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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, ITS and HIS3 for yeast, deter-
mined the phylogenetically closest species for the isolated strains. BC05 
strain belongs to Paenibacillus polymyxa, BC08 strain is phylogenetical-
ly very close to Bacillus paralicheniformis and BC03 strain belongs to 
the yeast species Zygosaccharomyces rouxii. However, for BC09T strain 
a more in deep research has been realized for it characterization. Phyloge-
netic analyses based on 16S rRNA, gyrB gene and  tuf gene sequences 
placed strain BC09T  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 BC09T 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 BC09T and its closest relatives type strains spe-
cies by MALDI TOF. Specific mass peaks were determined for BC09T and 
each species.  Phylogenetic, chemotaxonomic and phenotypic analyses 
showed that strain BC09T represents a new subspecies of B. safensis, for 
which the name Bacillus safensis subsp. osmophilus subsp. nov. is pro-
posed. The type strain is BC09T (=LMG 30124T, =CECT 9344T).

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 μg 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 MATNLGQAYVQIMPSAK is very 
specific of S. agalactiae and IRLPYYDVK, LYVGVFNPEATK, IYNEI-
DEALKSK, SIINGKLDSQWTVPNEHK, and, MNDSNQGLQAN-
PQYTIHYLSQEITR peptides are very specific of  S. aureus. DLWC-
NMIIAAK 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 é un alimento moi rico en nutrientes como proteínas, graxas, 
carbohidratos, vitaminas, minerais e aminoácidos. 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 
fermentacións lácticas como Streptococcus, e outros causan contamina-
cións como Bacillus e Staphylococcus.

Bacillus é o xénero máis diverso e pode encontrarse en ambien-
tes moi variados. A pesar da existencia de tan numerosas especies 
neste xénero, considéranse non patóxenas, a excepción de Bacillus 
anthracis e Bacillus cereus. Certas especies do xénero Streptococcus 
son patóxenas e frecuentemente illadas de produtos lácteos. Especies 
como Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus 
agalactiae e Streptococcus canis son os 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 
patóxeno contaminante de alimentos, debido a que produce serias in-
toxicacións alimentarias e a que pode resistir as temperaturas de pas-
teurización. S. aureus é transferida ó leite a través do equipamento, o 
manexo humano ou do canal da mama producindo mastite, cando a leite 
pasa por el.

Para a identificación e caracterización dos microorganismos, os 
métodos clásicos baseados no cultivo son lentos e laboriosos. Os mé-
todos de diagnostico moleculares baseados na xenómica e proteómica 
permiten unha identificación das especies máis rápida e efectiva. Entre 
estas metodoloxías encóntranse, o estudo de xenes como o 16S rRNA, 
o estudo do xenoma e o emprego de técnicas proteómicas 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 caracterización e identificación das ce-
pas. Aínda así, para a descrición dunha nova cepa é necesaria a aporta-
ción dos resultados obtidos a partir de probas bioquímicas e de estudos 
quimiotaxonómicos segundo se describe nos mínimos estándares para 
cada taxón.

LC-ESI-MS/MS foi empregado con anterioridade para a análise de 
péptidos diagnostico específicos de bacterias patóxenas que permiten 
a caracterización e identificación de cepas bacterianas. Estes péptidos 
biomarcadores determinados mediante as técnicas de espectrometría de 
masas LC-ESI-MS/MS, poden ser útiles para a identificación dun mi-
croorganismo contaminante de alimentos. Sobre todo, péptidos perten-
centes a proteínas de función específica como os factores de virulencia 
es as proteínas de orixe fáxico pola súa especificidade coa bacteria que 
infecta.

Ó capítulo I deste traballo centrase na identificación das cepas 
illadas dun sobre contaminado de leite condensada e a caracterización 
dunha nova subespecie de Bacillus safensis. Determinouse mediante 
a secuenciación 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 BC05 per-
tence a especie Paenibacillus polymyxa, a cepa BC08 é moi próxima 
filoxenéticamente a Bacillus paralicheniformis e BC03 pertence á es-
pecie de levaduras Zygosaccharomyces rouxii. Sen embargo, no caso 
da cepa BC09T, levouse a cabo un estudo máis extenso para a súa ca-
racterización. Segundo a secuenciación e conseguinte análise filox-
enética baseadas no 16S rRNA, o xene gyrB e tuf, determinouse que 
as especies máis próximas á cepa BC09T son B. safensis seguido de 
Bacillus australimaris. Para a súa caracterización realizouse a secuen-
ciación do xenoma e o análise de este mediante parámetros como a 
hibridación DNA-DNA in silico (dDDH) e a identidade nucleotídica 
media BLAST (ANIb) comparandoos co das cepas tipo das duas es-
pecies máis próximas. Deteminaronse medias para ó dDDH de 67 e 
56 %, respectivamente entre a cepa BC09T e as cepas B. safensis e B. 
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australimaris. Os ANIb calculados entre a cepa BC09T e as dúas máis 
próximas son 95.7% e 56% respectivamente. Realizouse tamén o estu-
do fenotípico e quimiotaxonómico coa determinación de ácidos graxos, 
lípidos polares e péptidoglicanos. A única menaquinona detectada para 
a cepa BC09T foi MK-7 e os principais ácidos graxos son iso-C15:0 e 
anteiso-C15:0. As principais diferenzas no patrón de lípidos polares da 
cepa BC09T con as cepas tipo de B. safensis e B. australimaris é a au-
sencia de fosfoglicolipidos nestas dous últimas e a do fosfatidilglicerol 
en B. safensis. Tamén realizouse o estudo proteómico e a comparación 
entre os picos do espectro de proteinas “fingerprint”, determinando os 
picos característicos da cepa BC09T e das especies máis próximas a ela 
mediante MALDI TOF. Segundo tódolos resultados, tanto as análises 
filoxenéticas como quimiotaxonómicas e fenotípicas, determinan que a 
cepa BC09T representa unha nova subespecie de B. safensis, co nome 
de Bacillus safensis subsp. osmophilus subsp. nov., sendo a cepa tipo 
BC09T (=LMG 30124T, =CECT 9344T).

No capitulo II desta tese, levouse a cabo o estudo dos péptidos trip-
ticos analizados por LC-ESI-MS/MS de Streptococcus spp. e S. aureus 
illadas de leite e produtoras de mastite. 100 μg da extracción proteica 
foi dixerida con tripsina, lavada en columnas C18 microSpinTM e ana-
lizada por LC-MS/MS. Os datos proteómicos foron procesados por SE-
QUEST (Proteome Discoverer 1.4 package, Thermo Scientific) fronte 
a Bacteria da base de datos UniProt/ TrEMBL. Co obxectivo de deter-
minar péptidos biomarcadores para estas cepas, estudáronse os pépti-
dos específicos de orixe fáxico e pertencentes a factores de virulencia. 
Determináronse para as cepas analizadas, péptidos específicos de orixe 
fáxico de proteínas como proteínas estruturais de fagos, represores, 
endopeptidasas e proteínas non caracterizadas de fagos. Ademais, no 
estudo dos factores de virulencia determináronse péptidos específicos 
de toxinas e da proteína M entre outras, todos eles útiles como péptidos 
diagnostico na identificación e caracterización de cepas produtoras de 
mastite. O péptido de orixe fáxico MATNLGQAYVQIMPSAK é moi 
especifico para a especie S. agalactiae e os péptidos IRLPYYDVK, 
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LYVGVFNPEATK, IYNEIDEALKSK, SIINGKLDSQWTVPNEHK, 
e MNDSNQGLQANPQYTIHYLSQEITR son moi específicos para 
S. aureus. Seleccionouse tamén o péptido DLWCNMIIAAK pertencen-
te a un transportador de lantibiótico implicado na virulencia das bacte-
rias e moi especifico para S. dyagalactiae, como potencial biomarcador.



XI

ABREVIATURAS

µm: Micrometros

2-DE: Xel de electroforese bidimensional

aa: Aminoácidos

ACN: Aceto nitrilo

AFLP: Amplified fragment lenght polymorphism

AFLP: Amplified fragment-length polymorphism PCR

ANI: Identidade media de nucleótidos

ATP: Adenosina trifosfato

BLASTn: Nucleotide Basic Local Alignment Search Tool

BLASTp: Protein Basic Local Alignment Search Tool

BSA: Albúmina sérica bovina

BTS: Bacterial test standard

CETAL: Centro Tecnolóxico Agroalimentario

CID: Collision-induced dissociation

CRISPR: Repeticións Palindrómicas Curtas Agrupadas e Regular-
mente interespaciadas

Da: Daltóns

dDDH: Hibridación DNA-DNA in silico (digital DNA-DNA Hibridation)

DDH: Hibridación DNA-DNA

DNA: Ácido desoxirribonucleico

DNasa: Desoxirribonucleasa



XII

Abreviaturas

dNTPs: Desoxinucleótidos trifosfato

DO: Densidad óptica

DTT: Dithiothreithol

EDTA: Ácido etilendiaminotetraacético

ELISA: Ensaio de inmunoabsorción ligado a enzima

ESI: Electrospray ionization

Etc.: Etcétera

FA: Ácido fórmico

FDR: False discovery rate

FESEM: Microscopía electrónica de varrido de emisión de campo

FISH: Hibridación fluorescente in situ

FT-MS: Resonancia ciclotrónica de iones de transformada de Fourier

g: Fuerza centrífuga relativa

g: Gramo

GC: Cromatografía de gas 

GNAT: Gcn5-related N-acetyltransferases

h: Horas

H2OmQ: Auga Milli-Q® (ultrapura)

HCl: Ácido clorhídrico

HGT: Tranferencia horizontal de xenes

HPA: Hybridization Protection Assays

HPLC: Cromatografía liquida de alto rendemento



XIII

Abreviaturas

IAA: Iodoacetamida

ICSB: International Committee on Systematic Bacteriology

ICSP: International Committee on Systematic of Prokaryotes

IDT: Integrated DNA Technologies

IMS: Separación inmunomagnética

IPTG: Isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido

IS1: ión 1

IS2: ión 2

IT: Analizador de trampa iónica

kb: Kilobase

kDa: KiloDalton

KNO3: Nitrato potásico 

KOH : Hidróxido de potasio 

Kv: Kilovoltio

LAB: Bacterias acidolácticas

LAMP: Amplificación isotérmica mediada por bucles

LB: Medio de cultivo Luria-Bertani

LC-MS/MS: Liquid chromatography–mass spectrometry

LCR: Reacción en cadea da ligasa

LDR: Reacción da detección da ligasa

LiPA: Line probe assay

LSSCP: “Low-Stringency Single-Specific-Primer”



XIV

Abreviaturas

m/z: Relación masa carga

M: Molar

MALDI-TOF: Matrix assisted laser desorption and ionization  
time of-flight

MEGA: Molecular Evolutionary Genetics Analysis

MeOH : Metanol

Meso-DAP: Ácido meso-diaminopimelico

mg: Miligramos

min: Minuto

mL: Mililitro

mM: Milimolar

MOPS: 3-(N-Morpholino) propanesulfonic acid

mPCR: MúltiplePCR

mRNA: Ácido ribonucleico mensajero

MR-VP: Methyl-red Voges-Proskauer

MS: Espectrometría de masas

MUM: Maximal Unique Matches

MV: Máxima verosimilitude

MW: Peso molecular

NA: Nutrient Agar

NaOH: Hidróxido de sodio

NASBA: Amplificación baseada en secuencias de ácidos nucleicos



XV

Abreviaturas

NB: Nutrient Broth

NCBI: National Center for Biotechnology Information

nd.: Non determinado

ng : Nanogramos

NGS: Novas xeración de secuenciación

nt: Nucleótidos

N-terminal: Extremo amino terminal

ºC: Símbolo de temperatura en grados Celsius

OGRI: Overall Genome Related Index

OGYE: Oxytetracycile-Glucose Yeast Extract

Ori: Orixe de replicación

p/v: Porcentaje peso-volumen

p: p-valor

pb: Pares de bases

PCA: Plate Count Agar

PCR: Reacción en cadena de la polimerasa

PDB: Protein Data Bank

PFGE: Macro restriction analysis after pulsed field gel electrophoresis

PMF: Espectros de mapeo peptídico

PMSF: fenilmetilsulfonilo

PNA: Peptide Nucleic Acid

PRCIs: Illas cromosómicas relacionadas con fagos



XVI

Abreviaturas

qPCR: PCR a tempo real

RAPD: Random amplified polymorphic DNA

RBPs: Proteínas de fagos de unión ó receptor

Reasas: Cognate restriction endonuclease

RFLP: Restriction fragment lenght polymorphism

RNA: Ácido ribonucleico

RNasa: Ribonucleasa

rpm: Revoluciones por minuto

s: Segundo

SAP: Fosfatasa alcalina de camarón (Shrimp Alkaline Phosphatase)

SPR: Resonancia plasmónica de superficie

SRA: Sequence Read Archive

SRNAs: RNAs pequeños (Small RNAs)

SSCP: Polimorfismo de Conformación de Cadea Simple

TBC: Reconto total de bacterias

TCA: Ácido tricloroacético

TDH: Hemolisina directa termoestable

TFA: Trifluroacetico

TOF: Tempo de voo

TRH: Hemolisina relacionada con TDH

TSA: Agar triptico de soja (Tryptic Soy Agar)

TSB: Medio triptico de soja (Tryptic Soy Broth)



XVII

Abreviaturas

U: Unidade de actividad enzimática

UFC: Unidade formadora de colonia

UHT: Temperatura ultra alta (Ultra High Temperature)

UVA Ultravioleta

v/v: Porcentaxe volumen-volumen

v: Volume

VIDAS: Sistema de inmunodiagnosis VITEK

X-Gal: 5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-galactopiranósido

YNB: Yeast Nitrogen Base

YPD: Yeast Extract Peptone Dextrose

μg: Microgramo

μL: Microlitro

μm: Micrometro

μM: Micromolar

μscan: MicroScan





XIX

ÍNDICE DE TÁBOAS

Táboa 1. Principais bacterias formadoras de esporas  
responsables da contaminación de diferentes alimentos  
e as súas características fisioloxicas.���������������������������������������������������������������� 4

Táboa 2. Técnicas de detección de pátoxenos  
baseadas en ácidos nucleicos.������������������������������������������������������������������������ 21

Táboa 3. Ferramentas bioinformáticas para o  
estudo e comparativa de xenomas.����������������������������������������������������������������� 45

Táboa 4. Cepas tipo de Bacillus spp. empregadas  
como referencia neste estudo.������������������������������������������������������������������������ 59

Táboa 5. Cepas de Streptococcus spp. empregadas neste estudo.���������������� 60

Táboa 6. Cepas de S. aureus empregadas neste estudo.�������������������������������� 61

Táboa 7. Cepas de E. coli utilizadas neste estudo.���������������������������������������� 62

Táboa 8. Oligonucleótidos empregados neste estudo..��������������������������������� 65

Táboa 9. Enzimas de restrición empregadas na dixestión de DNA.������������� 73

Táboa 10. Códigos de acceso do 16S rRNA das cepas tipo e BC09T.�������� 117

Táboa 11. Códigos de acceso do xene gyB das cepas tipo e BC09T.���������� 119

Táboa 12. Características da secuencia xenómica da cepa BC09T.������������� 121

Táboa 13. Valores de dDDH e ANIb entre BC09T  
e as cepas máis próximas a ela.�������������������������������������������������������������������� 122

Táboa 14. Códigos de acceso do xenoma das cepas tipo e BC09T.������������ 123

Táboa 15. Picos característicos de BC09T  
e as cepas máis próximas a ela.�������������������������������������������������������������������� 126

Táboa 16. Composición dos ácidos graxos da cepa BC09T  
e as especies máis próximas.������������������������������������������������������������������������ 131



XX

Índice de Táboas

Táboa 17. Lípidos polares determinados para a cepa BC09T  
e as especies máis próximas.������������������������������������������������������������������������ 133

Táboa 18. As características fenotípicas das cepas BC09T  
e as cepas mais próximas.���������������������������������������������������������������������������� 135

Táboa 19. As diferencias das características fenotípicas  
das cepas BC09T e as cepas mais próximas.������������������������������������������������ 137

Táboa 20. Tódolos péptidos específicos de factores de  
virulencia determinados para as cepas de Streptococcus analizadas.���������� 144

Táboa 21. Tódolos péptidos de orixe fáxico determinados  
para as cepas de Streptococcus analizadas.�������������������������������������������������� 156

Táboa 22. Liñaxe, autores e números de acceso dos xenomas  
no NCBI dos fagos determinados con 100% de homoloxía  
fronte ós péptidos identificados.������������������������������������������������������������������ 162

Táboa 23. Potenciais péptidos biomarcadores de Streptococcus  
de orixe faxico e a relación de estes péptidos cos Clusters  
xerados na árbore filoxenómica.������������������������������������������������������������������ 178

Táboa 24. Tódolos péptidos de orixe fáxico determinados  
para as cepas de S. aureus analizadas.��������������������������������������������������������� 183

Táboa 25. Liñaxe, autores e números de acceso dos xenomas  
no NCBI dos fagos determinados con 100% de homoloxía.����������������������� 187

Táboa 26. Potenciais péptidos biomarcadores de S. aureus  
de orixe fáxico e a relación de estes péptidos cos Clusters  
xerados na árbore filoxenómica.������������������������������������������������������������������ 192







XXIII

ÍNDICE DE FIGURAS

Figura 1. Abundancia relativa dos xéneros de  
microorganismos encontrados en leite crú.������������������������������������������������������ 9

Figura 2. Imaxe do 16S rRNA ribosomico de E. coli K12 MG1655.����������� 15

Figura 3. Imaxe esquemática dos dispositivos baseados en biosensores.����� 23

Figura 4. Imaxe esquemática da espectrometría  
de masas e das fontes de ións ESI e MALDI.������������������������������������������������ 27

Figura 5. Imaxe esquemática de MALDI  
acoplada a TOF (MALDI TOF) e a TOF-TOF (MALDI TOF-TOF).����������� 28

Figura 6. Técnicas de espectrometría de masas enpregadas  
comúnmente na identificación e tipado de bacterias.������������������������������������� 32

Figura 7. Métodos baseados en bacteriofagos para a  
detección de bacterias.����������������������������������������������������������������������������������� 38

Figura 8. Imaxe da organización dos diferentes módulos  
do xenoma dos bacteriofagos das familias Siphoviridae,  
Podoviridae e Myoviridae.����������������������������������������������������������������������������� 40

Figura 9. Esquema do vector pUC19.��������������������������������������������������������� 66

Figura 10. Imaxe do servicio web GGDC.��������������������������������������������������� 77

Figura 11. Imaxe do servicio Web server VICTOR.������������������������������������� 79

Figura 12. Aliñamento das secuencias do ITS da cepa BC03  
e as das especies Zygosaccharomyces pseudorouxii ABT301T, 
Zygosaccharomyces rouxii CBS 12631T  
e Zygosaccharomyces mellis CBS 736T.�������������������������������������������������������� 94

Figura 13. Secuencias do xene HIS3 da cepa BC03  
fronte as secuencias das especies Zygosaccharomyces pseudorouxii 
ABT301T, Zygosaccharomyces rouxii CBS 12631 T  
e Zygosaccharomyces mellis CBS 736T.�������������������������������������������������������� 95



XXIV

Índice de Figuras

Figura 14. Electroforese en xel de agarosa dos  
fragmentos do xen 16S rRNA.����������������������������������������������������������������������� 97

Figura 15. Secuencias parciais do 16S rRNA da cepa BC05, Paenibacillus 
polymyxa ATCC 842T, Paenibacillus brasilensis PB172T, Paenibacillus 
peoriae DSM 8320T, Paenibacillus jamilae CECT 5266T, Paenibacillus 
terrae AM141T e Paenibacillus kribbensis AM49T.�������������������������������������� 98

Figura 16. Aliñamento das secuencias do 16S rRNA da cepa BC08  
fronte as cepas tipo B. sonorensis NBRC 101234T, B. licheniformis  
ATCC 14580 T, B. paralicheniformis KJ-16T, B. glycinifermentans  
GO-13 T e B. haynesii NRRL B-41327T.������������������������������������������������������ 100

Figura 17. Aliñamento das secuencias do xene 16S rRNA da  
cepa BC09T, e as cepas tipo de B. pumilus ATCC 7061T, B. safensis  
FO-36T, B. australimaris NH7I_1T, B. zhagzhoensis DW5-4T, 
B. xiamenenesis HYC-10T e B. altitudinis 41KF2bT.����������������������������������� 102

Figura 18. Aliñamento dos oligonucleótidos deseñados dos xenes  
de gyrB (ScrBaci1pbF e ScrBaci311pbR) coas secuencias das  
especies do xénero Bacillus e Paenibacillus obtidas do GenBank.������������� 103

Figura 19. Secuencias do xene gyrB da cepa BC08 fronte as cepas  
tipo Bacillus sonorensis NBRC 101234T, B. licheniformis ATCC 14580T, 
B. paralicheniformis KJ-16T, B. glycinifermentans GO-13T  
e B. haynesii NRRL B-41327T.�������������������������������������������������������������������� 106

Figura 20. Aliñamento das secuencias do xene gyrB de las cepa BC09 T,  
e as cepas tipo de B. pumilus ATCC 7061T, B. safensis FO-36T, B. 
australimaris NH7I_1T, B. zhagzhoensis DW5-4T,  
B. xiamenenesis HYC-10T e B. altitudinis 41KF2bT.����������������������������������� 108

Figura 21. Secuencias parciais do xene tuf da cepa BC08  
fronte as cepas tipo B. sonorensis NBRC 101234T,  
B. licheniformis ATCC 14580 T, B. paralicheniformis KJ-16T, B. 
glycinifermentans GO-13 T e B. haynesii NRRL B-4132T.�������������������������� 109



XXV

Índice de Figuras

Figura 22. Aliñamento das secuencias do xene tuf da cepa BC09 T,  
e as cepas tipo de B. pumilus ATCC 7061 T, B. safensis FO-36 T,  
B. australimaris NH7I_1 T, B. zhagzhoensis DW5-4 T,  
B. xiamenenesis HYC-10 T e B. altitudinis 41KF2b.������������������������������������ 110

Figura 23. Colonias das cepas BC09T (esquerda) e  
Bacillus safensis FO-36bT (dereita) tras 10 días cultivadas  
en TSA nas mesmas condicións.������������������������������������������������������������������ 114

Figura 24. Imaxe ó microscopio electrónico (TEM)  
onde se amosa o flaxelo polar da cepa BC09T.�������������������������������������������� 114

Figure 25. Imaxes ó microscopio óptico (A) e microscopio  
de barrido de emisión de campo (FESEM) (B) onde se amosan  
as esporas ovales producidas pola cepa BC09T e (C) pola  
cepa Bacillus safensis FO-36bT.����������������������������������������������������������������������� 115

Figura 26. Árbore filoxenética baseada no modelo  
Neighbour-Joining kimura-2 (Kimura,1980) das secuencias  
máis próximas do xene 16S rRNA (1473 nucleótidos) de BC09T  
e os taxóns máis próximos do xénero Bacillus.������������������������������������������� 118

Figura 27. Arbore filoxenética baseada no modelo Neighbour-Joining 
(Saitou e Nei, 1987) co parámetro de kimura-2 (Kimura,1980) das 
secuencias máis próximas do xene gyrB (1069 nucleótidos) de BC09T  
e os taxóns mais próximos do xénero Bacillus.������������������������������������������� 120

Figura 28. Arbore filoxenómica baseada no modelo Neighbour-Joining 
kimura-2 (Kimura,1980) construído a partir do xenoma de BC09T  
e dos das especies mais próximas empregando o programa  
bioinformático UBCGs.�������������������������������������������������������������������������������� 124

Figura 29. Espectros “fingerprint” obtidos da análise  
das cepas BC09T, B. safensis FO-36bT, B. australimaris  
MCCC 1A05787T, B. zhangzhouensis MCCC 1A08372T,  
B. pumilus ATCC 7061T e B. xiamenensis HYC-10T e  
B. altitudinis 41KF2bT por MALDI-TOF MS.�������������������������������������������� 128



XXVI

Índice de Figuras

Figura 30. Xel virtual co aliñamento dos espectros de masas da cepa  
BC09T e as mais próximas a ela, usando a ferramenta ClinProTools.��������� 129

Figura 31. Análise do compoñente principal (PCA) das cepas  
de Bacillus estudadas empregando a ferramenta ClinProTools.������������������ 130

Figura 32. MSP (Mean spectra Projection) dendograma das cepas  
BC09T, B. altitudinis 41KF2bT, B. australimaris MCCC 1A05787T, 
B. xiamenensis HYC-10T, B. zhangzhouensis MCCC 1A08372T,  
B. pumilus ATCC 7061T, e B. safensis FO-36bT.������������������������������������������ 130

Figura 33. Patrón de lípidos da cepa BC09T.���������������������������������������������� 132

Figura 34. Imaxe do patrón de lípidos das cepas  
B. australimaris MCCC 1A05787T (a) e B. safensis FO-36bT (b).����������������� 134

Figura 35. Arbore filoxenómica dos fagos de Streptococcus determinados 
con 100% homoloxía fronte os péptidos identificados e os fagos Lambda 
(NC_001416.1), T4 (NC_000866.4) e T7 (NC_001604.1).������������������������� 176

Figura 36. Árbore filoxenética das secuencias do xene holin  
dos bacteriofagos determinados, baseada no modelo  
Maximum-Likelihood (ML) (Rogers & Swofford, 1998) 
 co parámetro de kimura-2 (Kimura,1980).������������������������������������������������� 181

Figura 37. Arbore filoxenómica dos fagos determinados para as cepas de 
S. aureus con 100% homoloxía fronte ós péptidos identificados e os fagos 
Lambda (NC_001416.1), T4 (NC_000866.4) e T7 (NC_001604.1).�����������������191

Figura 38. Arbore filoxenética das secuencias do xene holin dos 
bacteriofagos determinados de S. aureus, baseada no modelo 
Maximum-Likelihood (ML) (Rogers & Swofford, 1998) co parámetro 
 de kimura-2 (Kimura,1980).����������������������������������������������������������������������� 196

Figura 39. Árbore filoxenómica dos fagos determinados para as  
cepas de S.aureus e Streptococcus spp. con 100% homoloxía fronte 
os péptidos identificados e os fagos Lambda (NC_001416.1), T4 
(NC_000866.4) e T7 (NC_001604.1).��������������������������������������������������������� 200







INTRODUCIÓN





1

1. INTRODUCIÓN

1.1 Microorganismos contaminantes de alimentos

As contaminación de alimentos produce grandes perdidas econó-
micas na industria alimentaria. Os consumidores demandan a preser-
vación das características organolépticas, nutricionais e as propiedades 
beneficiosas para a saúde nos produtos que compran. Para conservar 
todas estas características dos produtos alimentarios, a industria mo-
difica e mellora a tecnoloxía, os métodos de esterilización e tratado 
dos produtos co obxectivo de evitar as contaminación (André et al., 
2017). Sen embargo, é necesario un mellor coñecemento da fisioloxía 
e ecoloxía dos microorganismos contaminantes para previr as contami-
nacións e establecer novos métodos rápidos e seguros de detección de 
ditos contaminantes.

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

1.1.1 Fungos contaminantes de alimentos

A contaminación dos alimentos por fungos provén principalmente 
da maquinaria de procesado empregada, onde fungos filamentosos, le-
vaduras e móhoos como Geotrichum candidum adhírense as superficies 
e se transportan polo aire transferíndose ó 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 osmóticos. Estas levaduras en-
contráronse 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, e sobre todo bacterias de Firmicutes, 
son os principais contaminantes de alimentos de orixe animal. Particu-
larmente, as bacterias ácidolacticas (LAB): Lactococcus, Lactobacillus 
Leuconostoc, Weissella ou Carnobacterium, e tamén Enterococcus, es-
tán frecuentemente asociados a contaminación de alimentos. En xeral as 
bacterias LAB son beneficiosas pola súa característica de fermentar va-
riedade de alimentos e materias primas contribuíndo ó seu sabor, textura, 
olor e preservación. Sen embargo, algunhas especies como Lactobacillus 
alimentarius é contaminante de alimentos marinados; Carnobacterium 
divergens e Carnobacterium maltaromaticum están asociadas a conta-
minación en carne e marisco durante o seu procesado; e, Enterococcus 
faecalis e Enterococcus faecium tamén asocianse a contaminacións de 
carne procesada. Leuconostoc gelidum, Leuconostoc gasicomitatum e 
Weissella confusa son contaminantes de alimentos mariños (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 múltiples produtos. Describiuse que Alicyclobacillus 
é o único xénero acidofílico 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 contaminación de latas pasteurizadas, almacenadas 
en condicións ácidas 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 contaminacións de carne 
refrixerada empaquetadas en vacio, causan abundante produción de gas, 
hinchamento do plástico, forte olor e, perdida de cor e textura da carne 
(André et al., 2017). Contaminacións de materias primas son comun-
mente asociadas a contaminacións por Bacillus spp. Bacillus pumilus, 
Bacillus licheniformis, Bacillus amyloliquefaciens e Bacillus subtilis son 
responsables en numerosas ocasións da contaminación de produtos da 
panificación (André et al., 2017). Bacillus cereus comunmente presente 
en aceite, grans, vexetais, arroz, ovo, leite e carne, é capaz de crecer nun 
rango de 4 a 50 ºC (Soni et al., 2016; Tewari & Abdullah, 2015).

1.1.3 Bacterias Gram negativas contaminantes de alimentos

Moitas bacterias Gram negativas tamén relaciónanse con conta-
minación de alimentos. As enterobacterias teñen a habilidade de me-
tabolizar aminoácidos en compostos volátiles, e entre elas os xéneros 
Serratia, Hafnia e Yersinia xogan un rol importante na contaminación 
de carnes, pescados, produtos lácteos, ovos e procesados. Shewanella 
báltica e Photobacterium phosphoreum, provenientes do mar con-
taminan pescado fresco e afumado. Pseudomonas spp., en particular 
Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida e Pseudomonas fragi, 
contaminan todo tipo de materias primas conservadas en condicións 
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 máis resistentes e as máis 
comúns en alimentos tratados (Táboa 1). As esporas son capaces de re-
sistir químicos como desinfectantes e tratamentos físicos tipicamente 
usados na industria alimentaria. As esporas xerminan tras o procesado 
dos alimentos cando as condicións 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 clasifícanse en grupos, Bacillales eróbicos, 
Clostridiales, anaerobios estritos e Thermoanaerobacterales anaero-
bios termofílicos. Entre os primeiros encóntranse os xéneros Bacillus, 
Geobacillus, Anoxybacillus, Alicyclobacillus, e Paenibacillus. Dentro dos 
Clostridiales encóntranse os xéneros Clostridium e Desulfutomaculum. 
Entre os xéneros descritos dentro de Thermoanaerobacterales, es-
tán Thermoanaerobacter, Acetogenium, Thermobacteroides 
Thermoanaerobacterium, Caldanaerobacter, Caldanaerobius e Gelria. 
As especies máis coñecidas en contaminación de alimentos con propieda-
des patoxénicas son B. cereus e Clostridium botulinum, coñecidas 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, e Geobacillus stearothermophilus (Soni et al., 2016) pro-
ducen ademais enzimas que rompen os compoñentes dos alimentos, di-
minuíndo 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 máis resistentes ó calor son Geobacillus stearothermophilus, 
Moorella thermoacetica, anteriormente coñecida como Clostridium 
thermoaceticum e Thermoanaerobacterium spp. illadas de alimentos en-
latados con baixo pH (André et al., 2017).

Táboa 1. Principais bacterias formadoras de esporas responsables da contaminación de 
diferentes alimentos e as súas características fisioloxicas. Extraído e modificado de André 
et al. (2017). Co permiso de ELSEVIER Tª, temperatura; opt; temperatura ópima.

Alimento Especies Rangos de crece-
mento (Tª e pH)

Resistencia ó 
calor

Produtos de 
panaderia

Bacillus 
amyloliquefaciens

15ºC a 50ºC, opt. 
30-40ºC

2,5 min a 110 ºC; 
2,1 min a 115 ºC

Clostridium 
algidicarnis

>4 to 37 ºC, opt 
25-30ºC

230 min a 90ºC; 5 
min a 95 ºC
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Alimento Especies Rangos de crece-
mento (Tª e pH)

Resistencia ó 
calor

Carnes 
empaquetadas en 
vacio e refrixeradas

Clostridium 
putrefaciens

<0ºC-<37ºC 14 min a 80ºC

Clostridium 
estertheticum

1 ºC a 15 ºC 48 s a 100ºC

Clostridium 
gasigenes

1,5 ºC a 26 ºC, opt 
20-22ºC

Non resultados 
dispoñibles 

Leite pasteurizado
Bacillus

Paenibacillus

Leite esterilizado
Bacillus 
sporothermodurans

0 a 50ºC 6 s a 140ºC

Leite deshidratado

Geobacillus 
stearothermophilus

3 min a 121ºC

Anoxybacillus 
flavithermus

43 a 62ºC, opt 57ºC 2 min a 110ºC

Leite fermetado

Clostridium 
tyrobutyricum

<12ºC a 43ºC 0,053 min a 120ºC

Clostridium 
butyricum

dende 10 ºC, opt 
30-37ºC

0,045 min a 
120ºC; 4,7 min a 
100ºC

Clostridium 
sporogenes

<25 a >45ºC, opt 
30-40 ºC

1,28 min a 121ºC; 
2,2 min a 105ºC

Clostridium 
beijerinckii

25 ºC a 45ºC, opt 
37ºC

Non resultados 
dispoñibles 

Enlatados con pH 
ácido

Alicyclobacillus 
acidoterrestris

25ºC a 60 ºC, pH 
2.2-5.8

1.7 min a 95ºC; 2.3 
min a 102ºC

Enlatados con pH 
ácido moderado

Clostridium 
pasteurianum

límite de pH 3,5  4,31 min a 100ºC; 
13,6 min a 90ºC; 
3,8 min a 95ºC

Bacillus coagulans <30ºC a <61ºC, opt 
40-57ºC pH limit 
4.0

92,3 min a 110ºC

Enlatados con 
lixeiro pH ácido

Geobacillus 
stearothermophilus

30ºC a 70 ºC 3 min a 121ºC

Moorella 
thermoacetica

1 a 65ºC 10 min a 130ºC

Táboa 1. (Continuación)
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1.2 Técnicas de preservación de alimentos

Na industria dos alimentos existen variedade de tecnoloxías para 
a preservación dos alimentos como, procesado térmico, alta presión 
hidrostática, pulsos de campos eléctricos, radiación, refrixeración, se-
cado, etc..., que úsanse individualmente ou en combinación para una 
maior efectividade (Alvarez-Ordóñez et al., 2015). Actualmente existen 
métodos alternativos de esterilización de alimentos como o uso de plas-
ma atmosférico frío (gas ionizado de helio, argon, nitróxeno ou aire) e, 
a exposición de superficies e dos alimentos a luz ultravioleta (UVA). 
Sen embargo, numerosas esporas bacterianas son capaces de resistir 
altas exposicións a UVA (Wells-Bennik et al., 2016).Tamén existe o 
uso de antibacterianos e extractos naturais como aceites esenciais con 
compoñentes activos e propiedades antimicrobianas.

