
ES
 2

 6
52

 3
36

 T
3

11 2 652 336

OFICINA ESPAÑOLA DE
PATENTES Y MARCAS

ESPAÑA

19

Número de publicación:

51 Int. CI.:

C12N 7/01 (2006.01)

A61P 31/04 (2006.01)

12 TRADUCCIÓN DE PATENTE EUROPEA T3

86 Fecha de presentación y número de la solicitud internacional: 24.02.2014 PCT/KR2014/001476

87 Fecha y número de publicación internacional: 04.09.2014 WO14133289

96 Fecha de presentación y número de la solicitud europea: 24.02.2014 E 14756932 (1)
97 Fecha y número de publicación de la concesión europea: 01.11.2017 EP 2961833

Nuevo bacteriófago y composición antibacteriana que comprende el mismo Título:54

30 Prioridad:

27.02.2013 KR 20130021498

45 Fecha de publicación y mención en BOPI de la
traducción de la patente:
01.02.2018

73 Titular/es:

CJ CHEILJEDANG CORPORATION (100.0%)
CJ Cheiljedang Center 330 Dongho-ro Jung-gu
Seoul 100-400, KR

72 Inventor/es:

SHIN, EUN MI;
BAE, GI DUK y
KIM, JAE WON

74 Agente/Representante:

UNGRÍA LÓPEZ, Javier

Aviso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicación en el Boletín Europeo de Patentes, de
la mención de concesión de la patente europea, cualquier persona podrá oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposición deberá formularse por escrito y estar motivada; sólo se
considerará como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposición (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesión de Patentes Europeas).



2

DESCRIPCIÓN

Nuevo bacteriófago y composición antibacteriana que comprende el mismo

Campo de la invención5

La presente invención se refiere a un nuevo bacteriófago que tiene una actividad bactericida contra Escherichia coli 
enterotoxigénica (ETEC), y una composición antibacteriana que comprende el mismo. Además, la presente 
divulgación se refiere a un método de prevención o tratamiento de enfermedades animales utilizando el nuevo 
bacteriófago o la composición antibacteriana.10

Técnica antecedente

La Escherichia coli (a la que se hace referencia de aquí en adelante como ‘E. coli’) es una bacteria Gram-negativa 
con forma de bastón que pertenece al género Escherichia y la familia Enterobacteriaceae, y es una de las de la flora 15
normal que existe en el intestino de distintos animales incluyendo los mamíferos. Se sabe que la mayoría de las 
cepas de E. coli no son patógenas y pueden producir infecciones oportunistas, pero algunas cepas altamente 
patógenas pueden producir diversas enfermedades intestinales y sepsis en animales incluyendo en seres humanos.

Un ejemplo de E. coli puede incluir la E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteropatógena (EPEC), E. coli20
enterohemorrágica (EHEC), E. coli enteroagregante (EAEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli necrotoxigénica 
(NTEC), o similares. Se sabe que entre estas, la ETEC genera una enfermedad infecciosa asociada con E. coli en 
los cerdos.

Actualmente, como se cría colectivamente un gran número de cerdos en la industria porcina, la colibacilosis en 25
suidos se ha destacado como la enfermedad más frecuente y problemática (Documento no patente 1). 
Recientemente, la incidencia de colibacilosis porcina ha aumentado en Corea, lo que ha producido el retraso de 
crecimiento y la muerte en cerdos jóvenes debido a la diarrea, lo que produce enormes pérdidas económicas a los 
ganaderos (Documento no patente 2).

30
Con el fin de prevenir y tratar la colibacilosis en los cerdos, se han administrado muchos antibióticos a los cerdos en 
la técnica anterior, pero cuando se hace un mal uso o se usan demasiados antibióticos, los antibióticos mal 
utilizados o muy utilizados pueden dar lugar a resistencias farmacológicas y permanecen en el cuerpo de los cerdos. 
Por lo tanto, actualmente, el uso de antibióticos se ha restringido en todo el mundo (Documento no patente 3).

35
Entre tanto, un bacteriófago es un tipo de virus especializado que infecta y destruye solamente las bacterias, y se 
puede auto-replicar solo en el interior de bacterias huéspedes. El bacteriófago tiene una alta especificidad de 
huésped en comparación con los antibióticos, y recientemente, como hay un serio problema de aparición de cepas 
resistentes a los antibióticos, hay un aumento del interés en el uso práctico de los bacteriófagos (Documentos no 
patentes 4 y 5).40

Por lo tanto, se han llevado a cabo activamente investigaciones en bacteriófagos en distintos países por todo el 
mundo, y además de solicitudes de patente para bacteriófagos, han aumentado gradualmente los intentos de 
adquirir la aprobación de la Administración de Alimentos y Fármacos (FDA) para composiciones que contienen 
bacteriófagos.45

Como técnica anterior para los bacteriófagos, se habían desvelado 7 clases de bacteriófagos para controlar la E. coli
0157: H en el Documento de Patente 1, y un bacteriófago que tenía actividad bactericida específica contra 
Staphylococcus aureus se había desvelado en el Documento de Patente 2. Además, se ha desvelado una proteína 
lítica derivada de un bacteriófago que destruye específicamente una estructura de peptidoglicano de la membrana 50
celular bacteriana y los lisados bacterianos por la proteína lítica en el Documento de Patente 3.

Sin embargo, a pesar de la presencia de las siguientes técnicas anteriores, la tecnología asociada con el 
bacteriófago para prevenir y/o tratar las enfermedades infecciosas por ETEC que sigue siendo un problema 
importante en la industria ganadera que incluye la industria porcina sigue siendo insuficiente, de manera que se 55
debería desarrollar un bacteriófago y una tecnología asociada con el bacteriófago.

[Documentos de la técnica anterior]

[Documentos de Patente]60

(Documento de Patente 1) US Patente de EE. UU. Nº 6.485.902
(Documento de Patente 2) Registro de Patente Coreana Nº 10-0910961 B1
(Documento de Patente 3) Publicación de Patente Coreana abierta a inspección pública Nº 10-2009-0021475 A
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[Documentos no patente]

(Documento no patente 1) Young Il Park, Swine production science, Sunjin Publishing group, 353-359, 1998
(Documento no patente 2) Eu Chul Hong, master’s thesis, Dankook University, Addition Effect of Egg Yolk in 
Early5
Weaned Piglets, 2001
(Documento no patente 3) Mason HS et al., Trends in Biotech, 13:388-392, 1995
(Documento no patente 4) Cislo M, et al., Arch. Immunol. Ther. Exp. 2:175-183, 1987 Arch Immunol. Ther. Exp.
2:175-183, 1987
(Documento no patente 5) Sung Hun Kim et al., Bacteriophage, novel alternative antibiotics, BioWave Vol.7 No. 10
15,
2005,

Un artículo adicional de la técnica anterior es Cha et al, J. Vet. Med. Sci., 2012, 74, 1037-9, disclosing the E. coli
infecting phage designated CJ12.15

Divulgación de la invención

Problema técnico
20

Los presentes inventores llevaron a cabo estudios con el fin de resolver los problemas tales como las bacterias 
resistentes que se producen con el uso de antibióticos, los antibióticos que permanecen en la carne, y similares, y
para prevenir y tratar eficazmente las enfermedades infecciosas por E. coli patógenas, y como resultado, los 
presentes inventores aislaron un nuevo bacteriófago ΦCJ20 (KCCM11362P) que tiene una actividad bactericida 
específica contra ETEC de la naturaleza.25

Además, los presentes inventores identificaron las características morfológicas, bioquímicas y genéticas del nuevo 
bacteriófago y confirmaron que el bacteriófago tenía una excelente resistencia a ácidos, resistencia al calor, y 
similares, desarrollando de esta manera un antibiótico, un desinfectante, un aditivo alimentario, y otras 
composiciones utilizando el nuevo bacteriófago. Además, los presentes inventores desarrollaron una composición 30
para prevenir o tratar enfermedades infecciosas por E. coli, y un método para prevenir y tratar la enfermedad 
utilizando la composición.

La presente invención proporciona un nuevo bacteriófago ΦCJ20 (KCCM11362P) que tiene una actividad bactericida 
específica contra ETEC.35

Además, la presente invención proporciona una composición pare prevenir y/o tratar enfermedades infecciosas por 
ETEC que contiene el bacteriófago ΦCJ20 (KCCM11362P) como principio activo.

