAAGAGCG

TTATCACCAGTGCCAGAACGTGAATTGCAGCGCCACGTTCATCACTTATGAGTCGGTACAGCGATACATCG

TGAAGCCGGGAGAAGTCCACGCCGTAAGGCCGCACCCGTTGCCGTCAGGGCAGCAAATTATGTGGATGTG

ATCACAAAAATAGCCCCTCAGTTGAGGGGCTTATTTATGGTCGATGTGGACGCTATGTGGACAGTGCTTGA

TATAAATCCATTTATATCATCAGGTTAGGTGCTTTTTTGTGACACCATCCCTGTCTTCCCCCACATGATGTGG

GGGTTTTTTTTATCAATCACTTACATCAGTTTCCGTAAGAAAACAGTAACTTAAGAAAACCTATAAGGGACT

GGAAGGGCTACAAAGTTCTGAGAGTGTGGACACTATGTGGACACTCAGAAGGGAAATTTATAACGTCACT

CCGCCTTTTAGAGGATTCAGCGCGACGGCATTTTGCAGGTAGTCAGGCGCAAGGTGCGCATAGGCCATCG

TCTGCTGAATGCTCGCATGTCCCAGAATCTGTTGCAGTGCGATTATATTGCCCCCATTCATCATGAAATGGC

TTGCGAATGTATGCCGCAGGATGTGGGTTGCCTGATTGGGTGGTATATCTGGCTTCACTCTGCGTAAAATC

CCGCAAAACTTCTCATAATCAACTTTGAATAATTTAGCGCTGGCCTCCTCTTTAACTTTTTTCTCCAGTTCCTC

AGAAATCGGCACGGTTCGCTTTTTACCGTTTTTGGTTTTCAGGAAGGTAACCCTGCAATTTGTAATCTGTGC

TGGTTTTAGCGTGGCAACTTCCGTCCATCTTCCTCCAGTGCTCAGACATAAAAGTGCGACAAGTAAGTCATC

ACCATCCAAAACATTTAACAGTTTTTCGATTTCTGCTTTTTCCAGGAACGTCATTTCAGGGTTGGCCTCCGCC

AGTGGCGGCAGTCCGTGAATTGGGTGTTGCCCGGAAAATTCATCCAATTGAATTAATTTTGTGAACATGCC

GGATAATCGGTACATGTCACGGTTTATCGTTGCGGCACTGATACCATCACGTAGTCGCATGGAACGATAAT

CCATCAAAGCTCTTTTGCTCATCCGGCTCACTGGTATATCACCTATGCCGCTGATGGTTTTGAGCAGATGAT

TAAACTCTTTTGTTCCATGCTCGTGGTTTTGCCCGTGATATTTCCACCAGATGTCCAGCAACTCACTCAAAGT

TCTGCGATCTGCTCGCTGACCTGCCCATTCTTTCTGGCTGGCGTAGGCGATTGTGTATCGCTCAAATGCTAC

AGCCTCAGCTTTTCTTTCAAATTTCCTGCGGATGCGTTTTCCGTCGCGACCGCGAGGTCTAATGTCCACTTCA

TAGCGTCCATCATCGAGCTTCTTAATTGACATAAGAAAGCCCTCTGACGCTGTATTCACCATCTTGGTAACA

AATGGTGAAAATATAATGTTTATATAGTGTTAACCAGTCTGTTTTTCGGAGTGGTCTGATTCTGTTGGTTTTT

GCCCAATGTGTGCGAGAGCCGGCGCGATCTGACCAGCTTGTGGTGACGTATCACCAGTCATTAACCAGAG

CGTATATTTTTTAAATAAAGGCGTATTTGTGACTCGCATAACGATGCTGAGACCAGGGTCTTTATGCCCACT

TTCGTAATTTTTGACTGTTCCTAGAGCTATCCCGCTAATTTCGCTGAATTTCGCCTGTGTTAAGCCTTCTGCTT

TCCTAATCGCTTTCAGTTTTTCGAATGTCTGCATTTGACAGTAACCTATTGGTGACTTATATTCCCGTCAAAA

GGTTGTGTATTGGTGACCTTTTGAGTGTGTTAGCCAGTCCCTAGAAAGGACAGGGGCGACCTAGAAGGGA

CTGGATCTAATAAGGGTAACACGAAAGCAAAAAGGGCTAATCAATGGAAGTCAATGACTATGTGATTCAG

TACCCGATTGATGCGGTACATACGGTTAAGTTTGCAGAGTTACTTGGTAAGCCAGAAACGGCTGTAGTCGT

CAAGATGTCAGCGCCAGTGATATAAGACGGTAATTCGCCATTTGGATTGTCCGCTCCACCCAACATGTTGTT

TCCTTAAGGTTCTCACACCAGAAAGGACATCAACATGCTGAGCAGAGAGGACTTTTACATGATAAAGCAAA

TGCGCCAGCAGGGCGCGTACATCGTCGATATTGCGACTCAGATTGGTTGCTCTGAACGGACGGTCAGACG

CTACCTCAAATACCCTGAACCGCCAGCCAGAAAGACCCGCCACAAAATGGTTAAGCTGAAACCGTTTATGG

ATTACATCGACATGCGCCTGGCAGAGAATGTCTGGAATAGCGAGGTTATCTTCGCGGAGATTAAGGCAAT

GGGTTATACGGGCGGACGTTCCATGCTGCGTTACTACATCCAGCCCAAACGTAAAATGCGTCCGTCAAAAA

GAACAGTTCGCTTCGAAACTCAGCCTGGATACCAGCTCCAGCATGACTGGGGCGAAGTTGAGGTGGAGGT

TGCCGGGCAACGGTGCAAAGTTAACTTTGCGGTTAATACGCTGGGGTTCTCCCGCAGCTTCCATGTCTTCG

CCGCACCAAAACAGGATGCTGAGCATACCTACGAATCACTGGTTCGCGCCTTCCGCTACTTCGGTGGTTGT

GTGAAAACGGTGCTGGTTGATAACCAGAAGGCTGCGGTGCTGAAGAATAACAACGGGAAAGTCGTGTTCA

ACTCCGGATTCCTGTTGCTGGCTGACCACTATAACTTCCTGCCACGGGCATGCCGTCCACGCAGGGCCAGA
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ACAAAAGGTAAGGTTGAGCGGATGGTGAAATACCTCAAGGAGAACTTCTTCGTCCGGTACCGCAGGTTCG