1.3 A resposta adaptativa das bacterias que contaminan alimentos

Os alimentos en ocasións son ambientes complexos nos cales as 
bacterias teñen que enfrontarse a condicións de estrés coma unha limi-
tada dispoñibilidade de nutrientes, un pH adverso, alta osmolaridade, 
oxidación e temperaturas extremas entre outros. As bacterias adáptanse 
a este tipo de situacións a través de modificacións fisiolóxicas e es-
truturais na célula mediante a regulación da maquinaria xenética. As 
mutacións xenómicas estocásticas son seleccionadas positivamente e 
fixadas na poboación bacteriana para o seu beneficio fenotípico. Outras 
veces en resposta ó estrés as bacterias son capaces de regular os patróns 
de expresión de diversos xenes. Sistemas homeostáticos poden manter 
o pH dentro da célula a pesar de que o pH externo cambie mediante 
bombas con antiportadores de potasio-protón ou sodio-protón. Por ou-
tro lado, poden ocorrer respostas fisiolóxicas no DNA, lípidos e proteí-
nas reguladoras que reparan o DNA e outras proteínas. Modificacións 
na composición das estruturas principais da célula como as envolturas, 
a membrana citoplasmática e a parede son tamén unha resposta ó estrés 
(Alvarez-Ordóñez et al., 2015).
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Un exemplo de adaptación ó estrés que se produce na preservación de 
alimentos é B.cereus. Ademais de producir esporas resistentes ó calor, 
algunhas cepas de esta especie son psicrófilas e poden crecer en comida 
refrixerada. As baixas temperaturas reducen a fluidez da súa membrana 
aumentando a proporción de ácidos graxos nela. As baixas tempera-
turas tamén afectan á maquinaria da tradución inactivando a función 
dos mRNA. Encontrouse que B. cereus presenta numerosas RNA he-
licasas, proteinas que actúan en resposta a este estrés participando na 
biosínteses de ribosomas. Outras especies de Bacillus son capaces de 
crecer a modiño por debaixo dos -20ºC. Por outro lado, un transposón 
proveniente de B. cereus, obtido mediante transferencia horizontal en 
cepas de B. subtilis, B. licheniformis, B. amyloliquefaciens, e Bacillus 
sporothermodurans, aporta propiedades de resistencia ó calor variando 
a cantidade de auga na célula (Wells-Bennik et al., 2016). Existen máis 
mutacións de proteínas, xenes, transposóns, toxinas e sistemas, impli-
cados en favorecer o crecemento de B. cereus e outras especies a baixas 
e altas temperaturas (Alvarez-Ordóñez et al., 2015). A toxina cereulide 
é unha molécula resistente a altas temperaturas e a cambios de pH, o 
xene codificase nun megaplásmido virulento relacionado co plásmido 
pX01de Bacillus anthracis (Ehling-Schulz et al., 2015; Wells-Bennik et 
al., 2016). Outro exemplo, é o caso da cepa Streptococcus thermophilus 
CJ18, que presenta un operón implicado no transporte de oligopéptidos 
que favorece a toma de péptidos e aminoácidos durante o crecemento 
en leite (Quigley et al., 2013).

Algúns 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 físico-químicas dos alimentos que contaminan ou empregar algún 
compoñente do mesmo alimento (Alvarez-Ordóñez et al., 2015). Os 
mecanismos que facilitan as bacterias crecer en ambientes que prodú-
cenlle estrés están directamente relacionados cos factores de virulencia, 
xa que é coñecido como moitos de estes mecanismos tamén están ivo-
lucrados durante a infección de estas. A maioria dos factores de virulen-
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cia, son transmitidos por bacteriofagos ás bacterias hospedadoras cando 
son infectadas por tranferencia horizontal de xenes (HGT) (Feiner et 
al., 2015), ademais da transferencia de plasmidos integrativos e trans-
posóns. As bacterias que incorporan os factores de virulencia convér-
tense en patóxenos capaces de sobrevivir con maior facilidade (Harald 
Brüssow et al., 2004). Máis a diante no apartado “1.5.5.1”, descríbese 
máis en profundidade como os bacteriofagos son capaces de modificar 
a capacidade de supervivencia das bacterias.

1.4 Organismos contaminantes de produtos lácteos

O leite é un alimento moi rico en nutrientes como proteínas, graxas, 
carbohidratos, vitaminas, minerais e aminoácidos. O leite que se con-
sume, proven de gran variedade de animais como a vaca, cabra, ovella, 
búfalo 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 fermentacións lácticas como especies de 
Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus, Propionibacterium e algúns 
fungos. Outros microorganismos no leite que causan contaminacións 
son Pseudomonas spp., Clostridium spp., Bacillus spp., Staphylococcus 
spp., e Acinetobacter spp., e outros microorganismos coma lactobacilli 
e bifidobacteria son beneficiosos para a saúde. 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, chegáronse a encon-
trar máis de 5000 esporas por mL. A literatura confirma que B. cereus é 
a especie que máis frecuentemente contamina produtos lácteos refrixe-
rados seguido de outras especies de Bacillus e Geobacillus pallidus.



9

Introdución

Figura 1. Abundancia relativa dos xéneros de microorganismos encontrados en leite crú. 
Amósanse as bacterias máis comúns en mostras de leite crú de diferente orixe animal. A gráfica, 
basease en numerosos estudios realizados en localizacións 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 tecnoloxías baseadas nas novas xeracións 
de secuenciación 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 crú. Extraído e modificado de “ The complex microbiota 
of raw milk “Quigley et al. (2013), co permiso de Oxford University Press.

A pasteurización do leite é un tratamento no cal a temperatura ele-
vase a 72ºC durante 15 segundos, o que non destrúe as esporas de es-
pecies mesófilas ou termodúricas e estas poden crecer durante o seu al-
macenaxe de dous a tres semanas máis 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 esterilización do leite (UHT) levase a cabo a 130ºC duran-
te catro segundos, debido a unha maior temperatura que a empre-
gada para a pasteurización (destrúe inclusive as esporas de C. botu-
linicum) as especies encontradas no leite son Bacillus coagulans, 
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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 encontráron-
se en produtos lácteos incluso despois de ser pasteurizados, esterilizados, 
deshidratados ou fermentados (André et al., 2017).

Na fermentación de queixos só anaerobias estrictas son respons-
ables da súa contaminación coma é o caso de especies de Clostridium 
(André et al., 2017). Outros produtos lácteos coma o leite condensado, 
debido a súa alta osmolaridade, pola alta concentración de azucres e a 
baixa cantidade de auga, dificulta o crecemento de microorganismos 
(Šostakienė & Blazgienė, 2010). Varias especies de Bacillus foron ori-
xinalmente illadas de produtos lácteos (Coorevits et al., 2011; Miller et 
al.,2016), sen embargo, ata agora ningún Bacillus fora illado de leite 
condensado (Abril et al., 2019).

1.4.1 Bacillus spp. contaminantes de produtos lácteos

O xénero Bacillus comprende numerosas especies Gram positivas 
ou Gram variables, especies Gram positivas en fases temperás do seu 
crecemento e Gram negativas, presentan forma bacilar e xeralmente 
forman esporas. Cave destacar que é con probabilidade o xénero máis 
diverso, polo que presentan entre eles características fenotípicas moi di-
ferentes. O seu principal hábitat adóitase considerar o solo, pero estudos 
suxiren que moi probablemente o solo teña un papel de reservorio para 
Bacillus spp. Coñecese que Bacillus ten a capacidade de colonizar case 
tódolos ambientes naturais, tan variados como aire, sedimentos de lagos, 
auga, salinas, augas termais ácidas, solos subantarticos, etc. (Gopal et 
al., 2015). A pesar da existencia de tan numerosas especies neste xénero, 
considéranse non patoxénicas, a excepción de B. anthracis e B. cereus.
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As contaminacións da materia prima en alimentos están comunmen-
te asociadas a Bacillus. As súas esporas poden soportar temperatu-
ras próximas a os 100ºC entre 10 e 56 minutos (André et al., 2017). 
B. cereus crece nun rango de 4 a 50ºC, e as súas esporas son resistentes 
ó calor, tratamentos químicos, ácidos e radiacións ultravioleta, protóns 
e altas enerxías de carga iónica. Moitas cepas de B. cereus presen-
tan adaptación para crecer a baixas temperaturas. Esta especie tamén 
produce numerosas substancias potencialmente patoxénicas como as 
hemolisinas, fosfolipasas, metaloproteínasas, colagenasas, betalac-
tamasas, produción de biofilm e toxinas que resisten ó calor (Soni et 
al., 2016; Tewari & Abdullah, 2015). As toxinas típicas de B. cereus 
son a enterotoxina non hemolítica e hemolítica, e a endotoxina emé-
tica cereulide, causantes de enfermidades diarreica (Ehling-Schulz 
et al., 2015). Tipicamente, B. cereus contamina produtos lácteos re-
frixerados, así como o resto de especies do grupo B.cereus seguido de 
B. licheniformis, B. amyloliquefaciens e Bacillus smithii. Estas especies 
son tamén predominantes nas contaminacións de leite pasteurizada, ca-
paces de soportar tratamentos de 80ºC durante 10 minutos. Outras espe-
cies de Bacillus; Bacillus weihenstephanensis, B. pumilus e B. subtilis 
illados do leite, producen tamén unha toxina similar á toxina cereulide 
producida por B.cereus (Gopal et al., 2015). Debido a situación ubicua 
das especies de Bacillus, o momento da contaminación pode ocorren en 
calquera parte do procesado do leite. Ademais, unha vez o leite é conta-
minado por estás especies, todo o proceso seguinte verase afectado pola 
contaminación. Isto é debido a que as súas esporas poden adherirse ó 
material inerte e algunhas especies formar biofilms, o que fai moi difícil 
a súa posterior eliminación.

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

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

Certas especies de xénero Streptococcus son patóxenas e son fre-
cuentemente illadas de produtos lácteos. Entre eles, o leite crú, culti-
vos starters naturais e callada de queixos. Streptococcus thermophilus 
é un LAB termófilo que empregase de cultivo starter na industria de 
produtos lácteos, ten a capacidade de converter rapidamente lacto-
sa en lactato, e como consecuencia baixar o pH. Tamén produce im-
portantes metabolítos 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 e outros xe-
nes que foron obtidos por transferencia horizontal de outras bacterias 
que crecen tamén en produtos lácteos. Outros streptococci asociados a 
produtos lácteos son Streptococcus uberis, Streptococcus agalactiae, 
Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus bovis e Streptococcus 
macedonicus. Streptococcus macedonicus produce características in-
desexables nos produtos lácteos que contamina. S. bovis é un patóxeno 
oportunista humano que en ocasións illouse de produtos fermentados  
(Quigley et al., 2013).

Outros streptococci detectados en leite bovina están asociados coa 
infección de mastite. A presencia de estes patóxenos 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 patóxenos 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 lácteos

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

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

Staphylococcus caprae, Staphylococcus capitis ou Staphylococcus 
sciuri son especies asociadas a contaminacións de alimentos e producen 
patoloxías 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 concentración de sal e ambientes ácidos.

1.5 Identificación 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 límite 
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, 
identificación morfoloxía das células ó microscopio e probas bioqui-
micas estandar coma os API (BioMerieux) (Logan & Berkeley, 1984), 
tanto para bacterias coma levaduras (Gopal et al., 2015; Rodrigues & 
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Ferrari, 2018). A efectividade destes métodos depende moitas veces dos 
requirimentos nutricionais das especies a detectar, debido a que certas 
especies precisan medios e condicións moi especificas para crecer. Os 
métodos convencionais tamén precisan de dous a tres días e incluso ata 
unha semana para identificar o microorganismo, e non pódese detectar 
células mortas aínda cando están presentes sustancias toxicas produci-
das por eles. Recentemente, outras técnicas máis rápidas, menos labo-
riosas, especificas e con maior sensibilidade comezáronse a establecer 
nos laboratorios (Law et al, 2014; Rodrigues & Ferrari, 2018; Rohde 
et al., 2017). Técnicas baseadas en ácidos nucleicos coma as PCRs, 
métodos inmunolóxicos coma ELISAS e biosensores, utilízanse na ac-
tualidade para a detección de contaminantes nos alimentos (Gopal, et 
al., 2015). Outros métodos que comezan a emerxer e a usarse nos la-
boratorios, son as técnicas baseadas en espectrometría de masas coma 
o MALDI-TOF, os DNA microarrays, e os métodos de identificación 
baseados en bacteriofagos (Rohde et al., 2017).

1.5.1 Métodos baseados en ácidos nucleicos

As secuencias de DNA e RNA conteñen gran cantidade de infor-
mación moi útil o cal permite identificar e discriminar entre grupos ta-
xonómicos moi próximos filoxenéticmente. Dende mediados dos anos 
80 a amplificación por PCR (reacción en cadea da polimerasa) foi a 
tecnoloxía máis empregada para a identificación de patóxenos 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 súa sensibilidade, especificidade e a capacidade 
de detección con pequenas cantidades de ácidos nucleicos na mostra 
(Umesha & Manukumar, 2018). Cabe destacar que o DNA non se de-
grada incluso en produtos procesados o que permite o seu análise 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 identificación de microorganismos, a si como 
para establecer relacións de parentesco.
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Os ribosomas bacterianos constitúense de múltiples proteínas ribosó-
micas e tres RNAs ribosómicos esenciais para a síntese de proteínas, 
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) é un xene moi empregado para a identifica-
ción bacteriana (Figura 2), debido a súa universalidade, a que presenta 
rexións moi conservadas e a súa vez rexións variables que permiten 
distinguir entre microorganismos próximos filoxeneticamente (Ro-
drigues & Ferrari, 2018). Ademais oligonucleótidos universais para a 
secuenciación do 16S rRNA foron deseñador por Wang & Qian (2009), 
e outros autores. Sen embargo, a gran homoloxía das secuencias des-
te xene entre certas bacterias, non permite a discriminación entre es-
pecies moi próximas, como é o caso de especies do xénero Bacillus  
(Caamaño -Antelo et al., 2015; Umesha & Manukumar, 2018).

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 
subrexións (v1-v9), as cales no seu inicio teñen secuencias conservadas seguidas de secuencias 
variables. En cor rosa apreciase as secuencias de oligonucleótidos (8F (5´--> 3´): AGAGTTT-
GATCCTGGCTCAG e 1391R (5´--> 3´): GACGGGCGGTGTGTRCA (Relman & Falkow, 
1992) empregados universalmente para a amplificación da secuencia. Imaxe obtida mediante o 
visor interactivo desenrrolado por “Era7 Bioinformatics”, na páxina web http://themicrobiome.
com/media/16S_viewer.cfm. 
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Outro xene comunmente empregado para a identificación de bacterias 
despois do 16S rRNA, é o xene gyrβ que codifica para a subunidade β 
da proteína DNA girasa, unha topoisomerasa de tipo II implicada na 
replicación do DNA que encontrase de forma universal nas bacterias. 
A taxa de mutación deste xene é maior que para o 16S rRNA . A se-
cuenciación 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 comparación das secuencias de este xene 
é útil para establecer relación filoxeneticas e para a identificación de 
especies (Caamaño-Antelo et al., 2015; Wang et al., 2007).

Outros marcadores alternativos empregados na identificación de 
bacterias son tamén xenes universalmente conservados, coma o 23S 
rRNA, subunidades da ATPasa, e o xene rpoβ o cal codifica para a su-
bunidade β da RNA polimerasa. O xene tuf codifica para o factor de 
elongación TU e tamén deseñaronse primers universais para a súa am-
plificación (Caamaño-Antelo et al., 2015). Empréganse tamén xenes de 
grupo específicos 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 especí-
ficos de especie coma o xene iap para a identificación de Listeria spp. 
(Umesha & Manukumar, 2018).

No caso dos fungos, o cistrón eucariota consiste no 18S, 5.8S e 
nos xenes do 28S. Os procesos postrascripcionais dividen o cistrón, 
eliminando os espaciadores internos. Os espaciadores internos ITS1 e 
ITS2 encontranse a ambos lados do 5.8S e empréganse constantemen-
te para determinar relacións filoxenéticas en eucariotas (Schoch et al., 
2012). Isto é devido a súa universalidade en eucariotas, a súa conserva-
ción, a baixa deriva xenética e a mesma vez o seu grado de variacións 
entre especies do mesmo xénero e presentar unha lonxitude adecuada 
para a secuenciación. Outro xene empregado para a identificación de 
levaduras é o xene HIS3, un xene conservado que presenta diferencias  
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entre especies moi próximas. Diversos oligonucleótidos foron deseña-
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 bioinformáticos de búsca de secuencias similares como BLASTn 
(Altschul et al., 1990) para a identificación final do taxón e máis 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 múltiple PCR (mPCR) permite am-
plificar diferentes secuencias, usando varios oligonuclotidos a mesma 
vez (Umesha & Manukumar, 2018). Mediante esta técnica pode detec-
tarse moi rápidamente a presenza de Salmonella enteritidis, S. aureus, 
Shigella flexneri, L. monocytogenes e E. coli O157:H7 empregando cinco 
pares de oligonucleótidos para cinco xenes diferentes (invA, 16S rDNA, 
ipaH, hlyA e eaeA). A metodoloxía de qPCR (PCR a tempo real) tamén 
permite identificar e cuantificar cepas de S. aureus que presentan o xene 
da enterotoxina egc en leite crú, Salmonella en froita e verdura, e Vibrio 
parahaemolyticus en pescados tropicais (Law et al., 2014). A combina-
ción 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 metodoloxía para detectar oito contaminantes pa-
tóxenos de alimentos onde están incluídos Salmonella enterica subsp. 
enterica, L. monocytogenes, E. coli O157, V. parahaemolyticus, Vibrio 
vulnificus, C. jejuni, Enterobacter sakazakii e Shigella spp. baseado na 
multiplexqPCR usando oligonucleótidos para detectar as secuencias 
dos xenes ssaR, hlyA, rfbE, toxR, vvh, gyrA, 16S rRNA e ipaH. Mediante 
esta técnica V. parahaemolyticus, V. cholerae, e 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), 
TaqMan™, Salmonella kit de detección (PE Applied Biosystems) e 
BAX®system Q7 real-time PCR (DuPont Qualicon), entre outros moi-
tos para a detección de Salmonella. L. monocytogenes é outro patóxeno 
con gran interese en ser detectado nos alimentos e existen tamén nume-
rosos kits para a súa identificación; BAX® Listeria monocytogenes De-
tection System (DuPontQualicon), TaqMan® 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 detección de outros patóxenos como E. coli e 
Campylobacter (Law et al., 2014).

Métodos alternativos de amplificación foron desenrolados, como 
a amplificación isotérmica mediada por bucles (LAMP), a amplifica-
ción baseada en secuencias de ácidos nucleicos (NASBA), reacción 
en cadea da ligasa (LCR), reacción da detección da ligasa (LDR),  
“Low-Stringency Single-Specific-Primer” (LSSCP), e Polimorfismo 
de Conformación de Cadea Simple (SSCP) (Umesha & Manukumar, 
2018).

NASBA é unha metodoloxía na que a reacción ocorre en condicións 
isotérmicas, normalmente usase para a amplificación de RNA, conver-
tido a DNA complementario mediante a transcriptasa inversa (Umesha 
& Manukumar, 2018). Kits comerciais coma NuclisensEasyQ®Basic 
Kit (bioMérieux) baseados na técnica de real-time NASBA empregase 
para a detección e identificación de L. monocytogenes, S. enterica e 
V. cholerae (Law et al., 2014).
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LAMP é unha técnica baseada na sínteses de fragmentos longos de 
DNA mediante a enzima Bst polimerasa en condicións isotérmicas. A 
reacción tarda 60 minutos e úsanse 4 oligonucleótidos xerando secuen-
cias de distinto tamaño formando estruturas con múltiples bucles. Dife-
rentes tipos de ensaio baseados en LAMP foron desenrolados como é o 
múltiples LAMP, transcrición inversa LAMP, real-time LAMP e in situ 
LAMP. Debido a súa sensibilidade e rapidez de análise, existen kits 
comerciais que empréganse para a detección de especies de Listeria, 
Salmonella, Campylobacter, Legionella, Shigella e a verotoxina produ-
cida por Escherichia (Law et al., 2014).

Tras a amplificación, as plataformas de secuenciación e as técnicas 
nas que baséanse tamén están implicadas na correcta identificación dos 
contaminantes de alimentos. A tecnoloxía de secuenciación de Sanger 
(Sanger & Coulson, 1975) foi a primeira empregada polos investigado-
res, sen embargo, existen as novas xeración de secuenciación (NGS) que 
presentan importantes vantaxes fronte a secuenciación de Sanger, entre 
elas, a posibilidade da secuenciación do xenoma completo. As NGS son 
capaces de xerar gran número de lecturas nunha soa reacción, permitin-
do unha detección masiva de material xenético en pouco tempo e a baixo 
coste (Rodrigues & Ferrari, 2018). As plataformas da segunda xeración 
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, Illumina, e 
SOLiD precisan de produtos amplificados previamente para a súa se-
cuenciación, mentres que a plataforma HeliScope non require amplifi-
cación previa, sen embargo ten maior taxa de error. A terceira xeración 
deste tipo de plataformas pretende mellorar aínda máis e eliminar, as 
limitacións da segunda xeración 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 
Ion Torrent of Life Technologies. Inc. Pacific Biosciences permite seguir 
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o proceso de secuenciación dos nucleótidos marcados con fluorescencia 
polo que non require de PCR previa e o tamaño de lectura é moi longo 
(8000bp), sen embargo, ten una alta taxa de error e é moi custoso. Com-
pete Genomic’s combined pro anchor hybridization and ligation (cPAL), 
deseñado para a secuención xenómica, ten unha moi alta precisión, gran 
productividade e baixo coste, aínda que o proceso é moi laborioso de-
bido ó corto tamaño das lecturas (28-100bp). Por último, Ion Torrent of 
Life Technologies, presenta o maior número de lecturas (4-80 millóns), 
pero precisa maior tempo de análise, presenta tamaños curtos de lectura 
(200-400bp) e problemas no ensamblaxe das secuencias.

Outras técnicas baseadas en ácidos nucleicos non precisan da se-
cuenciación das secuencias para a identificación de microorganismos. A 
metodoloxía RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) é un 
método moi sinxelo no que as enzimas de restrición sobre o xenoma xe-
ran un patrón de bandas característico de cada especie. Esta técnica en 
combinación con PCR, usouse para a determinación de Staphylococcus 
e Listeria spp. Outra técnica AFLP (Amplified Fragment Lenght 
Polymorphism) máis complexa baseada en RFLP e acoplada a un ana-
lizador automatico laser de fluorescencia permite identificar hasta nivel 
de cepas (Umesha & Manukumar, 2018). A hibridación fluorescente 
in situ (FISH) permite detectar directamente as células marcadas no 
microscopio de fluorescencia. FISH en combinación con citometría de 
fluxo permitiu de forma rápida detectar patóxenos como Chlamydia 
spp., Pseudomonas aeruginosa, Helicobacter spp., Streptococcus spp. 
e Staphylococcus spp. Outras técnicas baseadas en hibridación de 
ácidos 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 identificación de microorganismos baseada en 
ácidos nucleicos e a hibridación son os microarrays de DNA. Estes, 
están constituídos por unha colección de oligonucleótidos curtos, largos 
ou amplicóns 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 ácidos nucleicos da mostra son marcados 
con fluorescencia e posteriormente desnaturalizados. Estes fragmentos 
hibridan co seu oligonucleótido específico e finalmente pódese detec-
tar a presenza do fragmento por a emisión da fluorescencia. Softwares 
específicos úsanse para a conversión da imaxe nos datos da expresión 
dos xenes (Law et al., 2014; Rodrigues & Ferrari, 2018; Umesha & 
Manukumar, 2018). Mediante esta técnica estudouse a detección de 
Shigella spp. e diferentes serotipos de E. coli. Un microarray foi dese-
ñado para a detección 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 están dispoñibles, sen embargo, 
maiormente son deseñados para a análise da expresión de xenes. O 
microarray comercial StaphyChips® de Affymetrix e Advanced Array 
Technology é capaz de detectar quince especies de Staphylococcus in-
cluindo S. aureus resistentes a meticilina (Law et al., 2014).

Táboa 2. Técnicas de detección de pátoxenos baseadas en ácidos nucleicos. Comparativa 
das técnicas de detección de microorganismos patóxenos contaminantes de alimentos, o seu 
límite de detección e o tempo de detección. Extraído 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 
detección Microorganismo Límite de 

detección
Tempo de 
detección

PCR 
Múltiple

Salmonella spp., E. coli O157:H7 
Listeria monocytogenes, 
Staphylococcus aureus e Yersinia

103 CFU/mL 24 h

PCR a 
tempo real

L. monocytogenes, E. coli O157:H7 e 
Salmonella spp. 2 x 102 CFU/mL 24 h

S. aureus, Salmonella 9.6 CFU/g < 8h

Shigella 2.0 CFU/g < 8h
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1.5.2 Métodos baseados en biosensores

Un biosensor é un dispositivo o cal converte unha sinal bioloxía en 
outra eléctrica e medible. Un biosensor consiste en dous elementos, o 
bioreceptor capaz de recoñecer ó análito, e o transductor. O bioreceptor 
pode ser tanto enzimas, coma ácidos nucleicos, anticorpos ou recep-
tores celulares, e ata polímeros. O transductor é capaz de converter a 
sinal das interacción biolóxicas en sinales medibles (Umesha & Manu-
kumar, 2018) (Figura 3). Os biosensores con sinal óptica baseados en 
resonancia plasmónica de superficie (SPR) son os máis comunmente 
empregados para a detección de patóxenos alimenticios. Existen bio-
sensores ópticos comerciais coma o SPREETA biosensor para a detec-

Método de 
detección Microorganismo Límite de 

detección
Tempo de 
detección

NASBA

Escherichia coli 40 células/mL 4 h

Salmonella Enteritidis 101 CFU/
reacción

26 h

L. monocytogenes 400 CFU/mL 72 h

Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus 
cereus e Bacillus circulans - -

Salmonella enteritidis e Salmonella 
typhimurium <10 CFU/mL < 90 min

LAMP

Salmonella spp. e Shigella spp. 5 CFU/10 mL < 20 h

Vibrio parahaemolyticus 10 CFU/
reacción

16 h

DNA 
microarray

L. monocytogenes 8 logCFU/mL -

E. coli, Shigella spp., Salmonella spp.,  
Proteus spp., C. jejuni, Listeria 
faecalis, Yersinia enterocolitica,  
V. parahaemolyticus, Vibrio fluvialis, 
b-hemolytic Streptococcus e S. aureus

10 CFU/mL de 
cultivo puro

-

Táboa 2. (Continuación)
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ción de E. coli O157:H7 en leite, zumes de froitas e en carne picada. 
O seu límite de detección e de 102-103 UFC/mL. SPREETA biosensor 
tamén é capaz de detectar Salmonella. Outro kit comercial é BIACO-
RE 3000 capaz de detectar L. monocytogenes cun límite de detección 
de 1×105 cells/mL. Biosensores con sinal electroquímica detectan con 
éxito B. cereus presentes en froitas e verduras cun límite de detección 
de 35-88 UFC/mL, S. aureus cun límite de1 UFC/mL en dous horas, 
E. coli cun límite de detección de 101-107 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 detección de pequenos cambios 
na masa empregando un cristal piezoelectrico o cal vibra a determi-
nada frecuencia cando é inducido por unha sinar eléctrica. Neste caso 
os bioreceptores inmobilízanse no cristal e cando os analítos únense ó 
receptor, mídese un cambio de masa na superficie do cristal, mediante 
a modificación da frecuencia de vibración que se produce. Este tipo de 
biosensores non son os máis empregados para a detección de patóxenos 
contaminantes de alimentos, sen embargo, existen estudos onde detéc-
tanse Salmonella, L. monocytogenes e E. coli (Law et al., 2014).

Figura 3. Imaxe esquemática dos dispositivos baseados en biosensores.



24

Introdución

1.5.3 Métodos inmunolóxicos

A sensibilidade e especificidade dos métodos baseados nas inte-
racción anticorpo-antíxeno, dependen da súa resistencia de unión. Por 
outro lado a efectividade destas técnicas tamén dependen da dispoñibi-
lidade do analíto a detectar, que nalgúns casos dependen do estadio das 
células e se están vivas ou mortas; cosa que non ocorre cos métodos 
baseados en ácidos nucleicos (Law et al., 2014; Rohde et al., 2017). As 
técnicas máis empregadas para a detección de patóxenos contaminantes 
de alimentos, son o ensaio de inmunoabsorción ligado a enzima (ELI-
SA) e o inmunoensaio de fluxo lateral.

O sandwich ELISA é a técnica ELISA máis efectiva para a detec-
ción desde tipo de patóxenos, e os antíxenos con especificidade fron-
te ós anticorpos primario e secundario, son as propias células bacte-
rianas ou toxinas bacterianas. Deseñouse a detección do patóxeno 
V. parahaemolyticus, mediante sandwich ELISA fronte a hemolisina 
relacionada con TDH (TRH). Tamén existe un kit comercial BIOLINE 
Salmonella ELISA , para a detención de Salmonella en produtos alimen-
ticios. ELISA é comunmente usada para a detección de outras toxinas 
presentes nos alimentos, coma as toxinas α, β, e ε, de C. perfringens, as 
enterotoxinas A, B, C e E de Staphylococcus, toxinas botulínicas e en-
terotoxinas de E. coli. Outros sistemas ELISA, automáticos de alto ren-
demento como VIDAS (sistema de inmunodiagnosis VITEK) de Bio-
Merieux e Assurance® EIA (inmunoensaio enzimático) de Biocontrol, 
encóntranse dispoñibles para a detección de patóxenos 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 detección 
de Salmonella, E. coli, O157:H7, L. monocytogenes, e Campylobacter 
(Law et al., 2014; Rohde et al., 2017).

A técnica do inmunoensaio de fluxo lateral, é moi sinxela, rápida e 
non precisase ningún instrumental específico. A mostra migra ó longo 
do inmunoensaio por capilaridade, e o unirse ó anticorpo ou antíxeno 
marcado e fixado na membrana, pode apreciarse visualmente o resultado 
positivo en presencia de cor. Deseñáronse tiras inmunocromatográficas 
para a detección de E. coli 0157 empregando oro coloidal como mar-
cador das partículas. Outros patóxenos que detectaronse mediante esta 
técnica son S. aureus, Listeria spp., Salmonella spp. e Campylobacter 
jejuni. Están dispoñibles test inmunocromatográficos comerciais para a 
detección de patóxenos 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 inmunoloxía son acoplados a outros 
para a detección dun patóxeno; este é o caso da detección de entero-
toxinas de Staphylococcus por separación inmunomagnética (IMS) 
con perlas magnéticas unidas a anticorpos acoplada a MALDI-TOF/
MS (Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization-Time of Flight Mass 
Spectrometry) e tamén IMS acomplado a citometría de fluxo para a de-
tección de L. monocytogenes (Umesha & Manukumar, 2018).

1.5.4 Métodos de espectrometría de masas

A espectrométria de masas é unha metodoloxía recente que estase 
a desenvolver moi rapidamente, permite unha rápida identificación de 
especies e incluso é capaz de discriminar entre subespecies e cepas. A 
parte da identificación de patóxenos en contaminación de alimentos, 
ten moitas máis aplicacións coma no control de calidade de auga e no 
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diagnostico rápido de enfermidades infecciosas. Outra aplicación de in-
terese é o descubrimento de biomarcadores que permiten novas vías de 
identificación de microorganismos, e incluso establecer relacións entre 
organismos próximos (Cheng et al., 2016).

Mediante a espectrometría de masas pódese detectar e cuantificar 
ínfimas cantidades de pequenas moléculas, pequenos péptidos ou pro-
teínas enteiras en complexas mesturas (Silva, 2018). A espectrometría 
de masas consiste nunha fonte de ións, un analizador ou filtro de ma-
sas onde analitos ionizados sepáranse polo seu ratio masa/carga (m/z) 
e finalmente o detector que amplifica e rexistra a sinal dos ións cos 
valores da súa m/z (Aebersold & Mann, 2003). A previa separación 
de proteínas pode realizarse mediante xel de electroforese bidimensio-
nal (2-DE), cromatografía de gas (GC), cromatografía liquida de alto 
rendemento (HPLC) seguido da detección de proteínas mediante a es-
pectrometría de masas (MS). A identificación das proteinas ten lugar 
mediante a comparación de espectros de mapeo peptídico (PMF) ou dos 
espectros de fragmentación de péptidos apartir da información de bases 
de datos. Uniprot (http:/uniprot.org) é unha base de datos de secuencias 
proteicas cos datos de Swiss-Prot, TrEMBL e PIR-PSDSSwiss-Prot. 
Para a identificación de peptidos e proteinas empreganse programas de 
busca como SEQUEST e MASCOT.

A espectrometría de masas empregada para a detección de pa-
tóxenos comunmente é MALDI-TOF-MS (Matrix-Assisted Laser 
Desorption Ionization-Time of Flight Mass Spectrometry) para a iden-
tificación dos patrón peptidicos “fingerprint” específicos de microor-
ganismos, e LC-MS/MS (Liquid chromatography–mass spectrometry). 
LC-MS/MS empregase na identificación de biomarcadores peptídicos 
de microorganismos, para a secuenciación de péptidos e proteínas, e a 
identificación e cuantificación doutras moléculas de interese (Cheng et 
al., 2016; Silva, 2018). Un tipo de LC-MS/MS moi empregado é ESI-
MS. ESI (Electrospray ionization) ioniza os analitos en disolución, ó 
contrario que a técnica de ionización MALDI, que cristaliza os analitos 
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nunha matriz (Figura 4). ESI-MS é máis empregado para a análise de 
mostras complexas (Aebersold & Mann, 2003).