Adicionalmente, la presente invención proporciona un antibiótico, un aditivo alimentario, un aditivo para el agua de 40
bebida, un desinfectante, o un limpiador que contiene el bacteriófago ΦCJ20 (KCCM11362P) como principio activo.

La divulgación proporciona un método de prevención y/o tratamiento de enfermedades infecciosas por ETEC en 
animales excepto para seres humanos utilizando el bacteriófago ΦCJ20 (KCCM11362P) o una composición que 
contiene el bacteriófago ΦCJ20 (KCCM11362P) como principio activo.45

Solución al problema

De acuerdo con una realización ejemplar de la presente invención, se proporciona un nuevo bacteriófago ΦCJ20 
(KCCM11362P) que tiene una actividad bactericida específica contra Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC).50

De acuerdo con otra realización ejemplar de la presente invención, se proporciona una composición para la 
prevención o tratamiento de una enfermedad infecciosa producida por ETEC, conteniendo la composición el 
bacteriófago ΦCJ20 (KCCM11362P) que se ha descrito anteriormente como principio activo.

55
De acuerdo con otra realización ejemplar de la presente invención, se proporciona un antibiótico, un aditivo 
alimentario, un aditivo del agua de bebida, un desinfectante, o un limpiador que contiene el bacteriófago ΦCJ20 
(KCCM11362P) que se ha descrito anteriormente como principio activo.

La divulgación proporciona un método de prevención o tratamiento de una enfermedad infecciosa producida por 60
ETEC, que comprende la administración del bacteriófago ΦCJ20 (KCCM11362P), o la composición que contiene el 
bacteriófago ΦCJ20 que se ha descrito anteriormente como principio activo a animales excepto seres humanos.

E14756932
13-12-2017ES 2 652 336 T3

 



4

Efectos ventajosos de la invención

El bacteriófago ΦCJ20 (KCCM11362P) de acuerdo con la presente invención tiene un efecto de destrucción 
específica de la Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC).

5
Además, el bacteriófago ΦCJ20 (KCCM11362P) de acuerdo con la presente invención tiene una resistencia a ácidos 
y resistencia al calor excelentes, de manera que el bacteriófago ΦCJ20 (KCCM11362P) se p puede utilizar como un 
material para la prevención o tratamiento de enfermedades infecciosas por ETEC en distintos intervalos de 
temperatura o pH y se utiliza como un antibiótico, un aditivo alimentario, un aditivo para el agua de bebida, un 
desinfectante, un limpiador, o similares.10

Adicionalmente, de acuerdo con la presente invención, las enfermedades infecciosas por ETEC se pueden prevenir 
o tratar mediante la administración del bacteriófago ΦCJ20 (KCCM11362P) o una composición que contiene el 
bacteriófago ΦCJ20 (KCCM11362P) como principio activo a animales excepto el ser humano.

15
Breve descripción de los dibujos

La FIG. 1 es una fotografía de microscopía electrónica de un nuevo bacteriófago ΦCJ20 (KCCM11362P, al que 
se hace referencia de aquí en adelante como ‘ΦCJ20’).
La FIG. 2 muestra un resultado de electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) del nuevo bacteriófago20
ΦCJ20.
La FIG. 3 muestra el resultado de la electroforesis en gel de dodecilsulfato sódico-poliacrilamida (SDS-PAGE) del 
nuevo bacteriófago ΦCJ20.
La FIG. 4 es un gráfico que muestra un resultado de un ensayo de resistencia a ácidos del nuevo bacteriófago 
ΦCJ20.25
La FIG. 5 es un gráfico que muestra un resultado de un ensayo de resistencia al calor del nuevo bacteriófago 
ΦCJ20.

Mejor modo de llevar a cabo la invención
30

De aquí en adelante, la presente invención se describirá con mayor detalle. Como los contenidos que no se
describen en la presente memoria descriptiva pueden ser reconocidos y deducidos suficientemente por los expertos
en la técnica o técnica similar, se omitirá una descripción de los mismos.

En detalle, en un aspecto general, la presente invención proporciona un nuevo bacteriófago ΦCJ20 (KCCM11362P) 35
que tiene una actividad bactericida específica contra Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC).

La ETEC, que es una bacteria Gram-negativa, con forma de bastón, es una bacteria aeróbica o anaeróbica 
facultativa que descompone la lactosa o fructosa para producir ácido y gas. La ETEC crece bien en un medio 
general y puede crecer a aproximadamente 7 a 48 ⁰C, y una temperatura de crecimiento óptima es 40
aproximadamente 35 a 37 ⁰C. Además, la ETEC puede crecer en un intervalo de pH de 4,5 a 9.

Como la ETEC produce enterotoxinas similares a las de Vibrio cholerae, en el caso de la infección por ETEC, se 
presentan síntomas de la enfermedad similares a los del cólera. Las toxinas producidas se dividen en dos clases, es 
decir, una enterotoxina termolábil (LT) y una enterotoxina estable con calor (ST). Enterotoxina termolábil significa 45
una enterotoxina que pierde su actividad en el caso de calentamiento a 60 ⁰C durante 10 minutos, y la enterotoxina 
estable con calor significa que la enterotoxina no pierde su actividad sino que tiene resistencia en el caso del 
calentamiento a 100 ⁰C durante 30 minutos.

En el caso en el que la concentración de ETEC llegue a 107 ufc (unidades formadoras de colonias) a 108 ufc por 50
unidad de volumen (1 ml) de fluido sérico mientras la ETEC prolifera en la parte superior del intestino, la ETEC 
produce enfermedades infecciosas por E. coli tales como la colibacilosis.

Un bacteriófago es un virus específico de bacterias que infecta bacterias específicas para suprimir e inhibir el 
crecimiento de las bacterias y significa un virus que incluye ácido desoxirribonucleico de cadena sencilla o doble 55
cadena (ADN) o ácido ribonucleico (ARN) como material genético.

El bacteriófago ΦCJ20 de acuerdo con la presente invención, que es una especie de bacteriófago que infecta 
selectivamente la ETEC, tiene una estructura de cápside isométrica pero no se observa cola (FIG. 1), y pertenece
morfológicamente a los Podoviridae.60

El bacteriófago ΦCJ20, que es un bacteriófago recién aislado por los presentes inventores, se depositó en el Centro 
de Cultivo de Microorganismos Coreano (361-221, Hongjedong, Seodamun-gu, Seúl, Corea) con el número de 
depósito KCCM11362P el 30 de enero de 2013.
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En otro aspecto general, la presente invención proporciona una composición para prevenir o tratar enfermedades 
infecciosas por ETEC que contiene el bacteriófago ΦCJ20 como principio activo.

Como el bacteriófago ΦCJ20 tiene una actividad antibacteriana capaz de destruir específicamente la ETEC, se 
puede utilizar el bacteriófago ΦCJ20 para prevenir o tratar enfermedades generadas por la infección por ETEC. Un 5
ejemplo, de la enfermedad infecciosa producida por ETEC puede incluir preferentemente colibacilosis, más 
preferentemente colibacilosis en cerdos, pero no se limita es esta.

El término “colibacilosis” como se utiliza en el presente documento significa una enfermedad producida por la 
infección de un animal con una E. coli patógena y presenta síntomas tales como sepsis, diarrea (diarrea neonatal y 10
diarrea tras el destete), toxemia (edema y angiopatía cerebromedular), o similares. Entre estos, la sepsis es una 
infección sistémica aguda que frecuentemente se produce a los 2 o 3 días después del nacimiento y que tiene una 
alta tasa de moralidad. La diarrea es el resultado más común de las infecciones del tracto gastrointestinal que se 
producen durante el periodo de lactación a la 1-2 semanas después del nacimiento e inmediatamente después del
periodo de destete, y produce la muerte o el retraso del crecimiento. La toxemia se produce principalmente en 15
lechones de 8-12 semanas de edad después del periodo de destete, y se acompaña frecuentemente por edema y 
signos neurológicos, seguidos por muerte repentina.

El término “prevención” como se utiliza en el presente documento se refiere a todas las acciones para proporcionar 
el bacteriófago ΦCJ20 y/o la composición que contiene el bacteriófago ΦCJ20 como principio activo a animales 20
excepto seres humanos para suprimir la enfermedad correspondiente o retrasar la incidencia de la enfermedad.