ACAGCTTCACTCATGTCAATCAACAACTGGAGCAATGGATAGCCGATGTGGCTGACAAACGGGAGCTTCGC

CAGTTCAAAGAAACGCCGGAACAGCGCTTCGCGCTGGAGCAGGAACATCTGCAGCCGTTACCGGATACAG

ACTTCGATACCAGTTACTTCGATATCCGCCATGTGTCCTGGGACAGCTATATCGAGGTTGGTGGTAATCGTT

ACAGCGTTCCCGAAGCGCTGTGTGGTCAGCCGGTATCGATACGAATATCGCTGGATGACGAGTTGCGGAT

CTACAGTAATGAGAAACTGGTGGCCTCACATCGCCTCTGTTCAGCATCGTCTGGCTGGCAGACAGTGCCGG

AGCATCACGCCCCGCTCTGGCAGCAGGTCAGTCAGGTGGAACATCGACCACTGAGTGCCTATGAGGAGCT

GTTGTGATGCATGAACTGGAAGTCCTGCTGAGTCGCCTGAAAATGGAGCATCTGAGTTATCACGTTGAAAG

CCTGCTGGAACAGGCAGCTAAAAAAGAGCTGAACTACCGGGAGTTCCTGTGCATGGCGCTACAGCAGGAA

TGGAACGGCAGGCATCAGCGCGGTATGGAGTCCAGGCTGAAGCAGGCTCGTCTGCCGTGGGTCAAAACG

CTGGAGCAGTTCGACTTTACCTTCCAGCCGGGCATCGACCGTAAGGTTGTCCGGGAACTGGCTGGTCTGGC

GTTCGTGGAGCGCAGCGAAAACGTGATCCTGCTGGGCCCTCCTGGTGTCGGAAAAACTCATCTGGCCATA

GCTCTTGGCGTGAAAGCGGTGGATGCGGGACATCGGGTACTGTTTATGCCACTGGACAGACTGATCGCGA

CACTGATGAAAGCGAAACAGGAAAACCGGCTGGAGCGTCAGCTACAGCAACTGAGTTATGCCCGGGTGTT

GATCCTGGATGAAATAGGCTATCTGCCGATGAACAGAGAGGAAGCCAGTCTGTTCTTCCGGCTACTGAACC

GTCGATATGAAAAAGCGAGCATCATACTGACGTCAAACAAAGGGTTCGCAGACTGGGGAGAAATGTTCGG

AGATCACGTACTGGCAACAGCGATCCTGGATCGGCTGCTACATCACTCAACCACGCTGAATATCAAAGGAG

AGAGTTACCGGTTAAAAGAGAAACGTAAAGCTGGAGTGCTGACCAAAAACACAACGCCAATCAGTGATGA

TGAAATGGTGGAAAGCGGACAGCATCAGTAACGAAAGTATTTAGCGGGCATGAAAATGGCAAATAACGG

TCAAACATCGTGGCGTTGACAAAGATGGTAAAAGAGAATAAATTGCCAGTTATTGAGCTTCGTGATCCAAG

TAAGCCGAACGCTCGTGTCGGTGAGAAGTGGGTTTTCATTCCAGAGTTTAATCGCGCTGTACGAGAGGCGT

TTTATAACCGACCAGTTGAACAGCGTGATGCATGGCTTTTGTGGATGGGGTTGTGATTATGAGTGAACCGC

GTTGTATTGCTCAGTTACTGCGTAACGAAAGCCCAAGGGCGATTGACTTCACCATCACCCACGGTAAGGGG

CGTAAGGGAATCATTATCCGCACCAAAAAACAGAGTCCGTTAAAAAAGGCTCTGACCTTTCTGAAAAGCCG