Figura 4. Imaxe esquemática da espectrometría de masas e das fontes de ións ESI e  
MALDI. Tanto MALDI como ESI son técnicas de ionización suaves e permiten a identifica-
ción de grandes moléculas incluindo a identificación de proteinas enteiras (top-down) ou de 
péptidos obtidos da dixestión de proteinas (botton-up).

Existen catro tipos básicos de analizadores de masas empregados 
comunmente nos laboratorios, o analizador de trampa ionica (IT), tem-
po de voo (TOF), o cuadrupolo e a resonancia ciclotrónica de iones 
de transformada de Fourier (FT-MS). MALDI é comunmente acoplada 
a un analizador TOF o cal mide directamente as masas dos péptidos 
ou proteínas ionizadas. Por outro lado, ESI é comunmente acoplado a 
IT onde producese a fragmentación dos ións 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 combinación permite a selección dun tipo de ións no 
primeiro analizador e fragmentalos no segundo. Recentemente, podese 
acoplar a MALDI un IT e dous tipos de TOF, permitindo a fragmenta-
ción dos ions (MALDI-TOF-TOF) entre o primeiro TOF híbrido e o 
segundo analizador TOF (Figura 5).
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Figura 5. Imaxe esquemática de MALDI acoplada a TOF (MALDI TOF) e a TOF-TOF 
(MALDI TOF-TOF). A, Os ións son acelerados e separados ó longo do tubo segundo as súas 
velocidades. A traxectoria dos ións é modificada por un reflector e o detector amplifica a señal 
e cuantifica a chegada dos ións. B, O intrumento TOF-TOF presenta unha celda de colisión 
entre os dous TOF. No primeiro TOF os ións son seleccionados, seguidamente fragmentados e 
separados no segundo TOF.

Aínda que o patrón de picos xerado por CID proporciona infor-
mación sobre as secuencias peptídicas, MALDI séguese empregando 
principalmente para a obtención de patróns péptidicos “fingerprint” xa 
que LC-ESI-IT permite de forma automática analizar misturas máis 
complexas de péptidos con moi alta sensibilidade (Aebersold & Mann, 
2003). Bruker Daltonics, Thermo Fisher Scientific e SCIEX entre ou-
tros, ofrecen sistemas comerciais coas súas propias librerias. Sen em-
bargo, os costes dos aparatos son elevados e o límite de resolución e 
a detección de mestura de cepas na mostra aínda é un desafío que es-
tase a solucionar. Por outro lado a rapidez dos métodos de análise e o 
baixo coste na metodoloxía empregada fan que o número de publica-
cións en diferentes aspectos do seu uso en clínica para a identificación 
de microorganismos aumentara exponencialmente nos últimos 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 espectrometría de masas MALDI-TOF MS e 
empréganse na identificación de cepas descoñecidas nos procedemen-
tos normalizados para a detección de patóxenos alimentarios (Doern &  
Butler-Wu, 2016). Os extractos proteicos ou mesmo unha pequena por-
ción do cultivo celular son directamente ionizados sen previa dixestión 
con proteasas. As mostras son normalmente tratadas con algún solvente 
orgánico coma ACN (acetonitrilo) ou TFA (trifluroacetico) e un ácido 
coma o ácido fórmico. Seguidamente cristalizase coa matriz e cargase na 
placa de detección. A mostra é ionizada con láser, xerando ións cargados. 
A matriz encargase de protexer as proteínas absorbendo parte da enerxía. 
As proteínas cargadas encóntranse aceleradas nun campo eléctrico e des-
prazanse ata o detector segundo a súa masa e carga. As masas (m/z) son 
medidas obtendo un patrón de masas “fingerprint” para cada especie ou 
cepa analizada (Figura 5). Os espectros compoñense de picos nun ran-
go de 1000 a 30.000 m/z. As proteínas ionizadas por MALDI-TOF, por 
conseguinte son analizadas xerando o patrón de picos que principalmente 
son as proteínas ribosomales e tamén outras como, proteínas de unión a 
ácidos nucleicos e proteínas de choque térmico. O patrón obtido com-
páranse cos perfís das bases de datos para a identificación do perfil con 
maior similitude. Os perfís obtidos son únicos de cada bacteria, obtendo 
picos específicos sobre todo de xénero, pero tamén de especie e cepa 
(Cheng et al., 2016; Nomura, 2015; Rohde et al., 2017).

MALDI-TOF é utilizado tamén para obter o “ fingerprint” da masa 
dos péptidos tras empregar proteasas para a dixestión de proteínas. As 
proteínas son normalmente enriquecidas previamente mediante xel de 
electroforese ou cromatografía antes de ser dixeridas. Os espectros ob-
tidos compáranse cos espectros teóricos dos péptidos segundo a protea-
sa empregada para a dixestión das proteínas (Cheng et al., 2016). Outra 
forma de análise dos péptidos é fragmentando as proteínas ionizadas, por 
CID no mesmo MALDI-TOF-TOF MS (Fagerquist, 2017).
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Existen precedentes no emprego de MALDI-TOF para a análise e carac-
terización 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, inclúe 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 contaminacións de mariscos (Böhme et al., 
2011; Böhme et al., 2012b; Böhme 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 súa identificación por MALDI-TOF MS. Tamén ou-
tras especies Gram positivas coma especies de Micrococcus, Gemella e 
Rothia. A identificación de micobacterias e fungos foi estudada tamén, 
pero e máis complexa debido a heteroxeneidade dos patróns entre 
especies próximas (Siller-Ruiz et al., 2017). Toxinas como a toxina 
Shiga, e a toxina botulinica en carne e leite identificouse tamén por  
MALDI-TOF-TOF MS. Empregouse tamén MALDI-TOF para obter 
o patrón “fingerprint” das masas de ácidos graxos de bacterias (Cheng 
et al., 2016), e recentemente publicouse a detección de metabolitos 
de resistencia a antibióticos coma β-lactamasas (Doern & Butler-Wu, 
2016). Recentes estudos foron capaces de detectar picos especificos por 
MALDI-TOF MS que permiten distinguir entre S. aureus con e sen 
resistencia a meticilina, e enterocococci con e sen resistencia a vanco-
micina. Estes estudos determinan que o emprego de MALDI-TOF MS 
permite incluso a identificación de patóxenos 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 están dispoñibles para acceder libre-
mente ós perfís característicos de especies contaminantes de alimentos, 
pero estas bases de datos inclúen só certos perfís de especies patóxenas. 
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) (Böhme et al., 2012a) centrada en especies potencialmente 
presentes en alimentos, na que pretendese reunir información dos es-
pectros “fingerprint” de microorganismos cun método establecido. Un 
protocolo estandarizado é importante para a obtención de resultados 
reproducibles.

1.5.4.2 LC-MS

As secuencias peptídicas obtense mediante os sistemas LC-MS/
MS. A extracción proteica completa ou fraccións especificas son dixe-
ridas con proteasas como a tripsina ou a quimiotripsina. Previamente, 
a redución 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 formación de enlaces 
disulfuro (Silva, 2018). No LC-MS/MS, os péptidos son separados por 
cromatografía líquida, posteriormente son ionizados, fragmentados por 
CID (Disociación inducida por colisión) e finalmente detectados (Figu-
ra 6). As masas péptidicas son analizadas e comparadas fronte as ba-
ses de datos para a asignación 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 ións 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 



32

Introdución

principais toxinas de C. difficile, toxinas de B. anthracis e outras. Ou-
tro estudo determinou os péptidos específicos para distinguir entre as 
especies do grupo B. cereus, baseándose na comparativa dos seus per-
fís 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 patóxenos, o cal permite a súa identifica-
ción (Silva, 2018).

Figura 6. Técnicas de espectrometría de masas enpregadas comúnmente na identificación 
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 rápidas, precisan de pouco material, son tamén moi especifi-
cas, sensibles, precisas e reproducibles. A súa reproducitividade e o uso 
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de programas informáticos para a análise dos resultados evita moitos 
errores humanos que poden producirse por exemplo, nas lecturas de 
probas fenotípicas ou visualizacións ó microscopio. Existen poucos lí-
mites nas posibilidades das mostras que pódense analizar. Permiten a 
identificación de microorganismos pola detección de perfís únicos de 
masas e múltiples biomarcadores. Estes biomarcadores son estudados 
previamente por ditas metódoloxias que posteriormente poden ser re-
producidas para a identificación dos microorganismos.

O uso de biomarcadores proteicos provenientes de perfís proteómi-
cos de MALDI-TOF é limitado xa que os picos dos espectros perten-
cen maiormente a proteínas ribosomais (Fagerquist, 2017). Por outro 
lado, empregando espectrofotometros de masas con maior resolución, 
coma o LC-MS-MS permite xerar cantidades enormes de información 
sobre a proteómica dunha especie a estudo, e tras a análise dos datos 
pódense establecer novos biomarcadores específicos 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 
resolución dos aparatos empregados; a si como no deseño de softwares 
que integren a xenómica na análise dos datos proteómicos e faciliten a 
interpretación dos resultados.

1.5.5 A co-evolución entre bacterias e bacteriofagos: identificación 
bacteriana mediante métodos baseados en fagos

1.5.5.1 Interaccións entre bacterias e bacteriofagos

Tanto os bacteriofagos coma as bacterias son as entidades máis 
abundantes e diversas en canto a súa xenética, debido a súa elevada taxa 
de mutación e os curtos tempos de xeración. A interacción entre fagos e 
bacterias é unha co-adaptación que permítelles unha co-evolución moi 
rápida e dinámica a cal xera en parte a conversión de bacterias inocuas 
en patóxena (Koskella & Brockhurst, 2014).
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Os bacteriofagos atemperados integran o seu xenoma nos cromosomas 
das bacterias, isto pode beneficiar ó hospedador bacteriano proporcio-
nándolle novas funcións ou por outro lado interrompendo xenes e a 
súa expresión (Fortier & Sekulovic, 2013). A transdución mediada por 
fagos, permite tamén transferir xenes dunha bacteria doadora á recep-
tora. As excisións e integracións médianse polas DNA recombinasas 
dos bacteriófagos (Menouni et al, 2015). Coñecese que fagos relacio-
nados ocupan o mesmo lugar no xenoma das bacterias. Nunha cepa 
dunha mesma especie, un mesmo lugar xenómico pode estar ocupado 
por un fago, e noutra por o xenoma de outro fago diferente, ou vacio 
(Canchaya et al., 2004). Algúns fagos poden integrar aleatoriamente o 
seu xenoma nos cromosomas das bacterias, coma o fago Mu (o único 
requerimento é que o xene non este sendo expresado). Isto pode incre-
mentar a variabilidade da poboación bacteriana (Feiner et al., 2015). O 
termino “lisoxenia activa” é empregado cando os fagos atemperados 
intégranse nos xenes funcionais das bacterias, e os fagos cooperan coa 
bacteria hospedadora para regular a expresión dos xenes interrumpidos 
mediante varios mecanismos como factores de transcripción, sRNAs, 
reestruturación do DNA e outros (Argov et al., 2017). Por outro lado, o 
termo “conversión lisoxénica” ocorre cando os bacteriofagos codifican 
determinados factores que melloran a supervivencia dos seus hospeda-
dores bacterianos. Neste caso as bacterias convértense en patóxenos. 
A adquisición de factores de virulencia nas bacterias ocurre maiorita-
riamente por transferencia horizontal de xenes (HGT) transferidos por 
bacteriófagos (Feiner et al., 2015). A transferencia hoizontal de xenes é 
a principal responsable da mayoria das diferencias xenomicas intraes-
pecie, e os bacteriofagos son os mayores contribuidores na diversifica-
ción do xenoma das bacterias, a parte dos plásmidos integrativos e os 
transposóns (Canchaya et al., 2004).

A co-evolución entre fagos e bacterias demostrouse pola presencia 
de factores de virulencia provenientes dos bacteriofagos que os infectan 
e permite ás bacterias infectar as células mamíferas. Algúns 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 adhesión, coloniza-
ción, a resistencia e evasión do sistema inmune de células que infectan 
e tamén factores de transcrición que regulan xenes bacterianos. Publi-
couse coma os bacteriofagos que son partículas negativamente cargadas 
estaban involucrados na formación de biofilm en P. aeruginosa cando 
inducían lise. Tamén encontrouse un xene codificaco en bacteriofagos 
atemperados homologo ó xene Arg implicado no quorum sensing. Re-
portouse tamén que fagos coñecidos de S. aureus codifican xenes de 
factores de virulencia encontrado en especies de Staphylococcus como 
a citotoxina de Panton-Valentine leucocidina, staphyloquinasa, entero-
toxinas, proteínas inhibitorias de quimitotaxis, ou toxinas exfoliativas. 
Outro exemplo da regulación fáxica na virulencia do hospedador bacte-
riano é a do fago atemperado ɸ10403S cando integrase no xene comK 
de L. monocytogenes, permitindo neste caso impedir que a bacteria sexa 
fagocitada polos macrofagos durante a infección. A bacteriocina Colb 
da cepa SL 1344 de S. enterica é liberada cando producese a lisis da 
célula liberando a mesma vez os fagos atemperados que encontranse 
tamén no seu xenoma. A distribución e localización dos profagos nos 
xenomas bacterianos non é homoxénea, pero son abundantes en bacte-
rias patoxenas. Bacterias que conteñen seis ou máis bacteriofagos no 
seu xenoma son comunmente patóxenas. A orientación para a integra-
ción xénica dos fagos é preferentemente o mesmo sentido ca dos xenes 
e a perdida das secuencias adquiridas é tan posible como a súa integra-
ción, e leva a restrinxir a fixación dos xenes fáxicos beneficiosos para a 
bacteria (Canchaya et al., 2004).

As interaccións entre bacterias e os seus bacteriofagos non están 
limitadas so á virulencia, xa que tamén foron reportados casos de bene-
ficios ecolóxicos entre fagos e bacterias. Un exemplo disto é o caso de 
Shewanella oneidensis, unha bacteria anaerobia psicotrópica que adap-
tase a baixas temperaturas por excisión dun profago integrado no xene 
ssrA. Baixo temperaturas máis altas a bacteria silencia a excisión. A si 
como o xene cI reprime os xenes líticos nos bacteriofagos atemperado, 



36

Introdución

coñecese que tamén pode reprimir xenes bacterianos. Un exemplo é 
como o xene PckA requirido para a gluconeogeneses é reprimido por 
cI do fago ʎ en E. coli. Tamén foi reportado que en sentido upstream 
do xene PckA existen secuencias con diferentes homoloxías ó operador 
(lugar de unión) do represor cI do fago ʎ (Argov et al., 2017). 

Outros eventos involucrados na co-evolución entre bacteriofagos 
e bacterias son as illas patoxénicas e as illas cromosómicas relacio-
nadas con fagos (PRCIs). Coñecese 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-
peticións Palindrómicas Curtas Agrupadas e Regularmente interespa-
ciadas) compóñense de repeticións de DNA separadas por espaciadores 
non repetidos de tamaño conservado que asócianse con nucleasas Cas 
formando o sistema CRISPR/Cas, o cal proporcionan funcións adquiri-
das de inmunidade a bacterias fronte fagos líticos e plásmidos. Os fagos 
poden transportar CRISPR/Cas para insertar unha illa cromosómica na 
bacteria hospedador. Estudouse que especies de Streptococcus como 
Streptococcus pyogenes, S. thermophilus e S. agalactiae conteñen 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 ocorre coas me-
tiltranferasa que confírenlle protección fronte as REasas dos seus hos-
pedadores bacterianos (Murphy et al., 2013).

A gran especificidade dos bacteriofagos cos seus hospedadores e a 
co-evolución entre eles permite mediante métodos baseados nos bacte-
riofagos chegar a identificar unha especie bacteriana. A determinación 
do propio bacteriofago como a presencia de biomarcadores baseados nas 
súas secuencias xénicas ou proteicas, permite identificar unha bacteria 
que está presente na mostra. As seguintes técnicas empréganse para a 
identificación bacteriana mediante a determinación de fagos específicos.
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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 identificación de bacte-
rias (Craigie & Yen, 1938). Outras vantaxes do uso de métodos basados 
en bacteriófagos, ademais da súa alta especificidade, é a súa tolerancia 
en condición críticas. Son capaces de discriminar entre células vivas e 
mortas, e teñen a capacidade para amplificar a sinal xa que a infección 
dun fago produce miles de partículas nas bacterias (Farooq et al., 2018). 
O tipado de fagos aínda empregase para a identificación e distinción de 
cepas dunha mesma especie con diferentes orixes.

A detección clínica de especies como Mycobacterium tuberculosis, 
Yersinia pestis, B. anthracis e S. aureus pode levarse a cabo mediante 
métodos baseados en bacteriófagos. Os principais métodos empregados 
son a amplificación dos bacteriófagos e o uso de fagos recombinantes 
(Figura 7). Os fagos recombinantes ó replicarse na célula produce unha 
sinal detectable que pode funcionar como un indicador de viabilidade 
celular (Schofield et al., 2012). Un exemplo disto, é a integración dos 
xenes da luciferasa (luxAB) de Vibrio harveyi no xenoma dos bacte-
riofagos para a creación dun fago recombinante que produza biolumi-
niscencia cando infecta a célula empregando a maquinaría bacteriana. 
O ensaio de amplificación de fagos basease na mestura da mostra e 
os fagos seguido do seu cultivo para a infección das células, os fagos 
que quedan libres son inactivados e lavados, e as células son cultiva-
das en placas para a visualización posterior dos halos típicos que xeran 
os virus ó 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-
cación de bacterias na detección de bacteriofagos completos ou compo-
ñentes como péptidos e máis recentemente proteínas de fagos de unión 
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ao receptor (RBPs) (Figura 7). Outro método centrase no uso dos fagos 
como elementos de captura no que os virións son unidos a micro ou 
nano partículas (Figura 7). Estes conxugados empréganse como ferra-
menta para a detección 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 espectrometría de 
masas coma MALDI-TOF MS e LC-MS empréganse para a identifica-
ción de bacterias a través da detección de proteínas dos fagos. Varios 
estudos identificaron especies como E. coli, Yesinia pestis e cepas de 
S. aureus resistentes a meticilina mediante a metodoloxía de amplifica-
ción de bacteriófagos seguida da detección de determinados péptidos 
dos fagos por MALDI-TOF MS (Cox et al., 2012; Rees & Barr, 2017).
LC-MS/MS empregouse para a detección dun péptido do fago lamda na 
identificación de E. coli (Serafim et al., 2017).

Figura 7. Métodos baseados en bacteriofagos para a detección 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 expresión de xenes coma o de fuorescencia, insertados no xenoma das células por fagos 
atemperados recombinantes permite a súa detección. 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 coñecemento previo dos fagos empregados na identificación 
das bacterias é moi importante. A continuación, expoñese un breve re-
sumo dos bacteriófagos coñecidos para as especies de Streptococcus e 
S. aureus.

1.5.5.3 Bacteriofagos de Streptococcus spp.

Establecese que só un 3% dos fagos activos fronte a Streptococcus 
spp. encóntranse representados pola secuenciación 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. dysgalactiae (Davies et 
al., 2007) por diferentes metodoloxías tanto caracterización molecular 
coma secuenciación do xenoma. Certos fagos de Streptococcus da fa-
milia Siphoviridae son ben coñecidos coma Sfi21, Sfi11 e Sfi19 entre 
outros encontrase principalmente en S. thermophilus (Brüssow & Desi-
ere, 2001; Canchaya et al. 2004). Máis información está dispoñible para 
fagos desta familia (Siphoviridae) que infectan bacterias contaminantes 
de alimentos e produtos lácteos (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 ó orden Caudovirales, bacteriofagos con cola fina 
filamentosa, compostos dunha cápside icosaedrica con DNA de dobre 
cadea. Baseándose 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 organízanse en módulos funcionais como a lisoxenia, 
empaquetamento, cabeza e cola, replicación do DNA e lise (Figura 8) 
(Brüssow & Desiere, 2001; Deghorain & Van Melderen, 2012; Xia & 
Wolz, 2014).
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Figura 8. Imaxe da organización dos diferentes módulos do xenoma dos bacteriofagos das 
familias Siphoviridae, Podoviridae e Myoviridae. As caixas de cores representan os diferentes 
módulos. Verde, módulo de lisoxénia; púrpura, módulo de replicación do DNA; laranxa, mó-
dulo de empaquetamento do DNA e a cabeza;azul, módulo da cola; vermello, os xenes de viru-
lencia encontranse con frecuencia downstream do módulo de lise. Amosanse os típicos xénes 
implicados no empaquetamento do DNA e a cabeza dos fagos tipo Sfi21 e Sfi11. Modificado de 
Deghorain & Van Melderen (2012).

1.5.5.4 Bacteriofagos de Staphylococcus aureus

Tódolos bacteriofagos coñecidos para S. aureus pertencen ó or-
den Caudovirales. Principalmente son bacteriofagos atemperados da 
familia Siphoviridae, que insértanse no xenoma a excepción daqueles 
que sufriron mutacións no módulo de lisoxénia e volvéronse líticos 
coma phiIPLA35, phiIPLA88 e SA11. Moy poucos fagos das familias 
Podoviridae como SAP-2 e 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 identificación bacteriana

Os métodos baseados en ácidos nucleicos son sensibles e moi em-
pregados na detección de patóxenos, pero requiren de persoal e instru-
mentos especializados. Os métodos baseados en biosensores son rápi-
dos e de máis baixo coste, non require de persoal especializado e as 
mostras non precisan de pre-enriquecementos, sen embargo é necesario 
a mellora na detección de diferentes matrices de alimentos. Os méto-
dos inmunoloxicos como ELISA e inmunoensaio de fluxo lateral teñen 
boa sensibilidade en ausencia de moléculas que podan interferir coma 
DNA, proteínas ou células. A combinación de varios métodos rápidos 
pode ser a solución para determinar con seguridade se un contaminante 
de alimentos está presente ou non nunha mostra; isto en cambio eleva-
ría o coste de dita detección (Law et al., 2014). Mentres esta metodo-
loxía domina o mercado na identificación de pátoxenos en alimentos, 
na actualidade, técnicas emerxentes como a espectrometría de masas, 
microarrays e técnicas baseadas en fagos comezan a empregarse. Os 
espectrometros de masas fai poucos anos comezaron a empregarse de 
forma rutinaria nos laboratorios clínicos pola súa 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 dispoñibles. Os protocolos 
desenrolados por Bruker (Bruker Daltonics, Inc.) son os preferentes na 
actualidade. A pesar da gran variedade de técnicas, a mayoría dos test 
validados son dirixidos a determinación de S. enterica e Listeria spp. 
Existe tamén a necesidade de desenrolar test validados para outros pa-
tóxenos (Rohde et al., 2017).

1.6 Caracterización de novas cepas bacterianas

A taxonomía en procariotas depende de tres elementos, a caracteri-
zación, a clasificación e a nomenclatura. A nomenclatura dun grupo de 
microorganismos depende da súa clasificación e a clasificación, depen-
de da caracterización dos elementos dese grupo. A nomenclatura réxese 
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polo Código Bacterioloxíco, por outro lado, os aspectos a ter en conta 
para a clasificación e caracterización dos microorganismos varía ó lon-
go dos anos co desenvolvemento de novas metodoloxías que deben ser 
estandarizadas (Tindall et al., 2010).

Para o establecemento dun novo taxón, a cepa illada debe ser estu-
dada coa maior profundidade posible. Debe incluírse a información so-
bre a localización xeográfica, aspectos do ambiente de onde foi illada e 
a designación das cepas incluíndo os números de acceso das coleccións 
de cultivos tipo onde foron depositadas. Debe ser tamén especificado o 
proceso de illamento da cepa incluindo os medios empregados, a com-
posición da atmosfera, o pH, temperatura e duración de cultivo (Logan 
et al., 2019). As bases de datos coma GenBank, DDBJ e EBI/EMBL, 
non aceptan novos nomes taxonómicos ata a posterior publicación do 
novo taxón. Na caracterización dunha cepa, os organismos de referen-
cia deben ser tódalas cepas tipo relevantes para cada estudo. Cando es-
tablecese un novo xénero as especies tipo a comparar deben ser tódalas 
especies tipo próximas, incluído tódalas 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 taxonomía de procariotas foi influenciada polos desenvolvemen-
tos nos métodos xenéticos. Previamente á secuenciación do xenoma 
empregábanse metodoloxías como o contido en G+C o cal está rela-
cionado co uso de codóns, e os métodos de hibridación DNA-DNA e 
DNA-RNA o cal permitiu a comparación de secuencias xenéticas. A 
análise de xenes como o 16S rRNA coa PCR permitiu avanzar na ta-
xonomía e no estudo da evolución en procariotas. Outras metodoloxías 
tamén empregadas e que aportan información a nivel de subespecie e/
ou cepa son as técnicas baseadas en “fingerprint” de ácidos 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 Secuenciación xenética

A miúdo, a identificación dun taxón centrase na determinación do 
xene 16S rRNA. Co estudo xenético e a medida que as secuencias xe-
nómicas foron publicadas nas bases de datos, a dispoñibilidade de no-
vos xenes conservados fixo que puideranse comparar entre taxóns para 
ser empregadas na identificación e discriminación de cepas (23S rRNA, 
factor de elongación Tu, subunidade β da ATPasa, subunidade β da gi-
rasa, rpoB, recA, etc…).

A secuenciación do 16S rRNA é a base filoxenética da taxonomía 
bacteriana, e é necesario que tódalas secuencias das cepas tipo estean 
presentes nas bases de datos. A comparación das secuencias do 16S 
rRNA, permite determinar relacións filoxenéticas entre xéneros e espe-
cies, pero non sempre é apropiada para a clasificación de cepas a nivel 
de especie. Foi estudado e documentado que na maioría dos casos, dúas 
cepas que comparten menos do 97% da secuencia completa do 16S 
rRNA non son membros da mesma especie. Sen embargo, a única infor-
mación da comparación do 16S rRNA non é válido para establecer unha 
nova especie, e outras metodoloxías deben ser empregadas a demais de 
probas fenotípicas para o establecemento dun novo taxón (Busse et al., 
2010; Logan et al., 2019).

As ferramentas bioinformaticas, permítennos aliñar grandes cantida-
des de secuencias, mediante o aliñamento múltiple 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 bioinfomáticos tamén permiten a construción de árbores 
filoxenéticas a partir da comparación de secuencias xénicas, os cales es-
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tablecen dunha forma visual distancias filoxenéticas entre os diferentes 
taxóns. Diferentes métodos empréganse para a construción das árbores 
(Distance Matrix, Maximum-Parsimony, Maximum-Likelihood ...).

1.6.1.2 Hibridación DNA-DNA e contido G+C

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

1.6.1.3 Secuenciación xenómica

A tecnoloxía máis novidosa na taxonomía microbiana é a secuen-
ciación xenómica. É unha metodoloxía que aporta unha gran cantidade 
de información para establecer relacións 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 xeración da 
secuenciación xenómica (NGS) baixou o seu coste, subindo a calidade 
dos datos xerados. Parámetros estadísticos como o tamaño do xenoma, 
o número de contigs xerados, o parámetro N50, a cobertura de secuen-
ciación a heteroxeneidade e a contaminación, foron desenrolados para 
describir a calidade do xenoma ensamblado final. Softwares informáti-
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 bioinformáticas para a clasificación e identificación de 
procariotas a partir de seu xenoma (Chun et al., 2018).

A dispoñibilidade das secuencias xénicas permítenos establecer 
unha serie de parámetros útiles para comparar os xenomas de dous ta-
xóns. Previamente, en taxonomia o valor da hibridación DNA-DNA 
(DDH) era maioritariamente o que determinaba a relación entre dous 
cepas. Actualmente os valores da identidade media de nucleótidos 
(ANI) e a hibridación in silico DNA-DNA (dDDH) obtidos con ferra-
mentas bioinformáticas (Táboa 3) para a comparación entre xenomas 
son máis relevantes para determinar a relación 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 parámetros coma OGRI (Overall 
Genome Related Index), MUM (Maximal Unique Matches) que tamén 
establecen relacións entre xenomas de diferentes organismos.

O emprego do xenoma para a construción dunha árbore filoxenómi-
ca é moi recente (Chun et al., 2018; Na et al., 2018). Diversos progra-
mas bioinformáticos (Táboa 3) son capaces de construír árbores filoxe-
nómicos a partir do aliñamento de sets de xenes conservados (sets de 31 
a 400 xenes) en bacterias.

Táboa 3. Ferramentas bioinformáticas para o estudo e comparativa de xenomas. Nesta 
Táboa amósanse os softwares e serviciós web desenrolados para establecer parámetros útiles na 
comparación dos xenomas de dous taxóns, e parametros estadisticos que determinan a calidade 
do xenoma, así como softwares para a construción de árbores filoxenómicos. Modificado de 
Chun et al. (2018). Licencia Creative Commons.

Software Función Tipo URL

OrthoANI 
with 
usearch 

Cálculo de ANI
Software 
independiente

https://www.ezbiocloud.
net/tools/orthoaniu

OrthoANI 
with 
usearch

Cálculo de ANI Servicio web
https://www.ezbiocloud.
net/tools/ani
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1.6.2 Caracterización fenotípica: Morfoloxía, fisioloxía e bioquímica

O estudo das propiedades morfolóxicas, fisiolóxicas e bioquímicas 
son as ferramentas máis antigas empregadas no estudo de caracteriza-
ción e clasificación de procariotas, e deben ser listadas na descrición 
dun novo taxón (Busse et al., 2010).

Software Función Tipo URL

Genome-
to-Genome 
Distance 
Calculator 

Cálculo de dDDh Servicio web
http://ggdc.dsmz.de/
ggdc.php/

ANI 
calculator

Cálculo de ANI Servicio web
http://enve-omics.
ce.gatech.edu/ani/

JSpecies Cálculo de ANI
Software 
independiente

http://imedea.uib-csic.
es/jspecies/

JSpeciesWS Cálculo de ANI Servicio web
http://jspecies.ribohost.
com/

CheckM
Cálculo de parámetros 
de contaminación

Software 
independiente

http://ecogenomics.
github.io/CheckM/

ContEst16S 
Cálculo de parámetros 
de contaminación

Servicio web
https://www.ezbiocloud.
net/tools/contest16s 

BBMap
Cálculo de covertura 
da secuenciación 

Software 
independiente

https://sourceforge.net/
projects/bbmap/

Amphora2 Árbore filoxenómica
Software 
independiente

http://wolbachia.biology.
virginia.edu/WuLab/
Software.html 

BIGSdb Árbore filoxenómica Software 
independiente

https://pubmlst.org/
software/database/
bigsdb/

bcgTree Árbore filoxenómica
Software 
independiente

https://github.com/
iimog/bcgTree

Phylophlan Árbore filoxenómica
Software 
independiente

https://huttenhower.sph.
harvard.edu/phylophlan

UBCG Árbore filoxenómica
Software 
independiente

https://www.ezbiocloud.
net/tools/ubcg

Táboa 3. (Continuación)
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As características fenotípicas que se estudan para a caracterización dun 
microorganismo son parámetros como o tamaño e morfoloxía das cé-
lulas e as colonias, test bioquímicos (exemplo, API test (bioMérieux)), 
pH, temperatura, tinción Gram, condición extremas nas que pode cre-
cer, motilidade e formación de esporas, entre outros (Murray & Schleif-
er, 1994). A aportación de imaxes da visualización ó microscopio de 
contraste de fases a 1000 x das células vexetativas e no caso de bacte-
rias formadoras de esporas, das esporas tinguidas é moi recomendable. 
Imaxes ó microscopio electrónico revelan información adicional tanto 
das esporas (aparencia do esporanxio) como da existencia de flaxelos. 
Existen tests bioquímicos comerciais estandarizados e específicos, em-
pregados para cada taxón. Por exemplo, para a identificación e caracte-
rización de especies do xénero Bacillus empréganse comunmente nos 
laboratorios os tests bioquímicos API 20E e 50CHB (bioMérieux), o 
sistema VITEK (bioMérieux) e placas Biolog. Tódolos test realizados a 
maiores no laboratorio debe ser especificada a súa metodoloxía, debido 
a que dependendo da metodoloxía e as condicións empregadas, os re-
sultados poden ser variables (Logan et al., 2019).

A caracterización quimiotaxonómica dun microorganismo estuda 
a composición de varios elementos estruturais nos que se inclúe a de-
terminación de elementos das capas externas da célula coma os pépti-
dosglicanos da parede celular en Gram positivas e a presenza de ácidos 
micolícos. Estúdanse tamén os elementos de membrana coma os ácidos 
graxos, lípidos polares e a composición de lipoquinonas respiratorias, 
e tamén constituintes citoplasmáticos coma as poliaminas. A análise 
do perfíl dos ácidos graxos aporta información útil na descripción dun 
taxón. Ademais a composición de diaminoacidos e a estrutura da mureí-
na é esencial sobre todo en Gram positivas para a descrición dun novo 
xénero ou especie. A análise de lípidos polares é outra metodoloxía em-
pregada para comparar diferentes taxóns. Aínda que moitos lípidos son 
descoñecidos 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 é esencial para a descrición de 
novos xéneros e é recomendado para a descripción de novas especies 
(Busse et al., 2010).

1.6.3 Mínimos estándares

Existen documentos cos mínimos estándares para a descrición dun 
novo taxón, publicados por expertos do ICSB (International Committee 
on Systematic Bacteriology) e ICSP (International Committee on 
Systematic of Prokaryotes) (Lapage et al., 1992), con información de-
tallada para cada grupo de organismos. O establecemento dos mínimos 
estándares para a descripción de cada taxón segue as recomendacións 
da regra 30b do Código bacteriolóxico segundo a revisión de 1990 por 
Lapage et al. (1992).
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2. OBXECTIVOS

2.1 Obxectivos xerais da tese

•	 Identificación e descrición de novos microorganismos illados de 
produtos lácteos.

•	 Obtención de patróns “fingerprint” de microorganismos conta-
minantes recollidos nas coleccións de cepas cultivo tipo e de mi-
croorganismos contaminantes illados no laboratorio, para a rápida 
identificación de patóxenos alimentarios mediante espectrometría 
de masas MALDI-TOF.

