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ABSTRACT

Milk is a dairy product with high concentration of nutrients such
as proteins, fats, carbohydrates, vitamins, minerals and amino acids. Its
high nutritional value, neutral pH (6.6-6.8) and high-water content make
it an ideal environment for microorganism growth. Within the microor-
ganism that can be found in milk, many of them are lactic acid bacteria
such as Streptococcus. Species of Bacillus and Staphylococcus are also
present being a cause of milk spoilage.

Bacillus is the most diverse genus and can be found in several envi-
ronments. Despite the existence of numerous species of this genus, they
are not pathogenic with the exception of Bacillus anthracis and Bacillus
cereus. Some species of Streptococcus are in fact pathogenic and are
frequently isolated from dairy products. Species involved in both clini-
cal and subclinical mastitis are Streptococcus agalactiae, Streptococcus
canis, Streptococcus dysgalactiae and Streptococcus uberis. Moreo-
ver, Streptococcus gallolyticus and Streptococcus parauberis have been
reported as minor mastitis agents. Staphylococcus aureus is considered
the major pathogen in food spoilage, due to the intoxication it causes
and their resistance to pasteurization temperature. S. aureus is trans-
ferred to milk through the equipment in use, human management con-
tact or by the mammal channel producing mastitis, when milk passes
through.

Classical and culture-based methods for bacteria identification
and characterization are slow and labour-intensive. Therefore, molec-
ular microbial diagnostic methods based on genomics and proteom-
ics allow a faster and more effectively species identification. To ap-
propriately characterize and identify different strains, several genes
such as 16S rRNA and, genomic and proteomic techniques such
as MALDI TOF (matrix-assisted laser desorption/ionization-time of
flight) and LC-ESI-MS/MS (liquid chromatography-electrospray ion-
ization-tandem mass spectrometry) were also applied. Nevertheless,
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to correctly describe a new strain it is necessary to assess phenotypic
probes and chemotaxonomic results following the recommendations of
minimal standards for each taxon.

LC-ESI-MS/MS has been used for the analysis of bacterial path-
ogen strain-specific diagnostic peptides allowing the characterization
and identification of bacterial strains. These diagnostic peptides deter-
mined by mass spectrometric LC-ESI-MS/MS techniques, could be
useful for identification of food spoilage microorganism. Particularly,
peptides which belong to specific function proteins, such as virulence
factors and phage protein origin because of their specificity to bacterial
host.

Chapter I of this research focuses on identification of strains isolated
from a contaminated sample of condensed milk and the characterization
of a new subspecies of Bacillus safensis. The sequencing of genes such as
16S rRNA, gyrB and tuf for bacteria and, /7S and HIS3 for yeast, deter-
mined the phylogenetically closest species for the isolated strains. BC0O5
strain belongs to Paenibacillus polymyxa, BC08 strain is phylogenetical-
ly very close to Bacillus paralicheniformis and BCO3 strain belongs to
the yeast species Zygosaccharomyces rouxii. However, for BCO9T strain
amore in deep research has been realized for it characterization. Phyloge-
netic analyses based on 16S rRNA, gyrB gene and fuf gene sequences
placed strain BC0O9" into the genus Bacillus with its closest relatives
being B. safensis and Bacillus australimaris. Genome sequencing has
been performed, analysed and compared with its closest relatives type
strains species by parameters such as DNA-DNA digital hybridization
(dDDH) and average nucleotide identity BLAST (ANIb). ANIb values
for BC09T compared to B. safensis and B. australimaris type strains were
95.7 and 67.6%, respectively, and dDDH values were 67 and 56 %, re-
spectively. Moreover, phenotypic and chemotaxonomic studies have been
performed through the determination of fatty acids, polar lipids and pepti-
doglycans. MK-7 was the only menaquinone detected and iso-C15:0 and
anteiso-C15:0 were the major fatty acids. Additionally, mayor differences
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in polar lipids profile of BC09" were found, compared with its closest
relative type strains species is the absence of phosphoglycolipid in these
last both, and phosphatidylglycerol absence in B. safensis. Furthermore,
proteomic analysis has been performed by comparing spectral protein
profile “fingerprint” of BC09" and its closest relatives type strains spe-
cies by MALDI TOF. Specific mass peaks were determined for BC09™ and
each species. Phylogenetic, chemotaxonomic and phenotypic analyses
showed that strain BCO9T represents a new subspecies of B. safensis, for
which the name Bacillus safensis subsp. osmophilus subsp. nov. is pro-
posed. The type strain is BC09™ (=LMG 301247, =CECT 93447").

Chapter II of this thesis focuses on the analysis of tryptic digestion
peptides from mastitis producer Streptococcus spp. and S. aureus isolated
from milk, by LC-ESI-MS/MS. A total of 100 ug protein extraction was
digested with trypsin, cleaned on a C18 microSpin TM, and then analysed
by LC-MS/MS. Proteomic data was processed by SEQUEST (Proteome
Discoverer 1.4 package, Thermo Scientific) against Bacteria in the Uni-
Prot/TrEMBL database. Moreover, analysis of specific peptides belong-
ing to phage protein origin and virulence factor were performed. The aim
was to search for specific biomarkers that are useful for a rapid identifi-
cation of such studied strains. Phage origin peptides that belongs to pro-
teins such as phage repressors, phage endopeptidases, structural phage
proteins and non-characterized phage proteins were determined. In addi-
tion, specific peptides of different virulence factors such as toxins and M
protein among others, were determined. These peptides are thought to be
useful as biomarkers for identification and characterization of producer
mastitis strains. The phage peptide MATNLGQAY VQIMPSAK is very
specific of S. agalactiae and IRLPYYDVK, LYVGVFNPEATK, I'YNEI-
DEALKSK, SIINGKLDSQWTVPNEHK, and, MNDSNQGLQAN-
PQYTIHYLSQEITR peptides are very specific of S. aureus. DLWC-
NMITAAK peptide was selected as a potential diagnostic peptide, very
specific of S. dyagalactiae, belonging to a virulence factor implicated in
the transporter of a lantibiotic.
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RESUMO

O leite ¢ un alimento moi rico en nutrientes como proteinas, graxas,
carbohidratos, vitaminas, minerais e aminoacidos. O seu alto valor nu-
tricional, o seu pH neutro (6.6-6.8) e o seu alto contido en auga, fai do
leite un ambiente ideal para o crecemento de moitos microorganismos.
Entre os microorganismos que encontramos no leite, moitos producen
fermentacions lacticas como Streptococcus, € outros causan contamina-
cions como Bacillus e Staphylococcus.

Bacillus ¢ o xénero mais diverso e pode encontrarse en ambien-
tes moi variados. A pesar da existencia de tan numerosas especies
neste xénero, considéranse non patoxenas, a excepcion de Bacillus
anthracis e Bacillus cereus. Certas especies do xénero Streptococcus
son patdxenas e frecuentemente illadas de produtos lacteos. Especies
como Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus
agalactiae e Streptococcus canis son 0s principais microorganismos
causantes da mastite. Tamén estudouse como Streptococcus paraube-
ris e Streptococcus gallolyticus son axentes minoritarios produtores de
mastite. Por outro lado, Staphylococcus aureus é considerado o maior
patdxeno contaminante de alimentos, debido a que produce serias in-
toxicacions alimentarias € a que pode resistir as temperaturas de pas-
teurizacion. S. aureus ¢ transferida 6 leite a través do equipamento, o
manexo humano ou do canal da mama producindo mastite, cando a leite
pasa por el.

Para a identificacion e caracterizacion dos microorganismos, oS
métodos clasicos baseados no cultivo son lentos e laboriosos. Os mé-
todos de diagnostico moleculares baseados na xenémica e protedémica
permiten unha identificacion das especies mais rapida e efectiva. Entre
estas metodoloxias encontranse, o estudo de xenes como o 16S rRNA,
o estudo do xenoma e o emprego de técnicas protedémicas como MAL-
DI TOF (matrix-assisted laser desorption/ionization-time of flight) e
LC-ESI-MS/MS (liquid chromatography-electrospray ionization-tan-
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dem mass spectrometry) para a caracterizacion e identificacion das ce-
pas. Ainda asi, para a descricion dunha nova cepa ¢ necesaria a aporta-
cion dos resultados obtidos a partir de probas bioquimicas e de estudos
quimiotaxonomicos segundo se describe nos minimos estandares para
cada taxon.

LC-ESI-MS/MS foi empregado con anterioridade para a analise de
péptidos diagnostico especificos de bacterias patoxenas que permiten
a caracterizacion e identificacion de cepas bacterianas. Estes péptidos
biomarcadores determinados mediante as técnicas de espectrometria de
masas LC-ESI-MS/MS, poden ser utiles para a identificacion dun mi-
croorganismo contaminante de alimentos. Sobre todo, péptidos perten-
centes a proteinas de funcion especifica como os factores de virulencia
es as proteinas de orixe faxico pola sua especificidade coa bacteria que
infecta.

O capitulo 1 deste traballo centrase na identificacién das cepas
illadas dun sobre contaminado de leite condensada e a caracterizacion
dunha nova subespecie de Bacillus safensis. Determinouse mediante
a secuenciacion de xenes como o 16S rRNA o gyrB e o tuf no caso de
bacterias e, ITS e HIS3 para levaduras, que a cepa illada BCOS5 per-
tence a especie Paenibacillus polymyxa, a cepa BCO8 é moi proxima
filoxenéticamente a Bacillus paralicheniformis ¢ BC0O3 pertence 4 es-
pecie de levaduras Zygosaccharomyces rouxii. Sen embargo, no caso
da cepa BC09, levouse a cabo un estudo mais extenso para a sua ca-
racterizacion. Segundo a secuenciacidon e conseguinte analise filox-
enética baseadas no 16S rRNA, o xene gyrB e tuf, determinouse que
as especies mais proximas a cepa BC09' son B. safensis seguido de
Bacillus australimaris. Para a sQia caracterizacion realizouse a secuen-
ciacion do xenoma e o andlise de este mediante pardmetros como a
hibridacion DNA-DNA in silico (dIDDH) e a identidade nucleotidica
media BLAST (ANIb) comparandoos co das cepas tipo das duas es-
pecies mais proximas. Deteminaronse medias para 6 dDDH de 67 e
56 %, respectivamente entre a cepa BC09™ e as cepas B. safensis e B.
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australimaris. Os ANIb calculados entre a cepa BC0O9™ e as dias mais
proximas son 95.7% e 56% respectivamente. Realizouse tamén o estu-
do fenotipico e quimiotaxondémico coa determinacion de acidos graxos,
lipidos polares e péptidoglicanos. A tnica menaquinona detectada para
a cepa BC09" foi MK-7 e os principais acidos graxos son iso-C15:0 e
anteiso-C15:0. As principais diferenzas no patron de lipidos polares da
cepa BC09™ con as cepas tipo de B. safensis ¢ B. australimaris é a au-
sencia de fosfoglicolipidos nestas dous tltimas e a do fosfatidilglicerol
en B. safensis. Tamén realizouse o estudo protedmico € a comparacion
entre os picos do espectro de proteinas “fingerprint”, determinando os
picos caracteristicos da cepa BC09" e das especies mais proximas a ela
mediante MALDI TOF. Segundo tédolos resultados, tanto as analises
filoxenéticas como quimiotaxondmicas ¢ fenotipicas, determinan que a
cepa BCO9T representa unha nova subespecie de B. safensis, co nome

de Bacillus safensis subsp. osmophilus subsp. nov., sendo a cepa tipo
BC09" (=LMG 301247, =CECT 9344").

No capitulo II desta tese, levouse a cabo o estudo dos péptidos trip-
ticos analizados por LC-ESI-MS/MS de Streptococcus spp. € S. aureus
illadas de leite e produtoras de mastite. 100 pg da extraccidon proteica
foi dixerida con tripsina, lavada en columnas C18 microSpinTM e ana-
lizada por LC-MS/MS. Os datos protedmicos foron procesados por SE-
QUEST (Proteome Discoverer 1.4 package, Thermo Scientific) fronte
a Bacteria da base de datos UniProt/ TTEMBL. Co obxectivo de deter-
minar péptidos biomarcadores para estas cepas, estudaronse os pépti-
dos especificos de orixe faxico e pertencentes a factores de virulencia.
Determindronse para as cepas analizadas, péptidos especificos de orixe
faxico de proteinas como proteinas estruturais de fagos, represores,
endopeptidasas e proteinas non caracterizadas de fagos. Ademais, no
estudo dos factores de virulencia determinaronse péptidos especificos
de toxinas e da proteina M entre outras, todos eles utiles como péptidos
diagnostico na identificacion e caracterizacion de cepas produtoras de
mastite. O péptido de orixe faxico MATNLGQAY VQIMPSAK ¢ moi
especifico para a especie S. agalactiae e os péptidos IRLPYYDVK,
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LYVGVFNPEATK, I'YNEIDEALKSK, SIINGKLDSQWTVPNEHK,
e MNDSNQGLQANPQYTIHYLSQEITR son moi especificos para
S. aureus. Seleccionouse tamén o péptido DLWCNMIIAAK pertencen-
te a un transportador de lantibidtico implicado na virulencia das bacte-
rias e moi especifico para S. dyagalactiae, como potencial biomarcador.
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1. INTRODUCION

1.1 Microorganismos contaminantes de alimentos

As contaminacién de alimentos produce grandes perdidas econo-
micas na industria alimentaria. Os consumidores demandan a preser-
vacion das caracteristicas organolépticas, nutricionais e as propiedades
beneficiosas para a satde nos produtos que compran. Para conservar
todas estas caracteristicas dos produtos alimentarios, a industria mo-
difica e mellora a tecnoloxia, os métodos de esterilizacion e tratado
dos produtos co obxectivo de evitar as contaminacion (André et al.,
2017). Sen embargo, ¢ necesario un mellor cofiecemento da fisioloxia
e ecoloxia dos microorganismos contaminantes para previr as contami-
nacions e establecer novos métodos rapidos e seguros de deteccion de
ditos contaminantes.

Diferentes estudos expuxeron as principais especies de microor-
ganismos contaminantes de alimentos, segundo as caracteristicas e o
tipo de alimentos que contaminan. As bacterias formadoras de esporas
xogan un importante papel como contaminantes de alimentos xa que
son moito mais resistentes fronte as estratexias de esterilizacion e con-
servacion (André et al., 2017).

1.1.1 Fungos contaminantes de alimentos

A contaminacion dos alimentos por fungos provén principalmente
da maquinaria de procesado empregada, onde fungos filamentosos, le-
vaduras e mohoos como Geotrichum candidum adhirense as superficies
e se transportan polo aire transferindose 6 produto. Moitas levaduras son
capaces de producir biofilms, o que fai que sexa moi complicado de eli-
minar. Outros fungos contaminantes de alimentos son Pichia burtonii,
Penicillium expansum e Byssochlamys spp. (Snyder & Worobo, 2018).
Certas especies de levaduras do xénero Zygosaccharomyces poden
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crecer en alimentos con altos valores osmoticos. Estas levaduras en-
contraronse en concentrados de froita, mel e marmeladas entre outros
(Escott et al., 2018).

1.1.2 Bacterias Gram positivas contaminantes de alimentos

As bacterias Gram positivas, ¢ sobre todo bacterias de Firmicutes,
son os principais contaminantes de alimentos de orixe animal. Particu-
larmente, as bacterias acidolacticas (LAB): Lactococcus, Lactobacillus
Leuconostoc, Weissella ou Carnobacterium, e tamén Enterococcus, €s-
tan frecuentemente asociados a contaminacion de alimentos. En xeral as
bacterias LAB son beneficiosas pola sua caracteristica de fermentar va-
riedade de alimentos e materias primas contribuindo 6 seu sabor, textura,
olor e preservacion. Sen embargo, algunhas especies como Lactobacillus
alimentarius ¢ contaminante de alimentos marinados; Carnobacterium
divergens e Carnobacterium maltaromaticum estan asociadas a conta-
minacion en carne e marisco durante o seu procesado; e, Enterococcus
faecalis e Enterococcus faecium tamén asocianse a contaminacions de
carne procesada. Leuconostoc gelidum, Leuconostoc gasicomitatum e
Weissella confusa son contaminantes de alimentos marifios (Remenant
et al., 2015).

A demais das especies LAB, outras bacterias Gram positivas son im-
portantes contaminantes de alimentos, como Brochothrix thermosphacta,
unha bacteria ubicua na cadea do procesado da carne, que contamina a
materia prima de multiples produtos. Describiuse que Alicyclobacillus
¢ o unico xénero acidofilico formador de esporas, capaz de contami-
nar produtos con pH de 2.5 ata 3.5 (André et al., 2017). Especies de
Clostridium como por exemplo, Clostridium perfringens, Clostridium
barati e Clostridium butyricum (Remenant et al., 2015), entre outros,
son causantes da contaminacion de latas pasteurizadas, almacenadas
en condicions acidas pHs (4-4.5), coma as froitas en almibar ou to-
mate enlatado (André et al., 2017). Outras especies coma Clostridium
estertheticum, Clostridium algidicarnis, Clostridium frigidicarnis,
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Clostridium gasigenes, Clostridium algidixylanolyticum, Clostridium
frigoris e Clostridium bowmanii, asociadas a contaminacions de carne
refrixerada empaquetadas en vacio, causan abundante producion de gas,
hinchamento do plastico, forte olor e, perdida de cor e textura da carne
(André et al., 2017). Contaminaciéns de materias primas son comun-
mente asociadas a contaminacions por Bacillus spp. Bacillus pumilus,
Bacillus licheniformis, Bacillus amyloliquefaciens e Bacillus subtilis son
responsables en numerosas ocasions da contaminacion de produtos da
panificacion (André et al., 2017). Bacillus cereus comunmente presente
en aceite, grans, vexetais, arroz, ovo, leite e carne, ¢ capaz de crecer nun
rango de 4 a 50 °C (Soni et al., 2016; Tewari & Abdullah, 2015).

1.1.3 Bacterias Gram negativas contaminantes de alimentos

Moitas bacterias Gram negativas tamén relacidnanse con conta-
minacioén de alimentos. As enterobacterias tefien a habilidade de me-
tabolizar aminodcidos en compostos volatiles, e entre elas os xéneros
Serratia, Hafnia ¢ Yersinia xogan un rol importante na contaminacion
de carnes, pescados, produtos lacteos, ovos e procesados. Shewanella
baltica e Photobacterium phosphoreum, provenientes do mar con-
taminan pescado fresco e afumado. Pseudomonas spp., en particular
Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida ¢ Pseudomonas fragi,
contaminan todo tipo de materias primas conservadas en condicidons
aerobias a baixas temperaturas (Remenant et al., 2015).

1.1.4 Bacterias contaminantes de alimentos formadoras de esporas

As bacterias formadoras de esporas son as mais resistentes e as mais
comuns en alimentos tratados (Taboa 1). As esporas son capaces de re-
sistir quimicos como desinfectantes e tratamentos fisicos tipicamente
usados na industria alimentaria. As esporas xerminan tras o procesado
dos alimentos cando as condicions son beneficiosas tanto nos produtos
finais ou no sistema dixestivo producindo enfermidades gastrointestinais
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(André et al., 2017; Wells-Bennik et al., 2016). As bacterias formado-
ras de esporas nos alimentos clasificanse en grupos, Bacillales erdbicos,
Clostridiales, anaerobios estritos € Thermoanaerobacterales anaero-
bios termofilicos. Entre os primeiros encontranse os xéneros Bacillus,
Geobacillus, Anoxybacillus, Alicyclobacillus, e Paenibacillus. Dentro dos
Clostridiales encontranse os xéneros Clostridium e Desulfutomaculum.
Entre os xéneros descritos dentro de Thermoanaerobacterales, es-
tan Thermoanaerobacter, Acetogenium, Thermobacteroides
Thermoanaerobacterium, Caldanaerobacter, Caldanaerobius e Gelria.
As especies mais cofiecidas en contaminacion de alimentos con propieda-
des patoxénicas son B. cereus e Clostridium botulinum, conecidas como
as grandes formadoras de esporas en alimentos onde tamén cabe desta-
car C. perfringens (André et al., 2017; Wells-Bennik et al., 2016). Por
outro lado, especies como Alicyclobacillus acidoterrestris, Clostridium
tyrobutyricum, € Geobacillus stearothermophilus (Soni et al., 2016) pro-
ducen ademais enzimas que rompen os compoientes dos alimentos, di-
minuindo o seu valor nutricional e variando sabor e olor. Cabe destacar
que diferentes cepas dunha mesma especie pode producir esporas con
diferentes propiedades de resistencia que outras. As especies formadoras
de esporas mais resistentes 0 calor son Geobacillus stearothermophilus,
Moorella thermoacetica, anteriormente cofiecida como Clostridium
thermoaceticum e Thermoanaerobacterium spp. illadas de alimentos en-
latados con baixo pH (André¢ et al., 2017).

Téboa 1. Principais bacterias formadoras de esporas responsables da contaminacién de
diferentes alimentos e as stias caracteristicas fisioloxicas. Extraido e modificado de André
et al. (2017). Co permiso de ELSEVIER T?, temperatura; opt; temperatura 6pima.

Alimento Especies Rangos de crece- Resistencia 6
P mento (T* e pH) calor
Bacillus 15°C a 50°C, opt. 2,5 mina 110 °C;
Produtos de amyloliquefaciens 30-40°C 2,1 mina115°C
panaderia Clostridium >4 to 37 °C, opt 230 min a 90°C; 5
algidicarnis 25-30°C min a 95 °C
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Taboa 1. (Continuacion)

Rangos de crece-
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Resistencia 6

Alimento Especies mento (T° e pH) calor
Clostridium <0°C-<37°C 14 min a 80°C
putrefaciens

carnes Clostridium 1°Cal15°C 48'sa100°C

empaquetadas en .

; : estertheticum

vacio e refrixeradas
Clostridium 1,5°C a 26 °C, opt Non resultados
gasigenes 20-22°C disponibles
Bacillus

Leite pasteurizado
Paenibacillus

. . Bacillus 0a50°C 6sa 140°C

Leite esterilizado
sporothermodurans
Geobacillus 3 minal121°C
stearothermophilus

Leite deshidratado
Anoxybacillus 43 a2 62°C,opt 57°C 2 mina 110°C
flavithermus
Clostridium <12°C a 43°C 0,053 min a 120°C
tyrobutyricum
Clostridium dende 10 °C, opt 0,045 min a
butyricum 30-37°C 120°C; 4,7 min a

Leite fermetado 100°C
Clostridium <25 a >45°C, opt 1.28 mina 121°C;
sporogenes 30-40 °C 2,2 min a 105°C
Clostridium 25 °C a 45°C, opt Non resultados
beijjerinckii 37°C disponibles

Enlatados con pH Alicyclobacillus 25°C a 60 °C, pH 1.7 min a 95°C; 2.3

acido acidoterrestris 2.2-58 min a 102°C
Clostridium limite de pH 3,5 4,31 min a 100°C;
pasteurianum 13,6 min a 90°C;

Enlatados con pH
acido moderado

3,8 min a 95°C

Bacillus coagulans

<30°C a <61°C, opt
40-57°C pH limit
4.0

92,3 mina 110°C

Enlatados con
lixeiro pH acido

Geobacillus 30°Ca70°C 3 minal21°C
stearothermophilus

Moorella 1 a65°C 10 min a 130°C
thermoacetica
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1.2 Técnicas de preservacion de alimentos

Na industria dos alimentos existen variedade de tecnoloxias para
a preservacion dos alimentos como, procesado térmico, alta presion
hidrostatica, pulsos de campos eléctricos, radiacion, refrixeracion, se-
cado, etc..., que usanse individualmente ou en combinacioén para una
maior efectividade (Alvarez-Ordoiiez et al., 2015). Actualmente existen
métodos alternativos de esterilizacion de alimentos como o uso de plas-
ma atmosférico frio (gas ionizado de helio, argon, nitroxeno ou aire) e,
a exposicion de superficies e dos alimentos a luz ultravioleta (UVA).
Sen embargo, numerosas esporas bacterianas son capaces de resistir
altas exposicions a UVA (Wells-Bennik et al., 2016).Tamén existe o
uso de antibacterianos e extractos naturais como aceites esenciais con
compoientes activos e propiedades antimicrobianas.

1.3 A resposta adaptativa das bacterias que contaminan alimentos

Os alimentos en ocasions son ambientes complexos nos cales as
bacterias tefien que enfrontarse a condicions de estrés coma unha limi-
tada dispoiiibilidade de nutrientes, un pH adverso, alta osmolaridade,
oxidacion e temperaturas extremas entre outros. As bacterias adaptanse
a este tipo de situacions a través de modificacions fisioloxicas e es-
truturais na célula mediante a regulacion da maquinaria xenética. As
mutacions xendmicas estocasticas son seleccionadas positivamente e
fixadas na poboacidn bacteriana para o seu beneficio fenotipico. Outras
veces en resposta ¢ estrés as bacterias son capaces de regular os patrons
de expresion de diversos xenes. Sistemas homeostaticos poden manter
o pH dentro da célula a pesar de que o pH externo cambie mediante
bombas con antiportadores de potasio-proton ou sodio-proton. Por ou-
tro lado, poden ocorrer respostas fisioloxicas no DNA, lipidos e protei-
nas reguladoras que reparan o DNA e outras proteinas. Modificacions
na composicion das estruturas principais da célula como as envolturas,
a membrana citoplasmatica e a parede son tamén unha resposta 6 estrés
(Alvarez-Ordoiiez et al., 2015).
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Un exemplo de adaptacion 6 estrés que se produce na preservacion de
alimentos ¢ B.cereus. Ademais de producir esporas resistentes 6 calor,
algunhas cepas de esta especie son psicrofilas e poden crecer en comida
refrixerada. As baixas temperaturas reducen a fluidez da sia membrana
aumentando a proporcion de acidos graxos nela. As baixas tempera-
turas tamén afectan 4 maquinaria da traducion inactivando a funcién
dos mRNA. Encontrouse que B. cereus presenta numerosas RNA he-
licasas, proteinas que actuan en resposta a este estrés participando na
biosinteses de ribosomas. Outras especies de Bacillus son capaces de
crecer a modifio por debaixo dos -20°C. Por outro lado, un transposén
proveniente de B. cereus, obtido mediante transferencia horizontal en
cepas de B. subtilis, B. licheniformis, B. amyloliquefaciens, € Bacillus
sporothermodurans, aporta propiedades de resistencia 6 calor variando
a cantidade de auga na célula (Wells-Bennik et al., 2016). Existen mais
mutacions de proteinas, xenes, transposons, toxinas e sistemas, impli-
cados en favorecer o crecemento de B. cereus € outras especies a baixas
e altas temperaturas (Alvarez-Ordofiez et al., 2015). A toxina cereulide
¢ unha molécula resistente a altas temperaturas € a cambios de pH, o
xene codificase nun megapldsmido virulento relacionado co plasmido
pXO01de Bacillus anthracis (Ehling-Schulz et al., 2015; Wells-Bennik et
al., 2016). Outro exemplo, € o caso da cepa Streptococcus thermophilus
CJ18, que presenta un operon implicado no transporte de oligopéptidos
que favorece a toma de péptidos e aminodcidos durante o crecemento
en leite (Quigley et al., 2013).

Alguns autores describen como determinadas bacterias son capaces
de crecer mellor en alimentos que nos medios de cultivo do laboratorio.
Isto suxire que estas bacterias son capaces de beneficiarse das propieda-
des fisico-quimicas dos alimentos que contaminan ou empregar algiin
compoiente do mesmo alimento (Alvarez-Ordonez et al., 2015). Os
mecanismos que facilitan as bacterias crecer en ambientes que prodi-
cenlle estrés estan directamente relacionados cos factores de virulencia,
xa que ¢ cofiecido como moitos de estes mecanismos tamén estan ivo-
lucrados durante a infeccion de estas. A maioria dos factores de virulen-
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cia, son transmitidos por bacteriofagos s bacterias hospedadoras cando
son infectadas por tranferencia horizontal de xenes (HGT) (Feiner et
al., 2015), ademais da transferencia de plasmidos integrativos e trans-
posons. As bacterias que incorporan os factores de virulencia convér-
tense en patoxenos capaces de sobrevivir con maior facilidade (Harald
Briissow et al., 2004). Mais a diante no apartado “1.5.5.1”, describese
mais en profundidade como os bacteriofagos son capaces de modificar
a capacidade de supervivencia das bacterias.

1.4 Organismos contaminantes de produtos lacteos

O leite ¢ un alimento moi rico en nutrientes como proteinas, graxas,
carbohidratos, vitaminas, minerais ¢ aminoacidos. O leite que se con-
sume, proven de gran variedade de animais como a vaca, cabra, ovella,
bufalo e tamén humano (Figura 1). O seu alto valor nutricional, o seu
pH neutro e o seu alto contido en auga, fai do leite (6.6-6.8) un ambien-
te ideal para o crecemento de moitos microorganismos. Moitos de estes
microorganismos producen fermentacions lacticas como especies de
Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus, Propionibacterium e algins
fungos. Outros microorganismos no leite que causan contaminacions
son Pseudomonas spp., Clostridium spp., Bacillus spp., Staphylococcus
spp., € Acinetobacter spp., € outros microorganismos coma lactobacilli
e bifidobacteria son beneficiosos para a saude. Po lo contrario, espe-
cies de Listeria, Salmonella, Campylobacter, Escherichia coli e fungos
produtores de micotoxinas causan enfermidades (Quigley et al., 2013).

En estudos onde as mostras eran leite fresca, chegdronse a encon-
trar mais de 5000 esporas por mL. A literatura confirma que B. cereus ¢é
a especie que mais frecuentemente contamina produtos lacteos refrixe-
rados seguido de outras especies de Bacillus e Geobacillus pallidus.
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Figura 1. Abundancia relativa dos xéneros de microorganismos encontrados en leite cru.
Amosanse as bacterias mais comuns en mostras de leite cru de diferente orixe animal. A grafica,
basease en numerosos estudios realizados en localizacions diferentes e empregando diferentes
métodos. Os resultados dos estudos dependentes de cultivo (CD) son representados no porcen-
taxe total dos illados, mentres que os resultados das tecnoloxias baseadas nas novas xeracions
de secuenciacion de DNA (NGS) son representados no porcentaxe total de lecturas. Os resulta-
dos do leite de ovella mediante NGC foron extrapolados de datos obtidos a partir do estudo de
queixos madurados, empregando leite cri. Extraido e modificado de “ The complex microbiota
of raw milk “Quigley et al. (2013), co permiso de Oxford University Press.

A pasteurizacion do leite ¢ un tratamento no cal a temperatura ele-
vase a 72°C durante 15 segundos, o que non destrie as esporas de es-
pecies mesofilas ou termoduricas e estas poden crecer durante o seu al-
macenaxe de dous a tres semanas mais tarde. No leite pasteurizada en-
contrase especies de Sporosarcina, Paenisporosarcina, Brevibacillus,
Paenibacillus, Geobacillus e Bacillus capaces de resistir a este proceso
(André et al., 2017; Ivyet al., 2012; Opal et al., 2015).

A esterilizacion do leite (UHT) levase a cabo a 130°C duran-
te catro segundos, debido a unha maior temperatura que a empre-
gada para a pasteurizacion (destrie inclusive as esporas de C. botu-
linicum) as especies encontradas no leite son Bacillus coagulans,

1 ©



Introducion

Geobacillus stearothermophilus e B. sporothermodurans, as cales presen-
tan unhas esporas altamente resistentes (André et al., 2017). A leite deshi-
dratada ou en po considérase un posible vector de esporas que xerminan
no produto final. As especies que predominan son G. stearothermophilus
e Paenibacillus flavithermus (André et al., 2017). Bacterias formadoras
de esporas como especies de xénero Bacillus e Clostridium encontraron-
se en produtos lacteos incluso despois de ser pasteurizados, esterilizados,
deshidratados ou fermentados (Andr¢ et al., 2017).

Na fermentacion de queixos sO anaerobias estrictas son respons-
ables da sua contaminacion coma ¢ o caso de especies de Clostridium
(André et al., 2017). Outros produtos lacteos coma o leite condensado,
debido a stia alta osmolaridade, pola alta concentracion de azucres e a
baixa cantidade de auga, dificulta o crecemento de microorganismos
(Sostakiené & Blazgiené, 2010). Varias especies de Bacillus foron ori-
xinalmente illadas de produtos lacteos (Coorevits et al., 2011; Miller et
al.,2016), sen embargo, ata agora ningiin Bacillus fora illado de leite
condensado (Abril et al., 2019).

1.4.1 Bacillus spp. contaminantes de produtos lacteos

O xénero Bacillus comprende numerosas especies Gram positivas
ou Gram variables, especies Gram positivas en fases temperas do seu
crecemento e Gram negativas, presentan forma bacilar e xeralmente
forman esporas. Cave destacar que € con probabilidade o xénero mais
diverso, polo que presentan entre eles caracteristicas fenotipicas moi di-
ferentes. O seu principal habitat adoitase considerar o solo, pero estudos
suxiren que moi probablemente o solo tefia un papel de reservorio para
Bacillus spp. Cofiecese que Bacillus ten a capacidade de colonizar case
todolos ambientes naturais, tan variados como aire, sedimentos de lagos,
auga, salinas, augas termais acidas, solos subantarticos, etc. (Gopal et
al., 2015). A pesar da existencia de tan numerosas especies neste xénero,
considéranse non patoxénicas, a excepcion de B. anthracis e B. cereus.
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As contaminacions da materia prima en alimentos estan comunmen-
te asociadas a Bacillus. As suas esporas poden soportar temperatu-
ras proximas a os 100°C entre 10 e 56 minutos (André et al., 2017).
B. cereus crece nun rango de 4 a 50°C, e as suas esporas son resistentes
0 calor, tratamentos quimicos, acidos e radiacions ultravioleta, protons
e altas enerxias de carga idnica. Moitas cepas de B. cereus presen-
tan adaptacion para crecer a baixas temperaturas. Esta especie tamén
produce numerosas substancias potencialmente patoxénicas como as
hemolisinas, fosfolipasas, metaloproteinasas, colagenasas, betalac-
tamasas, producion de biofilm e toxinas que resisten 6 calor (Soni et
al., 2016; Tewari & Abdullah, 2015). As toxinas tipicas de B. cereus
son a enterotoxina non hemolitica e hemolitica, € a endotoxina emé-
tica cereulide, causantes de enfermidades diarreica (Ehling-Schulz
et al., 2015). Tipicamente, B. cereus contamina produtos lacteos re-
frixerados, asi como o resto de especies do grupo B.cereus seguido de
B. licheniformis, B. amyloliquefaciens € Bacillus smithii. Estas especies
son tamén predominantes nas contaminacions de leite pasteurizada, ca-
paces de soportar tratamentos de 80°C durante 10 minutos. Outras espe-
cies de Bacillus; Bacillus weihenstephanensis, B. pumilus e B. subtilis
illados do leite, producen tamén unha toxina similar & toxina cereulide
producida por B.cereus (Gopal et al., 2015). Debido a situacién ubicua
das especies de Bacillus, o momento da contaminacion pode ocorren en
calquera parte do procesado do leite. Ademais, unha vez o leite € conta-
minado por estas especies, todo o proceso seguinte verase afectado pola
contaminacion. Isto ¢ debido a que as suas esporas poden adherirse 6
material inerte e algunhas especies formar biofilms, o que fai moi dificil
a stia posterior eliminacion.

Bacillus thermolactis e Bacillus wiedmannii foron orixinalmente
illados de produtos lacteos (Coorevits et al., 2011; Miller et al., 2016).
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1.4.2 Streptococcus spp. contaminantes de produtos lacteos

O xénero Streptococcus consiste en bacterias Gram positivas, co-
cos con forma esférica u ovoide (as veces lanceolados como € o caso de
Streptococcus pneumoniae) que forman pares ou cadeas e non forman es-
poras. Encontranse amplamente distribuidos, principalmente nas mucosas
de humanos e animais, sobre todo no tracto dixestivo; pero tamén encon-
transe en substratos, auga, alimentos e plantas (Hardie & Whiley, 1997).

Certas especies de xénero Streptococcus son patdoxenas e son fre-
cuentemente illadas de produtos lacteos. Entre eles, o leite cra, culti-
vos starters naturais e callada de queixos. Streptococcus thermophilus
¢ un LAB termofilo que empregase de cultivo starfer na industria de
produtos lacteos, ten a capacidade de converter rapidamente lacto-
sa en lactato, e como consecuencia baixar o pH. Tamén produce im-
portantes metabolitos e baixas cantidades de acetoina, diacetil e ace-
tato. Por outro lado estudouse como S. thermophilus presenta xenes
no seu xenoma, relacionados con factores de virulencia ¢ outros xe-
nes que foron obtidos por transferencia horizontal de outras bacterias
que crecen tamén en produtos lacteos. Outros streptococci asociados a
produtos lacteos son Streptococcus uberis, Streptococcus agalactiae,
Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus bovis e Streptococcus
macedonicus. Streptococcus macedonicus produce caracteristicas in-
desexables nos produtos lacteos que contamina. S. bovis € un patdxeno
oportunista humano que en ocasions illouse de produtos fermentados
(Quigley et al., 2013).

Outros streptococci detectados en leite bovina estan asociados coa
infeccion de mastite. A presencia de estes patoxenos nas mamas afecta
a calidade do leite que produce, e por conseguinte a calidade do produ-
to final. S. uberis, S. dysgalactiae, S. agalactiae e Streptococcus canis
son os principais patoxenos causantes da mastite (Quigley et al., 2013;
Dumke et al., 2015; Lundberg et al., 2014; Park et al., 2013; Richards
et al., 2014). Tamén estudouse como Streptococcus parauberis (Park et
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al., 2013) e Streptococcus gallolyticus (Dumke et al., 2015) son axentes
minoritarios produtores de mastite.

1.4.3 Staphylococcus spp. contaminantes de produtos lacteos

O xénero Staphylococcus presenta unhas células Gram positivas,
esféricas, comunmente formando racimos, non forman esporas e en-
contranse universalmente en mucosas e pel de humanos e animais.

Staphylococcus aureus é considerado o maior patéxeno contami-
nante de alimentos, debido a que produce serias intoxicacions alimen-
tarias pola producion de toxinas estables 6 calor, que poden resistir as
temperaturas de pasteurizacion (Carrera et al., 2017). S. aureus pode
ser transferida ¢ leite a través do equipamento, 0 manexo humano ou do
canal da mama producindo mastite, cando a leite pasa por el (Quigley
etal., 2013).

Staphylococcus caprae, Staphylococcus capitis ou Staphylococcus
sciuri son especies asociadas a contaminacions de alimentos e producen
patoloxias en humanos. Algunhas especies de Staphylococcus foron
illadas do leite coma Staphylococcus equorum, Staphylococcus xylosus
e Staphylococcus carnosus (Quigley et al., 2013). Estas bacterias son
tolerantes a altas concentracion de sal e ambientes acidos.

1.5 Identificacion de microorganismos contaminantes de alimentos

A calidade dos alimentos e a hixiene do material é frecuentemente
monitorizado realizando o reconto total de bacterias (TBC). O limite
legal do TBC no leite cru son 100.000 células por mL. O control e o
monitorizado de contaminantes nos alimentos tradicionalmente levase
a cabo mediante técnicas de cultivo en placa con preenriquecemento,
identificacion morfoloxia das células 6 microscopio e probas bioqui-
micas estandar coma os API (BioMerieux) (Logan & Berkeley, 1984),
tanto para bacterias coma levaduras (Gopal et al., 2015; Rodrigues &



Introducion

Ferrari, 2018). A efectividade destes métodos depende moitas veces dos
requirimentos nutricionais das especies a detectar, debido a que certas
especies precisan medios e condiciéns moi especificas para crecer. Os
métodos convencionais tamén precisan de dous a tres dias e incluso ata
unha semana para identificar o microorganismo, e non podese detectar
cé¢lulas mortas ainda cando estan presentes sustancias toxicas produci-
das por eles. Recentemente, outras técnicas mais rapidas, menos labo-
riosas, especificas e con maior sensibilidade comezaronse a establecer
nos laboratorios (Law et al, 2014; Rodrigues & Ferrari, 2018; Rohde
et al., 2017). Técnicas baseadas en acidos nucleicos coma as PCRs,
métodos inmunoléxicos coma ELISAS e biosensores, utilizanse na ac-
tualidade para a deteccion de contaminantes nos alimentos (Gopal, et
al., 2015). Outros métodos que comezan a emerxer € a usarse nos la-
boratorios, son as técnicas baseadas en espectrometria de masas coma
o MALDI-TOF, os DNA microarrays, ¢ os métodos de identificacion
baseados en bacteriofagos (Rohde et al., 2017).

1.5.1 Métodos baseados en acidos nucleicos

As secuencias de DNA e RNA contefien gran cantidade de infor-
macioén moi util o cal permite identificar e discriminar entre grupos ta-
xondmicos moi proximos filoxenéticmente. Dende mediados dos anos
80 a amplificacion por PCR (reaccion en cadea da polimerasa) foi a
tecnoloxia mais empregada para a identificacion de patdoxenos en mos-
tras de alimentos, e microorganismos en xeral. As principais vantaxes
que se encontraron co seu desenrolo fronte as técnicas empregadas na-
quel momento, foron a stia sensibilidade, especificidade e a capacidade
de deteccion con pequenas cantidades de acidos nucleicos na mostra
(Umesha & Manukumar, 2018). Cabe destacar que o DNA non se de-
grada incluso en produtos procesados o que permite o seu analise en ali-
mentos tratados ou degradados. O estudo de multitude de xenes levouse
a cabo mediante esta técnica. Isto permitiu determinar aqueles que son
de maior interese para a identificacion de microorganismos, a si como
para establecer relacions de parentesco.
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Os ribosomas bacterianos constitiense de multiples proteinas ribosé-
micas e tres RNAs ribosomicos esenciais para a sintese de proteinas,
con almenos unha copia por xenoma e tamén presentes no xenoma mi-
trocondrial (Xiang & Han, 2006; Wang & Qian, 2009). O xene 16S
ribosomal (1483-1489 bp) ¢ un xene moi empregado para a identifica-
cion bacteriana (Figura 2), debido a stia universalidade, a que presenta
rexions moi conservadas € a slla vez rexions variables que permiten
distinguir entre microorganismos proximos filoxeneticamente (Ro-
drigues & Ferrari, 2018). Ademais oligonucledtidos universais para a
secuenciacion do 16S rRNA foron desenador por Wang & Qian (2009),
e outros autores. Sen embargo, a gran homoloxia das secuencias des-
te xene entre certas bacterias, non permite a discriminacion entre es-
pecies moi proximas, como € o caso de especies do xénero Bacillus
(Caamaiio -Antelo et al., 2015; Umesha & Manukumar, 2018).

viewer

|| .
Tatias

Figura 2. Imaxe do 16S rRNA ribosomico de E. coli K12 MG1655. Na imaxe apreciase a
estructura secundaria do rRNA do 16S de E. coli K12. En diferentes cores distinguense as nove
subrexions (v1-v9), as cales no seu inicio tefien secuencias conservadas seguidas de secuencias
variables. En cor rosa apreciase as secuencias de oligonucledtidos (8F (5'-->3"): AGAGTTT-
GATCCTGGCTCAG e 1391R (5'--> 37): GACGGGCGGTGTGTRCA (Relman & Falkow,
1992) empregados universalmente para a amplificacion da secuencia. Imaxe obtida mediante o
visor interactivo desenrrolado por “Era7 Bioinformatics”, na paxina web http://themicrobiome.
com/media/16S_viewer.cfm.
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Outro xene comunmente empregado para a identificacion de bacterias
despois do 16S rRNA, ¢ o xene gyrf que codifica para a subunidade 3
da proteina DNA girasa, unha topoisomerasa de tipo II implicada na
replicacion do DNA que encontrase de forma universal nas bacterias.
A taxa de mutacion deste xene € maior que para o 16S rRNA . A se-
cuenciacion deste xene foi empregada para estudios de filoxenia entre
especies de Pseudomonas, Acinetobacter, Mycobacterium, Salmonella,
Shigella, Escherichia coli, Aeromonas e Bacillus entre outros. Ditos
estudos determinaron que a comparacion das secuencias de este xene
¢ util para establecer relacion filoxeneticas e para a identificacion de
especies (Caamano-Antelo et al., 2015; Wang et al., 2007).