El término “tratamiento” como se utiliza en el presente documento se refiere a todas las acciones para proporcionar 
el bacteriófago ΦCJ20 y/o la composición que contiene el bacteriófago ΦCJ20 como principio activo a los animales 
excepto seres humanos para permitir de esta manera que los síntomas de la enfermedad correspondiente producida 25
por la infección mejoren o se alivien.

La composición para prevenir o tratar la enfermedad infecciosa producida por ETEC de acuerdo con la presente 
invención puede contener el bacteriófago ΦCJ20 en una cantidad preferentemente de 5 x 102 a 5 x 1012 ufp/ml, más 
preferentemente, 1 x 106 a 1 x 1010 ufc/ml.30

La composición para prevenir o tratar la enfermedad infecciosa producida por ETEC de acuerdo con la presente 
invención puede contener adicionalmente un vehículo farmacéuticamente aceptable y se formula junto con el 
vehículo para proporcionarse de esta manera como un alimento, un fármaco, un aditivo alimentario, un aditivo del 
agua de bebida, y similares. La expresión ‘vehículo farmacéuticamente aceptable’ como se utiliza en el presente 35
documento significa un vehículo o un diluyente que no estimula al organismo vino ni inhibe la actividad biológica y 
propiedades de un compuesto que se administre.

El tipo de vehículo que se puede utilizar en la presente invención no está particularmente limitado, y se puede utilizar 
cualquier vehículo a condición de que se utilice generalmente en la técnica y sea farmacéuticamente aceptable. 40
Como ejemplos no restrictivos de vehículo, están la solución salina normal, agua estéril, solución salina tampón, 
solución de Ringer, una solución de albúmina para inyección, una solución de dextrosa, una solución de 
maltodextrina, glicerol, etanol, y similares. Se puede utilizar uno o una mezcla de al menos dos de estos vehículos.

Además, si fuera necesario, se puede añadir y utilizar adicionalmente otro aditivo general tal como un antioxidante, 45
un tampón, un agente bacteriostático, y/o similares, y la composición se puede formular en una formulación para 
inyección tal como una solución acuosa, suspensión emulsión o similar, píldoras, capsulas, gránulos, comprimidos, o 
similares añadiendo adicionalmente un diluyente, un dispersante, un tensioactivo, un aglutinante, un lubricante, y/o 
similares, y entonces utilizarlo.

50
Un método de administración de la composición para prevenir o tratar enfermedades infecciosas por ETEC no está 
particularmente limitado, sino que se puede utilizar cualquiera de los métodos utilizados en general en la técnica. 
Como un ejemplo no restrictivo del método de administración es la administración de la composición por vía oral o 
parenteral.

55
Como ejemplos no restrictivos de la formulación para la administración oral, están trociscos, grageas, comprimidos, 
suspensiones acuosas, suspensiones oleosas, polvos preparados, gránulos, emulsiones, capsulas duras, capsulas 
blandas, jarabes, elixires, o similares.

En el fin de formular la composición de acuerdo con la presente invención en una formulación tal como un 60
comprimido, una cápsula, o similar, la formulación puede contener adicionalmente un aglomerante tal como la 
lactosa, sacarosa, sorbitol, manitol, almidón, amilopectina, celulosa, gelatina; un excipiente tal como fosfato 
dicálcico, o similares; un desintegrante tal como el almidón de maíz, almidón de patata dulce, o similares; un
lubricante tal como estearato magnésico, estearato cálcico, estearil fumarato sódico, cera de polietilenglicol, o 
similares. En el caso de la formulación en cápsulas, la formulación puede contener adicionalmente un vehículo 65
líquido tal como aceite graso además de los materiales mencionados anteriormente.
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Como método de administración parenteral, se puede utilizar un método de administración intravenosa, un método 
de administración intraperitoneal, un método de administración intramuscular, un método de administración 
subcutáneo, un método de administración local, o similares. Además, también se puede utilizar un método de 
aplicación o pulverización de la composición en el sitio de la enfermedad, pero la presente invención no se limita a 
estos.5

Un ejemplo de la formulación para la administración parenteral puede incluir las formulaciones para inyección por 
inyección subcutánea, inyección intravenosa, inyección intramuscular, y similares; formulaciones para supositorios, 
formulaciones en pulverizador tales como formulaciones en aerosol capaces de ser inhalados a través del sistema 
respiratorio o similares, pero la presente invención no se limita a estas. Con el fin de formular la composición en la 10
formulación en inyección, la composición de acuerdo con la presente invención se puede mezclar con un 
estabilizante o un tampón en agua para preparar de esta manera una solución o suspensión, y entonces, se puede 
formular la solución o suspensión en una dosis unitaria en una ampolla o vial. En el caso de la formulación de la 
composición en una formulación en pulverizador tal como la formulación en aerosol, o similar, se puede mezclar un 
propulsor, o similar junto con un aditivo de manera que se disperse un condensado disperso en agua o un polvo 15
húmedo.

Una aplicación adecuada, pulverización o dosis de administración de la composición para prevenir o tratar 
enfermedades infecciosas por ETEC se pueden determinar de diferentes maneras dependiendo de factores tales 
como la edad, peso, sexo, grado de síntomas de la enfermedad, tipo de alimento, tasa de excreción de los animales 20
diana, o similares, así como un método de formulación de la composición, un método de administración, un tiempo 
y/o vía de administración. En general, un veterinario experto habituado en la técnica puede determinar y prescribir 
fácilmente una dosis eficaz para el tratamiento deseado.

En otro aspecto general, la presente invención puede proporcionar un antibiótico que contiene el bacteriófago 25
ΦCJ20 como principio activo.

El término ‘antibiótico’ como se utiliza en el presente documento significa un agente capaz de proporcionarse a 
animales incluyendo seres humanos en forma de fármaco para destruir bacterias de esta manera, y se corresponde 
con un concepto que indica colectivamente un conservante, un desinfectante, y un agente antibacteriano.30

El antibiótico que contiene el bacteriófago ΦCJ20 de acuerdo con la presente invención como principio activo puede 
tener una alta especificidad para la ETEC en comparación con un antibiótico de acuerdo con la técnica anterior para 
que de esta manera no destruya bacterias beneficiosas sino que destruya bacterias patógenas específicas, y no 
induzca resistencia farmacológica, de manera que el antibiótico de acuerdo con la presente invención puede 35
proporcionarse como un nuevo antibiótico que tiene un periodo de vida ampliado en comparación con el antibiótico 
de acuerdo con la técnica anterior. 

En otro aspecto general, la presente invención puede proporcionar un aditivo alimentario o un aditivo en el agua de 
bebida que contiene el bacteriófago ΦCJ20 como principio activo.40

El aditivo alimentario y el aditivo en el agua de bebida de acuerdo con la presente invención se puede utilizar de una 
manera en la que el bacteriófago ΦCJ20 o la composición que contiene el bacteriófago ΦCJ20 se prepara 
individualmente en forma de un aditivo alimentario o un aditivo en el agua de bebida y después mezclarlo con un 
alimento o agua de bebida, o de una manera en la que el bacteriófago ΦCJ20 o la composición que contiene el 45
bacteriófago ΦCJ20 se añade directamente en el momento de preparación del alimento o el agua de bebida.

El bacteriófago ΦCJ20 de la composición que contienen el bacteriófago ΦCJ20 que se utiliza como aditivo 
alimentario o el aditivo en el agua de bebida de acuerdo con la invención puede ser un estado líquido o un estado en 
seco, y preferentemente, en una forma de polvo secado.50

Un método de secado para la preparación del aditivo alimentario y el aditivo en el agua de bebida de acuerdo con la 
presente invención en forma de polvo seco, o está limitado particularmente, sino que se puede utilizar un método 
usado generalmente en la técnica. Como ejemplos no restrictivos del método de secado, están un método de 
secado natural al aire, un método de secado natural, un método de secado por pulverización, un método de secado 55
por congelación, o similares. Se puede utilizar un solo método de estos métodos o al menos se pueden utilizar dos 
métodos juntos.