•	 Obtención de péptidos biomarcadores de detección rápida, para 
a identificación de contaminacións de produtos lácteos mediante 
espectrometría de masas- ionizacion-electrospray (LC-ESI-IT).

2.2 Obxectivos do capítulo I

•	 Identificación e busca de novos illados, contaminantes de leite 
condensado.

•	 Descrición de Bacillus safensis subsp. osmophilus subsp. nov. e 
Bacillus safensis subsp. safensis subsp. nov.

•	 Obtención dos patróns “fingerprint” de Bacillus safensis subsp. 
osmophilus subsp. nov., Bacillus safensis subsp. safensis subsp. 
nov. e as súas especies maís próximas mediante espectrometría de 
masas MALDI-TOF.
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2.3 Obxectivos do capítulo II

•	 Deteción de péptidos específicos de especies de Streptococcus e 
S. aureus illados de produtos lácteos, para a súa identificación por 
espectrometría de masas- ionizacion-electrospray (LC-ESI-IT).

•	 Determinación de péptidos de orixe fáxico e de factores de viru-
lencia, específicos de Streptococcus spp. produtores de mastite, 
para a súa identificación por LC-ESI-IT.

•	 Detección de péptidos de orixe fáxico específicos S. aureus pro-
dutores de mastite, para a súa identificación por LC-ESI-IT.
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3. MATERIAIS E MÉTODOS

3.1 Microorganismos, medios de cultivo, plásmidos e oligonucleó-
tidos empregados.

3.1.1 Microorganismos

3.1.1.1 Microorganismos illados de leite condensado contaminado

BC09T (=LMG T 30124, = CECTT 9344). Os números de acceso ó 
GenBank/EMBL/DDBJ para as secuencias do xene 16S rRNA e gyrB 
da cepa tipo BC09T son KY990920 e MF140243 respectivamente. O 
número de acceso ó DDBJ/ENA/GenBank para o xenoma da cepa tipo 
BC09T é QBHN00000000 e as lecturas en bruto do xenoma subíronse á 
base de datos SRA con número de acceso SRP139983.

•	 BC03 Levadura illada no laboratorio.
•	 BC05 Bacteria illada no laboratorio.
•	 BC08 Bacteria illada no laboratorio.

3.1.1.2 Microorganismos tipo de Bacillus spp. empregados

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

Especie Cepa Número de acceso do NCBI 

Bacillus safensis FO-36bT NR_041794

Bacillus australimaris MCCC 1A05787T JX680098

Bacillus altitudinis 41KF2bT NR_042337

Bacillus xiamenensis HYC-10T NZ AMSH01000114

Bacillus pumilus ATCC 7061T NR_043242

Bacillus zhangzhouensis MCCC 1A08372T JX680133
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3.1.1.3 Microorganismos de Streptococcus spp. e Staphylococcus 
aureus produtores de mastite

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

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

Mostra Especie Cepa Orixe
Número de 
acceso do 

NCBI 

ST1 Streptococcus uberis ATCC 19436/ 
CECT 994

JN630842.1

ST2 Streptococcus agalactiae CECT 183 Leite KC510212.1

ST3
Streptococcus 
dysgalactiae subsp. 
equisimilis

CECT 926/ 
ATCC 9542 

ST4 Streptococcus parauberis DSM 6631 
Leite con 
mastite

NR_043001.1

ST5 Streptococcus parauberis DSM 6632 Leite crú JN630844.1

ST6 Streptococcus agalactiae USC1-LHICA
Leite con 
mastite

KP001323.1

ST7 Streptococcus agalactiae USC3-LHICA
Leite con 
mastite

KC510215.1

ST8 Streptococcus uberis USC5-LHICA
Leite con 
mastite

KC510216.1

ST9
Streptococcus 
dysgalactiae subsp. 
dysgalactiae

USC13-LHICA
Leite con 
mastite

KC510218.1

ST10 Streptococcus canis USC52-LHICA
Leite con 
mastite

KC510222.1

ST11 Streptococcus uberis USC69-LHICA
Leite con 
mastite

KC510224.1

ST12
Streptococcus gallolyticus 
subsp. gallolyticus USC83-LHICA

Leite con 
mastite

KC510227.1
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Táboa 6. Cepas de S. aureus empregadas neste estudo. ATCC, Colección de cultivos tipo 
Americana; CECT, Colección de cultivos tipo española; CNR-ISPA, Instituto de Ciencia de 
produción de alimentos do Consello Nacional de Investigación de Italia.

Mostra Especie Cepa Orixe
Número de 
acceso do 

NCBI 

S1 S. aureus CNR-ISPA 41
Queixo de 
cabra

S2 S. aureus CNR-ISPA 92
Queixo de 
vaca

S3 S. aureus CNR-ISPA 
280

Leite crú de 
vaca

S4 S. aureus CNR-ISPA 
286

Leite crú de 
vaca

S5 S. aureus CNR-ISPA 
507

Leite crú de 
vaca

S6 S. aureus CNR-ISPA 
587

Leite crú de 
vaca

S7 S. aureus CNR-ISPA 
617

Leite crú de 
vaca

S8 S. aureus CNR-ISPA 
640

Leite crú de 
vaca

S9 S. aureus CNR-ISPA 
700

Leite crú de 
vaca

S10 S. aureus CNR-ISPA 
844

Leite crú de 
vaca

S11 S. aureus CNR-ISPA 
894

Leite crú de 
vaca

S12 S. aureus CECT 59/
ATCC9144

AY920400

Mostra Especie Cepa Orixe
Número de 
acceso do 

NCBI 

ST13
Streptococcus gallolyticus 
subsp. gallolyticus USC 84

Leite con 
mastite

KC51022.8

ST14
Streptococcus 
dysgalactiae subsp. 
dysgalactiae

CECT 758
Leite con 
mastite

KC51021.3

Táboa 5. (Continuación)
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3.1.1.4 Outras cepas bacterianas

Táboa 7. Cepas de E. coli utilizadas neste estudo.

A cepa TOP10 presenta unha elevada eficiencia de transformación 
e as mutacións que porta favorecen a estabilidade do DNA clonado. A 
delección Ф80lacZΔM15 permítelle a dita cepa a α-complementación 
co extremo N-terminal da β-galactosidasa que é codificada en plásmi-
dos coma ocorre nos plásmidos tipo pUC.

Mostra Especie Cepa Orixe
Número de 
acceso do 

NCBI 

S13 S. aureus CECT 794/
ATCC29213

LHUS00000000

S14 S. aureus CECT 4521/
ATCC35845

S15 S. aureus CNR-ISPA 
CA19 

Queixo de 
cabra

S16 S. aureus CNR-ISPA 
GP2

Leite crú de 
vaca

S17 S. aureus CNR-ISPA 
GP17

Leite crú de 
vaca

S18 S. aureus CNR-ISPA 
OV8

Leite crú de 
ovella

S19 S. aureus CNR-ISPA 
PE1

Leite crú de 
ovella

S20 S. aureus CNR-ISPA 
U17

Humano

Táboa 6. (Continuación)

Cepa Xenotipo Orixe

TOP 10

F-mcrAΔ(mrrhsdRMSmcrBC) Ф80lacZΔM15 
ΔlacX74recA1araD139Δ(araleu)7697galUgalK 
rpsL(StrR)endA1nupG

INVITROGEN
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3.1.2 Medios de cultivo

Para os medios sólidos engadiuse agar bacteriolóxico 20 g/L. Os 
medios de cultivo foron esterilizados mediante autoclave a 121 ºC du-
rante 15 min.

•	 Luria-Bertani (LB, Sigma Co.) 
Triptona ...................10g/L 
Extracto de levadura   5g/L 
NaCl .........................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 .....................20g/L 
Glucosa .....................20g/L 
Extracto de Levadura 10g/L

•	 Medio OGYE (Oxytetracycline-Glucose Yeast Extract) 
Dextrosa ....................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 ........................5g/L 
Extracto de levadura 2.5 g/L 
Glucosa ........................1g/L

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

•	Ampicilina (50μg/mL) cando as células TOP10 foron transforma-
das co vector pUC19 e na selección das transformantes.

•	X-Gal (4μL dun stock de 200 mg/mL) para a detección de transfor-
mantes no medio sólido para que se produza a α-complementación 
do plásmido pUC19.

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

Os antibióticos foron esterilizados mediante filtración con filtros 
Millipore de 0.22 µm antes de engadirse ó medio de cultivo estéril.

3.1.3 Oligonucleótidos

Os oligonucleótidos empregados neste traballo recóllense na se-
guinte Táboa (Táboa 8). Os oligonucleótidos deseñáronse a partir de 
secuencias depositadas no Genbank das cepas filoxéneticamente máis 
próximas á cepa a estudo ou redeseñando oligonuclótidos publicados, 
co fin de obter unha amplificación máis específica tras coñecer pre-
viamente parte da súa taxonomía. Para elo, empregouse o programa 
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informático Vector NTI AdvancedTM 11 (Invitrogen,USA). A sínte-
ses dos oligonucleótidos encargouse á empresa IDT (Integrated DNA 
Technologies).

Táboa 8. Oligonucleótidos 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 hibridación en ºC.

Nome Secuencia (5´→3´) TA 
(Cº) Aplicación/Referencia

M13F
5´-GTAAAACGACGGC 
CAG-3´

45ºC

Oligonucleotidos universais 
para a secuenciación 
dun vector que codifica a 
secuencia N-terminal do 
xene LacZ.

M13R
5´-AGCTAACTCACATTA 
AT-3´

U515F
5´-GTGCCAGCMGCCGCG 
GTAA-3´

57ºC
Oligonucleotidos universais 
para a secuenciación do 16S 
rRNA / Wang & Qian, 2009U1052R

5-´GARCTGRCGRCRRC 
CATGCA-3´

p8FPL-2
5'-AGAGTTTGATCCTG 
GCTC-3' 

40ºC

Secuenciación do 16S rRNA / 
Neste estudo modificado de 
Relman et al., 1992

p1492R+G
5'-GGTTACCTTGTTACGAC 
TTC-3' 

Secuenciación do 16S rRNA / 
Neste estudo modificado de 
Rossi et al., 2009

ScrBaci1pbF
5´-TACGAAGGCGGAAT-
TAAAAGCTATGTAG-3´

54ºC
Secuenciación do xene gyrB 
/ Neste estudo

ScrBaci311pbR
5´-AGCTTTGTTTTCGTCTG-
GCCTTCGAATTG-3´

Gyrb1pF
5’-ATGCAACAGCAAAATA-
ATTACGATGAAAATCAG-3´

57ºC
Secuenciación do xene gyrB 
/ Neste estudo

GyrbR
5´-TGAAGTCTTCTCCGA 
TTCCGGTGCC-3´

tufGPF
5´-ACGTTGACTGCCCAG 
GACAC-3´

55ºC
Secuenciación do xene tuf /S. 
Caamaño-Antelo et al., 2015

tufGPR
5´-GATACCAGTTACGTCA 
GTTGTACGGA-3´

ITS1F
5´-TCCGTAGGTGAACCTG 
CGG-3´

53ºC
Secuenciación do ITS /White 
et al., 1990

ITS2R
5´-GCTGCGTTCTTCATC 
GATGC-3´
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3.1.4 Plásmidos

3.1.4.1 pUC19

O plásmido pUC19 (Invitrogen) (Figura 9) utilizouse neste traba-
llo para clonar secuencias xénicas dos microorganismos a estudo. Este 
plásmido contén 2686 pb e presenta un xene de resistencia a ampicilina 
(APR) o que permítelle seleccionar os transformantes. Os insertos clo-
nados na rexión 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).

Figura 9. Esquema do vector pUC19. Enzimas de restrición en vermello (EcoRI, SmaI 
e PstI). Oligonucleótidos en azul (M13 Forward e M13 Reverse). Orixe de replicación 
(Ori), resistencia a ampicilina (APr) e LacZ alfa-complementación (ALPHA).

Nome Secuencia (5´→3´) TA 
(Cº) Aplicación/Referencia

Zigo1R*
5´-CATTTCACAGGACAA 
ATCACCGATTTTTTCTC-3´ 

60ºC
Secuenciación do xene HIS3 
/Neste estudo

Zigo1F*
5´-GGTGATTTGCACATC 
GATGATCACCATACC-3´

Táboa 8. (Continuación)
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3.2 Técnicas de manipulación de DNA

3.2.1 Extracción de DNA

3.2.1.1 Extracción de DNA plasmídico de E. coli

A obtención de DNA plasmídico realizouse mediante o kit comer-
cial Plasmid Midi Kit (Qiagen), segundo as instrucións do fabricante.

3.2.1.2 Extracción de DNA xenómico para Gram positivas

Centrifugáronse 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 5mL de solución 25Mm 
Tris-HCL pH8, 25Mm EDTA, 2mg/mL de lisozima e perlas de vidro 
de 0.1 mm a un volume equivalente de células. As células incubáronse 
durante 30-45 minutos a 30ºC e posteriormente sometéronse a pulsos 
de axitación nun vortex. Engadíronse 2 mL de SDS ó 5% repetindo a 
axitación no vortex e a mestura se deixou incubando 10 minutos a 60ºC. 
Deixouse repousar 5 minutos a temperatura ambiente e tras a adición de 
2 mL de fenol- cloroformo a pH neutro, axitouse nun vortex. A mostra 
centrifugouse durante 10 minutos a 4ºC a 14000 rpm. O sobrenadante 
traspasouse a un novo tubo ependorff ó cal engadiuse 1/10 (v/v) acetato 
sódico 2.5M e 1/1 (v/v) isopropanol. O tubo axitouse no vortex ata ver-
se o DNA. Recuperouse o DNA cunha punta e resuspendeuse en 0,5mL 
de auga destilada estéril. Centrifugouse de novo a mostra durante 5 
minutos a 4ºC a 14.000 rpm e refugouse o sobrenadante. O precipitado 
resuspendeuse en etanol frío ó 70%. A mostra centrifugouse durante 5 
minutos a 4ºC e 14.000rpm, descartouse o sobrenadante, aspiráronse os 
restos de etanol e deixouse a temperatura ambiente. Engadíronse 200μL 
de auga Milli-Q estéril e deixouse hidratar e resuspender 16 horas a 4ºC. 
Axitouse suavemente e conxelouse a mostra ata o seu posterior uso.
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3.2.2 Amplificación do DNA

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

A amplificación do DNA por PCR realizouse sobre 25μL de mestu-
ra de reacción de “PrimeSTAR® HS DNA Polymerase” de Takara Bio. 
Esta enzima é unha DNA polimerasa de alta fidelidade e ofrece unha 
gran eficiencia de amplificación en PCR por posuír unha alta activida-
de 3´→ 5’ exonucleasa o que resulta nunha baixa taxa de error. Unha 
amplificación con baixa taxa de error é imprescindible para poder in-
terpretar diferencias en secuencias de DNA moi similares de especies 
filoxenéticamente moi próximas. A mestura de reacción conten 5 μL de 
5X Primer STAR buffer, 150ng de DNA, 2μL de nucleótidos (dNTP 
Mixture 2.5 Mm) e 0,25 μL de Primer STAR DNA Polimerasa, 1 μL de 
cada oligonucleótido (5 μM) e auga Milli-Q ata chegar a 25 μL.

3.2.2.1 Amplificación da rexión 16S rRNA

A secuenciación parcial do 16S rRNA levouse a cabo tras a amplifi-
cación do fragmento con oligonucleótidos (U515F y U1052R) seleccio-
nados para esa zona en bacterias (Wang & Qian, 2009). As condicións 
de amplificación foron as seguintes: un paso de desnaturalización inicial 
98°C durante 20 segundos, seguido de 40 ciclos de desnaturalización a 
98 °C durante 10 segundos, a hibridación tivo lugar a 57 °C durante 5 
segundos cunha extensión final de 72 °C durante 40 segundos.

Para a secuenciación completa do xene modificáronse oligonucleó-
tidos descritos por Relman et al. (1992) e Rossi et al. (2009), baseán-
dose nas secuencias de especies próximas a cepa a estudo (p8FPL-2 
y p1492R+G). As condicións de amplificación neste caso para o 16S 
rRNA foron as seguintes: un paso de desnaturalización inicial 98°C du-
rante 2 minutos, seguido de 30 ciclos de desnaturalización a 98 °C du-
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rante 10 segundos, a hibridación tivo lugar a 40 °C durante 5 segundos 
cunha extensión final de 72 °C durante 80 segundos.

3.2.2.2 Amplificación do xene gyrB

Para o deseño dos oligonucleotidos estudáronse os xenes recollidos 
para as especies do xénero Bacillus na base de datos GenBank. Selec-
cionouse o xene gyrB por presentar na súa secuencia diferencias entre 
as distintas especies de Bacillus e ser un dos poucos xenes secuencia-
dos para todas elas a excepción do 16S rRNA. Este fragmento tamén 
é utilizado para distinguir entre especies noutros traballos (Satomi et. 
al., 2006; Caamaño-Antelo et al., 2015). Os oligonucleótidos deseñados 
para levar a cabo a amplificación dun fragmento do xene gyrB foron 
ScrBaci1pbF e ScrBaci311pbR, e posteriormente deseñáronse os oligo-
nucleótidos Gyrb1pF e GyrbR para amplificar o xene completo.

As condicións de amplificación para o xene gyrB cos oligonucleóti-
dos ScrBaci1pbF e ScrBaci311pbR foron as seguintes: un paso de des-
naturalización inicial 98° C durante 20 segundos, seguido de 40 ciclos 
de desnaturalización a 98 ° C durante 10 segundos, a hibridación tivo 
lugar a 54° C durante 10 segundos cunha extensión final de 72 ° C du-
rante 40 segundos.

As condicións de amplificación para o xene gyrB cos oligonucleóti-
dos Gyrb1pF e GyrbR foron as seguintes: un paso de desnaturalización 
inicial 98° C durante 30 segundos, seguido de 35 ciclos de desnaturaliza-
ción a 98 ° C durante 10 segundos, a hibridación tivo lugar a 57° C du-
rante 10 segundos cunha extensión final de 72 ° C durante 60 segundos.

3.2.2.3 Amplificación dun fragmento do xene tuf

Levouse a cabo a amplificación do xene tuf (TU factor de elon-
gación) cos oligonucleótidos tufGPF e tufGPR deseñados por Caama-
ño-Antelo et al. (2015), e as condicións de amplificación para o xene tuf 
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foron as seguintes: un paso de desnaturalización inicial 95° C durante 
32 minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturalización a 98 ° C duran-
te 10 segundos, a hibridación tivo lugar a 55° C durante 10 segundos 
cunha extensión de 72 ° C durante 20 segundos. Despois dos 35 ciclos, 
realizouse un ciclo de extensión final durante 1 minuto.

3.2.2.4 Amplificación da rexión hipervariable ITS1 e ITS2  
de levaduras

A secuenciación das rexións interxénicas ITS1 e ITS2 e o xene do 
DNA ribosómico 5.8S levouse a cabo tras a amplificación do fragmen-
to cos oligonucleótidos seleccionados para esa zona en levaduras. O 
deseño dos oligonucleótidoss baseouse na elección 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 condicións de amplifica-
ción para o xene do DNA ribosómico 5.8S cos oligonucleótidos ITS1F 
e ITS2R foron as seguintes: un paso de desnaturalización inicial 98° C 
durante 20 segundos, seguido de 40 ciclos de desnaturalización a 98 ° C 
durante 10 segundos, a hibridación tivo lugar a 53° C durante 5 segun-
dos cunha extensión final de 72 ° C durante 40 segundos.

3.2.2.5 Amplificación parcial do xene HIS3

O xene HIS3 codifica para a proteína imidazol- glicerolfosfato de-
hidratasa. Este xene é un housekeeping que presenta diferenzas entre 
especies moi próximas de levaduras, suficientes como para deseñar oli-
gonucleótidos específicos para cada especie dun mesmo xénero. Os oli-
gonucleótidos deseñáronse a partir de secuencias de especies do xénero 
Zygosaccharomyces para o xene HIS3 da base de datos GenBank. Os 
oligonucleótidos deseñados foron Zigo1R e Zigo1F os cales codifican 
para un fragmento do xene HIS3 e permite distinguir entre especies de 
Zygosaccharomyces.
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As condicións de amplificación para o xene HIS3 cos oligonucleótidos 
Zigo1R e Zigo1F foron as seguintes: un paso de desnaturalización ini-
cial 98° C durante 20 segundos, seguido de 40 ciclos de desnaturaliza-
ción a 98 °C durante 10 segundos, a hibridación tivo lugar a 60 °C du-
rante 10 segundos cunha extensión final de 72 °C durante 40 segundos.

3.2.3 Electroforese de DNA

3.2.3.1 Electroforese en xel de agarosa

A separación e identificación dos fragmentos de DNA realizouse 
mediante electroforese en xeles de agarosa. Os xeles de agarosa pre-
paráronse a unha concentración de agarosa que variou entre 0,6-1,5% 
(p/v) segundo o tamaño dos fragmentos de DNA que se desexaba sepa-
rar. A preparación dos xeles e o desenvolvemento da electroforeses rea-
lizáronse en tampón TAE 1 M (Tris- acetato 0.04 M, EDTA 0.002 M). 
Nos xeles incorporouse bromuro de etidio a unha concentración final de 
1 mg/ mL ou a “ Nucleacid Staining Solution” RedSafeTM “de “iNtRON 
Biotechnology” e iluminándoo con luz ultravioleta nun transilumina-
dor. As mostras de DNA a analizar mesturáronse nunha proporción 4:1 
(v/v) cunha solución marcadora que contiña EDTA 25 mm, glicerol ó 
50 % e azul de bromofenol ó 0.25 %. As electroforeses levaron cabo 
en cubetas horizontais (BioRad) a 5V/cm, 400 Ma durante polo menos 
60 min. A estimación do tamaño 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 visualización de xeles

A visualización dos xeles tras a electroforese e o cálculo do tama-
ño 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 documentación de xeles ChemiDoc TM XRS de BioRad.
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3.2.5 Purificación do DNA

3.2.5.1 Purificación do DNA a partir de xeles de agarosa

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

3.2.5.2 Purificación dende unha reacción enzimática

Para purificar o DNA desde a mestura de PCR ou dende a mestura 
de dixestión enzimática utilizouse o kit “Ilustra GFX PCR DNA and 
Gel Band Purification Kit” (GEL Healthcare) seguindo as instrucións 
proporcionadas polo fabricante.

3.2.6 Cuantificación do DNA

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

3.2.7 Dixestión enzimática do DNA

3.2.7.1 Enzimas de restrición

A dixestión do DNA realizouse mediante o emprego de enzimas de 
restrición comerciais (Takara) segundo as recomendación do fabricante. 
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Táboa 9. Enzimas de restrición empregadas na dixestión de DNA. Tª, temperatura.

3.2.7.2 Defosforilación do DNA

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

3.2.7.3 Fosforilación

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

3.2.7.4 Ligación de DNA

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

Enzima µL  
Enzima

Buffer  
10X

0,1%  
BSA DNA Volumen 

final Tª Temperatura 
inactivación

SmaI 1 µL
2µL 
TBuffer

6 µL 1000ng 20 µL 37ºC 65 ºC

EcoRI 1 µL
2µL 
HBuffer

- 1000ng 20 µL 37ºC 65 ºC

PstI 1 µL
2µL 
HBuffer

- 1000ng 20 µL 37ºC 80 ºC
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ligasa (Takara) e 2 μL de 10X T4 DNA ligasa para obter un volume final 
de 10 μL. A ligación realizouse mantendo a mestura a 16º C durante 
toda a noite e se desnaturalizó a 65º C 10 minutos. Finalmente a mes-
tura de ligación empregouse para transformar as células competentes.

3.2.8 Transformación de microorganismos

3.2.8.1 Transformación de E. coli

3.2.8.1.1 Preparación de células competentes

En primeiro lugar, preparouse un preinóculo de 5 mL de LB ino-
culando unha colonia da estirpe de E. coli TOP 10 que se ía a utilizar, 
e se incubou toda a noite en axitación a 37ºC ata que alcanzou a fase 
estacionaria. Posteriormente, transferíronse 2 mL do preinóculo 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 4º C durante 8 minutos. 
Descartouse o sobrenadante e as células se resuspenderon en 15 mL de 
TfBI por cada 50 mL de cultivo empregados. Novamente arrefriouse en 
xeo e se centrifugou 8 min a 5000 rpm a 4 ºC. Descartouse o sobrena-
dante e se resuspenderon as células en 2 mL de TfBII por cada 50 mL 
de cultivo empregados. Finalmente repartíronse en alícuotas de 100 μL 
en viarios fríos e mergulláronse en nitróxeno líquido. As células com-
petentes conserváronse para o seu uso a -80ºC.

Solucións:

1.	 Solución TfBI (500 ml): 1.47 g de CH3COOk, 4.95 g de MnCl2, 
6.05 de RbCl2, 0.74 g de CaCl*6H2O, 75 mL de glicerol; axustar a 
pH 5.8 con ácido acético glacial 0.2M. Almacenar a 4ºC.

1.	 Solución TfBII (500ml): 10 mL de un stock de MOPS 100 mM pH 
7, 1.6 g de CaCl*6H2O, 0.12 g de RbCl2, 18 mL de glicerol. Filtrar a 
través de membranas de 0.22 μm e almacenar en oscuridade a 4ºC.
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1.	 Stock de MOPS (100mM, pH 7): 2.09 g de MOPS, 0.34 g de CH-
3COONa, 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 μm.

3.2.8.1.2 Transformación de células competentes

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

3.2.8.1.3 Screening por PCR e corte con Pst1 e EcoR1 das colonias 
transformadas

Co fin de seleccionar as colonias transformadas correctamente rea-
lizouse un screening por PCR para verificar que o inserto atópase den-
tro do plásmido. 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 tamaño do inserto. Outro método empregado no screening por restri-
ción dos plásmidos baseouse en cultivar unha colonia transformada en 
LB (Sigma Co.), extraer o DNA plasmídico e cortar con PstI e EcoRI 
esperando obter 2 bandas tras electroforese, unha banda co tamaño do 
inserto e outra de 2640 pb correspondente ó vector pUC19.
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3.2.9 Secuenciación do DNA

A secuenciación de DNA levouse a cabo nun servizo externo; 
Secugen (España) e StabVida (Portugal) polo método Sanger co Applied 
Biosystems® 3730 xl DNA Analyzer e os oligonucleótidos universais 
M13. As secuencias obtidas comparáronse coas secuencias do Gen-
Bank usando BLASTn (Altschul et al., 1990) e EzTaxon-e server (Kim 
et al., 2012). Para realizar aliñamentos usáronse os programas BioEdit 
Sequence Alignment Editor7.2.0 e Clustal_X software (Thompson et 
al., 1997).

3.2.10 Secuenciación e análise do xenoma da cepa BC09T

3.2.10.1 Extracción e secuenciación

A extracción e a secuenciación do DNA xenómico foi levado a cabo 
polo Servizo Central de Apoio á Investigación Experimental (SCSIE) 
da universidade de Valencia (Valencia, España) usando a plataforma 
IlluminaMiSeq con lecturas de 2 × 300 “ paired- end”.

3.2.10.2 Ensamblaxe e anotación do xenoma

As lecturas obtidas do xenoma foron ensambladas con SPAdes 
Genome Assembler (Bankevich et al., 2016). A anotación dos contigs 
realizouse con Prokka (Seemann, 2014) dentro do Galaxy Orione 
Server (Cuccuru et al., 2014). Os parámetros de calidade do xenoma 
calculáronse 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 ó NCBI GenBank.



77

Materiais e Métodos

3.2.10.3 Análise bioinformática do xenoma da cepa BC09T e as 
cepas tipo máis próximas

3.2.10.3.1 Identidade media en nucleótidos (ANI)

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

3.2.10.3.2 Hibridación del DNA-DNA in silico (dDDH)

O valor de hibridación do DNA-DNA in silico (dDDH) entre as cepas 
a estudo, calculáronse 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 é a única función axeitada para analizar as ensamblaxes 
en bruto dun xenoma (Dunlap et al., 2017).

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 Construción de árbores

3.2.11.1 Árbore filoxenética dos xenes 16S rRNA e gyrB

As distancias entre as secuencias a estudo foron calculadas de 
acordo ó modelo do parámetro 2 de Kimura (Kimura, 1980) usando o 
software Clustal_X software (Thompson et al., 1997). Para as árbores 
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 tó-
dalas análises e contrución das árbores.

3.2.11.2 Árbore filoxenómica da cepa BC09 T e as súas cepas tipo 
máis próximas

A comparación do xenoma e dos aliñamentos para a árbore filoxe-
nética se realizaron mediante o software UBCG (Na et al., 2018; Chun 
et al., 2018). Este programa utiliza a comparación dun set de 92 xenes 
bacterianos de copia única, para a construción dunha árbore filoxenética.

3.2.11.3 Árbore filoxenómica dos bacteriófagos de Streptococcus

Os xenomas dos bacteriofagos a estudo descargáronse da base de 
datos GenBank, e analizáronse mediante o Web server VICTOR (Virus 
Classification and Tree Building Online Resource, http://ggdc.dsmz.de/
victor.php) (Meier-Kolthoff & Göker, 2017). Dito servidor constrúe unha 
árbore filoxenómica a partir dos cálculos das distancias interxenómicas.
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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 Árbore filoxenética do xene holin dos bacteriófagos  
de Streptococcus

Os xenes da proteína holina dos fagos a estudo descargáronse da base 
de datos GenBank e foron aliñados de acordo ó modelo do parámetro 2 de 
Kimura (Kimura, 1980) usando o software Clustal_X software (Thomp-
son et al., 1997). Para as árbores 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 tódalas análises e construción das árbores.

3.3 Técnicas microbiolóxicas de identificación de microorganismos

Neste estudo realizáronse tanto técnicas moleculares coma micro-
biolóxicas para a identificación das cepas a estudo.
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3.3.1 Obtención 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 extensión 
en placas cos medios YPD e OGYE con e sen cloranfenicol (0,1 g/L). 
Se incubaron a 35 ºC as placas sen antibiótico e a 30 ºC as que teñen 
antibiótico durante 48 horas. A partir das primeiras placas, illáronse e 
reilláronse colonias varias veces por estriado para a obtención e conser-
vación 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 
conxeláronse a -80º C. Tras uns días conxelados volvéronse a cultivan 
para comprobar que crecían e eran viables.

3.3.3 Caracterización fenotípica

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

A morfoloxía microscópica das células vexetativas observouse ó 
microscopio óptico de contraste de fases coas lentes de 60X e 100X 
tras incubar 24 h en caldo LB (Sigma Co.). A morfoloxía 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 
microscopía electrónica despois de 48 h de incubación en medio NA a 
22 ºC. As células resuspenderonse en auga destilada con 2% de acetato 
de uranilo e examinadas a 80 kV cun microscopio electrónico de trans-
misión Tecnai Spirit Twin.

3.3.3.2 Estudo das esporas

As esporas da cepa illada estudáronse mediante microscopía elec-
trónica de varrido de emisión de campo (FESEM) en mostras desecadas 
a temperatura ambiente e visualizadas a unha voltaxe de 3 kV. As espo-
ras tamén visualizáronse previamente a microscopía óptica de contraste 
de fases tras realizar a tinción con verde malaquita.

3.3.3.3 Probas fenotípicas

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

•	 Tinción de Gram: levouse a cabo despois de 24 horas de incuba-
ción a 28 ºC en caldo LB (Doetsch, 1981).

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

•	 Produción de catalasa: tomouse unha colonia da cepa illada nun 
portaobxetos e engadiuse unha gota de H2O2 para observar a pre-
senza ou ausencia de burbullas de O2 (Claus & Berkeley, 1986).
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•	 Produción de caseinasa: a cepa illada cultivouse en NA suple-
mentado con 0.3% de caseina (Sigma) e tras a incubación revisou-
se a produción de caseinasa por aparición dun halo tras engadir 
ácido tricloroacetico (30%) (Claus & Berkeley, 1986).

•	 Produción de amilasa: a cepa illada cultivouse en medio NA su-
plementado con almidón e tras a incubación revelouse a presenza 
de amilasas mediante a adición de lugol (Claus & Berkeley, 1986).

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

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

•	 Crecemento a 4, 15, 25, 28, 37, 40 e 45ºC: 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 Na2HP04/Na H2P04 durante 24 horas a 35ºC 
(Claus & Berkeley, 1986).

•	 Crecemento a pH 8 – 9: a cepa illada cultivouse en medio NB 
tamponado con 200Mm NaHC03/Na2C03 durante 24 horas a 35ºC 
(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 
35ºC (Claus & Berkeley, 1986).

•	 Proba de redución de nitratos: a cepa illada cultivouse en medio 
NA suplementado con KNO3 durante 24 horas a 35ºC . Para o seu 
revelado tras 24 horas engadíronse as solucións ácido acético de 
alfa-naftilamina e ácido sulfanílico (Claus & Berkeley, 1986).
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•	 Proba de Voges Proskauer (Voges & Proskauer, 1898). Para ve-
rificar a produción de acetoina, a cepa illada cultivouse en medio 
MV-RP a 37ºC durante 72 horas e posteriormente engadíronse os 
reactivos de alfa naftol e KOH para o revelado.

•	 Proba de producción de gas dende glucosa: a cepa illada culti-
vouse durante 24 horas a 35ºC en tubos con campá Durham en medio 
YNB ó que se lle engadou glucosa ó 2% (Claus & Berkeley, 1986).

3.3.3.4 Contído G+C do DNA

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

3.3.3.5 Hibridación DNA-DNA

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

3.3.3.6 Análise dos ácidos graxos

A análise de ácidos graxos celulares levouse a cabo polo servizo 
identificación e caracterización da Colección Española de cultivos tipo 
(CECT) (Valencia, España) seguindo o protocolo recomendado por 
MIDI (Microbial Identification System) (Sasser, 1990). A separación 
do contido celular de ácidos graxos realizouse nun cromatógrafo de 
gases “Agilent 6850”, e a análise posterior tivo lugar no sistema MIDI 
(Sherlock Microbial Identification System Operating Manual, versión 
6.1 Newark, MIDI Inc.) empregando os métodos TSBA6 ou CLIN6 
MIDI (2008).
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3.3.3.7 Outros estudos quimiotaxonómicos

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

3.4 Técnicas de análise de proteínas

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

3.4.1.1 Extracción de proteínas para espectrometría de masas por 
MALDI-TOF MS

A extracción de proteínas baseouse no procedemento de extrac-
ción con etanol e ácido fórmico segundo as recomendacións de Bruker 
(Bruker Daltonics, Inc.).