Outros marcadores alternativos empregados na identificacion de
bacterias son tamén xenes universalmente conservados, coma o 23S
rRNA, subunidades da ATPasa, e o xene rpof o cal codifica para a su-
bunidade B da RNA polimerasa. O xene fuf codifica para o factor de
elongacion TU e tamén desefiaronse primers universais para a stia am-
plificacion (Caamafo-Antelo et al., 2015). Empréganse tamén xenes de
grupo especificos coma por exemplo o pmoA de metanotrofos (McDo-
nald et al., 1997) ou nirK en bacterias nitrificantes (Cantera & Stein,
2007), xenes de virulencia coma enterotoxinas ou outros moi especi-
ficos de especie coma o xene iap para a identificacion de Listeria spp.
(Umesha & Manukumar, 2018).

No caso dos fungos, o cistron eucariota consiste no 18S, 5.8S e
nos xenes do 28S. Os procesos postrascripcionais dividen o cistron,
eliminando os espaciadores internos. Os espaciadores internos ITS1 e
ITS2 encontranse a ambos lados do 5.8S e empréganse constantemen-
te para determinar relacions filoxenéticas en eucariotas (Schoch et al.,
2012). Isto ¢ devido a stia universalidade en eucariotas, a stia conserva-
cion, a baixa deriva xenética e a mesma vez o seu grado de variacions
entre especies do mesmo xénero e presentar unha lonxitude adecuada
para a secuenciacion. Outro xene empregado para a identificacion de
levaduras ¢ o xene HIS3, un xene conservado que presenta diferencias
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entre especies moi proximas. Diversos oligonucleotidos foron desefia-
dos para o estudo filoxenético de diversos xéneros, e diferentes especies
de Zygosaccharomyces (Harrison et al., 2010).

Existen miles de secuencias de diferentes especies de estes xenes en
bases de datos o que permite comparalas rapidamente mediante algorit-
mos bioinforméaticos de busca de secuencias similares como BLASTn
(Altschul et al., 1990) para a identificacion final do taxon e mais con-
cretamente de especie e cepa.

A técnica de PCR, permitiu detectar facilmente as toxinas produci-
das por C. botulinum, Vibrio cholerae, S. aureus e E. coli O157. Outras
bacterias contaminantes de alimentos detectadas por PCR son Listeria
monocytogenes, Campylobacter jejuni, Salmonella spp. e Shigella spp.
Técnicas baseadas na PCR, como a multiple PCR (mPCR) permite am-
plificar diferentes secuencias, usando varios oligonuclotidos a mesma
vez (Umesha & Manukumar, 2018). Mediante esta técnica pode detec-
tarse moi rapidamente a presenza de Salmonella enteritidis, S. aureus,
Shigella flexneri, L. monocytogenes e E. coli O157:H7 empregando cinco
pares de oligonucleotidos para cinco xenes diferentes (invA, 16S rDNA,
ipaH, hlyA e eaeA). A metodoloxia de gPCR (PCR a tempo real) tamén
permite identificar e cuantificar cepas de S. aureus que presentan o xene
da enterotoxina egc en leite crt, Salmonella en froita e verdura, e Vibrio
parahaemolyticus en pescados tropicais (Law et al., 2014). A combina-
cion da mPCR coa qPCR permite determinar mediante multiplexqPCR
a presenza de E. coli detectando secuencias dos xenes da toxina Shiga
(stx1 e stx2), a intimina (eae) e os xenes wzx (Law et al., 2014). Outro
estudo presentou a metodoloxia para detectar oito contaminantes pa-
toxenos de alimentos onde estan incluidos Sa/monella enterica subsp.
enterica, L. monocytogenes, E. coli O157, V. parahaemolyticus, Vibrio
vulnificus, C. jejuni, Enterobacter sakazakii e Shigella spp. baseado na
multiplexqgPCR usando oligonucledtidos para detectar as secuencias
dos xenes ssaR, hiyA, rfbE, toxR, vwh, gyrA, 16S rRNA e ipaH. Mediante
esta técnica V. parahaemolyticus, V. cholerae, € Vibrio vulnificus tamén
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foron detectadas. (Law et al., 2014; Rodrigues & Ferrari, 2018). Existen
numerosos kits baseados nestas técnicas coma: Salmonella BAX™P-
CR (DuPont Qualicon), AnDiaTec® Salmonella realtimePCRKit
(AnDiaTec), Probelia™, Salmonella sp. (Sanofi Diagnostics Pasteur),
TagMan™, Salmonella kit de deteccion (PE Applied Biosystems) e
BAX®system Q7 real-time PCR (DuPont Qualicon), entre outros moi-
tos para a deteccion de Salmonella. L. monocytogenes € outro patoxeno
con gran interese en ser detectado nos alimentos e existen tamén nume-
rosos kits para a sua identificacion; BAX® Listeria monocytogenes De-
tection System (DuPontQualicon), TagMan® Listeria monocytogenes
DetectionKit(AppliedBiosystems), ADIAFOOD rapid pathogen detec-
tion systemfor Listeria monocytogenes (AES Chemunex), Probelia®
Listeria monocytogenes PCR system (Biorad), Light Cycler® Listeria
monocytogenes DetectionKit (Roche/Biotecon) e Gene Vision® Rapid
Pathogen Detection System for Listeria monocytogenes. Existen tamén
kits comerciais para a deteccion de outros patéxenos como E. coli e
Campylobacter (Law et al., 2014).

Meétodos alternativos de amplificacion foron desenrolados, como
a amplificacion isotérmica mediada por bucles (LAMP), a amplifica-
cion baseada en secuencias de 4cidos nucleicos (NASBA), reaccion
en cadea da ligasa (LCR), reaccion da deteccion da ligasa (LDR),
“Low-Stringency Single-Specific-Primer” (LSSCP), e Polimorfismo
de Conformacion de Cadea Simple (SSCP) (Umesha & Manukumar,
2018).

NASBA ¢ unha metodoloxia na que a reaccion ocorre en condicions
isotérmicas, normalmente usase para a amplificacion de RNA, conver-
tido a DNA complementario mediante a transcriptasa inversa (Umesha
& Manukumar, 2018). Kits comerciais coma NuclisensEasyQ®Basic
Kit (bioM¢érieux) baseados na técnica de real-time NASBA empregase
para a deteccion e identificacion de L. monocytogenes, S. enterica e
V. cholerae (Law et al., 2014).
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LAMP ¢ unha técnica baseada na sinteses de fragmentos longos de
DNA mediante a enzima Bst polimerasa en condicions isotérmicas. A
reaccion tarda 60 minutos e usanse 4 oligonucleo6tidos xerando secuen-
cias de distinto tamafo formando estruturas con multiples bucles. Dife-
rentes tipos de ensaio baseados en LAMP foron desenrolados como ¢ o
multiples LAMP, transcricion inversa LAMP, real-time LAMP e in situ
LAMP. Debido a sua sensibilidade e rapidez de andlise, existen kits
comerciais que empréganse para a deteccion de especies de Listeria,
Salmonella, Campylobacter, Legionella, Shigella e a verotoxina produ-
cida por Escherichia (Law et al., 2014).

Tras a amplificacion, as plataformas de secuenciacion e as técnicas
nas que baséanse tamén estan implicadas na correcta identificacion dos
contaminantes de alimentos. A tecnoloxia de secuenciacion de Sanger
(Sanger & Coulson, 1975) foi a primeira empregada polos investigado-
res, sen embargo, existen as novas xeracion de secuenciacion (NGS) que
presentan importantes vantaxes fronte a secuenciacion de Sanger, entre
elas, a posibilidade da secuenciacion do xenoma completo. As NGS son
capaces de xerar gran numero de lecturas nunha soa reaccidn, permitin-
do unha deteccién masiva de material xenético en pouco tempo e a baixo
coste (Rodrigues & Ferrari, 2018). As plataformas da segunda xeracion
son 454 pyrosequencing (Roche Applied Science, Basel, Switzerland),
Illumina/Solexa Genome Analyzer (Illumina, San Diego, CA), Sequen-
cing by Oligonucleotide Ligation and Detection (SOLiD) (Applied
Biosystems, Foster City, CA) e HeliScope Single Molecule Sequencer
(Helicos BioSciences, Cambridge, MA). A plataforma 454, lllumina,
SOLiD precisan de produtos amplificados previamente para a sta se-
cuenciacion, mentres que a plataforma HeliScope non require amplifi-
cacion previa, sen embargo ten maior taxa de error. A terceira xeracion
deste tipo de plataformas pretende mellorar ainda mais e eliminar, as
limitacions da segunda xeracion de NGS. Estas plataformas son Pacific
Biosciences real-time single-molecule sequencing (PacBioRS), Compe-
te Genomic s combined pro anchor hybridization and ligation (cPAL) e
lon Torrent of Life Technologies. Inc. Pacific Biosciences permite seguir
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o proceso de secuenciacion dos nucledtidos marcados con fluorescencia
polo que non require de PCR previa e o tamafio de lectura ¢ moi longo
(8000bp), sen embargo, ten una alta taxa de error e € moi custoso. Com-
pete Genomic's combined pro anchor hybridization and ligation (CPAL),
desefiado para a secuencion xendmica, ten unha moi alta precision, gran
productividade e baixo coste, ainda que o proceso ¢ moi laborioso de-
bido 6 corto tamano das lecturas (28-100bp). Por tltimo, lon Torrent of
Life Technologies, presenta o maior numero de lecturas (4-80 millons),
pero precisa maior tempo de andlise, presenta tamafios curtos de lectura
(200-400bp) e problemas no ensamblaxe das secuencias.

Outras técnicas baseadas en acidos nucleicos non precisan da se-
cuenciacion das secuencias para a identificacion de microorganismos. A
metodoloxia RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) ¢ un
método moi sinxelo no que as enzimas de restricion sobre o xenoma xe-
ran un patrén de bandas caracteristico de cada especie. Esta técnica en
combinacion con PCR, usouse para a determinacion de Staphylococcus
e Listeria spp. Outra técnica AFLP (Amplified Fragment Lenght
Polymorphism) mais complexa baseada en RFLP e acoplada a un ana-
lizador automatico laser de fluorescencia permite identificar hasta nivel
de cepas (Umesha & Manukumar, 2018). A hibridacion fluorescente
in situ (FISH) permite detectar directamente as células marcadas no
microscopio de fluorescencia. FISH en combinacion con citometria de
fluxo permitiu de forma rapida detectar patoxenos como Chlamydia
spp., Pseudomonas aeruginosa, Helicobacter spp., Streptococcus spp.
e Staphylococcus spp. Outras técnicas baseadas en hibridacion de
acidos nucleicos coma LiPA (Line probe assay), HPA (Hybridization
Protection Assays) ou PNA (Peptide Nucleic Acid) (Umesha & Manu-
kumar, 2018) empréganse para detectar microorganismos.

Outra técnica para a identificacion de microorganismos baseada en
acidos nucleicos e a hibridacion son os microarrays de DNA. Estes,
estan constituidos por unha coleccion de oligonucledtidos curtos, largos
ou amplicons de PCR, capaces de detectar pequenas secuencias de cen-
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tos de xenes para unha mesma mostra a vez nunha placa de cristal ou
silicona. Os fragmentos dos acidos nucleicos da mostra son marcados
con fluorescencia e posteriormente desnaturalizados. Estes fragmentos
hibridan co seu oligonucledtido especifico e finalmente podese detec-
tar a presenza do fragmento por a emision da fluorescencia. Softwares
especificos usanse para a conversion da imaxe nos datos da expresion
dos xenes (Law et al., 2014; Rodrigues & Ferrari, 2018; Umesha &
Manukumar, 2018). Mediante esta técnica estudouse a deteccion de
Shigella spp. e diferentes serotipos de E. coli. Un microarray foi dese-
nado para a deteccion de vinte dous contaminantes de alimentos entre
eles; S. aureus, L. monocytogenes, V. parahaemolyticus, V. cholerae,
C. jejuni, C. perfringens, Shigella spp. Salmonella spp., e B. cereus.
Microarrays de DNA comerciais estan disponibles, sen embargo,
maiormente son desefiados para a analise da expresion de xenes. O
microarray comercial StaphyChips® de Affymetrix e Advanced Array
Technology ¢ capaz de detectar quince especies de Staphylococcus in-
cluindo S. aureus resistentes a meticilina (Law et al., 2014).

Téboa 2. Técnicas de deteccién de patoxenos baseadas en acidos nucleicos. Comparativa
das técnicas de deteccion de microorganismos patéxenos contaminantes de alimentos, o seu
limite de deteccion e o tempo de deteccion. Extraido e modificado de Umesha & Manukumar
(2018). Co permiso de Taylor & Francis Academic Journal. CFU, unidade formadora de colo-
nia; h, horas; min, minutos.

Método de Microorganismo Limite de Tempo de
deteccién 9 deteccién deteccion
PCR Salmonella spp., E. coli O157:H7
s Listeria monocytogenes, 10% CFU/mL 24 h
Multiple .
Staphylococcus aureus e Yersinia
L. monocytogenes, E. coli O157:H7 e 2x102CFU/mL 24 h
Salmonella spp.
PCR a
tempo real S. aureus, Salmonella 9.6 CFU/g <8h
Shigella 2.0 CFU/g <8h
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Taboa 2. (Continuacion)

Método de Microorganismo Limite de Tempo de
deteccién 9 deteccién deteccion
Escherichia coli 40 células/mL 4 h
Salmonella Enteritidis 101 C.F,U/ 26 h
reaccion
NASBA L. monocytogenes 400 CFU/mL 72 h
Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus )
cereus e Bacillus circulans
Sa/mone/{a enteritidis e Salmonella <10 CFU/mL <90 min
typhimurium
Salmonella spp. e Shigella spp. 5 CFU/10 mL <20h
LAMP
Vibrio parahaemolyticus Y CF.W 16 h
reaccion
L. monocytogenes 8 logCFU/mL =
DNA E. coli, Shigella spp., Salmonella spp.,
microarray Proteus spp., C. jejuni, Listeria 10 CFU/mL de

faecalis, Yersinia enterocolitica, A AV S
V. parahaemolyticus, Vibrio fluvialis, >

b-hemolytic Streptococcus e S. aureus

1.5.2 Métodos baseados en biosensores

Un biosensor ¢ un dispositivo o cal converte unha sinal bioloxia en
outra eléctrica e medible. Un biosensor consiste en dous elementos, o
bioreceptor capaz de recofiecer 6 analito, e o transductor. O bioreceptor
pode ser tanto enzimas, coma acidos nucleicos, anticorpos ou recep-
tores celulares, e ata polimeros. O transductor ¢ capaz de converter a
sinal das interaccion bioldxicas en sinales medibles (Umesha & Manu-
kumar, 2018) (Figura 3). Os biosensores con sinal Optica baseados en
resonancia plasmonica de superficie (SPR) son os mais comunmente
empregados para a deteccion de patdxenos alimenticios. Existen bio-
sensores opticos comerciais coma o SPREETA biosensor para a detec-
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cion de E. coli O157:H7 en leite, zumes de froitas e en carne picada.
O seu limite de deteccion e de 10°-10° UFC/mL. SPREETA biosensor
tamén ¢ capaz de detectar Sa/monella. Outro kit comercial ¢ BIACO-
RE 3000 capaz de detectar L. monocytogenes cun limite de deteccion
de 1x10° cells/mL. Biosensores con sinal electroquimica detectan con
€xito B. cereus presentes en froitas e verduras cun limite de deteccion
de 35-88 UFC/mL, S. aureus cun limite del UFC/mL en dous horas,
E. coli cun limite de deteccion de 10!-107 UFC/mL. Foi publicado como
mediante un biosensor potenciométrico, baseado en anticorpos foise
capaz de detectar 10 células /mL de E. coli en vexetais (Law et al.,
2014). Outros biosensores baséanse na deteccion de pequenos cambios
na masa empregando un cristal piezoelectrico o cal vibra a determi-
nada frecuencia cando ¢ inducido por unha sinar eléctrica. Neste caso
os bioreceptores inmobilizanse no cristal e cando os analitos tnense 6
receptor, midese un cambio de masa na superficie do cristal, mediante
a modificacion da frecuencia de vibracion que se produce. Este tipo de
biosensores non son os mais empregados para a deteccion de patéxenos
contaminantes de alimentos, sen embargo, existen estudos onde detéc-
tanse Salmonella, L. monocytogenes ¢ E. coli (Law et al., 2014).
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& /
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Analito
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Figura 3. Imaxe esquematica dos dispositivos baseados en biosensores.
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1.5.3 Métodos inmunoloxicos

A sensibilidade e especificidade dos métodos baseados nas inte-
raccion anticorpo-antixeno, dependen da stia resistencia de union. Por
outro lado a efectividade destas técnicas tamén dependen da dispofiibi-
lidade do analito a detectar, que nalgins casos dependen do estadio das
células e se estdn vivas ou mortas; cosa que non ocorre cos métodos
baseados en acidos nucleicos (Law et al., 2014; Rohde et al., 2017). As
técnicas mais empregadas para a deteccion de patdoxenos contaminantes
de alimentos, son o ensaio de inmunoabsorcion ligado a enzima (ELI-
SA) e o inmunoensaio de fluxo lateral.

O sandwich ELISA ¢ a técnica ELISA mais efectiva para a detec-
cion desde tipo de patoxenos, e os antixenos con especificidade fron-
te 0s anticorpos primario e secundario, son as propias células bacte-
rianas ou toxinas bacterianas. Desefiouse a deteccion do patdxeno
V. parahaemolyticus, mediante sandwich ELISA fronte a hemolisina
relacionada con TDH (TRH). Tamén existe un kit comercial BIOLINE
Salmonella ELISA , para a detencion de Salmonella en produtos alimen-
ticios. ELISA ¢ comunmente usada para a deteccion de outras toxinas
presentes nos alimentos, coma as toxinas a, B, € €, de C. perfringens, as
enterotoxinas A, B, C e E de Staphylococcus, toxinas botulinicas e en-
terotoxinas de E. coli. Outros sistemas ELISA, automaticos de alto ren-
demento como VIDAS (sistema de inmunodiagnosis VITEK) de Bio-
Merieux e Assurance® EIA (inmunoensaio enzimatico) de Biocontrol,
encontranse dispoiiibles para a deteccion de patoxenos contaminantes
de alimentos. VIDAS baseado en ELISA, empregando enzimas con
fluorescencia presenta unha moi alta sensibilidade e pode completar os
ensaios entre 45 minutos e dous horas. O dispositivo realiza automati-
camente o ensaio, analiza os resultados e os interpreta como positivos
ou negativos. VIDAS permite detectar Salmonella en froitas e vexetais,
L. monocytogenes en pescado, porco, ternera, froitas e vexetais; E. coli
O157:H7 en queixos froitas e vexetais; Campylobacter spp. en froitas e
vexetais; e, enterotoxinas de Staphylococcus en leite e queixo. Por outro
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lado, tamén existes kits comerciais de Assurance® EIA para a deteccion
de Salmonella, E. coli, O157:H7, L. monocytogenes, ¢ Campylobacter
(Law et al., 2014; Rohde et al., 2017).

A técnica do inmunoensaio de fluxo lateral, ¢ moi sinxela, rapida e
non precisase ningun instrumental especifico. A mostra migra 6 longo
do inmunoensaio por capilaridade, e o unirse 6 anticorpo ou antixeno
marcado e fixado na membrana, pode apreciarse visualmente o resultado
positivo en presencia de cor. Desenaronse tiras inmunocromatograficas
para a deteccion de E. coli 0157 empregando oro coloidal como mar-
cador das particulas. Outros patoxenos que detectaronse mediante esta
técnica son S. aureus, Listeria spp., Salmonella spp. e Campylobacter
Jjejuni. Estan dispofiibles test inmunocromatograficos comerciais para a
deteccion de patdoxenos contaminantes de alimentos como Reveal® test
kits (Neogen) para Listeria, Salmonella e E. coli O157, VIP®GOLD™
(BioControlSystems) para Listeria, Salmonella, e E. coli , e o kit Du-
Pont™ Lateral Flow System (DuPontQualicon) para Listeria (Law et
al., 2014; Rohde et al., 2017).

Outros métodos baseados na inmunoloxia son acoplados a outros
para a deteccion dun patdoxeno; este € o caso da deteccion de entero-
toxinas de Staphylococcus por separacion inmunomagnética (IMS)
con perlas magnéticas unidas a anticorpos acoplada a MALDI-TOF/
MS (Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight Mass
Spectrometry) e tamén IMS acomplado a citometria de fluxo para a de-
teccion de L. monocytogenes (Umesha & Manukumar, 2018).

1.5.4 Métodos de espectrometria de masas

A espectrométria de masas € unha metodoloxia recente que estase
a desenvolver moi rapidamente, permite unha rapida identificacion de
especies e incluso ¢ capaz de discriminar entre subespecies e cepas. A
parte da identificacion de patdéxenos en contaminacion de alimentos,
ten moitas mais aplicaciéns coma no control de calidade de auga e no
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diagnostico rapido de enfermidades infecciosas. Outra aplicacion de in-
terese ¢ o descubrimento de biomarcadores que permiten novas vias de
identificacion de microorganismos, € incluso establecer relacions entre
organismos proximos (Cheng et al., 2016).

Mediante a espectrometria de masas pddese detectar e cuantificar
infimas cantidades de pequenas moléculas, pequenos péptidos ou pro-
teinas enteiras en complexas mesturas (Silva, 2018). A espectrometria
de masas consiste nunha fonte de i16ns, un analizador ou filtro de ma-
sas onde analitos ionizados separanse polo seu ratio masa/carga (m/z)
e finalmente o detector que amplifica e rexistra a sinal dos i6ns cos
valores da stia m/z (Aebersold & Mann, 2003). A previa separacion
de proteinas pode realizarse mediante xel de electroforese bidimensio-
nal (2-DE), cromatografia de gas (GC), cromatografia liquida de alto
rendemento (HPLC) seguido da deteccion de proteinas mediante a es-
pectrometria de masas (MS). A identificacion das proteinas ten lugar
mediante a comparacion de espectros de mapeo peptidico (PMF) ou dos
espectros de fragmentacion de péptidos apartir da informacion de bases
de datos. Uniprot (http:/uniprot.org) € unha base de datos de secuencias
proteicas cos datos de Swiss-Prot, TTEMBL e PIR-PSDSSwiss-Prot.
Para a identificacion de peptidos e proteinas empreganse programas de
busca como SEQUEST e MASCOT.

A espectrometria de masas empregada para a deteccion de pa-
toxenos comunmente ¢ MALDI-TOF-MS (Matrix-Assisted Laser
Desorption lonization-Time of Flight Mass Spectrometry) para a iden-
tificacion dos patron peptidicos “‘fingerprint” especificos de microor-
ganismos, ¢ LC-MS/MS (Liquid chromatography—mass spectrometry).
LC-MS/MS empregase na identificacion de biomarcadores peptidicos
de microorganismos, para a secuenciacion de péptidos e proteinas, e a
identificacion e cuantificacion doutras moléculas de interese (Cheng et
al., 2016; Silva, 2018). Un tipo de LC-MS/MS moi empregado ¢ ESI-
MS. ESI (Electrospray ionization) ioniza os analitos en disolucién, 6
contrario que a técnica de ionizacion MALDI, que cristaliza os analitos
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nunha matriz (Figura 4). ESI-MS ¢ madis empregado para a andlise de
mostras complexas (Aebersold & Mann, 2003).
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Figura 4. Imaxe esquematica da espectrometria de masas e das fontes de ions ESI e
MALDI. Tanto MALDI como ESI son técnicas de ionizacion suaves e permiten a identifica-
cion de grandes moléculas incluindo a identificacion de proteinas enteiras (fop-down) ou de
péptidos obtidos da dixestion de proteinas (botton-up).

Existen catro tipos basicos de analizadores de masas empregados
comunmente nos laboratorios, o analizador de trampa ionica (IT), tem-
po de voo (TOF), o cuadrupolo e a resonancia ciclotronica de iones
de transformada de Fourier (FT-MS). MALDI ¢ comunmente acoplada
a un analizador TOF o cal mide directamente as masas dos péptidos
ou proteinas ionizadas. Por outro lado, ESI é comunmente acoplado a
IT onde producese a fragmentacion dos i6ns precursores seleccionados
por CID (Collision-induced dissociation). Varios analizadores poden
encontrarse acoplados en tamden co obxetivo de tomar as vantaxes de
cada un deles. Esta combinacion permite a seleccion dun tipo de i6ns no
primeiro analizador e fragmentalos no segundo. Recentemente, podese
acoplar a MALDI un IT e dous tipos de TOF, permitindo a fragmenta-
cion dos ions (MALDI-TOF-TOF) entre o primeiro TOF hibrido e o
segundo analizador TOF (Figura 5).
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Figura 5. Imaxe esquematica de MALDI acoplada a TOF (MALDI TOF) e a TOF-TOF
(MALDI TOF-TOF). A, Os ions son acelerados e separados 6 longo do tubo segundo as stas
velocidades. A traxectoria dos i6ns ¢ modificada por un reflector e o detector amplifica a sefial
e cuantifica a chegada dos i6ns. B, O intrumento TOF-TOF presenta unha celda de colision
entre os dous TOF. No primeiro TOF os i6ns son seleccionados, seguidamente fragmentados e
separados no segundo TOF.

Ainda que o patron de picos xerado por CID proporciona infor-
macion sobre as secuencias peptidicas, MALDI séguese empregando
principalmente para a obtencion de patrons péptidicos “fingerprint” xa
que LC-ESI-IT permite de forma automatica analizar misturas mais
complexas de péptidos con moi alta sensibilidade (Aebersold & Mann,
2003). Bruker Daltonics, Thermo Fisher Scientific e SCIEX entre ou-
tros, ofrecen sistemas comerciais coas stias propias librerias. Sen em-
bargo, os costes dos aparatos son elevados e o limite de resolucion e
a deteccion de mestura de cepas na mostra ainda ¢ un desafio que es-
tase a solucionar. Por outro lado a rapidez dos métodos de andlise e o
baixo coste na metodoloxia empregada fan que o numero de publica-
cions en diferentes aspectos do seu uso en clinica para a identificacion
de microorganismos aumentara exponencialmente nos ultimos anos
(Siller-Ruiz et al., 2017).
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1.5.4.1 MALI-TOF MS

MALDI Byotyper de Bruker e VITEK MS de Biomerieux, am-
bos, son plataformas de espectrometria de masas MALDI-TOF MS e
empréganse na identificacion de cepas descofiecidas nos procedemen-
tos normalizados para a deteccion de patdoxenos alimentarios (Doern &
Butler-Wu, 2016). Os extractos proteicos ou mesmo unha pequena por-
cion do cultivo celular son directamente ionizados sen previa dixestion
con proteasas. As mostras son normalmente tratadas con alglin solvente
organico coma ACN (acetonitrilo) ou TFA (trifluroacetico) e un éacido
coma o acido formico. Seguidamente cristalizase coa matriz e cargase na
placa de deteccion. A mostra ¢ ionizada con laser, xerando i6ns cargados.
A matriz encargase de protexer as proteinas absorbendo parte da enerxia.
As proteinas cargadas encontranse aceleradas nun campo eléctrico e des-
prazanse ata o detector segundo a sua masa e carga. As masas (m/z) son
medidas obtendo un patron de masas “‘fingerprint” para cada especie ou
cepa analizada (Figura 5). Os espectros compofiense de picos nun ran-
go de 1000 a 30.000 m/z. As proteinas ionizadas por MALDI-TOF, por
conseguinte son analizadas xerando o patroén de picos que principalmente
son as proteinas ribosomales e tamén outras como, proteinas de union a
acidos nucleicos e proteinas de choque térmico. O patrén obtido com-
paranse cos perfis das bases de datos para a identificacion do perfil con
maior similitude. Os perfis obtidos son unicos de cada bacteria, obtendo
picos especificos sobre todo de xénero, pero tamén de especie e cepa
(Cheng et al., 2016; Nomura, 2015; Rohde et al., 2017).

MALDI-TOF ¢ utilizado tamén para obter o “ fingerprint”” da masa
dos péptidos tras empregar proteasas para a dixestion de proteinas. As
proteinas son normalmente enriquecidas previamente mediante xel de
electroforese ou cromatografia antes de ser dixeridas. Os espectros ob-
tidos comparanse cos espectros tedricos dos péptidos segundo a protea-
sa empregada para a dixestion das proteinas (Cheng et al., 2016). Outra
forma de analise dos péptidos ¢ fragmentando as proteinas ionizadas, por
CID no mesmo MALDI-TOF-TOF MS (Fagerquist, 2017).
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Existen precedentes no emprego de MALDI-TOF para a analise e carac-
terizacion de microorganismos contaminantes de alimentos. Exemplo
disto son os estudos en especies dos xéneros Aeromonas, Acrobacter,
Campylobacter, Clostridium, Listeria, Salmonella, Staphylococcus,
Vibrio, Yersinia, Bacillus (Branquinho et al., 2014; Lasch et al., 2009;
Starostin et al., 2015) e especies da familia Enterobacteriaceae (Cheng
et al., 2016; Stephan et al., 2011). Mazzeo et at., 2006, inclie estudos
en especies de Escherichia, Yersinia, Proteus, Morganella, Salmonella,
Staphylococcus, Micrococcus, Lactococcus, Pseudomonas, Leuconostoc
e L. monocytogenes en carne e vexetais (Cheng et al., 2016). Tamén le-
varonse a cabo estudos en contaminacidons de mariscos (B6hme et al.,
2011; Bohme et al., 2012b; Bohme et al., 2013). Moitas outras especies
Gram negativas, fora do ambito alimentario como especies dos xéneros
Francisella, Achromobacter, Stenotrophomonas e Burkholderia foron
estudadas para a stia identificacion por MALDI-TOF MS. Tamén ou-
tras especies Gram positivas coma especies de Micrococcus, Gemella e
Rothia. A identificacion de micobacterias e fungos foi estudada tamén,
pero e mais complexa debido a heteroxeneidade dos patréns entre
especies proximas (Siller-Ruiz et al., 2017). Toxinas como a toxina
Shiga, e a toxina botulinica en carne ¢ leite identificouse tamén por
MALDI-TOF-TOF MS. Empregouse tamén MALDI-TOF para obter
0 patron “fingerprint” das masas de acidos graxos de bacterias (Cheng
et al., 2016), e recentemente publicouse a deteccion de metabolitos
de resistencia a antibidticos coma B-lactamasas (Doern & Butler-Wu,
2016). Recentes estudos foron capaces de detectar picos especificos por
MALDI-TOF MS que permiten distinguir entre S. aureus con € sen
resistencia a meticilina, ¢ enterocococci con € sen resistencia a vanco-
micina. Estes estudos determinan que o emprego de MALDI-TOF MS
permite incluso a identificacion de patdoxenos con determinadas resis-
tencias (Fagerquist, 2017).

Existen varias bases de datos privadas como o “Spectral Archive
And Microbial I dentification System” (Saramis TM; AnagnosTec
GmbH, Potsdam, Germany) e “ Microbelynx bacterial identification
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system” (Waters Corporation, Manchester, UK); e as propias bases de
datos das empresas comerciais como “MALDI Biotyper 2.0” (Bruker
Daltonic). Bases de datos publicas estan dispofiibles para acceder libre-
mente s perfis caracteristicos de especies contaminantes de alimentos,
pero estas bases de datos incluen so6 certos perfis de especies patdxenas.
Actualmente estase a desenrolar unha base de datos na que colabora
a Universidade de Santiago de Compostela chamada “SpectraBank
database” (www.spectrabank.org, www.spectrabank.eu, www.spec-
trabank.es) (Bohme et al., 2012a) centrada en especies potencialmente
presentes en alimentos, na que pretendese reunir informacion dos es-
pectros “fingerprint” de microorganismos cun método establecido. Un
protocolo estandarizado € importante para a obtencion de resultados
reproducibles.

1.5.4.2 LC-MS

As secuencias peptidicas obtense mediante os sistemas LC-MS/
MS. A extraccion proteica completa ou fraccions especificas son dixe-
ridas con proteasas como a tripsina ou a quimiotripsina. Previamente,
a reducion dos enlaces disulfuro da proteina levase a cabo con axentes
reductores como o DTT (ditiotreitol) e os grupos tiol son alquilados
con, por exemplo iodamida para previr a nova formacion de enlaces
disulfuro (Silva, 2018). No LC-MS/MS, os péptidos son separados por
cromatografia liquida, posteriormente son ionizados, fragmentados por
CID (Disociacion inducida por colision) e finalmente detectados (Figu-
ra 6). As masas péptidicas son analizadas e comparadas fronte as ba-
ses de datos para a asignacion da secuencia a cada péptido identificado
(Cheng et al., 2016). O sistema LC-MS-MS tamén permite identificar
e cuantificar unha proteina a estudo (Figura 6). Os 16ns cargados de
interese son seleccionados por un cuadrupolo e seguidamente fragmen-
tados (Cheng et al., 2016).

Determinouse mediante LC-MS-MS a presenza de varias toxinas
como las toxinas Shiga, botulinicas, enterotoxinas de S. aureus, as dous
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principais toxinas de C. difficile, toxinas de B. anthracis e outras. Ou-
tro estudo determinou os péptidos especificos para distinguir entre as
especies do grupo B. cereus, baseandose na comparativa dos seus per-
fis proteomicos (Pfrunder et al., 2016). O perfil proteomico analizado
mediante LC-MS-MS de S. aureus foi tamén publicado (Carrera et al.,
2017). Ademais, mediante LC-MS tamén podense detectar metabolitos
producidos por determinados patoxenos, o cal permite a sua identifica-
cion (Silva, 2018).
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Figura 6. Técnicas de espectrometria de masas enpregadas cominmente na identificacion
e tipado de bacterias. Modificado de Cheng et al. (2016).

1.5.4.3 Perspectivas de futuro dos espectrometros de masas
As técnicas espectrométricas coma o MALDI TOF MS e LC-MS/

MS, son rapidas, precisan de pouco material, son tamén moi especifi-
cas, sensibles, precisas e reproducibles. A stia reproducitividade e o uso
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de programas informaticos para a analise dos resultados evita moitos
errores humanos que poden producirse por exemplo, nas lecturas de
probas fenotipicas ou visualizacions 6 microscopio. Existen poucos li-
mites nas posibilidades das mostras que pddense analizar. Permiten a
identificacion de microorganismos pola deteccion de perfis Gnicos de
masas e multiples biomarcadores. Estes biomarcadores son estudados
previamente por ditas metddoloxias que posteriormente poden ser re-
producidas para a identificacion dos microorganismos.

O uso de biomarcadores proteicos provenientes de perfis protedmi-
cos de MALDI-TOF ¢ limitado xa que os picos dos espectros perten-
cen maiormente a proteinas ribosomais (Fagerquist, 2017). Por outro
lado, empregando espectrofotometros de masas con maior resolucion,
coma o LC-MS-MS permite xerar cantidades enormes de informacion
sobre a protedmica dunha especie a estudo, e tras a andlise dos datos
podense establecer novos biomarcadores especificos de xénero, especie
e incluso cepa (Calo-Mata et al., 2016; Carrera et al., 2017; Pfrunder
et al., 2016). Existe un continuo esforzo en mellorar a sensibilidade e
resolucion dos aparatos empregados; a si como no deseno de softwares
que integren a xendmica na analise dos datos protedmicos e faciliten a
interpretacion dos resultados.

1.5.5 A co-evolucion entre bacterias e bacteriofagos: identificacion
bacteriana mediante métodos baseados en fagos

1.5.5.1 Interaccions entre bacterias e bacteriofagos

Tanto os bacteriofagos coma as bacterias son as entidades mais
abundantes e diversas en canto a sia xenética, debido a sua elevada taxa
de mutacion e os curtos tempos de xeracion. A interaccion entre fagos e
bacterias € unha co-adaptacién que permitelles unha co-evolucién moi
rapida e dinamica a cal xera en parte a conversion de bacterias inocuas
en patoxena (Koskella & Brockhurst, 2014).
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Os bacteriofagos atemperados integran o seu xenoma nos cromosomas
das bacterias, isto pode beneficiar 6 hospedador bacteriano proporcio-
nandolle novas funcions ou por outro lado interrompendo xenes e a
sua expresion (Fortier & Sekulovic, 2013). A transducion mediada por
fagos, permite tamén transferir xenes dunha bacteria doadora 4 recep-
tora. As excisions e integracions médianse polas DNA recombinasas
dos bacteriofagos (Menouni et al, 2015). Cofiecese que fagos relacio-
nados ocupan o mesmo lugar no xenoma das bacterias. Nunha cepa
dunha mesma especie, un mesmo lugar xendémico pode estar ocupado
por un fago, € noutra por o xenoma de outro fago diferente, ou vacio
(Canchaya et al., 2004). Alguns fagos poden integrar aleatoriamente o
seu xenoma nos cromosomas das bacterias, coma o fago Mu (o unico
requerimento ¢ que o xene non este sendo expresado). Isto pode incre-
mentar a variabilidade da poboacién bacteriana (Feiner et al., 2015). O
termino “lisoxenia activa” ¢ empregado cando os fagos atemperados
intégranse nos xenes funcionais das bacterias, € os fagos cooperan coa
bacteria hospedadora para regular a expresion dos xenes interrumpidos
mediante varios mecanismos como factores de transcripcion, sSRNAs,
reestruturacion do DNA e outros (Argov et al., 2017). Por outro lado, o
termo “conversion lisoxénica” ocorre cando os bacteriofagos codifican
determinados factores que melloran a supervivencia dos seus hospeda-
dores bacterianos. Neste caso as bacterias convértense en patoxenos.
A adquisicion de factores de virulencia nas bacterias ocurre maiorita-
riamente por transferencia horizontal de xenes (HGT) transferidos por
bacteridfagos (Feiner et al., 2015). A transferencia hoizontal de xenes ¢
a principal responsable da mayoria das diferencias xenomicas intraes-
pecie, e os bacteriofagos son os mayores contribuidores na diversifica-
cion do xenoma das bacterias, a parte dos plasmidos integrativos e os
transposons (Canchaya et al., 2004).

A co-evolucion entre fagos e bacterias demostrouse pola presencia
de factores de virulencia provenientes dos bacteriofagos que os infectan
e permite as bacterias infectar as células mamiferas. Algins exemplos
son as toxinas coma as toxinas de S. aureus, toxinas butilinicas, shiga,
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toxinas del colera e diphteria entre outras. Outros factores de virulencia
provenientes de fagos son, factores que promoven a adhesion, coloniza-
cion, a resistencia e evasion do sistema inmune de células que infectan
e tamén factores de transcricion que regulan xenes bacterianos. Publi-
couse coma os bacteriofagos que son particulas negativamente cargadas
estaban involucrados na formacion de biofilm en P. aeruginosa cando
inducian lise. Tamén encontrouse un xene codificaco en bacteriofagos
atemperados homologo ¢ xene Arg implicado no quorum sensing. Re-
portouse tamén que fagos cofiecidos de S. aureus codifican xenes de
factores de virulencia encontrado en especies de Staphylococcus como
a citotoxina de Panton-Valentine leucocidina, staphyloquinasa, entero-
toxinas, proteinas inhibitorias de quimitotaxis, ou toxinas exfoliativas.
Outro exemplo da regulacion faxica na virulencia do hospedador bacte-
riano ¢ a do fago atemperado ¢$10403S cando integrase no xene comK
de L. monocytogenes, permitindo neste caso impedir que a bacteria sexa
fagocitada polos macrofagos durante a infeccion. A bacteriocina Colb
da cepa SL 1344 de S. enterica ¢ liberada cando producese a lisis da
célula liberando a mesma vez os fagos atemperados que encontranse
tamén no seu xenoma. A distribucion e localizacion dos profagos nos
xenomas bacterianos non ¢ homoxénea, pero son abundantes en bacte-
rias patoxenas. Bacterias que contefien seis ou mais bacteriofagos no
seu xenoma son comunmente patoxenas. A orientacion para a integra-
cion xénica dos fagos € preferentemente o mesmo sentido ca dos xenes
e a perdida das secuencias adquiridas € tan posible como a sua integra-
cion, e leva a restrinxir a fixacion dos xenes faxicos beneficiosos para a
bacteria (Canchaya et al., 2004).

As interaccidns entre bacterias ¢ os seus bacteriofagos non estan
limitadas so & virulencia, xa que tamén foron reportados casos de bene-
ficios ecoloxicos entre fagos e bacterias. Un exemplo disto € o caso de
Shewanella oneidensis, unha bacteria anaerobia psicotropica que adap-
tase a baixas temperaturas por excision dun profago integrado no xene
ssrA. Baixo temperaturas mais altas a bacteria silencia a excision. A si
como o xene cl reprime os xenes liticos nos bacteriofagos atemperado,



Introducion

cofecese que tamén pode reprimir xenes bacterianos. Un exemplo ¢
como o xene PckA requirido para a gluconeogeneses ¢ reprimido por
cl do fago K en E. coli. Tamén foi reportado que en sentido upstream
do xene PckA existen secuencias con diferentes homoloxias 6 operador
(lugar de unién) do represor cl do fago £ (Argov et al., 2017).

Outros eventos involucrados na co-evolucion entre bacteriofagos
e bacterias son as illas patoxénicas e as illas cromosomicas relacio-
nadas con fagos (PRCIs). Cofiecese a existencia de illas patoxénicas
derivadas de bacteriofagos no cromosoma de E. coli (EHEC) O157 en-
terohemorraxica (Argov et al., 2017; Feiner et al., 2015). CRISPR (Re-
peticions Palindromicas Curtas Agrupadas e Regularmente interespa-
ciadas) compoiiense de repeticions de DNA separadas por espaciadores
non repetidos de tamafio conservado que asécianse con nucleasas Cas
formando o sistema CRISPR/Cas, o cal proporcionan funcions adquiri-
das de inmunidade a bacterias fronte fagos liticos e plasmidos. Os fagos
poden transportar CRISPR/Cas para insertar unha illa cromos6mica na
bacteria hospedador. Estudouse que especies de Streptococcus como
Streptococcus pyogenes, S. thermophilus e S. agalactiae contefien no
seu xenoma sistemas CRISPR/Cas con fragmentos de orixe viral (Kos-
kella & Brockhurst, 2014; Lopez-Sanchez et al., 2012).

Os bacteriofagos tamén adquiren secuencias beneficiosas proce-
dentes de bacterias e as integran no seu xenoma como 0corre coas me-
tiltranferasa que confirenlle proteccion fronte as REasas dos seus hos-
pedadores bacterianos (Murphy et al., 2013).

A gran especificidade dos bacteriofagos cos seus hospedadores e a
co-evolucion entre eles permite mediante métodos baseados nos bacte-
riofagos chegar a identificar unha especie bacteriana. A determinacion
do propio bacteriofago como a presencia de biomarcadores baseados nas
slias secuencias xénicas ou proteicas, permite identificar unha bacteria
que esta presente na mostra. As seguintes técnicas empréganse para a
identificacion bacteriana mediante a determinacion de fagos especificos.
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1.5.5.2 Métodos baseados en bacteriofagos

A habilidade dos bacteriofagos para infectar especificamente e lisar
os seus hospedadores bacterianos, fixo que durante moitos anos o tipa-
do de fagos fose unha técnica empregada para a identificacion de bacte-
rias (Craigie & Yen, 1938). Outras vantaxes do uso de métodos basados
en bacteridéfagos, ademais da stia alta especificidade, € a sua tolerancia
en condicion criticas. Son capaces de discriminar entre células vivas e
mortas, e tefien a capacidade para amplificar a sinal xa que a infeccion
dun fago produce miles de particulas nas bacterias (Farooq et al., 2018).
O tipado de fagos ainda empregase para a identificacion e distincion de
cepas dunha mesma especie con diferentes orixes.

A deteccion clinica de especies como Mycobacterium tuberculosis,
Yersinia pestis, B. anthracis e S. aureus pode levarse a cabo mediante
métodos baseados en bacteriéfagos. Os principais métodos empregados
son a amplificacion dos bacteriéfagos e o uso de fagos recombinantes
(Figura 7). Os fagos recombinantes ¢ replicarse na célula produce unha
sinal detectable que pode funcionar como un indicador de viabilidade
celular (Schofield et al., 2012). Un exemplo disto, ¢ a integracion dos
xenes da luciferasa (luxAB) de Vibrio harveyi no xenoma dos bacte-
riofagos para a creacion dun fago recombinante que produza biolumi-
niscencia cando infecta a célula empregando a maquinaria bacteriana.
O ensaio de amplificacion de fagos basease na mestura da mostra e
os fagos seguido do seu cultivo para a infeccion das células, os fagos
que quedan libres son inactivados e lavados, e as células son cultiva-
das en placas para a visualizacion posterior dos halos tipicos que xeran
os virus ¢ lisar as células bacterianas. Este método comeza a incre-
mentar o seu éxito na actualidade e conseguiu detectar Listeria spp. e
Mycobacterium spp. en leite.