GAGGGTATGGAAATGACAGTGATGACGCTCAATCTCGTTGAAAAACAGCCAGCAGCTATGCGCCGGATAA

TTGGTAAGCATCTTGCCGTTCCTCGCTGGCAGGATACATGTGATTATTATAATCAGATGATGGAGCGCGAA

CGGCTAACGGTTTGCTTTCATGCGCAGTTAAAACAGCGTCACGCAACGATGCGTTTTGAAGAAATGAACGA

CGTCGAACGTGAACGGCTGGTTTGTGTAATTGATGAATTGCGTGGGGCATTCTCAAAACGCCGTCAGGTTG

GCGCAAGTGAGTATGCATATATTAGTTTTTTAACAGTCAGTCAGCGTCGCACTTTATTTATGCATGCCGGAT

TGACTGAAAAAGAATTCAACCAGCCATACTGGCGAATTAATGAAGAGTCATGTTACTGGCGTGATGCTTTA

TTCCGTGCATTACGTGAATTATTCAGCCTGTTTGAGTATGCACCGACAATTCTGACGTCGGTAAAACCAGAG

CAATATCTGCATTAAGTAATTAACCAGAGTTTTTAACGCACTTAATTGTGCGGGGCTTCTTTTTGCCTGGAG

AAAGTCATGCATACAGTTTCTGAAAATCAGTGCGGTAAATACGCATTACTGCTGCAACAGGCCAGAACCGA

AGCACAGGCCGACGCAGCGACGCGCTTTTCTTCTCATCTTGACGCCATGATTCGCCACATCACAAAGGCGG

AGTTATCCCGCGTAGAGATAGTCGAGCTGCTCAGTCAGGAGTCGGAAAAATTTCACAATATCGGATTGTCT

CGCGGGGAGGTGCTTTGATGTCCTGTTCTCGTTCAGTTGTATTACTGAATAACGCCTTAAAAATCACCGTTA

TGAAAAATGGCGATCTATCTCTTATTCAACTTGGTCTTGATAAAGAAAAACGCGAAATAACTGAGTCTGTTA

TCGCGATTTATCAGAACGAATTAAACCTCCTGTCTGATGTGGTCAATTTACTTGTTAAACGCGCTGTATTTCA

CAAGCAAATTTCCTCCGTGGATGAACTGACGAAATTAACGACAGAAATCGCCAGCTATTGCGCTGATGAAT

TTAAAAAACTGAACGACAAAAGGAACTGGTAATGCCGGACAACGTAGATTTTATTCAGGAACAACAGGCT

GAATTACTGGAGCGCCAGATTAACGCGGCAAGGGTAAAACATTGCGGTGCTTCTGCGCTGGTTTGCGAAG

AGTGTGACGCGCCAATACCTGCTGCCCGTCGTGCGGCTTATCCGTCAGCCACGCGTTGTGTTTCCTGCCAGT

CAGTCTTTGAAGCAAAAAACAAACATTACCGGAGAACGGCATGAGTATTCGTATTGAAATTGGCGAACGTT

ATGTCGTTACCAGTGACAGCTTTCAGTTTATTCTCCACGAGAAAAAGAGAGCGGAAAGCGGTAAAAACGCC

GGTCAGGAATGGCTGGCGGTGGTTGGTTATTACCCGAAATTAAGCCAGCTCGTTTCCGGCCTGATGCATCA
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CGATATTCTGACCGGAAGCGCAAAGTCTTTTGCTGATTTAAACGCGCAGGTTGAGCAACTCAGCAAGCGTT