A mostra biolóxica resuspendeuse en 300 µL de auga ultrapura para 
HPLC (Sigma-Aldrich GmbH). A mostra pode variar entre unha colonia 
e 10 mg. Seguidamente engadironse 900 µL de etanol absoluto e res-
uspendeuse para a inactivación dos microorganismos. Centrifugouse a 
13.000 rpm durante 2 minutos e decantouse o sobrenádante. Volveuse 
centrifugar e retirouse do pellet o alcohol residual cunha pipeta. Deixou-
se secar ó aire ata que a mostra quedou libre de alcohol. Seguidamente 
engadiuse entre 1-80 µL de ácido fórmico ó 70% (Sigma-Aldrich GmbH) 
dependendo da cantidade de material biolóxico inicial, e resuspendeuse. 
Engadiuse o mesmo volume de ácido fórmico ó 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 sobrenádante.

3.4.1.2 Análise en espectrometría de masas MALDI-TOF MS

O análise por espectrometria de masas MALDI-TOF MS levouse a 
cabo no CETAL (Centro Tecnolóxico Agroalimentario). Tomouse 1 µL 
da extracción de proteínas nos spots da placa de aceiro pulido e tras o 
seu secado en temperatura ambiente, cubríronse con 1 µL da solución 
da matriz, unha solución saturada en ácido α-ciano-4-hidroxicinamico.

Os espectros foros xerados no MALDI-TOF Microflex LT/SH e 
levouse a cabo no modo automático, cun mínimo de 240 disparos láser 
para cada mostra. Os parámetros utilizados foron: Fonte de ion 1 (IS1) 
20 kV Fonte de ion 2 (IS2) 18.4 kV; voltaxe da lente: 6 kV; Pulso de 
extracción 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, e a plataforma empregada para 
o seu análise 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 xeración dos patrons 
fingerprint de cada cepa con picos mais relevantes e reproducibles. A 
definición dos picos e a comparación entre espectros de distintas cepas 
levouse a cabo con este software. Realizáronse os test estatísticos dos 
datos e obtívose ó PCA (principal components model) (Bishop, 1999) 
entre as cepas analizadas, estes resultados foron representados nun dia-
grama tridimensional e outro bidimensional coa distribución dos picos, 
xerados polo software. Obtívose tamén un dendograma MSP (Mean 
spectra projection) onde se representan e comparan as distancias dos 
espectros proteicos de tódalas cepas analizadas.
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3.4.2 Busca de péptidos biomarcadores mediante LC-MS/MS

3.4.2.1 Extracción de proteínas para espectrometria de masas por 
LC-MS/MS

As cepas recuperáronse dos medios en stock conxelados e semen-
táronse en céspede en medio PCA 24 horas 31 ºC, temperatura estanda-
rizada para este protocolo. Coa asa de sementa tomouse unha cantidade 
considerable de biomasa e mesturouse con 100 μ L dunha solución de 
acetonitrilo ó 50% (50% ACN) (Merck, Darmstadt, Germany) e 1% de 
ácido trifluoroacetico (1% TFA) (Acros Organics, NJ, USA). Despois de 
vortear, centrifugouse e tomouse o sobrenadante ó cal engadiuse a solu-
ción 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. Tódalas análises foron realizados por triplicado.

3.4.2.2 Cuantificación da proteína soluble

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

Solucións:

•	 BCA: Engadiuse 1 mL de sulfato de cobre en 50 mL de ácido bi-
cinconínico. A solución debe prepararse no momento do seu uso.

Para a cuantificación da proteína soluble levouse a cabo un recta 
patrón en base a BSA (albumina de soro bovino). Para a cuantificación 
de cada mostra tomáronse por duplicado 50 μL. Posteriomente, engadi-
use 1 mL de BCA. As cubetas se incubaron durante 30 minutos a 37º C, 
matuvieronse 5 minutos a temperatura ambiente. Medíronse as absor-
vancias a 562 nm e a partir da ecuación da recta patrón calculáronse as 
concentracións de cada mostra (mg/mL). Calculáronse os mL de mostra 
necesaria para obter 100mg de mostra. Evaporouse o líquido dos 100 
mg de mostra mediante evaporación 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 súa conservación a -20º C.

3.4.2.3 Dixestión das proteínas con tripsina

A dixestión enzimática das proteínas inclúe os pasos de desnatu-
ralización, redución, alquilación e como último paso a dixestión (Abril 
et al., 2018). Engadíronse 25 μL de Urea 8M e 8.3 μL de bicarbonato 
de amonio 25 mM ( pH = 8) en cada mostra . Seguidamente sonicouse 
durante 5 minutos e engadiuse 2.5 μL de DTT (100 mM), incubouse 1 
hora a 37 ºC e engadiuse 40 μL IAA (Iodoacetamida) (500 mm) e 40 μL 
de H2O HPLC para alcadar unha concentración final de 50 mM e que 
produzase a alquilacion das proteínas. Incubouse 1 h a temperatura am-
biente en escuridade e posteriormente engadíronse 400 μL de bicarbon-
ato de amonio (25 mM; pH = 8). Para preparar a tripsina sequence grade 
modified (Promega), resuspendeuse (20 μg) en 20 μL de bicarbonato de 
amonio (25mm; pH = 8). Engadíronse 2 μL de tripsina (Promega, WI, 
US) a cada mostra e incubaronse a 37 ºC toda a noite. Para acidificar a 
mostra ata un pH=2 engadiuse pequenas cantidades de ácido formico ó 
5% comprobando con papel indicador.

3.4.2.4 Desalación e purificación dos péptidos

A resina das columnas Microspin™ C18 (Hardvard Apparatus) 
laváronse engadindo 200 µL de MeOH e tras esperar 10 minutos cen-
trifugaronse 2 minutos a 1000 rpm. Seguidamente equilibrouse a resina 
engadindo 200 µL dunha disolución 80% Acetonitrino/ 0.1% ácido for-
mico. Centrifugouse durante 2 minutos a 1000 rpm. Este paso realizouse 
dúas veces. Engadíronse 200 µL dunha disolución 2% ACN/0.1% FA, 
centrifugouse durante 2 minutos a 1000 rpm, este paso volveuse repetir 
unha vez máis. Tras equilibrar a resina, cargáronse 200 µL de mostra 
e se centrifugou 2 minutos a 1000 rpm. Este paso repetiuse en volu-
menes de 200 µL ata que toda a mostra cargouse na columna. Para lavar 
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a columna engadíronse 200 µL dunha disolución 2% ACN/0.1% FA. 
Centrifugóuse durante 2 minutos a 1400 rpm e repetiuse este paso dúas 
veces máis. Para eluir a mostra engadironse á columna 200 µL dunha 
disolución 50% ACN/0.1% FA e se centrifugaron 2 minutos a 1400 
rpm. Volveronse engadir 200 µL dunha disolución 50% ACN/0.1% FA, 
obtendo un volume final de 400 µL, o cal se secou mediante evapo-
ración en vacio no speed- vac (Hetovac VR-1 e trampa de frio CT60E, 
Heto Lab), deixando o extracto seco. Gardouse para a súa conservación 
a -80 ºC ata a súa analisis en LC- MS/ MS.

3.4.2.5 Análise en espectrometria de masas LC-MS/MS

A análise 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 ó espectrometro de ma-
sas LTQ-Orbitrap XL (Thermo Fisher Scientific) (Calo-Mata, Carrera, 
Böhme, Jm, & Cañas, 2016; Carrera et al., 2017; Carrera, Cañas, & Gal-
lardo, 2013). A separación dos péptidos (2 μg) tivo lugar nunha columna 
de fase reversa (columna EASY-Spray, 50 cm × 75 μm ID, PepMap C18, 
2 μm particulas, 100 Å de tamaño 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 ionización 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 μscan), se-
guido da disociación inducida por colision (CID) nun MS/MS (1 μscan) 
empregando un ancho de illamento de 3 amu e unha enerxía de colisión 
normalizada del 35%. As masas fragmentadas se estableceron en exclu-
sión dinámica durante 30 s despois do segundo evento de fragmenta-
ción, e os ións cargados sen asignar excluíronse da análise 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-
záronse 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 
restricións para a busca: cortes semi-trípticos de ata 2 lugares “missed 
cleavage” e unha ventá de tolerancia de 1.2 Da para ións precursores e 
0.6 Da para ions fragmentados do MS/MS. As modificacións variables 
permitidas foron as seguintes: oxidación da metionina (+15.99 Da), 
carbamidometilación da cisteina (+57.02 Da) e acetilación do N-termi-
nal da proteína (+42.0106 Da). Finalmente, os resultados obtidos foron 
analizados estatisticamente co Percolator algorithm (Käll, Canterbury, 
Weston, Noble, & MacCoss, 2007). para validar os asinamentos dos 
péptidos, a taxa de falsa detección (FDR, false discovery rate) mantí-
vose no 1%.

3.4.2.7 Selección de potenciais biomarcadores peptídicos.

Para o estudo da especificidade dos péptidos identificados por LC-
MS/MS, utilizouse o algoritmo BLASTp (Altschul et al., 1990) para 
determinar as homoloxías que presentan ditos péptidos coas secuen-
cias de proteínas rexistradas na base de datos NCBI. Para a análise de 
cada péptido modificáronse os parámetros do algoritmo BLASTp para 
incluír e excluír na busca o xénero e/ou a familia ao que pertence o mi-
croorganismo de cada péptido. Isto permíte determinar a especificidade 
dentro do xénero, especie ou cepa do péptido a estudo.
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4. RESULTADOS E DISCUSIÓN

4.1 Capítulo I: Busca de novos illados, identificación de contami-
nantes de leite condensado e, descrición de Bacillus safensis subsp. 
osmophilus subsp. nov. e Bacillus safensis subsp. safensis subsp. nov.

A identificación dos microorganismos con alta tolerancia osmótica, 
illados dun sobre contaminado de leite condensado proveniente dunha 
fabrica de procesado de produtos lácteos e a descrición, e caracteri-
zación dunha cepa bacteriana coma unha nova subespecie de Bacillus 
safensis, constitúe a base deste capítulo. Seleccionáronse por morfo-
loxía de colonia e observación ó microscopio 1 cepa de levaduras das 
placas de YPD con cloranfenicol e 3 cepas de bacterias das placas de 
LB (Sigma Co.).

Tódalas cepas bacterianas (BC05, BC08 e BC09T) e a levadura 
(BC03) illáronse dun cultivo en medio LB e YPD respectivamente, con 
sacarosa ó 30% como fonte de carbono para reproducir a alta osmolari-
dade presente no leite condensado. A cepa de levadura creceú tamén o 
cultivala en YPD ó 70% de sacarosa. Tódalas cepas illadas bacterianas 
son Gram positivas. Ó microscopio, a cepa BC03 presenta una mor-
foloxía típica de levaduras, mentres que as demais cepas bacterianas 
presentan unha morfoloxía bacilar.

4.1.1 Identificación das cepas de levaduras

4.1.1.1 Amplificación e secuenciación da rexión ITS

Realizouse unha extracción do DNA xenómico da cepa BC03 e 
posteriormente levouse a cabo a PCR para a amplificación do ITS, em-
pregando os oligonucleótidos ITS1F e ITS1R (White et al., 1990). A 
banda resultante tras a electroforese cun tamaño aproximado de 250pb, 
ligouse co plásmido pUC19 e transformouse en E. coli TOP10. Reali-
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zouse a extracción plasmídica das colonias que presentaron o plásmido 
co inserto, e seguidamente mandouse a secuenciar cos oligonucleótidos 
M13F e M13R a Secugen S.L. ou STAB vida. As secuencias obtidas 
comparáronse 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 BC03 son as das especies Zygosaccharomyces pseudorouxii AB-
T301T, Zygosaccharomyces rouxii CBS 12631T e Zygosaccharomyces 
mellis CBS 736T. Este fragmento do ITS non está completo para a es-
pecie Zygosaccharomyces mellis (Figura 12). A secuencia do ITS per-
mitiunos establecer o xénero ó que pertence a cepa BC03 sendo este 
Zygosaccharomyces. Co fin de chegar a determinación da especie da 
cepa BC03 procedeuse a secuenciación de outro xene que permita dis-
tinguir entre especies.

Figura 12. Aliñamento das secuencias do ITS da cepa BC03 e as das especies 
Zygosaccharomyces pseudorouxii ABT301T, Zygosaccharomyces rouxii CBS 12631T e 
Zygosaccharomyces mellis CBS 736T. Os puntos corresponden as coincidencias e as letras 
as diferencias, entre os nucleótidos das distintas secuencias con respecto a primeira. A cada 
nucleótido correspondelle unha cor diferente.

4.1.1.2 Deseño dos oligonucleótidos e a secuenciación da rexión HIS3:

O xene HIS3 é un xene housekeeping que codifica para a proteína 
imidazol-glicerolfosfato dehidratasa e presenta diferencias entre as es-
pecies próximas do xénero Zygosaccharomyces. Outros oligonucleóti-
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dos do xene HIS3 xa foron deseñados por Harrison et al. (2011) para 
especies do xénero Zygosaccharomyces.

Para o deseño dos oligonucleótidos Zigo1R e Zigo1F obtivéronse 
as secuencias das especies do xénero Zygosaccharomyces para o xéne 
HIS3 da base de datos GenBank. A banda obtida tras electroforese cun 
tamaño aproximado de 200 pb, ligouse ó plásmido pUC19 e transfor-
mouse en E. coli TOP10. Realizouse a extracción plasmídica das colo-
nias que presentaron o plásmido co inserto, e seguidamente mandouse a 
secuenciar cos oligonucleótidos M13F e M13R a Secugen S.L. ou STAB 
vida. As secuencias obtidas comparáronse coas secuencias da base de 
datos GenBank mediante a ferramenta BLASTn (Altschul et al., 1990).

O fragmento do xene HIS3 da cepa BC03 presenta una similitude 
do 100% coa especie Z. rouxii sendo está a especie máis próxima fi-
loxenéticamente segundo os resultados obtidos (Figura 13).

Figura 13. Secuencias do xene HIS3 da cepa BC03 fronte as secuencias das especies 
Zygosaccharomyces pseudorouxii ABT301T, Zygosaccharomyces rouxii CBS 12631 T e 
Zygosaccharomyces mellis CBS 736T. Os puntos corresponden as coincidencias e as letras 
as diferencias, entre os nucleótidos das distintas secuencias con respecto a primeira. A cada 
nucleótido correspóndelle unha cor diferente.

Os resultados da secuenciación do ITS onde as secuencias das espe-
cies mais próximas cun 100 % de similitude son las pertencentes as 
especies Z. pseudorouxii ABT301T, Z. rouxii CBS 12631T e Z. mellis 
CBS 736T; e tras a análise do fragmento do xene HIS3 a especie coa 
única secuencia idéntica a cepa BC03 é Z. rouxii. Ditos resultados 
suxiren que a cepa BC03 identificouse como a especie Z. rouxii.
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4.1.2 Identificación das cepas bacterianas

4.1.2.1 Amplificación e secuenciación do 16S rRNA

Levouse a cabo a extracción do DNA xenómico das 3 cepas bac-
terianas e realizouse primeiramente unha PCR para amplificar parcial-
mente a secuencia do xene 16S rRNA das cepas cos oligonucleótidos 
U515F 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, BC08 e BC09T, levouse a cabo cos oligonu-
cleótidos p8FPL-2 e p1492R+G (Figura 14A). As bandas resultantes 
obtidas tras electroforese cun tamaño aproximado de 600 pb e 1450 pb 
respectivamente como corresponde con cada par de cebadores, ligáron-
se co plásmido pUC19 e transformáronse en E. coli TOP10. Os trans-
formantes testáronse directamente dende colonia por PCR empregando 
os oligonucleótidos M13F e M13R, esperando unha banda de tamaño 
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 plásmido extraído 
coas enzimas PstI e EcoRI, co cal obtivéronse 2 bandas tras electrofore-
se. Unha banda co tamaño do inserto e outra de 2640 pb correspondente 
ó vector pUC19.

As colonias que presentan o plásmido co inserto cultiváronse en 
medio líquido para a extracción do DNA plasmídico o cal mandouse a 
secuenciar cos oligonucleótidos M13F e M13R a Secugen S.L. o STAB 
vida. As secuencias obtidas comparáronse 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 identificación 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 xenómico das cepas BC08 e BC09T. As bandas presentan o tamaño esperado 
de 1450 pb. B;  Electroforese en xel de agarosa do fragmento parcial de 16S rRNA da cepa 
BC05 empregando os oligonucleótidos M13 sobre a extracción plasmídica de E. coli transfor-
mada, tamaño esperando da banda 690 pb. M; marcador.

Na figura 15 representase o aliñamento das secuencias parciais do 
16S rRNA con maior homoloxía á secuencia do xene da cepa BC05. A 
secuencia parcial da cepa BC05 presenta unha gran similitude (99%) 
coas secuencias do 16S rRNA das cepas tipo Paenibacillus polymyxa 
ATCC 842T, Paenibacillus brasilensis PB172T, Paenibacillus peoriae 
DSM 8320T, Paenibacillus jamilae CECT 5266T, Paenibacillus terrae 
AM141T e Paenibacillus kribbensis AM49T, coa súa máxima homo-
loxía para P. polymyxa ATCC 842T cun 99.8% de homoloxía.
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Figura 15. Secuencias parciais do 16S rRNA da cepa BC05, Paenibacillus polymyxa ATCC 
842T, Paenibacillus brasilensis PB172T, Paenibacillus peoriae DSM 8320T, Paenibacillus 
jamilae CECT 5266T, Paenibacillus terrae AM141T e Paenibacillus kribbensis AM49T. Os 
puntos corresponden as coincidencias e as letras as diferencias, entre os nucleótidos das dis-
tintas secuencias con respecto a primeira. A cada nucleótido correspóndelle unha cor diferente.

As secuencias do 16S rRNA presentes na base de datos EzTaxon 
(Yoon et al., 2017) con maior similitude á secuencia do 16S rRNA da cepa 
BC08 son Bacillus sonorensis NBRC 101234T, Bacillus licheniformis 
ATCC 14580 T, Bacillus  glycinifermentans GO-13 T, e Bacillus haynesii 
NRRL B-41327 T, con unha similitude del 99%, e B. paralicheniformis 
KJ-16T con 100% de homoloxía (Figura 16).
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Figura 16. (Continua)
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Figura 16. Aliñamento das secuencias do 16S rRNA da cepa BC08 fronte as cepas tipo B. 
sonorensis NBRC 101234 T, B. licheniformis ATCC 14580 T, B. paralicheniformis KJ-16T, B. 
glycinifermentans GO-13 T e B. haynesii NRRL B-41327 T. Os puntos corresponden as coin-
cidencias e as letras as diferencias, entre os nucleótidos das distintas secuencias con respecto a 
primeira. A cada nucleótido correspóndelle unha cor diferente.

As especies máis próximas a BC09T son Bacillus safensis FO-36bT 
e Bacillus australimaris MCCC 1A05787T 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).

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB08 rRNA16s GACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAA
B.paralicheniformis ....................................................................................................
B.glycinifermentans ....................................................................................................
B.haynesii ............................................C..C...............T.G..................................
B.sonorensis .........................................A..C..C...............T.G..................................
B.licheniformis ............................................C..C............T..T.G..C...............................

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB08 rRNA16s CCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGATTGAACCGCATGGTTCAATTATAAAA~GGTGGCTTTTAGCTACC
B.paralicheniformis ..................................................................................~.................
B.glycinifermentans .......................................................T..................A.......~.................
B.haynesii ..................................................................................~.................
B.sonorensis ..................................................................................~.................
B.licheniformis ........................................................................C.A.CAT...A.........C.......

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB08 rRNA16s ACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGG
B.paralicheniformis ....................................................................................................
B.glycinifermentans ....................................................................................................
B.haynesii ....................................................................................................
B.sonorensis ..........................................................G.........................................
B.licheniformis ..........................................................G.........................................

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB08 rRNA16s GACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTT
B.paralicheniformis ....................................................................................................
B.glycinifermentans ....................................................................................................
B.haynesii ....................................................................................................
B.sonorensis ....................................................................................................
B.licheniformis ....................................................................................................

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB08 rRNA16s TTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGC
B.paralicheniformis ....................................................................................................
B.glycinifermentans ........................................................................G...........................
B.haynesii ....................................................................................................
B.sonorensis ................................................C...................................................
B.licheniformis ....................................................................................................

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB08 rRNA16s CAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGC
B.paralicheniformis ....................................................................................................
B.glycinifermentans ....................................................................................................
B.haynesii ....................................................................................................
B.sonorensis ....................................................................................................
B.licheniformis ....................................................................................................

610 620 630 640 650 660 670 680 690 700

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB08 rRNA16s TCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACA
B.paralicheniformis ....................................................................................................
B.glycinifermentans ....................................................................................................
B.haynesii ....................................................................................................
B.sonorensis ....................................................................................................
B.licheniformis ....................................................................................................

710 720 730 740 750 760 770 780 790 800

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB08 rRNA16s CCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACG
B.paralicheniformis ....................................................................................................
B.glycinifermentans ....................................................................................................
B.haynesii ....................................................................................................
B.sonorensis ....................................................................................................
B.licheniformis ....................................................................................................

810 820 830 840 850 860 870 880 890 900

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB08 rRNA16s ATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGG
B.paralicheniformis ....................................................................................................
B.glycinifermentans ....................................................................................................
B.haynesii ....................................................................................................
B.sonorensis ....................................................................................................
B.licheniformis ....................................................................................................

910 920 930 940 950 960 970 980 990 1000

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB08 rRNA16s AATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGAT
B.paralicheniformis ....................................................................................................
B.glycinifermentans ....................................................................................................
B.haynesii ....................................................................................................
B.sonorensis .........................................................................................C..........
B.licheniformis ....................................................................................................

1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB08 rRNA16s AGGGCTTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTG
B.paralicheniformis ....................................................................................................
B.glycinifermentans ....................................................................................................
B.haynesii ....................................................................................................
B.sonorensis ....................................................................................................
B.licheniformis ....................................................................................................

1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB08 rRNA16s ATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACC
B.paralicheniformis ....................................................................................................
B.glycinifermentans ....................................................................................................
B.haynesii ....................................................................................................
B.sonorensis ....................................................................................................
B.licheniformis ....................................................................................................

1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB08 rRNA16s TGGGCTACACACGTGCTACAATGGGCAGAACAAAGGGCAGCGAAGCCGCGAGGCTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCA
B.paralicheniformis ....................................................................................................

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

rRNA 16S CB09 AGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACAGAAGGGAGCTTGCTCCCGGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGT
B.safensis ....................................................................................................
B.australimaris ....................................................................................................
B.pumilus ~~..................................................................................................
B.zhangzhouensis ....................................................................................................
B.altitudinis ....................................................................................................
B.xiamenensis ....................................................................................................

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

rRNA 16S CB09 AACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAGTTCCTTGAACCGCATGGTTCAAGGATGAAAGACGGTTTCGGCTGTC
B.safensis ....................................................................................................
B.australimaris ....................................................................................................
B.pumilus ....................................................................................................
B.zhangzhouensis ....................................................................................................
B.altitudinis ....................................................................................................
B.xiamenensis ....................................................................................................

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

rRNA 16S CB09 ACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGG
B.safensis ....................................................................................................
B.australimaris ....................................................................................................
B.pumilus ....G...............................................................................................
B.zhangzhouensis ....................................................................................................
B.altitudinis ......................................A.....C.......................................................
B.xiamenensis ......................................A.....C.......................................................

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

rRNA 16S CB09 GACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTT
B.safensis ....................................................................................................
B.australimaris ....................................................................................................
B.pumilus ....................................................................................................
B.zhangzhouensis ....................................................................................................
B.altitudinis ....................................................................................................
B.xiamenensis ....................................................................................................

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

rRNA 16S CB09 TTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCGAGAGTAACTGCTCGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCC
B.safensis ....................................................................................................
B.australimaris ...........................................................A........................................
B.pumilus ....................................................................................................
B.zhangzhouensis ....................................................................................................
B.altitudinis ........................................A............T..............................................
B.xiamenensis ........................................A............T.....A........................................

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

rRNA 16S CB09 AGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCT
B.safensis ....................................................................................................
B.australimaris ....................................................................................................
B.pumilus ....................................................................................................
B.zhangzhouensis ....................................................................................................
B.altitudinis ....................................................................................................
B.xiamenensis ....................................................................................................

610 620 630 640 650 660 670 680 690 700

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

rRNA 16S CB09 CAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACAC
B.safensis ....................................................................................................
B.australimaris ....................................................................................................
B.pumilus ....................................................................................................
B.zhangzhouensis ....................................................................................................
B.altitudinis ....................................................................................................
B.xiamenensis ....................................................................................................

710 720 730 740 750 760 770 780 790 800

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

rRNA 16S CB09 CAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGA
B.safensis ....................................................................................................
B.australimaris ....................................................................................................
B.pumilus ....................................................................................................
B.zhangzhouensis ....................................................................................................
B.altitudinis ....................................................................................................
B.xiamenensis ....................................................................................................

810 820 830 840 850 860 870 880 890 900

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

rRNA 16S CB09 TGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGA
B.safensis ....................................................................................................
B.australimaris ....................................................................................................
B.pumilus ....................................................................................................
B.zhangzhouensis ....................................................................................................
B.altitudinis ....................................................................................................
B.xiamenensis ....................................................................................................

910 920 930 940 950 960 970 980 990 1000

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

rRNA 16S CB09 ATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATA
B.safensis ....................................................................................................
B.australimaris ....................................................................................................
B.pumilus ....................................................................................................
B.zhangzhouensis ....................................................................................................
B.altitudinis ....................................................................................................
B.xiamenensis ....................................................................................................

1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

rRNA 16S CB09 GGGCTTTCCCTTCGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGA
B.safensis ....................................................................................................
B.australimaris ....................................................................................................
B.pumilus ....................................................................................................
B.zhangzhouensis ....................................................................................................
B.altitudinis ....................................................................................................
B.xiamenensis ....................................................................................................

1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

B.glycinifermentans ....................................................................................................
B.haynesii ....................................................................................................
B.sonorensis ....................................................................................................
B.licheniformis ....................................................................................................

1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB08 rRNA16s ACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGA
B.paralicheniformis ....................................................................................................
B.glycinifermentans ....................................................................................................
B.haynesii ....................................................................................................
B.sonorensis ....................................................................................................
B.licheniformis ....................................................................................................

1410 1420 1430 1440 1450 1460 1470

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . .

CB08 rRNA16s GTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGGACAGATGATTGGGGT
B.paralicheniformis ........................................................................
B.glycinifermentans ........................................................................
B.haynesii ........................................................................
B.sonorensis ........................................................................
B.licheniformis ........................................................................
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10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

rRNA 16S CB09 AGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACAGAAGGGAGCTTGCTCCCGGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGT
B.safensis ....................................................................................................
B.australimaris ....................................................................................................
B.pumilus ~~..................................................................................................
B.zhangzhouensis ....................................................................................................
B.altitudinis ....................................................................................................
B.xiamenensis ....................................................................................................

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

rRNA 16S CB09 AACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAGTTCCTTGAACCGCATGGTTCAAGGATGAAAGACGGTTTCGGCTGTC
B.safensis ....................................................................................................
B.australimaris ....................................................................................................
B.pumilus ....................................................................................................
B.zhangzhouensis ....................................................................................................
B.altitudinis ....................................................................................................
B.xiamenensis ....................................................................................................

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

rRNA 16S CB09 ACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGG
B.safensis ....................................................................................................
B.australimaris ....................................................................................................
B.pumilus ....G...............................................................................................
B.zhangzhouensis ....................................................................................................
B.altitudinis ......................................A.....C.......................................................
B.xiamenensis ......................................A.....C.......................................................

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

rRNA 16S CB09 GACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTT
B.safensis ....................................................................................................
B.australimaris ....................................................................................................
B.pumilus ....................................................................................................
B.zhangzhouensis ....................................................................................................
B.altitudinis ....................................................................................................
B.xiamenensis ....................................................................................................

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

rRNA 16S CB09 TTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCGAGAGTAACTGCTCGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCC
B.safensis ....................................................................................................
B.australimaris ...........................................................A........................................
B.pumilus ....................................................................................................
B.zhangzhouensis ....................................................................................................
B.altitudinis ........................................A............T..............................................
B.xiamenensis ........................................A............T.....A........................................

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

rRNA 16S CB09 AGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCT
B.safensis ....................................................................................................
B.australimaris ....................................................................................................
B.pumilus ....................................................................................................
B.zhangzhouensis ....................................................................................................
B.altitudinis ....................................................................................................
B.xiamenensis ....................................................................................................

610 620 630 640 650 660 670 680 690 700

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

rRNA 16S CB09 CAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACAC
B.safensis ....................................................................................................
B.australimaris ....................................................................................................
B.pumilus ....................................................................................................
B.zhangzhouensis ....................................................................................................
B.altitudinis ....................................................................................................
B.xiamenensis ....................................................................................................

710 720 730 740 750 760 770 780 790 800

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

rRNA 16S CB09 CAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGA
B.safensis ....................................................................................................
B.australimaris ....................................................................................................
B.pumilus ....................................................................................................
B.zhangzhouensis ....................................................................................................
B.altitudinis ....................................................................................................
B.xiamenensis ....................................................................................................

810 820 830 840 850 860 870 880 890 900

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

rRNA 16S CB09 TGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGA
B.safensis ....................................................................................................
B.australimaris ....................................................................................................
B.pumilus ....................................................................................................
B.zhangzhouensis ....................................................................................................
B.altitudinis ....................................................................................................
B.xiamenensis ....................................................................................................

910 920 930 940 950 960 970 980 990 1000

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

rRNA 16S CB09 ATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATA
B.safensis ....................................................................................................
B.australimaris ....................................................................................................
B.pumilus ....................................................................................................
B.zhangzhouensis ....................................................................................................
B.altitudinis ....................................................................................................
B.xiamenensis ....................................................................................................

1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

rRNA 16S CB09 GGGCTTTCCCTTCGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGA
B.safensis ....................................................................................................
B.australimaris ....................................................................................................
B.pumilus ....................................................................................................
B.zhangzhouensis ....................................................................................................
B.altitudinis ....................................................................................................
B.xiamenensis ....................................................................................................

1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

rRNA 16S CB09 TCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCT
B.safensis ....................................................................................................
B.australimaris .................T..................................................................................
B.pumilus .................T..................................................................................
B.zhangzhouensis .................T..................................................................................
B.altitudinis ....................................................................................................
B.xiamenensis ....................................................................................................

1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

rRNA 16S CB09 GGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCTGCAAGACCGCAAGGTTTAGCCAATCCCATAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAA
B.safensis ....................................................................................................
B.australimaris ....................................................................................................
B.pumilus ........................................G...........................................................
B.zhangzhouensis ........................................G.................G.........................................
B.altitudinis ........................................G.........................C.................................
B.xiamenensis ........................................G.........................C.................................

1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

rRNA 16S CB09 CTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAG
B.safensis ....................................................................................................
B.australimaris ....................................................................................................
B.pumilus ....................................................................................................
B.zhangzhouensis ....................................................................................................
B.altitudinis ....................................................................................................
B.xiamenensis ....................................................................................................

1410 1420 1430 1440 1450 1460 1470

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . .

rRNA 16S CB09 TTTGCAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTATGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGGGCAGATGATTGGGGT
B.safensis ........................................................................
B.australimaris ........................................................................
B.pumilus ........................................................................
B.zhangzhouensis ........................................................................
B.altitudinis ........................................................................
B.xiamenensis ........................................................................
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Figura 17. Aliñamento das secuencias do xene 16S rRNA da cepa BC09T, e as cepas tipo 
de B. pumilus ATCC 7061T, B. safensis FO-36T, B. australimaris NH7I_1T, B. zhagzhoensis 
DW5-4T, B. xiamenenesis HYC-10T e B. altitudinis 41KF2bT. Os puntos corresponden as coin-
cidencias e as letras as diferencias, entre os nucleótidos das distintas secuencias con respecto a 
primeira. A cada nucleótido correspóndelle unha cor diferente.

A secuenciación do xene 16S rRNA permitiunos identificar o xénero 
ó que pertencen as cepas illadas así como coñecer as especies máis 
próximas a elas. Das cepas bacterianas illadas, 2 pertencen ó xéne-
ro Bacillus (BC08 e BC09T), mentres que BC05 pertence ó xénero 
Paenibacillus. Co fin de chegar a determinación da especie corres-
pondente a cada cepa procedeuse a secuenciación doutros xenes que 
permiten distinguir entre especies.

4.1.2.2 Deseño dos oligonucleótidos e secuenciación de gyrB

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

Seleccionouse o xene gyrB por presentar na súa secuencia diferen-
cias entre as distintas especies de Bacillus e por ser un dos poucos xenes 
secuenciados para todas elas a excepción do 16S rRNA. Tamén foi re-
portado que gyrB é un bo xene empregado para a discriminación entre 
especies de Bacillus contaminantes de alimentos (Caamaño- Antelo et 
al., 2015).

rRNA 16S CB09 TCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCT
B.safensis ....................................................................................................
B.australimaris .................T..................................................................................
B.pumilus .................T..................................................................................
B.zhangzhouensis .................T..................................................................................
B.altitudinis ....................................................................................................
B.xiamenensis ....................................................................................................
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rRNA 16S CB09 GGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCTGCAAGACCGCAAGGTTTAGCCAATCCCATAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAA
B.safensis ....................................................................................................
B.australimaris ....................................................................................................
B.pumilus ........................................G...........................................................
B.zhangzhouensis ........................................G.................G.........................................
B.altitudinis ........................................G.........................C.................................
B.xiamenensis ........................................G.........................C.................................

1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

rRNA 16S CB09 CTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAG
B.safensis ....................................................................................................
B.australimaris ....................................................................................................
B.pumilus ....................................................................................................
B.zhangzhouensis ....................................................................................................
B.altitudinis ....................................................................................................
B.xiamenensis ....................................................................................................