Os biosensores tamén son comunmente empregados para a identifi-
cacion de bacterias na deteccion de bacteriofagos completos ou compo-
fientes como péptidos e mais recentemente proteinas de fagos de unioén
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ao receptor (RBPs) (Figura 7). Outro método centrase no uso dos fagos
como elementos de captura no que os viriéns son unidos a micro ou
nano particulas (Figura 7). Estes conxugados empréganse como ferra-
menta para a deteccion de bacterias (Chanishvili, 2015; Farooq et al.,
2018; Lavigne et al., 2009; Rees & Voorhees, 2005; Richteret al., 2018;
Singh et al., 2013). Recentemente, novas técnicas de espectrometria de
masas coma MALDI-TOF MS e LC-MS empréganse para a identifica-
cion de bacterias a través da deteccion de proteinas dos fagos. Varios
estudos identificaron especies como E. coli, Yesinia pestis e cepas de
S. aureus resistentes a meticilina mediante a metodoloxia de amplifica-
cion de bacteriofagos seguida da deteccion de determinados péptidos
dos fagos por MALDI-TOF MS (Cox et al., 2012; Rees & Barr, 2017).
LC-MS/MS empregouse para a deteccion dun péptido do fago lamda na
identificacion de E. coli (Serafim et al., 2017).

Biosensor Elementos de
captura

TN

nanoparticulas

Infeccién |
bacteriana

Fagos
recombinantes

Expresion da fluorescencia

Amplificaciéon dos fagos

Figura 7. Métodos baseados en bacteriofagos para a deteccion de bacterias. Cando os fagos
infectan as células, a proxenie dos fagos ou o seu contido pode ser detectado cando a célula li-
sase. A expresion de xenes coma o de fuorescencia, insertados no xenoma das células por fagos
atemperados recombinantes permite a stia deteccion. Os fagos tamén empréganse como ele-
mentos de captura e como bioreceptores nos biosensores. Modificado de Richter et al. (2018).
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Un bo cofiecemento previo dos fagos empregados na identificacion
das bacterias ¢ moi importante. A continuacion, expoifiese un breve re-
sumo dos bacteriéfagos conecidos para as especies de Streptococcus e
S. aureus.

1.5.5.3 Bacteriofagos de Streptococcus spp.

Establecese que s6 un 3% dos fagos activos fronte a Streptococcus
spp. encontranse representados pola secuenciacion do seu xenoma, na
base da datos NCBI (Harhala et al., 2018) . Diferentes bacteriofagos fo-
ron descritos para especies como S. uberis (Brandy, 1989), S. agalactiae
(Bai et al., 2013; Domelier et al., 2009), e S. dysgalactiaec (Davies et
al., 2007) por diferentes metodoloxias tanto caracterizaciéon molecular
coma secuenciacion do xenoma. Certos fagos de Streptococcus da fa-
milia Siphoviridae son ben conecidos coma Sfi21, Sfill e Sfil9 entre
outros encontrase principalmente en S. thermophilus (Briisssow & Desi-
ere, 2001; Canchaya et al. 2004). Méis informacion esta dispoiiible para
fagos desta familia (Siphoviridae) que infectan bacterias contaminantes
de alimentos e produtos lacteos (Brussow, 2001). Estudouse o xeno-
ma de EJ-1, un fago que infecta S. pneumoniae da familia Myoviridae
(Romero et al., 2004). Siphoviridae e Myoviridae son familias de fa-
gos que pertencen 6 orden Caudovirales, bacteriofagos con cola fina
filamentosa, compostos dunha capside icosaedrica con DNA de dobre
cadea. Baseandose na cola, os bacteriofagos son clasificados nas princi-
pais familias; Podoviridae, con unha cola curta; Siphoviridae, con unha
cola larga non contractil e Myoviridae, con unha cola larga contrac-
til. Os xenomas organizanse en modulos funcionais como a lisoxenia,
empaquetamento, cabeza e cola, replicacion do DNA e lise (Figura 8)
(Briissow & Desiere, 2001; Deghorain & Van Melderen, 2012; Xia &
Wolz, 2014).
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Podoviridae
Tamaiio do xenoma: <20Kb

Cola Empaquetamento
de DNA e cabeza

SS unién SS unién -

a DNA a DNA Lise

Siphoviridae
Tamaiio do xenoma: 40Kb

Lisoxenia Metabolismo Empaquetamento Cola Lise
do DNA do DNA e cabeza

—-

Virulencia
Sfi21-like pac tipo
(ex. PVL)
Sfill-like cos tipo
(ex. phiETA)

Myoviridae
Tamaiio do xenoma:>125Kb

Replicacion Empaquetamento Replicacion
do DNA do DNA e cabeza do DNA
Lise Cola Lise

Figura 8. Imaxe da organizacion dos diferentes médulos do xenoma dos bacteriofagos das
familias Siphoviridae, Podoviridae e Myoviridae. As caixas de cores representan os diferentes
moddulos. Verde, modulo de lisoxénia; purpura, médulo de replicacion do DNA; laranxa, mo-
dulo de empaquetamento do DNA e a cabeza;azul, médulo da cola; vermello, os xenes de viru-
lencia encontranse con frecuencia downstream do modulo de lise. Amosanse os tipicos xénes
implicados no empaquetamento do DNA e a cabeza dos fagos tipo Sfi21 e Sfill. Modificado de
Deghorain & Van Melderen (2012).

1.5.5.4 Bacteriofagos de Staphylococcus aureus

Todolos bacteriofagos cofecidos para S. aureus pertencen ¢ or-
den Caudovirales. Principalmente son bacteriofagos atemperados da
familia Siphoviridae, que insértanse no xenoma a excepcion daqueles
que sufriron mutaciéns no modulo de lisoxénia e volvéronse liticos
coma philPLA35, philPLA88 e SA11. Moy poucos fagos das familias
Podoviridae como SAP-2 ¢ Myoviridae coma o fago K, foron descritos
para S. aureus (Deghorain & Van Melderen, 2012).
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1.5.6 Perspectivas de futuro na identificacion bacteriana

Os métodos baseados en acidos nucleicos son sensibles e moi em-
pregados na deteccidon de patdxenos, pero requiren de persoal e instru-
mentos especializados. Os métodos baseados en biosensores son rapi-
dos e de mais baixo coste, non require de persoal especializado e as
mostras non precisan de pre-enriquecementos, sen embargo € necesario
a mellora na deteccion de diferentes matrices de alimentos. Os méto-
dos inmunoloxicos como ELISA e inmunoensaio de fluxo lateral tefien
boa sensibilidade en ausencia de moléculas que podan interferir coma
DNA, proteinas ou células. A combinacion de varios métodos rapidos
pode ser a solucion para determinar con seguridade se un contaminante
de alimentos esta presente ou non nunha mostra; isto en cambio eleva-
ria o coste de dita deteccion (Law et al., 2014). Mentres esta metodo-
loxia domina o mercado na identificacion de patoxenos en alimentos,
na actualidade, técnicas emerxentes como a espectrometria de masas,
microarrays € técnicas baseadas en fagos comezan a empregarse. Os
espectrometros de masas fai poucos anos comezaron a empregarse de
forma rutinaria nos laboratorios clinicos pola sta rapidez e reproduc-
tividade, e seguen a presentarse avances cada pouco tempo. Unha das
desvantaxes que se presentaban era a necesidade de establecer proto-
colos estandar e encontrar bases de datos dispoiiibles. Os protocolos
desenrolados por Bruker (Bruker Daltonics, Inc.) son os preferentes na
actualidade. A pesar da gran variedade de técnicas, a mayoria dos test
validados son dirixidos a determinacion de S. enterica e Listeria spp.
Existe tamén a necesidade de desenrolar test validados para outros pa-
toxenos (Rohde et al., 2017).

1.6 Caracterizacion de novas cepas bacterianas

A taxonomia en procariotas depende de tres elementos, a caracteri-
zacion, a clasificacion e a nomenclatura. A nomenclatura dun grupo de
microorganismos depende da sua clasificacion e a clasificacion, depen-
de da caracterizacion dos elementos dese grupo. A nomenclatura réxese
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polo Cédigo Bacterioloxico, por outro lado, os aspectos a ter en conta
para a clasificacion e caracterizacion dos microorganismos varia ¢ lon-
go dos anos co desenvolvemento de novas metodoloxias que deben ser
estandarizadas (Tindall et al., 2010).

Para o establecemento dun novo taxoén, a cepa illada debe ser estu-
dada coa maior profundidade posible. Debe incluirse a informacion so-
bre a localizacion xeografica, aspectos do ambiente de onde foi illada e
a designacion das cepas incluindo os niumeros de acceso das coleccions
de cultivos tipo onde foron depositadas. Debe ser tamén especificado o
proceso de illamento da cepa incluindo os medios empregados, a com-
posicion da atmosfera, o pH, temperatura e duracion de cultivo (Logan
et al., 2019). As bases de datos coma GenBank, DDBJ ¢ EBI/EMBL,
non aceptan novos nomes taxondémicos ata a posterior publicacion do
novo taxon. Na caracterizacion dunha cepa, os organismos de referen-
cia deben ser todalas cepas tipo relevantes para cada estudo. Cando es-
tablecese un novo xénero as especies tipo a comparar deben ser todalas
especies tipo proximas, incluido tédalas especies tipo dos xéneros rela-
cionados e as do novo xénero a estudo. Por outro lado, todalas especies
tipo dun xénero son os organismos de referencia, para establecer unha
nova especie considerada coma un novo membro do mesmo xénero
(Tindall etal.,2010; Logan et al., 2009).

1.6.1 Métodos xenéticos

A taxonomia de procariotas foi influenciada polos desenvolvemen-
tos nos métodos xenéticos. Previamente 4 secuenciacion do xenoma
empregabanse metodoloxias como o contido en G+C o cal esta rela-
cionado co uso de codons, e os métodos de hibridacion DNA-DNA e
DNA-RNA o cal permitiu a comparacion de secuencias xenéticas. A
analise de xenes como o 16S rRNA coa PCR permitiu avanzar na ta-
xonomia e no estudo da evolucion en procariotas. Outras metodoloxias
tamén empregadas e que aportan informacion a nivel de subespecie e/
ou cepa son as técnicas baseadas en “fingerprint” de acidos nucleicos
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coma o AFLP (amplified fragment-length polymorphism PCR), PFGE
(macrorestriction analysis after pulsed field gel electrophoresis), RAPD
(random amplified polymorphic DNA) entre outras (Busse et al., 2010;
Murray & Schleifer, 1994).

1.6.1.1 Secuenciacion xenética

A miudo, a identificacion dun taxon centrase na determinacion do
xene 16S rRNA. Co estudo xenético e a medida que as secuencias xe-
némicas foron publicadas nas bases de datos, a disponibilidade de no-
vos xenes conservados fixo que puideranse comparar entre taxons para
ser empregadas na identificacion e discriminacion de cepas (23S rRNA,
factor de elongacion Tu, subunidade B da ATPasa, subunidade 3 da gi-
rasa, rpoB, recA, etc...).

A secuenciacion do 16S rRNA ¢ a base filoxenética da taxonomia
bacteriana, e ¢ necesario que tdédalas secuencias das cepas tipo estean
presentes nas bases de datos. A comparacion das secuencias do 16S
rRNA, permite determinar relacions filoxenéticas entre xéneros e espe-
cies, pero non sempre ¢ apropiada para a clasificacion de cepas a nivel
de especie. Foi estudado e documentado que na maioria dos casos, diias
cepas que comparten menos do 97% da secuencia completa do 16S
rRNA non son membros da mesma especie. Sen embargo, a tinica infor-
macion da comparacion do 16S rRNA non € vélido para establecer unha
nova especie, ¢ outras metodoloxias deben ser empregadas a demais de
probas fenotipicas para o establecemento dun novo taxon (Busse et al.,
2010; Logan et al., 2019).

As ferramentas bioinformaticas, permitennos alifiar grandes cantida-
des de secuencias, mediante o alifiamento multiple en programas coma
CLUSTAL X, CLUSTAL W, CLUSTAL X2, CLUSTAL W2, MEGA,
T-COFFEE ou MUSCLE (Kumar et al., 2016; Thompson et al., 1997).
Os programas bioinfomaticos tamén permiten a construcion de arbores
filoxenéticas a partir da comparacion de secuencias xénicas, os cales es-
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tablecen dunha forma visual distancias filoxenéticas entre os diferentes
taxons. Diferentes métodos empréganse para a construcion das arbores
(Distance Matrix, Maximum-Parsimony, Maximum-Likelihood ...).

1.6.1.2 Hibridacion DNA-DNA e contido G+C

As técnicas de hibridacion foron introducidas nos anos 60. Valores
iguais ou superiores 6 70% na hibridacion DNA-DNA indica que as ce-
pas a estudo posiblemente pertenzan a mesma especie. A aportacion dos
valores de hibridacion entre cepas que presentan igual ou maior simili-
tude do 97% nas secuencias de 16S rRNA, ¢ esencial para a descricion
de novas especies. Establecer o contido en G+C € un prerequisito para
conecer as condicion de hibridacion, recomendable na descricion dunha
nova especie e esencial para o establecemento dun novo xénero (Logan
etal., 2019).

1.6.1.3 Secuenciacion xenomica

A tecnoloxia mais novidosa na taxonomia microbiana ¢ a secuen-
ciacion xenémica. E unha metodoloxia que aporta unha gran cantidade
de informacion para establecer relacions filoxenéticas e dende fai uns
anos converteuse nun requisito para o establecemento de novas espe-
cies xa que na actualidade as novas plataformas da nova xeracion da
secuenciacion xendmica (NGS) baixou o seu coste, subindo a calidade
dos datos xerados. Parametros estadisticos como o tamano do xenoma,
o nimero de contigs xerados, o parametro N50, a cobertura de secuen-
ciacion a heteroxeneidade e a contaminacion, foron desenrolados para
describir a calidade do xenoma ensamblado final. Softwares informati-
cos filtran as lecturas de baixa calidade antes do ensamblaxe do xenoma
xerando contigs. O ensamblaxe final do xenoma dunha cepa a caracte-
rizar debe ser depositado na base de datos GenBank/EMBL/DDBJ e
poden ser tamén depositados os datos crus do xenoma en bases de datos
coma no SRA (Sequence Read Archive). Existe tamén gran cantidade
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de ferramentas bioinformaticas para a clasificacion e identificacion de
procariotas a partir de seu xenoma (Chun et al., 2018).

A dispoiiibilidade das secuencias xénicas permitenos establecer
unha serie de parametros utiles para comparar os xenomas de dous ta-
xo0ns. Previamente, en taxonomia o valor da hibridacion DNA-DNA
(DDH) era maioritariamente o que determinaba a relacion entre dous
cepas. Actualmente os valores da identidade media de nucledtidos
(ANI) e a hibridacion in silico DNA-DNA (dDDH) obtidos con ferra-
mentas bioinformaticas (Téboa 3) para a comparacion entre xenomas
son madis relevantes para determinar a relacion entre cepas e especies.
Os valores propostos que determinan a fronteira entre especies son
95%-96% para ANI e 70% para dDDH (Chun et al., 2018; Richter &
Rossello-Mora, 2009). Existes outros parametros coma OGRI (Overall
Genome Related Index), MUM (Maximal Unique Matches) que tamén
establecen relacions entre xenomas de diferentes organismos.

O emprego do xenoma para a construcion dunha arbore filoxendmi-
ca ¢ moi recente (Chun et al., 2018; Na et al., 2018). Diversos progra-
mas bioinformaticos (Téboa 3) son capaces de construir arbores filoxe-
noémicos a partir do alifiamento de sets de xenes conservados (sets de 31
a 400 xenes) en bacterias.

Téaboa 3. Ferramentas bioinformaticas para o estudo e comparativa de xenomas. Nesta
Taboa amdsanse os softwares e servicids web desenrolados para establecer parametros utiles na
comparacion dos xenomas de dous taxons, e parametros estadisticos que determinan a calidade
do xenoma, asi como softwares para a construcion de arbores filoxendmicos. Modificado de
Chun et al. (2018). Licencia Creative Commons.

Software Funcién Tipo URL
QrthoANI . Software https://www.ezbiocloud.
with Calculo de ANI : . ;

independiente net/tools/orthoaniu
usearch
OrthoANI .
with Calculo de ANI Servicio web https;/fwww.ezbiocloud.

usearch net/tools/ani
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Taboa 3. (Continuacion)

Software Funcion Tipo URL
Genome-
tq—Genome Calculo de dDDh Servicio web http://ggdc.dsmzde/
Distance ggdc.php/
Calculator
ANI Calculo de ANI Servicio web http://enve—om|c§.
calculator ce.gatech.edu/ani/
ISpecies Calculo de AN $oftware . htt.p://m'.\edea.wb-csm.
independiente es/jspecies/
JSpeciesWS  Calculo de ANI Servicio web http:/fjspecies.ribohost.
com/
CheckM Calculo de parametros  Software http://ecogenomics.
de contaminacion independiente github.io/CheckM/
ContEst16S Calculo de .para.r’netros Servicio web https://www.ezbiocloud.
de contaminacion net/tools/contest16s
BBMa Caélculo de covertura Software https://sourceforge.net/
P da secuenciacion independiente projects/bbmap/
http://wolbachia.biology.
Amphora2 Arbore filoxenémica $oftware g virginia.edu/Wulab/
independiente
Software.html
) https://pubmlst.org/
BIGSdb Arbore filoxenémica Software software/database/
independiente bigsdb/
bcgTree Arbore filoxenémica $oftware . https://glthub.com/
independiente iimog/bcgTree
" . Software https://huttenhower.sph.
Phylophlan BRI independiente harvard.edu/phylophlan
UBCG Arbore filoxendmica Software https://www.ezbiocloud.

independiente

net/tools/ubcg

1.6.2 Caracterizacion fenotipica: Morfoloxia, fisioloxia e bioquimica

O estudo das propiedades morfoloxicas, fisioloxicas e bioquimicas
son as ferramentas mais antigas empregadas no estudo de caracteriza-
cion e clasificacion de procariotas, ¢ deben ser listadas na descricion
dun novo taxon (Busse et al., 2010).
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As caracteristicas fenotipicas que se estudan para a caracterizacion dun
microorganismo son parametros como o tamafio e morfoloxia das cé-
lulas e as colonias, test bioquimicos (exemplo, API test (bioMérieux)),
pH, temperatura, tincion Gram, condicion extremas nas que pode cre-
cer, motilidade e formacion de esporas, entre outros (Murray & Schleif-
er, 1994). A aportacion de imaxes da visualizacion ¢ microscopio de
contraste de fases a 1000 x das células vexetativas e no caso de bacte-
rias formadoras de esporas, das esporas tinguidas ¢ moi recomendable.
Imaxes ¢ microscopio electronico revelan informacion adicional tanto
das esporas (aparencia do esporanxio) como da existencia de flaxelos.
Existen tests bioquimicos comerciais estandarizados e especificos, em-
pregados para cada taxon. Por exemplo, para a identificacion e caracte-
rizacion de especies do xénero Bacillus empréganse comunmente nos
laboratorios os tests bioquimicos API 20E e SOCHB (bioM¢érieux), o
sistema VITEK (bioM¢érieux) e placas Biolog. Todolos test realizados a
maiores no laboratorio debe ser especificada a sia metodoloxia, debido
a que dependendo da metodoloxia e as condicions empregadas, os re-
sultados poden ser variables (Logan et al., 2019).

A caracterizacion quimiotaxondémica dun microorganismo estuda
a composicion de varios elementos estruturais nos que se inclue a de-
terminacion de elementos das capas externas da célula coma os pépti-
dosglicanos da parede celular en Gram positivas e a presenza de acidos
micolicos. Estidanse tamén os elementos de membrana coma os acidos
graxos, lipidos polares e a composicion de lipoquinonas respiratorias,
e tamén constituintes citoplasmaticos coma as poliaminas. A analise
do perfil dos acidos graxos aporta informacion util na descripcion dun
taxon. Ademais a composicion de diaminoacidos e a estrutura da murei-
na ¢ esencial sobre todo en Gram positivas para a descricion dun novo
xénero ou especie. A analise de lipidos polares é outra metodoloxia em-
pregada para comparar diferentes taxdns. Ainda que moitos lipidos son
desconecidos xa que non foron caracterizados, isto non reduce o valor
da técnica que foi empregada para caracterizar moitos novos xéneros
de, por exemplo, Bacillaceae. Finalmente, o estudo das menaquinonas
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MK-7, MK-8 e MK-9, en moitos casos ¢ esencial para a descricion de
novos xéneros ¢ ¢ recomendado para a descripcion de novas especies
(Busse et al., 2010).

1.6.3 Minimos estandares

Existen documentos cos minimos estandares para a descricion dun
novo taxon, publicados por expertos do ICSB (International Committee
on Systematic Bacteriology) e 1CSP (International Committee on
Systematic of Prokaryotes) (Lapage et al., 1992), con informacién de-
tallada para cada grupo de organismos. O establecemento dos minimos
estandares para a descripcion de cada taxén segue as recomendacions
da regra 30b do Cddigo bacterioldxico segundo a revision de 1990 por
Lapage et al. (1992).
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2. OBXECTIVOS

2.1 Obxectivos xerais da tese

Identificacion e descricion de novos microorganismos illados de
produtos lacteos.

Obtencion de patrons “fingerprint” de microorganismos conta-
minantes recollidos nas coleccions de cepas cultivo tipo e de mi-
croorganismos contaminantes illados no laboratorio, para a rapida
identificacion de patoxenos alimentarios mediante espectrometria
de masas MALDI-TOF.

Obtencion de péptidos biomarcadores de deteccion rapida, para
a identificacion de contaminacions de produtos lacteos mediante
espectrometria de masas- ionizacion-electrospray (LC-ESI-IT).

2.2 Obxectivos do capitulo I

Identificacion e busca de novos illados, contaminantes de leite
condensado.

Descricion de Bacillus safensis subsp. osmophilus subsp. nov. e
Bacillus safensis subsp. safensis subsp. nov.

Obtencion dos patrons “fingerprint” de Bacillus safensis subsp.
osmophilus subsp. nov., Bacillus safensis subsp. safensis subsp.
nov. e as suas especies mais proximas mediante espectrometria de
masas MALDI-TOF.
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2.3 Obxectivos do capitulo IT

* Detecion de péptidos especificos de especies de Streptococcus e
S. aureus illados de produtos lacteos, para a sua identificacion por
espectrometria de masas- ionizacion-electrospray (LC-ESI-IT).

* Determinacion de péptidos de orixe faxico e de factores de viru-
lencia, especificos de Streptococcus spp. produtores de mastite,
para a sua identificacion por LC-ESI-IT.

» Deteccion de péptidos de orixe faxico especificos S. aureus pro-
dutores de mastite, para a sua identificacion por LC-ESI-IT.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Microorganismos, medios de cultivo, plasmidos e oligonucleo-
tidos empregados.

3.1.1 Microorganismos

3.1.1.1 Microorganismos illados de leite condensado contaminado

BCO09T (=LMG 730124, = CECT" 9344). Os numeros de acceso 6
GenBank/EMBL/DDBJ para as secuencias do xene 16S rRNA e gyrB
da cepa tipo BC09™ son KY990920 ¢ MF140243 respectivamente. O
nimero de acceso 6 DDBJ/ENA/GenBank para o xenoma da cepa tipo
BC09T ¢ QBHNO00000000 e as lecturas en bruto do xenoma subironse a
base de datos SRA con numero de acceso SRP139983.

e BCO03 Levadura illada no laboratorio.
e BCO05 Bacteria illada no laboratorio.
» BCO08 Bacteria illada no laboratorio.

3.1.1.2 Microorganismos tipo de Bacillus spp. empregados

Téaboa 4. Cepas tipo de Bacillus spp. empregadas como referencia neste estudo.

Especie Cepa Numero de acceso do NCBI
Bacillus safensis FO-36b" NR_041794
Bacillus australimaris MCCC 1A05787" JIX680098
Bacillus altitudinis 41KF2P" NR_042337
Bacillus xiamenensis HYC-10" NZ AMSHO1000114
Bacillus pumilus ATCC 70617 NR_043242
Bacillus zhangzhouensis MCCC 1A08372" JX680133
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3.1.1.3 Microorganismos de Streptococcus spp. e Staphylococcus
aureus produtores de mastite

As cepas de Streptococcus spp. € S. aureus foron previamente iden-
tificadas por MALDI TOF e a secuenciacion do 16S rRNA (Bohme et
al., 2012; Quintela-Baluja et al., 2014) no laboratorio LHICA da facul-
tade de Veterinaria da USC.

Taboa 5. Cepas de Streptococcus spp. empregadas neste estudo. ATCC, Coleccion de culti-
vos tipo Americana; CECT, Coleccion de cultivos tipo espaiola; DSM, Coleccion de cultivos
tipo alemana. LHICA, cepa illada no laboratorio LHICA da USC ; USC, cepa illada na Uni-
versidade de Santiago de Compostela.

Numero de
Mostra Especie Cepa Orixe acceso do
NCBI
. ATCC 19436/
ST1 Streptococcus uberis CECT 994 IN630842.1
ST2 Streptococcus agalactiae  CECT 183 Leite KC510212.1
Streptococcus
. CECT 926/
ST3 dysg_a_/ac.t./ae subsp. ATCC 9542
equisimilis
ST4 Streptococcus parauberis DSM 6631 Leitecon  \p 0430011
mastite
ST5 Streptococcus parauberis DSM 6632 Leite cru IN630844.1
ST6 Streptococcus agalactiae  USC1-LHICA =Sl €ON 50013231
mastite
ST7 Streptococcus agalactiae  USC3-LHICA =Sl CON 510215
mastite
STS Streptococcus uberis USCs-LHICA  eltecon 5102160
mastite
Streptococcus Lefie @
ST9 dysgalactiae subsp. USC13-LHICA . KC510218.1
; mastite
dysgalactiae
ST10 Streptococcus canis USC52-LHICA Sl Con 5102221
mastite
ST11 Streptococcus uberis USC69-LHICA eIt CON  ye510224.1
mastite
ST12 Streptococcusbga//o/yt/cus USC83-LHICA Leite con KC510227 1
subsp. gallolyticus mastite
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Numero de
Mostra Especie Cepa Orixe acceso do
NCBI
ST13 Streptococcusbga//o/yt/cus USC 84 Leite con KC51022.8
subsp. gallolyticus mastite
Streptococcus Leite con
ST14 dysgalactiae subsp. CECT 758 . KC51021.3
; mastite
dysgalactiae

Taboa 6. Cepas de S. aureus empregadas neste estudo. ATCC, Coleccion de cultivos tipo
Americana; CECT, Coleccion de cultivos tipo espafiola; CNR-ISPA, Instituto de Ciencia de
producion de alimentos do Consello Nacional de Investigacion de Italia.

Numero de
Mostra Especie Cepa Orixe acceso do
NCBI
S1 S. aureus CNR-ISPA 47  Queixode
cabra
S2 S. aureus CNR-ISPA 92  Queixo de
vaca

S3 S. aureus CNR-ISPA Leite cru de

280 vaca
S4 S. aureus CNR-ISPA Leite cru de

286 vaca
S5 S. aureus CNR-ISPA Leite cru de

507 vaca
S6 S. aureus CNR-ISPA Leite cru de

587 vaca
S7 S. aureus CNR-ISPA Leite crd de

617 vaca
S8 S. aureus CNR-ISPA Leite crd de

640 vaca
S9 S. aureus CNR-ISPA Leite cru de

700 vaca
S10 S. aureus CNR-ISPA Leite cru de

844 vaca
S11 S. aureus CNR-ISPA Leite crd de

894 vaca

CECT 59/
o1 S aureus ATCCO144 AY920400
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Taboa 6. (Continuacion)

Nimero de
Mostra Especie Cepa Orixe acceso do
NCBI
CECT 794/
S13 S. aureus ATCC29213 LHUSO0000000
CECT 4521/
S14 S. aureus ATCC35845
CNR-ISPA Queixo de
S15 S. aureus CA19 cabra
s16 S aureus CNR-ISPA Leite cru de
GP2 vaca
CNR-ISPA Leite cru de
S17 S. aureus GP17 vaca
CNR-ISPA Leite cru de
S18 S. aureus ovs ovella
s19 S aureus CNR-ISPA Leite cru de
PE1 ovella
S20 S. aureus SR-ISPY Humano
ul7
3.1.1.4 Outras cepas bacterianas
Taboa 7. Cepas de E. coli utilizadas neste estudo.
Cepa Xenotipo Orixe
F-mcrAA(mrrhisdRMSmcrBC) ®80lacZAM15
TOP 10 AlacXT4recAlaraD139A(araleu)7697galUgalK INVITROGEN

rpsL(StrR)end Al nupG

A cepa TOP10 presenta unha elevada eficiencia de transformacion

e as mutacions que porta favorecen a estabilidade do DNA clonado. A
deleccion ®80lacZAM15 permitelle a dita cepa a a-complementacion
co extremo N-terminal da -galactosidasa que ¢ codificada en plasmi-
dos coma ocorre nos plasmidos tipo pUC.
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3.1.2 Medios de cultivo

Para os medios solidos engadiuse agar bacterioloxico 20 g/L. Os
medios de cultivo foron esterilizados mediante autoclave a 121 °C du-
rante 15 min.

e Luria-Bertani (LB, Sigma Co.)

Triptona ................... 10g/L
Extracto de levadura 5g/L
NaCl ..ooooveieiieens 10g/L

* Nutrient Agar (NA, Sigma Co.)

* Nutrient Broth (NB, Sigma Co.)

* Tryptic Soy Broth (TSB, Becton Dickinson, BBL)

* Tryptic Soy Agar (TSA,Difco,BBL)

* Medio de tetrationato (Sigma,USA)

* Medio Yeast Extract Peptone Dextrose (YPD)
Peptona ........ccoeenee. 20g/L
Glucosa .....cccceeeeennee. 20g/L
Extracto de Levadura 10g/L

* Medio OGYE (Oxytetracycline-Glucose Yeast Extract)
Dextrosa ........ccceeueeen. 20g/L
Extracto de Levadura 5g/L
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* Medio Yeast nitrogen base (YNB,Fluka-Biochemika)

* Medio Methyl-red VOGES-PROSKAUER (MR-VP,
Sigma-Aldich)

* Medio Plate Count Agar (PCA)

Peptona ........cccoeeveenen. Sg/L
Extracto de levadura 2.5 g/LL
Glucosa .....ccceeevvenneennee. lg/L

Cando foi necesario o medio suplementouse cos seguintes antibioticos
e/ou compostos:

* Ampicilina (50pg/mL) cando as células 7TOP10 foron transforma-
das co vector pUC19 e na seleccion das transformantes.

* X-Gal (4pL dun stock de 200 mg/mL) para a deteccion de transfor-
mantes no medio solido para que se produza a a-complementacion
do plasmido pUCI19.

* Cloranfenicol (100g/mL) na busca de novas cepas de levaduras do
sobre de leite condensado contaminado, para evitar o crecemento de
bacterias.

Os antibioticos foron esterilizados mediante filtracion con filtros
Millipore de 0.22 um antes de engadirse 6 medio de cultivo estéril.

3.1.3 Oligonucleotidos

Os oligonucledtidos empregados neste traballo recéllense na se-
guinte Téboa (Taboa 8). Os oligonucleodtidos desefidronse a partir de
secuencias depositadas no Genbank das cepas filoxéneticamente mais
proximas & cepa a estudo ou redesefiando oligonuclotidos publicados,
co fin de obter unha amplificacion mais especifica tras cofiecer pre-
viamente parte da sua taxonomia. Para elo, empregouse o programa
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informatico Vector NTI AdvancedTM 11 (Invitrogen,USA). A sinte-
ses dos oligonucledtidos encargouse a empresa IDT (Integrated DNA

Technologies).

Taboa 8. Oligonucledtidos empregados neste estudo. (*)fosforilados ;Y=C,T; R=A,G; V=A,
G, C; M=A, C;N=A, G, C, T ; TA: temperatura de hibridacion en °C.

Nome Secuencia (5°—3") (-2?,‘) Aplicacién/Referencia
M13EF 5°-GTAAAACGACGGC Oligonucleotidos universais
CAG-3" para a secuenciacion
] 45°C  dun vector que codifica a
M13R 5 -AGCTAACTCACATTA secuencia N-terminal do
AT-3 xene LacZ.
UST5E 5°-GTGCCAGCMGCCGCG
GTAA-3" Oligonucleotidos universais
- 57°C  para a secuenciacion do 16S
UT052R 5-"GARCTGRCGRCRRC rRNA / Wang & Qian, 2009
CATGCA-3"
- Secuenciacién do 16S rRNA /
pP8FPL-2 (SZCA.l_(é'_A‘Z)C,;TTTGATCCTG Neste estudo modificado de
Relman et al, 1992
40°C y
. Secuenciacion do 16S rRNA
pP1492R+G .?ngTTACCﬁGTTACGAC Neste estudo modificado de
Rossi et al, 2009
ScrBacilpbF 5-TACGAAGGCGGAAT-
TAAAAGCTATGTAG-3 54°C Secuenciacion do xene gyrB
scrBacizlipbr 5 “AGCTTTGTTTTCGTCTG- / Neste estudo
P GCCTTCGAATTG-3’
Gyrb1pF 5'-ATGCAACAGCAAAATA-
ATTACCATGAAAATCAG-3 57°C Secuenciacion do xene gyrB
VbR 5"-TGAAGTCTTCTCCGA / Neste estudo
Y TTCCGGTGCC 3
tUfGPF g AéCACCJ:'I;I'SJACTGCCCAG
i} o Secuenciacion do xene tuf/S.
55°C -
5 -CATACCAGTTACGTCA Caamano-Antelo et al,, 2015
tufGPR GTTGTACGGA-3’
5°-TCCGTAGGCTCAACCTG
ITS1F CGG-3
3 53°C Secuenciacion do ITS /White
TS2R 5'-GCTGCGTTCTTCATC el 1220

GATGC-3"
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Taboa 8. (Continuacion)

Nome Secuencia (5 —3") (I:e) Aplicacién/Referencia
Zigo1R* 5°-CATTTCACAGCACAA
ATCACCGATTTTTTCTC-3 60°C Secuenciacion do xene HIS3

5"-GCTGATTTGCACATC /Neste estudo

Zigo1F GATGATCACCATACC-3’

3.1.4 Plasmidos

3.1.4.1 pUC19

O plasmido pUC19 (Invitrogen) (Figura 9) utilizouse neste traba-
llo para clonar secuencias xénicas dos microorganismos a estudo. Este
plasmido contén 2686 pb e presenta un xene de resistencia a ampicilina
(AP?) o que permitelle seleccionar os transformantes. Os insertos clo-
nados na rexion do poli-linker interrumpen o xene lacZ, o que permite
seleccionar por cor as colonias recombinantes no medio con X-GAL
(Yanisch-Perron et al., 1985).

ALPHA
EcoRI (397)
Smal (415)
PstI (440)
APT

puUC19
2686 bp

ORI

Figura 9. Esquema do vector pUC19. Enzimas de restricion en vermello (EcoRI, Smal
e Pstl). Oligonucledtidos en azurl (M13 Forward ¢ M13 Reverse). Orixe de replicacion
(Ori), resistencia a ampicilina (AP") e LacZ alfa-complementacion (ALPHA).
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3.2 Técnicas de manipulacion de DNA
3.2.1 Extraccion de DNA

3.2.1.1 Extraccion de DNA plasmidico de E. coli

A obtencion de DNA plasmidico realizouse mediante o kit comer-
cial Plasmid Midi Kit (Qiagen), segundo as instrucions do fabricante.

3.2.1.2 Extraccion de DNA xenomico para Gram positivas

Centrifugaronse 15 mL de medio dun cultivo crecido toda a noi-
te, durante 15 minutos a 10.000 rpm e seguidamente refugouse o so-
brenadante. Resuspendeuse o precipitado en SmL de soluciéon 25Mm
Tris-HCL pHS, 25Mm EDTA, 2mg/mL de lisozima e perlas de vidro
de 0.1 mm a un volume equivalente de células. As células incubaronse
durante 30-45 minutos a 30°C e posteriormente sometéronse a pulsos
de axitacion nun vortex. Engadironse 2 mL de SDS 6 5% repetindo a
axitacion no vortex e a mestura se deixou incubando 10 minutos a 60°C.
Deixouse repousar 5 minutos a temperatura ambiente e tras a adicion de
2 mL de fenol- cloroformo a pH neutro, axitouse nun vortex. A mostra
centrifugouse durante 10 minutos a 4°C a 14000 rpm. O sobrenadante
traspasouse a un novo tubo ependorff 6 cal engadiuse 1/10 (v/v) acetato
sodico 2.5M e 1/1 (v/v) isopropanol. O tubo axitouse no vortex ata ver-
se 0 DNA. Recuperouse o DNA cunha punta e resuspendeuse en 0,5mL
de auga destilada estéril. Centrifugouse de novo a mostra durante 5
minutos a 4°C a 14.000 rpm e refugouse o sobrenadante. O precipitado
resuspendeuse en etanol frio 6 70%. A mostra centrifugouse durante 5
minutos a 4°C e 14.000rpm, descartouse o sobrenadante, aspiraronse 0s
restos de etanol e deixouse a temperatura ambiente. Engadironse 200uL
de auga Milli-Q estéril e deixouse hidratar e resuspender 16 horas a 4°C.
Axitouse suavemente e conxelouse a mostra ata o seu posterior uso.
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3.2.2 Amplificacion do DNA

O DNA amplificouse mediante a técnica da Reaccion en Cadea da
Polimerasa (PCR). Para realizar as reacciones de PCR utilizouse un
Termociclador “MyCycler ™ Thermal Cycler System” (BioRad).

A amplificacion do DNA por PCR realizouse sobre 25uL de mestu-
ra de reaccion de “PrimeSTAR® HS DNA Polymerase” de Takara Bio.
Esta enzima ¢ unha DNA polimerasa de alta fidelidade e ofrece unha
gran eficiencia de amplificacion en PCR por posuir unha alta activida-
de 3’— 5’ exonucleasa o que resulta nunha baixa taxa de error. Unha
amplificacion con baixa taxa de error ¢ imprescindible para poder in-
terpretar diferencias en secuencias de DNA moi similares de especies
filoxenéticamente moi proximas. A mestura de reaccion conten 5 pL de
5X Primer STAR buffer, 150ng de DNA, 2uL de nucleétidos (ANTP
Mixture 2.5 Mm) e 0,25 pL de Primer STAR DNA Polimerasa, 1 uL. de
cada oligonucle6tido (5 uM) e auga Milli-Q ata chegar a 25 pL.

3.2.2.1 Amplificacion da rexion 16S rRNA

A secuenciacion parcial do 16S rRNA levouse a cabo tras a amplifi-
cacion do fragmento con oligonucle6tidos (U515F y U1052R) seleccio-
nados para esa zona en bacterias (Wang & Qian, 2009). As condicions
de amplificacion foron as seguintes: un paso de desnaturalizacion inicial
98°C durante 20 segundos, seguido de 40 ciclos de desnaturalizacion a
98 °C durante 10 segundos, a hibridacion tivo lugar a 57 °C durante 5
segundos cunha extension final de 72 °C durante 40 segundos.

Para a secuenciacion completa do xene modificaronse oligonucleo-
tidos descritos por Relman et al. (1992) e Rossi et al. (2009), basean-
dose nas secuencias de especies proximas a cepa a estudo (p8FPL-2
y pl492R+QG). As condicions de amplificacion neste caso para o 16S
rRNA foron as seguintes: un paso de desnaturalizacion inicial 98°C du-
rante 2 minutos, seguido de 30 ciclos de desnaturalizacion a 98 °C du-
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rante 10 segundos, a hibridacion tivo lugar a 40 °C durante 5 segundos
cunha extension final de 72 °C durante 80 segundos.

3.2.2.2 Amplificacion do xene gyrB

Para o deseno dos oligonucleotidos estudaronse os xenes recollidos
para as especies do xénero Bacillus na base de datos GenBank. Selec-
cionouse 0 xene gyrB por presentar na sua secuencia diferencias entre
as distintas especies de Bacillus e ser un dos poucos xenes secuencia-
dos para todas elas a excepcion do 16S rRNA. Este fragmento tamén
¢ utilizado para distinguir entre especies noutros traballos (Satomi et.
al., 2006; Caamano-Antelo et al., 2015). Os oligonucle6tidos deseniados
para levar a cabo a amplificacion dun fragmento do xene gyrB foron
ScrBacilpbF e ScrBaci311pbR, e posteriormente desefiaronse os oligo-
nucledtidos Gyrb1pF e GyrbR para amplificar o xene completo.

As condicions de amplificacion para o xene gyrB cos oligonucledti-
dos ScrBacilpbF e ScrBaci311pbR foron as seguintes: un paso de des-
naturalizacion inicial 98° C durante 20 segundos, seguido de 40 ciclos
de desnaturalizacion a 98 ° C durante 10 segundos, a hibridacion tivo
lugar a 54° C durante 10 segundos cunha extension final de 72 © C du-
rante 40 segundos.

As condicions de amplificacion para o xene gyrB cos oligonucledti-
dos GyrblpF e GyrbR foron as seguintes: un paso de desnaturalizacion
inicial 98° C durante 30 segundos, seguido de 35 ciclos de desnaturaliza-
cion a 98 © C durante 10 segundos, a hibridacion tivo lugar a 57° C du-
rante 10 segundos cunha extension final de 72 © C durante 60 segundos.

3.2.2.3 Amplificacion dun fragmento do xene fuf

Levouse a cabo a amplificacion do xene tuf (TU factor de elon-
gacion) cos oligonucledtidos tufGPF e tufGPR desenados por Caama-
no-Antelo et al. (2015), e as condicions de amplificacion para o xene tuf
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foron as seguintes: un paso de desnaturalizacion inicial 95° C durante
32 minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion a 98 © C duran-
te 10 segundos, a hibridacion tivo lugar a 55° C durante 10 segundos
cunha extension de 72 © C durante 20 segundos. Despois dos 35 ciclos,
realizouse un ciclo de extension final durante 1 minuto.

3.2.2.4 Amplificacion da rexion hipervariable ITS1 e ITS2
de levaduras

A secuenciacion das rexions interxénicas ITS1 e ITS2 e o xene do
DNA ribosémico 5.8S levouse a cabo tras a amplificacion do fragmen-
to cos oligonucle6tidos seleccionados para esa zona en levaduras. O
deseno dos oligonucledtidoss baseouse na eleccion de secuencias con-
servadas do final do xene rDNA 18S e do inicio do xene rDNA 28S en
especies de levaduras (White et al., 1990). As condicions de amplifica-
cion para o xene do DNA ribosomico 5.8S cos oligonucleotidos ITSIF
e ITS2R foron as seguintes: un paso de desnaturalizacion inicial 98° C
durante 20 segundos, seguido de 40 ciclos de desnaturalizacion a 98 © C
durante 10 segundos, a hibridacion tivo lugar a 53° C durante 5 segun-
dos cunha extension final de 72 © C durante 40 segundos.

3.2.2.5 Amplificacion parcial do xene HIS3

O xene HIS3 codifica para a proteina imidazol- glicerolfosfato de-
hidratasa. Este xene ¢ un housekeeping que presenta diferenzas entre
especies moi proximas de levaduras, suficientes como para desefiar oli-
gonucleodtidos especificos para cada especie dun mesmo xénero. Os oli-
gonucleotidos desefidronse a partir de secuencias de especies do xénero
Zygosaccharomyces para o xene HIS3 da base de datos GenBank. Os
oligonucleotidos desenados foron ZigolR e Zigo1F os cales codifican
para un fragmento do xene HIS3 e permite distinguir entre especies de
Zygosaccharomyces.
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As condicions de amplificacion para o xene HIS3 cos oligonucledtidos
ZigolR e ZigolF foron as seguintes: un paso de desnaturalizacion ini-
cial 98° C durante 20 segundos, seguido de 40 ciclos de desnaturaliza-
cioén a 98 °C durante 10 segundos, a hibridacion tivo lugar a 60 °C du-
rante 10 segundos cunha extension final de 72 °C durante 40 segundos.