GTTCAGAGGCTTTTGGCTCATATGGCCGTTAAAGCCTCCGGGCGTTTTGTCCCTCCGTCAGCATTTGCCGCA

GGCACCGGTAAGGCGTTTACCGGTGCTTATGCATGGAACGCGCCACGCGAGGCCGTCGGGCGCGAAAGA

CCCCTTACACGTGACGAGATGCGTCAGGTGCAAGGTGTTTTATCCACGATTAACCGCCTGCCTTACTTTTTG

CGCTCGCTGTTTACTTCACGCTATGACTACATCCGGCGCAATAAAAGCCCGGTACACGGGTTTTATTTCCTC

ACATCCACTTTTCAGCGTCGTTTATGGCCGCGCATTGAGCGTGTGAATCAGCGCCATGAAATGAACACCGA

CGCGTCGTTACTGTTTCTGGCAGAGCGTGACCACTATGCGCGCCTGCCGGGAATGAATGACAAGGAGCTG

AAAAAGTTTGCTGCCCGTATCTCATCGCAGCTTTTCATGATGTATGAGGAACTCAGCGATGCCTGGGTGGA

TGCGCATGGCGAAAAAGAATCGCTGTTTACGGATGAGGCGCAGGCTCACCTCTATGGTCATGTTGCTGGC

GCTGCACGTGCTTTCAATATTTCCCCTCTCTACTGGAAAAAATACCGTAAAGGGCAGATGACCACGAGGCA

GGCATATTCTGCCATTGCCCGTCTGTTTAACGATGAATGGTGGACTCATCAGCTTAAAGGCCAGCGTATGC

GCTGGCATGAGGCGTTACTGATTGCTGTCGGGGAGGTCAATAAAGACCGTTCTCCTTATGCCAGTAAACAT

GCCATTCGTGATGTGCGTGCGCGCCGCCAGGCAAATCTGGAATTTCTTAAATCGTGTGACCTTGAAAACAG

GGAAACCGGCGAGCGCATCGACCTTATCAGTAAGGTGATGGGCAGTATTTCTAATCCAGAAATTCGCCGG

ATGGAGCTGATGAACACCATCGCCGGTATTGAGCGTTACGCTGCCGCAGAGGGTGATGTGGGGATGTTTA

TCACGCTGACCGCGCCGTCAAAGTATCACCCAACACGTCAGGTCAGAAAAGGCGAAAGCAAAACCGTCCA

GCTAAATCACGGCTGGAATGATGAGGCATTTAATCCAAAGGATGCGCAGCGTTATCTCTGCCGTATCTGGA

GCCTGATGCGCACGGCATTCAAGGATAATGATTTACAGGCCTACGGTTTGCGTGTTGTTGAACCACACCAC

GACGGAACGCCGCACTGGCATATGATGCTTTTTTGTAATCCACGCCAGCGTAACCAGATTATCGAAATCAT

GCGTCGCTATGCGCTCAAAGAGGATGGCGACGAAAGAGGAGCCGCGCGAAACCGTTTTCAGGCAAAACA

CCTTAACCAGGGCGGTGCTGCGGGGTATATCGCGAAATACATCTCAAAAAACATCGATGGCTATGCACTGG

ATGGTCAGCTCGATAACGATACCGGCAGACCGCTGAAAGACACTGCTGCGGCTGTTACCGCATGGGCGTC

AACGTGGCGCATCCCACAATTTAAAACGGTTGGTCTGCCGACAATGGGGGCTTACCGTGAACTACGCAAAT

TGCCTCGCGGCGTCAGCATTGCTGATGAGTTTGACGAGCGCGTCGAGGCTGCACGCGCCGCCGCAGACAG