Se puede añadir otro microbio no patógeno adicionalmente al aditivo alimentario o aditivo en el agua de bebida. 
Ejemplos no restrictivos del microbio capaz de añadirse se puede seleccionar de entre un grupo que consiste en 60
Bacillus sp. capaz de producir proteasas, lipasas y enzimas convertidoras de azúcares tales como Bacillus subtilis, o 
similares; Lactobacillus sp. que tienen actividad fisiológica y actividad de degradación de un material orgánico en 
condiciones anaeróbicas talles como el estómago de las vacas; mohos fúngicos que tienen efectos de aumento de
peso en animales domésticos, producción de leche, y digestibilidad del alimento tal como Aspergillus oryzae, o 
similares; y levaduras tales como Saccharomyces cerevisiae, o similares. Se pueden utilizar uno o una mezcla de al 65
menos dos de estos microbios.
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El aditivo alimentario o el aditivo en el agua de bebida que contiene el bacteriófago ΦCJ20 de acuerdo con la 
presente invención como principio activo puede contener además otros aditivos, según se necesite. Como ejemplos 
no restrictivos del aditivo que se puede utilizar, están un aglutinante, un emulsionante, un conservante, y similares, 
que se añaden con el fin de evitar que se deteriore la calidad del alimento o el agua de bebida; aminoácidos, 
vitaminas, enzimas, probióticos, agentes saborizantes, compuestos nitrogenados no proteicos, silicatos, tampones, 5
agentes colorantes, extractantes, oligosacáridos, y similares, que se añaden con el fin de aumentar la utilidad del 
alimento o el agua de bebida. De otra manera, el aditivo puede incluir adicionalmente un agente de mezcla de 
pienso, o similares. Se pueden utilizar uno o una mezcla de al menos dos de estos aditivos.

El aditivo alimentario puede estar contenido con un contenido de 0,05 a 10, más preferentemente 0,1 a 2 partes por 10
peso basándose en 100 partes por peso del pienso. El aditivo del agua de bebida puede estar con un contenido de 
0,0001 a 0,01, más preferentemente de 0,001 a 0,005 partes por peso basándose en 100 partes de peso de agua de 
bebida. La actividad del bacteriófago ΦCJ20 contra ETEC puede presentarse suficientemente en el intervalo 
mencionado anteriormente.

15
En otro aspecto general, la presente invención proporciona un alimento o agua de bebida que se preparan
añadiendo un aditivo alimentario o un aditivo del agua de bebida que contiene el bacteriófago ΦCJ20 como principio 
activo o se añade directamente el bacteriófago ΦCJ20.

El alimento utilizado en la presente invención no está particularmente limitado, sino que se puede utilizar cualquier20
alimento que se utiliza en general en la técnica. Un ejemplo no restrictivo del alimento puede incluir alimentos 
vegetales tales como granos, raíces y frutos, subproductos del procesamiento de alimentos, algas, fibra, 
subproductos farmacéuticos, grasa, almidones, cucurbitáceas, o subproductos de granos; y alimentos animales tales 
como proteínas, materiales inorgánicos, grasas, minerales, proteínas celulares únicas, planctons animales, o 
alimentos. Se puede utilizar uno o una mezcla de al menos dos de estos alimentos.25

El agua de bebida que se utiliza en la presente invención no está particularmente limitada, sino que se puede utilizar 
en la presente invención cualquier agua de bebida que se utilice en general.

En otro aspecto general, la presente invención puede proporcionar un desinfectante o limpiador que contenga el30
bacteriófago ΦCJ20 como principio activo. Una formulación de desinfectante o limpiador no está particularmente 
limitada, sino que se puede formular un desinfectante o limpiador en cualquier formulación conocida en la técnica.

El desinfectante puede pulverizarse para eliminar la ETEC en una región donde viven los animales, un matadero, un 
área de generación de mortalidad, un sitio de cocina o equipamiento de cocina, o similares, pero la presente 35
invención no se limita a estos.

El limpiador se puede utilizar para lavar superficies cutáneas o cada uno de los sitios del cuerpo del animal 
expuestas o que se van a exponer a la ETEC, por la presente invención no se limita a estos.

40
En otro aspecto general, la presente invención proporciona un método de prevención o tratamiento de enfermedades 
infecciosas utilizando el bacteriófago ΦCJ20 o la composición que comprende el bacteriófago ΦCJ20 como principio 
activo. 

En detalle, el método de prevención o tratamiento de enfermedades infecciosas puede incluir la administración del 45
bacteriófago ΦCJ20 o la composición que contiene el bacteriófago ΦCJ20 como el principio activo a las dianas 
infectadas por ETEC o que está en riesgo de infección por ETEC excepto a seres humanos en una dosis 
farmacéuticamente eficaz. Será evidente para los expertos en la técnica que cuando se administra la composición 
farmacéutica a un paciente, la dosis total diaria adecuada se puede determinar por el médico o veterinario 
encargado dentro del alcance del sano juicio médico.50

Se puede determinar una dosis específica farmacéuticamente eficaz del bacteriófago ΦCJ20 o al composición que 
contiene el bacteriófago ΦCJ20 como principio activo para un animal específico considerando un tiempo de 
administración y una vía de administración del bacteriófago ΦCJ20 o la composición que contiene el bacteriófago 
ΦCJ20, una tasa de secreción de la composición, un periodo de duración de la dieta, o similar, además del tipo y 55
grado de la respuesta deseada, una edad, un peso, un estado de salud general, sexo o dieta de individuo 
correspondiente. Además, la dosis farmacéuticamente eficaz puede cambiarse de varias maneras de acuerdo con 
distintos factores tales como los ingredientes o fármacos u otras composiciones utilizados simultáneamente o por 
separado y factores similares bien conocidos en el campo médico.

60
El bacteriófago ΦCJ20 de acuerdo con la presente invención o la composición que comprende el bacteriófago 
ΦCJ20 como principio activo se puede administrar como una forma farmacéutica (pulverizador nasal) a animales o 
administrarse en un método para añadirlo directamente a un alimento o el agua de bebida de los animales y luego 
suministrar el alimento o agua de bebida. Además, el bacteriófago ΦCJ20 o la composición que contiene el mismo 
se puede mezclar con un alimento o agua de bebida en forma de aditivo alimentario o aditivo en el agua de bebida y 65
entonces se administran.
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La vía de administración y el método de administración del bacteriófago ΦCJ20 de acuerdo con la presente 
invención o la composición que contiene el bacteriófago ΦCJ20 como el principio activo no están particularmente 
limitados, sino que se puede utilizar cualquier vía de administración y método de administración, a condición de que 
el bacteriófago ΦCJ20 o la composición que contiene el mismo puede llegar al correspondiente tejido diana. Es 
decir, el bacteriófago ΦCJ20 o la composición que contiene el bacteriófago ΦCJ20 como principio activo se puede 5
administrar mediante distintas vías orales y parenterales. Como ejemplo no restrictivo de la vía de administración, se
pueden llevar a cabo la administración oral, rectal, local, intravenosa, intraperitoneal, intramuscular, intra-arterial, 
subcutánea y nasal, por inhalación, o similares.

De aquí en adelante, la presente invención se describirá en detalla mediante los Ejemplos. Sin embargo, estos 10
Ejemplos son solamente para ilustrar la presente invención, y el alcance de la presente invención no está limitado a 
estos Ejemplos.

Ejemplo 1. Aislamiento del bacteriófago que infecta la ETEC
15

<Ejemplo 1-1>

Exploración del bacteriófago y asilamiento de un único bacteriófago

Después de obtener 50 ml de muestra de heces de cerdo y muestras ambientales en Samwhaw Gps. Breeding Agri. 20
en el área de Gwangcheon, Hong seonggun, Provincia de Chungchong, se centrifugaron a 4.000 rpm durante 10 
minutos, se filtró el sobrenadante con un filtro de 0,45 µm para preparar una solución de muestra, y entonces se 
llevó a cabo un método de depósito de agar blando utilizando la solución de muestra preparada. El método de 
deposición de agar blando es un método de observación de una acción de lisis del bacteriófago utilizando células 
huésped que crecen en el agar superior (unido a un medio sólido utilizando un 0,7 % de agar).25

En detalle, se mezclaron 18 ml de filtrados de la muestra con 150 µl de una solución de cultivo agitada (DO600 = 2) 
de ETEC (SNU105) obtenido en el Colegio de Medicina Veterinaria, Universidad Nacional de Seúl y 2 ml de medio 
de Luria Bertani (LB) 10 (triptona 10 g/l; extracto de levadura 5 g/l; y NaCl 10 g/l) y se cultivaron a 30 ⁰C durante 18 
horas. Después, la solución de cultivo se centrifugó a 4.000 rpm durante 10 minutos, y se filtró el sobrenadante con 30
un filtro de 0,45 µm. Entonces, después de una solución mezclada de 3 ml de 0,7 % (p/v) de agar y 150 µl de la 
solución de cultivo agitada (DO600 = 2) de ETEC (SNU105) se vertió y endureció en un medio LB en una placa, se 
depositaron 10 µl de la solución de muestra enzima, seguido por el cultivo a 30 ⁰C durante 18 horas. Luego se 
confirmó que la placa se había formado.