3.2.3 Electroforese de DNA

3.2.3.1 Electroforese en xel de agarosa

A separacion e identificacion dos fragmentos de DNA realizouse
mediante electroforese en xeles de agarosa. Os xeles de agarosa pre-
pararonse a unha concentracion de agarosa que variou entre 0,6-1,5%
(p/v) segundo o tamafio dos fragmentos de DNA que se desexaba sepa-
rar. A preparacion dos xeles e o desenvolvemento da electroforeses rea-
lizaronse en tampon TAE 1 M (Tris- acetato 0.04 M, EDTA 0.002 M).
Nos xeles incorporouse bromuro de etidio a unha concentracion final de
1 mg/ mL ou a *“ Nucleacid Staining Solution”’ RedSafe™ “de “iNtRON
Biotechnology” e iluminandoo con luz ultravioleta nun transilumina-
dor. As mostras de DNA a analizar mesturaronse nunha proporcion 4:1
(v/v) cunha solucion marcadora que contina EDTA 25 mm, glicerol 6
50 % e azul de bromofenol 6 0.25 %. As electroforeses levaron cabo
en cubetas horizontais (BioRad) a 5V/cm, 400 Ma durante polo menos
60 min. A estimacion do tamafo das bandas obtidas tras a electrofo-
rese realizouse mediante o programa ““ Image Lab 4.0.1 de Bio- Rad
Laboratories” empregando como un marcador de pesos moleculares
o marcador comercial “2- long DNA Ladder” (New England Biolabs).

3.2.4 Captura de imaxes e visualizacion de xeles

A visualizacion dos xeles tras a electroforese e o calculo do tama-
no das bandas realizouse mediante o programa “Image Lab 4.0.1 de
Bio-Rad Laboratories”. A captura de imaxes levouse a cabo nun siste-
ma de documentacion de xeles ChemiDoc TM XRS de BioRad.
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3.2.5 Purificacion do DNA

3.2.5.1 Purificacion do DNA a partir de xeles de agarosa

O DNA correspondente a unha banda dun determinado tamafo
foi recortado do xel empregando unha coitela estéril e introducida nun
eppendorfestéril. O DNA purificouse dende os anacos do xel empregan-
do o kit comercial “llustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification
Kit” (GEL Healthcare), segundo as instrucions do fabricante.

3.2.5.2 Purificacion dende unha reaccion enzimatica

Para purificar o DNA desde a mestura de PCR ou dende a mestura
de dixestion enzimatica utilizouse o kit “flustra GFX PCR DNA and
Gel Band Purification Kit” (GEL Healthcare) seguindo as instrucions
proporcionadas polo fabricante.

3.2.6 Cuantificacion do DNA

A concentracion do DNA estableceuse por métodos espec-
trofotométricos utilizando o espectrofotdmetro “Nano Drop 1000
Spectrophotometer” (Thermo Scientific), a lonxitude de onda 260 nm.
As relacions A260/A280 e A260/A230 tivéronse en conta para valorar
a pureza dos acidos nucleicos.

3.2.7 Dixestion enzimatica do DNA

3.2.7.1 Enzimas de restricion

A dixestion do DNA realizouse mediante o emprego de enzimas de
restricion comerciais (Takara) segundo as recomendacion do fabricante.
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Téaboa 9. Enzimas de restricion empregadas na dixestion de DNA. T*, temperatura.

. HL Buffer 0,1% Volumen a Temperatura
Enzima Enzima 10X BSA DNA final T inactivacion
Smal 1 pL 2hL 6 pL 1000nNn 20 pL 37°C 65°C
H TBuffer H 9 H
EcoRl 1T pL 2HL 1000nNn 20 pL 37°C 65°C
H HBuffer 9 H
Pstl 1T L 2HL 1000n 20 pL 37°C 80°C
H HBuffer 9 H

3.2.7.2 Defosforilacion do DNA

Co fin de evitar que os plasmidos linealizados con extremos romos
religuen procedeuse a desfosforilacion dos mesmos tras o corte con
Smal. Para iso utilizaronse 3U da enzima Shrimp Alkaline Phosphatase
( Takara), 1~10 pmol de DNA, 5 pL de 10X SAP buffer, completando o
volume con auga Milli-Q ata 50 pL.

3.2.7.3 Fosforilacion

Cando foi necesario o DNA fosforilouse coa enzima T4 polinu-
cleotido quinasa de Takara, segundo o protocolo subministrado polo
fabricante.

3.2.7.4 Ligacion de DNA

A ligacion realizouse entre o plasmido linealizado pUC19 (Invitro-
gen) e fragmentos de DNA obtidos por PCR. Para levar a cabo a ligacion
os fragmentos de DNA e o plasmido débense mesturar nunha relacion
molar vector/inserto determinada. Asi, a partir de 50 ng de plasmido,
engadiuse unha cantidade determinada de inserto para ter unha relacion
molar 1:3. Por cada reaccion de ligacion empregouse 1 pl. de T4 DNA



Materiais e Métodos

ligasa (Takara) e 2 pL de 10X T4 DNA ligasa para obter un volume final
de 10 pL. A ligacién realizouse mantendo a mestura a 16° C durante
toda a noite e se desnaturalizé a 65° C 10 minutos. Finalmente a mes-
tura de ligacion empregouse para transformar as células competentes.

3.2.8 Transformacion de microorganismos
3.2.8.1 Transformacion de E. coli

3.2.8.1.1 Preparacion de células competentes

En primeiro lugar, preparouse un preindculo de 5 mL de LB ino-
culando unha colonia da estirpe de E. coli TOP 10 que se ia a utilizar,
e se incubou toda a noite en axitacion a 37°C ata que alcanzou a fase
estacionaria. Posteriormente, transferironse 2 mL do preinoculo a un
matraz con 100 mL de LB (Sigma Co.) e se incubou de 2- 3 h ata que
alcanzou unha DO 550 nm de 0,3-0,4. O cultivo arrefriouse durante 5
minutos en xeo e se centrifugou a 5000 rpm a 4° C durante 8 minutos.
Descartouse o sobrenadante e as células se resuspenderon en 15 mL de
T{BI por cada 50 mL de cultivo empregados. Novamente arrefriouse en
xeo e se centrifugou 8 min a 5000 rpm a 4 °C. Descartouse o sobrena-
dante e se resuspenderon as células en 2 mL de TfBII por cada 50 mL
de cultivo empregados. Finalmente repartironse en alicuotas de 100 puL
en viarios frios e mergullaronse en nitroxeno liquido. As células com-
petentes conservaronse para o seu uso a -80°C.

Solucions:

1. Soluciéon TfBI (500 ml): 1.47 g de CH,COOKk, 4.95 g de MnCl,,
6.05 de RbCl,, 0.74 g de CaCl* H,O, 75 mL de glicerol; axustar a
pH 5.8 con 4cido acético glacial 0.2M. Almacenar a 4°C.

1. Soluciéon TfBII (500ml): 10 mL de un stock de MOPS 100 mM pH
7,1.6 g de CaCl* H,0, 0.12 g de RbCl,, 18 mL de glicerol. Filtrar a
través de membranas de 0.22 um e almacenar en oscuridade a 4°C.
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1. Stock de MOPS (100mM, pH 7): 2.09 g de MOPS, 0.34 g de CH-
,COONa, 0.18 g de EDTA. Axustar a pH 7, enrasar ata 100 mL con
auga destilada e filtrar a través de membranas de 0.22 um.

3.2.8.1.2 Transformacion de células competentes

As células competentes desconxelaronse en xeo. Unha vez des-
conxeladas engadiuse a mestura de ligacion. O vial mantivose en xeo
durante 30 min e transcorrido este tempo aplicouse un choque térmico
mantendo as células mergulladas nun bafio a 42°C durante 30 segundos.
Rapidamente puxéronse en xeo durante 2 minutos e engadiuse 250 pL
de medio LB (Sigma Co.). Esta mestura incubouse nun axitador orbital
a 200 rpm durante 1 h a 37°C para permitir a expresion xénica da re-
sistencia empregada como marcador. Finalmente sementaronse 20, 100
e 200 pL en placas de LB (Sigma Co.) suplementado con ampicilina e
X- GAL (40mg/ mL), incubandose 16 h a 37 °C.

3.2.8.1.3 Screening por PCR e corte con Pstl e EcoR1 das colonias
transformadas

Co fin de seleccionar as colonias transformadas correctamente rea-
lizouse un screening por PCR para verificar que o inserto atopase den-
tro do plasmido. Para levar a cabo o screening picouse unha colonia
e se levou a cabo a PCR do fragmento do xene cos oligonucleotidos
M13 e posteriormente visualizouse por electroforese en xel de agarosa
o tamafio do inserto. Outro método empregado no screening por restri-
cion dos plasmidos baseouse en cultivar unha colonia transformada en
LB (Sigma Co.), extraer o DNA plasmidico e cortar con Pstl e EcoRI
esperando obter 2 bandas tras electroforese, unha banda co tamafo do
inserto e outra de 2640 pb correspondente 6 vector pUCI19.
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3.2.9 Secuenciacion do DNA

A secuenciacion de DNA levouse a cabo nun servizo externo;
Secugen (Espafia) e StabVida (Portugal) polo método Sanger co Applied
Biosystems® 3730 x| DNA Analyzer e os oligonucledtidos universais
MI13. As secuencias obtidas compardronse coas secuencias do Gen-
Bank usando BLASTn (Altschul et al., 1990) e EzTaxon-e server (Kim
et al., 2012). Para realizar alinamentos usaronse os programas BioEdit
Sequence Alignment Editor7.2.0 e Clustal X software (Thompson et
al., 1997).

3.2.10 Secuenciacion e analise do xenoma da cepa BC09”

3.2.10.1 Extraccion e secuenciacion

A extraccion e a secuenciacion do DNA xenomico foi levado a cabo
polo Servizo Central de Apoio & Investigacion Experimental (SCSIE)
da universidade de Valencia (Valencia, Espafia) usando a plataforma
IlluminaMiSeq con lecturas de 2 x 300 “ paired- end”.

3.2.10.2 Ensamblaxe e anotacion do xenoma

As lecturas obtidas do xenoma foron ensambladas con SPAdes
Genome Assembler (Bankevich et al., 2016). A anotacidon dos contigs
realizouse con Prokka (Seemann, 2014) dentro do Galaxy Orione
Server (Cuccuru et al., 2014). Os parametros de calidade do xenoma
calcularonse mediante o programa CheckM v1.0.9 (Parks et. al, 2014).
As lecturas curtas foron subidas a Sequence Read Arquive (SRA), e as
ensamblaxes de ditas lecturas 6 NCBI GenBank.
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3.2.10.3 Analise bioinformatica do xenoma da cepa BC09" e as
cepas tipo mais préximas

3.2.10.3.1 Identidade media en nucle6tidos (ANI)

A identidade media en nucledtidos (ANI) entre as cepas a estudo
calculouse mediante o servicio web de JSpecies (http://jspecies.ribo-
host.com/jspeciesws/) (Richter & Rossello-Mora, 2009).

3.2.10.3.2 Hibridacion del DNA-DNA in silico (ADDH)

O valor de hibridacion do DNA-DNA in silico (ADDH) entre as cepas
a estudo, calcularonse empregando o servicio web genome-to genome dis-
tance calculator (GGDC 2.1) (http://ggdc.dsmz.de/distcalc2.php) usando
a formula dous na web do GGDC (Meier-Kolthoff et al., 2013; Auch et
al., 2010) xa que ¢ a tnica funcidn axeitada para analizar as ensamblaxes
en bruto dun xenoma (Dunlap et al., 2017).

GGDC Genome-to-Genome Distance Calculator 2.1

Submisslon Form ProwiocieY 2001 craionsd
Want to analyze or instead?
Local alignment tool | BLAST+ (recommended) °
©) Optional bootstrap replicate-based confidence °
intervals (not recommended)
Query accession(s) °
Query genome | Selessionararcivo | Ningiin archivo seleccionado
Reterence accessions one row per organism (see FAQ for valia formats)
Allowed no. accessions/FASTA flies: @)
Referonce genomes | Elear achivos | Ningn archivo seleccionado )
Contact details mail@example.com
Current slot usage z

© 2012-2019 Leibniz Institute DSMZ - Privacy - Terms
DsSMZ Backto top
)

Figura 10. Imaxe do servicio web GGDC. “Genome-to genome distance calculator”
(GGDC 2.1) (http://ggdc.dsmz.de/distcalc2.php).
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3.2.11 Construcion de arbores

3.2.11.1 Arbore filoxenética dos xenes 16S rRNA e gyrB

As distancias entre as secuencias a estudo foron calculadas de
acordo 6 modelo do parametro 2 de Kimura (Kimura, 1980) usando o
software Clustal X software (Thompson et al., 1997). Para as arbores
filoxenéticas se usaron os modelos Neighbour-Joining (NJ) (Saitou &
Nei, 1987) e Maximum-Likelihood (ML) (Rogers & Swofford, 1998).
O programa MEGA 7.09 software (Kumar et al., 2016) usouse para to-
dalas analises e contrucion das arbores.

3.2.11.2 Arbore filoxenémica da cepa BC09 " e as siias cepas tipo
mais proximas

A comparacién do xenoma e dos alifiamentos para a arbore filoxe-
nética se realizaron mediante o sofiware UBCG (Na et al., 2018; Chun
et al., 2018). Este programa utiliza a comparacion dun set de 92 xenes
bacterianos de copia unica, para a construcion dunha arbore filoxenética.

3.2.11.3 Arbore filoxenémica dos bacteriéfagos de Streptococcus

Os xenomas dos bacteriofagos a estudo descargaronse da base de
datos GenBank, e analizaronse mediante o Web server VICTOR (Virus
Classification and Tree Building Online Resource, http://ggdc.dsmz.de/
victor.php) (Meier-Kolthoff & Gdoker, 2017). Dito servidor constriie unha
arbore filoxenomica a partir dos calculos das distancias interxenémicas.
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VICTOR virus Classification and Tree Building Online Resource

Submission Form VICTOR paper X Cited by

Want to analyze or instead?

Data type aminoacid  nuclectide ©

Accessions one row per virus (see FAQ for valid formats)

Max. accessions/genome files: @)
legir archivos | NingUn archivo seleccionado
Genome files | Elegirarch 9

Contact details mail@example.com

Current siot usage

\) ©2012-2019 Leibniz Institute DSMZ - Privacy - Terms

DSMZ | Back to top
[ 2

e

Figura 11. Imaxe do servicio Web server VICTOR. (Virus Classification and Tree Building
Online Resource, http://ggdc.dsmz.de/victor.php).

3.2.11.4 Arbore filoxenética do xene holin dos bacteriéfagos
de Streptococcus

Os xenes da proteina holina dos fagos a estudo descargaronse da base
de datos GenBank e foron alifiados de acordo 6 modelo do parametro 2 de
Kimura (Kimura, 1980) usando o software Clustal X software (Thomp-
son et al., 1997). Para as arbores filoxenéticas se usaron os modelos Nei-
ghbour-Joining (NJ) e Maximum-Likelihood (ML) (Saitou & Nei, 1987;
Rogers & Swofford., 1998). O programa MEGA 7.09 software (Kumar
et al., 2016) empregouse para todalas analises e construcion das arbores.

3.3 Técnicas microbioloxicas de identificacion de microorganismos

Neste estudo realizaronse tanto técnicas moleculares coma micro-
bioloxicas para a identificacion das cepas a estudo.
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3.3.1 Obtencion de cultivos puros

Os microorganismos empregados neste estudo foron illados nun
ambiente estéril dende sobres (inchados) de leite condensado contami-
nado. O leite condensado do interior do sobre sementouse por extension
en placas cos medios YPD e OGYE con e sen cloranfenicol (0,1 g/L).
Se incubaron a 35 °C as placas sen antibidtico e a 30 °C as que tefien
antibiotico durante 48 horas. A partir das primeiras placas, illaronse e
reillaronse colonias varias veces por estriado para a obtencion e conser-
vacion de cultivos puros.

3.3.2 Stock de los cultivos puros illados

Os distintos microorganismos illados mantivéronse en stock des-
pois de ser cultivados no medio liquido LB e YPD con glicerol (10%) e
conxelaronse a -80° C. Tras uns dias conxelados volvéronse a cultivan
para comprobar que crecian e eran viables.

3.3.3 Caracterizacion fenotipica

Levouse a cabo a caracterizacion fenotipica recomendada nos es-
tandares minimos para as bacterias formadoras de endoesporas (Lo-
gan, et al.,2009) seguindo a metodoloxia descrita por Claus & Berkeley
(1986) no “Bergeys manual of Systematic Bacteriology” ¢ usando os
sistemas API 50 CH, 20 NE e API ZYM (BioMerieux, Francia) segun-
do as instrucions do fabricante.

A morfoloxia microscopica das células vexetativas observouse 6
microscopio optico de contraste de fases coas lentes de 60X ¢ 100X
tras incubar 24 h en caldo LB (Sigma Co.). A morfoloxia das colonias
estudouse tras o seu cultivo en placas de TSA.
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3.3.3.1 Estudo da motilidade

A cepa foi crecida en medio NA durante 48 h a 22°C para deter-
minar a motilidade en microscopio de contraste de fases empregando
o método de pinga suspendida. O tipo de flaxelo foi determinado por
microscopia electronica despois de 48 h de incubacion en medio NA a
22 °C. As células resuspenderonse en auga destilada con 2% de acetato
de uranilo e examinadas a 80 kV cun microscopio electronico de trans-
mision Tecnai Spirit Twin.

3.3.3.2 Estudo das esporas

As esporas da cepa illada estudaronse mediante microscopia elec-
tronica de varrido de emision de campo (FESEM) en mostras desecadas
a temperatura ambiente e visualizadas a unha voltaxe de 3 kV. As espo-
ras tamén visualizdronse previamente a microscopia optica de contraste
de fases tras realizar a tincidén con verde malaquita.

3.3.3.3 Probas fenotipicas

* Proba de anaerobiosis: a cepa illada cultivouse en medio de tetra-
tionato (Sigma,USA) (Claus & Berkeley, 1986).

* Tincion de Gram: levouse a cabo despois de 24 horas de incuba-
cion a 28 °C en caldo LB (Doetsch, 1981).

* Producion de fenilalanina deaminasa: a cepa illada cultivouse
en medio NA suplementado con felilalanina e tras a incubacion
engadiuse unha solucion de cloruro ferrico para o seu revelado
(Claus & Berkeley, 1986).

* Producion de catalasa: tomouse unha colonia da cepa illada nun
portaobxetos e engadiuse unha gota de H,O, para observar a pre-
senza ou ausencia de burbullas de O, (Claus & Berkeley, 1986)
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Producién de caseinasa: a cepa illada cultivouse en NA suple-
mentado con 0.3% de caseina (Sigma) e tras a incubacion revisou-
se a producion de caseinasa por aparicion dun halo tras engadir
acido tricloroacetico (30%) (Claus & Berkeley, 1986).

Producion de amilasa: a cepa illada cultivouse en medio NA su-
plementado con almidon e tras a incubacion revelouse a presenza
de amilasas mediante a adicion de lugol (Claus & Berkeley, 1986).

Producion de oxidasa: Tomouse unha colonia da cepa illada sobre
un disco de papel impregnado con reactivo de oxidasa de Kovacs.

Crecemento en altas concentracions de sacarosa: tras obter o
cultivo puro da cepa illada, tomouse unha colonia para sementar
en matraces de medio YNB suplementado con sacarosa 6 15 % e 6
30%. Seguidamente, cultivouse durante 24 horas a 35°C (Claus &
Berkeley, 1986).

Crecemento a 4, 15, 25, 28, 37, 40 e 45°C: o cultivo levouse a
cabo en medio TSA durante 24-48 horas (Claus & Berkeley, 1986).

Crecemento a pH 7 — 8: a cepa illada cultivouse en medio NB
tampoado con 200Mm Na,HPO,/Na H,P0, durante 24 horas a 35°C
(Claus & Berkeley, 1986).

Crecemento a pH 8 — 9: a cepa illada cultivouse en medio NB
tamponado con 200Mm NaHCO0,/Na,C0, durante 24 horas a 35°C
(Claus & Berkeley, 1986).

Crecemento en 2, 5 e 7% de NaCl: a cepa illada cultivouse en
medio NB suplementado con NaCl ata a porcentaxe indicada a
35°C (Claus & Berkeley, 1986).

Proba de reducion de nitratos: a cepa illada cultivouse en medio
NA suplementado con KNO, durante 24 horas a 35°C . Para o seu
revelado tras 24 horas engadironse as solucions acido acético de
alfa-naftilamina e acido sulfanilico (Claus & Berkeley, 1986).
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* Proba de Voges Proskauer (Voges & Proskauer, 1898). Para ve-
rificar a producion de acetoina, a cepa illada cultivouse en medio
MV-RP a 37°C durante 72 horas e posteriormente engadironse os
reactivos de alfa naftol e KOH para o revelado.

* Proba de produccion de gas dende glucosa: a cepa illada culti-
vouse durante 24 horas a 35°C en tubos con campéd Durham en medio
YNB 6 que se lle engadou glucosa 6 2% (Claus & Berkeley, 1986).

3.3.3.4 Contido G+C do DNA

Para a analise do contido de G+ C, o DNA preparouse segundo Chun
& Goodfellow, (1995).0 contido mol% G+ C de DNA foi determinado
usando o método de desnaturalizacion térmica (Mandel & Mamur, 1968).

3.3.3.5 Hibridacion DNA-DNA

Para a hibridacion DNA-DNA usouse o método desenrolado por Eza-
ki et al., (1989); segundo as recomendacions de Willems et al., (2001).

3.3.3.6 Analise dos acidos graxos

A andlise de 4cidos graxos celulares levouse a cabo polo servizo
identificacion e caracterizacion da Coleccion Espaiola de cultivos tipo
(CECT) (Valencia, Espafa) seguindo o protocolo recomendado por
MIDI (Microbial Identification System) (Sasser, 1990). A separacion
do contido celular de acidos graxos realizouse nun cromatografo de
gases “Agilent 68507, e a analise posterior tivo lugar no sistema MIDI
(Sherlock Microbial Identification System Operating Manual, version
6.1 Newark, MIDI Inc.) empregando os métodos TSBA6 ou CLING6
MIDI (2008).
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3.3.3.7 Outros estudos quimiotaxonémicos

Outras analises quimitaxonomicas foron levadas a cabo polo ser-
vizo de Identificacion de DSMZ (Braunschweig, Germany). A cepa foi
cultivada durante 48 horas en TSB (Becton Dickinson, BBL) a 28°C e
180 rpm. As quinonas respiratorias e os lipidos polares foron analizados
como describiu Tindall (1990). Para as analises dos peptidoglicanos, as
células hidrolizaronse con HCI a 100 °C durante 15 h. Seguidamente
os hidrolizados sometéronse a cromatografia en capa fina en placas de
celulosa usando o sistema de solvente de Rhuland et al. (1995).

3.4 Técnicas de analise de proteinas

3.4.1 Estudo do patron proteico fingerprint das cepas bacterianas
mediante MALDI-TOF MS

3.4.1.1 Extraccion de proteinas para espectrometria de masas por
MALDI-TOF MS

A extraccion de proteinas baseouse no procedemento de extrac-
cidn con etanol e acido formico segundo as recomendacions de Bruker
(Bruker Daltonics, Inc.).

A mostra bioldxica resuspendeuse en 300 uL de auga ultrapura para
HPLC (Sigma-Aldrich GmbH). A mostra pode variar entre unha colonia
e 10 mg. Seguidamente engadironse 900 uL de etanol absoluto e res-
uspendeuse para a inactivacion dos microorganismos. Centrifugouse a
13.000 rpm durante 2 minutos e decantouse o sobrenadante. Volveuse
centrifugar e retirouse do pellet o alcohol residual cunha pipeta. Deixou-
se secar ¢ aire ata que a mostra quedou libre de alcohol. Seguidamente
engadiuse entre 1-80 pL de acido formico 6 70% (Sigma-Aldrich GmbH)
dependendo da cantidade de material bioloxico inicial, e resuspendeuse.
Engadiuse o0 mesmo volume de 4cido formico 6 70%, que anteriormen-
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te de acetonitrilo (Sigma-Aldrich GmbH) e mesturouse. Centrifugouse a
13.000 rpm durante 2 minutos e recolleuse o sobrenadante.

3.4.1.2 Analise en espectrometria de masas MALDI-TOF MS

O analise por espectrometria de masas MALDI-TOF MS levouse a
cabo no CETAL (Centro Tecnoloxico Agroalimentario). Tomouse 1 pL
da extraccion de proteinas nos spots da placa de aceiro pulido e tras o
seu secado en temperatura ambiente, cubrironse con 1 uL da solucion
da matriz, unha solucion saturada en acido a-ciano-4-hidroxicinamico.

Os espectros foros xerados no MALDI-TOF Microflex LT/SH e
levouse a cabo no modo automatico, cun minimo de 240 disparos laser
para cada mostra. Os parametros utilizados foron: Fonte de ion 1 (IS1)
20 kV Fonte de ion 2 (IS2) 18.4 kV; voltaxe da lente: 6 kV; Pulso de
extraccion do ion: 150 ns. Para o calibrado e o control de calidade do
espectrometro de masas empregouse o Bacterial test standard (BTS)
(Bruker Daltonics, Inc.). O perfil proteico xerado para cada mostra
abarca uns m/z dende 2,000 ata 20,000, ¢ a plataforma empregada para
o seu analise foi MALDI Biotyper de Bruker.

3.4.1.3 Procesado de datos analizados por MALDI-TOF MS

Os espectros foron importados no sofware ClinProTools (Boelke
et al., 2005) de Bruker para o post-procesado e a xeracion dos patrons
fingerprint de cada cepa con picos mais relevantes e reproducibles. A
definicion dos picos € a comparacion entre espectros de distintas cepas
levouse a cabo con este software. Realizaronse os test estatisticos dos
datos e obtivose 6 PCA (principal components model) (Bishop, 1999)
entre as cepas analizadas, estes resultados foron representados nun dia-
grama tridimensional e outro bidimensional coa distribucion dos picos,
xerados polo sofiware. Obtivose tamén un dendograma MSP (Mean
spectra projection) onde se representan e comparan as distancias dos
espectros proteicos de todalas cepas analizadas.



Materiais e Métodos

3.4.2 Busca de péptidos biomarcadores mediante LC-MS/MS

3.4.2.1 Extraccion de proteinas para espectrometria de masas por
LC-MS/MS

As cepas recuperaronse dos medios en stock conxelados e semen-
taronse en céspede en medio PCA 24 horas 31 °C, temperatura estanda-
rizada para este protocolo. Coa asa de sementa tomouse unha cantidade
considerable de biomasa e mesturouse con 100 p L dunha solucion de
acetonitrilo 6 50% (50% ACN) (Merck, Darmstadt, Germany) e 1% de
acido trifluoroacetico (1% TFA) (Acros Organics, NJ, USA). Despois de
vortear, centrifugouse e tomouse o sobrenadante ¢ cal engadiuse a solu-
cion de lise (60 mm Tris- HCl pH 7.5, 1% lauril maltosido, 5 mm fluoruro
de fenilmetilsulfonilo (PMSF) e 1% ditiotreiol (DTT), realizando un novo
proceso de vorteado. Tdodalas analises foron realizados por triplicado.

3.4.2.2 Cuantificacion da proteina soluble

As mostras foros cuantificadas empregando o métodos do acido
bicinconinico (Sigma Chemical Co., US).

Solucions:

* BCA: Engadiuse 1 mL de sulfato de cobre en 50 mL de acido bi-
cinconinico. A solucion debe prepararse no momento do seu uso.

Para a cuantificacion da proteina soluble levouse a cabo un recta
patrén en base a BSA (albumina de soro bovino). Para a cuantificacion
de cada mostra tomaronse por duplicado 50 puL. Posteriomente, engadi-
use 1 mL de BCA. As cubetas se incubaron durante 30 minutos a 37° C,
matuvieronse 5 minutos a temperatura ambiente. Medironse as absor-
vancias a 562 nm e a partir da ecuacion da recta patron calculdronse as
concentracions de cada mostra (ug/ul). Calcularonse os ul. de mostra
necesaria para obter 100ug de mostra. Evaporouse o liquido dos 100
ug de mostra mediante evaporacion en vacio nun speed- vac (Hetovac
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VR-1 e trampa de frio CT60E, Heto Lab), deixando o extracto seco.
Finalmente, as mostras gardaronse para a sua conservacion a -20° C.

3.4.2.3 Dixestion das proteinas con tripsina

A dixestion enzimadtica das proteinas incliie os pasos de desnatu-
ralizacion, reducion, alquilacion e como ultimo paso a dixestion (Abril
et al., 2018). Engadironse 25 uL. de Urea 8M e 8.3 uL de bicarbonato
de amonio 25 mM ( pH = 8) en cada mostra . Seguidamente sonicouse
durante 5 minutos e engadiuse 2.5 pLL de DTT (100 mM), incubouse 1
hora a 37 °C e engadiuse 40 pL IAA (Iodoacetamida) (500 mm) e 40 puL.
de H,O HPLC para alcadar unha concentracion final de 50 mM e que
produzase a alquilacion das proteinas. Incubouse 1 h a temperatura am-
biente en escuridade e posteriormente engadironse 400 uL. de bicarbon-
ato de amonio (25 mM; pH = 8). Para preparar a tripsina sequence grade
modified (Promega), resuspendeuse (20 pg) en 20 uL de bicarbonato de
amonio (25mm; pH = 8). Engadironse 2 pL de tripsina (Promega, WI,
US) a cada mostra e incubaronse a 37 °C toda a noite. Para acidificar a
mostra ata un pH=2 engadiuse pequenas cantidades de 4cido formico ¢
5% comprobando con papel indicador.

3.4.2.4 Desalacion e purificacion dos péptidos

A resina das columnas Microspin™ C18 (Hardvard Apparatus)
lavaronse engadindo 200 pLL de MeOH e tras esperar 10 minutos cen-
trifugaronse 2 minutos a 1000 rpm. Seguidamente equilibrouse a resina
engadindo 200 pL dunha disolucion 80% Acetonitrino/ 0.1% acido for-
mico. Centrifugouse durante 2 minutos a 1000 rpm. Este paso realizouse
duaas veces. Engadironse 200 pL. dunha disolucion 2% ACN/0.1% FA,
centrifugouse durante 2 minutos a 1000 rpm, este paso volveuse repetir
unha vez mais. Tras equilibrar a resina, cargaronse 200 pL. de mostra
e se centrifugou 2 minutos a 1000 rpm. Este paso repetiuse en volu-
menes de 200 pL ata que toda a mostra cargouse na columna. Para lavar
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a columna engadironse 200 pL dunha disolucion 2% ACN/0.1% FA.
Centrifugouse durante 2 minutos a 1400 rpm e repetiuse este paso duas
veces mais. Para eluir a mostra engadironse 4 columna 200 pL dunha
disolucion 50% ACN/0.1% FA e se centrifugaron 2 minutos a 1400
rpm. Volveronse engadir 200 pL. dunha disolucién 50% ACN/0.1% FA,
obtendo un volume final de 400 pL, o cal se secou mediante evapo-
racion en vacio no speed- vac (Hetovac VR-1 e trampa de frio CT60E,
Heto Lab), deixando o extracto seco. Gardouse para a stia conservacion
a -80 °C ata a sua analisis en LC- MS/ MS.

3.4.2.5 Analise en espectrometria de masas LC-MS/MS

A andlise levouse a cabo mediante un LC-ESI-IT MS/MS empre-
gando un cromatografo Proxeon EASY-nLC II Nanoflow system (Ther-
mo Fisher Scientific, San Jose, CA) acoplado ¢ espectrometro de ma-
sas LTQ-Orbitrap XL (Thermo Fisher Scientific) (Calo-Mata, Carrera,
Bohme, Jm, & Caiias, 2016; Carrera et al., 2017; Carrera, Canas, & Gal-
lardo, 2013). A separacion dos péptidos (2 pg) tivo lugar nunha columna
de fase reversa (columna EASY-Spray, 50 cm x 75 um ID, PepMap C18,
2 um particulas, 100 A de tamafio de poro, Thermo Fisher Scientific)
cunha precolumna de 10 mm (Accucore XL C18, Thermo Fisher Scien-
tific), empregando un gradiente linear de 120 minutos dende 5 ata 35 %
de solvente B (solvente A: 98% auga, 2% ACN, 0.1% FA; solvente B:
98% ACN, 2% auga, 0.1% FA) cunha tasa de fluxo de 300 nL/min. Para
a ionizacién o voltaxe do esprai foi de 1.95 kV e a 230°C. Os péptidos
foron analizados no modo positivo dende 400 a 1,600 amu (1 pscan), se-
guido da disociacion inducida por colision (CID) nun MS/MS (1 pscan)
empregando un ancho de illamento de 3 amu e unha enerxia de colision
normalizada del 35%. As masas fragmentadas se estableceron en exclu-
sion dindmica durante 30 s despois do segundo evento de fragmenta-
cidn, e os 10ns cargados sen asignar excluironse da analise de MS/MS.
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3.4.2.6 Procesado de datos analizados por LC-MS/MS

Os resultados dos espectros obtidos por LC-ESI-IT MS/MS anali-
zaronse fronte a base de datos UniProt/TrEMBL, tomando as entradas
especificas para cada especie ou xénero a estudo (entradas revisadas
e non revisadas ) e empregando o SEQUEST-HT (Proteome Disco-
verer 2.1, Thermo Fisher Scientific). Tivéronse en conta as seguintes
restricions para a busca: cortes semi-tripticos de ata 2 lugares “missed
cleavage” e unha venta de tolerancia de 1.2 Da para i6ns precursores e
0.6 Da para ions fragmentados do MS/MS. As modificacidons variables
permitidas foron as seguintes: oxidacion da metionina (+15.99 Da),
carbamidometilacion da cisteina (+57.02 Da) e acetilacion do N-termi-
nal da proteina (+42.0106 Da). Finalmente, os resultados obtidos foron
analizados estatisticamente co Percolator algorithm (Kill, Canterbury,
Weston, Noble, & MacCoss, 2007). para validar os asinamentos dos
péptidos, a taxa de falsa deteccion (FDR, false discovery rate) manti-
vose no 1%.

3.4.2.7 Seleccion de potenciais biomarcadores peptidicos.

Para o estudo da especificidade dos péptidos identificados por LC-
MS/MS, utilizouse o algoritmo BLASTp (Altschul et al., 1990) para
determinar as homoloxias que presentan ditos péptidos coas secuen-
cias de proteinas rexistradas na base de datos NCBI. Para a andlise de
cada péptido modificaronse os parametros do algoritmo BLASTp para
incluir e excluir na busca o xénero e/ou a familia ao que pertence o mi-
croorganismo de cada péptido. Isto permite determinar a especificidade
dentro do xénero, especie ou cepa do péptido a estudo.
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4. RESULTADOS E DISCUSION

4.1 Capitulo I: Busca de novos illados, identificacion de contami-
nantes de leite condensado e, descricion de Bacillus safensis subsp.
osmophilus subsp. nov. e Bacillus safensis subsp. safensis subsp. nov.

A identificacion dos microorganismos con alta tolerancia osmdtica,
illados dun sobre contaminado de leite condensado proveniente dunha
fabrica de procesado de produtos lacteos e a descricion, e caracteri-
zacion dunha cepa bacteriana coma unha nova subespecie de Bacillus
safensis, constitue a base deste capitulo. Seleccionaronse por morfo-
loxia de colonia e observacién 6 microscopio 1 cepa de levaduras das
placas de YPD con cloranfenicol ¢ 3 cepas de bacterias das placas de
LB (Sigma Co.).

Todalas cepas bacterianas (BC0S5, BC0O8 ¢ BC09T) ¢ a levadura
(BCO03) illaronse dun cultivo en medio LB e YPD respectivamente, con
sacarosa 6 30% como fonte de carbono para reproducir a alta osmolari-
dade presente no leite condensado. A cepa de levadura crecet tamén o
cultivala en YPD 6 70% de sacarosa. Todalas cepas illadas bacterianas
son Gram positivas. O microscopio, a cepa BC03 presenta una mor-
foloxia tipica de levaduras, mentres que as demais cepas bacterianas
presentan unha morfoloxia bacilar.

4.1.1 Identificacion das cepas de levaduras

4.1.1.1 Amplificacion e secuenciacion da rexion ITS

Realizouse unha extraccion do DNA xenomico da cepa BCO3 e
posteriormente levouse a cabo a PCR para a amplificacion do ITS, em-
pregando os oligonucleodtidos ITSTF e ITSIR (White et al., 1990). A
banda resultante tras a electroforese cun tamafio aproximado de 250pb,
ligouse co plasmido pUC19 e transformouse en E. coli TOP10. Reali-
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zouse a extraccion plasmidica das colonias que presentaron o plasmido
co inserto, e seguidamente mandouse a secuenciar cos oligonucleotidos
M13F e M13R a Secugen S.L. ou STAB vida. As secuencias obtidas
compararonse coas secuencias da base de datos GenBank mediante a
ferramenta BLASTn (Altschul et al., 1990).

As secuencias cun 100% de similitude coa secuencia do ITS da
cepa BCO3 son as das especies Zygosaccharomyces pseudorouxii AB-
T301", Zygosaccharomyces rouxii CBS 126317 e Zygosaccharomyces
mellis CBS 736". Este fragmento do ITS non esta completo para a es-
pecie Zygosaccharomyces mellis (Figura 12). A secuencia do ITS per-
mitiunos establecer o xénero 6 que pertence a cepa BCO3 sendo este
Zygosaccharomyces. Co fin de chegar a determinacion da especie da
cepa BCO3 procedeuse a secuenciacion de outro xene que permita dis-
tinguir entre especies.
cm03 125 AAGGL'TAAT:A'TAQ;AAAAizgés'Té@aiﬁ&é@fiaii:'T'CAAAZ'T&;'Ti!;é;&;ié&é;éc&ezséi'TLA'T'TQ;ZQ;'C&‘CT&;'T'TIT'TAA‘T'C'&;:

2. pseudorouxii
Z. mellis

CB0O3 ITS

Z. rouxxi

Z. pseudorouxii
Z. mellis

CB03 ITS
Z. rouxxi
Z. pseudorouxii
Z. mellis

Figura 12. Alinamento das secuencias do ITS da cepa BCO03 e as das especies
Zygosaccharomyces pseudorouxii ABT301", Zygosaccharomyces rouxii CBS 126317 ¢
Zygosaccharomyces mellis CBS 736". Os puntos corresponden as coincidencias e as letras
as diferencias, entre os nucleétidos das distintas secuencias con respecto a primeira. A cada
nucledtido correspondelle unha cor diferente.

4.1.1.2 Deseiio dos oligonucledtidos e a secuenciacion da rexion HIS3:
O xene HIS3 ¢ un xene housekeeping que codifica para a proteina

imidazol-glicerolfosfato dehidratasa e presenta diferencias entre as es-
pecies proximas do xénero Zygosaccharomyces. Outros oligonucledti-
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dos do xene HIS3 xa foron desefiados por Harrison et al. (2011) para
especies do xénero Zygosaccharomyces.

Para o desefio dos oligonucle6tidos Zigo1R e ZigolF obtivéronse
as secuencias das especies do xénero Zygosaccharomyces para o xéne
HIS3 da base de datos GenBank. A banda obtida tras electroforese cun
tamafio aproximado de 200 pb, ligouse 6 plasmido pUC19 e transfor-
mouse en E. coli TOPI1(0. Realizouse a extraccion plasmidica das colo-
nias que presentaron o plasmido co inserto, e seguidamente mandouse a
secuenciar cos oligonucleotidos M13F e M13R a Secugen S.L. ou STAB
vida. As secuencias obtidas compararonse coas secuencias da base de
datos GenBank mediante a ferramenta BLASTn (Altschul et al., 1990).

O fragmento do xene HIS3 da cepa BCO3 presenta una similitude
do 100% coa especie Z. rouxii sendo esta a especie mdis proxima fi-
loxenéticamente segundo os resultados obtidos (Figura 13).

EENNNL B N e Y N Y o I e |
ACTGAAGACTGC! CC’ TTTCAAACAGGCCTTGGGACAGGTACGTGGTGTGAAAAGATTTGGATTCGGTTTTGCGCCATTAGATG

CB03 HIS3
Z. rouxii
Z. pseudorouxii
Z. mellis

CB03 HIS3
Z. rouxii
Z. pseudorouxii
Z. mellis

Figura 13. Secuencias do xene HIS3 da cepa BCO03 fronte as secuencias das especies
Zygosaccharomyces pseudorouxii ABT301", Zygosaccharomyces rouxii CBS 126317 ¢
Zygosaccharomyces mellis CBS 736". Os puntos corresponden as coincidencias e as letras
as diferencias, entre os nucleé6tidos das distintas secuencias con respecto a primeira. A cada
nucledtido correspondelle unha cor diferente.

Os resultados da secuenciacion do ITS onde as secuencias das espe-
cies mais proximas cun 100 % de similitude son las pertencentes as
especies Z. pseudorouxii ABT301%, Z. rouxii CBS 126317 e Z. mellis
CBS 7367; e tras a analise do fragmento do xene HIS3 a especie coa
unica secuencia idéntica a cepa BC03 ¢ Z. rouxii. Ditos resultados
suxiren que a cepa BCO03 identificouse como a especie Z. rouxii.
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4.1.2 Identificacion das cepas bacterianas

4.1.2.1 Amplificacion e secuenciacion do 16S rRNA

Levouse a cabo a extraccion do DNA xenomico das 3 cepas bac-
terianas e realizouse primeiramente unha PCR para amplificar parcial-
mente a secuencia do xene 16S rRNA das cepas cos oligonucledtidos
US515F e U1052R (Wang & Qian, 2009). Segundo os resultados ob-
tidos, a PCR para amplificar a secuencia completa do 16S rRNA das
cepas de maior interese, BCO8 e BC09', levouse a cabo cos oligonu-
cleotidos p8FPL-2 e p1492R+G (Figura 14A). As bandas resultantes
obtidas tras electroforese cun tamafio aproximado de 600 pb e 1450 pb
respectivamente como corresponde con cada par de cebadores, ligaron-
se co plasmido pUC19 e transformaronse en E. coli TOP10. Os trans-
formantes testaronse directamente dende colonia por PCR empregando
os oligonucleotidos M13F e M13R, esperando unha banda de tamafio
690 pb (Figura 14B) ou 1500 pb segundo corresponda en cada caso para
os transformantes que integraran o produto de PCR no vector pUC19.
Outro método empregado no screening foi o corte do plasmido extraido
coas enzimas Pstl e EcoRI, co cal obtivéronse 2 bandas tras electrofore-
se. Unha banda co tamafio do inserto e outra de 2640 pb correspondente
0 vector pUCI19.

As colonias que presentan o plasmido co inserto cultivaronse en
medio liquido para a extraccion do DNA plasmidico o cal mandouse a
secuenciar cos oligonucledtidos M13F e M13R a Secugen S.L. o STAB
vida. As secuencias obtidas compararonse contra a base de datos das
secuencias do 16S rRNA de EzTaxon (EzBioCloud Identify Service)
(Yoon et al., 2017; Kim et al., 2012) para realizar a identificacion das
diferentes especies.
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Figura 14. Electroforese en xel de agarosa dos fragmentos do xen 16S rRNA. A; Elec-
troforese en xel de agarosa das PCRs do xene 16S rRNA completo cos cebadores p8FPL-2 e
p1492R+G sobre o xenoémico das cepas BCO8 e BC09™. As bandas presentan o tamafio esperado
de 1450 pb. B; Electroforese en xel de agarosa do fragmento parcial de 16S rRNA da cepa
BCO05 empregando os oligonucleotidos M 13 sobre a extraccion plasmidica de E. coli transfor-
mada, tamafio esperando da banda 690 pb. M; marcador.

Na figura 15 representase o alifiamento das secuencias parciais do
16S rRNA con maior homoloxia 4 secuencia do xene da cepa BC05. A
secuencia parcial da cepa BCO5 presenta unha gran similitude (99%)
coas secuencias do 16S rRNA das cepas tipo Paenibacillus polymyxa
ATCC 8427, Paenibacillus brasilensis PB172", Paenibacillus peoriae
DSM 83207, Paenibacillus jamilae CECT 5266, Paenibacillus terrae
AM141" e Paenibacillus kribbensis AM49", coa sua maxima homo-
loxia para P. polymyxa ATCC 842" cun 99.8% de homoloxia.
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P.brasilensis
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Query CBO5 rRNA16S GGGGTTTCGATACCCTTGGTGCCGAAGTTAACACATTAAGCATTCCGCCT GGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGE
P.polymyxa
P.brasilensis
P.jamilae
P.terrae
P.kribbensis
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Query CBO5 rRNA16S ACAAGCAGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCTCTGACCGGTCTAGAGATAGACCTTTCCTTCGGG
P.polymyxa ..
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P.kribbensis
P.peoriae

Query CBO5 rRNA16S ACAGAGGAGACAGGTGG
P.polymyxa
P.brasilensis
P.jamilae
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Figura 15. Secuencias parciais do 16S rRNA da cepa BCOS, Paenibacillus polymyxa ATCC
842", Paenibacillus brasilensis PB172", Paenibacillus peoriae DSM 8320", Paenibacillus
jamilae CECT 5266", Paenibacillus terrae AM141" e Paenibacillus kribbensis AM49". Os
puntos corresponden as coincidencias e as letras as diferencias, entre os nucleétidos das dis-
tintas secuencias con respecto a primeira. A cada nucleétido correspondelle unha cor diferente.