TGGTGATTTTGCGTTGTATATCAGCGCGCAGGGTGGGGCAAATGTCCCGCGCGATTGTCAGACTGTCAGG

GTCGCCCGTAGTCCGTCGGATGAAGTTAACGAGTACGAGGAAGAAGTCGAGAGAGTGGTCGGCATTTACG

CGCCGCATCTCGGCGCGCGTCATATTCATATCACCAGAACGACGGACTGGCGTATTGTGCCGAAAGTTCCG

GTCGTTGAGCCTTTGACTTTAAAAAGCGGCATCGCCGCGCCTCGGAGTCCTGTCAATAACTGTGGAAAGCT

CACCGGCGGTAATACTTCGTTACCGGTGCTCACGCCATCTGAGCACGCCGCAGCAGTGCTAAATCTGGTTG

ATGACGGTGTTATCAAATGGAATGACCCGGAGGTCGTGAGGGCGCTCAGGGGTGCATTAAAACACGGCCT

GAGAACACCAAATCGTCAGCAGAGAAACGGAAGCCCGTTAAAACCACATGAAATTACACCATCGGCCAGA

CTGACCCGGTCGGAAAGAATGCAAATTACCCGTATCCGCGTTGACCTTGCTCAGAACGGTATCAGGCCGCA

GCGATGGGAGCTTGAGGCGCTGGCGCGTGGGGCAACCGTAAATTATGGCGGGAAAAAATTCACGTATCC

AATCATTGATGAGTGGCCGGGGTTCATAACCAAGTGTGAGTTGGAACATAAGATAAAGTAAGGGGAAGCC

ATTAACTTTACCCCATTATGGTCATGCTTTGTTATATGCCCGGCTAAATGCCGGGCAATGATGTGATTAAAT

AATAGGCGATTCAGTATTTAATGGATTCAACATCCATAAATGGCTCTGTGGTACAACTTCAAATGGTTTTTT

GAAGTCAGCAATGCATTTCCCCGTTTCAAAACTTAACCCGCTGTTTTTACTATCTAAGAAACATAATCCAGAC

AGAACACTTTTGATTTGTACCGCACCTGTTGTTGAAGGTATGAGAGAAAACAGAGTTTTCTTATCTGTCGGA

TTACACGTCATTTTTAGCAGATTTTTTCCATCAGGAGTCCCTAAACATTGGTCTGTATTTGGGGTTCGAATCA

TTATCCACCCGCTTTGATCGGTAACAAGAGCTTCAGCTGGTGTTTTTACTGGTACAACTTCCCATCCAGTGAT

TTCTCTGCCATGCAGATCTAGTCTGTTATGGAGCATCAGGCCACTTTGGAGATTGCGGAATGTGAATAGAG

AGTTATTTTCTTTTCCTAACTCATCTATCTGATTATTGACAGCTTCCTGTGATGAGGAGCATCCGGATATTAG

CAACATAGTTACAATAATTATTAATCTCTTCATTATGATAGCCTCTTTTATCGTCTGGAAACGCCAACAGGGT

AATGGTCTGAAGACATCTGAGTCCTTCTGGCTCCGTATACAATTCCTGCTTGTAGCGGAAATGGTCTAAAG

GCCACAGCGTTTCCTGCTACTGCATAATCTAATGTTCGTTGACTCGTTTGTGTCGGTGCAGCAGGGAAAATA
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ATTTCTGATGCATTTCTTACAGGAACTGTAAGGTTCACCTCTAAATCATCAGGTTCGCGATTAAAATCACCA