35
Como se sabe que una clase de bacteriófago está presente en una única placa, se intentó la separación de un único 
bacteriófago de la placa formada. En detalle, la placa se añadió a 400 µl de una solución SM (NaCl (5,8 g/l); 
MgSO47H2O (2 g/l); 1 M de Tris-Cl (pH 7,5, 50 ml)) y se dejó a temperatura ambiente durante 4 horas, obteniendo de 
esta manera una solución de bacteriófago. A continuación, se mezclaron 100 µl de la solución de bacteriófago con 5 
ml de 0,7 % (p/v) de agar y 150 µl de la solución de cultivo agitada (DO600 = 2) de ETEC (SNU105), seguido por la 40
realización del método de deposición del agar blando utilizando un medio LB que tiene un diámetro de 150 m. El 
cultivo se llevó a cabo hasta que la ETEC se lisó completamente. Después de terminar el cultivo, se añadieron 5 ml 
de solución SM al medio LB en la placa y se dejó a temperatura ambiente durante 4 horas, obteniendo de esta 
manera una solución de bacteriófagos.

45
Después de recuperar la solución y añadir a la mismos un 1 % (v/v) de cloroformo, la mezcla se mezcló durante 10 
minutos, seguido por centrifugación a 4.000 rpm durante 10 minutos, obteniendo de esa manera un sobrenadante. El 
sobrenadante obtenido se filtró con 0,45 µm, obteniendo de esta manera una muestra final.

< Ejemplo 1-2>50

Cultivo a gran escala y purificación de bacteriófagos

El bacteriófago obtenido en el Ejemplo 1-1 se cultivó a gran escala utilizando ETEC (SNU105), y entonces se 
purificó el bacteriófago del mismo.55

En detalle, después de que la ETEC (SNU105) se cultivó con agitado, y se centrifugó una alícuota de 1,5 x 1010 ufc a 
4000 rpm durante 10 minutos y entonces se re-suspendió en 4 ml de la solución SM. El bacteriófago de 1,5 x 106 ufp 
se inoculó en el mismo (multiplicidad de infección (MOI = 0,0001), y se dejó a temperatura ambiente durante 20 
minutos. A continuación, la solución se inoculó en 150 ml de medio LB y se cultivó a 30 ⁰C durante 5 horas.60

Después de terminar el cultivo, se añadió cloroformo en una cantidad de un 1 % (v/v) de un volumen final y se agitó 
durante 20 minutos. Después se añadieron las enzimas de restricción DNasa I y RNasa A para tener una 
concentración final de 1 µg/ml, respectivamente, y la solución se dejó a 30 ⁰C durante 30 minutos. Después, se 
añadieron NaCl y polietilenglicol (PEG) para tener concentraciones finales de 1 M y un 10 % (p/v), respectivamente, 65
y adicionalmente se dejó a 4 ⁰C durante tres horas, seguido por centrifugación a 4 ⁰C y 12.000 rpm durante 20 
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minutos, obteniendo de esa manera los precipitados.

El precipitado obtenido se suspendió en 5 ml de una solución SM y se dejó a temperatura ambiente durante 20 
minutos. Entonces se añadió 1 ml de cloroformo a la misma y se agitó, seguido por centrifugación a 4 ⁰C y 4000 rpm 
durante 20 minutos, obteniendo de esta manera un sobrenadante. A continuación, se filtró el sobrenadante con un 5
filtro de 0,45 µm, y se llevó a cabo la ultracentrifugación (35.000 rpm, 1 hora, 4 ⁰C) utilizando un método de gradiente 
de densidad de glicerol (densidad: 40 %, 5 % de glicerol), purificando de esta manera el bacteriófago.

El presente inventor denominó al bacteriófago obtenido extrayendo la muestra de las heces de cerdo y que tiene 
actividad bactericida específica contra la ETEC como “Bacteriófago ΦCJ20” y se depositó el bacteriófago en el 10
Centro de Cultivo de Microorganismos Coreano (361-221, Hongjedong, Seodamun-gu, Seúl, Corea) con el número 
de depósito KCCM11362P el 30 de enero de 2013.

Ejemplo 2
15

Examen de la infección de E. coli por ΦCJ20

Con el fin de confirmar si el bacteriófago ΦCJ20 purificado en el Ejemplo 1 tiene una actividad lítica o no sobre 
especies de E. coli distintas de la ETEC (SNU105), se llevó a cabo la infección cruzada con otras especies de E. 
coli.20

En detalle, se cultivaron 2 tipos de cepas de ETEC (SNUJG280 y SNU105) y 11 tipos de cepas de E. coli no 
patógenas (MC4100, BL21(DE3), Rosetta(DE3), 2616, 281, 1917, DH5a, GM2929, Tuner(DE3), W3110, y K12G), 
obteniendo de esta manera soluciones de cultivo, respectivamente. Entonces cada una de las soluciones de cultivo y 
el bacteriófago ΦCJ20 purificado se utilizaron para llevar a cabo el método de deposición de agar blando, y se 25
confirmó si se formaba o no una placa.

Los resultados se formaron en la siguiente Tabla 1.

Tabla 130

[Tabla 1]

Serotipo) cepa Formación de placa○

E. coli no patógena MC4100 ○

BL21(DE3) ○

Rosetta(DE3) ○

2616 x

281 x

1917 ○

DH5a ○

GM2929 ○

Turner ○

W3110 ○

K12G ○

ETEC SNUJG280 ○

SNU105 ○

Como se muestra en la Tabla 1, se puede confirmar que el bacteriófago ΦCJ20 purificado en el Ejemplo 1 tenía 
actividad lítica en los 9 tipos de cepas de E. coli no patógenas (MC4100, BL21(DE3), Rosetta(DE3), 1917, DH5a, 35
GM2929, Turner(DE3), W3110, y K12G) pero no tenía actividad lítica en los restantes 2 tipos de cepas de E. coli no 
patógenas (2616 y 281) entre las cepas de E. coli no patógenas.

Ejemplo 3
40

Observación de la morfología de ΦCJ20
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El bacteriófago ΦCJ20 purificado en el Ejemplo 1 se diluyó en una solución de gelatina al 0,01 %, y entonces se fijó 
en una solución de glutaraldehído al 2,5 %. El bacteriófago fijado se depositó en una placa de mica revestida de 
carbono (ca. 2,5 x 2,5 mm), se adaptó a la mismos durante 10 minutos, y se lavó con agua destilada estéril. Se
montó una película de carbono en una rejilla de cobre, se tiñó con un 2 % de acetato de uranilo durante 30 a 60 
segundos, se secó, y se investigó utilizando un microscopio de transmisión electrónica (JEM-1011, 80 kV, 5
magnificación: 3120.000 a 3200.000) (FIG.1).

La FIG. 1 es una fotografía de microscopía electrónica del bacteriófago ΦCJ20. Se puede apreciar que el 
bacteriófago ΦCJ20 tiene una cápside isométrica pero no tiene una cola, de manera que el bacteriófago ΦCJ20 
pertenece morfológicamente a Podoviridae.10

Ejemplo 4

Análisis del tamaño de ADN genómico de ΦCJ20
15

Se extrajo el ADN del bacteriófago ΦCJ20 purificado en el Ejemplo 1.