As secuencias do 16S rRNA presentes na base de datos EzTaxon
(Yoonetal.,2017) con maior similitude 4 secuenciado 16S rRNA da cepa
BCO08 son Bacillus sonorensis NBRC 1012347, Bacillus licheniformis
ATCC 145807, Bacillus glycinifermentans GO-137, e Bacillus haynesii
NRRL B-413277, con unha similitude del 99%, e B. paralicheniformis
KJ-16" con 100% de homoloxia (Figura 16).
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Figura 16. (Continua)
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Figura 16. Alifiamento das secuencias do 16S rRNA da cepa BC08 fronte as cepas tipo B.
sonorensis NBRC 1012347, B. licheniformis ATCC 145807, B. paralicheniformis KJ-16", B.
glycinifermentans GO-13" e B. haynesii NRRL B-41327 ™. Os puntos corresponden as coin-
cidencias e as letras as diferencias, entre os nucleotidos das distintas secuencias con respecto a
primeira. A cada nucledtido correspondelle unha cor diferente.

As especies mais proximas a BC09' son Bacillus safensis FO-36b"
e Bacillus australimaris MCCC 1A05787" cun 100% e 99.9% de si-
militude respectivamente coas secuencias das cepas tipo do 16S rRNA
obtidas da base de datos EzTaxon (Yoon et al., 2017) (Figura 17).
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Figura 17. (Continua)
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Figura 17. Alifiamento das secuencias do xene 16S rRNA da cepa BC09", e as cepas tipo
de B. pumilus ATCC 7061, B. safensis FO-36", B. australimaris NH7I 1", B. zhagzhoensis
DW35-4", B. xiamenenesis HYC-10" e B. altitudinis 41KF2b". Os puntos corresponden as coin-
cidencias ¢ as letras as diferencias, entre os nucleotidos das distintas secuencias con respecto a
primeira. A cada nucledtido correspondelle unha cor diferente.

A secuenciacion do xene 16S rRNA permitiunos identificar o xénero
0 que pertencen as cepas illadas asi como cofiecer as especies mais
proximas a elas. Das cepas bacterianas illadas, 2 pertencen 6 xéne-
ro Bacillus (BCO8 e BCO9T), mentres que BCO5 pertence 6 xénero
Paenibacillus. Co fin de chegar a determinacion da especie corres-
pondente a cada cepa procedeuse a secuenciacion doutros xenes que
permiten distinguir entre especies.

4.1.2.2 Deseiio dos oligonucledtidos e secuenciacion de gyrB

Segundo as secuencias do 16S rRNA, dous das bacterias illadas
pertencen a especies do xénero Bacillus e outra a Paenibacillus. Para o
desefio de novos oligonucledtidos estudaronse os xenes recollidos para as
especies dos xéneros Bacillus e Paenibacillus na base de datos GenBank.

Seleccionouse o xene gyrB por presentar na sia secuencia diferen-
cias entre as distintas especies de Bacillus e por ser un dos poucos xenes
secuenciados para todas elas a excepcion do 16S rRNA. Tamén foi re-
portado que gyrB € un bo xene empregado para a discriminacion entre
especies de Bacillus contaminantes de alimentos (Caamafo- Antelo et
al., 2015).
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Primeiramente desefiaronse os oligonucledtidos ScrBacilpbF e ScrBa-
ci311pbR (Figura 18) para levar a cabo a amplificacion dun fragmento
do xene gyrB das cepas. Este fragmento tamén ¢ empregado para dis-
tinguir entre especies noutros traballos (Satomi et. al, 2006). O longo do
estudo, desenaronse os oligonucledtidos Gyrb1pF e GyrbR para a se-
cuenciacion (1169 nucledtidos) completa do xene gyrB das cepas BCOS
e BC09 co fin de obter mais informacion destas cepas.
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Figura 18. Alifnamento dos oligonucledtidos desefiados dos xenes de gyrB (ScrBacilpbF e
ScrBaci311pbR) coas secuencias das especies do xénero Bacillus e Paenibacillus obtidas
do GenBank. Os puntos corresponden as coincidencias e as letras as diferencias, entre os
nucleétidos das distintas secuencias con respecto a primeira. A cada nucleétido correspondelle
unha cor diferente.
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As bandas resultantes da PCR obtidas tras electroforese cun tamafio
aproximado de 360pb ou 1400 pb segundo corresponde con cada par de
oligonucleoétidos, ligaronse co plasmido pUC19 e transformaronse en
E. coli TOP10. Os transformantes testaronse directamente dende colo-
nia por PCR empregando os oligonucledtidos M13F e M13R, ou por
restricion tras a extraccion do DNA plasmidico das colonias seleccio-
nadas, o cal foi cortado con Pstl e EcoRI. As colonias que presentan
o plasmido co inserto cultivaronse en medio liquido para a extraccion
do DNA plasmidico, o cal mandouse a secuenciar cos oligoucledtidos
MI13F e M13R a Secugen S.L. ou STAB vida. Empregouse a ferramenta
bioinformatica BLASTn (Altschul et al., 1990) coas secuencias obtidas
comparandoas coas secuencias do xene gyrB da base de datos GenBank
das especies de Bacillus e Paenibacillus analizadas anteriormente para
o estudo do xene 16S rRNA.

Tras a secuenciacion dos resultados da cepa BCOS, estes non coincidi-
ron co fragmento do xen gyrB para o cal desefidronse os oligonucledtidos.
Sen embargo, obtivose unha secuencia de 160pb correspondente a unha
proteina GNAT da familia acetiltransferasa. Dita proteina corresponde a
unha superfamilia moi grande de enzimas que distribuense universalmen-
te na natureza e empregan acil-CoAs para acetilar os sustratos (Vetting et
al., 2005). A secuencia de 160 pb ¢ idéntica a secuencia do mesmo xene
para a especie P. polymyxa mentres que presenta similitudes mas baixas
coas outras especies proximas estudadas para o xene 16S rRNA.

As secuencias do xene gyrB, da base de datos do GenBank con
maior similitude & secuencia da cepa BCO0S8, son aquelas pertencentes
as especies B. paralicheniformis KJ-16", B. haynesii NRRL B-41327" ¢
B. licheniformis ATCC 145807 con unhas similitudes do 96.6%, 96.0%
e 95.9%, respectivamente (Figura 19).
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Figura 19. (Continua)
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Figura 19. Secuencias do xene gyrB da cepa BCO08 fronte as cepas tipo Bacillus sono-
rensis NBRC 101234", B. licheniformis ATCC 14580", B. paralicheniformis KJ-16", B.
glycinifermentans GO-13" e B. haynesii NRRL B-41327". Os puntos corresponden as coin-
cidencias e as letras as diferencias, entre os nucleotidos das distintas secuencias con respecto a
primeira. A cada nucledtido correspondelle unha cor diferente.

As secuencias do xene gyrB con maior similitude a cepa BC09T
da base de datos do GenBank, son aquelas pertencentes as especies
B. safensis FO-36" e B. australimaris NH7I I" cunhas similitudes do
97.8% e 95.2%, respectivamente (Figura 20).

10 20 30 0 50 60 70 80 90 100

B T T T T T T T e T T T T I e O I I I
CB09 GyrB ATACACGGTGCTTGAAGGACTAGAAGCTGTTAGAAAACGTCCAGGAATGTACAT TGGGGCAACCAATGCAAAAGGACT TCACCATCTTGTATGGGAAATT
B.safensis

T
B. xiamenensis GATACA. . c. LT
B. altitudinis GATACA. . .T..
B.australimaris GATACA T
B. pumilus GATACA T

B. zhangzhouensis  .....

CB09 GyrB
B.safensis

B. xiamenensis
B. altitudinis
B.australimaris
B. pumilus

B. zhangzhouensis

CB09 GyrB GGATTCCTGTTGGAATTCATGAGAAAATGGGTCGTCCTGCT! 'CATTATGACTGTTCTTCACGCTGGCGGTA. T GGGAGC( TATAA
B.SREENSIS et [T Gt e Coveveeens
B. xiamenensis .G

B. altitudinis G
B.australimaris
B. pumilus

B. zhangzhouensis
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Figura 20. Alifiamento das secuencias do xene gyrB de las cepa BC09", e as cepas tipo de
B. pumilus ATCC 7061", B. safensis FO-36", B. australimaris NH7I 1", B. zhagzhoensis
DW5-4", B. xiamenenesis HYC-10" e B. altitudinis 41KF2b". Os puntos corresponden as
coincidencias e as letras as diferencias, entre os nucledtidos das distintas secuencias con res-
pecto a primeira. A cada nucleodtido correspondelle unha cor diferente.

4.1.2.3 Secuenciacion do xene fuf

O estudo do xene fuf considerouse unha boa opcidn para a distin-
cion entre especies de Bacillus préximas taxondmicamente, contami-
nantes de alimentos (Caamafio-Antelo et al., 2015), e para aportar mais
informacion 4 obtida pola secuenciacion dos xenes 16S rRNA e gyrB
das cepas BC0O8 e BC09™.

A PCR do xene tuf levouse a cabo cos oligonucleotidos tufGPF e
tufGPR (Caamafio-Antelo et. al, 2015). As bandas resultantes da PCR
obtidas tras electroforese cun tamafio aproximado de 750 pb, ligaronse
co plasmido pUCI19 e transformaronse en E. coli TOP10. Os transfor-
mantes testaronse do mesmo xeito que para a secuenciacion dos xenes
descritos en apartados anteriores. As colonias que presentan o plasmi-
do co inserto cultivaronse en medio liquido para a extraccion do DNA
plasmidico, e mandouse a secuenciar cos primers M13F e M13R. Em-
pregouse a ferramenta BLASTn (Altschul et al., 1990) coas secuencias
obtidas e compararonse coas secuencias do xene tfuf da base de datos
GenBank das especies de Bacillus analizadas anteriormente para o es-
tudo do 16S rRNA e gyrB.

As secuencias do xene fuf con maior similitude & cepa BCOS8
da base de datos do GenBank son aquelas pertencentes as espe-
cies B. paralicheniformis KJ-16 T, B. haynesii NRRL B-41327" ¢
B. licheniformis ATCC 14580" con unhas similitudes do 100%, 96.4%
e 96.3%, respectivamente (Figura 21).
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GGAAGTTCGCGATCTTCTTTCTGAGTATGAGTTCCCTGGTGACGATGTACCAGT TATCAAAGGTTCTGCACTTAAAGCTC!

Figura 21. Secuencias parciais do xene 7uf da cepa BC08 fronte as cepas tipo B. sono-
rensis NBRC 1012347, B. licheniformis ATCC 14580 ", B. paralicheniformis KJ-16", B.
glycinifermentans GO-13" e B. haynesii NRRL B-4132". Os puntos corresponden as coinci-
dencias e as letras as diferencias, entre os nucledtidos das distintas secuencias con respecto a

primeira. A cada nucledtido correspondelle unha cor diferente.

As secuencias do xene fuf con maior similitude a cepa BC09" da base
de datos do GenBank son aquelas pertencentes as especies B. safensis
FO-36", B. australimaris NH7I 1" e B. zhagzhoensis DW5-4 con unhas
similitudes de 99.5%, 99.1% e 99.3% respectivamente (Figura 22).
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Figura 22. Aliiamento das secuencias do xene fuf da cepa BC097, e as cepas tipo de B.
pumilus ATCC 70617, B. safensis FO-36", B. australimaris NH7I 17, B. zthagzhoensis
DWS5-47, B. xiamenenesis HYC-10" e B. altitudinis 41KF2b. Os puntos corresponden as coin-
cidencias e as letras as diferencias, entre os nucledtidos das distintas secuencias con respecto a
primeira. A cada nucleétido correspondelle unha cor diferente.
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Segundo os resultados obtidos para a cepa BC05, nos que a secuencia
parcial do 16S rRNA presenta unha similitude arredor do 99% coas se-
cuencias do 16S rRNA das cepas tipo P. brasilensis PB172%, P. peoriae
DSM 83207, P. jamilae CECT 52667, P. terrac AM141" ¢ P. kribbensis
AM49T, coa sua maxima homoloxia para P. polymyxa ATCC 842" cun
99.8% de homoloxia, e tendo en conta que o fragmento da proteina
GNAT secuenciado fortuitamente de 160 pb ¢ idéntico a da especie
P. polymyxa e presenta diferencias coas demais especies proximas; po-
demos determinar que a cepa BCO5 ¢ moi proxima filoxenéticamente
a P. polymyxa e que con moita probabilidade pertence a dita especie.

Ainda que nos ultimos anos, a secuenciacion do 16S rRNA ¢ o método
mais comin para a rapida identificacion de bacterias e para establecer
relacions filoxenéticas, o xénero Bacillus é un xénero moi heteroxé-
neo, que inclue especies moi relacionadas e son dificiles de discrimi-
nar, especialmente cando empréganse xenes moi conservados coma o
16S rRNA. Para unha mellor discriminacion, o uso de outros xenes ben
conservados coma son o TU factor de elongacion (7uf) e a subunidade 3
da DNA girasa (gyrB) entre outros, considéranse unha boa opcion para
discriminar entre especies do xénero Bacillus contaminantes de alimen-
tos (Caamafio-Antelo et al., 2015); coma neste caso empregaronse para
o estudo de identificacion das cepas BC0O8 e BC09™.

Segundo os resultados obtidos para a cepa BCO8 as secuencias do
16S rRNA presentes na base de datos EzTaxon (Yoon et al., 2017)
con maior similitude a secuencia del 16S rRNA da cepa BCOS son
B. sonorensis NBRC 101234 T, B. licheniformis ATCC 145807,
B. glycinifermentans GO-13 T e B. haynesii NRRL B-41327", con
unha similitude do 99%, e B. paralicheniformis KJ-16" con 100%
de homoloxia. Por outro lado, as secuencias do xene gyrB con maior
similitude a da cepa BCO8 da base de datos do GenBank son aque-
las pertencentes as especies B. paralicheniformis KJ-16", B. haynesii
NRRL B-41327" e B. licheniformis ATCC 145807 con unhas simili-
tudes do 96.6%, 96.0% y 95.9%, respectivamente. Mentres que para
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o xene tuf a secuencia da cepa BCOS8 presenta un 100% de similitude
coa especie B. paralicheniformis KJ-16". Deste xeito, a comparacion
entre secuencias do xene fuf, o cal estableceuse previamente como
un bo método para distinguir entre especies de Bacillus contami-
nantes de alimentos segundo Caamafo-Antelo et al. (2015), e ten-
do en conta as secuencias do xene gyB ¢ do 16S rRNA establecese
que a cepa BCO8 encontrase estreitamente relacionada coa especie
B. paralicheniformis. Estes datos indican a posibilidade de que a
cepa BCOS8 pertenza con probabilidade a unha nova subespecie de
B. paralicheniformis.

Segundo os resultados obtidos para a cepa BC09T as secuencias do
16S rRNA presentes na base de datos EzTaxon (Yoon et al., 2017)
con maior similitude a secuencia do 16S rRNA da cepa BC09™ son
B. safensis FO-36b" e B. australimaris MCCC 1A05787" cun 100% e
99.9 % de similitude respectivamente coas secuencias das cepas tipo
do 16S rRNA obtidas da base de datos Eztaxon. Ademais, as secuen-
cias do xene gyrB con maior similitude a dita cepa na base de datos
do GenBank son B. safensis FO-36" e B. australimaris NH7I I" cun-
has similitudes do 97.8% e 95.2%, respectivamente. As secuencias
do xene fuf con maior similitude a cepa BC09" da base de datos do
GenBank son aquelas pertencentes as especies B. safensis FO-367, B.
australimaris NH71 17 e B. zhagzhoensis DW5-4 cunhas similitudes
de 99.5%, 99.1% e 99.3% respectivamente, pero ningunha ¢ idéntica
a ela. Os resultados anteriores, e os de certas probas fenotipicas (hi-
bridacion DNA-DNA) realizadas nun primer momento, corroboran
certas diferenzas entre a cepa BC09' e as especies mais proximas se-
gundo a informacion recollida na literatura (Satomi et al., 2006; Liu et
al., 2016). Tendo en conta todolos resultados da cepa BC09", decidiu-
se realizar un traballo mais en profundidade co fin de caracterizar esta
cepa illada dun sobre contaminado de leite condensado.

No caso da cepa BCOS, a especie B. paralicheniformis (Dunlap et
al., 2015) non fora descrita no momento da secuenciacion comple-
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ta do xene 16S rRNA e do xene gyrB. A intencionalidade fora a
caracterizacion e estudo mais en profundidade de dita cepa para a sua
descricion como nova especie. Deste xeito, no momento da publica-
cion de B. paralicheniformis como nova especie e debido a posibilida-
de de descricion de novas subespecies de forma inminente tras a des-
cricion da especie, decidiuse pospor o estudo mais en profundidade.
Por outro lado, pretendese estudar no futuro a posibilidade de descri-
bir BCO8 como nova especie ou subespecie de B. paralicheniformis.

4.1.3 Caracterizaciéon da cepa BC09"

Debido 6s resultados das secuenciacion dos xenes 16S rRNA, gyrB
e tuf da cepa BC09' os cales suxiren a posibilidade de establecer dita
cepa como unha nova especie ou subespecie, levouse a cabo un estu-
do xenotipico, quimiotaxonémico e fenotipico mas minucioso e com-
pleto. En base a estes resultados expostos nos seguintes apartados a
cepa BC09" proponse como unha nova subespecie co nome de Bacillus
safensis subsp. osmophilus subsp. nov. (Abril et al., 2019). A cepa tipo
da nova subespecie ¢ BCO9™ (=LMG 30124", = CECT 9344") a cal ato-
pase nas coleccions de cultivo tipo espafola e belga.

4.1.3.1 Caracterizacion morfoloxica, macroscopica e microscopica

A cepa BC09" illada do sobre de leite condensado presenta unhas
colonias redondeadas, de cor branco crema, opacas, non luminescentes e
con marxes irregulares cultivadas en medio TSA (Figura 23). As células
de BC0O9 T son Gram positivas, presentan unha morfoloxia bacilar, mo-
bilidade mediante un flaxelo polar (0.6-0.8 um de ancho e 1.3-2.5 um
de largo) (Figura 24) e produce esporas centrais ovaladas (Figura 25).
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Figura 23. Colonias das cepas BC09" (esquerda) e Bacillus safensis FO-36b" (dereita)
tras 10 dias cultivadas en TSA nas mesmas condicions.

Figura 24. Imaxe 6 microscopio electrénico (TEM) onde se
amosa o flaxelo polar da cepa BC09".
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Figure 25. Imaxes 6 microscopio éptico (A) e microscopio de barrido de emisién de campo
(FESEM) (B) onde se amosan as esporas ovales producidas pola cepa BC09" e (C) pola cepa
Bacillus safensis FO-36b".

As esporas da cepa BC09" son practicamente idénticas (Figura 25)
as esporas de Bacillus safensis FO-36b", a cepa mais proxima filoxe-
néticamente como se explica nos seguintes apartados. Obsérvanse as
mesmas irregularidades no seus exosoporios para as duas cepas. Por
outro lado podese a preciar na figura 23 como as colonias das duas
cepas, crecidas nas mesmas condicions durante 10 dias en TSA, presen-
tan diferente morfotipo. Ambas colonias presentan marxes irregulares,
tipicos do xénero Bacillus (Satomi et. al 2006; Liu et al., 2016; Abril et
al., 2019) e son de cor crema. A colonia de BC09' presenta unha maior
concentracion de células no centro da colonia o que fai que a colonia
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elévese neste punto. A colonia de Bacillus safensis FO-36b", polo con-
trario € irregular en todo o seu contorno, formando betas dende o inte-
rior ata o exterior a medida que a colonia crece.

4.1.3.2 Estudo xenotipico

Os codigos de acceso do GenBank/EMBL para as secuencias dos
xenes 16S rRNA e gyrB da cepa BC09T son KY990920 e MF140243
respectivamente.

4.1.3.2.1 Arbores filoxenéticas dos xenes 16S rRNA e gyrB

Como xa se expuxo nos apartados anteriores as especies mais cérca-
nas a cepa BC09" son Bacillus safensis FO-36b" e Bacillus australimaris
MCCC 1A05787" cun 100% e 99.9% de similitude para as secuencias
de 16S rRNA, respectivamente. Para a comparacion das secuencias do
xene 16S rRNA (1473 nucleotidos) xerouse a arbore filoxenética coas
secuencias das especies mais proximas, para establecer as distancias
filoxenéticas entre elas. Tomdronse as secuencias do 16S rRNA das
cepas B. pumilus ATCC 70617, B. safensis FO-36 ", B. australimaris
MCCC 1A05787", B. zhagzhoensis DW5-4 T, B. xiamenenesis HYC-
10" e B. altitudinis 41KF2b ™ con maior similitude a secuencia de
BC09T da base de datos de EnzTaxon (Téboa 10) e construiuse a arbo-
re, mediante o programa MEGA 7 (Kumar et al., 2016) basedndose nos
modelos de anélise NJ (Neigbour-Joining) (Saitou & Nei, 1987) e ML
(Maximum-Likelihood) (Rogers & Swofford, 1998) (Figura 26). Nesta
arbore pddese apreciar a presenza dun cluster coas especies Bacillus
safensis FO-36b", Bacillus australimaris MCCC 1A05787" e a cepa
BC097, dentro de outro cluster mais amplio coas especies con similitu-
des por debaixo do 99%.
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Taboa 10. Codigos de acceso do 16S rRNA das cepas tipo e BC09™.

Especie/Cepa

Cédigo de acceso 16s rRNA

Bacillus siamensis KCTC 136137 KY643639
Bacillus velezensis BCRC 174677 EF433407
Bacillus amyloliquefaciens NBRC 155357 NR_112685
Bacillus nakamurai NRRL B-41091T7 KU836854
Bacillus mojavensis NBRC 157187 NR_112725
Bacillus subtilis DSM 107 NR_027552
Bacillus vallismortis BCRC 171837 EF433404
Bacillus atrophaeus JCM 90707 AB021181
BCO9" KY990920
Bacillus safensis FO-36b" NR_041794
Bacillus australimaris MCCC 1A057877 JX680098
Bacillus pumilus ATCC 70617 NR_043242
Bacillus altitudinis 41KF2b" NR_042337
Bacillus xiamenensis HYC-10" NZ AMSHO1000114
Bacillus zhangzhouensis MCCC 1A083727 JX680133
Bacillus halotolerans DSM 88027 NR_115063
Lactobacillus delbrueckii subsp lactis DSM 200727 AY050173
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Figura 26. Arbore filoxenética baseada no modelo Neighbour-Joining kimura-2 (Kimu-
ra,1980) das secuencias mais préximas do xene 16S rRNA (1473 nucleétidos) de BC09"
e 0s taxéns mais proximos do xénero Bacillus. Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis DSM
20072" tomouse coma outgroup. A significancia de cada rama indicase polo valor do bootstrap
que foi calculado en porcentaxe de 1000 subconxuntos. Bar, 2 nt sustitucions por 100 nt. Os no-
dos marcados con circulos foron obtidos tamén con algoritmo Maximum-Likelihood a parte do
modelo NJ. Extraido e modificado de Abril et al. (2019). Co permiso de Microbiology society.

As similitudes para a cepa BC09' e as cepas proximas Bacillus
safensis FO-36b" ¢ Bacillus australimaris MCCC 1A05787" son de
97.8% e 95.2% respectivamente para o xene gyrB como xa nomeou-
se previamente. Para a comparacion do xene gyrB xerouse a arbore
filoxenética coas secuencias das especies mais proximas. Tomaronse
as secuencias do xene gyrB da base de datos GenBank (Téboa 11), das
cepas B. pumilus ATCC 70617, B. safensis FO-36", B. australimaris
MCCC 1A05787", B. zhagzhoensis DW5-4 1, B.xiamenenesis HY C-
10" e B. altitudinis 41KF2b " con maior similitude a BC09" e cons-
truiuse a arbore mediante o programa MEGA 7 baseandose nos mo-
delos de analises NJ (Neigbour-Joining) (Saitou & Nei, 1987) e ML
(Maximum-Likelihood) (Rogers & Swofford, 1998) (Figura 27). Na ar-
bore filoxenética pode apreciarse como estas especies forman clusters
similares o da arbore filoxenética do xene 16S rRNA (Figura 26).
B. safensis FO-36b" (DSM 192927), B. australimaris MCCC 1A05787"
e a cepa BCO9™ seguen formando un cluster ben marcado.
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Taboa 11. Cédigos de acceso do xene gyB das cepas tipo e BC09™. Base de datos GenBank.

Especie/Cepa

Cédigo de acceso gyB

Bacillus siamensis KCTC 136137 KC608573
Bacillus velezensis BCRC 174677 DQ903176
Bacillus amyloliquefaciens IFO 155357 ABO14097
Bacillus nakamurai NRRL B-410917 LSAZ0O1000005
Bacillus mojavensis BCRC 171247 DQ309297
Bacillus subtilis IFO 137197 ABO14103
Bacillus vallismortis BCRC 171837 DQ309298

Bacillus atrophaeus NRRL NRS 2137

NZ LSBBO1000001

BCO9" MF140243
Bacillus safensis FO-036b" ASID01000009
Bacillus australimaris NH7I LGYNO1000023
Bacillus pumilus ATCC 70617 ABRX01000004
Bacillus altitudinis 41KF2b" ASJC01000015
Bacillus xiamenensis HYC-10" AMSHO01000062
Bacillus zhangzhouensis DW5-47 JOTPO1000022
Bacillus halotolerans DSM 88027 LPVF01000008
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Figura 27. Arbore filoxenética baseada no modelo Neighbour-Joining (Saitou & Nei, 1987)
co parametro de kimura-2 (Kimura,1980) das secuencias mais proximas do xene gyrB
(1069 nucleotidos) de BC09™ e os taxéns mais proximos do xénero Bacillus. Lactobacillus
delbrueckii subsp. lactis DSM 20072" usouse coma outgroup. A significancia de cada rama
indicase polo valor do bootstrap que foi calculado en porcentaxe de 1000 subconxuntos. Bar, 5
nt substitucions por 100 nt. Os nodos marcados con circulos foron obtidos tamén con algoritmo
Maximum-Likelihood a parte do modelo NJ. Extraido e modificado de Abril et al. (2019). Co
permiso de Microbiology society.

4.1.3.3 Estudo xenomico

Os codigos de acceso 6 GenBank e 6 SRA do xenoma da cepa BC09'
son QBHNO00000000 e SRP139983 respectivamente (Abril et al., 2019).

Os valores de hibridacion DNA-DNA segundo o método Ezaki et
al. (1989), seguindo as recomendacions de Willems et al. (2001), entre a
cepa BC09' e as mais proximas B. safensis FO-36b" e B. australimaris
MCCC 1A05787" foron 67% (+ 2%) e 56% (+ 2% SD) respectivamen-
te. O valor da hibridacion DNA-DNA establecido para designar una
cepa como unha nova especie ¢ 70% (Wayne et al., 1987).

Os parametros de calidade do xenoma, o contido en G+C (mol%)
calculado a partir do xenoma, asi como o tamafio ¢ a cobertura da se-
cuenciacion xénica exponense na Taboa 12.
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O valor do contido G+C da cepa BC09" polo método de desnaturali-
zacion térmica € de 41.9% e o valor deste pardmetro obtido a partir
da analise do xenoma ¢ de 40,9%, existindo una diferencia de 1.0%
entre ambos valores obtidos mediante diferentes técnicas. Os valores
do contido G+C de B. safensis (Satomi et al., 2006) e B. australimaris
(Liu et al., 2016) determinados polo método de HPLC, son 41.0-41.4
mol% e 41.3 mol%, respectivamente; similares 6 valor obtido para a
cepa BCO9T a partir da analise do xenoma.

Taboa 12. Caracteristicas da secuencia xenomica da cepa BC09". Clasificacion da contam-
inacion: >5% baixa, 5% ata <10% media, 10% to <15% alta.

Tamano do xenoma (nucledtidos) 3,982,198
Contido en G+C (mol%) 40,9%

Numero de contigs 72

Cobertura do xenoma 87X

Contig N50 108,699
Integridade 99585%
Contaminacion 0,207%
Heteroxeneidade 0

SRA numero de acceso SRP139983
GenBank nimero de acceso QBHNOOO00O000
BioSample numero de acceso SAMNO08905838

4.1.3.3.1 ANIb (Identidade nucleotidica media) e d(DDH (Hibrida-
cion DNA-DNA in silico)

Os valores da media de identidade dos nucleotidos segundo o al-
goritmo Blast (ANIb) e a hibridacion DNA-DNA in silico entre o xe-
noma da cepa BC09" e os das especies mais proximas observase na
Téaboa 13. Os valores do ANIb entre a cepa BC09' e B. safensis DSM
19292% ¢ B. australimaris KCTC 33532" foron 95.7% e 93.1% respec-
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tivamente. Establecese como nova ou especie diferente as cepas que
presenten un ANIb por debaixo do 94-96% (Chun et al., 2018) e a cepa
BCO09T encontrase no limite. Os valores do dDDH entre a cepa BC09" e
B. safensis DSM 192927, e B. australimaris KCTC 335327 foron 67.6%
e 51.9% respectivamente. Establecese como unha nova especie as cepas
que presenten un dDDH por debaixo do 70% (Chun et al., 2018).

Taboa 13. Valores de dDDH e ANIb entre BC09” e as cepas mais préximas a ela. Ce-
pas: 1, B. safensis subsp. osmophilus BC09"; 2, B. safensis FO-36b"; 3, B. australimaris
MCCC 1A05787"%; 4, B. zhangzhouensis MCCC 1A08372; 5, B. pumilus ATCC 70617; 6,
B. xiamenensis HYC-107; 7, B. altitudinis 41KF2b". Os valores de dDDH encoéntranse abaixo a
esquerda e os valores de ANID arriba a dereita. Todos os valores son en porcentaxes. Extraido
de Abril et al. (2019). Co permiso de Microbiology society.

1 2 3 4 5 6 7

1 95.7 93.1 90.4 91.1 88.9 88.5
2 67.6 93.1 90.5 9.3 89 88.6
3 519 52 90.4 91 88.9 88.4
4 42 42.2 41.6 90.3 90.5 89.7
5 44.1 44.6 43.4 41.7 88.7 88.4
6 374 37.4 372 422 36.6 91.2
7 36.4 36.3 35.8 392 36.1 44

4.1.3.3.2 Arbore filoxenémica

O termo filoxenémica comezase a empregar en publicacions recen-
tes, referindose 0 estudo e comparativa de xenomas completos entre
diferentes taxons (Meier-Kolthoff & Goker, 2017).

A partir das secuencias xendmicas tomadas da base de datos Gen-
Bank (Taboa 14), das cepas B. pumilus ATCC 70617, B. safensis FO-
36 T, B. australimaris MCCC 1A05787", B. zhagzhoensis DW5-4 7,
B. xiamenenesis HYC-10" € B. altitudinis 41KF2b7, construiuse a arbo-
re filoxendmica mediante o programa bioinformatico UBCGs (Figura
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28). Este programa alifia as secuencias de 92 xenes bacterianos de copia
Unica provenientes dos xenomas. Posteriormente, a partir de dita ana-
lise, mediante o programa MEGA 7 (Kumar et al., 2016) baseandose
nos modelos de analises NJ (Neigbour-Joining) (Saitou & Nei, 1987) e
ML (Maximum-Likelihood) (Rogers & Swofford, 1998) xerouse unha
arbore onde como nas arbores do 16S rRNA ¢ a gyrB, a cepa BC09T,
B. safensis FO-36b" e B. australimaris MCCC 1A05787" encOntranse

dentro dun mesmo cluster.

Taboa 14. Codigos de acceso do xenoma das cepas tipo e BC09". Base de datos GenBank.

Especie/Cepa

Codigo de acceso 6 xenoma

Bacillus mojavensis RO-H-1T

GCA 000245335.1

Bacillus halotolerans ATCC 250967

GCA 0015171051

Bacillus subtilis subsp. subtilis NCIB 36107

GCA 002055965.1

Bacillus vallismortis DV-1-F3T

GCA 000245315.1

Bacillus atrophaeus NRRL NRS 2137

GCA 001584335.1

Bacillus nakamurai NRRL B-410917

GCA 0015843251

Bacillus velezensis NRRL B-41580"

GCA 0014618251

Bacillus amyloliquefaciens DSM 77

GCA 000196735.1

Bacillus siamensis KCTC 136137

GCA 000262045.1

Bacillus altitudinis 41KF2b"

GCA 000691145.1

Bacillus xiamenensis HYC-107

GCA 000300535.1

Bacillus zhangzhouensis MCCC 1A083727

GCA 000715205.1

Bacillus pumilus ATCC 70617

GCA 000172815.1

Bacillus australimaris MCCC 1A057877

GCA 001307105.1

Bacillus safensis FO-36b"

GCA 000691165.1

BCO9"

QBHNOOOOO000
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100 Bacillus mojavensis RO-H-1T
100 Bacillus halotolerans ATCC 250967
100 Bacillus subtilis subsp. subtilis NCIB 36107

Bacillus vallismortis DV-1-F3T

Bacillus atrophaeus NRRL NRS 2137

Bacillus nakamurai NRRL B-410917

100,

Bacillus velezensis NRRL B-41580"
100 _: Bacillus amyloliquefaciens DSM 77
Bacillus siamensis KCTC 136137

100 Bacillus altitudinis 41 KF2b"
Bacillus xiamenensis HYC-10
100
Bacillus zhangzhouensis MCCC 1A083727
Bacillus pumilus ATCC 70617
Bacillus australimaris MCCC 1A057877

100 Bacillus safensis FO-36b"
BC09"

| —
0.020 190

Figura 28. Arbore filoxenémica baseada no modelo Neighbour-Joining kimura-2 (Kimu-
ra,1980) construido a partir do xenoma de BC09" e dos das especies mais préoximas empre-
gando o programa bioinformatico UBCGs. (aliiamentos concatenados de 92 xenes). A impor-
tancia de cada rama indicase polo valor do bootstrap que foi calculado en porcentaxe de 1500
subconxuntos. Bar, 0.02 nt substitucions por posicion. Os nodos marcados con circulos foron
obtidos tamén con algoritmo Maximum-Likelihood a parte do modelo NJ. Extraido e modifica-
do de Abril et al. (2019). Co permiso de Microbiology society.

4.1.3.4 Estudo proteémico mediante MALDI-TOF

Para levar a cabo o estudo protedémico mediante MALDI-TOF
MS, realizouse a extraccion proteica da cepa BC09T e das cepas tipo
mais proximas a ela, B. safensis FO-36b', B. australimaris MCCC
1A05787", B. zhangzhouensis MCCC 1A08372%, B. pumilus ATCC
7061" e B. xiamenensis HYC-10" e B. altitudinis 41KF2b". Seguida-
mente, levouse a cabo a analise por MALDI-TOF MS por triplicado
para cada cepa. A maioria dos espectros obtidos presentan entre 150
e 170 picos e as suas masas encontranse nun rango de 2 a 10 KDa. A
partir dos 3 espectros da mesma cepa, obtivéronse os picos mais re-
levantes e reproducibles para establecer o patron fingerprint de cada
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cepa (Figura 29). Posteriormente, levouse a cabo a analise estatistica
dos datos mediante o software ClinProTools (Boelke et al., 2005) de
Bruker. Na Téboa 15 amosanse os picos caracteristicos de cada cepa
analizada. Os picos m/z comuns para todalas especies estudiadas de
Bacillus son 2150, 3203, 3276, 3396, 3754, 3865, 3879, 4306, 4914,
4928, 7725, 8038, 9192, e 9823 Da. A principal diferenza que distingue
a cepa BC09" e B. safensis FO-36b" do resto de cepas ¢ a ausencia do
pico 2679 Da. Por outro lado, segundo Starostin (2015) o pico 6096
Da ¢ caracteristico de B. altitudinis. Sen embargo, nos datos analizados
neste traballo, dito pico estd presente en B. altitudinis 41KF2b' e na
cepa BCO9™. Podese apreciar no xel virtual (Figura 30) o alifiamento
dos cddigos de barras dos espectros de masas de cada cepa analizada
coas diferentes intensidades de cada pico.

Segundo a andlise do compofiente principal (PCA) (Figura 31) for-
manse catro grupos ben definidos. Por un lado, B. australimaris MCCC
1A05787" e B. xiamenensis HY C-10" nun mesmo grupo (A). No centro
B. altitudinis 41KF2b", a cepa BC09' ¢ B. safensis FO-36b" forman ou-
tro grupo (B) ben definido. B. pumilus ATCC 70617 e B. zhangzhouensis
MCCC 1A08372" preséntanse moi separadas das demais especies es-
tudadas (C e D). Segundo o dendograma (Figura 32) xerado a partir
das analises dos datos das diferentes especies, catro clusters obsérvanse
ben diferenciados (A ,B ,C e D), os cales corresponden con grupos xe-
rados na PCA (Figura 31). O comparar o dendrograma (Figura 32) xe-
rado a partir da analise do perfil proteico fronte as arbores filoxeneticas,
encontranse certas diferenzas e similitudes nos resultados. Observase
como B. australimaris MCCC 1A05787" encontrase moi proxima a
cepa BCO09T segundo os estudos xenéticos (Figuras 26, 27 e 28), men-
tres que non ocorre 0 mesmo segundo a andlise protedémica. Por outro
lado a especie mais proxima a cepa BC09' segundo as dias metodo-
loxias € B. safensis FO-36b".
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Taboa 15. Picos caracteristicos de BC09" e as cepas mais proximas a ela. Cepas: 1, B. safensis
subsp. osmophilus BC09"; 2, B. safensis FO-36b"; 3, B. australimaris MCCC 1A05787"; 4, B.
zhangzhouensis MCCC 1A083727; 5, B. pumilus ATCC 70617, 6, B. xiamenensis HYC-107; 7,
B. altitudinis 41KF2b". As masas dos picos preséntanse en Da.

1 2 3 4 5 6 7
2150 2150 2150 2150 2150 2150 2150
2277 2277

2290+2 2290+2 2290+2 2290+2 2290+2 2290+2

2679+4 2679t4 26794 2679t4 26794

2967+4 29674 2967+4 29674 2967+4 29674
29724 2972+4 29724 2972+4 2972+4 29724
3119 3126+4 31264 3126+4 31264 3117

32034 32034 32034 32034 32034 32034 3203+4

32764 32764 32764 32764 32764 32764 32764

33104 3310+4 3310+4 3310+4 33104 3310+4 33104

33964 3396+4 3396+4 3396+4 3396+4 3396+4 3396+4

37024 37024 37024 37024 3702+4 37024 37024

37102 371042 37102 37102 371042 371042

3754+4 37544 3754+4 37544 375444 375444 375444

3865+4 3865+4 3865+4 3865+4 3865+4 3865+4 3865+4

38794 3879+4 38794 387914 38794 387914 38794

43064 43064 4306+4 43064 4306+4 43064 4306+4

4598+4 4598+4 4598+4 4598+4 4598+4 4598+4 4598+4

46914 469114 46914 46914

4680+4 46804 4680+4 4680+4

491434 491424 491424 491434 491424 49144 491434

126



Taboa 15. (Continuacion)

Resultados e Discusion

1 2 3 4 5 6 7
4928 +4 4928 +4 4928 +4 4928 +4 4928 +4 4928 +4 4928 +4
4933 +4 4933 +4
5003+3 5003+3 5003+3 5003+3
503143 5022 5031+3 5031+3 503143
5226+4 52264 52264 52264 52264
5534
5361 5348

5566+2 5566+2 5566+2 5555 5566+2 55585 5566+2

5932 5932
594442 594412 594442 594412 594412 594442
6096+2 6096+2
66214 66214 6621+4 66214 6621+4 66214 66214
67924 67924 67924 67924 67924 67924 67924

7297

73694 73694 73694 73694 73694
7501+2 75012 7515 7515 7501+2 75012 7501+2
77254 77254 77254 77254 77254 77254 77254
8038+4 8038+4 8038+4 8038+4 8038+4 8038+4 8038+4
9192+4 9192+4 9192+4 9192+4 9192+4 9192+4 9192+4
9357 9363 9378 9378 9378 9351
9823+4 9823+4 9823+4 9823+4 9823+4 9839 9823+4
1045042 1045042 1045042 10431 1045042 1045042 1045042
11125 1113141 11131+1 11165 11104 11131741 11131+1
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Figura 29. Espectros “fingerprint” obtidos da analise das cepas BC09", B. safensis FO-
36b", B. australimaris MCCC 1A05787T, B. zhangzhouensis MCCC 1A08372", B. pumilus
ATCC 7061" e B. xiamenensis HYC-10T e B. altitudinis 41KF2b" por MALDI-TOF MS.
m/z, masa/carga; intens, intensidade.
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Figura 30. Xel virtual co aliiamento dos espectros de masas da cepa BC09" e as mais
proximas a ela, usando a ferramenta ClinProTools. Cores: vermello: B. altitudinis 41KF2b",
verde claro: B. australimaris MCCC 1A05787", verde escuro: B. xiamenensis HYC-10", azul
escuro: B. zhangzhouensis MCCC 1A08372", azul claro: B. pumilus ATCC 7061", amarelo:
BCO09T", morado: B. safensis FO-36b".
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Figura 31. Analise do compoiiente principal (PCA) das cepas de Bacillus estudadas em-
pregando a ferramenta ClinProTools. Cores: vermello: B. altitudinis 41KF2b", verde cla-
ro: B. australimaris MCCC 1A05787", verde escuro: B. xiamenensis HYC-107, azul escuro:
B. zhangzhouensis MCCC 1A083727, azul claro: B. pumilus ATCC 7061", amarelo: BC09T,
morado: B. safensis FO-36b".

~ Bacillus xiamenensis HYC-10T
_ Bacillus xiamenensis HYC-10T
— Bacillus xiamenensis HYC-10T A
——— Bacillus australimaris MCCC 1A05787T
~+ Bacillus australimaris MCCC 1A05787T
| Bacillus australimaris MCCC 1A05787T
—— Bacillus safensis subsp. safensis FO-36bT
—— Bacillus safensis subsp. safensis FO-36bT
Bacillus safensis subsp. safensis FO-36bT
- Bacillus safensis subsp. osmophilus BCOST
—— Bacillus safensis subsp. osmophilus BCO9T B
. Bacillus safensis subsp. osmophilus BCOST
- Bacillus altitudinis 41KF2bT
— Bacillus altitudinis 41KF2bT

U — Bacillus altitudinis 41KF2bT

—— Bacillus pumilus ATCC 7061T
[ Bacillus pumilus ATCC 7061T C
. Bacillus pumilus ATCC 7061T

— Bacillus zhangzhouensis MCCC 1A08372T

— Bacillus zhangzhouensis MCCC 1A08372T D
— Bacillus zhangzhouensis MCCC 1A08372T

Figura 32. MSP (Mean spectra Projection) dendograma das cepas BC09", B. altitudinis
41KF2b", B. australimaris MCCC 1A05787", B. xiamenensis HYC-10", B. zhangzhouensis
MCCC 1A08372", B. pumilus ATCC 7061, e B. safensis FO-36b". 3 replicas foron analiza-
das para cada cepa.
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4.1.3.5 Estudo quimitaxonémico e fenotipico

Para levar a cabo o estudo quimiotaxondémico, realizouse a ana-
lise dos acidos graxos das cepas BCO09', B. safensis FO-36b" e
B. australimaris MCCC 1A05787". Os acidos graxos predominantes na
cepa BCO9" son o iso-C, (56.1%) e anteiso-C _ (21.0%). O perfil de
acidos graxos da cepa BC09" é similar os obtidos para B. safensis FO-
36b" e B. australimaris MCCC 1A05787" con diferenzas na proporcion
de is0-C, . Na Taboa 16 amosase a lista dos acidos graxos predomi-
nantes para as tres cepas de Bacillus estudadas. Observouse coma a
menaquinona 7 (MK?7) foi a nica quinona respiratoria detectada na
cepa BCO09T, de igual modo que ocorre para B. australimaris MCCC

1A05787" (Liu et al., 2016).