AGAATCATCCAGTTAATGGCCTGGTGGACTGGGTCTCGGCTGTCACGAAAGAAGCTATAGACTTCTTCAAC

AAGAGCGGGAGCGTCATTGTTTCGCGTAGCTATCGCATGTGCAGTGAAAAATGCATCATTGCCAATCCGTA

TGCCAAGCAATGGCCGCCCACCTTGTCTTACCGGGCGAAGAACAAACACTTCATCGGCCTGCCGATTGCTA

ACCAGAGCAAGATTGACCCTTCCACCAAAGGCATCAACAGCAGAAAAATATATATATACTTGCTGTGGTCT

GCTATTTGTAGACAAGTTCCAGATAAGCTCCCGGACAGGAATGCCTGGGGAAGGAATAACTCTACCTGTAT

CTACAGCCGTTGATGGCGGAGAACCTGCCTCCTGCACAGCTAAAATATCTACGGCATTTTCACCAGAAATTA

ATTGTCGGACATTTATATTCCATTTACTTTCAGTAGTGGCGGATGCGCCCTGAAGGTTCCAGGTCGCAACGC

GAAAATCAGTTAAATCCGCCTGAGCGTAAAACGATAAAAATACTATCAGAGATATAATATATTTTTTCATTG

TTCGCCTCCTGCTGAATGCCTATCTGGTTCTATTGGTAGTGGTGGAAATGGGCGTATTTCTGGCTTAACAAT

AGTGGCTAGAGCTGGCCTTAATGGTTCGCTTATGGACCACATAAATTCGAAGTTTCTCTCTCCACTTGATGG

GCAACGCTCCATTGTTAATGTTGTTGCGTACGGAGATGATGGTGTTCTTTCTAAAAAATTAGCTCTGATGCA

TAAACCTGTAGACAACGATTTTAACTGGTAATTACCATTGCGTGTTACCATCGGCTGGAAGTCGAAGCGAT

CTGGTCCAAACTGGCAAGGTGCAGTAGATAGTTGCACACCTCCTTTAAACCCCGGGAAGCTTGTCATACAA

GTACCAACGTCTACATTGCGGAACTGTATCGTATTTGGTCTGGTTCCGGGCATAATCTGCCAATTGCGTAGT

TCTCCAAATGAATTGGAGTCGCTGATATAATAAGCCCATAATGATGAACCAGCTCCGCGGCTCCACATTGTT

AGAACTGAGCCATCCATGTTCATCAAAGATACTGCGGGTGCTGTACCTGGTACCGGGATAGGGATTGGTG

CATTTGTGGGAAGTGCAGGTCCAGCCCCGGGTAATGGAAGTCCAGGCTCATCTGGAGAAGGAATTGTTGG

TCCTCCCTCTACTTGAGGAGGGAAAACTTTGGGGTCAAGATGAGCTTTGTTCTTTCCTGATGAGCAGCCATT

TAATAAAATGGGGAGCAGGATACCAGCTATAAAAATAGGTGTGTATTTATTAGCCATTATTACAGTCCTGTT

TATGATAAAGATAGTGAAAATTAATAAAAAATAAAATTATCACATTGGCAAATCTCCTTTGGGCTAGTGTCT

TAGTTGTTTGGTTTTCCTTAGGGGTTTTATAGTGAATGTTTTTAAGTGTATTATTTTTGAAGTTACATTTGAG

GTTGTGTATTAAAAGATAAGACTAAATAAGGGTATGTAACTTAAATGTAATTGTTTTTAAAATGAAAATAAT

AAGTGTCGTGCTTTTATTTAATGTTTTTGCTTTTTTTATTTAATCGCTTTTGTAATTTATAAAGTTACCGTGAG

TGCAAACGCGATTGATATAGTTATGAATTTACAAATGATGAGCTACAGGTCAATTGTTAGTTCTTATTTATG

TGATCTTGATGGTTTTTTGTTAATAATGTTATTGAGATCGTATAGGTTGTGTGTTATTGGTCTAATTTTCTAT

CGCTGTTTTTTGTTGTGAGTGTCTGATGGCATGAATTTGCATGTGTCAAAAGTTGCTTTTATTGTCAGTTATC

GTAAGTGCTGGCGTGCTCTTGGAGTGTCCATGCACCTGCATTAAAACCGCCCCGTGAAGCGGGCGGGGCG

AGGCGGGGAAAGCAC 

En color, se encuentran marcados los cebadores correspondientes a cada uno de los 

fragmentos de la secuencia testados por PCR, que se encuentran superpuestos: 