En detalle, se añadieron 20 mM de ácido etilendiaminotetraacético (EDTA), 50 µg/ml de proteinasa K, y un 0,5 %
(p/v) de dodecil sulfato sódico (SDS) a una solución de cultivo del bacteriófago ΦCJ20 purificado y se dejó a 50 ⁰C 
durante 1 hora. Se añadió un volumen igual de fenol (pH 8,0) y se agitó, seguido por centrifugación a temperatura 20
ambiente y 12.000 rpm durante 10 minutos, obteniendo de esta manea un sobrenadante.

El sobrenadante se mezcló con un volumen igual de PC (fenol: cloroformo = 1:1) y se centrifugó a temperatura 
ambiente y 12.000 rpm durante 10 minutos, obteniendo de esta manera un sobrenadante. El sobrenadante se 
mezcló con un volumen igual de cloroformo y se centrifugó a temperatura ambiente y 12.000 rpm durante 10 25
minutos, obteniendo de esta manera un sobrenadante. El sobrenadante obtenido se mezcló secuencialmente con un 
105 (v/v) de 3 M de acetato sódico y un doble volumen de etanol frío al 95 %, basándose en el volumen total, y se 
dejó a -20 ⁰C durante 1 hora. Posteriormente, se llevó a cabo la centrifugación a 0 ⁰C y 12.000 rpm durante 10 
minutos, y el precipitado se obtuvo retirando el sobrenadante. Entonces, se añadieron 50 µl de tampón Tris-EDTA 
(TE) (pH 8,0) al mismo para disolver de esta manera el precipitado obtenido. El ADN extraído se diluyó 10 veces, y 30
se midió la concentración midiendo la absorbancia a una DO260.

A continuación, se cargó 1 µg de ADN en un 1 % de gel de agarosa de electroforesis en gel de campo pulsado 
(PFGE), y se llevó a cabo la electroforesis a temperatura ambiente durante 20 horas utilizando un sistema BIORAD 
PFGE programa 7 (tamaño de intervalo: 25-100 kb; rampa de cambio de tiempo: 0,4-2,0 segundos, forma lineal; 35
tensión directa 180 V; tensión inversa: 120 V) (FIG. 2).

La FIG. 2 es una fotografía de electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) del ADN genómico del bacteriófago 
ΦCJ20, y se puede confirmar que el ADN genómico del bacteriófago ΦCJ20 tiene un tamaño de aproximadamente 
40 kb. En la FIG. 2, M es el ADN que se vuelve en una referencia para medir el peso molecular.40

Ejemplo 5

Análisis del patrón proteico de ΦCJ20
45

Se mezclaron 15 µl de una solución de bacteriófago ΦCJ20 purificado con un título de 1010 ufp/ml con 3 µl de una 
solución de muestra de 5 SDS, y se calentó durante 5 minutos. Entonces, se llevó a cabo la SDS-PAGE al 12 %
(FIG. 3).

La FIG. 3 es una fotografía de electroforesis que muestra un resultado de la SDS-PAGE que se lleva a cabo en el 50
bacteriófago ΦCJ20, y se observaron proteínas principales que tenían tamaños de aproximadamente 46,5 kDa, 43 
kDa, 39,5 kDa, y 17,1 kDa.

Ejemplo 6
55

Análisis de las características genéticas de ΦCJ20

Con el fin de confirmar las características genéticas del bacteriófago ΦCJ20 purificado en el Ejemplo 1, el ADN del 
bacteriófago ΦCJ20 se analizó utilizando el secuenciador de titanio FLX (Roche), que es un aparato de análisis 
genético. Los genes se ensamblaron en Macrogen INC. utilizando GS y el software de ensamblaje GS de nuevo 60
(Roche). El análisis de secuencia de una fase de lectura abierta se llevó a cabo utilizando el software 
GeneMArk.hmm, Glimmer v3.02, y FGENESB. La identificación de la fase de lectura abierta se llevó a cabo 
utilizando el programa BLASTP e InterProScan.

La secuencia genómica del bacteriófago tiene distintas similitudes que la del bacteriófago expuesto existente, pero 65
se confirmó que un bacteriófago del que todas las fracciones eran completamente iguales (100 %) a los del 
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bacteriófago de la presente invención no existen. Por lo tanto, se puede confirmar que el bacteriófago era un 
bacteriófago aislado recientemente.

La siguiente Tabla 2 muestra los resultados obtenidos comparando homólogos de la secuencia genómica del ΦCJ20 
y se muestran posteriormente secuencias descodificadas del genoma de otros bacteriófagos, y la secuencia 5
genómica parcial del ΦCJ20.
Tabla 2

[Tabla 2]

Consulta Sujeto Valoración Identidades

Nombre Longitud Inicio Final Descripción E-Valor
Coincidencia 

/Total
Pct. (%)

contig00001_orf00002 354 1 351

proteína hipotética 
conservada PseT.3 

[fago de 
Enterobacterias 
vB_EcoM-VR7]

5E-42 110/117 94

contig00001_orf00004 489 7 486

VR7_gp239
hipotética conservada

[Fago de 
Enterobacterias vB-

EcoM-VR7]

2E-82 152/160 95

contig00001_orf00038 933 1 930
Iniciador de la placa 

base del tubo de cola
[fago de Shigella SP18]

4E-172 309/310 99

contig00001_orf00047 465 1 462

Proteína de unión a 
ssADN y reparación de 
recombinación UvsY 

[fago de Shigella
SP18]

1E-82 152/154 98

contig00001_orf00072 492 1 489

Proteína terminasa 
pequeña [fago de 
Enterobacterias 
vB_EcoM-VR7]

1E-77 162/163 99

contig00001_orf00074 801 1 798

Proteína gp15 de 
terminación y 

estabilizadora de la 
vaina de la cola [fago 
de Enterobacterias 

vB_EcoM-VR7]

1E-142 264/266 99

contig00001_orf00066 261 1 135

Proteína del núcleo de 
procápside precursora 
de péptidos internos

[fago de Shigella SP18]

1E-16 45/45 100

contig00001_orf00076 939 1 936

Proteína gp13 del 
cuello [fago de 
Enterobacterias 
vB_EcoM-VR7]

3E-169 308/312 98

contig00001_orf00093 456 1 453

proteína hipotética 
conservada 57B [fago 

de Enterobacterias 
vB_EcoM-VR7]

3E-82 150/151 99
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Consulta Sujeto Valoración Identidades

Nombre Longitud Inicio Final Descripción E-Valor
Coincidencia 

/Total
Pct. (%)

contig00001_orf00087 603 1 600

Subunidad en cuña 
gp53 de la placa base

[fago de 
Enterobacterias 
vB_EcoM-VR7]

2E-112 192/200 96

contig00002_orf00005 456 1 453
lisozima
[fago de 

Enterobacterias T7]
4E-81 143/151 94

contig00002_orf00007 699 1 633
gp2.5 [fago de 

Enterobacterias 13a]
4E-105 208/211 98

contig00002_orf00011 309 1 300
gp1.7 [fago de 

Enterobacterias 285P]
1E-47 92/102 90

contig00002_orf00035 1032 1 996
gp10A

[fago de 
Enterobacterias 13a]

1E-137 313/333 93

contig00003_orf00016 363 1 360
SP18gp253 hipotética 

conservada
[fago de Shigella SP18]

3E-62 117/120 97

contig00001_orf00056 1008 1 1005
ARN ligasa 2 [fago de 

Shigella SP18]
6E-172 321/335 95

contig00001_orf00101 390 10 387
Proteína de fago 

hipotética [Escherichia
phage wV7]

6E-66 120/126 95

contig00001_orf00089 825 1 822

Proteína gp2 
protectora final de ADN

[fago de 
Enterobacterias 
vB_EcoM-VR7]

7E-147 273/274 99

contig00001_orf00019 348 1 345

Cochaperona de 
ensamblaje de cápside 

con GroEL [fago de 
Shigella SP18]

2E-61 115/115 100

contig00001_orf00008 906 1 903
polinucleótido 5’-cinasa
y 3’-fosfatasa [fago de 

Shigella SP18]
1E-170 287/301 95

contig00001_orf00006 321 1 318

EpJS10_0215
hipotética conservada

[fago de 
Enterobacterias JS10]

2E-50 102/106 96

contig00001_orf00020 324 1 321

Proteína accesoria de 
inhibición del fenotipo 

de lisis rápida
[fago de Shigella SP18]