Tres diferentes diaminoacidos encéntranse no peptidoglicano dos
membros de Bacillaceae, o 4cido meso-diaminopimelico, ornitina € li-
sina (Logan et al., 2019). Mediante a analise dos peptidoglicanos encon-
trouse a presenza de meso-DAP (4cido meso-diaminopimelico) o cal ¢
comun no xénero Bacillus (Logan et al., 2009, Logan & Bacillus, 2015)
e tipicamente presenta peptidoglicanos tipo Aly (Schumann, 2011).

Taboa 16. Composicion dos acidos graxos da cepa BC09" e as especies mais proximas.
Cepas: 1, BC09; 2, B. safensis FO-36b"; 3, B. australimaris MCCC 1A05787". Non se amo-
san os acidos graxos detectados por debaixo do 1%. Os datos forman parte de este estudo.

Acido graxo 1 2 3

Saturados de cadea lineal

C 2.1 1.2 13

160

Saturados iso-ramificados

Crio 08 06 1.0
Creo 56.1 60.2 615
c 15 16 14

16:0
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Taboa 16. (Continuacion)

Acido graxo 1 2 3

C 7.4 39 4.3

17:0

Saturados anteiso-ramificados

Ciso 21.0 26.7 22.8
Ci 3.6 35 26
Insaturados

Cir1 50 wioc 1.6 1.0 1.7
C 1.4 0.6 0.7

18:1 w9c

O patron de lipidos da cepa BC0O9' consta de difosfofatidilglice-
rol (DFQG), fosfatidilglicerol (FG), dous fosfolipidos non identificados
(FL), dous glicolipidos non identificados (GL), tres lipidos non identifi-
cados (L) e un fosfoglicolipido non identificado (FGL).

L
L
DPG
PG |
- GL
PL

Figura 33. Patrén de lipidos da GL
cepa BC09". DPG: difosfofati- PL
dilglicerol; PG: fosfatidilglicerol;
PL: fosfolipido; GL: glicolipido; PGL

L: lipido; PGL: fosfoglicolipido.
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O patron de lipidos polares da cepa BC09' ¢ similar o das cepas mais
proximas B. safensis FO-36b" e B. australimaris MCCC 1A05787T (Liu
et al., 2016). Os péptidos polares determinados para B. australimaris
MCCC 1A05787" foron un difosfatidilglicerol, un fosfatidilglicerol, un
fosfolipido, un lipido e tres glicolipidos. A cepa B. safensis FO-36b"
presenta 0 mesmo patrén pero observouse un fosfolipido menos e au-
sencia de fosfatidilglicerol (Liu et al., 2016).

As principais diferenzas no patron de lipidos polares da cepa BC09'
con B. safensis FO-36b" e B. australimaris MCCC 1A05787" ¢ a au-
sencia de fosfoglicolipidos nestas dous tltimas e a do fosfatidilglicerol
en B. safensis FO-36b" (Taboa 17). Amoésanse os patron dos lipidos
polares de B. safensis FO-36b" e B. australimaris MCCC 1A05787"
extraidos do articulo cientifico (Liu et al., 2016) (Figura 34).

Taboa 17. Lipidos polares determinados para a cepa BC09” e as especies mais préximas.
Cepas: 1, BC09T; 2, B. safensis FO-36b"; 3, B. australimaris MCCC 1A05787". Os datos
forman parte de este estudo e de Liu et al., (2016).

Lipido polar 1 2 3
Difosfofatidilglicerol(DPG) 1 1 1
Fosfatidilglicerol(PG) 1 - 1
Fosfolipido(PL) 2 1 2
Glicolipido(GL) 2 3 5
Lipido(L) 3 1 1
Fosfoglicolipido(PGL) 1
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a y b
GL1
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PGaPL1 L il
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GL2 ;

Figura 34. Imaxe do patrén de lipidos das cepas B. australimaris MCCC 1A05787" (a) e
B. safensis FO-36b" (b). DPG: difosfofatidilglicerol; PG: fosfatidilglicerol; PL: fosfolipido; GL:
glicolipido; L: lipido; PGL: fosfoglicolipido. F: primeira dimension; S: segunda dimension. Ex-
traida de Liu et al., (2016). Co permiso de Microbiology society.

4.1.3.6 Caracterizacion fenotipica mediante probas bioquimicas

A caracterizacion fenotipica recomendada polos minimos estandar
para as bacterias formadoras de endoesporas levouse a cabo mediante as
probas realizadas cos API S0CH, API ZYM e 20NE ; e coas probas se-
gundo os métodos descritos por Claus e Berkeley (1872). As cepas tipo
B. safensis FO-36b" e B. australimaris MCCC 1A05787" incluironse
neste estudio como cepas de referencia.

A cepa BC09" ¢ catalasa negativo, oxidasa positivo e anaerobia fa-
cultativa. E capaz de crecer dende pH 5.7 a pH 8, ainda que o seu opti-
mo € pH 7. Crece en medio con 30% de sacarosa e entre 5 e 55°C, sendo
a sua temperatura optima 30°C. Os demais resultados obtidos para as
cepas BC09', B. safensis FO-36b" e B. australimaris MCCC 1A05787"
amosanse na Taboa 18 e as diferencias fenotipicas entre ditas cepas
expofiense na Téboa 19.
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Taboa 18. As caracteristicas fenotipicas das cepas BC09" e as cepas mais proximas. Ce-
pas: 1, BC09T; 2, B. safensis FO-36b"; 3, B.australimaris MCCC 1A05787". +, reaccion posi-

tiva; -, reaccion negativa; w, reaccion positiva débil, ND, non determinado.

Caracteristicas 1 2 3 Caracteristicas 1 3
Gas desde glucosa - - = Produccién de acido dende (API 50CH):
Voges Proskauer + + + Glicerol w +
Producién de H2S = - = Eritriol - -
reduccion de nitrato = - = D-Arabinosa - -
Producion de: L-Arabinosa + +
acetoina + ND ND || D-Ribosa + +
f:le:ai:;liannai?ae i gy > S i i
catalasa + + ND || D-Adonitol - -
caseinase + w  ND )I\(/Iifotg}ga_osida - -
amilasa = = ND || D-Glucosa + +
oxidasa + + ND || D-Fructosa + +

D-Mamnosa + +
D-Sorbosa - -
D-Maltosa - + = L-Rhamnosa + -
Acido caprico - - - Dulcitol - -
Acido adipico - - - Inositol + +
Acido fenilacético - - = D-Manitol + +
D-Sorbitol - -
Producion de (API 20NE) m:gggi?a'nosi s w .
Indol _ . . Metil-aD- w .

Glucopiranosida

Arginina dihidrolasa

N-AcetilGlucosamina

Ureasa

Amigdalina
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Taboa 18. (Continuacion)

Caracteristicas

Caracteristicas

Esculinasa

Arbutina

Celatinasa

Esculina

Salicina

Producion de (APl ZYM):

D-Celobiosa

Fosfatasa alcalina

D-Maltosa

Esterasa (C 4)

D-Lactosa

Esterasa lipasa(C 8)

D-Sacarosa

Lipasa (C 14)

D-Trehalosa

Leucina arilamidasa

Inulina

Valina arilamidasa

D-Melezitosa

Cistina arilamidasa

D-Rafinosa

Tripsina

Glicégeno

a-quimotripsina

Xilitol

Fosfatasa acida

ND

D-Turanosa

Naftol-AS-BlI-
fosfohidrolasa

D-Lixosa

a-galactosidasa

D-Tagatosa

B-galactosidasa

D-Fucosa

B-glucuronidasa

L-Fucosa

a-glucuronidasa

ND

D-Arabitol

B-glucosidasa

ND

L-Arabitol

N-acetil-B-
glucosaminidasa

Gluconato potasico

a-mannosidasa

2-CetoGluconato
potasico

a-fucosidasa

5-CetoGluconato
potasico

136



Resultados e Discusion

As principais diferenzas fenotipicas entre a cepa BC09™ e as duas mais
proximas B. safensis FO-36b™ e B. australimaris MCCC 1A057877
son a producion de diferentes enzimas coma leucina e valina arila-
midasa, quimiotripsina, a-galactosidasa e a-mannosidasa, asi como a
producion de 4cido dende distintas fontes de carbono e o crecemento
a diferentes temperaturas.

Taboa 19. As diferencias das caracteristicas fenotipicas das cepas BC09' e as cepas mais
préximas. Cepas: 1, BC09"; 2, B. safensis FO-36b"; 3, B.australimaris MCCC 1A05787". +,
reaccion positiva; -, reaccion negativa; w, reaccion positiva débil.

Caracteristicas 1 2 3

Crecemento a:

5°C + - B

55°C + - i

Produccion de (API ZYM):

Leucina arilamidasa = p +
Valina arilamidasa = - +
«-galactosidasa + - +
o-mannosidasa + - +
Quimiotripsina = W +

Producciéon de acido dende (API 50CH):

L-Rhamnosa + - -
Maltosa - + -
Turanosa = + =

Para a caracterizacion da cepa BC09T levaronse a cabo todolos estu-
dos descritos por Logan et al. (2009) establecidos como os minimos
estandar, propostos para describir novos taxons de bacterias aerobias
formadoras de esporas.
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Os resultados dos xenes secuenciados 16S rRNA, gyrB e tuf establecen
que as especies mais proximas a cepa a estudo son B. safensis FO-36b"
e B. australimaris MCCC 1A05787". O posterior estudo do xenoma
e a analise do perfil proteico mediante MALDI-TOF MS reafirma o
resultado anterior, e establece que a especie mais proxima a BC09"
¢ B. safensis. O valor da hibridacion DNA-DNA in silico entre estas
duas cepas ¢ 67.6%, onde o establecemento dunha nova especie en-
contrase por debaixo do 70% (Chun et al. 2018); valores similares de
dDDH establécense entre diferentes subespecies de B. subtilis (Naka-
mura et al., 1999; Rooney et al., 2009). O valor do ANIb entre BC09'
e B. safensis € 95.7%, onde o establecemento dunha nova especie en-
contrase por debaixo do 96% (Richter et al., 2009). Segundo reportou
Guillermo Jiménez et al. (2013), moitas especies do grupo de B. cereus
presentan 6 comparar os seus xenomas valores de ANIb entre 99.9% e
95.8%, o cal pode indicar a necesidade dunha reclasificacion de moitas
especies do xénero Bacillus. Ainda asi, neste caso segundo establecese
para distinguir estre especies, ambolos dous valores DDH e ANIDb si-
tuanse no limite entre a cepa BC09e B. safensis FO-36b". Segundo o
perfil dos acidos graxos, a principal diferenza entre BC09" e as outras
dos cepas relativas, € a proporcion de iso-C . . Ademais, co estudo do
patron de lipidos poléares determinouse a presenza de fosfoglicolipidos
na cepa BC09', mentres que este lipido esta ausente en B. safensis
FO-36b" ¢ B. australimaris MCCC 1A05787". Por tltimo, respecto
as probas fenotipicas as principais diferenzas entre a cepa BC09' e as
duas mais proximas son a producion de diferentes enzimas, asi como
a producioén de acido dende distintas fontes de carbono e o crecemento
a diferentes temperaturas.

O conxunto de tédolos resultados indican que a cepa BC09" encontra-
se no limite para ser considerada unha nova especie. Debido a proxi-
midade filoxenetica da cepa BC09' coa especie B.safensis e as con-
seguintes diferencias fenotipicas entre elas, considerouse que a cepa
BCO09" ¢ unha nova subespecie da especie B.safensis. O nome propos-
to para a cepa BC09™ foi Bacillus safensis subsp. osmophilus subsp
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nov. Tal e como describese no articulo publicado “Bacillus safensis
subsp. osmophilus subsp. nov., isolated from condensed milk, and
description of Bacillus safensis subsp. safensis subsp. nov.” (Abril et
al., 2019) e de acordo coa regla 46 do Bacteriological Code (Lapage
et al.,, 1990): a descricion dunha nova subespecie a cal non inclue
a cepa tipo da especie Bacillus safensis, automaticamente crease a
subespecie Bacillus safensis subsp. safensis subsp. nov. para a cal a
cepa tipo é FO-36b" ¢ a stia descricion segue a descricion orixinal de
Satomi et al. (2006). As descricidons das dias subespecies segundo
Abril et al. (2019), achéganse a continuacion:

4.1.4 Descricion de Bacillus safensis subsp. safensis subsp. nov.

Bacillus safensis subsp. safensis [sa.fen’sis. N.L. masc. adj. safensis
proveniente do SAF (no laboratorio do reactor de propulsion da aerona-
ve espacial , Pasadena, CA, USA), de onde o organismo for por primei-
ra vez]. A descripcion de esta subespecie segue a descricion orixinal de
Satomi et al (2006). As células son mesofilas, aerobias, quimioheterotro-
ficas, Gram positivas, bacilares formadoras de esporas, mobiles por un
flaxelo polar. As células tefien un didmetro de 0.5-0.7mm e 1.0—1.2mm
de longo. O crecemento ocorre entre 0—10% (w/v) de NaCl e un pH
de 5.6. O crecemento ocorre entre 10-50 °C (6ptimo, 30-37 °C), pero
non a 4 ou 55 °C. As colonias son redondas, onduladas, brancas, non
luminescentes e tefien marxes irregulares en placas de TSA incubadas a
32 °C durante 24 h. Produce oxidasa, catalasa, B-galactosidasa, B-gluco-
sidasa, alcalina fosfatasa, naftol-AS-BI- fosfatasa e esterasa, pero non
produce H,S, indol, amilasa, agarasa, lecitinasa, DNasa, ureasa, leucina
arilamidasa, cistina arilamidasa, valina arilamidasa, tripsina, o-galac-
tosidasa, N-acetil-pB-glucosamidasa, a-fucosidasa, triptofano deamina-
sa, fenilalanina deaminasa, arginina dihidrolasa, lisina decarboxilasa e
ornitina decarboxilasa. As celulas non reducen nitrato, pero hidrolizan
gelatina, aesculina e RNA. A hidrolise de caseina varia segln as cepas.
O test de Voges—Proskauer ¢ positivo. O crecemento ocorre en placas
suplementadas con 1% de glicina e glicina e extracto de carne, pero
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non en 0.0001% de lisozima. E negativo para a producién de gas den-
de D-glucosa. Produce acido dende D-glucosa, glicerol, L-arabinosa,
ribosa, D-xilosa, galactosa, fructosa, mannosa, inositol, mannitol, metil
o -D-mannopiranosida, metil a -D-glucopiranosida, N-acetilglucosami-
na, amigdalina, arbutin, salicina, celobiosa, maltosa, sucrosa, trealosa,
turanosa e D-tagatosa, pero non dende eritritol, D-arabinosa, L-xilosa,
adonitol, metil B-D-xilopiranosida, sorbosa, ramnosa, dulcitol, sorbi-
tol, inulina, melecitosa, rafinosa, almidon, glucogeno, xilitol, D-lixosa,
D-fucosa, L-fucosa, D-arabitol, L-arabitol, gluconato, 2-ketogluconato
ou 5-ketogluconato. As reaccion para lactosa, melibiosa e gentiobiosa
varian segundo as cepas. Citrato, malate, D-glucose, glycerol, L-arabi-
nose, ribose, D-xilosa, galactosa, fructosa, mannosa, inositol, mannitol,
metil a-D-mannopiranosida, metil a-D-glucopiranosida, N-acetilgluco-
samina, amigdalina, arbutina, salicina, celobiosa, maltos, sucrosa, trea-
losa, gentibiosa, turanosa, D-tagatosa, gluconato, lactato, L-aspartato e
L-glutamato son facilmente usadas como fontes de carbono. Eritritol,
D-arabinosa, L-xilosa, adonitol, metil §-D-xilopiranosida, sorbosa, dul-
citol, sorbitol, inulina, lactosa, melecitosa, almidon, glucégeno, xilitol,
D-lixosa, D-fucosa, L-fucosa, D-arabitol, L-arabitol, 2-ketogluconato,
5-ketogluconato, acido caprico, acido adipico , acido fenilacético, pro-
pionato e glicina non as usa coma fonde de enerxia. A utilizacion de
ramnosa varia segundo as cepas. A composicion dos acidos graxos de
toda a c€lula son principalmente C iso, C,,  anteiso, C, jisoeC .
anteiso. A cepa tipo ¢ FO-36b™ (=ATCC BAA-1126"=NBRC 1008207),
foi illada do reactor de propulsion da aeronave espacial , Pasadena, CA,
USA. O contenido en G+C do DNA ¢ 41.0—41.4 mol%.

4.1.5 Descricion de Bacillus safensis subsp. osmophilus subsp. nov.

Bacillus safensis subsp. osmophilus (os.mo phi.lus. Gr. n. osmos
tendencia; Gr. adj. philos amante; N.L. masc. adj. philus, amante; N.L.
masc. adj. osmophilus, referido a habilidade de crecer en medio con alta
concentracion de azucres) (Abril et al., 2019). As celulas son Gram po-
sitivas, bacilares, mobiles por un flaxelo polar (0.6-0.8 um de ancho e
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1.3-2.5 pm de lonxitude). Esporas centrales ovales, pero non engrosa o
esporanxio. Catalasa e oxidasa positiva. As colonias son redondeadas,
brancas crema e opacas. Anaerobia facultativa. Crece a pH 5.7 ata pH
8 (pH 7 6ptimo). Pode crecer en presenza de 7% NaCl. Crece dende 5
ata 55°C (a temperatura optima ¢ 30°C). E capaz de crecer en medio
con 30% de glucosa. O nitrato non se reduce a nitrito. A producion de
acetoina € positiva. Producion de indol, felinalanina deaminasa, ureasa
amilasa, arginina dehidrolasa e H,S ¢ negativo. Producion de gelatinasa,
caseinasa, acido e alcalina fosfatasa, esterasa, esterasa lipasa, lipasa, fos-
fohidrolasa e B-galactosidasa, B-glucosidasa e mannosidasa ¢ positiva. A
producion de leucina, cisteina e valina arilamidasa, tripsina, quimiotrip-
sina, glucuronidasa, N-acetil-glucosaminidasa, a-glucosidasa, e a-fu-
cosidasa ¢ negativo. A asimilacion de glucosa, L-arabinosa, mannosa,
mannitol, N-acetilglucosamina, gluconato, malato e citrate e positiva.
A asimilacion de maltosa, acido caprico, acido adipico e acido fenila-
cético e negativa. A producion de acido dende D-glucosa, L-arabinosa,
D-ribosa, D-xilosa, D-galactosa, D-fructosa, D-mannosa, L-rhamnosa,
inositol, D-mannitol, N-acetilglucosamina, amigdalina, arbutina, sali-
cina, celobiosa, melibiosa, sacarosa, trehalosa e D-tagatosa ¢ positiva.
A producion de acido dende glicerol, metil a-D-manopiranosida e me-
til a-D-glucopiranosida ¢ débil. A producion de acido dende eritritol,
D-arabinosa, L-xilosa, adonitol, methil a-D-xilosida, L-sorbosa, dulci-
tol, sorbitol, maltosa, lactosa, inulina, melecitosa, raffinosa, almidon,
glucogeno, xilitol, gentibiosa, turanosa, L-lixosa, D-fucosa, L-fucosa,
D-arabitol, L-arabitol, gluconato, 2 ketogluconato e 5 ketogluconato ¢
negativo. A Unica quinona detectada foi MK-7 ¢ meso-DAP ¢ detecta-
do no peptidoglucano. O perfil lipidico consiste en difosfatidilglicerol e
fosfatidilglicerol, dous fosfolipidos non identificados, dous glicolipidos
non identificados, tres lipidos non identificados e un fosfoglicolipido. Os
principais acidos graxos son iso- e anteiso-C tamén C1, iso e

CI5:0 15:0°

C,, ., anteiso foros identificados en pequenas cantidades. O contido en

G+C da cepa BC09™ ¢ 40.9 mol%. A cepa tipo BCO9™ (=LMG 30124™=-
CECT 9344") foi illada de leite condensado contaminado en Espana.
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4.2 Capitulo II: Caracterizacion de péptidos biomarcadores
mediante LC-ESI-MS/MS, para a identificacion de especies de
Streptococcus e Staphylococcus aureus produtoras de mastite.

As cepas de Streptococcus e S. aureus empregadas neste traballo,
foron previamente identificadas por MALDI TOF e secuenciacién do
16S rRNA (Bohme et al., 2012; Quintela-Baluja et al., 2014) no la-
boratorio LHICA da facultade de Veterinaria da USC. Todalas cepas
proveiien de produtos lacteos excepto S. aureus CNR-ISPA U17 que
ten orixe clinico.

A dixestion triptica de 14 cepas de Streptococcus (Taboa 5) e 20 de
S. aureus (Taboa 6) produtoras de mastite, foron analizadas mediante
LC-ESI-MS/MS. Os datos foron procesados e os espectros dos péptidos
de cada cepa foron asinados a unha secuencia peptidica por SEQUEST
(Proteome Discoverer 1.4 package, Thermo Scientific) fronte 6s datos
de Bacteria da base de datos de UniProt/ TrEMBL.

4.2.1 Caracterizacion dos péptidos para a identificacion de
Streptococcus spp. mediante LC-ESI-MS/MS.

4.2.1.1 Repositorio protedmico de Streptococcus spp. produtoras
de mastite

Para as cepas de Streptococcus, 2546 péptidos non redundantes co-
rrespondentes a 1890 proteinas foron identificados neste traballo. Tanto
proteinas do citoplasma como asociadas a membrana e secretadas, fo-
ron extraidas e determinadas mediante o protocolo empregado. Entre
todalas proteinas determinadas encontraronse proteinas conservadas en
bacterias, involucradas nas principais funcions e vias metabdlicas como
por exemplo as proteinas ribosomais 30S e 50S, sistemas de transpor-
te ABC, factor de elongacion Tu, DNA girasas ¢ helicasas, proteinas
implicadas no metabolismo de carbohidratos como glucosa-6 fosfato,
ademais de proteinas non caracterizadas e moitas outras.
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Por outro lado, proteinas involucradas en funciéns determinadas como
os factores de virulencia e as proteinas de orixe faxico, en xeral presen-
tan homoloxias restrinxidas a especies e cepas especificas (Calo-Mata
et al., 2016). Este feito, implica que péptidos de estas proteinas poden
ser empregados como biomarcadores para a deteccion e caracterizacion
de ditas cepas e especies.

4.2.1.2 Caracterizacion dos péptidos de factores de virulencia para
a identificacion de Streptococcus spp. produtoras de mastite

Entre o repositorio proteomico das cepas de Streptococcus analiza-
das, encontraronse certos péptidos pertencentes a factores de virulencia.
Os factores de virulencia identificaronse empregando a base de datos
“Virulence Factors of Pathogenic Bacteria Database” (VFDB) (http://
www.mgc.ac.cn/VFs/) e aumentouse a busca de factores descritos en
publicacion cientificas (Hynes & Sloan, 2016; Golinsk et al., 2016).

Encontraronse 92 péptidos pertencentes a factores de virulencia como
toxinas, proteinas implicadas na evasién inmune € colonizacion de células
eucariotas como a proteina M tipica de Streptococcus e, proteinas de resis-
tencia e producion de antibioticos. Estes péptidos foron analizados empre-
gando a ferramenta BLASTp (Altschul et al., 1990) para determinar a ho-
moloxia coas proteinas da base de datos NCBI. Realizouse unha primeira
andlise coa ferramenta BLASTp incluindo Streptococcaceae nos parame-
tros de busca. Para asegurar a exclusividade dos péptidos analizados coas
especies bacterianas de Streptococcus, realizouse o BLASTp excluindo a
familia Streptococcaceae nos parametros de busca. Dos 92 péptidos perten-
centes a factores de virulencia, 58 son especificos de Streptococcus spp. Na
Taboa 20 amodsanse estes péptidos especificos, os factores de virulencia 6s
que pertencen e as especies de Streptococcus con 100% de homoloxia fron-
te a base de datos de proteinas do NCBI. Os péptidos ordendronse segundo
as principais funcions dos factores de virulencia: toxinas, resistencia a an-
tibidticos, resistencia a telurito, evasion inmune e colonizacion, producion
de lantibidticos e ABC transportadores asociados a factores de virulencia.
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Para as cepas da especie S. uberis ST1 e ST11 determinaronse 6 e 1 pép-
tidos especificos de Streptococcus respectivamente. Para as cepas da es-
pecie S. agalactiae ST3, ST9 e ST14 determinéronse 6, 1 e 2 péptidos,
respectivamente. Para as cepas da especie S. dysgalactiae ST2, ST6 e
ST7 determindronse 9, 3 e 8 péptidos, respectivamente. Para as cepas
da especie S .parauberis ST4 e STS determinéaronse 6 e 5 péptidos, para
cada un deles. Para a cepa ST8 da especie S. uberis determinaronse 3
péptidos. Para a cepa ST10 da especie S. canis determinouse un pép-
tido. Por ultimo para as cepas ST12 e ST13 da especie S. gallolyticus
determindronse 6 e 1 péptidos, respectivamente.

Ademais, 57 dos 58 péptidos de factores de virulencia estudados,
describense por primeira vez para as especies analizadas neste traballo
(Téboa 20). Isto implica que so un péptido foi previamente descrito para
as especies analizadas. Dito péptido DLWCNMIIAAK, ¢ moi especifico
para a especie S. dysgalactiae na base de datos do NCBI ¢ para a cepa
ST14 analizada neste estudo tamén pertencente a especie S. dysgalactiae.

Téaboa 20. Toédolos péptidos especificos de factores de virulencia determinados para as
cepas de Streptococcus analizadas. Amosanse os 58 péptidos de factores de virulencia, as
cepas nas que foron determinados e os Streptococcus con 100% de homoloxia fronte a base de
datos do NCBL.

o .
Cepa Funcién Proteina Péptido 100% homoloxia

con NCBI
LLATISMIQEQ-
ST1 Toxina RelE GVLIAQRMEW- S. suis
VKK
VFKENNLNTA-
ST2 ) Antitoxina RelB QALNLFLKN- S. gallolyticus
Toxinas VAETGQLNLK
ST1 Antitoxina YefM B S c.is
MAK
. LIYMMDGDNVA- -
ST2 Toxina YoeB FLSFKDHY S. mitis
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100% homoloxia

Cepa Funcién Proteina Péptido con NCBI
S. dysgalactiae
ST Toxinas Exotoxina piroxénica NIYAPRYDE- subsp. )
SpeK DEILDNR dysgalactiae
S. dysgalactiae
. - MDYQRIND-
ST3 Eﬂr;):sma da familia YLTSIENNVL- :;Streptococcus
VIEEMSLRGSR ~ °PP
ST14 Proteina da familia FNRFILAFEQLKK S, oralis
MarR
ST2 Proteina MurM gEtSEYLSEFR_ S equi
Resistencia
a antibio- ; i
' Peptidasa da familia FSHCQTAHE- .
STS ticos M56 TIVNAKDGKLVK = $8nguinis
LVPDQPIQITG-
sT8 Beta- lactamasa tipo  FYVNEEEVPI- S sanauinis
serina hidrolasa FKLKNGQFVIA-  ~*@79
DK
Beta- lactamasa tipo  FSITDVLVNS- .
STIS serina hidrolasa KKELVFQIDDK > SUS
Resistencia D A
ST4 3 telurito Proteina TelA KSIEQKMDG- S. iniae
MAAAVVK
N-acetylmuramo- MKKVILASTVAL-
ST1 I—L—alaynine amidasa SILCFTQATVQA-  S.mitis
Y QENNAESVR
EENDVDLQKS-
ST3 CLpX ATPasas NILMIGPTCSCK-  S. vestibularis
TFLAQTLAR
Evasion
inmune e SIIEETMLDVM-
ST5 coloniza- CLpX ATPasas FEVPSQENVKLI- S. pneumoniae
cion RITK
S. agalactiae
S. canis
ST5 CLp ATPasas WIGDAQKRTK S equi

S. castoreus
S. dysgalactiae
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Taboa 20. (Continuacion)

100% homoloxia

Cepa Funcién Proteina Péptido con NCBI
RTIQDHIE- S. cristatus
ST12 CLp ATPasas DAITDYYLEHPK s gordonii
ENLLQIVEL- S. pneumoniae
ST12 ClLp ATPasas MLADVNKRLSS- .
NNIHLDVTDK S mitis
- S. sinensis
ST14 CLpC ATPasas ERAACIE .
RATR S. anginosus
NNPVLVGDAGV- S. suis
ST14 CLpX ATPasas
P GKTVLALGLAQR ' 5. pneumoniae
- VPTLQLANGK- S. pneumoniae
ST5S Sialidasa A TAREMTQYDTK S oralis
EDVETNTSN-
ST7 Sialidasa A GQRVDLSSEL- S. pneumoniae
DKLK
Lz Proteina de unidén a TCWVKDKG- .
ST12 Evasion 8 S. pneumoniae
AR @ colina (Cbp) TWYYLDK
coloniza: Proteina de unién a EERT VLGS
ST14 cion colina (Cbp) GAMATGWA- S. mitis
P TANGQWSYFEK
PspA/Glucosiltrans- TEQVLLTEAVQ-  S. gordonii
ST4 .
ferasa QVQR S. cristatus
DLDAA-
ST4 PspA DKALEAA- S.mitis
QAELKAR
GTESEAAKPA-
ST4 lg A1 proteasa PKEAGTTAG- S. pneumoniae
NEVK
ST11 lg A1 proteasa NNDKYYAIYNLK  S. pneumoniae
YPDKSPAEI-
ST12 C5a peptidasa SELVKALIM- S. anginosus
STAKPHINK
. SVAVAVAVL-
ST8 Proteina M GAAFANQTEVK S. pyogenes
. AEAVSRSN-
ST9 Proteina M SEQNNLEKR S. pyogenes
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100% homoloxia

Cepa Funcién Proteina Péptido con NCBI
. IVAVALTVVGAG-
ST9 Proteina M FANQTEVK S. pyogenes
YVEKSYHLLSD-
ST9 Proteina M FIDQISSTYNF- S. cristatus
KIDNK
ST10 Proteina Mga KVLLTFFLDKR S .
EVaSIon pseudoporcinus
inmune e
, ) IVPPLVMMILLII- .
ST5 cp]omza— O-acetylasa OafA PFTELVR S. henryi
cién
Peptidoglica-
ST6 no-N-acetilglucosa- DAELYQTYFAQK S. oralis
mina deacetilasa
FGSGWAWL- ) '
ST14 Superoxido dismu- VVNKDGKLE- S. infantarius
tasa VISTANQDTPL- s equinus
SEGK
ST14 Proteina LanM AN S. pneumoniae
CPSK
Producien A1 PIOEINAde  STIMKIIFGLE-
ST14 de lantibio- g NADSGAIVFNG- S mitis
ticos portador de Lantibio- GKNAGK
tico
ST14 MFS transportadorde o) \veNMIAAK S dysgalactiae
Lantibioticos
AVIARMFASDP-
ST2 ﬁg;i:insportador NIFVLDEPTTGM- ftre,otococcus
DAGSK Pp.
S. cristatus
TIYKNFMEIG- Streptococcus sp.
STS s dozine PO TALMSTCLAIS-  HMSC062607
LIVMSKGK S. gordonii
S. sanguinis
NNLTLYEN-
ST éggrgamportador 4 QYSLPIAFASQ- S mitis
SIYNNVK
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Taboa 20. (Continuacion)

100% homoloxia

Cepa Funcién Proteina Péptido con NCBI
S. Infantarius
SMPDAIYLFT- S. equinus
sT2 ésgrgamportador 4 |IKVACMGLTS- s jutetiensis
Suel Streptococcus sp.
KCJ4932
ABC transportador de DGADYISVMQD- .
STé Metal NLKALEK S varani
Streptococcus sp.
AST14
ST2 ABQ traln.sportador de IVLPQAFRIALP- S. sanguinis
Aminoacidos NLTTALLNLMR .
S. cristatus
S. sp. CCH8-C6
sT2 ABC transportador de  TGVPLLTPSGTQ- S. sp. 449 _SSPC
Aminoacidos DDLTVDAK S. salivarius
MVDGCKNQVV-
ST3 QBC. tra,”?g’ortador de  GADIGMAQAIA- S, oralis
ABC Trans- minoacidos DELGVK
portadores
Streptococcus
sp. 45
ABC transportador de S. equinus
ST12 Aminoacidos MR NN S. lutetiensis
S. infantarius
S. sp. KCJ4932
ABC transportador de DI IRS Streptococcus sp.
ST2 Glutamina GAIYLIMIGLVT- DD13
LISKQVEK
ABC transportador de KDEVIKEAEN- .
ST2 Glutamina LLER S sanguinis
YDLQVLEDDK- S oralis
ARCHRatorde augspvocAPL ;7
Y MKEDLLK S mitis
QEITLAY-
ST4 éf‘gi:aa/fe‘gir;aadorde VEWDSEVASTN-  S. infantarius
Y VLAEVLKTK
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100% homoloxia

Cepa Funcién Proteina Péptido con NCBI
AKLRTIVAAFA-
ST8 ’éIB(C:i :: /%Zﬁg;azdor de VUMVLGLGAS- S infantis
Y YAPSMIPSK
<3 ABC transportador de  KNVQMIFQDP- S infantarius
Oligopeptidos QASLNAR S lutetiensis
ABC transportador de VNKGEFIAIM-
ST12 ABCTrans o teriocina GESGSGK S. phocae
portadores
TVLGFGCFVVQL- Streptococcus sp.
ST BCeAB ABC transpor- vy yayaANGY-  HSISM1
tador de Bacitracina o
VMK S. parasanguinis
<14 BceAB, ABC transpor-  ONIIALIQENGI-  ° SP- SK643
tador de Bacitracina KKSVLAK S.

pseudopneumoniae

4.2.1.2.1 Péptidos de toxinas determinados para Streptococcus spp.

Entre o repositorio protedmico das cepas de Streptococcus estuda-
das produtoras de mastite, determinaronse 5 péptidos especificos para
Streptococcus spp. dunha exotoxina piroxénica e de toxinas e antitoxi-
nas dos operéns RelBE e yefM-yoeB (Téboa 20)

* Determinouse un péptido pertencente a toxina RelE na cepa ST1
e un péptido da antitoxina RelB para a cepa ST2. O operén RelBE
codifica para unha antitoxina e unha toxina, a cal ¢ autoregulada. En
condicions de privacion de nutrientes a antitoxina RelB que actia
como un represor transcripcional diminde os seus niveis, € a toxina
RelE ¢ liberada paralizando o crecemento da célula (Li et al., 2008).
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* Outro péptido da antitoxina YefM determinouse para a cepa ST1,
e neste caso, o péptido da sua toxina (YoeB) foi determinado para
ST2. YefM ¢ a antitoxina do sistema toxina-antitoxina tipo II codifi-
cado polo operon yefM-yoeB. Estudouse como este operdn esta im-
plicado na toxicidade de especies como E. coli e Streptococcus spp.,
e na formacion de biofilm en S. pneumoniae (Nieto et al., 2007).

* Determinouse tamén un péptido da exotoxina piroxénica SpeK. As
exotoxinas piroxénicas de Streptococcus spp. son superantixenos que
contribuen na invasion tisular e na liberacion de sustancias proinfla-
matorias como as citoquinas tras a infeccion (Commons et al., 2008).

4.2.1.2.2 Péptidos determinados implicados na resistencia a anti-
bioticos e a telurito

Entre o repositorio protedmico das cepas de Streptococcus estuda-
das produtoras de mastite, determinaronse 6 péptidos especificos para
Streptococcus spp. de proteinas implicadas na resistencia a antibidticos e
un péptido dunha proteina implicada na resistencia a telurito (Téboa 20).

 Identificaronse 2 péptidos da proteina MarR para as cepas ST3 ¢
S14, ambas da especie S. dysgalactiae. Estes péptidos describense
por primeira vez para dita especie neste estudo. As proteinas da fa-
milia MarR actian na regulacion de proteinas que participan na re-
sistencia de multiples antibidticos (Grove, 2013).

* Determinaronse tamén 2 péptidos de -lactamasas tipo serina para as
cepas ST8 e ST13, implicados na resistencia a antibioticos B-lacta-
micos (Zapun et al., 2008).

* Outro péptido foi determinado para a proteina MurM e a peptidasa
da familia M56, ambas implicadas na resistencia a antibioticos. A
proteina MurM encargase das modificacions dos muropeptidos da
parede celular incrementando a resistencia a penicilina e cefalospo-
rina en S. pneumoniae (Zapun et al., 2008). Por outro lado as pep-
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tidasas da familia M56 son metalopeptidasas implicadas no sistema
de transducion das beta-lactamasas. Esta familia inclae proteinas
como BlaR1 encontrados en S. aureus e B. licheniformis e, MecR1
de S. aureus, todos eles implicados na resistencia a antibioticos be-
ta-lactamicos (Lopez-Pelegrin et al., 2013).

* Ademais, determinouse un péptido da proteina TelA para a cepa ST4
implicada na resistencia a telurito (Suprenant et., 2007).

4.2.1.2.3 Péptidos determinados de proteinas implicadas na eva-
sion inmune e colonizacion

Entre o repositorio protedmico das cepas de Streptococcus estuda-
das produtoras de mastite, determindronse 24 péptidos especificos para
Streptococcus spp. de proteinas implicadas na evasion inmune € na co-
lonizacion durante a infeccion bacteriana (Taboa 20).

* Un péptido da proteina N-acetylmuramoil-L-alanina amidasa foi
identificado neste estudo para a cepa ST1. Esta proteina ¢ unha au-
tolisina considerada un factor de virulencia implicada na adherencia
das bacterias as cé€lulas eucariotas (Carrera et al., 2017).

* Determinaronse 7 péptidos pertencentes a CLp ATPasas das cales
3 son de tipo CLpX e unha de tipo CLpC. As proteasas Clp estan
formadas por ClpATPasas unidas a peptidasas as cales invollcranse
na degradacion de proteinas que modulan a expresion de factores
de virulencia. Estudouse como a proteina ClpX regula actividade
proteolitica de determinadas enzimas e a formacion de biofilms en
S. mutans. Por outro lado ClpC esta implicada na autolisis e na vi-
rulencia de S. pneumoniae (Kajtasz et al., 2009; Kwon et al., 2004).

* As sialidasas ou neuraminidasas de bacterias son enzimas hidroliti-
cas que eliminan as modificacions de carbohidratos do acido sialico
en glicoproteinas, glucolipidos, gangliosidos e polisacaridos promo-
vendo a colonizacion por exposicion da superficie das células hospe-
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dadoras 4s proteinas de adherencia (Manco et al., 2006; Xiao et al.,
2019). Determinaronse 2 péptidos pertencentes 4 Sialidasa A para as
cepas STS5 e ST7.

» Tamén determindronse péptidos de varias proteinas de union a colina
(Cbp). Estas proteinas presentan un modulo con funcion bioloxica e
outro modulo de union 4 residuos de colina da parede celular. Esta fa-
milia de proteinas presenta funcions de factor de virulencia e encon-
trase en pneumococci e bacterias relativas a el, e tamén encontraron-
se en fagos asociados. Un dos péptidos determinados pertencentes
a Cbp (EGSTWYYLKGSGAMATGWATANGQWSYFEK) (Taboa
20) presenta unha secuencia dunha N-acetylmuramoyl-L-alanina
amidasa. Estudouse como as proteinas LytA e LytB que son Cbp
presentan no seu modulo da funcion bioldxica unha N-acetylmura-
moyl-L-alanine amidasa involucrada na liberacion inflamatoria de
acido teicoico e péptidoglicano da parede celular e na separacion
das células fillas na colonizacion, respectivamente (Galdn-Bartual et
al., 2015). Identificaronse 2 péptidos pertencentes & proteina PspA
para as cepas ST4, unha Cbp involucrada na unién a lactoferrina
e inhibidora do complemento de inactivacion (Galan-Bartual et al.,
2015). Certas secuencias da PspA son homologas a glucosiltransfe-
rasas como ocorre co péptido TEQVLLTEAVQQVQR.

* Determinaronse 2 péptidos para as cepas ST4 e ST11 da péptidasa
IgA1, unha proteina da familia das M26, unha metalopeptidasa que
unese as IgA de mamiferos (Eckhard et al., 2017).

* Determinouse tamén un péptido da peptidasa C5a para a cepa ST12.
Esta proteina ¢ unha peptidasa unida 4 sortasa A da parede celular e
encargase de inactivar o factor de complemento C5a responsable da
estimulacion dos leucocitos que migran 6 lugar da infeccion (Hynes
& Sloan, 2016).
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* Identificaronse 4 péptidos da proteina M caracteristica da parede de
streptococci para as cepas ST8 (un péptido) e ST9 (3 péptidos). A
proteina M cando ¢ liberada 6 torrente sanguineo actua na coagula-
cion durante o proceso de infeccion interactuando con as plaquetas
formando complexos con monocitos e neutrofilos activando a res-
posta inflamatoria (Hynes & Sloan, 2016).

* Asociado a proteina M, determinouse un péptido da proteina Mga
para a cepa ST10. Mga ¢ unha proteina de union que activa a expre-
sion de factores de virulencia implicados na evasion inmune e a colo-
nizacidon como a proteina M e a peptidasa C5a (Ribardo et al., 2004).

* Determinaronse péptidos das enzimas O-acetyltransferase (OatA)
e Peptidoglycan-N-acetylglucosamine deacetylase para ST5 e ST6,
respectivamente. Estas enzimas mantefien o peptidoglicano das bac-
terias desacetilado para impedir o seu recofiecemento polas lisozi-
mas das células eucariotas que infectan. Estas proteinas encontranse
en bacterias como S. pneumoniae ¢ E. faecalis (Benachour et al.,
2012; Vollmer & Tomasz, 2002).

» Tras a infeccidn, os macréfagos e neutrofilos atacan as células exo-
xenas con superoxidos toxicos para elas. A superdxido dimutasa
producida por as bacterias, ¢ unha metaloenzima que descompoén as
moléculas de superoxido favorecendo a invasion dos microorganis-
mos patdxenos por evasion do sistema inmune (Broxton & Culotta,
2016). Determinouse un péptido da superoxido dimutasa para ST14.

4.2.1.2.4 Péptidos determinados de proteinas implicadas na produ-
cion de lantibioticos.

Entre o repositorio protedémico das cepas de Streptococcus estu-
dadas produtoras de mastite, determinaronse 3 péptidos especificos
para Streptococcus spp. de proteinas implicadas na producién de lan-
tibioticos (Téboa 20).
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A producion de antibidticos como os lantibidticos en S. pneumoniae foi
previamente estudada (Cotter et al., 2009). Determinaronse péptidos
con similitude a proteinas implicadas na sintese e transporte de lanti-
bioticos para a cepa ST14 como ¢ a proteina de sintese de lantibiotico
LanM (Cotter et al., 2009) implicada na modificacion post-traduccional
dos lantibioticos, un ABC transportador de lantibiotico e un transporta-
dor MFS (major facilitator superfamily) de lantibioticos.

4.2.1.2.5 Péptidos determinados de transportadores ABC, asocia-
dos a factores de virulencia

As bacterias patdxenas empregan estratexias de privatizacion de
nutrientes e liberacion de sustancias implicadas no estrés e evasion in-
mune das células hospetadoras. Estudouse como determinados trans-
portadores ABC estan implicados nestes procesos de virulencia das
bacterias xogando un rol importante na propagacion dos patoxenos du-
rante a infeccion (Price et al., 2008; Tanaka et al., 2018).

Entre o repositorio protedmico das cepas de Streptococcus estuda-
das produtoras de mastite, determindronse 18 péptidos especificos para
Streptococcus spp. de transportadores ABC asociados a factores de vi-
rulencia (Taboa 20) para todalas cepas excepto ST6, ST7,e ST9. Estre
estes, encontranse péptidos de transportadores ABC de metais como
zinc e cobre, e transportadores ABC de aminoacidos como a glutamina.
Tamén determinaronse péptidos de transportadores ABC implicados
no transporte de bacteriocinas e na resistencia a antibioticos como a
bacitracina. Ademais, como xa nomeamos no apartado anterior tamén
determinouse un péptido de ABC transportador de lantibidtico.

No repositorio protedmico das especies de Streptococcus produtoras
de mastite analizadas neste estudo, determinaronse 58 péptidos espe-
cificos de Streptococcus de factores de virulencia (Taboa 20). Estes
péptidos pertencen a proteinas involucradas na evasion inmune € na
colonizacion como ClpX, Sialidasa A, PspA e a proteina M especifica
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de Streptococcus. Determinaronse tamén péptidos de proteinas impli-
cadas na resistencia a antibidticos (MarR, MurM) e telurito (TelA),
toxinas (RelE e YoeB) e antitoxinas (RelB e YefM), e proteinas da pro-
ducion de lantibioticos como a proteina LamN. Os péptidos de factores
de virulencia poder ser utiles como biomarcadores para a deteccion de
bacterias patdxenas nunha mostra. Un exemplo, € o caso do péptido
DLWCNMIIAAK xa que ¢ moi especifico da especie S. dysgalactiae.