1a: GGCGAGGCGGGGAAAGCACT   1b: CACTCCGCTGACATCCACCA    1259 pb 

2a: CGGCGATCGAGTACCGGCA   2b: TGACCGGTGACCCGATTGTC  1230 pb 

3a: CTCTGTGAGGCCATACCTGA   3b: CGTCAGGCAGGATGCCGC   1163 pb 

4a: GTGTCATCAGTGCGCAGGAT   4b: TGGCGTTACGGACACGGAGC  1252 pb 

5a: ATGCGACCAGATTAACTTCG   5b: CACAGACTCACCGGCAGC  1204 pb 

6a: CGCCGTACATGTTCACCGA   6b: CAGCCACGGGCGCGGTCT  1169 pb 

7a: TGCTGCCGCACGGCACC   7b: CCGGCAGCGACCAGCGAGAT  1196 pb 

8a: GGCGGGAGCTGCCGCCT   8b: CCATTGATATACAGCTCCATCGGTC  1194 pb 
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9a: TGCATGTGAAGAATATCCCG  9b: GTTTATGGGTGTGCAGTACCT  1204 pb 

10a: CAACAGGCTGATTACCGGCA 10b: CGGCAGCAGCGCGGATG  1214 pb 

11a: AGGACGTCAGGCCGGTG  11b: GGCAAGAGCTGGCTTATAACT 1203 pb 

12a: ATCGCAGAGCTGGTTATTCC  12b: CCGTGTAAAAATGCAGCACCAT 1207 pb 

13a: ACTGGGACAGTGGTGCTTAT 13b: TGACCAGAACACTGTAGCGT  1203 pb 

14a: CTGGAGCGCGCTGTCAGGC  14b: ATTTCATCCTTGCAGGAATA  1190 pb 

15a: ATATGACTGAGTTTTAACTCGCGG  15b: CACGCAGACCCAGCGCA  1213 pb 

16a: AGCCTACCGCCAGAATTTCAG 16b: CTCCAGCCGGTCGACGCC  1174 pb 

17a: ATCTCCGTGGTCTGCACCTA  17b: GGGCATCAGCAACTTAACTC  1244 pb 

18a: CGCAGTCAAACAGCGTTATCA 18b: CCCCATTGCGCCTGCTAC  1219 pb 

19a: CTCATTGTCGGTAGCGCG  19b: GGTGAGTGACAGCGTAAAATCAAT  1205 pb 

20a: GCCGTTGCTGGATGGTACCG 20b: CGACCGGTAGCCAGGCTGAT  1226 pb 

21a: ATATGCCACGAAAGCGCAG  21b: CACAGATTACAAATTGCAGGGT  1216 pb 

22a: ACTTCTCATAATCAACTTTGAATAA 22b: GGACTGGCTAACACACTCAA  1190 pb 

23a: CGCCTGTGTTAAGCCTTCTG  23b: TGTCAGCCACATCGGCTATC  1212 pb 

24a: GTTGAGCGGATGGTGAAATA 24b: ACTCCAGCTTTACGTTTCTCTT  1222 pb 

25a: AACAGCGATCCTGGATCGGCT 25b: CGAATCATGGCGTCAAGATGAGA  1242 pb 

26a: GAA AGTCATGCATACAGTTTCTG 26b: AAGGCAGGCGGTTAATCGT  1200 pb 

27a: ACGCGCCACGCGAGGC 27b: AGCGCATAGCGACGCATGAT  1180 pb 

28a: GCGTGTTGTTGAACCACACC 28b: GCCGGGCATATAACAAAGCA  1191 pb 

29a: TGATGAGTGGCCGGGGTTCA 29b: GGCATTCCTGTCCGGGAGCT  1260 pb 

30a: ACTTGCTGTGGTCTGCTATTTGT 30b: GTGCTTTCCCCGCCTCG  1681 pb 
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