1410 1420 1430 1440 1450 1460 1470

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . .

rRNA 16S CB09 TTTGCAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTATGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGGGCAGATGATTGGGGT
B.safensis ........................................................................
B.australimaris ........................................................................
B.pumilus ........................................................................
B.zhangzhouensis ........................................................................
B.altitudinis ........................................................................
B.xiamenensis ........................................................................
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Primeiramente deseñáronse os oligonucleótidos ScrBaci1pbF e ScrBa-
ci311pbR (Figura 18) para levar a cabo a amplificación dun fragmento 
do xene gyrB das cepas. Este fragmento tamén é empregado para dis-
tinguir entre especies noutros traballos (Satomi et. al, 2006). O longo do 
estudo, deseñaronse os oligonucleótidos Gyrb1pF e GyrbR para a se-
cuenciación (1169 nucleótidos) completa do xene gyrB das cepas BC08 
e BC09T co fin de obter máis información destas cepas.

Figura 18. Aliñamento dos oligonucleótidos deseñados dos xenes de gyrB (ScrBaci1pbF 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 
nucleótidos das distintas secuencias con respecto a primeira. A cada nucleótido correspóndelle 
unha cor diferente.
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As bandas resultantes da PCR obtidas tras electroforese cun tamaño 
aproximado de 360pb ou 1400 pb segundo corresponde con cada par de 
oligonucleótidos, ligáronse co plásmido pUC19 e transformáronse en 
E. coli TOP10. Os transformantes testáronse directamente dende colo-
nia por PCR empregando os oligonucleótidos M13F e M13R, ou por 
restrición tras a extracción do DNA plasmídico das colonias seleccio-
nadas, o cal foi cortado con PstI e EcoRI. As colonias que presentan 
o plásmido co inserto cultiváronse en medio líquido para a extracción 
do DNA plasmídico, o cal mandouse a secuenciar cos oligoucleótidos 
M13F e M13R a Secugen S.L. ou STAB vida. Empregouse a ferramenta 
bioinformática BLASTn (Altschul et al., 1990) coas secuencias obtidas 
comparándoas 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 secuenciación dos resultados da cepa BC05, estes non coincidi-
ron co fragmento do xen gyrB para o cal deseñáronse os oligonucleótidos. 
Sen embargo, obtívose unha secuencia de 160pb correspondente a unha 
proteína GNAT da familia acetiltransferasa. Dita proteína corresponde a 
unha superfamilia moi grande de enzimas que distribúense universalmen-
te na natureza e empregan acil-CoAs para acetilar os sustratos (Vetting et 
al., 2005). A secuencia de 160 pb é idéntica a secuencia do mesmo xene 
para a especie P. polymyxa mentres que presenta similitudes mas baixas 
coas outras especies próximas estudadas para o xene 16S rRNA.

As secuencias do xene gyrB, da base de datos do GenBank con 
maior similitude á secuencia da cepa BC08, son aquelas pertencentes 
as especies B. paralicheniformis KJ-16T, B. haynesii NRRL B-41327T e 
B. licheniformis ATCC 14580 T con unhas similitudes do 96.6%, 96.0% 
e 95.9%, respectivamente (Figura 19).
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10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB08 GyrB ATACAGGTTCTAGAGGGATTGGAAGCCGTGCGGAAAAGACCCGGAATGTACATCGGGTCGACAAGCGGCAAAGGTCTGCACCATTTAGTATGGGAAATTG
B.paralicheniformis ....................................................................................................
B.haynesii ....................................................................................................
B.glycinifermentans ........G..G.....C..A........C..C..GC.G.......................G...........G..T......C.C.............
B. licheniformis .............................T......................................................................
B.sonorensis .............................T......................................................................

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB08 GyrB TCGATAACAGCATCGATGAAGCATTGGCCGGTTACTGCACTGAAATCAATGTCGAAATTGAAAAAGACAACAGCATCACTGTAAAAGACAACGGACGGGG
B.paralicheniformis ....................................................................................................
B.haynesii .........................A..........................................................................
B.glycinifermentans ...................G..T.....T..C..T..T..A..G.....C..T.TC..C....................G..............C.....
B. licheniformis ......................................................C........................A....................
B.sonorensis .T..................................................................................G...............

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB08 GyrB GATTCCGGTCGGTATTCATGAGAAGATGGGCCGTCCCGCTGTAGAAGTCATCATGACAGTCCTGCACGCCGGAGGAAAGTTTGACGGAAGCGGATATAAA
B.paralicheniformis ......T...................................G..............T..........................................
B.haynesii .....................A..............T.....G..............T..........................................
B.glycinifermentans ............C..C..G..A..A.....AA.G..T..C..C..G...........G..A..T..T.....C..T.................G......
B. licheniformis T..C..........................T...........G..............T..........................................
B.sonorensis ..................G.....A.................G..............C..T.......................................

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB08 GyrB GTTTCAGGCGGTTTGCACGGCGTCGGTGCATCTGTTGTTAACGCCCTTTCAACCGAGCTCGATGTAACGGTTTACAGAGATGGAAAAGTCCATTACCCAG
B.paralicheniformis ............C................T.................................................................T.~..
B.haynesii .............................T.................................................................T.~..
B.glycinifermentans .....G.....A..............A..T..C.....C..............G.....G....................C..G...A.T.......~..
B. licheniformis .....G.......................T.............................G...........................A.......T.~..
B.sonorensis ........T....................T.................G.....A.....T....................C................~..

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB08 GyrB GAAATTTGAACGGGGCGTTCCGAAAGCTGATTTGAAAGTCATCGGAGATACGGAAGTGACGGGAACGACCACTCACTTCAAGCCTGATCCNGGAAATATT
B.paralicheniformis ...~............................................G...........................................~.......
B.haynesii ...~..................C.........................A.................A.........................~.......
B.glycinifermentans ...~.AC..G..C........A.....C.........A.......C..G.....CAGA...........G..C..T...GCT..C.......~.......
B. licheniformis ...~........T.............................T.............................A...................~.......
B.sonorensis ...~.A...............A.......................C........T.....A...............................~.......

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB08 GyrB CACGGAAACGACGGAATACGACTATGATACGCTTGCCACTCGTGTCCGGGAGCTCGCTTTCTTGACAAAAGGCGTCAAAATCACGATTGAAGACAAGCGA
B.paralicheniformis ............T....................C..................................................................
B.haynesii T...........T........................................................G...A.............C............
B.glycinifermentans ...A........T.TG..T.....C.....T..C.....C..C.....C..A..G..G..T...................................A..C
B. licheniformis ............T....................C..............C..A...................................C............
B.sonorensis .........T..T...................................A..A........T..........................C...........T

610 620 630 640 650 660 670 680 690 700

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB08 GyrB GAAGGAAAAGAACGCAAGAATGATTACTGCTATGAAGGCGGTATTAAAAGCTATGTTGAACACTTGAACCGTTCACGGGAAGTGGTTCATGAAGAGCCAG
B.paralicheniformis ..T....................A..................................................G........T..............G.
B.haynesii ..T........G...........A..................................................G........T..............T.
B.glycinifermentans ...........G...........A.................A..............C........A.....C...A........A.C.....G.....C.
B. licheniformis .......................A..................................................G........TA.............G.
B.sonorensis .......................G...........G.....A.............................C.....A.....CA....C..G.....G.

710 720 730 740 750 760 770 780 790 800

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB08 GyrB TCTATATTGAAGGATCCAAAGACGGCATTACGGTCGAGGTGGCTCTTCAATACAACGACAGCTATACCAGCAACATTTATTCGTTTGCCAATAACATTCA
B.paralicheniformis ....C..........................C...........G..C....................G.......................C........
B.haynesii ....C......................................G..C........T....................C.....A.....T..C........
B.glycinifermentans ....C..C.....T..G........G......A....A.....G.......................G..............A.................
B. licheniformis ...............................A.......................T...........A..............A.....T..C........
B.sonorensis ....C........G...........T..............C..............T........C..G........C.....A..C.....C.....C..

810 820 830 840 850 860 870 880 890 900

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB08 GyrB TACGTATGAAGGCGGAACGCATGAAGCCGGCTTTAAGACCGGTTTGACGAGAGTCATCAATGATTACGCGAGAAGGAACGGTGTCTTCAAAGAAAGCGAT
B.paralicheniformis .......................................A........AC.G..T..........................C..A...............
B.haynesii ...................................................G.......................A.....C..A...............
B.glycinifermentans .........G...........C........G.....A..G..C......C.T..T.....C........C....A......CA.A........C.A....
B. licheniformis ..................C................................G.......................A.....C..A...............
B.sonorensis ...........................A........A..A..C......C.G.............................C..A..........A...C

910 920 930 940 950 960 970 980 990 1000

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB08 GyrB CCGAACTTAAGCGGGGAAGACGTCCGTGAAGGTTTGACAGCGATCATTTCAATCAAGCATCCGGATCCTCAATTTGAAGGGCAGACGAAAACAAAGCTTG
B.paralicheniformis ..A.................T.....G.....G..........................C....................A...................
B.haynesii ..A................................A.......................C........................................
B.glycinifermentans .....T........T...........G............................................G........T...........G.....C.
B. licheniformis ..............A...........G.................T..............C......................................C.
B.sonorensis .....T..............T.....G.................T.......................G..G..........................C.

1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB08 GyrB GCAACTCAGAAGCGCGGACGATAACAGATGCGCTATTTTCAGAAGCGCTCGAAAAGTTTCTGCTTGAAAACCCGGATTCGGCGAAAAAAATCGTTGAAAA
B.paralicheniformis ................T..............................................................A....................
B.haynesii ................T..............A..G............................................A.................G..
B.glycinifermentans ....T..G.....C..C..C...........CT.G...........AT.G.....A..C.....C........C.....A..............G.....
B. licheniformis ................T................................T..............A..............A....................
B.sonorensis .............C..CG....C........T..............AT.G.....A..C..............C..C..A...........T........

1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB08 GyrB AGGGGTTATGGCCGCCAGAGCACGAATGGCTGCAAAGAAAGCACGTGAACTGACGCGCAGAAAAAGCGCCCTTGAAGTGTCGAATCTGCCGGGGAAACTG
B.paralicheniformis ............T.................G...........G..C...T...............................A........A.........
B.haynesii ............T...........G.....C...........G..C...T...............................A..................
B.glycinifermentans ...C........T..A........G.....C...........G..C...T.A........G.....T..G...........T.....T.........T..
B. licheniformis ........................G....................C...T...............................C.................T
B.sonorensis ...C..G.....A..A.....G........C.....A........C...T...................G..G.....A......T....A......T..

1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB08 GyrB GCTGACTGTTCTTCTAAAGACCCGACGATTTCCGAACTTTACATCGTTGAGGGTGACTCTGCGGGCGGATCGGCAAAACAAGGCCGCGATCGTCATTTCC
B.paralicheniformis ....................T...........................................................G...................

Figura 19. (Continua)
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Figura 19. Secuencias do xene gyrB da cepa BC08 fronte as cepas tipo Bacillus sono-
rensis NBRC 101234T, B. licheniformis ATCC 14580T, B. paralicheniformis KJ-16T, B. 
glycinifermentans GO-13T e B. haynesii NRRL B-41327T. Os puntos corresponden as coin-
cidencias e as letras as diferencias, entre os nucleótidos das distintas secuencias con respecto a 
primeira. A cada nucleótido 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-36T e B. australimaris NH7I_1T cunhas similitudes do 
97.8% e 95.2%, respectivamente (Figura 20).
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CB08 GyrB ATACAGGTTCTAGAGGGATTGGAAGCCGTGCGGAAAAGACCCGGAATGTACATCGGGTCGACAAGCGGCAAAGGTCTGCACCATTTAGTATGGGAAATTG
B.paralicheniformis ....................................................................................................
B.haynesii ....................................................................................................
B.glycinifermentans ........G..G.....C..A........C..C..GC.G.......................G...........G..T......C.C.............
B. licheniformis .............................T......................................................................
B.sonorensis .............................T......................................................................

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB08 GyrB TCGATAACAGCATCGATGAAGCATTGGCCGGTTACTGCACTGAAATCAATGTCGAAATTGAAAAAGACAACAGCATCACTGTAAAAGACAACGGACGGGG
B.paralicheniformis ....................................................................................................
B.haynesii .........................A..........................................................................
B.glycinifermentans ...................G..T.....T..C..T..T..A..G.....C..T.TC..C....................G..............C.....
B. licheniformis ......................................................C........................A....................
B.sonorensis .T..................................................................................G...............

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB08 GyrB GATTCCGGTCGGTATTCATGAGAAGATGGGCCGTCCCGCTGTAGAAGTCATCATGACAGTCCTGCACGCCGGAGGAAAGTTTGACGGAAGCGGATATAAA
B.paralicheniformis ......T...................................G..............T..........................................
B.haynesii .....................A..............T.....G..............T..........................................
B.glycinifermentans ............C..C..G..A..A.....AA.G..T..C..C..G...........G..A..T..T.....C..T.................G......
B. licheniformis T..C..........................T...........G..............T..........................................
B.sonorensis ..................G.....A.................G..............C..T.......................................

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB08 GyrB GTTTCAGGCGGTTTGCACGGCGTCGGTGCATCTGTTGTTAACGCCCTTTCAACCGAGCTCGATGTAACGGTTTACAGAGATGGAAAAGTCCATTACCCAG
B.paralicheniformis ............C................T.................................................................T.~..
B.haynesii .............................T.................................................................T.~..
B.glycinifermentans .....G.....A..............A..T..C.....C..............G.....G....................C..G...A.T.......~..
B. licheniformis .....G.......................T.............................G...........................A.......T.~..
B.sonorensis ........T....................T.................G.....A.....T....................C................~..

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB08 GyrB GAAATTTGAACGGGGCGTTCCGAAAGCTGATTTGAAAGTCATCGGAGATACGGAAGTGACGGGAACGACCACTCACTTCAAGCCTGATCCNGGAAATATT
B.paralicheniformis ...~............................................G...........................................~.......
B.haynesii ...~..................C.........................A.................A.........................~.......
B.glycinifermentans ...~.AC..G..C........A.....C.........A.......C..G.....CAGA...........G..C..T...GCT..C.......~.......
B. licheniformis ...~........T.............................T.............................A...................~.......
B.sonorensis ...~.A...............A.......................C........T.....A...............................~.......

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB08 GyrB CACGGAAACGACGGAATACGACTATGATACGCTTGCCACTCGTGTCCGGGAGCTCGCTTTCTTGACAAAAGGCGTCAAAATCACGATTGAAGACAAGCGA
B.paralicheniformis ............T....................C..................................................................
B.haynesii T...........T........................................................G...A.............C............
B.glycinifermentans ...A........T.TG..T.....C.....T..C.....C..C.....C..A..G..G..T...................................A..C
B. licheniformis ............T....................C..............C..A...................................C............
B.sonorensis .........T..T...................................A..A........T..........................C...........T

610 620 630 640 650 660 670 680 690 700

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB08 GyrB GAAGGAAAAGAACGCAAGAATGATTACTGCTATGAAGGCGGTATTAAAAGCTATGTTGAACACTTGAACCGTTCACGGGAAGTGGTTCATGAAGAGCCAG
B.paralicheniformis ..T....................A..................................................G........T..............G.
B.haynesii ..T........G...........A..................................................G........T..............T.
B.glycinifermentans ...........G...........A.................A..............C........A.....C...A........A.C.....G.....C.
B. licheniformis .......................A..................................................G........TA.............G.
B.sonorensis .......................G...........G.....A.............................C.....A.....CA....C..G.....G.

710 720 730 740 750 760 770 780 790 800

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB08 GyrB TCTATATTGAAGGATCCAAAGACGGCATTACGGTCGAGGTGGCTCTTCAATACAACGACAGCTATACCAGCAACATTTATTCGTTTGCCAATAACATTCA
B.paralicheniformis ....C..........................C...........G..C....................G.......................C........
B.haynesii ....C......................................G..C........T....................C.....A.....T..C........
B.glycinifermentans ....C..C.....T..G........G......A....A.....G.......................G..............A.................
B. licheniformis ...............................A.......................T...........A..............A.....T..C........
B.sonorensis ....C........G...........T..............C..............T........C..G........C.....A..C.....C.....C..

810 820 830 840 850 860 870 880 890 900

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB08 GyrB TACGTATGAAGGCGGAACGCATGAAGCCGGCTTTAAGACCGGTTTGACGAGAGTCATCAATGATTACGCGAGAAGGAACGGTGTCTTCAAAGAAAGCGAT
B.paralicheniformis .......................................A........AC.G..T..........................C..A...............
B.haynesii ...................................................G.......................A.....C..A...............
B.glycinifermentans .........G...........C........G.....A..G..C......C.T..T.....C........C....A......CA.A........C.A....
B. licheniformis ..................C................................G.......................A.....C..A...............
B.sonorensis ...........................A........A..A..C......C.G.............................C..A..........A...C

910 920 930 940 950 960 970 980 990 1000

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB08 GyrB CCGAACTTAAGCGGGGAAGACGTCCGTGAAGGTTTGACAGCGATCATTTCAATCAAGCATCCGGATCCTCAATTTGAAGGGCAGACGAAAACAAAGCTTG
B.paralicheniformis ..A.................T.....G.....G..........................C....................A...................
B.haynesii ..A................................A.......................C........................................
B.glycinifermentans .....T........T...........G............................................G........T...........G.....C.
B. licheniformis ..............A...........G.................T..............C......................................C.
B.sonorensis .....T..............T.....G.................T.......................G..G..........................C.

1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB08 GyrB GCAACTCAGAAGCGCGGACGATAACAGATGCGCTATTTTCAGAAGCGCTCGAAAAGTTTCTGCTTGAAAACCCGGATTCGGCGAAAAAAATCGTTGAAAA
B.paralicheniformis ................T..............................................................A....................
B.haynesii ................T..............A..G............................................A.................G..
B.glycinifermentans ....T..G.....C..C..C...........CT.G...........AT.G.....A..C.....C........C.....A..............G.....
B. licheniformis ................T................................T..............A..............A....................
B.sonorensis .............C..CG....C........T..............AT.G.....A..C..............C..C..A...........T........

1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB08 GyrB AGGGGTTATGGCCGCCAGAGCACGAATGGCTGCAAAGAAAGCACGTGAACTGACGCGCAGAAAAAGCGCCCTTGAAGTGTCGAATCTGCCGGGGAAACTG
B.paralicheniformis ............T.................G...........G..C...T...............................A........A.........
B.haynesii ............T...........G.....C...........G..C...T...............................A..................
B.glycinifermentans ...C........T..A........G.....C...........G..C...T.A........G.....T..G...........T.....T.........T..
B. licheniformis ........................G....................C...T...............................C.................T
B.sonorensis ...C..G.....A..A.....G........C.....A........C...T...................G..G.....A......T....A......T..

1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB08 GyrB GCTGACTGTTCTTCTAAAGACCCGACGATTTCCGAACTTTACATCGTTGAGGGTGACTCTGCGGGCGGATCGGCAAAACAAGGCCGCGATCGTCATTTCC
B.paralicheniformis ....................T...........................................................G...................
B.haynesii ...................................G..........................A.................G........C..........
B.glycinifermentans ..C........A............T..........G......................................G...........G..C..........
B. licheniformis ................................................................................G........C..........
B.sonorensis ..A.....C.....G.....T..............G.....T..............T...........C........G..G..A.....C..........

1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB08 GyrB AAGCCATTTTGCCTTTGAGAGGGAAAATTTTGAACGTCGAAAAAGCACGCCTGGACAAAATTTTGTCCAACAATGAGGTTCGTTCTATGATCACCGCGCT
B.paralicheniformis ............................C....................................................................A..
B.haynesii ....T...........A.............................C.....................................................
B.glycinifermentans .G..G............C.G..A........A.....T........G.....T..............A...........A..C.................
B. licheniformis ....A.........................................C..............A...................................C..
B.sonorensis .G..G............C.G..T.......................C.....T..T...........A........A..C..C..G.....A........

.

CB08 GyrB T
B.paralicheniformis C
B.haynesii .
B.glycinifermentans C
B. licheniformis .
B.sonorensis C

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB09 GyrB ATACACGGTGCTTGAAGGACTAGAAGCTGTTAGAAAACGTCCAGGAATGTACATTGGGGCAACCAATGCAAAAGGACTTCACCATCTTGTATGGGAAATT
B.safensis GATACA....................................................T.........................................
B. xiamenensis GATACA......C.............................................T.........................................
B. altitudinis GATACA......C..............G..............................T......G..................................
B.australimaris GATACA......C........T....................................T.........................................
B. pumilus GATACA....................................................T......G..................................
B. zhangzhouensis .....~......C..G..G.................................................................................

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB09 GyrB GTCGACAACAGTATTGATGAGGCATTAGCTGGTTATTGTACAGACATTACAGTGCAAATTGAAAAAGATAATAGCATTACAGTAAAAGATAATGGCCGCG
B.safensis .................................................................G.....C............................
B. xiamenensis ................................G..........................C.......................G........C.......
B. altitudinis .......................T.....................................................C.....G........C.......
B.australimaris .....................................................T....................T........G................
B. pumilus .......................T........A.....C.....T.....G..............G.................G................
B. zhangzhouensis ....................................................................................................

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB09 GyrB GGATTCCTGTTGGAATTCATGAGAAAATGGGTCGTCCTGCTGTAGAGGTCATTATGACTGTTCTTCACGCTGGCGGTAAATTTGACGGGAGCGGTTATAA
B.safensis ...............................G........C...............................................C...........
B. xiamenensis .............G.................A........C......................................G..C..T..C...........
B. altitudinis .A...........G.....C..A........A..............A...........G..............T..............C...........
B.australimaris .......A.......................A.....................................................T..C...........
B. pumilus .A...........G.................A.................T......................................C...........
B. zhangzhouensis .T...........G........A..G.....A..A.....A.....A................................G........C...........

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB09 GyrB AGTATCTGGCGGTCTGCATGGTGTAGGGGCATCTGTTGTAAATGCATTATCTACTACCTTAGACGTGACCGTATACCGTGACGGAAAAATTCATTATCAG
B.safensis ...............A....................................................................................
B. xiamenensis .............................................G.......................A...........T..G...............
B. altitudinis .......................................T.....G........G.....G....................T.................A
B.australimaris .....................A.......................G......................................G.....C........A
B. pumilus .....................C.................T.....G........G....................T.....T..G..............A
B. zhangzhouensis ..............................G..............G........A..............A.....T.....T.....G......C.....

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB09 GyrB CAGTTCAAACGCGGAGTTCCAGTGGGAGATTTAGAGGTTATTGGTGAAACAGATGTAACCGGGACAACCACTCACTTTGTGCCAGACCCAGAAATTTTCA
B.safensis ..............T.....................................................A..C..............T.............
B. xiamenensis ..A...........C..G.....T.........A....C.....C........C.....G..............T.........................
B. altitudinis ..A...........C........T..............C....................A........G.....T...........T.............
B.australimaris ..............T........T............................................T.................T.............
B. pumilus ..A........T..T........T............A.C.................T..A..............T...........TA..........T.
B. zhangzhouensis ..A..T..............C..T..C...C..A.AA................C.....A..T...........T...........TA............

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB09 GyrB ATGAAACCATTGAATTTGATTATGATACACTTGCCAACCGTGTGCGAGAGTTAGCTTTCTTAACAAAAGGTGTAAACATCATCATAGAAGACTTGCGTGA
B.safensis CG....................C...........T........T..T.....................................................
B. xiamenensis C........C............C........G.....T.....A..T.......................C..G......G.T..T........A.....
B. altitudinis C.....................C..C........T........A..T.......................C..C...........T........A.....
B.australimaris ......................C....................A..T......................................T........A.....
B. pumilus C.....................C..C.................A..T..........................C......G.T..T.....T..A.....
B. zhangzhouensis C.....................C..C...........T.....A..C........C.................T...........T..G.....A..C..

610 620 630 640 650 660 670 680 690 700

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB09 GyrB AGGCAAAGAGCGGAAAAATGAATACTGCTACGAAGGCGGTATTAAGAGCTATGTAGAACATTTAAACCGCTCAAAAGAAGTTGTTCATGAAGAACCTGTG
B.safensis .................................................................................C..................
B. xiamenensis .........A..T.G...C....................A..........................T.....G........C..............G..T
B. altitudinis ............A.G...C...........T................................G..T.....G..G.....C..............A..T
B.australimaris .....................G........T...................................T..T...........C...........G.....T
B. pumilus G..G.....A..ACG...............T...................................T..............C..............C..T
B. zhangzhouensis ...A........T.G...........................C...........G...........T.....G........G..............A..T

710 720 730 740 750 760 770 780 790 800

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB09 GyrB TACATCGAAGGTGAGAAAGACGGAATTACGGTTGAAGTGGCATTACAATACAACGATTCTTATACAAGCAATATCTATTCCTTCGCCAACAATATCAACA
B.safensis ...........................................................C................................C.......
B. xiamenensis ........G.....A..............T........T..GC.G..............C....................T..T................
B. altitudinis ........G.....A...........C..C........T...C.G..............C..............T.....T........T..C.......
B.australimaris ..............A...........C.....G.........C...............................T.........................
B. pumilus ..............A.....T.....C.......................T........C...........C............................
B. zhangzhouensis ........G.....A...........C..T........T..T.................C....................T.................T.

810 820 830 840 850 860 870 880 890 900

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB09 GyrB CGTATGAAGGCGGAACACACGAAGCTGGCTTTAAAACTGGTCTAACGCGTGTCATCAATGATTATGCTCGTAAAAATGGCGTATTCAAAGATGGGGATGC
B.safensis ...................T.................C.......................C......................................
B. xiamenensis .........................G...........G.....G..A...............................................A..CT.
B. altitudinis .A............T......................C.....G..................................................T..CT.
B.australimaris .........................C....................................................................A.....
B. pumilus .........................A...........A.....G..A...............................................A..CT.
B. zhangzhouensis ...............................C.....G.....G...........T................................G.....A..CT.

910 920 930 940 950 960 970 980 990 1000

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB09 GyrB GAATTTAAGTGGTGAAGATGTGCGAGAAGGCTTAACAGCCATTATCTCCATCAAACATCCAGACCCTCAATTCGAAGGGCAAACGAAGACAAAGCTTGGG
B.safensis ....................................................................................................
B. xiamenensis ......G..C............A.............T..G.....T..G....................G........A.....................
B. altitudinis ......G..C..A........A...........G..............T.............................A.................C..T
B.australimaris ......G..C..........................C.........................................A.....................
B. pumilus ......G..C.................G...................................T..............A.................C..T
B. zhangzhouensis ......G.................C...........G..T.....................A....A...........T...........G.........

1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB09 GyrB AACTCAGAAGCGAGAACCATCACAGACTCCCTTTTCTCAGAAGCACTTGAGAAATTCTTACTTGAAAATCCTGATTCTGCGAAAAAAATTGTGGAAAAGG
B.safensis ...........................................................G......................................A.
B. xiamenensis ....................T........T........T......T.A..A.....TC..T.A............G.C.....G...........G..A.
B. altitudinis ...........A........T..C........C.....C..................C.CT.A..G..C......G....A..G...........G..A.
B.australimaris .....T...........G.........................................G........................................
B. pumilus ...........A........T..C..............T..................C.CT.A..G..C......G....A..G...........G..A.
B. zhangzhouensis ..T.................T.....T..T........T..................C.G..A..G..C..G...........G.....C..A.......

1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

Figura 20. (Continua)
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Resultados e Discusión

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB09 GyrB ATACACGGTGCTTGAAGGACTAGAAGCTGTTAGAAAACGTCCAGGAATGTACATTGGGGCAACCAATGCAAAAGGACTTCACCATCTTGTATGGGAAATT
B.safensis GATACA....................................................T.........................................
B. xiamenensis GATACA......C.............................................T.........................................
B. altitudinis GATACA......C..............G..............................T......G..................................
B.australimaris GATACA......C........T....................................T.........................................
B. pumilus GATACA....................................................T......G..................................
B. zhangzhouensis .....~......C..G..G.................................................................................

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB09 GyrB GTCGACAACAGTATTGATGAGGCATTAGCTGGTTATTGTACAGACATTACAGTGCAAATTGAAAAAGATAATAGCATTACAGTAAAAGATAATGGCCGCG
B.safensis .................................................................G.....C............................
B. xiamenensis ................................G..........................C.......................G........C.......
B. altitudinis .......................T.....................................................C.....G........C.......
B.australimaris .....................................................T....................T........G................
B. pumilus .......................T........A.....C.....T.....G..............G.................G................
B. zhangzhouensis ....................................................................................................

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB09 GyrB GGATTCCTGTTGGAATTCATGAGAAAATGGGTCGTCCTGCTGTAGAGGTCATTATGACTGTTCTTCACGCTGGCGGTAAATTTGACGGGAGCGGTTATAA
B.safensis ...............................G........C...............................................C...........
B. xiamenensis .............G.................A........C......................................G..C..T..C...........
B. altitudinis .A...........G.....C..A........A..............A...........G..............T..............C...........
B.australimaris .......A.......................A.....................................................T..C...........
B. pumilus .A...........G.................A.................T......................................C...........
B. zhangzhouensis .T...........G........A..G.....A..A.....A.....A................................G........C...........

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB09 GyrB AGTATCTGGCGGTCTGCATGGTGTAGGGGCATCTGTTGTAAATGCATTATCTACTACCTTAGACGTGACCGTATACCGTGACGGAAAAATTCATTATCAG
B.safensis ...............A....................................................................................
B. xiamenensis .............................................G.......................A...........T..G...............
B. altitudinis .......................................T.....G........G.....G....................T.................A
B.australimaris .....................A.......................G......................................G.....C........A
B. pumilus .....................C.................T.....G........G....................T.....T..G..............A
B. zhangzhouensis ..............................G..............G........A..............A.....T.....T.....G......C.....

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB09 GyrB CAGTTCAAACGCGGAGTTCCAGTGGGAGATTTAGAGGTTATTGGTGAAACAGATGTAACCGGGACAACCACTCACTTTGTGCCAGACCCAGAAATTTTCA
B.safensis ..............T.....................................................A..C..............T.............
B. xiamenensis ..A...........C..G.....T.........A....C.....C........C.....G..............T.........................
B. altitudinis ..A...........C........T..............C....................A........G.....T...........T.............
B.australimaris ..............T........T............................................T.................T.............
B. pumilus ..A........T..T........T............A.C.................T..A..............T...........TA..........T.
B. zhangzhouensis ..A..T..............C..T..C...C..A.AA................C.....A..T...........T...........TA............

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB09 GyrB ATGAAACCATTGAATTTGATTATGATACACTTGCCAACCGTGTGCGAGAGTTAGCTTTCTTAACAAAAGGTGTAAACATCATCATAGAAGACTTGCGTGA
B.safensis CG....................C...........T........T..T.....................................................
B. xiamenensis C........C............C........G.....T.....A..T.......................C..G......G.T..T........A.....
B. altitudinis C.....................C..C........T........A..T.......................C..C...........T........A.....
B.australimaris ......................C....................A..T......................................T........A.....
B. pumilus C.....................C..C.................A..T..........................C......G.T..T.....T..A.....
B. zhangzhouensis C.....................C..C...........T.....A..C........C.................T...........T..G.....A..C..

610 620 630 640 650 660 670 680 690 700

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB09 GyrB AGGCAAAGAGCGGAAAAATGAATACTGCTACGAAGGCGGTATTAAGAGCTATGTAGAACATTTAAACCGCTCAAAAGAAGTTGTTCATGAAGAACCTGTG
B.safensis .................................................................................C..................
B. xiamenensis .........A..T.G...C....................A..........................T.....G........C..............G..T
B. altitudinis ............A.G...C...........T................................G..T.....G..G.....C..............A..T
B.australimaris .....................G........T...................................T..T...........C...........G.....T
B. pumilus G..G.....A..ACG...............T...................................T..............C..............C..T
B. zhangzhouensis ...A........T.G...........................C...........G...........T.....G........G..............A..T

710 720 730 740 750 760 770 780 790 800

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB09 GyrB TACATCGAAGGTGAGAAAGACGGAATTACGGTTGAAGTGGCATTACAATACAACGATTCTTATACAAGCAATATCTATTCCTTCGCCAACAATATCAACA
B.safensis ...........................................................C................................C.......
B. xiamenensis ........G.....A..............T........T..GC.G..............C....................T..T................
B. altitudinis ........G.....A...........C..C........T...C.G..............C..............T.....T........T..C.......
B.australimaris ..............A...........C.....G.........C...............................T.........................
B. pumilus ..............A.....T.....C.......................T........C...........C............................
B. zhangzhouensis ........G.....A...........C..T........T..T.................C....................T.................T.

810 820 830 840 850 860 870 880 890 900

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB09 GyrB CGTATGAAGGCGGAACACACGAAGCTGGCTTTAAAACTGGTCTAACGCGTGTCATCAATGATTATGCTCGTAAAAATGGCGTATTCAAAGATGGGGATGC
B.safensis ...................T.................C.......................C......................................
B. xiamenensis .........................G...........G.....G..A...............................................A..CT.
B. altitudinis .A............T......................C.....G..................................................T..CT.
B.australimaris .........................C....................................................................A.....
B. pumilus .........................A...........A.....G..A...............................................A..CT.
B. zhangzhouensis ...............................C.....G.....G...........T................................G.....A..CT.

910 920 930 940 950 960 970 980 990 1000

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB09 GyrB GAATTTAAGTGGTGAAGATGTGCGAGAAGGCTTAACAGCCATTATCTCCATCAAACATCCAGACCCTCAATTCGAAGGGCAAACGAAGACAAAGCTTGGG
B.safensis ....................................................................................................
B. xiamenensis ......G..C............A.............T..G.....T..G....................G........A.....................
B. altitudinis ......G..C..A........A...........G..............T.............................A.................C..T
B.australimaris ......G..C..........................C.........................................A.....................
B. pumilus ......G..C.................G...................................T..............A.................C..T
B. zhangzhouensis ......G.................C...........G..T.....................A....A...........T...........G.........

1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB09 GyrB AACTCAGAAGCGAGAACCATCACAGACTCCCTTTTCTCAGAAGCACTTGAGAAATTCTTACTTGAAAATCCTGATTCTGCGAAAAAAATTGTGGAAAAGG
B.safensis ...........................................................G......................................A.
B. xiamenensis ....................T........T........T......T.A..A.....TC..T.A............G.C.....G...........G..A.
B. altitudinis ...........A........T..C........C.....C..................C.CT.A..G..C......G....A..G...........G..A.
B.australimaris .....T...........G.........................................G........................................
B. pumilus ...........A........T..C..............T..................C.CT.A..G..C......G....A..G...........G..A.
B. zhangzhouensis ..T.................T.....T..T........T..................C.G..A..G..C..G...........G.....C..A.......