4.2.1.3 Caracterizacion dos péptidos de orixe faxico para a identi-
ficacion de Streptococcus spp. produtoras de mastite

De entre os 2546 péptidos identificados para as cepas de
Streptococcus, 69 péptidos foron identificados como péptidos de bac-
teriofagos. Estes péptidos foron analizados empregando a ferramenta
BLASTYp (Altschul et al., 1990) para determinar a homoloxia coas pro-
teinas da base de datos NCBI. Realizouse unha primeira analise coa
ferramenta BLASTp incluindo Streptococcaceae nos parametros de
busca. Para asegurar a exclusividade dos péptidos analizados coas es-
pecies bacterianas de Streptococcus e cos seus bacteriofagos, realizouse
0 BLASTp (Altschul et al., 1990) excluindo a familia Streptococcaceae
nos parametros de busca. Dés 69 péptidos identificados como péptidos
de fagos, 65 son especificos de Streptococcus e/ou dos seus bacterio-
fagos segundo a busca fronte a base de datos do NCBI. Na Taboa 21
amosase a lista dos 65 péptidos e as especies de Streptococcus e bac-
teriofagos con 100% de homoloxia fronte a base de datos de proteinas
do NCBLI.

Como pode verse na Téboa 21, certos péptidos asignados a protei-
nas de bacteriofagos non presentan homoloxia con ningiin péptido de
bacteriofago na base de datos do NCBI. Un exemplo disto ¢ o péptido
LIDAELTKAGVRDAEIFGK da cepa ST1, asinado a unha proteina es-
trutural de fagos (GP20). Por outro lado, 4 péptidos determinados para
as cepas de Streptococcus analizadas neste estudo non foron descritos
previamente para bacterias na literatura e non encontrase homoloxia
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fronte ningunha bacteria na base de datos do NCBI (so bacteriofagos de
Streptococcus). Ademais, 64 dos 65 péptidos de orixe faxico estudados,
describense por primeira vez para as especies analizadas neste traballo
(Taboa 21). Isto implica que so un péptido foi previamente descrito
para as especies analizadas. Dito péptido MATNLGQAY VQIMPSAK,
€ moi especifico para a especie S. agalactiae na base de datos do NCBI
e para a cepa S. agalactiae ST2 analizada neste estudo. Por outro lado,
distintos péptidos determinados en diferentes cepas analizadas de dife-
rentes especies, estan presentes nun mesmo fago.

Téboa 21. Todolos péptidos de orixe faxico determinados para as cepas de Streptococcus
analizadas. Amosanse os 65 péptidos de fagos, as cepas nas que foron determinados e, as
bacterias e fagos con 100% de homoloxia fronte a base de datos do NCBI. PrCl, Phage-related
chromosomal island protein; TMP, tape measure protein.

Bacterias con Fagos con 100%

Cepa Proteina Péptido 100% .
£ homoloxia
homoloxia
Proteina MSSAESAITQNA- . Streptococcus
ST Gps8 TEISK = U fago phi30c
. NSSSGNLLSQCT-
ST g;octf'”a DESVVYISLLDMVAQ-  S. agalactiae fa” i’oﬁé‘(’)cgcus
GLSPAKK 9
ST1 P LNSTFRLQESQLGS- > Pyogenes Streptococcus
NASESEK S. gordonii fago phi1207.3
- Proteina da WSGDNYSGRI- 5 SO
captide WDNTGELAR & frammEsive
ST Proteinada LSMAENGFTMFDII- _>- Pyogenes
captide PEPKACDICK S. dysgalactiae
S.pyogenes
ST1 Eg?ate'”a da  SNDLGLLLERERSIK S equi subsp. equi
S. dysgalactiae
Proteina de
fago non RELVDKEDTQGLAI- .
ST caracteri-  DAQFLYDCK <2 B
zada
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Bacterias con

Fagos con 100%

Cepa Proteina Péptido 100% .

. homoloxia

homoloxia
. RSVMELSYTLYL-

ST Proteinada |\ pSEEQLLSFLKL- . suis Streptococcus

cola fago phi-m46.1
FLK

Streptococcus
fago phi-SsUD. 1

. Streptococcus

Endopepti- ITTGIISAARICAEAI- . -

ST1 dasa/EbhB TADKLK S. suis fago phi-m46.1
Streptococcus
fago
phiSC070807

Proteina
estrutural LIDAELTKAGVR- "
ST minoritaria  DAEIFGK S mitis
GP20
Streptococcus
fago P47617
Proteina de Streptococcus
fago non VKEKIAAIVNDEE- fago 73
ST1 .
caracteri- LLAK Streptococcus
zada fago TP-J34
Streptococcus
fago P7952
Proteina de
ST fago non MEKLIESLDNLI- o T ——— Streptococcus
caracteri- MIVK -P fago IPP19
zada
Streptococcus
Proteina de fago 3752
fago non TLITMTEQIKNLT- Streptococcus
ST2 caracteri- DDVK S BRIEES fago 375.6
zada Streptococcus
fago 3757
Proteina da LAFSGAGNAVD-
ST2 cola VLKNVFSLAWMGI- S suis
QDVVKVAK
. AMDGCMYEHINA-
ST2 SaTOtseig‘ea 93 ENYKAEDVIGV- S. suis fsa tr o t777l3§c2:us
P GKTK gop
Proteina  ISGITLSDTNVVAG- fse‘ggpé%giws

ST2 estrutural NLISSSEHFVQML- Streptococcus

minoritaria  SNIK fago TP-134
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Taboa 21. (Continuacion)

Bacterias con

Fagos con 100%

Cepa Proteina Péptido 100% .
. homoloxia
homoloxia
ST2 :Oriilanca:'odne TFKGINTNNINTNI- S. canis
°p SINNK '
faxica
TWLDDAVSVDEA- .
ST2 PrCl MALPENK S. pneumoniae
MATNLGQAYV- .
ST2 PblA QIMPSAK S. agalactiae
Proteina TEGGIEVVY- Streptococcus
ST3 conector GENGLSTGLLQRIR-  S. pneumoniae P
fago IPP69
cabeza-cola MHR
Streptococcus
fago
PhiARIO831b
Proteina Streptococcus
o MLANGITLSYGES- . :
ST3 maioritaria KETYTKLVGLK S. pneumoniae fago phiARIO004
da cola Streptococcus
fago phiARIO746
Streptococcus
fago IPP8
- gzaeaigom”a LDDEAYDKLLDLD- ¢ 0 Streptococcus
NERTQEIAEK . virus 7201
blaxe
S. paraubetris
ST3 'd”tefg'asa TKPVTVYNDNK
EiEge S. agalactiae
ST3 Proteina da DDIKGSVELMLS- S pyogenes
cépside VWGVQKK - PYog
Represor QASNLSQKDFFE- .
ST3 Cro/Cl KIVK S. suis
HicB antito- NEDFEMVYDSS-
ST3 e KSFISMVMVD- S. suis
VAKYLGSQEPVK
. Streptococcus
GDSL-like oy pKSYTEILNNI- , fago IPP24
ST4 lipasa de S. pneumoniae
fago INSQK Streptococcus
fago IPP26
DVVDGHYYVE- .
ST4 DUF1372 VKPYGKFELVTK S. suis

158



Resultados e Discusion

Taboa 21. (Continuacién)

Bacterias con
Cepa Proteina Péptido 100%
homoloxia

Fagos con 100%
homoloxia

Streptococcus
fago vB_SthS
VA460
Streptococcus
fago P7953
Streptococcus
fago P7952
Streptococcus
fago P7954

S. thermophilus Streptococcus
fago P79517
Streptococcus
virus phiAbc2
Streptococcus
fago P7955
Streptococcus
fago TP-J34
Streptococcus
fago P4761

Proteinada FQLALLNTTTTFA-

ST4 cola QYQCSAYIDFEGQR

Streptococcus
fago 20617
Streptococcus
Proteina de fago P7152
fago non DNVLIETVKMQ- Streptococcus
caracteri- GEQAMQLVK fago P7134
zada Streptococcus
virus 98717
Streptococcus
fago PO0O91

ST4

Streptococcus
KERNLTQEEMADK S suis fago
phiLP0O81102

Represor

STS Cro/Cl

S. mitis

ST5e . Streptococcus
ST7 PbiB DNFAISIKRNR S. pseudopneumoniae fago SpSL7

S. pneumoniae

S. pneumoniae Streptococcus
Proteina de fago IPP16
fago non TTTELTTITHTVGDI- Streptococcus
caracteri- QKEMVRMNDR Mycobacter[um fago K13
zada tuberculosis Streptococcus
fago 34117

ST5
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Taboa 21. (Continuacién)

Bacterias con Fagos con 100%

Cepa Proteina Péptido 100% .
. homoloxia
homoloxia
Proteina de
fago non
ST6 caracteri- TEQLPFANTNLK S. pyogenes
zada
Proteina ) S. suis
ST7 principal da EENIIE\I/\IEFYECI;_EJK
capside S. plurextorum
IEEVKEEKISTSS- .
ST7 DnaD QNSONIK S. henryi
VEIVQEKSNEVME- _S. lutetiensis
ST7 TMP
KAIDAMGR S. equinus
S. mitis
S. pseudopneumoniae
Integrasa TLAKGEDNKLIFQ- . X
ST7 defago TPK S. infantis
S. oralis
S. parasanguinis
MAIKWQGCMEKLVA- .
ST8 Gp10 TISNAHPK S. suis
Gp348
sT8 proteina QLGTKLSYITGASG- Streptococcus
principal da QSVALK fago Sfill
capside
Integrasa QLFSELGSNSPRIV- .
ST8 de fago FSTPTK S. parauberis
Proteina de
fago non Streptococcus
ST8 teri- NKGENQKMALSTR S suis fago
;:gaac erl phiZI20091101-2
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Cepa

Proteina

Péptido

Resultados e Discusion

Bacterias con
100%
homoloxia

Fagos con 100%
homoloxia

ST8

Proteina de
fago non
caracteri-
zada

YPNSFTAYIMDVK-
GCK

S. thermophilus,

Streptococcus fago
Di1811
Streptococcus fago
TP-778L
Streptococcus fago
D5842
Streptococcus fago
vB_SthS_VA460
Streptococcus fago
pP9902
Streptococcus fago
pP9s852
Streptococcus fago
p89z2
Streptococcus fago
P9851
Streptococcus fago
P8921
Streptococcus fago
pP7152
Streptococcus fago
P7154
Streptococcus fago
P7151
Streptococcus fago
pP5652
Streptococcus fago
P565171
Streptococcus fago
P4761
Streptococcus fago
P0O095
Streptococcus fago
P0O093
Streptococcus fago
P0091T
Streptococcus fago
pP0092
Streptococcus virus
9874
Streptococcus virus
DT1

Streptococcus virus
7201
Streptococcus virus
phiAbc2.

ST9

Proteina pi2

MDDLFDSHSIFFDK-
VETYISTEK

S. oralis
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A maioria dos fagos de Streptococcus cun 100% de homoloxia fronte
0s péptidos analizados, pertencen a familia Siphoviridae; sobre todo 6s
xéneros Sfi21 e Sfill. En menor medida, fagos da familia Podoviridae
e fagos sen clasificar, determindronse cun 100% de homoloxia fronte a
péptidos identificados (Taboa 22).

Taboa 22. Lifiaxe, autores e niimeros de acceso dos xenomas no NCBI dos fagos determi-
nados con 100% de homoloxia fronte és péptidos identificados.

. - N° de
Bacteriofago Linaxe Autores
acceso

dsDNA virus;
Streptococcus fago Caudovirales; Guglielmotti et
phiAbc2 Siphoviridae; =Y al., 2005
Sfi21dt1virus

dsDNA virus;
Caudovirales;
Streptococcus fago315.1  Podoviridae; NC _004584.1 Beres et al.,, 2002
non clasificado
Podoviridae

Streptococcus fago bacteriofago non Croucher et al.,
34117 clasificado S 2011

dsDNA virus;
Caudovirales;
Streptococcus fago73 Siphoviridae; KT717083.1
non clasificado
Siphoviridae

Achigar et al.
2017

dsDNA virus;
Caudovirales;
Streptococcus Siphoviridae;
fagoD5842 Sfi21dtlvirus;
non clasificado
Sfi21dt1virus

MHO000602.1  Hynes, et al,, 2018

Streptococcus fago bacteriofago non Brueggemann et
IPP26 clasificado KY065467.1 al, 2017
bacteriofago non Brueggemann et
Streptococcus fago I1PP8 clasificado KY065450.1 al. 2017
Streptococcus fago K13 bacteriofago non NC_024357.1 Croucher et al.,

clasificado 2014
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Bacteriofago

Linaxe

Resultados e Discusion

N° de
acceso

Autores

Streptococcus fago
PO09T

dsDNA virus;
Caudovirales;
Siphoviridae;
Sfi21dtlvirus;
non clasificado
Sfi21dt1virus

KY705251.1

McDonnell et al.,
2017

Streptococcus fago
P0O092

dsDNA virus;
Caudovirales;
Siphoviridae

KY705252.1

McDonnell et al.,
2017

Streptococcus fago
P0O093

dsDNA virus;
Caudovirales;
Siphoviridae

KY705253.1

McDonnell et al.,
2017

Streptococcus fago
PO0O95

dsDNA virus;
Caudovirales;
Siphoviridae

KY705255.1

McDonnell et al.,
2017

Streptococcus fago
P4761

dsDNA virus;
Caudovirales;
Siphoviridae;
Sfiz1dt1virus;
non clasificado
Sfiz1dt1virus

KY705258.1

McDonnell et al.,
2017

Streptococcus fago
P5657

dsDNA virus;
Caudovirales;
Siphoviridae;
Sfiz1dt1virus;
non clasificado
Sfiz1dtlvirus

KY705260.1

McDonnell et al.,
2017

Streptococcus fago
P5652

dsDNA virus;
Caudovirales;
Siphoviridae;
Sfiz1dtlvirus;
non clasificado
Sfiz1dt1virus

KY705261.1

McDonnell et al.,
2017

Streptococcus fago
P7134

dsDNA virus;
Caudovirales;
Siphoviridae;
Sfiz1dtlvirus;
non clasificado
Sfiz1dt1virus

KY705264.1

McDonnell et al.,
2017
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Taboa 22. (Continuacion)

Bacteriofago

Lihaxe

N° de
acceso

Autores

Streptococcus fago
P7151

dsDNA virus;
Caudovirales;
Siphoviridae;
Sfiz1dt1virus;
non clasificado
Sfiz1dt1virus

KY705265.1

McDonnell et al.,
2017

Streptococcus fago
P7152

dsDNA virus;
Caudovirales;
Siphoviridae;
Sfiz1dt1virus;
non clasificado
Sfiz1dt1virus

KY705266.1

McDonnell et al.,
2017

Streptococcus fago
P7154

dsDNA virus;
Caudovirales;
Siphoviridae;
Sfiz 1dt1virus;
non clasificado
Sfiz1dt1virus

KY705267.1

McDonnell et al.,
2017

Streptococcus fago
P79517

dsDNA virus;
Caudovirales;
Siphoviridae;
Sfiz1dt1virus;
non clasificado
Sfiz1dt1virus

KY705277.1

McDonnell et al.,
2017

Streptococcus fago
P7952

dsDNA virus;
Caudovirales;
Siphoviridae;
Sfiz 1dt1virus;
non clasificado
Sfiz1dt1virus

KY705278.1

McDonnell et al.,
2017

Streptococcus fago
P7953

dsDNA virus;
Caudovirales;
Siphoviridae;
Sfiz1dt1virus;
non clasificado
Sfiz1dt1virus

KY705279.1

McDonnell et al.,
2017

Streptococcus fago
P7954

dsDNA virus;
Caudovirales;
Siphoviridae;
Sfiz1dt1virus;
non clasificado
Sfiz1dt1virus

KY705280.1

McDonnell et al.,
2017
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Bacteriofago

Linhaxe
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N° de
acceso

Autores

Streptococcus fago
P7955

dsDNA virus;
Caudovirales;
Siphoviridae;
Sfiz1dt1virus;
non clasificado
Sfiz1dt]virus

KY705281.1

McDonnell et al.,
2017

Streptococcus fago
P89217

dsDNA virus;
Caudovirales;
Siphoviridae;
Sfiz1dt1virus;
non clasificado
Sfiz1dt]virus

KY705282.1

McDonnell et al.,
2017

Streptococcus fago
P8922

dsDNA virus;
Caudovirales;
Siphoviridae;
Sfiz1dt1virus;
non clasificado
Sfiz1dt]virus

KY705283.1

McDonnell et al.,
2017

Streptococcus fago
P98517

dsDNA virus;
Caudovirales;
Siphoviridae;
Sfiz1dt1virus;
non clasificado
Sfiz1dt1virus

KY705284.1

McDonnell et al.,
2017

Streptococcus fago
P9852

dsDNA virus;
Caudovirales;
Siphoviridae;
Sfiz1dt1virus;
non clasificado
Sfiz1dt1virus

KY705285.1

McDonnell et al.,
2017

Streptococcus fago
P9902

dsDNA virus;
Caudovirales;
Siphoviridae;
Sfiz1dtlvirus;
non clasificado
Sfiz1dt1virus

KY705289.1

McDonnell et al.,
2017

Streptococcus fago
phi7917

dsDNA virus;
Caudovirales;
Podoviridae;
non clasificado
Podoviridae

KC348601.1

Tang et al., 2012

Streptococcus fago
PhiARIO004

bacteriofago non
clasificado

NC_031920.1

Croucher et al.,
2016
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Taboa 22. (Continuacion)

Bacteriofago

Lihaxe

N° de
acceso

Autores

Streptococcus fago
PhiARIO746

dsDNA virus;
Caudovirales;
Siphoviridae;
non clasificado
Siphoviridae

NC_031907.1

Croucher et al,,
2016

Streptococcus fago
phi-m46.1

bacteriofago non
clasificado

FM864213.1

Brenciani et al.,
2010

Streptococcus fago
phiSC070807

dsDNA virus;;
Caudovirales;
non clasificado
Caudovirales

KT336321.1

Huang e Wang
(non publicado)

Streptococcus fago
phiZJ20091101-2

bacteriofago non
clasificado

KX077893.1

Huang et al,, 2016

Streptococcus fago TP-

778L

dsDNA virus;
Caudovirales;
Siphoviridae;
non clasificado
Siphoviridae

NC_022776.1

Ali et al, 2014

Streptococcus fago
TP-J34

dsDNA virus;
Caudovirales;
Siphoviridae;
non clasificado
Siphoviridae

HE861935.1

Neve et al., 1998

Streptococcus fago 7201

dsDNA virus;

Caudovirales;
Siphoviridae;
Sfi21dt1virus

NC_002185.1

Stanley et al,,
2000

Streptococcus fago 9871

dsDNA virus;
Caudovirales;
Siphoviridae;
non clasificado
Siphoviridae

NC_0310609.1

McDonnell et al.,

2016

Streptococcus fago 9874

dsDNA virus;
Caudovirales;
Siphoviridae;
non clasificado
Siphoviridae

NC_031023.1

McDonnell et al.,

2016

Streptococcus virus DTT

dsDNA virus;

Caudovirales;
Siphoviridae;
Sfi21dt1virus

AF085222.2

Tremblay e Moi-
neau, 1999
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o
Bacteriofago Linaxe N°de Autores
acceso
Streptococcus fago bacteriofago non s
20677 clasificado NC_023503.1 Arioli et al,, 2018
dsDNA virus;
Streptococcus fago Canriotiels
P 9 Podoviridae: NC_004585.1 Beres et al., 2002
3152 e -
non clasificado
Podoviridae
dsDNA virus;
Streptococcus fago Canrioiels
P 9 Podoviridae: NC_004589.1 Beres et al., 2002
37156 e -
non clasificado
Podoviridae
dsDNA virus;
Caudovirales;
Streptococcus fago Siphoviridae;
D1811 Sfiz1dtIvirus: MHO000604.1 Hynes et al,, 2018
non clasificado
Sfiz1dt1virus
Streptococcus fago bacteriofago non Brueggemann et
IPP16 clasificado QY gl al, 2017
dsDNA virus;
Streptococcus fago Caudovirales; Brueggemann et
IPP19 non clasificado Y065460.1 al, 2017
Caudovirales
Streptococcus fago bacteriofago non Brueggemann et
IPP24 clasificado KY065465.1 al, 2017
Streptococcus fago bacteriofago non Brueggemann et
I1PP62 clasificado KY065498.1 al, 2017
Streptococcus fago bacteriofago non Brueggemann et
1PP69 clasificado KY0655051 al, 2017
dsDNA virus;
Streptococcus fago CaneiotEls
( 9 Siphoviridae: JX409894.1  Baietal. 2016
LYCO9 o
non clasificado
Siphoviridae
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Taboa 22. (Continuacion)

Bacteriofago Lihaxe N de Autores
acceso
dsDNA virus;
CeYel IS Tiwari e Timone
Streptococcus fago P9 Siphoviridae; NC_009819.1 2006 Y
non clasificado
Siphoviridae
dsDNA virus;
Streptococcus fago Caudovirales; lannelli et al.,
phil207.3 non clasificado AY657002.1 2014
Caudovirales
Strgptococcus fago bachrlofago non KC348598.1 Tang et al, 2013
phi20c clasificado
dsDNA virus;
Streptococcus fago Caudovirales;
P 9 Podoviridae; KC348599.1 Tang et al,, 2013
phi30c o
non clasificado
Podoviridae
dsDNA virus;
Streptococcus fago Caudovirales;
i 9 Podloviridae; KC348600.1 Tang et al, 2014
phi5218 o
non clasificado
Podoviridae
Streptococcus fago bacteriofago non Croucher et al.,
PhiARIO13T-1 clasificado pr-_031901.1 2016
Streptococcus fago bacteriofago non Croucher et al.,
PhiARIO831b clasificado KT337369.1 2016
dsDNA virus,
Streptococcus fago Gtz
ad 9 Podoviridae; KX077890.1 Huang et al, 2016
pPhilLPO81102 o,
non clasificado
Podoviridae
dsDNA virus;
Streptococcus fago Cupyizies
o 9 Siphoviridae; NC_019418.1 Tangetal, 2013
pPhiNJ2 s
non clasificado
Siphoviridae
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Bacteriofago Linaxe N°de Autores
acceso
dsDNA virus,
Streptococcus fago phi-  Caudovirales; Palmieri et al.,
SsUD. T non clasificado FN997652.1 2011
Caudovirales
dsDNA virus;
Streptococcus fago Cerveiel = FuriL et al
° 9 Siphoviridae: NC_027396.1 :
SpSLT . (non publicado)
non clasificado
Siphoviridae
dsDNA virus;
Caudovirales;
Streptococcus fago Siphoviridae;
VB_SthS VA460 sfi21dt1virus; B 052751 REEEEEE
non clasificado
Sfi21dt1virus
dsDNA virus;
Streptococcus virus Caudovirales; Lucchini et al.,
Sfill Siphoviridae; oy 1e1erg
Sfil Tvirus
Streptococcus fago bacteriofago non KX077893.1 Huang et al, 2016

phiZJ20091101-2

clasificado

4.2.1.3.1 Péptidos de fagos determinados para Streptococcus uberis

As cepas analizadas da especie S. uberis son ST1, ST8 e ST11. Entre
os péptidos determinados para ST11 non encontrouse ningun péptido de
fagos. Para as cepas ST1 e ST8 determinaronse 13 péptidos e 5 péptidos
de fagos, respectivamente. Mediante a ferramenta BLASTp, 12 fagos di-
ferentes foron asignados por homoloxia 6s péptidos da cepa ST1 e 25 0s
péptidos da cepa ST8 (Taboa 21). Encontrouse homoloxia cun mesmo
fago P4761, para diferentes péptidos das duas cepas ST1 e STS.
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A maioria dos péptidos determinados para ST1 pertencen a proteinas
estruturais de fagos como proteinas da capside e da cola, a proteina es-
trutural minoritaria da familia GP20, a proteina Gp58 e a proteina TMP
(tape measure protein). A proteina GpS8 foi descrita en bacteriéfagos
virulentos coma o fago Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis LL-H
(Mikkonen & Alatossava, 1994). A proteina TMP determina a lonxitude
da cola e facilita a entrada do DNA na célula durante a infeccion. Al-
gunhas proteinas TMP portan dominios similares a lisozimas e peptida-
sas (Mahony et al., 2016; Rodriguez-Rubio et al., 2012). Un péptido da
proteina RecT foi identificado para a cepa ST1. Esta proteina estd im-
plicada na reparacion do DNA promovendo a hibridacion das hebras do
DNA no momento da stia recombinaciéon. Estudouse a presenza destas
proteinas en bacterias e o seu orixe en bacteriofagos (Iyer et al., 2002;
Menouni et al., 2015). Tamén foi determinado un péptido da proteina
EbhB para a cepa ST1. EbhB ¢ una adhesina con multiples dominios
considerada a proteina que codifica a secuencia mais longa de S. aureus
implicada na aglutinacion, producion de biofilm, evasion da fagocitosis
e unioén a matriz extracelular que infecta (Walker et al., 2013). Por ul-
timo, identificouse un péptido pertencente a unha endopeptidasa para a
mesma cepa.

Entre os 5 péptidos de fagos determinados para a cepa ST8, encon-
trase un péptido dunha proteina da familia Gp10 que son compofientes
da cola encontrados en Caudovirales; unha integrasa, dous péptidos de
proteinas non caracterizadas e un péptido da proteina Gp348. Un dos
péptidos identificados para ST8 foi asignado a unha proteina non ca-
racterizada e presenta 100% homoloxia con péptidos presentes tamén
en 23 fagos diferentes da base de datos do NCBI. A proteina Gp348 ¢
a proteina principal da capside E (GpE), implicada no mantemento da
forma condensada do DNA na capside (Dokland & Murialdo, 1993).
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4.2.1.3.2 Péptidos de fagos determinados para Streptococcus
parauberis

As cepas analizadas da especie S. parauberis son ST4 e ST5. Para
as cepas ST4 e STS determinaronse 4 péptidos e 3 péptidos de fagos,
respectivamente. Mediante a ferramenta BLASTp (Altschul et al.,
1990), 16 fagos diferentes foron asignados por homoloxia 6s péptidos
da cepa ST4 e 5 6s péptidos da cepa STS (Taboa 21).

Entre os péptidos de fagos identificados para ST4 encontraronse
péptidos da proteina da cola, dunha proteina GDSL-/ike, dunha pro-
teina non caracterizada e, un péptido do dominio DUF1372 de funcién
descofiecida. Existe unha gran cantidade de secuencias de proteinas non
caracterizadas nas bases de datos e mais do 20% de tédolos dominios
proteicos son anotados como dominios de funcioén descofiecida (DUFs)
(Bateman et al., 2010; Goodacre et al., 2014). O dominio DUF1372 son
secuencias de bacteriofagos de Streptococcus e proteinas relacionadas
con especies de Streptococcus. A proteina da familia GDSL-/ike lipasa/
acilhidrolasa, son enzimas hidroliticas con multiples funciones (Akoh
et al., 2004).

Os péptidos determinados para a cepa STS5 pertencen a unha protei-
na de superficie PbIB, unha proteina non caracterizada e o represor tipo
Cro/Cl. As proteinas de superficie PblB e PblA, son codificadas en fa-
gos de Streptococcus e son incorporadas s stas particulas involucran-
dose no ensamblaxe da cola. Isto suxire que estas proteinas en bacterias
provefien no seu orixe de bacteriofagos. Estudouse que S. mitis codi-
fica estas proteinas aumentando a stia habilidade de union a plaquetas
(Bensing et al., 2001; Mitchell et al., 2007). PblA encontrouse tamén en
Streptococcus oralis, S. pyogenes € S. pneumoniae.

O represor Cro/CI do que encontrouse tamén un péptido tras a
analise da cepa STS, localizase no modulo de lisoxenia do fago, igual
que as integrasas e as demais proteinas de regulacion. Se o represor CI
predomina o fago permanecera en estado lisoxénico. No caso contra-
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rio, onde predomina a expresion de Cro, o fago tornara 4 fase litica.
A proteina XRE (elemento de resposta xenobiotica) € unha proteina
reguladora moi estendida en bacterias cunha estrutura e lugar de uniéon
6 DNA moi parecido a proteina Cro do fago lambda. Encontramos que
os péptidos asinados 6 represor Cro/CI de fagos neste estudo, 6 ser ana-
lizados pola ferramenta BLASTp (Altschul et al., 1990) fronte a base
de datos do NCBI, tamén presentan homoloxia con XRE de bacterias;
neste caso con Streptococcus.

4.2.1.3.3 Péptidos de fagos determinados para Streptococcus
dysgalactiae

As cepas analizadas da especie S. dysgalactiae son ST3, ST9 e
ST14. Para as cepas ST3 e ST9 determinaronse 7 péptidos e 2 péptidos
de fagos, respectivamente. Para a cepa ST14 identificaronse 5 péptidos,
e so para un deles obtivose homoloxia con dous fagos diferentes de
Streptococcus mediante a ferramenta BLASTp (Altschul et al., 1990).
No caso de ST3 e ST9, 7 fagos e un fago foron asignados por homo-
loxia, respectivamente (Tdboa 21).

Dos péptidos determinados para ST3, 4 pertencen a proteinas es-
truturais de fagos como son, a proteina principal da cola, unha proteina
da capside, o conector cabeza-cola e a chaperona de ensamblaxe do
fago. Esta chaperona e necesaria para a morfoxénesis dos fagos de cola
larga (Pell et al., 2013). Un péptido dunha integrasa e do repressor Cro/
CI tamén foron determinados para a cepa ST3. Ademais, outro péptido
pertencente a proteina faxica da familia das antitoxinas HicB foi deter-
minado para esta cepa. Esta proteina provén do loci toxina-antitoxina
que codifica para unha toxina e unha antitoxina que unese 6 DNA ¢ au-
to-regula 6 operdn. Este operon presenta unha filoxénia moi complexa e
encontranse en plasmidos, xenomas bacterianos e fagos debido a HGT
(Jergensen et al., 2009) (Taboa 21).
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Os péptidos determinados para a cepa ST9 pertencen a unha proteina
non caracterizada e unha proteina pi2 dun profago. Para a cepa ST14
os péptidos determinados pertencen a unha proteina da familia das in-
tegrasas, a un represor tipo Cro/ CI, a un TMP e unha proteina non
caracterizada (Taboa 21).

4.2.1.3.4 Péptidos de fagos determinados para Streptococcus
agalactiae.

As cepas analizadas da especie S. agalactiae son ST2, ST6 ¢ ST7.
Para a cepa ST2 determindronse 7 péptidos de fagos. Para as cepas ST6
e ST7 determinaronse un péptido e 5 péptidos de fagos, respectivamen-
te. No caso de ST2 e ST7, encontrouse que os péptidos determinados
presentan homoloxia con 7 fagos e un fago descritos, respectivamente.
Polo contrario, para o péptido da proteina non caracterizada determina-
do para ST6, ningun fago presenta homoloxia fronte a base de datos do
NCBI (Taboa 21).

Alguns dos péptidos determinados para ST2 pertencen a proteinas
estruturais como proteinas da cola, da envoltura e a proteina minoritaria
estrutural (Téboa 21). O péptido MATNLGQAYVQIMPSAK determi-
nado para a cepa ST2, pertencente 4 proteina de superficie PblA e ¢ un
péptido moi especifico de S. agalactiae. Isto non ocorre para as demais
secuencias peptidicas estudadas, as cales estan presentes en proteinas
de diferentes especies de Streptococcus (Téboa 21). Péptidos de pro-
teinas faxicas como a proteina de replicacion de fagos, a PrCI (phage
related-chromosomal island protein) e unha proteina non caracterizada,
tamén foron determinados para ST2. As proteinas PrCls presentan un
conxunto de funcion especificas de fagos implicadas no seu ciclo de
reproducién e portan xenes de resistencia a antibidticos e a outros fa-
gos, proteinas indutoras de producion de biofilm e mais. Diversos PrClIs
foron identificados para as especies S. aureus, S. pyogenes, E. faecalis
e L. lactis (Novick et al., 2012).
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Os péptidos determinados para a cepa ST7 pertencen a unha proteina
principal da capside, unha TMP, unha integrasa de fagos, unha DnaD
con dominio asociado a fago (DnaD and phage-associated domain-con-
taining protein) ¢ unha proteina de superficie PbB (Téboa 21). A DnaD
estd involucrada na replicacion do DNA e pode unirse 6 DNA e formar
largos complexos de nucleoproteinas. Encontraronse motivos similares
en proteinas de funcion desconecida de fagos e bacterias (Carneiro et
al., 2006; Huang et al., 2016). O mesmo péptido da proteina de superfi-
cie PblB determinado para a cepa ST7, determinouse para ST5, sendo a
primeira vez que un péptido de esta proteina ¢ identificado nas especies
S. agalactiae e S. parauberis.

4.2.1.3.5 Péptidos de fagos determinados para Streptococcus canis

A cepa ST10 pertence & especie S. canis, para esta cepa determi-
naronse 5 péptidos de orixe faxico. As proteinas 4s que pertencen estes
péptidos foron o represor tipo Cro/Cl, unha integrasa, unha proteina
non caracterizada de fagos e unha proteina principal da cola de fagos.
Encontrouse que dous dos péptidos determinados para ST10 presentan
homoloxia con 3 fagos descritos na base de datos do NCBI (Taboa 21).

4.2.1.3.6 Péptidos de fagos determinados para Streptococcus
gallolyticus

As cepas analizadas da especie S. gallolyticus son ST12 e ST13.
Para a cepa ST12 determindronse 4 péptidos de fagos e, no caso da cepa
ST13, 6 péptidos foron identificados. Na andlise de ST12, encontrouse
que os péptidos determinados presentan homoloxia con 2 fagos descri-
tos do NCBI, do mesmo xeito que para ST13 (Taboa 21).

Os péptidos identificados para a cepa ST12 pertencen a unha endopep-
tidasa de fagos, unha proteina non caracterizada do fago phiARIO131-1 e
unha proteina da familia PBSX de fagos. Tamén determinouse unha se-
cuencia peptidica dunha citosina metil transferasa (Taboa 21). Esta pro-
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teina ¢ unha DNA metiltransferasa de tipo II C5-metilcitosina (clase I1I),
asociada a una endonucleasa de restricion, involucrada na proteccion da
bacteria fronte a invasion de DNA exo6xeno. Foron encontradas tanto en
bacterias como en xenomas de bacteriéfagos nos que confirelle a habili-
dade de proteccion fronte Reasas (cognate restriction endonuclease) das
bacterias que infectan (Murphy et al., 2013). No caso das proteinas da
familia PBSX en fagos estan involucrados na entrada do DNA no interior
da capside durante o seu empaquetado (Gual et al., 2000).

Entre os péptidos de fagos determinados para ST13 encontranse
péptidos do conector cabeza-cola, un péptido dunha TMP, un péptido
dunha endopeptidasa de fagos, dous péptidos de proteinas non caracteri-
zadas e un péptido dunha proteina da familia PBSX de fagos (Taboa 21).

4.2.1.3.7 Estudo filoxenémico dos fagos de Streptococcus
determinados.

Para levar a cabo o estudo filoxenémico dos fagos de Streptococcus
que presentan 100% de similitude (Téboa 22) fronte os péptidos de-
terminados, tomaronse as stias secuencias xenomicas da base de da-
tos GenBank e construiuse a arbore filoxendmica mediante o progra-
ma bioinformatico VICTOR (Virus Classification and Tree Building
Online Resource) (Meier-Kolthoff & Goker, 2017) (Figura 35).

Xenomas de bacteriofagos ben cofiecidos das principais fami-
lias de Caudovirales coma o fago Lambda (Siphoviridae), o fago T4
(Myoviridae) e o fago T7 (Podoviridae), foron engadidos para a cons-
trucion da arbore filoxendmica con fines comparativos.

175



Resultados e Discusion

Streptococcus fago P7154

Streptococcus fago P8922

Streptococcus fago P5652

Streptococcus fago P5651

Streptococcus fago D5842

Streptococcus fago P7152

Streptococcus fago P8921

Streptococcus fago P7134

P _ther ilus fago DT1
P fago D1811

| tr fago vB_SthS_VA460

tr fago P9851

99 A 17 Streptococcus fago 73
8 Streptococcus fago P9902
11 fago Abc2
fago P0091@S14_G12_F4

fago 7. —A

19, Streptococcus fago P7952
ER o S— fago P7953

1 3 e Streptococcus fago P7954
Str ilus fago Sfi11
tr fago P9852

10 fago P7951

, 21 22 fago P7955
00 fago TP_778L
28 L2 1 tr fago TP_J34
tr fago P4761

fago 20617
93 94 '_: Streptococcus fago P0092
- Streptococcus fago P0093
890 L — Streptucoccus fago P0095

39 virus 9871
virus 9874
fago phiNJ2 —

'_'_ Streptococcus fago IPP69
fago phiARI0831b

! 19 | fago phiARI0004

L r fago K13
87 t fago 34117
46 fago IPP8
67 fago phiARIO131_1 g

-‘ fago phiARI0746 B
69 fago IPP19
57 95 I fago IPP62
- fago SpSL1
A 66 fago IPP16
fago IPP26

fago IPP24

63 '_|_ Streptococcus fago phiSC070807
fago phi_SsUD.1 C

1 fago phi_m46.1
fago phi1207.3
ia fago >_001416.1
T Enter ia f T4
Ja fago T7 D
fagu phlZJ20091101 2

88

@

59 tr fago phl7917

45 fago phiLP081102
51 44 fago phi20c
fago phi5218
fago phi30c
100 Streptococcus fago P9 E
S{reptococcus profago 315.6
ST profago 315.1

70 fago LYGO9
profago 315.2

0.06

Figura 35. Arbore filoxenomica dos fagos de Streptococcus determinados con 100% homo-
loxia fronte os péptidos identificados e os fagos Lambda (NC_001416.1), 74 (NC_000866.4)
e T7 (NC _001604.1). A arbore filoxenética construiuse mediante o servicio web VICTOR o
cal basease no calculo das distancias interxenomicas coa ferramenta GBDP (Genome BLAST
Distance Phylogeny). Para a construcion das ramificacions calculouse o pseudo-bootstrap in-
cluindo 100 replicas. Os codigos de acceso 6 GenBank dos xenomas dos fagos determinados
amosanse na Taboa 22. Os diferentes Clusters represéntanse por cores: azul claro, Cluster A;
verde claro, Cluster B; morado, Cluster C; vermello, Cluster D; laranxa, Cluster E.

A figura 35 representa ata 0 momento, a primeira arbore filoxeno-
mica construida dos fagos implicados na infeccion de Streptococcus
spp. produtoras de mastite, ou polo menos dunha parte deles. A anali-
se da arbore permitiunos establecer 5 Clusters ben definidos. As duas
ramas principais separan o Cluster A, B e C do E. Os Clusters A e B
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localizanse na mesma rama secundaria e, 0 mesmo ocorre cos Clusters
C e D. O Cluster A esta formado por virus da familia Siphoviridae de
Streptococcus, a maioria clasificados como virus do xénero Sfi21 dtl.
O Cluster B esta formado por fagos de Streptococcus non clasificados
e dous fagos da familia Siphoviridae. Cluster C esta formado por fagos
de Streptococcus non clasificados. O Cluster D, o cal esta moi proximo
6 Cluster C, estd formado polo fago lambda, T4, T7 e polo bacteriéfago
de Streptococcus phil207.3 non clasificado, illado orixinariamente de
S. pyogenes (lannelli et al., 2014). Finalmente, o Cluster E formao virus
de Streptococcus da familia Podoviridae e fagos de Streptococcus non
clasificados.

Tras a analise da arbore filoxendmica, observouse como 0s mesmos
péptidos encontranse en distintos fagos moi proximos na arbore. Na
Téaboa 23 amodsanse os potenciais péptidos biomarcadores encontrados
en bacteriofagos do mesmo Cluster na arbore filoxenomica.

Ademais, estudouse a relacion entre os fagos determinados e as
bacterias que presentan os mesmos péptidos fronte a base de datos do
NCBI. Observouse como certas especies de Streptococcus relacio-
nanse con determinadas ramas dos Clusters. Por exemplo, cepas de
S. thermophilus comparten secuencias peptidicas especificamente con
fagos do Cluster A, e a especie S. pneumoniae comparte secuencias
peptidicas especificamente con fagos do Cluster B. Por outro lado,
S. suis comparte secuencias peptidicas especificamente con fagos do
Cluster C. Polo contrario, os fagos do Cluster E comparten péptidos
encontrados en variedade de especies de Streptococcus. As especies
bacterianas S. uberis e S. parauberis comparten secuencias peptidicas
con fagos de todolos Clusters. Estes resultados xunto coa arbore filoxe-
némica (Figura 35), amosan que a relacion filoxenomica entre fagos vai
asociado coas bacterias que infectan e/ ou viceversa.
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Taboa 23. Potenciais péptidos biomarcadores de Streptococcus de orixe faxico e a rel-
acion de estes péptidos cos Clusters xerados na arbore filoxenémica.

Proteina Péptido

Bacteriofagos

Cluster

Proteina de
fago non
caracteri-
zada

YPNSFTAYIMDVKGCK

Streptococcus fago D1811
Streptococcus fago TP-778L
Streptococcus fago D5842

Streptococcus fago vB_SthS
VA460

Streptococcus fago P9902
Streptococcus fago P9852
Streptococcus fago P8922
Streptococcus fago P9851
Streptococcus fago P8921
Streptococcus fago P7152
Streptococcus fago P7154
Streptococcus fago P7151
Streptococcus fago P5652
Streptococcus fago P5651
Streptococcus fago P4761
Streptococcus fago PO095
Streptococcus fago PO093
Streptococcus fago PO0O9T
Streptococcus fago P0092
Streptococcus fago 9874
Streptococcus fago phiAbc2.

Cluster A

Proteina de
fago non
caracteri-
zada

VKEKIAAIVNDEELLAK

Streptococcus fago P47617
Streptococcus fago 73

Streptococcus fago TP-J34
Streptococcus fago P7952

Cluster A

Proteina
estructural
minoritaria

ISGITLSDTNVVAGN-
LISSSEHFVQMLSNIK

Streptococcus fago P7954
Streptococcus fago TP-J34

Cluster A
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Taboa 23. (Continuacion)

Proteina Péptido Bacteriofagos Cluster

Streptococcus fago vB_SthS
VA460

Streptococcus fago P7953
Streptococcus fago P7952

Proteinada FQLALLNTTTTFAQY-  Streptococcusfago P7954

cola QCSAYIDFEGQR Streptococcus fago P7951 Clusisr &
Streptococcus virus phiAbc2
Streptococcus fago P7955
Streptococcus fago TP-J34
Streptococcus fago P4761
Streptococcus fago 20617
fProtel’na de Streptococcus fago P7152
ago non DNVLIETVKMQ-
caracteri- GEQAMOQLVK Streptococcus fago P7134 Cluster A
zada Streptococcus virus 9871
Streptococcus fago PO091
fProtel'na de Streptococcus fago IPP16
ago non TTTELTTITHTVGDI-
caracteri- QKEMVRMNDR Streptococcus fago K13 Cluster B
zada Streptococcus fago 34117
Streptococcus fago phiARIO831b
Proteina MLANGITLSYGESKE-  Streptococcus fago phiARI0004
principal da . ClusterB
cola TYTKLVGLK Streptococcus fago phiARIO746
Streptococcus fago I1PP8
Proteina LSDKPKSYTEILNNI- Streptococcus fago I1PP24
de fago Cluster B
GDSL-like INSQK Streptococcus fago IPP26

Streptococcus fago phi-SsUD. T
Streptococcus fago phi-m46.1 Cluster D
Streptococcus fago phiSCO70807

Endopepti- ITTGIISAARIGAEAITA-
dasa/EbhB  DKLK

HAQGDVGWNINSV-

i Streptococcus fago phi20c
proteina TQRIVPANINAESEI- r 9o ph Cluster E
Gp58-like WSK Streptococcus fago phi7917
Proteina de Streptococcus fago 315.2
ggrgcr;‘e’: TLITMTEQIKNLTDDVK  Streptococcus fago 315.6 Cluster E
zada Streptococcus fago 375.1
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4.2.1.3.8 Estudo filoxenético do xene holin dos fagos de
Streptococcus determinados

Co obxectivo de comparar a arbore filoxenomica cunha arbore fi-
loxenetica, seleccionouse o xene holin para a construcion de dita arbo-
re. A proteina holina ¢ esencial para a lise das células do hospedador
bacteriano e constitue unha das proteinas mais diversas no xenoma dos
fagos. A holina foi empregada tamén en estudos previos na andlise fi-
loxenética de diversos fagos (Wang et al., 2000; Goerke et al., 2009).
Para a comparacion do xene holin xerouse a arbore filoxenética coas
secuencias dos fagos determinados da base de datos GenBank con
100% de homoloxia fronte os péptidos identificados e, do fago T7 (NC
001604.1) e o fago lambda (NC 001416.1). As secuencias da proteina
tomaronse das holinas anotadas no xenoma dos fagos e os nimeros de
acceso dos fagos determinados encontranse na Téaboa 22. Construiuse a
arbore mediante o programa MEGA 7 (Kumar et al., 2016) baseandose
nos modelos de analises Maximum-Likelihood (ML) (Rogers & Swo-
fford, 1998) (Figura 36).