5E-53 105/107 98
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Consulta Sujeto Valoración Identidades

Nombre Longitud Inicio Final Descripción E-Valor
Coincidencia 

/Total
Pct. (%)

contig00001_orf00017 582 1 579

Desoxicitidilato 
desaminasa [fago de 

Enterobacterias 
vB_EcoM-VR7]

6E-111 191/193 98

contig00001_orf00081 870 1 867

Conector de fibra de la 
cola de cuña de placa 
base [fago de Shigella

SP18]

5E-161 286/289 98

contig00001_orf00013 360 1 357
SP18gp231 hipotética 

conservada
[fago de Shigella SP18]

2E-47 113/119 94

contig00001_orf00037 324 1 321
SP18gp210 hipotética 

conservada
[fago de Shigella SP18]

3E-51 104/107 97

contig00001_orf00079 666 1 663

Subunidad cuña de la 
placa base y punta de 

la cola[fago de Shigella
SP18]

2E-118 215/221 97

contig00002_orf00043 903 1 900
exonucleasa

[fago de 
Enterobacterias T7]

6E-168 293/300 97

contig00003_orf00017 912 7 876

Proteína de unión al 
ADN de cadena 
sencilla [fago de 
Shigella SP18]

6E-145 287/290 98

contig00001_orf00063 819 1 816

Proteína central de 
procápside [fago de 

Enterobacterias 
vB_EcoM-VR7]

5E-99 267/272 98

contig00001_orf00044 729 1 726

Ensamble catalítico del 
núcleo de la placa 

base [fago de Shigella
SP18]

2E-128 241/242 99

contig00001_orf00088 354 1 351

Proteína de 
terminación de la 
cápside [fago de 
Shigella SP18]

2E-64 115/117 98

contig00001_orf00023 369 1 366
SP18gp221 hipotética 

conservada
[fago de Shigella SP18]

4E-68 122/122 100

contig00001_orf00046 390 1 387

Subunidad en cuña de 
la placa base [fago de 

Enterobacterias 
vB_EcoM-VR7]

5E-66 128/129 99

contig00001_orf00053 849 1 846
Proteína de la cápside 

externa [fago de 
Shigella SP18]

3E-141 268/282 95
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Consulta Sujeto Valoración Identidades

Nombre Longitud Inicio Final Descripción E-Valor
Coincidencia 

/Total
Pct. (%)

contig00001_orf00042 459 1 456

Subunidad gp28 del 
núcleo distal de la 

placa base [fago de 
Enterobacterias 
vB_EcoM-VR7]

3E-83 150/152 98

contig00001_orf00064 639 1 636

Proteína y proteasa del 
núcleo de matriz de 
procápside [fago de 

Shigella SP18]

4E-118 210/212 99

contig00001_orf00052 669 1 666
Inhibidor de la proteasa 

gp21 de procápside
[fago de Shigella SP18]

2E-91 206/222 92

contig00001_orf00045 624 1 621
Subunidad del núcleo 
de placa base [fago de 

Shigella SP18]
4E-115 206/207 99

contig00001_orf00086 178 8 1 178 5

Subunidad central de 
la placa base y 

lisozima de la cola
[fago de Shigella SP18]

0 588/595 98

contig00001_orf00094 366 1 363

VR7_gp156 hipotética 
conservada [fago de 

Enterobacterias 
vB_EcoM-VR7]

2E-48 119/121 98

contig00001_orf00016 336 1 333
SP18gp229 hipotética 

conservada
[fago de Shigella SP18]

2E-54 108/111 97

contig00002_orf00001 408 1 405
proteína 4.7 

[fago de 
Enterobacterias T7]

2E-54 123/135 91

contig00002_orf00013 102 3 1 102 0
ADN ligasa

[fago de 
Enterobacterias T7]

0 317/359 88

contig00002_orf00027 150 0 1 975
gp17 [fago de 

Enterobacterias 13a]
6E-120 268/330 81

contig00002_orf00033 591 1 588
Proteína de la cola

[fago de Yersinia pestis
phiA1122]

2E-99 194/196 98

contig00003_orf00003 411 1 408
endonucleasa II [fago 

de Shigella SP18]
5E-72 136/136 100

contig00003_orf00008 861 1 858

dTMP timidilato sintasa
[fago de 

Enterobacterias 
vB_EcoM-VR7]

2E-146 245/286 85

contig00003_orf00019 669 1 648
Cargador de gp41 ADN 

helicasa [fago de 
Shigella SP18]

4E-118 211/216 97
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Consulta Sujeto Valoración Identidades

Nombre Longitud Inicio Final Descripción E-Valor
Coincidencia 

/Total
Pct. (%)

contig00001_orf00110 306 1 303

SP18gp146 hipotética 
conservada

[fago de Shigella
SP18]

4E-50 99/101 98

contig00001_orf00058 128 1 1 127 8

Proteína vertex de la 
cápside [fago de 
Enterobacterias 
vB_EcoM-VR7]

0 411/426 96

contig00001_orf00041 1746 1 1743

Subunidad del núcleo 
de la placa base 

determinante de la 
longitud de la cola

[fago de Shigella SP18]

0 570/581 98

contig00001_orf00084 1959 1 1956
Subunidad en cuña de 
la placa base [fago de 

Shigella SP18]
0 648/652 99

contig00001_orf00080 1785 1 1782

Subunidad gp10 en 
cuña de la placa base 

y punta de la cola [fago 
de Enterobacterias 

vB_EcoM-VR7]

0 583/594 98

contig00001_orf00040 1095 1 1092
Protección del tubo de 
cola de la placa base
[fago de Shigella SP18]

0 362/364 99

contig00001_orf00090 600 1 597

Proteína gp3 de 
terminación de la cola 
y estabilizador de la 

vaina [fago de 
Enterobacterias 
vB_EcoM-VR7]

2E-112 199/199 100

contig00001_orf00068 492 1 489
Proteína del tubo de la 
cola [fago de Shigella

SP18]
2E-93 161/163 98

contig00001_orf00091 678 1 675

gp1 desoxinucleósido
monofosfato

cinase [fago de 
Enterobacterias 
vB_EcoM-VR7]

2E-127 222/225 98

contig00001_orf00032 717 1 714

SP18gp215 hipotética 
conservada

[fago de Shigella
SP18]

3E-128 235/238 98

contig00001_orf00025 366 1 363

SP18gp220 hipotética 
conservada

[fago de Shigella
SP18]

1E-66 120/121 99

contig00001_orf00001 405 1 402

Inhibidor de 
transcripción de 

huésped [fago de 
Shigella SP18]

2E-61 131/134 97
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Consulta Sujeto Valoración Identidades

Nombre Longitud Inicio Final Descripción E-Valor
Coincidencia 

/Total
Pct. (%)

contig00001_orf00112 594 1 591

SP18gp145 hipotética 
conservada

[fago de Shigella
SP18]

7E-100 193/197 97

contig00001_orf00075 786 1 753

Proteína del cuello
[fago de 

Enterobacterias 
vB_EcoM-VR7]

1E-144 251/251 100

contig00002_orf00006 456 1 453
gp3 [fago de 

Enterobacterias 13a]
1E-82 149/151 98

contig00002_orf00017 1080 1 1077
Proteína cinasa

[fago de 
Enterobacterias T7]

2E-163 325/359 90

contig00002_orf00024 360 1 357
gp18.5

[fago de 
Enterobacterias 13a]

1E-57 112/119 94

contig00002_orf00030 591 1 588

Proteína interna del 
virión [fago de Yersinia 

pestis
phiA1122]

1E-74 178/196 90

contig00003_orf00009 582 1 579

Frd dihidrofolato
reductasa [fago de 

Enterobacterias 
vB_EcoM-VR7]

6E-105 187/193 96

contig00003_orf00011 342 1 339

SP18gp249 hipotética 
conservada

[fago de Shigella
SP18]

3E-59 111/113 98

contig00003_orf00014 366 1 363

SP18gp252 hipotética 
conservada

[fago de Shigella
SP18]

2E-60 113/121 93

Véase por favor la [secuencia del genoma parcial de ΦCJ20] adjunta.