1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB09 GyrB GACTGATGGCGGCTCGTGCAAGAATGGCTGCCAAAAAGGCTCGTGAGCTGACAAGACGTAAAAGTGCGCTGGAAGTCTCCAGCTTACCTGGGAAACTGGC
B.safensis ..........A.........................................................................................
B. xiamenensis ..........A.............................A........T.................A..T...........T..G.....A........
B. altitudinis .TG.......A.............................A..........................A...........T.....G..............
B.australimaris ...................................................................TT...............................
B. pumilus .CG.......A.............................A..........................A....................G...........
B. zhangzhouensis ..........A.................A...........A..........................A...........T...C.G.........T....

1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB09 GyrB GGACTGTTCTTCTAAAGATCCTTCCATCTCTGAGCTCTATATTGTAGAGGGAGATTCTGCGGGCGGATCTGCTAAGCAAGGCCGTGATCGTCACTTCCAA
B.safensis ....................................................................................................
B. xiamenensis A.........................................C.......................G........A.....T........C.........
B. altitudinis A...................................T.....C......................................T........A..T......
B.australimaris ...T..............C.................T.....C.............................G........A..................
B. pumilus ...T..............C..............A..T.....C....................T.................T..................
B. zhangzhouensis A.......................T.................C...................................G..T.................G

1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . .

CB09 GyrB GCGATTTTACCGTTAAGAGGGAAGATTCTAAACGTAGAAAAAGCTCGTCTAGATAAAATTTTATCGAACAACGAAGTTCGTGCAATGATTACAGCGTTA
B.safensis .....C....................C.....................T.........................G........................
B. xiamenensis .....C......C.............C........T........A..AT...........C....T........G......T..............C.T
B. altitudinis .....C....................C........T........C..A.................T........G......T..............C..
B.australimaris .....C.................A..C........T........C..AT..................................................
B. pumilus ..A..C....................C.................G..A............C.............G.....GT.................
B. zhangzhouensis ..C.........C.......A.....C........T........A..A.................T...............T.T...............

Figura 20. (Continua)
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Figura 20. Aliñamento das secuencias do xene gyrB de las cepa BC09 T, e as cepas tipo de 
B. pumilus ATCC 7061T, B. safensis FO-36T, B. australimaris NH7I_1T, B. zhagzhoensis 
DW5-4T, B. xiamenenesis HYC-10T e B. altitudinis 41KF2b T. Os puntos corresponden as 
coincidencias e as letras as diferencias, entre os nucleótidos das distintas secuencias con res-
pecto a primeira. A cada nucleótido correspondelle unha cor diferente.

4.1.2.3 Secuenciación do xene tuf

O estudo do xene tuf considerouse unha boa opción para a distin-
ción entre especies de Bacillus próximas taxonómicamente, contami-
nantes de alimentos (Caamaño-Antelo et al., 2015), e para aportar máis 
información á obtida pola secuenciación dos xenes 16S rRNA e gyrB 
das cepas BC08 e BC09T.

A PCR do xene tuf levouse a cabo cos oligonucleótidos tufGPF e 
tufGPR (Caamaño-Antelo et. al, 2015). As bandas resultantes da PCR 
obtidas tras electroforese cun tamaño aproximado de 750 pb, ligáronse 
co plásmido pUC19 e transformáronse en E. coli TOP10. Os transfor-
mantes testáronse do mesmo xeito que para a secuenciación dos xenes 
descritos en apartados anteriores. As colonias que presentan o plásmi-
do co inserto cultiváronse en medio líquido para a extracción do DNA 
plasmídico, e mandouse a secuenciar cos primers M13F e M13R. Em-
pregouse a ferramenta BLASTn (Altschul et al., 1990) coas secuencias 
obtidas e comparáronse coas secuencias do xene tuf da base de datos 
GenBank das especies de Bacillus analizadas anteriormente para o es-
tudo do 16S rRNA e gyrB.

As secuencias do xene tuf con maior similitude á cepa BC08 
da base de datos do GenBank son aquelas pertencentes as espe-
cies B. paralicheniformis KJ-16 T, B. haynesii NRRL B-41327T e 
B. licheniformis ATCC 14580T con unhas similitudes do 100%, 96.4% 
e 96.3%, respectivamente (Figura 21).

CB09 GyrB GACTGATGGCGGCTCGTGCAAGAATGGCTGCCAAAAAGGCTCGTGAGCTGACAAGACGTAAAAGTGCGCTGGAAGTCTCCAGCTTACCTGGGAAACTGGC
B.safensis ..........A.........................................................................................
B. xiamenensis ..........A.............................A........T.................A..T...........T..G.....A........
B. altitudinis .TG.......A.............................A..........................A...........T.....G..............
B.australimaris ...................................................................TT...............................
B. pumilus .CG.......A.............................A..........................A....................G...........
B. zhangzhouensis ..........A.................A...........A..........................A...........T...C.G.........T....

1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB09 GyrB GGACTGTTCTTCTAAAGATCCTTCCATCTCTGAGCTCTATATTGTAGAGGGAGATTCTGCGGGCGGATCTGCTAAGCAAGGCCGTGATCGTCACTTCCAA
B.safensis ....................................................................................................
B. xiamenensis A.........................................C.......................G........A.....T........C.........
B. altitudinis A...................................T.....C......................................T........A..T......
B.australimaris ...T..............C.................T.....C.............................G........A..................
B. pumilus ...T..............C..............A..T.....C....................T.................T..................
B. zhangzhouensis A.......................T.................C...................................G..T.................G

1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . .

CB09 GyrB GCGATTTTACCGTTAAGAGGGAAGATTCTAAACGTAGAAAAAGCTCGTCTAGATAAAATTTTATCGAACAACGAAGTTCGTGCAATGATTACAGCGTTA
B.safensis .....C....................C.....................T.........................G........................
B. xiamenensis .....C......C.............C........T........A..AT...........C....T........G......T..............C.T
B. altitudinis .....C....................C........T........C..A.................T........G......T..............C..
B.australimaris .....C.................A..C........T........C..AT..................................................
B. pumilus ..A..C....................C.................G..A............C.............G.....GT.................
B. zhangzhouensis ..C.........C.......A.....C........T........A..A.................T...............T.T...............
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10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB08 Tuf GCTGACTATGTTAAAAACATGATCACTGGTGCTGCGCAAATGGACGGAGCGATCCTTGTTGTATCTGCTGCTGACGGTCCAATGCCACAAACTCGTGAGC
 B. paralicheniformis ....................................................................................................
 B. licheniformis ...............................................T..............T..............C......................
 B. sonorensis ........................................................G.....T.....A.................G.............

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB08 Tuf ACATCCTTCTTTCTCGTAACGTAGGTGTGCCTTACATCGTAGTATTCTTGAACAAATGCGACATGGTAGACGACGAAGAGCTTCTTGAGCTAGTTGAAAT
 B. paralicheniformis ....................................................................................................
 B. licheniformis ....................................................................................................
 B. sonorensis .........................C..............T......C.T..................................................

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB08 Tuf GGAAGTTCGCGATCTTCTTTCTGAGTATGAGTTCCCTGGTGACGATGTACCAGTTATCAAAGGTTCTGCACTTAAAGCTCTTGAAGGTGACGCTGAATAC
 B. paralicheniformis ....................................................................................................
 B. licheniformis .....................................................................T.................A..T...C.G...
 B. sonorensis ...........................C..A......................................T.................A......C.....

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB08 Tuf GAAGCTAAAATCTTCGAACTGATGGATGCAGTTGACGAATACATCCCAACTCCAGAGCGCGATACTGAAAAGCCATTCATGATGCCTGTTGAGGACGTAT
 B. paralicheniformis ....................................................................................................
 B. licheniformis ....AA........T..........C...T........G....................T..A.....C...............................
 B. sonorensis ....AA.....TC.T..........C...T..G.....G.................A..T..A.....C.....G...........G.............

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB08 Tuf TCTCAATCACAGGTCGTGGAACAGTTGCTACTGGACGCGTAGAGCGCGGACAAGTTAAAGTCGGTGACGAAGTTGAAATCATCGGTCTTCAAGAAGAAAA
 B. paralicheniformis ....................................................................................................
 B. licheniformis ....................................................................................................
 B. sonorensis ..........T........T..T...........T..T.....A.....T..................................................

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB08 Tuf CAGCAAAACAACTGTTACAGGTGTTGAAATGTTCCGTAAGCTTCTTGACTATGCAGAAGCTGGAGACAACATCGGTGCACTTCTTCGCGGTGTATCTCGT
 B. paralicheniformis ....................................................................................................
 B. licheniformis ..AG................................C...............................................................
 B. sonorensis ..AG..................................................T.........................................C...

610 620 630 640 650 660 670 680 690 700

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

CB08 Tuf GAAGATATCCAACGTGGTCAAGTACTTGCTAAACCAGGTACAATCACTCCACATAAAAAGTTCAAAGCTGAAGTTTACGTTCTTTCTAAAGAAGAGGGTG
 B. paralicheniformis ....................................................................................................
 B. licheniformis .....A........C...............C...................G..C.....A........................................
 B. sonorensis .....A..T.....C...............C...................G..C.....A...................................A....

710 720 730

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | .

CB08 Tuf GACGTCACACTCCATTCTTCTCTAACTACCGTCCTC
 B. paralicheniformis ....................................
 B. licheniformis ...............................C....
 B. sonorensis ..................................G.

Figura 21. Secuencias parciais do xene tuf da cepa BC08 fronte as cepas tipo B. sono-
rensis NBRC 101234 T, B. licheniformis ATCC 14580 T, B. paralicheniformis KJ-16 T, B. 
glycinifermentans GO-13 T e B. haynesii NRRL B-4132 T. Os puntos corresponden as coinci-
dencias e as letras as diferencias, entre os nucleótidos das distintas secuencias con respecto a 
primeira. A cada nucleótido correspóndelle unha cor diferente.

As secuencias do xene tuf con maior similitude a cepa BC09T da base 
de datos do GenBank son aquelas pertencentes as especies B. safensis 
FO-36 T, B. australimaris NH7I_1 T 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. Aliñamento das secuencias do xene tuf da cepa BC09 T, e as cepas tipo de B. 
pumilus ATCC 7061 T, B. safensis FO-36 T, B. australimaris NH7I_1 T, B. zhagzhoensis 
DW5-4 T, B. xiamenenesis HYC-10 T e B. altitudinis 41KF2b. Os puntos corresponden as coin-
cidencias e as letras as diferencias, entre os nucleótidos das distintas secuencias con respecto a 
primeira. A cada nucleótido correspóndelle unha cor diferente.

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

BC09 Tuf GCTGACTATGTTAAAAACATGATCACTGGTGCTGCTCAAATGGACGGCGCGATCTTAGTAGTATCTGCTGCTGACGGTCCAATGCCACAAACACGTGAGC
B.safensis ..........................................................................T.........................
B. pumilus ........C.................................................................T.........................
B. altitudinis ..........................................................................T.........................
B. australimaris ............................................T.......................................................
B. xiamenensis ........C...................................................................................T.......
B. zhangzhouensis ........C.................................................................T.........................

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

BC09 Tuf ACATCCTACTTTCTCGTAACGTAGGTGTACCATACATCGTAGTATTCCTTAACAAATGTGACATGGTTGACGATGAAGAGTTACTTGAACTTGTTGAAAT
B.safensis ....................................................................................................
B. pumilus ....................................................................................................
B. altitudinis ............................T..T....................................................................
B. australimaris ...............................T....................................................................
B. xiamenensis ............................T..T...............................................AC...................
B. zhangzhouensis ....................................................................................................

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

BC09 Tuf GGAAGTTCGTGACCTTCTTTCTGACTATGACTTCCCTGGTGACGATGTACCAGTTATCAAAGGTTCTGCTCTTAAAGCTCTTGAAGGAGATGCTGATTAC
B.safensis ....................................................................................................
B. pumilus ................................................T...................................................
B. altitudinis .......................................................................................T............
B. australimaris ................................................................................................A...
B. xiamenensis ................................................................................................G...
B. zhangzhouensis ..........................................T.........................................................

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

BC09 Tuf GAAGCAAAAATCTTTGAACTTATGGATGCGGTTGATGAGTACATCCCAACTCCAGAGCGTGACACTGAGAAGCCATTCATGATGCCAGTTGAGGACGTAT
B.safensis ....................................................................................................
B. pumilus ..........................C.........................................C...............................
B. altitudinis ..............C.....................................................................................
B. australimaris ....................................................................................................
B. xiamenensis .....G......C.C.....................................................T...............................
B. zhangzhouensis ....................................................................................................

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

BC09 Tuf TCTCAATCACTGGTCGTGGAACTGTTGCTACTGGTCGTGTTGAGCGTGGACAAGTTAAAGTCGGTGACGAAGTTGAAATCATCGGTCTTCAAGAAGAAAA
B.safensis ......................A.............................................................................
B. pumilus ......................A.........................................C................................C..
B. altitudinis ......................A.............................................................................
B. australimaris ......................A....................A........................................................
B. xiamenensis ......................A.............................................................................
B. zhangzhouensis ......................A.............................................................................

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

BC09 Tuf CGGTAAAACAACTGTTACAGGTGTTGAAATGTTCCGTAAACTTCTTGACTATGCTGAAGCTGGTGACAACATCGGTGCACTACTTCGTGGTGTATCTCGT
B.safensis ...................................................C................................................
B. pumilus T......................................G.......................................T....................
B. altitudinis ....................................................................................................
B. australimaris ....................................................................................................
B. xiamenensis .......................................G................................T...........................
B. zhangzhouensis ....................................................................................................

610 620 630 640 650 660 670 680 690 700

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

BC09 Tuf GAAGATATCCAACGTGGTCAAGTACTTGCTAAACCAGGTACAATCACTCCACACAGCCGTTTCAAAGCTGAAGTTTATGTACTTTCTAAAGAAGAGGGTG
B.safensis ....................................................................................................
B. pumilus .....................................................T..............................................
B. altitudinis .....................................................T..............................................
B. australimaris .....................................................T..............................................
B. xiamenensis .....A...............................................T.........................................A....
B. zhangzhouensis .....................................................T..............................................

710 720 730 740

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |

BC09 Tuf GACGTCATACTCCATTCTTCGCTAACTACCGTCCGCAGTTCTACT
B.safensis .............................................
B. pumilus .............................................
B. altitudinis ....................A........................
B. australimaris .............................................
B. xiamenensis ....................A........................
B. zhangzhouensis .............................................
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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 PB172T, P. peoriae 
DSM 8320T, P. jamilae CECT 5266T, P. terrae AM141T e P. kribbensis 
AM49T, coa súa máxima homoloxía para P. polymyxa ATCC 842T cun 
99.8% de homoloxía, e tendo en conta que o fragmento da proteina 
GNAT secuenciado fortuitamente de 160 pb é idéntico a da especie 
P. polymyxa e presenta diferencias coas demais especies próximas; po-
demos determinar que a cepa BC05 é moi próxima filoxenéticamente 
a P. polymyxa e que con moita probabilidade pertence a dita especie.

Aínda que nos últimos anos, a secuenciación do 16S rRNA é o método 
máis común para a rápida identificación de bacterias e para establecer 
relacións filoxenéticas, o xénero Bacillus é un xénero moi heteroxé-
neo, que inclúe especies moi relacionadas e son difíciles de discrimi-
nar, especialmente cando empréganse xenes moi conservados coma o 
16S rRNA. Para unha mellor discriminación, o uso de outros xenes ben 
conservados coma son o TU factor de elongación (tuf) e a subunidade β 
da DNA girasa (gyrB) entre outros, considéranse unha boa opción para 
discriminar entre especies do xénero Bacillus contaminantes de alimen-
tos (Caamaño-Antelo et al., 2015); coma neste caso empregáronse para 
o estudo de identificación das cepas BC08 e BC09T.

Segundo os resultados obtidos para a cepa BC08 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 BC08 son 
B. sonorensis NBRC 101234 T, B. licheniformis ATCC 14580T, 
B. glycinifermentans GO-13 T e B. haynesii NRRL B-41327T, con 
unha similitude do 99%, e B. paralicheniformis KJ-16T con 100% 
de homoloxía. Por outro lado, as secuencias do xene gyrB con maior 
similitude a da cepa BC08 da base de datos do GenBank son aque-
las pertencentes as especies B. paralicheniformis KJ-16T, B. haynesii 
NRRL B-41327T e B. licheniformis ATCC 14580 T 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 BC08 presenta un 100% de similitude 
coa especie B. paralicheniformis KJ-16T. Deste xeito, a comparación 
entre secuencias do xene tuf, o cal estableceuse previamente como 
un bo método para distinguir entre especies de Bacillus contami-
nantes de alimentos segundo Caamaño-Antelo et al. (2015), e ten-
do en conta as secuencias do xene gyB e do 16S rRNA establecese 
que a cepa BC08 encontrase estreitamente relacionada coa especie 
B. paralicheniformis. Estes datos indican a posibilidade de que a 
cepa BC08 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 BC09T son 
B. safensis FO-36bT e B. australimaris MCCC 1A05787T 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-36T e B. australimaris NH7I_1T cun-
has similitudes do 97.8% e 95.2%, respectivamente. As secuencias 
do xene tuf con maior similitude a cepa BC09T da base de datos do 
GenBank son aquelas pertencentes as especies B. safensis FO-36 T, B. 
australimaris NH7I_1 T e B. zhagzhoensis DW5-4 cunhas similitudes 
de 99.5%, 99.1% e 99.3% respectivamente, pero ningunha é idéntica 
a ela. Os resultados anteriores, e os de certas probas fenotípicas (hi-
bridación DNA-DNA) realizadas nun primer momento, corroboran 
certas diferenzas entre a cepa BC09T e as especies máis próximas se-
gundo a información recollida na literatura (Satomi et al., 2006; Liu et 
al., 2016). Tendo en conta tódolos resultados da cepa BC09T, decidiu-
se realizar un traballo máis en profundidade co fin de caracterizar esta 
cepa illada dun sobre contaminado de leite condensado.

No caso da cepa BC08, a especie B. paralicheniformis (Dunlap et 
al., 2015) non fora descrita no momento da secuenciación comple-
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ta do xene 16S rRNA e do xene gyrB. A intencionalidade fora a  
caracterización e estudo máis en profundidade de dita cepa para a súa 
descrición como nova especie. Deste xeito, no momento da publica-
ción de B. paralicheniformis como nova especie e debido a posibilida-
de de descrición de novas subespecies de forma inminente tras a des-
crición da especie, decidiuse pospor o estudo máis en profundidade. 
Por outro lado, pretendese estudar no futuro a posibilidade de descri-
bir BC08 como nova especie ou subespecie de B. paralicheniformis.

4.1.3 Caracterización da cepa BC09T

Debido ós resultados das secuenciación dos xenes 16S rRNA, gyrB 
e tuf da cepa BC09T os cales suxiren a posibilidade de establecer dita 
cepa como unha nova especie ou subespecie, levouse a cabo un estu-
do xenotípico, quimiotaxonómico e fenotípico más minucioso e com-
pleto. En base a estes resultados expostos nos seguintes apartados a 
cepa BC09T proponse como unha nova subespecie co nome de Bacillus 
safensis subsp. osmophilus subsp. nov. (Abril et al., 2019). A cepa tipo 
da nova subespecie é BC09T (=LMG 30124T, = CECT 9344T) a cal ato-
pase nas coleccións de cultivo tipo española e belga.

4.1.3.1 Caracterización morfolóxica, macroscópica e microscópica

A cepa BC09T 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 BC09 T son Gram positivas, presentan unha morfoloxía bacilar, mo-
bilidade mediante un flaxelo polar (0.6–0.8 μm de ancho e 1.3–2.5 μm 
de largo) (Figura 24) e produce esporas centrais ovaladas (Figura 25).
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Figura 23. Colonias das cepas BC09T (esquerda) e Bacillus safensis FO-36bT (dereita) 
tras 10 días cultivadas en TSA nas mesmas condicións.

Figura 24. Imaxe ó microscopio electrónico (TEM) onde se 
 amosa o flaxelo polar da cepa BC09T.
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Figure 25. Imaxes ó microscopio óptico (A) e microscopio de barrido de emisión de campo 
(FESEM) (B) onde se amosan as esporas ovales producidas pola cepa BC09T e (C) pola cepa 
Bacillus safensis FO-36bT.

As esporas da cepa BC09T son practicamente idénticas (Figura 25) 
ás esporas de Bacillus safensis FO-36bT, a cepa máis próxima filoxe-
néticamente como se explica nos seguintes apartados. Obsérvanse as 
mesmas irregularidades no seus exosoporios para as dúas cepas. Por 
outro lado pódese a preciar na figura 23 como as colonias das dúas 
cepas, crecidas nas mesmas condicións durante 10 días en TSA, presen-
tan diferente morfotipo. Ambas colonias presentan marxes irregulares, 
típicos do xénero Bacillus (Satomi et. al 2006; Liu et al., 2016; Abril et 
al., 2019) e son de cor crema. A colonia de BC09T presenta unha maior 
concentración de células no centro da colonia o que fai que a colonia 

A

2µm

10µm

B C
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elévese neste punto. A colonia de Bacillus safensis FO-36bT, polo con-
trario é 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 xenotípico

Os códigos 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 máis cérca-
nas á cepa BC09T son Bacillus safensis FO-36bT e Bacillus australimaris 
MCCC 1A05787T cun 100% e 99.9% de similitude para as secuencias 
de 16S rRNA, respectivamente. Para a comparación das secuencias do 
xene 16S rRNA (1473 nucleotidos) xerouse a árbore filoxenética coas 
secuencias das especies máis próximas, para establecer as distancias 
filoxenéticas entre elas. Tomáronse as secuencias do 16S rRNA das 
cepas B. pumilus ATCC 7061T, B. safensis FO-36 T, B. australimaris 
MCCC 1A05787T, B. zhagzhoensis DW5-4 T, B. xiamenenesis HYC-
10T e B. altitudinis 41KF2b T con maior similitude a secuencia de 
BC09T da base de datos de EnzTaxon (Táboa 10) e construíuse a árbo-
re, mediante o programa MEGA 7 (Kumar et al., 2016) baseándose nos 
modelos de análise NJ (Neigbour-Joining) (Saitou & Nei, 1987) e ML 
(Maximum-Likelihood) (Rogers & Swofford, 1998) (Figura 26). Nesta 
árbore pódese apreciar a presenza dun cluster coas especies Bacillus 
safensis FO-36bT, Bacillus australimaris MCCC 1A05787T e a cepa 
BC09T, dentro de outro cluster máis amplío coas especies con similitu-
des por debaixo do 99%.
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Táboa 10. Códigos de acceso do 16S rRNA das cepas tipo e BC09 T.

Especie/Cepa Código de acceso 16s rRNA

Bacillus siamensis KCTC 13613T KY643639

Bacillus velezensis BCRC 17467T EF433407

Bacillus amyloliquefaciens NBRC 15535T NR_112685

Bacillus nakamurai NRRL B-41091T KU836854

Bacillus mojavensis NBRC 15718T NR_112725

Bacillus subtilis DSM 10T NR_027552

Bacillus vallismortis BCRC 17183T EF433404

Bacillus atrophaeus JCM 9070T AB021181

BC09T KY990920

Bacillus safensis FO-36bT NR_041794

Bacillus australimaris MCCC 1A05787T JX680098

Bacillus pumilus ATCC 7061T NR_043242

Bacillus altitudinis 41KF2bT NR_042337

Bacillus xiamenensis HYC-10T NZ AMSH01000114

Bacillus zhangzhouensis MCCC 1A08372T JX680133

Bacillus halotolerans DSM 8802T NR_115063

Lactobacillus delbrueckii subsp lactis DSM 20072T AY050173
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Figura 26. Árbore filoxenética baseada no modelo Neighbour-Joining kimura-2 (Kimu-
ra,1980) das secuencias máis próximas do xene 16S rRNA (1473 nucleótidos) de BC09T 
e os taxóns máis próximos do xénero Bacillus. Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis DSM 
20072T 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. Extraído e modificado de Abril et al. (2019). Co permiso de Microbiology society.

As similitudes para a cepa BC09T e as cepas próximas Bacillus 
safensis FO-36bT e Bacillus australimaris MCCC 1A05787T son de 
97.8% e 95.2% respectivamente para o xene gyrB como xa nomeou-
se previamente. Para a comparación do xene gyrB xerouse a árbore 
filoxenética coas secuencias das especies máis próximas. Tomáronse 
as secuencias do xene gyrB da base de datos GenBank (Táboa 11), das 
cepas B. pumilus ATCC 7061T, B. safensis FO-36 T, B. australimaris 
MCCC 1A05787T, B. zhagzhoensis DW5-4 T, B.xiamenenesis HYC-
10T e B. altitudinis 41KF2b T con maior similitude a BC09T e cons-
truíuse a árbore mediante o programa MEGA 7 baseándose nos mo-
delos de análises NJ (Neigbour-Joining) (Saitou & Nei, 1987) e ML 
(Maximum-Likelihood) (Rogers & Swofford, 1998) (Figura 27). Na ár-
bore filoxenética pode apreciarse como estas especies forman clusters 
similares o da arbore filoxenética do xene 16S rRNA (Figura 26). 
B. safensis FO-36bT (DSM 19292T), B. australimaris MCCC 1A05787T 
e a cepa BC09T seguen formando un cluster ben marcado.
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Táboa 11. Códigos de acceso do xene gyB das cepas tipo e BC09 T. Base de datos GenBank.

Especie/Cepa Código de acceso gyB

Bacillus siamensis KCTC 13613T KC608573

Bacillus velezensis BCRC 17467T DQ903176

Bacillus amyloliquefaciens IFO 15535T AB014097

Bacillus nakamurai NRRL B-41091T LSAZ01000005

Bacillus mojavensis BCRC 17124T DQ309297

Bacillus subtilis IFO 13719T AB014103

Bacillus vallismortis BCRC 17183T DQ309298

Bacillus atrophaeus NRRL NRS 213T NZ LSBB01000001

BC09T MF140243

Bacillus safensis FO-036bT ASJD01000009

Bacillus australimaris NH7IT LGYN01000023

Bacillus pumilus ATCC 7061T ABRX01000004

Bacillus altitudinis 41KF2bT ASJC01000015

Bacillus xiamenensis HYC-10T AMSH01000062

Bacillus zhangzhouensis DW5-4T JOTP01000022

Bacillus halotolerans DSM 8802T LPVF01000008



120

Resultados e Discusión

Figura 27. Arbore filoxenética baseada no modelo Neighbour-Joining (Saitou & Nei, 1987) 
co parámetro de kimura-2 (Kimura,1980) das secuencias máis próximas do xene gyrB 
(1069 nucleótidos) de BC09T e os taxóns mais próximos do xénero Bacillus. Lactobacillus 
delbrueckii subsp. lactis DSM 20072T usouse coma outgroup. A significancia de cada rama 
indicase polo valor do bootstrap que foi calculado en porcentaxe de 1000 subconxuntos. Bar, 5 
nt substitucións por 100 nt. Os nodos marcados con círculos foron obtidos tamén con algoritmo 
Maximum-Likelihood a parte do modelo NJ. Extraído e modificado de Abril et al. (2019). Co 
permiso de Microbiology society.

4.1.3.3 Estudo xenómico

Os códigos de acceso ó GenBank e ó SRA do xenoma da cepa BC09T 
son QBHN00000000 e SRP139983 respectivamente (Abril et al., 2019).

Os valores de hibridación DNA-DNA segundo o método Ezaki et 
al. (1989), seguindo as recomendacións de Willems et al. (2001), entre a 
cepa BC09T e as máis próximas B. safensis FO-36bT e B. australimaris 
MCCC 1A05787T foron 67% (± 2%) e 56% (± 2% SD) respectivamen-
te. O valor da hibridación DNA-DNA establecido para designar una 
cepa como unha nova especie é 70% (Wayne et al., 1987).

Os parámetros de calidade do xenoma, o contido en G+C (mol%) 
calculado a partir do xenoma, así como o tamaño e a cobertura da se-
cuenciación xénica expóñense na Táboa 12. 
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O valor do contido G+C da cepa BC09T polo método de desnaturali-
zación térmica é de 41.9% e o valor deste parámetro obtido a partir 
da análise do xenoma é 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 ó valor obtido para a 
cepa BC09T a partir da análise do xenoma.

Táboa 12. Características da secuencia xenómica da cepa BC09T. Clasificación da contam-
inación: >5% baixa, 5% ata <10% media, 10% to <15% alta. 

4.1.3.3.1 ANIb (Identidade nucleotídica media) e dDDH (Hibrida-
ción DNA-DNA in silico)

Os valores da media de identidade dos nucleótidos segundo o al-
goritmo Blast (ANIb) e a hibridación DNA-DNA in silico entre o xe-
noma da cepa BC09T e os das especies máis próximas observase na 
Táboa 13. Os valores do ANIb entre a cepa BC09T e B. safensis DSM 
19292T e B. australimaris KCTC 33532T foron 95.7% e 93.1% respec-

Tamaño do xenoma (nucleótidos) 3,982,198

Contido en G+C (mol%) 40,9%

Número de contigs 72

Cobertura do xenoma 87X

Contig N50 108,699

Integridade 99585%

Contaminación 0,207%

Heteroxeneidade 0

SRA número de acceso SRP139983

GenBank número de acceso QBHN00000000

BioSample número de acceso SAMN08905838
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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 
BC09T encontrase no límite. Os valores do dDDH entre a cepa BC09T e 
B. safensis DSM 19292T, e B. australimaris KCTC 33532T foron 67.6% 
e 51.9% respectivamente. Establecese como unha nova especie ás cepas 
que presenten un dDDH por debaixo do 70% (Chun et al., 2018).

Táboa 13. Valores de dDDH e ANIb entre BC09T e as cepas máis próximas a ela. Ce-
pas: 1, B. safensis subsp. osmophilus BC09T; 2, B. safensis FO-36bT; 3, B. australimaris 
MCCC 1A05787T; 4, B. zhangzhouensis MCCC 1A08372T; 5, B. pumilus ATCC 7061T; 6, 
B. xiamenensis HYC-10T; 7, B. altitudinis 41KF2bT. Os valores de dDDH encóntranse abaixo a 
esquerda e os valores de ANIb arriba a dereita. Todos os valores son en porcentaxes. Extraído 
de Abril et al. (2019). Co permiso de Microbiology society.

4.1.3.3.2 Árbore filoxenómica

O termo filoxenómica comezase a empregar en publicacións recen-
tes, referindose ó estudo e comparativa de xenomas completos entre 
diferentes taxóns (Meier-Kolthoff & Göker, 2017).

A partir das secuencias xenómicas tomadas da base de datos Gen-
Bank (Táboa 14), das cepas B. pumilus ATCC 7061T, B. safensis FO-
36 T, B. australimaris MCCC 1A05787T, B. zhagzhoensis DW5-4 T, 
B. xiamenenesis HYC-10T e B. altitudinis 41KF2b T, construíuse a árbo-
re filoxenómica mediante o programa bioinformático UBCGs (Figura 

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 91.3 89 88.6

3 51.9 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 37.4 37.4 37.2 42.2 36.6 91.2

7 36.4 36.3 35.8 39.2 36.1 44
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28). Este programa aliña as secuencias de 92 xenes bacterianos de copia 
única provenientes dos xenomas. Posteriormente, a partir de dita aná-
lise, mediante o programa MEGA 7 (Kumar et al., 2016) baseándose 
nos modelos de análises NJ (Neigbour-Joining) (Saitou & Nei, 1987) e 
ML (Maximum-Likelihood) (Rogers & Swofford, 1998) xerouse unha 
árbore onde como nas árbores do 16S rRNA e a gyrB, a cepa BC09T, 
B. safensis FO-36bT e B. australimaris MCCC 1A05787T encóntranse 
dentro dun mesmo cluster.

Táboa 14. Códigos de acceso do xenoma das cepas tipo e BC09 T. Base de datos GenBank.

Especie/Cepa Código de acceso ó xenoma

Bacillus mojavensis RO-H-1T GCA 000245335.1

Bacillus halotolerans ATCC 25096T GCA 001517105.1

Bacillus subtilis subsp. subtilis NCIB 3610T GCA 002055965.1

Bacillus vallismortis DV-1-F3T GCA 000245315.1

Bacillus atrophaeus NRRL NRS 213T GCA 001584335.1

Bacillus nakamurai NRRL B-41091T GCA 001584325.1

Bacillus velezensis NRRL B-41580T GCA 001461825.1

Bacillus amyloliquefaciens DSM 7T GCA 000196735.1

Bacillus siamensis KCTC 13613T GCA 000262045.1

Bacillus altitudinis 41KF2bT GCA 000691145.1

Bacillus xiamenensis HYC-10T GCA 000300535.1

Bacillus zhangzhouensis MCCC 1A08372T GCA 000715205.1

Bacillus pumilus ATCC 7061T GCA 000172815.1

Bacillus australimaris MCCC 1A05787T GCA 001307105.1

Bacillus safensis FO-36bT GCA 000691165.1

BC09T QBHN00000000
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Figura 28. Arbore filoxenómica baseada no modelo Neighbour-Joining kimura-2 (Kimu-
ra,1980) construído a partir do xenoma de BC09T e dos das especies mais próximas empre-
gando o programa bioinformático UBCGs. (aliñamentos 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 substitucións por posición. Os nodos marcados con círculos foron 
obtidos tamén con algoritmo Maximum-Likelihood a parte do modelo NJ. Extraído e modifica-
do de Abril et al. (2019). Co permiso de Microbiology society.