Alguns fagos presentan dous secuencias do xene nos seus xeno-
mas, as cales diferéncianse en clase I e clase II. Isto ocorre con alglins
bacteriofagos analizados que aparecen en diferentes Clusters da arbore
filoxenética. Na arbore filoxenética pode apreciarse como estas espe-
cies forman Clusters similares 6 da arbore filoxenomica (Figura 35).
Os Clusters A e B da arbore filoxendmica estan ben definidos na arbore
filoxenética do xene holin (Figura 36).

No repositorio protedmico das especies de Streptococcus produtoras de
mastite analizadas neste estudo, determindronse 65 péptidos especificos
de Streptococcus de orixe faxico, pertencentes a proteinas como RecT, o
represor Cro/Cl, a proteina de superficie PblB e PblA, a antitoxina HicB,
a DnaD e os PrClIs. Os péptidos de fagos poder ser utiles como biomar-
cadores para a deteccion de bacterias patdxenas e/ou dos seus fagos
indistintamente nunha mostra. Un bo exemplo, ¢ o péptido MATNLG-
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QAY VQIMPSAK da proteina PblA, xa que ¢ moi especifico da especie
S. agalactiae. Por outro lado, o estudo e analise da arbore filoxendmica
(Figura 35) e dos péptidos determinados, amosa que a relacion filoxeno-
mica entre fagos vai asociado coas bacterias que infectan e/ ou viceversa.

96 Streptococcus fago P7953
78 W streptococcus fago P7954
76

» Streptococcus fago P7951

Streptococcus thermophilus bacteriofago Sfi11*
5 Streptococcus fago P7955
| (= streptococcus fago P4761
] | Streptococcus fago P0095
331 90| g Streptococaus fago P0092
991 streptococcus fago P0093
g9 Streptococcus fago P7952
_L Streptococeus virus 9871

Streptococcus fago 20617

3

3§ Streptococcus fago 73
2617 | | streptococcus thermophilus bacteriofago DT1
| 72} streptococcus fago D1811
431 Streptococcus fago P7134
5= Streptococcus fago P0091

I{ Streptococcus fago P9902
| Streptococcus fago vB SthS VA460

Streptococcus virus phiAbc2

74 Streptococcus fago P5652
Streptococcus fago TP-778L

l Streptococcus fago P9851
57

Streptococcus virus 9874

151 fago P8922

Streptococcus fago D5842
83| | Streptococcus fago P5651

. Streptococcus fago P7152
Streptococcus fago P7154

g

Streptococcus fago P8921
99, Streptococcus fago IPP19*
9 fago IPP62*

62 Streptococcus fago phi5218
| l Streptococcus fago phi-m46.1
991 Streptococeus fago phi-SsUD.1

Streptococcus fago 7201

68 Streptococcus fago LYGO9
Streptococcus fago SpSL1*
75 Streptococcus fago P9
531 [ Streptococcus profago 315.2
26 1 Streptococcus profago 315.1
941 Streptococcus profago 315.6

31 fago phiNJ2
fago T7
fago lambda
fago phiSC070807
| Streptococeus fago SpSL1*

% g9 Streptococcus thermophilus bacteriofago Sfi11*
[ Streptococcus thermophilus bacteriofago 7201

99 | Streptococeus fago phi7917
78] | Streptococcus fago phiLP081102

99] Streptococcus fago phi20c
7 7 Streptococcus fago phi3oc
— Streptococcus fago P9852
83 Streptococcus fago IPP8
& 98 L Streptococcus fago IPP26

Streptococcus fago IPP24
g8 = Streptococcus fago IPP19*
66 501 I Streptococcus fago IPP69
Streptococcus fago 34117
66 . Streptococcus fago phiARI0004
020 31, Streptococcus fago K13
18| = Streptococcus fago phiARI0131-1
59 Streptococcus fago IPP62*

Figura 36. Arbore filoxenética das
secuencias do xene holin dos bacte-
riofagos determinados, baseada no
modelo Maximum-Likelihood (ML)
(Rogers & Swofford, 1998) co para-
metro de kimura-2 (Kimura,1980).
A significancia de cada rama indicase
polo valor do bootstrap que foi calcula-
do en porcentaxe de 1000 subconxun-
tos. Bar, 20 nt substitucions por 100 nt.
Os codigos de acceso 6 GenBank dos
xenomas dos fagos determinados coas
proteinas anotadas amosanse na Taboa
22. Os fagos dos diferentes Clusters
definidos para a arbore filoxenomica
(Figura 35) represéntanse polas cores
das suias ramas: azul claro, Cluster

A; verde claro, Cluster B; morado,
Cluster C; vermello, Cluster D; la-
ranxa, Cluster E. * Fagos con 2 xenes
holin na arbore.
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4.2.2 Caracterizacion dos péptidos para a identificacion de
Staphylococcus aureus mediante LC-ESI-MS/MS.

4.2.2.1 Repositorio proteémico de S. aureus produtoras de mastite

Tras a andlise mediante LC-ESI-MS/MS das cepas de S. aureus,
1135 péptidos non redundantes correspondentes a 644 proteinas foron
identificados por Carrera et al. (2017). Carrera et al. (2017) tamén rea-
lizou anélises bioinformaticas para o estudo dos péptidos das 20 cepas
de S. aureus analizadas e a seleccion de potenciais péptidos biomarca-
dores especificos de especie centrandose especialmente nos factores de
virulencia.

4.2.2.2 Caracterizacion dos péptidos de orixe faxico para a identi-
ficacion de S. aureus

De entre os 1135 péptidos identificados para as cepas de S. aureus,
12 péptidos foron identificados como péptidos de bacteriofagos. Estes
péptidos foron analizados empregando a ferramenta BLASTp (Altschul
et al., 1990) para determinar a homoloxia coas proteinas da base de
datos NCBI. Realizouse unha primeira analise coa ferramenta BLASTp
incluindo e excluindo Staphylococcus nos parametros de busca. Para
determinar a especificidade dos péptidos analizados con S. aureus e cos
seus bacteriofagos, realizouse o BLASTp excluindo S. aureus nos para-
metros de busca. Dos 12 péptidos de fagos identificados, 5 son especifi-
cos de S. aureus e tddolos péptidos determinados presentan homoloxia
con bacteriofagos de Staphylococcus fronte a base de datos do NCBI.
Na Téboa 24 amosase a lista dos 12 péptidos e, as especies bacterianas
e bacteriofagos con 100% de homoloxia fronte a base de datos de pro-
teinas do NCBI.

Como pode observarse na Taboa 24, 7 dos péptidos de fagos deter-
minados non son especificos da especies S. aureus e encontranse tamén
en outras especies de Staphylococcus. Como excepcion, o péptido
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LLHALPTGNDSGGDKLLPK tamén foi atopado en S. pneumoniae.
Por outro lado, os péptidos IRLPYYDVK, LYVGVFNPEATK, IY-
NEIDEALKSK, SINGKLDSQWTVPNEHK, e MNDSNQGLQANP-
QYTIHYLSQEITR son moi especificos da bacteria S. aureus fronte a
base de datos do NCBI . Encontraronse homoloxias cos mesmo fagos
para diferentes péptidos das cepas analizadas como ocorre, por exem-
plo, cos virus de Staphylococcus 3a e phiN315 entre outros (Téboa 24).

Taboa 24. Tédolos péptidos de orixe faxico determinados para as cepas de S. aureus
analizadas. Amdsanse os 12 péptidos de fagos, as cepas nas que foron determinados e as
bacterias e fagos con 100% de homoloxia fronte a base de datos de proteinas do NCBI.

Bacterias con Fagos con 100%

Cepa Proteina Péptido 100% homoloxia
homoloxia
Staphylococcus virus
85
Staphylococcus fago
Protef SP5
o pﬁ’nz‘ggl 4a YDRNSDILD- S aureus Staphylococcus virus
ca’pside GLPVVNLK S. argenteus ,Oh/ETAZ
Staphylococcus fago
pPhiNM
Staphylococcus virus
SAP26
Proteina de
fago non Staphylococcus fago
St caracteri- IRLPYYDVK FELICED StauST7398-2
zada
Staphylococcus virus
Proteina de S. argenteus 71
S4 fago non AVAELLKEINR S simiae Staphylococcus virus
caracteri- 55
zada S. aureus Staphylococcus virus

88
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Taboa 24. (Continuacion)

Cepa Proteina Péptido

Bacterias con
100%
homoloxia

Fagos con 100%
homoloxia

Proteina LLHALPTG-
S4 principal da NDSGGDK-
capside LLPK

S. aureus

S. xylosus

S. muscae

S. haemolyticus
S. argenteus

Streptococcus
pnheumoniae

Staphylococcus fago
phiSa2wa_st72
Staphylococcus fago
phiSaZwa_st121mssa
Staphylococcus fago
vB_SauS phi2
Staphylococcus fago
StauST398-2
Staphylococcus fago
LHT

Staphylococcus fago
phiSaZwa_st30
Staphylococcus virus
phil2
Staphylococcus virus
3a

Staphylococcus virus
PhiSLT
Staphylococcus fago
tp310-2.

Proteina
S7 principal da
cola

LYVGVFNPEA-

TK

S. aureus

Staphylococcus fago
SH-St 15644
Staphylococcus virus
phil2
Staphylococcus fago
vB_SauS phi2
Staphylococcus virus
3a

Staphylococcus virus
PhISLT
Staphylococcus fago
pP240

184



Taboa 24. (Continuacién)

Cepa

Proteina

Péptido
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Bacterias con
100%

Fagos con 100%

homoloxia homoloxia
Staphylococcus fago
PhiNM3
Staphylococcus
fago StauST398-4
Staphylococcus fago
) S. aureus pPhiN315
Srusiie S. argenteus Staphylococcus fago
S8 principal da AYINITGLGFAK ’ hi7247PVL
cola Pararheinheimera P
mesophila Staphylococcus fago
phiSaZwa_st22
Staphylococcus virus
77
Staphylococcus fago
P954
Staphylococcus virus
S. aureus IPLA35
S1lle Represor ELAEAIGVSQP- S arcenteus Staphylococcus fago
S20 tipo Cro/Cl  TVSNWIQQTK ’ g ) SMSAP5
S.sciuri Staphylococcus fago
vB SauS phi2
S. aureus
S. sciuri Staphylococcus fago
S. pseudintermedius SMS’:‘D/ ;
Slle Represor IQQLADYFN- Lo Staphylococcus fago
$20 tipo Cro/Cl  VPK S devriesel VB_Saus_phi2
S. warneri Staphylococcus virus
S. capitis IPLA35
S. argenteus
Staphylococcus fago
el IYNEIDEALKS- 13
S12 mento S. aureus
inhibidor KY Staphylococcus fago
PhiNM3
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Taboa 24. (Continuacion)

Bacterias con
Cepa Proteina Péptido 100%
homoloxia

Fagos con 100%
homoloxia

Staphylococcus fago
phiSa2wa_st72
Staphylococcus fago
tp310-2
Staphylococcus fago
phiSaZwa_st121mssa
. Staphylococcus fago

S. haemolyticus VvB_Saus_phi2

S. saprophyticus Staphylococcus fago
VSYTLDDDD- S. warneri StauST398-2
FITDVETAK S. argenteus Staphylococcus virus
3a
Staphylococcus fago
LHT
Staphylococcus fago
phiSaZwa_st30
Staphylococcus virus
phil2
Staphylococcus virus
PhiSLT

S. aureus,

Proteina
S20 principal da
capside
Streptococcus
pneumoniae

S. sciuri

Staphylococcus fago

SIINGKLDS- DwWz
S20 DUF2479 St .
QWTVPNEHK aureus Staphylococcus virus

IPLA8SS

Proteina de
fago non
caracteri-
zada

MNDSNQGL-
QANPQYTI- S. aureus
HYLSQEITR

Staphylococcus fago

S8 phiN315

Determinaronse 30 fagos de Staphylococcus cun 100% de homo-
loxia fronte 6s péptidos analizados, pertencentes todos eles a familia
Siphoviridae. Dos 30 bacteriofagos, 8 pertencen o xénero Phietavirus,
6 a Biseptimavirus, 14 6 xénero Triavirus e os demais non foron clasi-
ficados dentro de xénero. Na Taboa 25 expofiese a lifiaxe de cada fago
determinado e o nimero de acceso no NCBI.
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Téboa 25. Liiaxe, autores e nimeros de acceso dos xenomas no NCBI dos fagos determi-
nados con 100% de homoloxia. N°, nimero.

Nome LifRaxe N° Acceso Autores
Staphylococcus  dsDNA virus; Caudovirales;
virus 85 Siphoviridae; Phietavirus NC_007050.1 R et el 2008,
Staphylococcus  dsDNA virus; Caudovirales; O'Brien et al
fago phiSaz2wa_ Siphoviridae; Triavirus; non MG029513.1 - ublicédo)
st72 clasificado Triavirus P
dsDNA virus; Caudovirales;
Staphy/qcoccus Sl,ohowr/'q’ae; Biseptimavirus; NC 0086171 Bae et al. 2006.
fago phiNM3 non clasificado -
Biseptimavirus
Staphylococcus  dsDNA virus; Caudovirales; Tilet all(hon
fago SH-St Siphoviridae; Triavirus; non MG770897.1 lelicédo)
15644 clasificado Triavirus P
Staphviococcus dsDNA virus; Caudovirales; Kuroda et al
phyIC Siphoviridae; non clasificado  NC_004740.1 v
fago phiN315, ; . 2001.
Siphoviridae
Staphviococcus dsDNA virus; Caudovirales;
fa g DyWZ Siphoviridae; Phietavirus; non NC_024391.1 Keary et al., 201 4.
9 clasificado Phietalikevirus
Staphylococcus  dsDNA virus; Caudovirales; \I\//Iaer:e-DIV(le;r R
fago Siphoviridae; Triavirus; non NC_021323.1 al ([ %bli-
StauST7398-2 clasificado Triavirus : P
cado)
Staphylococcus  dsDNA virus; Caudovirales; Kwan et al.
virus 717 Siphoviridae; Phietavirus NC_007059.1 (2005).
Staphylococcus  dsDNA virus; Caudovirales; NC 01167121 Garcia et al.
virus /PLA35 Siphoviridae; Triavirus - ’ (2009).
Staphviococcus dsDNA virus; Caudovirales; Lz st Al e
PRy Siphoviridae; Triavirus; non NC 019513.1 oy
fago SMSAP5 o . publicado)
clasificado Triavirus
Staphylococcus  dsDNA virus; Caudovirales; NC 008798.1 Sawada, et al.
virus phiETAZ2 Siphoviridae; Phietavirus - ’ (non publicado)
Staphylococcus  dsDNA virus; Caudovirales; O'Brien et al
fago phiSa2wa_  Siphoviridae; Triavirus; non MG029518.1 e Liblica.do)
st121mssa clasificado Triavirus P
Staphylococcus  dsDNA virus; Caudovirales;
fago vB_Saus Siphoviridae; Triavirus; non NC_028862.1 HlREekee ciel

phi2

clasificado Triavirus

(non publicado)
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Taboa 25. (Continuacion)

Nome Lifaxe N° Acceso Autores
Staphylococcus  dsDNA virus; Caudovirales;
virus 88 Siphoviridae; Phietavirus NC_007063.1 e Gt el 200,
Staphviococcus dsDNA virus; Caudovirales;
Phy: Siphoviridae; Phietavirus; non JIX274646.1 Yoon et al., 2013.
fago SP5 o . S
clasificado Phietalikevirus
dsDNA virus; Caudovirales; .
Staphylococcus Siphoviridae; Triavirus; non NC_009762.3 ReICthIf'. siel
fago tp370-2 o o (non publicado)
clasificado Triavirus
Stopryiococcus SDNAMIE Cacourales
fago nc,?n clasiﬁcaao P © NC_023499.1 Mee-Marquet et
StauST398-4 : ; ) al, 2013.
Biseptimavirus
Staphylococcus dsDNA virus; Caudovirales; NC 004616.] landolo et al,
virus phil2 Siphoviridae; Triavirus = ; 2002.
Staphylococcus  dsDNA virus; Caudovirales; NC 0116141 Garcia et al.,
virus IPLA8S Siphoviridae; Phietavirus = 3 20009.
Staphylococcus  dsDNA virus; Caudovirales;
virus 55 Siphoviridae; Phietavirus AP Ko Gt el 2005,
dsDNA virus; Caudovirales;
Staphylococcus . L o
fago phiNM Siphoviridae; non clasificado
Siphoviridae
Staphviococcus dsDNA virus; Caudovirales;
phy Siphoviridae; Biseptimavirus; Zhang et al,,
fago iy APO011956.1
; non clasificado 2011.
phi7247PVL . . ]
Biseptimavirus
Staphy/ococcus d;DNA.v.lrus; Ca.ud.owra/es; NC 0070531 Kwan et al.2005.
virus 3a Siphoviridae; Triavirus -
Staphylococcus  dsDNA virus; Caudovirales; NC 014460.1 Rahman, et al.
virus SAP26. Siphoviridae; Phietavirus - ' (non publicado)
dsDNA virus; Caudovirales;
Staphylococcus Siphoviridae; Triavirus; non JIX174275.1 El Rl et e,
fago LHT o o 2013.
clasificado Triavirus
Staphylococcus dsDNA virus; Caudovirales;
fago phiSazwa_ S/phOV/r{c{ae; Biseptimavirus; MG029510.1 O'Brien, et' al.
non clasificado (non publicado)
st22 . . ]
Biseptimavirus
Staphylococcus  [ASDNAMIUSICAUGOVISIESII |~ 053561 LUt al 2004
virus 77 Siphoviridae; Biseptimavirus -
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Taboa 25. (Continuacion)

Nome Linaxe N° Acceso Autores

SDNA virus, ;Caudovirales;

Siphoviridae; Triavirus; non KY056620.1 Nl e,

Staphylococcus

fago p240. clasificado Triavirus 2017.
Staphylococcus  dsDNA virus; Caudovirales; NC 0026612 Narita et al.,
virus phiSLT Siphoviridae; Triavirus = ’ 2001.

Staphylococcus  dsDNA virus; Caudovirales;
fago phiSa2wa_ Siphoviridae; Triavirus; non MG029511.1
st30 clasificado Triavirus

O'Brien, et al.
(non publicado)

dsDNA virus; Caudovirales;
Staphylococcus  Siphoviridae; Biseptimavirus;
fago P954 non clasificado

Biseptimavirus

Young e Sum-
NC 013195.1 mers (non publi-
cado)

4.2.2.2.1 Péptidos de fagos determinados para S. aureus

Moitos dos péptidos determinados para as cepas de S. aureus perten-
cen a proteinas estruturais dos fagos como a proteina principal da capside
e da cola. Determinaronse tamén 2 péptidos pertencentes 6 regulador tipo
Cro/CI de fagos, 3 péptidos de proteinas non caracterizadas de fagos, un
péptido dun dominio de funcién descofiecida (DUF2479) que encontrase
en fagos e bacterias; e un péptido do complemento inhibidor de fagos. O
complemento inhibidor de Staphylococcus esta involucrado na evasion
da fagocitose das células humanas mediante o bloqueo das C3 converta-
sas (Wamel et al., 2006). Estudos publicados describen como o xene des-
te complemento inhibidor tamén encontrase en fagos de Staphylococcus
(Wamel et al., 2006), tal e como detectouse neste estudo.

189



Resultados e Discusion

4.2.2.2.2 Estudo filoxenomico dos fagos de S. aureus determinados

Para levar a cabo o estudo filoxendmico, tomaronse as secuencias
xenomicas da base de datos GenBank dos fagos de S. aureus que pre-
sentan 100% de similitude (Taboa 25) fronte 6s péptidos determinados,
e construiuse a arbore filoxenomica mediante o programa bioinformati-
co VICTOR (Virus Classification and Tree Building Online Resource)
(Meier-Kolthoff & Goker, 2017) (Figura 37).

Xenomas de bacteriofagos ben cofiecidos das principais fami-
lias de Caudovirales coma o fago Lambda (Siphoviridae), o fago T4
(Myoviridae) e o fago T7 (Podoviridae), foron engadidos para a cons-
trucion da arbore filoxendémica con fines comparativos.

A figura 37 representa a arbore filoxenémica dos fagos implicados na
infeccion de S. aureus produtoras de mastite, ou dunha parte deles. A anali-
se da arbore permitiunos establecer 3 Clusters ben definidos que dividen a
arbore en 3 xéneros de fagos. As dlias ramas principais separan o Cluster A
e B do Cluster C. Os Clusters A e B localizanse na mesma rama secundaria
e, estan formados por fagos de Staphylococccus dos xéneros Triavirus e
Biseptamivirus a excepcion dun fago non caracterizado, respectivamente.
O Cluster C estad composto de virus de Staphylococcus do xénero Phieta-
virus. Finalmente o Cluster D estd formado polos fagos de enterobacterias,
o fago Lambda, T7 e T4.
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Tras a andlise da arbore filoxendémica, observouse como os mesmos pép-
tidos encontranse en distintos fagos moi préximos na arbore filoxenomi-
ca, como ocorre para os fagos de Streptococcus estudados previamente.
Na Téboa 26 amoésanse os potenciais péptidos biomarcadores encontra-
dos en bacteriofagos do mesmo Cluster na arbore filoxendmica.

Téaboa 26. Potenciais péptidos biomarcadores de S. aureus de orixe faxico e a relacion de
estes péptidos cos Clusters xerados na arbore filoxenémica.

Proteina Péptido Fagos Cluster
Staphylococcus fago phiSaZwa_
st72
Staphylococcus fago tp310-2
Staphylococcus fago phiSa2wa
st121mssa
Staphylococcus fago vB_Saus
phi2
Proteina
principal da .IYEITLDDDDFITDVE_ Staphylococcus fago StauST398-2 Cluster A
capside

Staphylococcus virus 3a
Staphylococcus fago LHT

Staphylococcus fago phiSaZwa
st30

Staphylococcus virus phil2

Staphylococcus virus phiSLT
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Taboa 26. (Continuacion)

Proteina Péptido

Resultados e Discusion

Fagos Cluster

Proteina
principal da
capside

LLHALPTCNDSGGDK-
LLPK

Staphylococcus fago phiSaZwa
st72

Staphylococcus fago phiSaZwa
st121mssa

Staphylococcus fago vB_Saus
phi2

Staphylococcus fago StauST398-2
Staphylococcus fago LHT Cluster A

Staphylococcus fago phiSaZwa
st30

Staphylococcus virus phil2
Staphylococcus virus 3a
Staphylococcus virus phiSLT

Staphylococcus fago tp3710-2

Proteina
principal da
cola

LYVGVFENPEATK

Staphylococcus fago SH-St 15644
Staphylococcus virus phil2

Staphylococcus fago vB_Saus
phiz Cluster A
Staphylococcus virus 3a

Staphylococcus virus phiSLT

Staphylococcus fago P240.

Represor
tipo Cro/Cl

ELAEAIGVSQPTVS-
NWIQQTK

Staphylococcus virus IPLA35

Staphylococcus fago SMSAP5 Cluster A

Staphylococcus fago vB_Sau$s
phi2

Represor

tipo Cro/Cl IQQLADYFNVPK

Staphylococcus virus IPLA35,
Staphylococcus fago SMSAPS5,
Staphylococcus fago vB_Saus
phi2

Cluster A
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Taboa 26. (Continuacion)

Proteina Péptido Fagos Cluster

Staphylococcus fago phiNM3
Staphylococcus fago StauST398-4

Staphylococcus fago phiN315

Proteina .
principal da  AYINITGLGFAK Staphylococcus fago phi7247PVL o grer g
cola Staphylococcus fago phiSaZwa
st22
Staphylococcus virus 77
Staphylococcus fago P954
Staphylococcus virus 85
Staphylococcus fago SP5
Proteina
principal da IERNESILRCE Staphylococcus virus phiETA2 Cluster C.1
. VVNLK
capside
Staphylococcus fago phiNM
Staphylococcus virus SAP26
Proteina de Staphylococcus virus 71
fago non AVAELLKEINR Staphylococcus virus 55 Cluster C.2
caracteri-
zada

Staphylococcus virus 88

Coma no caso de Streptococcus, tamén, estudouse a relacion entre
os fagos determinados e as bacterias que presentan os mesmos pép-
tidos fronte a base de datos do NCBI. Observouse como certas es-
pecies de Staphylococcus relacionanse con determinadas ramas dos
Clusters. Ainda que tédolos fagos comparten secuencias peptidicas con
S. aureus, a maioria tamén comparte péptidos con outras especies de
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Staphylococcus fronte a base de datos de proteinas do NCBI. Por exem-
plo, Staphylococcus argenteus comparte secuencias peptidicas con fa-
gos de todolos Clusters. Sen embargo, Staphylococcus simiae s6 com-
parte secuencias peptidicas con fagos do Cluster C e as demais espe-
cies (S. xylosus, Staphylococcus muscae, Staphylococcus haemolyticus,
S. sciuri, Staphylococcus. pseudintermedius, Staphylococcus vevriesei,
Staphylococcus warneri, S. capitis e S. pneumoniae) presentan 0s
mesmos péptidos que fagos do Cluster A. Ademais, cabe destacar que
as cepas analizadas de S. aureus produtoras da enterotoxina A (S8 e
S12), comparten péptidos especificamente con fagos do Cluster B
(Biseptamivirus). Existen publicaciéns que establecen que o xene da
enterotoxina A esta codificado no xenoma de bacteriofagos de S. aureus
(Chen et al., 2018).

Do mesmo xeito que no caso de Streptococcus, estes resultados
xunto coa arbore filoxenomica (Figura 37), amosan que a relacion fi-
loxenodmica entre fagos vai asociado coas bacterias que infectan e/ou
viceversa.

4.2.2.2.3 Estudo filoxenético do xene holin dos fagos de S. aureus
determinados

Co obxectivo de comparar a arbore filoxenomica cunha arbore fi-
loxenetica, seleccionouse o xene holin para a construcion de dita arbore
de igual modo que para o estudo dos fagos de Streptococcus. Para a
comparacion do xene holin xerouse a arbore filoxenética coas secuen-
cias dos fagos determinados da base de datos GenBank con 100% de
homoloxia fronte os péptidos identificados e, do fago 77 (NC 001604.1)
e o fago Lambda (NC 001416.1) con fines comparativos. As secuencias
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tomaronse da proteina holina, anotadas no xenoma dos fagos e os co-
digos de acceso encontranse na Téboa 25. Neste caso 20 fagos dos 30
fagos determinados presentan a proteina holina anotada no seu xeno-
ma. Construiuse a arbore mediante o programa MEGA 7 (Kumar et al.,
2016) baseandose nos modelos de analises Maximum-Likelihood (ML)
(Figura 38).

Na arbore filoxenética pode apreciarse como estas especies non for-
man os mesmos Clusters que os da arbore filoxenomica (Figura 37). Neste
caso non permite organizar por Clusters segundo o xénero o que pertencen
os fagos e tampouco segundo as especies coas que comparten péptidos.

Staphylococcus fago phiSa2wa st30

Staphylococcus fago phiSa2wa st121mssa
725k Staphylococcus fago LH1

Staphylococcus fago phi7247PVL

108, Staphylococcus fago phiSa2wa st22

phyl 1s fago phiSauS-IPLA35

Staphylococcus fago tp310-2

77 74

Staphylococcus fago phiSa2wa st72

Staphylococcus fago P240
68 Staphylococcus fago phiSLT

Staphylococcus fago phiETA2

Staphylococcus fago SP5

100 Staphylococcus fago DW2
93|, Staphylococcus fago vB Sau$ phi2

Staphylococcus fago P954

Staphylococcus profago phiN315

100 Staphylococcus fago phiNM3

64 Staphylococcus fago SAP-26

Enterobacteria fago T7
31 Enterobacteria fago lambda
Staph fago SMSAP5
61

Staphylococcus profago phi 12

—
020

Figura 38. Arbore filoxenética das secuencias do xene holin dos bacteriofagos determi-
nados de S. aureus, baseada no modelo Maximum-Likelihood (ML) (Rogers & Swofford,
1998) co parametro de kimura-2 (Kimura,1980). A significancia de cada rama indicase polo
valor do bootstrap que foi calculado en porcentaxe de 1000 subconxuntos. Bar, 20 nt substitu-
cions por 100 nt. Os fagos dos diferentes Clusters definidos para a arbore filoxenomica (figura
37) represéntanse polas cores das suas ramas: azul claro, Cluster A; laranxa, Cluster B; verde
claro, Cluster C; vermello, Cluster D.
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No repositorio protedmico das cepas de S. aureus produtoras de masti-
te analizadas neste estudo, determinaronse 12 péptidos de orixe faxico
especificos de Staphylococcus dos cales 5 son especificos de S. aureus.
Estes péptidos pertencen a proteinas como as proteinas estruturais
maioritarias da capside e da cola, o represor Cro/CI e o complemento
inhibidor. Os péptidos de fagos especificos de Staphylococcus poden
ser utiles como biomarcadores para a detecion de bacterias patoxe-
nas e/ou dos seus fagos indistintamente nunha mostra. Este ¢ o caso
dos péptidos IRLPYYDVK, LYVGVFNPEATK, I'YNEIDEALKSK,
SIINGKLDSQWTVPNEHK, ¢ MNDSNQGLQANPQYTIHYLS-
QEITR, os cales son moi especificos de S. aureus. Por outro lado, o
estudo e analise da arbore filoxenomica (Figura 37) e dos péptidos
determinados, amosa que a relacion filoxenémica entre fagos vai aso-
ciado coas bacterias que infectan e/ ou viceversa.

4.2.3 Perspectivas de futuro dos péptidos biomarcadores determi-
nados de Streptococcus spp. e S. aureus produtoras de mastite

Tanto as proteinas de orixe faxico como os factores de virulencia
son proteinas involucradas en funciéns moi especificas. Moitas veces
estes factores de virulencia tefien o seu orixe en fagos, e se as compara-
mos con proteinas implicadas no metabolismo basal da célula bacteria-
na, en xeral, presentan homoloxias mais restrinxidas a especies e cepas
especificas (Calo-Mata et al., 2016).

No repositorio proteémico das especies de Streptococcus produtoras
de mastite analizadas neste estudo, determinaronse 58 péptidos de
factores de virulencia (Taboa 20) e 65 péptidos de orixe faxico (Ta-
boa 21), todos eles especificos de Streptococcus. Por outro lado, tras a
analise das cepas de S. aureus determinaronse 12 péptidos especificos
de Staphylococcus de orixe faxico, 5 de eles especificos de S. aureus
(Téboa 24). Os péptidos dos factores de virulencia para S. aureus es-
tudaronse previamente por Carrera et al. (2017).
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A especificidade dos fagos no recofiecemento de determinadas bacterias
e a especificidade nas funcions dos factores de virulencia, fan que pépti-
dos de estas proteinas sexan potenciais biomarcadores para a deteccion e
caracterizacion de cepas e especies. Neste estudo seleccionamos 6 pép-
tidos de orixe faxico como potenciais biomarcadores especificos de es-
pecies produtoras de mastite. O péptido MATNLGQAY VQIMPSAK ¢
moi especifico para a especie S. agalactiae e os péptidos IRLPYYDVK,
LYVGVFNPEATK, IYNEIDEALKSK, SIINGKLDSQWTVPNEHK,
e MNDSNQGLQANPQYTIHYLSQEITR son moi especificos para
S. aureus. Seleccionouse tamén o péptido DLWCNMIIAAK pertencen-
te a un transportador de lantibiotico implicado na virulencia das bacte-
rias e moi especifico para S. dysgalactiae, como potencial biomarcador.

A identificacion de péptidos de factores de virulencia permitenos de-
tectar bacterias patoxenas en alimentos capaces de producir enfermi-
dades trala sua inxesta e poden ser de gran utilidade no desenrolo de
novos tratamentos terapéuticos fronte a mastite (Carrera et al., 2017).

Moitas das proteinas de fagos (RecT, o represor Cro/CI, PbIB e PblA,
HicB, DnaD, o complemento inhibidor e os PrCIs) asinadas 6s pépti-
dos determinados neste estudo, foron previamente analizadas noutros
estudos como secuencias ensartadas no xenoma de bacterias por HGT
(Wamel et al., 2006; Iyer et al., 2002; Menouni et al., 2015; Bensing
et al., 2001; Mitchell et al., 2007; Durante-Rodriguez et al., 2016; Jor-
gensen et al., 2009; Carneiro et al., 2006; Huang et al., 2016; Richard
etal., 2012). A identificacion dos péptidos determinados de orixe faxi-
co permite detectar patoxenos moi especificos con secuencias faxicas
estables no seu xenoma e, no mesmo caso a detecion dos seus fagos.

Por outro lado, a analise das arbores filoxenémicas amosan como
os péptidos biomarcadores encoéntranse en diferentes bacteriofa-
gos proximos filoxeneticamente (Figura 35 e Figura 37). Tamén
observouse como os bacteriofagos que presentan os mesmos pépti-
dos que especies especificas de Streptococcus e, tamén no caso de
Staphylococcus, localizanse proximos na arbore filoxenomica. Estes
resultados suxiren que existe unha relacion entre a filoxenia dos fagos
e os fagos que poden infectar unha mesma especie bacteriana.
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Construiuse unha arbore filoxenémica con todolos fagos estudados para
Streptococcus e Staphylococcus (Figura 39), que corrobora a afirmacion
sobre a relacion entre os fagos filoxenomicamente proximos e as bacte-
rias que infectan. A arbore foi xerada a partir das secuencias xenomicas
da base de datos GenBank dos fagos de Streptococcus e Staphylococcus
que presentan 100% de similitude (Taboas 22 e 25) fronte os pépti-
dos determinados e, dos xenomas do fago Lambda (Siphoviridae), o
fago T4 (Myoviridae) e o fago T7 (Podoviridae). A arbore filoxenod-
mica construiuse mediante o programa bioinformatico VICTOR (Vi-
rus Classification and Tree Building Online Resource) (Meier-Koltho-
ff & Goker, 2017). Dita arbore separa claramente os bacteriofagos de
Streptococcus e enterobacterias, dos fagos de Staphylococcus polas
ramas principais. Na primeira rama os fagos de enterobacterias encon-
transe distanciados dos de Streptococcus.

Cofecese que as interaccions entre fagos e bacterias poden ser mutua-
mente beneficiosas, e mantefien a diversidade xenética e fenotipica de
ambos mediante HGT (Koskella & Brockhurst, 2014). Tamén ¢ ben
cofiecido que as bacterias presentan profagos e/ou elementos faxicos
no seu xenoma, sen embargo, poucas interaccions foron estudadas ata
o momento. Isto indica que gran parte da bioloxia dos bacteriéfagos
ainda non foi descuberta.

Por outro lado, os ordes e familias de bacteriofagos son asinados se-
gundo a sua morfoloxia, a composicion de DNA ou RNA, a orienta-
cion do xenoma (sentido +ou) a segmentacion, o estudo dun set de
xenes e as estratexias de replicacion (Simmonds, 2015). Sen embar-
g0, o contido xendémico dos fagos ainda no esta moi estudado, e por
ese motivo refirese 6s fagos, empregando un simil de fisica, como a
“materia escura” da biosfera (Argov et al., 2017). Deste xeito, existe
a necesidade da xeracion dunha base de datos con informacion das
secuencias xendmicas dos bacteriofagos que infectan as principais
bacterias patoxenas (Briissow & Desiere, 2001).
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Streptococcus fago P7154
Streptococcus fago P8922

Streptococcus fago P7151
Streplococcus fago Pas21
Streptococcus fago

Streptococcus fago P!

Streptococcus fago 5842

Streptococcus fago P7152
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fago DT1
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fago P9851
5 21 Streptococcus fago 73
N Streptococeus fago P9902
7 Streptococcus fago Abc2
Streptococcus fago P009T
0 7201

ag
Streptococcus fago P7952
Streptococeus fago P7953
Streptococcus fago P7954

fago Sfi11

fago P9852
Streptococcus fago P7951
Streptococcus fago P7955

fago TP_J34

fago TP_778L
Streptococcus fago P4 761

0 20617
Streplocbocus fago 6092
Streptococcus fago P0093
Streptococcus fago P0095
treptococcus_virus_9871

Streptococcus_ virus_9874
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Streptococcus fago IPP69
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fago pl
Streptococcus fsgo 4117

Slrepxoccccus fago ph/AR!0131 1

raga IBP19
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fago SpSL1
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a
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Figura 39. Arbore filoxenomica dos fagos determinados para as cepas de S.aureus e
Streptococcus spp. con 100% homoloxia fronte os péptidos identificados e os fagos Lambda
.4) e T7 (NC_001604.1). A arbore filoxenética construiu-
se mediante o servicio web VICTOR o cal basease no calculo das distancias interxendmicas
coa ferramenta GBDP (Genome BLAST Distance Phylogeny). Para a construcion das ramifica-
cidns calculouse o pseudo-bootstrap incluindo 100 replicas. Os codigos de acceso 6 GenBank
dos xenomas dos fagos determinados amoésanse nas Taboas 22 e 25. Cores: morado, fagos de
enterobacterias ; verde,fagos de Staphylococcus.

(NC_001416.1), T4 (NC_000866

Streptococcus ; vermello, fagos de
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5. CONCLUSIONS

From the condensed milk sample, we have isolated one yeast strain
(BCO03) and 3 bacterial strains (BC05, BC08 and BC09).

BCO03 yeast strain was identified as Zygosaccharomyces rouxii by the
ITS and HIS3 genes sequencing with 100% homology for both genes.

BCOS5 bacterial strain was identified as Paenibacillus polymyxa by
16S rRNA sequencing with 99.9 % homology, and by the gyrB am-
plification, resulting in a GNAT family proteins sequencing with a
100% homology.

BCO08 bacterial strain was identified as a very close phylogenetical-
ly relative to Bacillus paralicheniformis by 16S rRNA, gyrB and tuf
sequencing, with 100%, 96.6% and 100% homology, respectively.

The obtained results showed that strain BC0O9' is on the limit to
be considered as a new species of the genus Bacillus. Taking in to
account the high phylogenetic closeness to the species B. safensis it
is considered a new subspecies of this species, for which the name
Bacillus safensis subsp. osmophilus subsp. nov. was proposed.

The new subespecies Bacillus safensis subsp. safensis subsp. nov.
for which the type strain is FO-36b", was created.

The analysis of Bacillus strains by MALDI-TOF MS determined that
peak 6096 Da is characteristic of B. altitudinis and BC0O9T strain.

MALDI-TOF MS analysis determined that the major difference
between BC09™ and B. safensis FO-36b", compared to their close
relatives Bacillus species, is the absence of peak 2679 Da.
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From proteomic repository of Streptococcus analysed mastitis pro-
ducer strains, 92 peptides from virulence factors were identified.
Among these peptides, 58 peptides were determined as Streptococcus
specific peptides. Peptide DLWCNMIIAAK determined by LC-
ESI MS/MS belongs to a lantibiotic transporter and is specific of
S. dysgalactiae being a useful diagnostic peptide biomarker.

From proteomic repository of Streptococcus analysed masti-
tis producer strains, 69 peptides from phage proteins were iden-
tified. Among these peptides, 65 peptides were determined as
Streptococcus and their phages specific peptides. Peptide MATN-
LGQAYVQIMPSAK determined by LC-ESI MS/MS belongs to
PblA phage protein and is specific of S. agalactiae, being a useful
diagnostic peptide biomarker.

From proteomic repository of S. aureus analysed mastitis producer
strains, 12 peptides from phage proteins were identified. Among
these peptides, 5 peptides were determined as S. aureus and their
phages specific peptides. IRLPYYDVK, LYVGVFNPEATK,
MNDSNQGLQANPQYTIHYLSQEITR, TYNEIDEALKSK and
SIINGKLDSQWTVPNEHK peptides are specific of S. aureus, be-
ing useful diagnostic peptide biomarkers.

Results show that specific peptides are present in close related
phages. Moreover, phages which present same peptides as specific
species of bacteria, are located very close in the phylogenomic tree.
This suggests that a link exists between phage phylogeny and bac-
terial species which infect.
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Dende un sobre de leite condensado contaminado, illaronse 3 cepas
bacterianas (BC05, BC0O8 e BC09) e unha cepa de levaduras (BC03).

A cepade levaduras BCO3 foi identificada como Zygosaccharomyces
rouxii mediante a secuenciacion dos xenes ITS e HIS3 cunhas
homoloxias de 100% para ambos xenes.

A cepa bacteriana BCOS5 foi identificada como Paenibacillus
polymyxa. Dita identificacion levouse a cabo mediante a
secuenciacion do 16S rRNA obtendo un 99.9 % de homoloxia, €
mediante a secuenciacion do xene gyrB onde dita secuenciacion
resultou na amplificacion dunha secuencia da proteina da familia
GNAT cun 100% de homoloxia fronte a cepa illada.

A cepa bacteriana BCO8 foi identificada como unha cepa moi
proxima filoxeneticamente a Bacillus paralicheniformis mediante a
secuenciacion dos xenes 16S rRNA, gyrB e tuf cun 100%, 96.6% e
100% de homoloxia, respectivamente.

Os resultados obtidos amosan que a cepa BC09' encontrase no
limite para ser considerada unha nova especie do xénero Bacillus.
Tendo en conta a proximidade filoxenética coa especie B. safensis,
foi considerada unha nova subespecie de dita especie co nome
Bacillus safensis subsp. osmophilus subsp. nov.

A nova subespecie Bacillus safensis subsp. safensis subsp. nov. para
a cepa tipo FO-36b" foi creada.



Conclusions

* A andlise mediante MALDI-TOF MS das cepas de Bacillus,
determinou que o pico de 6096 Da ¢ caracteristico da especie
B. altitudinis ¢ da cepa BC09".

* A andlise mediante MALDI-TOF MS determinou que a principal
diferencia entre as cepas BC09' e B. safensis FO-36b', comparado
coas especies mais proximas de Bacillus ¢ a ausencia do pico de
2679 Da nestas dous cepas.

* No repositorio protedmico das cepas analizadas produtoras de
mastite de Streptococcus, identificaronse 92 péptidos de factores
de virulencia. Entre estes péptidos, 58 determindronse como
péptidos especificos de Streptococcus. O péptido DLWCNMIIAAK
determinado por LC-ESI MS/MS pertence a un transportador de
lantibidticos e ¢ especifico da especie S. dysgalactiae, sendo un
péptido diagnostico util como biomarcador.

* No repositorio proteomico das cepas analizadas produtoras de
mastite de Streptococcus, identificaronse 69 péptidos de proteinas
de bacteriofagos. Entre estes péptidos, 65 determindronse como
péptidos especificos de Streptococcus e dos seus fagos. O péptido
MATNLGQAYVQIMPSAK determinado por LC-ESI MS/
MS pertence 4 proteina de fagos PblA e ¢ especifico da especie
S. agalactiae, sendo un péptido diagnostico util como biomarcador.

* No repositorio protedomico das cepas analizadas produtoras de
mastite de S. aureus, identificaronse 12 péptidos de proteinas de
bacteriofagos. Entre estes péptidos, 5 determinaronse como péptidos
especificos de S. aureus e dos seus fagos. Os péptidos IRLPYYDVK,
LYVGVFNPEATK, MNDSNQGLQANPQYTIHYLSQEITR,
IYNEIDEALKSK e SIINGKLDSQWTVPNEHK son especificos
de S. aureus, sendo péptidos diagnostico utiles como biomarcadores.
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Conclusions

Os resultados obtidos amosan como péptidos especificos estan
presentes en bacteriofagos proximos filoxeneticamente. Ademais,
os fagos que presentan os mesmos péptidos que determinadas
especies de bacterias, encontranse localizados moi proéximos na
arbore filoxendmica. Isto suxire que existe unha ligazon entre a
filoxenia dos fagos e as especies bacterianas que infectan.
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