Ejemplo 7
5

Ensayo de estabilidad de ΦCJ20 dependiendo del pH

Con el fin de confirmar si el bacteriófago ΦCJ20 puede tener estabilidad o no en un ambiente a pH bajo en el 
estómago, se llevó a cabo un ensayo de estabilidad en un amplio intervalo de pH (pH 3,0, 3,5, 4,0, 5,5, 6,4, 7,5, 8,3, 
9,2, y 11,0).10

Para el ensayo, se prepararon soluciones a distintos pH (tampón de acetato sódico (pH 4,0, pH 5,5, y pH 6,4), 
tampón de citrato sódico (pH 3,0 y pH 3,5), tampón de fosfato sódico (pH 6,9 y pH 7,4), y solución Tris-HCl (pH 8,2, 
pH 9,0, pH 9,8, y pH 11,0)) a una concentración de 0,2 M, respectivamente.

15
Después, 180 µl de cada una de las soluciones de pH se mezclaron con 20 µl de solución de bacteriófago que tiene 
un título de 2,1 x 1010 ufp/ml de manera que una concentración de cada pH era de 1 M, y cada una de las soluciones
de pH se dejó a temperatura ambiente durante 2 horas. En un grupo de control, 20 µl de solución de bacteriófago 
(2,1 x 1010 ufp/ml) se mezcló con 180 µl de solución SM y entonces se dejó a temperatura ambiente durante 2 horas. 
Entonces, la reacción de solución se diluyó poco a poco, 10 µl de la solución diluida en cada paso se depositó y se20
cultivó a 30 ⁰C durante 18 horas por un método de depósito en agar blando, y el título se midió mediante la 
presencia o ausencia de lisis (FIG. 4).
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La FIG. 4 muestra un resultado del ensayo de resistencia al ácido del bacteriófago ΦCJ20. Como se muestra en la 
FIG. 4, se puede confirmar que el bacteriófago ΦCJ20 no pierde su actividad y era estable en un intervalo de pH de 
5,0 a 11,0 en comparación con el grupo de control.

Ejemplo 85

Estabilidad del ensayo de ΦCJ20 dependiendo de la temperatura

Se llevó a cabo un ensayo para confirmar la estabilidad contra el calor generado durante un procedimiento de 
formulación del bacteriófago en el caso de utilizar el bacteriófago como una formulación de aditivo alimentario entre 10
las formulaciones del bacteriófago.

En detalle, 100 µl de solución de bacteriófago ΦCJ20 que tiene una concentración de 2,0 x 1010 ufp/ml se dejó a 37 
⁰C, 42 ⁰C, y 60 ⁰C durante 0, 30, 60, y 120 minutos, respectivamente. Entonces, las soluciones anteriores se 
diluyeron poco a poco, 10 µl de la solución diluida en cada una de las etapas se depositó y cultivó a 30 ⁰C durante 15
18 horas por un método de deposición de agar blando, y se midió el título mediante la presencia o ausencia de lisis 
(FIG. 5).

La FIG. 5 muestra un resultado de un ensayo de resistencia al calor del bacteriófago ΦCJ20. Como se muestra en la 
FIG. 5, el bacteriófago ΦCJ20 mantenía su actividad incluso expuesto a 53 ⁰C durante hasta 2 horas, pero su 20
actividad estaba reducida según el tiempo de exposición, cuando se exponía a 60 ⁰C.

Ejemplo 9

Ensayo de espectro de infección de ΦCJ20 en cepas de ETEC de tipo silvestre25

Se ensayó si el bacteriófago ΦCJ20 tenía actividad lítica o no en 15 cepas de ETEC de tipo silvestre obtenidas en el 
Colegio de Medicina Veterinaria, Universidad Nacional de Seúl y Universidad de Guelph en Canadá distintas de la 
ETEC (SNU105) utilizada en el experimento.

30
En detalle, 10 µl de una solución de bacteriófago ΦCJ20 que tenía un título de 109 ufp/ml se mezcló con 150 µl de 
una solución de cultivo agitado (DO600 = 2) de cada una de las cepas se depositó y cultivó a 30 ⁰C durante 18 h por 
un método de depósito en agar blando. Entonces, se observó si se formaba o no una placa.

Los resultados se mostraron en la Tabla 3 siguiente.35
Tabla 3

[Tabla 3]

Serotipo Cepa
Formación de 
placas

ETEC SNU345 x

SNU105 ○

SNU0122 x

SNU0149 ○

SNUJG280 ○

SNUF4 ○

SNU162 ○

SNU160 ○

SNU107 ○

CANRO8 ○

SNU2618 x

SNU2617 x

SNU193 x

SNU274 ○

SNU3220 ○

E14756932
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Como se muestra en la Tabla 3, el bacteriófago mostraba la infectividad del serotipo F K88 (SNU105, SNU107, 
SNU160, SNU162, SNUF4, SNU3220, CANR08, y SNUJG280) así como ETEC O-serotipo 0149 (SNU107, SNUF4, 
SNUJG280, SNU3220, CANR08, y SNU0149) que es la causa más común de diarrea en cerdos granjas generales. 
Por lo tanto, se puede esperar que el bacteriófago muestre una excelente eficacia en el momento de la aplicación 
actual del bacteriófago.5

<110> CJ CheilJedang Corporation

<120> Nuevo bacteriófago y composición antibacteriana que comprende el mismo 
10

<130> P13-5115

<150> KR 13/021498
<151> 27-02-2013

15
<160> 3

<170> KopatentIn 2.0

<210> 120
<211> 35693
<212> ADN
<213> una parte de ADN del nuevo bacteriófago CJ20 Contig00001

<400> 125

E14756932
13-12-2017ES 2 652 336 T3

 



19

E14756932
13-12-2017ES 2 652 336 T3

 



20

E14756932
13-12-2017ES 2 652 336 T3

 



21

E14756932
13-12-2017ES 2 652 336 T3

 



22

E14756932
13-12-2017ES 2 652 336 T3

 



23

E14756932
13-12-2017ES 2 652 336 T3

 



24

E14756932
13-12-2017ES 2 652 336 T3

 



25

E14756932
13-12-2017ES 2 652 336 T3

 



26

E14756932
13-12-2017ES 2 652 336 T3

 



27

E14756932
13-12-2017ES 2 652 336 T3

 



28

E14756932
13-12-2017ES 2 652 336 T3

 



29

E14756932
13-12-2017ES 2 652 336 T3

 



30

E14756932
13-12-2017ES 2 652 336 T3

 



31

E14756932
13-12-2017ES 2 652 336 T3

 



32

E14756932
13-12-2017ES 2 652 336 T3

 



33

E14756932
13-12-2017ES 2 652 336 T3

 



34

E14756932
13-12-2017ES 2 652 336 T3

 



35

E14756932
13-12-2017ES 2 652 336 T3

 



36

E14756932
13-12-2017ES 2 652 336 T3

 



37

E14756932
13-12-2017ES 2 652 336 T3

 



38

<210> 2
<211> 16184
<212> ADN5
<213> una parte de ADN del nuevo bacteriófago CJ20 Contig00002

<400> 2

10
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<210> 3
<211> 16799
<212> ADN5
<213> una parte de ADN del nuevo bacteriófago CJ20 Contig00003

<400> 3
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REIVINDICACIONES

1. Un bacteriófago ΦCJ20, depositado como KCCM11362P, que tiene una actividad bactericida específica contra la 
Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC).

5
2. Una composición que comprende el bacteriófago de la reivindicación 1 como principio activo.

3. La composición de acuerdo con la reivindicación 2, para la prevención o tratamiento de una enfermedad 
infecciosa producida por la ETEC.

10
4. La composición para su uso de acuerdo con la reivindicación 3, donde la enfermedad infecciosa es la 
colibacilosis.

5. El bacteriófago de la reivindicación 1 como principio activo para su uso como un medicamento antibiótico.
15

6. Un aditivo alimentario o aditivo en el agua de bebida que comprende el bacteriófago de la reivindicación 1 como 
principio activo.

7. Un desinfectante o limpiador que comprende un bacteriófago de la reivindicación 1 como principio activo.
20

8. El bacteriófago de acuerdo con la reivindicación 1, para la prevención o tratamiento de una enfermedad infecciosa 
causada por la ETEC.

9. El bacteriófago para su uso de acuerdo con la reivindicación 8, donde la enfermedad infecciosa es la colibacilosis.
25
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