4.1.3.4 Estudo proteómico mediante MALDI-TOF

Para levar a cabo o estudo proteómico mediante MALDI-TOF 
MS, realizouse a extracción proteica da cepa BC09T e das cepas tipo 
máis próximas a ela, B. safensis FO-36bT, B. australimaris MCCC 
1A05787T, B. zhangzhouensis MCCC 1A08372T, B. pumilus ATCC 
7061T e B. xiamenensis HYC-10T e B. altitudinis 41KF2bT. Seguida-
mente, levouse a cabo a análise por MALDI-TOF MS por triplicado 
para cada cepa. A maioría dos espectros obtidos presentan entre 150 
e 170 picos e as súas masas encóntranse nun rango de 2 a 10 KDa. A 
partir dos 3 espectros da mesma cepa, obtivéronse os picos máis re-
levantes e reproducibles para establecer o patrón fingerprint de cada 

Bacillus mojavensis RO-H-1T

Bacillus halotolerans ATCC 25096T

Bacillus subtilis subsp. subtilis NCIB 3610T

Bacillus vallismortis DV-1-F3T

Bacillus atrophaeus NRRL NRS 213T

Bacillus nakamurai NRRL B-41091T

Bacillus velezensis NRRL B-41580T

Bacillus amyloliquefaciens DSM 7T

Bacillus siamensis KCTC 13613T

Bacillus altitudinis 41KF2bT

Bacillus xiamenensis HYC-10

Bacillus zhangzhouensis MCCC 1A08372T

Bacillus pumilus ATCC 7061T

Bacillus australimaris MCCC 1A05787T

Bacillus safensis FO-36bT

BC09T

100
100

100

100

100

100

100

100
100

100

100

97

100

0.020
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cepa (Figura 29). Posteriormente, levouse a cabo a análise estatística 
dos datos mediante o software ClinProTools (Boelke et al., 2005) de 
Bruker. Na Táboa 15 amósanse os picos característicos de cada cepa 
analizada. Os picos m/z comúns para tódalas 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 BC09T e B. safensis FO-36bT do resto de cepas é a ausencia do 
pico 2679 Da. Por outro lado, segundo Starostin (2015) o pico 6096 
Da é característico de B. altitudinis. Sen embargo, nos datos analizados 
neste traballo, dito pico está presente en B. altitudinis 41KF2bT e na 
cepa BC09T. Pódese apreciar no xel virtual (Figura 30) o aliñamento 
dos códigos de barras dos espectros de masas de cada cepa analizada 
coas diferentes intensidades de cada pico.

Segundo a análise do compoñente principal (PCA) (Figura 31) fór-
manse catro grupos ben definidos. Por un lado, B. australimaris MCCC 
1A05787T e B. xiamenensis HYC-10T nun mesmo grupo (A). No centro 
B. altitudinis 41KF2bT, a cepa BC09T e B. safensis FO-36bT forman ou-
tro grupo (B) ben definido. B. pumilus ATCC 7061T e B. zhangzhouensis 
MCCC 1A08372T preséntanse moi separadas das demais especies es-
tudadas (C e D). Segundo o dendograma (Figura 32) xerado a partir 
das análises 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). Ó comparar o dendrograma (Figura 32) xe-
rado a partir da análise do perfil proteico fronte as árbores filoxeneticas, 
encóntranse certas diferenzas e similitudes nos resultados. Observase 
como B. australimaris MCCC 1A05787T encontrase moi próxima a 
cepa BC09T segundo os estudos xenéticos (Figuras 26, 27 e 28), men-
tres que non ocorre o mesmo segundo a análise proteómica. Por outro 
lado a especie máis próxima a cepa BC09T segundo as dúas metodo-
loxías é B. safensis FO-36bT.
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Táboa 15. Picos característicos de BC09T e as cepas máis próximas a ela. Cepas: 1, B. safensis 
subsp. osmophilus BC09T; 2, B. safensis FO-36bT; 3, B. australimaris MCCC 1A05787T; 4, B. 
zhangzhouensis MCCC 1A08372T; 5, B. pumilus ATCC 7061T; 6, B. xiamenensis HYC-10T; 7, 
B. altitudinis 41KF2bT. 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 2679±4 2679±4 2679±4 2679±4

2967±4 2967±4 2967±4 2967±4 2967±4 2967±4

2972±4 2972±4 2972±4 2972±4 2972±4 2972±4

3119 3126±4 3126±4 3126±4 3126±4 3117

3203±4 3203±4 3203±4 3203±4 3203±4 3203±4 3203±4

3276±4 3276±4 3276±4 3276±4 3276±4 3276±4 3276±4

3310±4 3310±4 3310±4 3310±4 3310±4 3310±4 3310±4

3396±4 3396±4 3396±4 3396±4 3396±4 3396±4 3396±4

3702±4 3702±4 3702±4 3702±4 3702±4 3702±4 3702±4

3710±2 3710±2 3710±2 3710±2 3710±2 3710±2

3754±4 3754±4 3754±4 3754±4 3754±4 3754±4 3754±4

3865±4 3865±4 3865±4 3865±4 3865±4 3865±4 3865±4

3879±4 3879±4 3879±4 3879±4 3879±4 3879±4 3879±4

4306±4 4306±4 4306±4 4306±4 4306±4 4306±4 4306±4

4598±4 4598±4 4598±4 4598±4 4598±4 4598±4 4598±4

4691±4 4691±4 4691±4 4691±4

4680±4 4680±4 4680±4 4680±4

4914±4 4914±4 4914±4 4914±4 4914±4 4914±4 4914±4
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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

5031±3 5022 5031±3 5031±3 5031±3

5226±4 5226±4 5226±4 5226±4 5226±4

5534

5361 5348

5566±2 5566±2 5566±2 5553 5566±2 5553 5566±2

5932 5932

5944±2 5944±2 5944±2 5944±2 5944±2 5944±2

6096±2 6096±2

6621±4 6621±4 6621±4 6621±4 6621±4 6621±4 6621±4

6792±4 6792±4 6792±4 6792±4 6792±4 6792±4 6792±4

7297

7369±4 7369±4 7369±4 7369±4 7369±4

7501±2 7501±2 7515 7515 7501±2 7501±2 7501±2

7725±4 7725±4 7725±4 7725±4 7725±4 7725±4 7725±4

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

10450±2 10450±2 10450±2 10431 10450±2 10450±2 10450±2

11125 11131±1 11131±1 11165 11104 11131±1 11131±1

Táboa 15. (Continuación)
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Figura 29. Espectros “fingerprint” obtidos da análise das cepas BC09T, B. safensis FO-
36bT, B. australimaris MCCC 1A05787T, B. zhangzhouensis MCCC 1A08372T, B. pumilus 
ATCC 7061T e B. xiamenensis HYC-10T e B. altitudinis 41KF2bT por MALDI-TOF MS. 
m/z, masa/carga; intens, intensidade.

B. altitudinis  41KF2bT

B. australimaris MCCC 1A05787T

B. pumilus ATCC 7061T

BC09T

B. safensis subsp. safensis FO-36bT

B. xiamenensis  HYC-10T

B. zhangzhouensis MCCC 1A08372T
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Figura 30. Xel virtual co aliñamento dos espectros de masas da cepa BC09T e as mais 
próximas a ela, usando a ferramenta ClinProTools. Cores: vermello: B. altitudinis 41KF2bT, 
verde claro: B. australimaris MCCC 1A05787T, verde escuro: B. xiamenensis HYC-10T, azul 
escuro: B. zhangzhouensis MCCC 1A08372T, azul claro: B. pumilus ATCC 7061T, amarelo: 
BC09T, morado: B. safensis FO-36bT.

B. zhangzhouensis   MCCC 1A08372T

B. xiamenensis    HYC-10T

B. safensis subsp. safensis   FO-36bT

BC09T

B. pumilus  ATCC 7061T

B. australimaris   MCCC 1A05787T

B. altitudinis  41KF2bT
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Figura 31. Análise do compoñente principal (PCA) das cepas de Bacillus estudadas em-
pregando a ferramenta ClinProTools. Cores: vermello: B. altitudinis 41KF2bT, verde cla-
ro: B. australimaris MCCC 1A05787T, verde escuro: B. xiamenensis HYC-10T, azul escuro: 
B. zhangzhouensis MCCC 1A08372T, azul claro: B. pumilus ATCC 7061T, amarelo: BC09T, 
morado: B. safensis FO-36bT.

Figura 32. MSP (Mean spectra Projection) dendograma das cepas BC09T, B. altitudinis 
41KF2bT, B. australimaris MCCC 1A05787T, B. xiamenensis HYC-10T, B. zhangzhouensis 
MCCC 1A08372T, B. pumilus ATCC 7061T, e B. safensis FO-36bT. 3 replicas foron analiza-
das para cada cepa.

A

B

C
D

A

B

C

D
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4.1.3.5 Estudo quimitaxonómico e fenotípico

Para levar a cabo o estudo quimiotaxonómico, realizouse a aná-
lise dos ácidos graxos das cepas BC09T, B. safensis FO-36bT e 
B. australimaris MCCC 1A05787T. Os ácidos graxos predominantes na 
cepa BC09T son o iso-C15:0 (56.1%) e anteiso-C15:0 (21.0%). O perfil de 
ácidos graxos da cepa BC09T é similar os obtidos para B. safensis FO-
36bT e B. australimaris MCCC 1A05787T con diferenzas na proporción 
de iso-C17:0. Na Táboa 16 amosase a lista dos ácidos graxos predomi-
nantes para as tres cepas de Bacillus estudadas. Observouse coma a 
menaquinona 7 (MK7) foi a única quinona respiratoria detectada na 
cepa BC09T, de igual modo que ocorre para B. australimaris MCCC 
1A05787T (Liu et al., 2016).

Tres diferentes diaminoácidos encóntranse no peptidoglicano dos 
membros de Bacillaceae, o ácido meso-diaminopimelico, ornitina é li-
sina (Logan et al., 2019). Mediante a análise dos peptidoglicanos encon-
trouse a presenza de meso-DAP (ácido meso-diaminopimelico) o cal é 
común no xénero Bacillus (Logan et al., 2009, Logan & Bacillus, 2015) 
e tipicamente presenta peptidoglicanos tipo A1γ (Schumann, 2011).

Táboa 16. Composición dos ácidos graxos da cepa BC09T e as especies máis próximas. 
Cepas: 1, BC09T; 2, B. safensis FO-36bT; 3, B. australimaris MCCC 1A05787T. Non se amo-
san os ácidos graxos detectados por debaixo do 1%. Os datos forman parte de este estudo.

Ácido graxo 1 2 3

Saturados de cadea lineal

C16:0 2.1 1.2 1.3

Saturados iso-ramificados

C14:0 0.8 0.6 1.0

C15:0 56.1 60.2 61.5

C16:0 1.5 1.6 1.4
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O patrón de lípidos da cepa BC09T consta de difosfofatidilglice-
rol (DFG), fosfatidilglicerol (FG), dous fosfolípidos non identificados 
(FL), dous glicolípidos non identificados (GL), tres lípidos non identifi-
cados (L) e un fosfoglicolípido non identificado (FGL).

 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 33. Patrón de lípidos da 
cepa BC09T. DPG: difosfofati-
dilglicerol; PG: fosfatidilglicerol; 
PL: fosfolípido; GL: glicolípido; 
L: lípido; PGL: fosfoglicolipido.

Ácido graxo 1 2 3

C17:0 7.4 3.9 4.3

Saturados anteiso-ramificados

C15:0 21.0 26.7 22.8

C17:0 3.6 3.5 2.6

Insaturados

C17:1 iso ω10c 1.6 1.0 1.7

C18:1 ω9c 1.4 0.6 0.7

L
L

L
GL

GL

PGL

PG

PL

PL

DPG

Táboa 16. (Continuación)
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O patrón de lípidos polares da cepa BC09T é similar o das cepas máis 
próximas B. safensis FO-36bT e B. australimaris MCCC 1A05787T (Liu 
et al., 2016). Os péptidos polares determinados para B. australimaris 
MCCC 1A05787T foron un difosfatidilglicerol, un fosfatidilglicerol, un 
fosfolipido, un lipido e tres glicolipidos. A cepa B. safensis FO-36bT 
presenta o mesmo patrón pero observouse un fosfolipido menos e au-
sencia de fosfatidilglicerol (Liu et al., 2016).

As principais diferenzas no patrón de lípidos polares da cepa BC09T 

con B. safensis FO-36bT e B. australimaris MCCC 1A05787T é a au-
sencia de fosfoglicolipidos nestas dous últimas e a do fosfatidilglicerol 
en B. safensis FO-36bT (Táboa 17). Amósanse os patrón dos lípidos 
polares de B. safensis FO-36bT e B. australimaris MCCC 1A05787T

 
extraídos do articulo científico (Liu et al., 2016) (Figura 34).

Táboa 17. Lípidos polares determinados para a cepa BC09T e as especies máis próximas. 
Cepas: 1, BC09T; 2, B. safensis FO-36bT; 3, B. australimaris MCCC 1A05787T. Os datos 
forman parte de este estudo e de Liu et al., (2016).

Lípido polar 1 2 3

Difosfofatidilglicerol(DPG) 1 1 1

Fosfatidilglicerol(PG) 1 - 1

Fosfolípido(PL) 2 1 2

Glicolípido(GL) 2 3 3

Lípido(L) 3 1 1

Fosfoglicolipido(PGL) 1 - -
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Figura 34. Imaxe do patrón de lípidos das cepas B. australimaris MCCC 1A05787T (a) e 
B. safensis FO-36bT (b). DPG: difosfofatidilglicerol; PG: fosfatidilglicerol; PL: fosfolípido; GL: 
glicolípido; L: lípido; PGL: fosfoglicolipido. F: primeira dimensión; S: segunda dimensión. Ex-
traída de Liu et al., (2016). Co permiso de Microbiology society.

4.1.3.6 Caracterización fenotípica mediante probas bioquímicas

A caracterización fenotípica recomendada polos mínimos estándar 
para as bacterias formadoras de endoesporas levouse a cabo mediante as 
probas realizadas cos API 50CH, API ZYM e 20NE ; e coas probas se-
gundo os métodos descritos por Claus e Berkeley (1872). As cepas tipo 
B. safensis FO-36bT e B. australimaris MCCC 1A05787T incluíronse 
neste estudio como cepas de referencia.

A cepa BC09T é catalasa negativo, oxidasa positivo e anaerobia fa-
cultativa. É capaz de crecer dende pH 5.7 a pH 8, aínda que o seu ópti-
mo é pH 7. Crece en medio con 30% de sacarosa e entre 5 e 55ºC, sendo 
a súa temperatura óptima 30ºC. Os demais resultados obtidos para as 
cepas BC09T, B. safensis FO-36bT e B. australimaris MCCC 1A05787T 
amósanse na Táboa 18 e as diferencias fenotípicas entre ditas cepas 
expóñense na Táboa 19.
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Táboa 18. As características fenotípicas das cepas BC09T e as cepas máis próximas. Ce-
pas: 1, BC09T; 2, B. safensis FO-36bT; 3, B.australimaris MCCC 1A05787T. +, reacción posi-
tiva; -, reacción negativa; w, reacción positiva débil, ND, non determinado.

Características 1 2 3 Características 1 2 3

Gas desde glucosa - - - Producción de ácido dende (API 50CH):

Voges Proskauer + + + Glicerol w + +

Produción de H2S - - - Eritriol - - -

reduccion de nitrato - - - D-Arabinosa - - -

Produción de: L-Arabinosa + + +

acetoina + ND ND D-Ribosa + + +

fenilalanine 
deaminasa

- - ND L-Xilosa - - -

catalasa + + ND D-Adonitol - - -

caseinase + w ND
Metil-βD-
Xilopiranosida

- - -

amilasa - - ND D-Glucosa + + +

oxidasa + + ND D-Fructosa + + +

D-Mamnosa + + +

D-Sorbosa - - -
D-Maltosa - + - L-Rhamnosa + - -

Ácido cáprico - - - Dulcitol - - -

Ácido adípico - - - Inositol + + +

Ácido fenilacético - - - D-Manitol + + +

D-Sorbitol - - -

Produción de (API 20NE) :
Metil-αD-
Manopiranosida

w + -

Indol - - -
Metil-αD-
Glucopiranosida

w + -

Arginina dihidrolasa - - - N-AcetilGlucosamina + + -

Ureasa - - - Amigdalina + + +
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Características 1 2 3 Características 1 2 3

Esculinasa + + + Arbutina + + +

Gelatinasa + + + Esculina   +

Salicina + + +

Produción de (API ZYM): D-Celobiosa + + +

Fosfatasa alcalina + + + D-Maltosa - + -

Esterasa (C 4) + + + D-Lactosa - w -

Esterasa lipasa(C 8) + ND + D-Sacarosa + + +

Lipasa (C 14) + w w D-Trehalosa + + +

Leucina arilamidasa - - + Inulina - - -

Valina arilamidasa - - + D-Melezitosa - - -

Cistina arilamidasa - - ND D-Rafinosa - - -

Tripsina - - - Glicógeno - - -

α-quimotripsina - w + Xilitol - - -

Fosfatasa ácida + ND + D-Turanosa - + -

Naftol-AS-BI-
fosfohidrolasa

+ + + D-Lixosa - - -

α-galactosidasa + - + D-Tagatosa + + +

β-galactosidasa + + + D-Fucosa - - -

β-glucuronidasa - - w L-Fucosa - - -

α-glucuronidasa - ND ND D-Arabitol - - -

β-glucosidasa + ND + L-Arabitol - - -

N-acetil-β-
glucosaminidasa

- - - Gluconato potásico - - -

α-mannosidasa + - +
2-CetoGluconato 
potásico

- - -

α-fucosidasa - - -
5-CetoGluconato 
potásico

- - -

Táboa 18. (Continuación)
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As principais diferenzas fenotípicas entre a cepa BC09T e as dúas máis 
próximas B. safensis FO-36bT e B. australimaris MCCC 1A05787T 
son a produción de diferentes enzimas coma leucina e valina arila-
midasa, quimiotripsina, α-galactosidasa e α-mannosidasa, así como a 
produción de ácido dende distintas fontes de carbono e o crecemento 
a diferentes temperaturas.

Táboa 19. As diferencias das características fenotípicas das cepas BC09T e as cepas mais 
próximas. Cepas: 1, BC09T; 2, B. safensis FO-36bT; 3, B.australimaris MCCC 1A05787T. +, 
reacción positiva; -, reacción negativa; w, reacción positiva débil.

Para a caracterización da cepa BC09T leváronse a cabo tódolos estu-
dos descritos por Logan et al. (2009) establecidos como os mínimos 
estándar, propostos para describir novos taxons de bacterias aerobias 
formadoras de esporas.

Características 1 2 3

Crecemento a:

5ºC + - -

55ºC + - -

Producción de (API ZYM):

Leucina arilamidasa - - +

Valina arilamidasa - - +

α-galactosidasa + - +

α-mannosidasa + - +

Quimiotripsina - w +

Producción de ácido dende (API 50CH):

L-Rhamnosa + - -

Maltosa - + -

Turanosa - + -
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Os resultados dos xenes secuenciados 16S rRNA, gyrB e tuf establecen 
que as especies mais próximas a cepa a estudo son B. safensis FO-36bT 
e B. australimaris MCCC 1A05787T. O posterior estudo do xenoma 
e a análise do perfil proteico mediante MALDI-TOF MS reafirma o 
resultado anterior, e establece que a especie máis próxima a BC09T 
é B. safensis. O valor da hibridación DNA-DNA in silico entre estas 
dúas cepas é 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 BC09T 
e B. safensis é 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 ó comparar os seus xenomas valores de ANIb entre 99.9% e 
95.8%, o cal pode indicar a necesidade dunha reclasificación de moitas 
especies do xénero Bacillus. Aínda así, neste caso segundo establecese 
para distinguir estre especies, ámbolos dous valores DDH e ANIb si-
túanse no límite entre a cepa BC09Te B. safensis FO-36bT. Segundo o 
perfil dos ácidos graxos, a principal diferenza entre BC09T e as outras 
dos cepas relativas, é a proporción de iso-C17:0. Ademais, co estudo do 
patrón de lípidos poláres determinouse a presenza de fosfoglicolipidos 
na cepa BC09T, mentres que este lípido está ausente en B. safensis 
FO-36bT e B. australimaris MCCC 1A05787T. Por último, respecto 
as probas fenotípicas as principais diferenzas entre a cepa BC09T e as 
dúas mais próximas son a produción de diferentes enzimas, así como 
a produción de ácido dende distintas fontes de carbono e o crecemento 
a diferentes temperaturas.

O conxunto de tódolos resultados indican que a cepa BC09T encontra-
se no límite para ser considerada unha nova especie. Debido a proxi-
midade filoxenetica da cepa BC09T coa especie B.safensis e as con-
seguintes diferencias fenotipicas entre elas, considerouse que a cepa 
BC09T é unha nova subespecie da especie B.safensis. O nome propos-
to para a cepa BC09T foi Bacillus safensis subsp. osmophilus subsp 



139

Resultados e Discusión

nov. Tal e como descríbese 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 descrición dunha nova subespecie a cal non inclúe 
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-36bT e a súa descrición segue a descrición orixinal de 
Satomi et al. (2006). As descricións das dúas subespecies segundo 
Abril et al. (2019), achéganse a continuación:

4.1.4 Descrición 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 propulsión da aerona-
ve espacial , Pasadena, CA, USA), de onde o organismo for por primei-
ra vez]. A descripción de esta subespecie segue a descrición orixinal de 
Satomi et al (2006). As células son mesófilas, aerobias, quimioheterotro-
ficas, Gram positivas, bacilares formadoras de esporas, móbiles por un 
flaxelo polar. As células teñen un diámetro 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 ºC (óptimo, 30–37 ºC), pero 
non a 4 ou 55 ºC. As colonias son redondas, onduladas, brancas, non 
luminescentes e teñen marxes irregulares en placas de TSA incubadas a 
32 ºC durante 24 h. Produce oxidasa, catalasa, β-galactosidasa, β-gluco-
sidasa, alcalina fosfatasa, naftol-AS-BI- fosfatasa e esterasa, pero non 
produce H2S, indol, amilasa, agarasa, lecitinasa, DNasa, ureasa, leucina 
arilamidasa, cistina arilamidasa, valina arilamidasa, tripsina, α-galac-
tosidasa, N-acetil-β-glucosamidasa, α-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 según as cepas. 
O test de Voges–Proskauer é 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. É negativo para a produción de gas den-
de D-glucosa. Produce ácido dende D-glucosa, glicerol, L-arabinosa, 
ribosa, D-xilosa, galactosa, fructosa, mannosa, inositol, mannitol, metil 
α -D-mannopiranosida, metil α -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 β-D-xilopiranosida, sorbosa, ramnosa, dulcitol, sorbi-
tol, inulina, melecitosa, rafinosa, almidón, glucógeno, xilitol, D-lixosa, 
D-fucosa, L-fucosa, D-arabitol, L-arabitol, gluconato, 2-ketogluconato 
ou 5-ketogluconato. As reacción para lactosa, melibiosa e gentiobiosa 
varían segundo as cepas. Citrato, malate, D-glucose, glycerol, L-arabi-
nose, ribose, D-xilosa, galactosa, fructosa, mannosa, inositol, mannitol, 
metil α-D-mannopiranosida, metil α-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 β-D-xilopiranosida, sorbosa, dul-
citol, sorbitol, inulina, lactosa, melecitosa, almidón, glucógeno, xilitól, 
D-lixosa, D-fucosa, L-fucosa, D-arabitol, L-arabitol, 2-ketogluconato, 
5-ketogluconato, ácido caprico, ácido adipico , ácido fenilacético, pro-
pionato e glicina non as usa coma fonde de enerxía. A utilización de 
ramnosa varia segundo as cepas. A composición dos ácidos graxos de 
toda a célula son principalmente C15 : 0 iso, C15 : 0 anteiso, C17 : 0 iso e C17 : 0 
anteiso. A cepa tipo é FO-36bT (=ATCC BAA-1126T=NBRC 100820T), 
foi illada do reactor de propulsión da aeronave espacial , Pasadena, CA, 
USA. O contenido en G+C do DNA é 41.0–41.4 mol%.

4.1.5 Descrición 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 
concentración de azucres) (Abril et al., 2019). As celulas son Gram po-
sitivas, bacilares, mobiles por un flaxelo polar (0.6–0.8 μm de ancho e 



141

Resultados e Discusión

1.3–2.5 μm 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 óptimo). Pode crecer en presenza de 7% NaCl. Crece dende 5 
ata 55ºC (a temperatura óptima é 30ºC). É capaz de crecer en medio 
con 30% de glucosa. O nitrato non se reduce a nitrito. A produción de 
acetoina é positiva. Produción de indol, felinalanina deaminasa, ureasa 
amilasa, arginina dehidrolasa e H2S é negativo. Produción de gelatinasa, 
caseinasa, acido e alcalina fosfatasa, esterasa, esterasa lipasa, lipasa, fos-
fohidrolasa e β-galactosidasa, β-glucosidasa e mannosidasa é positiva. A 
produción de leucina, cisteina e valina arilamidasa, tripsina, quimiotrip-
sina, glucuronidasa, N-acetil-glucosaminidasa, α-glucosidasa, e α-fu-
cosidasa é negativo. A asimilación de glucosa, L-arabinosa, mannosa, 
mannitol, N-acetilglucosamina, gluconato, malato e citrate e positiva. 
A asimilación de maltosa, ácido cáprico, ácido adípico e ácido fenila-
cético e negativa. A produción de ácido 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 é positiva. 
A produción de ácido dende glicerol, metil α-D-manopiranosida e me-
til α-D-glucopiranosida é débil. A produción de ácido dende eritritol, 
D-arabinosa, L-xilosa, adonitol, methil a-D-xilosida, L-sorbosa, dulci-
tol, sorbitol, maltosa, lactosa, inulina, melecitosa, raffinosa, almidón, 
glucogeno, xilitol, gentibiosa, turanosa, L-lixosa, D-fucosa, L-fucosa, 
D-arabitol, L-arabitol, gluconato, 2 ketogluconato e 5 ketogluconato é 
negativo. A única quinona detectada foi MK-7 e meso-DAP é detecta-
do no peptidoglucano. O perfil lipídico consiste en difosfatidilglicerol e 
fosfatidilglicerol, dous fosfolipidos non identificados, dous glicolipidos 
non identificados, tres lípidos non identificados e un fosfoglicolípido. Os 
principais ácidos graxos son iso-C15 : 0 e anteiso-C15 : 0 , tamén C17 : 0 iso e 
C17 : 0 anteiso foros identificados en pequenas cantidades. O contido en 
G+C da cepa BC09T é 40.9 mol%. A cepa tipo BC09T (=LMG 30124T=-
CECT 9344T) foi illada de leite condensado contaminado en España.
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4.2 Capítulo II: Caracterización de péptidos biomarcadores 
mediante LC-ESI-MS/MS, para a identificación 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 secuenciación do 
16S rRNA (Böhme et al., 2012; Quintela-Baluja et al., 2014) no la-
boratorio LHICA da facultade de Veterinaria da USC. Tódalas cepas 
proveñen de produtos lácteos excepto S. aureus CNR-ISPA U17 que 
ten orixe clínico.

A dixestión tríptica de 14 cepas de Streptococcus (Táboa 5) e 20 de 
S. aureus (Táboa 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 peptídica por SEQUEST 
(Proteome Discoverer 1.4 package, Thermo Scientific) fronte ós datos 
de Bacteria da base de datos de UniProt/ TrEMBL.

4.2.1 Caracterización dos péptidos para a identificación de 
Streptococcus spp. mediante LC-ESI-MS/MS.

4.2.1.1 Repositorio proteómico de Streptococcus spp. produtoras 
de mastite

Para as cepas de Streptococcus, 2546 péptidos non redundantes co-
rrespondentes a 1890 proteínas foron identificados neste traballo. Tanto 
proteínas do citoplasma como asociadas a membrana e secretadas, fo-
ron extraídas e determinadas mediante o protocolo empregado. Entre 
tódalas proteínas determinadas encontráronse proteínas conservadas en 
bacterias, involucradas nas principais funcións e vías metabólicas como 
por exemplo as proteínas ribosomais 30S e 50S, sistemas de transpor-
te ABC, factor de elongación Tu, DNA girasas e helicasas, proteínas 
implicadas no metabolismo de carbohidratos como glucosa-6 fosfato, 
ademais de proteínas non caracterizadas e moitas outras.
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Por outro lado, proteínas involucradas en funcións determinadas como 
os factores de virulencia e as proteínas de orixe fáxico, en xeral presen-
tan homoloxías restrinxidas a especies e cepas específicas (Calo-Mata 
et al., 2016). Este feito, implica que péptidos de estas proteínas poden 
ser empregados como biomarcadores para a detección e caracterización 
de ditas cepas e especies.

4.2.1.2 Caracterización dos péptidos de factores de virulencia para 
a identificación de Streptococcus spp. produtoras de mastite

Entre o repositorio proteomico das cepas de Streptococcus analiza-
das, encontráronse certos péptidos pertencentes a factores de virulencia. 
Os factores de virulencia identificáronse 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 
publicación científicas (Hynes & Sloan, 2016; Golińsk et al., 2016).

Encontráronse 92 péptidos pertencentes a factores de virulencia como 
toxinas, proteínas implicadas na evasión inmune e colonización de células 
eucariotas como a proteína M típica de Streptococcus e, proteínas de resis-
tencia e produción de antibióticos. Estes péptidos foron analizados empre-
gando a ferramenta BLASTp (Altschul et al., 1990) para determinar a ho-
moloxía coas proteínas da base de datos NCBI. Realizouse unha primeira 
análise coa ferramenta BLASTp incluíndo Streptococcaceae nos paráme-
tros de busca. Para asegurar a exclusividade dos péptidos analizados coas 
especies bacterianas de Streptococcus, realizouse o BLASTp excluíndo a 
familia Streptococcaceae nos parámetros de busca. Dós 92 péptidos perten-
centes a factores de virulencia, 58 son específicos de Streptococcus spp. Na 
Táboa 20 amósanse estes péptidos específicos, os factores de virulencia ós 
que pertencen e as especies de Streptococcus con 100% de homoloxía fron-
te a base de datos de proteínas do NCBI. Os péptidos ordenáronse segundo 
as principais funcións dos factores de virulencia: toxinas, resistencia a an-
tibióticos, resistencia a telurito, evasión inmune e colonización, produción 
de lantibióticos e ABC transportadores asociados a factores de virulencia.
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Para as cepas da especie S. uberis ST1 e ST11 determináronse 6 e 1 pép-
tidos específicos de Streptococcus respectivamente. Para as cepas da es-
pecie S. agalactiae ST3, ST9 e ST14 determináronse 6, 1 e 2 péptidos, 
respectivamente. Para as cepas da especie S. dysgalactiae ST2, ST6 e 
ST7 determináronse 9, 3 e 8 péptidos, respectivamente. Para as cepas 
da especie S .parauberis ST4 e ST5 determináronse 6 e 5 péptidos, para 
cada un deles. Para a cepa ST8 da especie S. uberis determináronse 3 
péptidos. Para a cepa ST10 da especie S. canis determinouse un pép-
tido. Por último para as cepas ST12 e ST13 da especie S. gallolyticus 
determináronse 6 e 1 péptidos, respectivamente. 

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

Táboa 20. Tódolos péptidos específicos de factores de virulencia determinados para as 
cepas de Streptococcus analizadas. Amósanse os 58 péptidos de factores de virulencia, as 
cepas nas que foron determinados e os Streptococcus con 100% de homoloxía fronte a base de 
datos do NCBI.

Cepa Función Proteína Péptido 100% homoloxía 
con NCBI

ST1

Toxinas 

Toxina RelE
LLATISMIQEQ-
GVLIAQRMEW-
VKK

S. suis 

ST2 Antitoxina RelB
VFKENNLNTA-
QALNLFLKN-
VAETGQLNLK

S. gallolyticus

ST1 Antitoxina YefM
NTYLSQKVLRG-
MAK

S. suis 

ST2 Toxina YoeB
LIYMMDGDNVA-
FLSFKDHY

S. mitis
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Cepa Función Proteína Péptido 100% homoloxía 
con NCBI

ST1 Toxinas
Exotoxina piroxénica 
SpeK

NIYAPRYDE-
DEILDNR

S. dysgalactiae 
subsp. 
dysgalactiae

S. dysgalactiae

ST3

Resistencia 
a antibió-
ticos

Proteína da familia 
MarR 

MDYQRIND-
YLTSIFNNVL-
VIEEMSLRGSR

Streptococcus 
spp.

ST14
Proteína da familia 
MarR

FNRFILAFEQLKK S. oralis

ST2 Proteina MurM
QSLQRYLSEFR-
GFLDK

S. equi

ST3
Peptidasa da familia 
M56

FSHGQTAHE-
TIVNAKDGKLVK

S. sanguinis

ST8
Beta- lactamasa tipo 
serina hidrolasa

LVPDQPIQITG-
FYVNEEEVPI-
FKLKNGQFVIA-
DK

S. sanguinis

ST13
Beta- lactamasa tipo 
serina hidrolasa

FSITDVLVNS-
KKELVFQIDDK

S. Suis

ST4
Resistencia 
a telurito

Proteina TelA
DSLQEFYFDS-
KSIEQKMDG-
MAAAVVK

S. iniae

ST1

Evasión 
inmune e 
coloniza-
ción

N-acetylmuramo-
yl-L-alanine amidasa

MKKVILASTVAL-
SILGFTQATVQA-
QENNAESVR

S.mitis

ST3 CLpX ATPasas
EENDVDLQKS-
NILMIGPTGSGK-
TFLAQTLAR

S. vestibularis 

ST5 CLpX ATPasas
SIIEETMLDVM-
FEVPSQENVKLI-
RITK

S. pneumoniae 

ST5 CLp ATPasas WIGDAQKRTK

S. agalactiae

S. canis

S. equi

S. castoreus

S. dysgalactiae 

Táboa 20. (Continuación)
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Cepa Función Proteína Péptido 100% homoloxía 
con NCBI

ST12

Evasión 
inmune e 
coloniza-
ción

CLp ATPasas
RTIQDHIE-
DAITDYYLEHPK

S. cristatus

S. gordonii

ST12 CLp ATPasas
ENLLQIVEL-
MLADVNKRLSS-
NNIHLDVTDK

S. pneumoniae

S. mitis

ST14 CLpC ATPasas
EDVVKLIGN-
RATR

S. sinensis

S. anginosus

ST14 CLpX ATPasas
NNPVLVGDAGV-
GKTVLALGLAQR

S. suis

S. pneumoniae

ST5 Sialidasa A
VPTLQLANGK-
TARFMTQYDTK

S. pneumoniae

S. oralis

ST7 Sialidasa A
EDVETNTSN-
GQRVDLSSEL-
DKLK

S. pneumoniae

ST12
Proteina de unión a 
colina (Cbp)

TGWVKDKG-
TWYYLDK

S. pneumoniae

ST14
Proteina de unión a 
colina (Cbp)

EGSTWYYLKGS-
GAMATGWA-
TANGQWSYFEK

S. mitis

ST4
PspA/Glucosiltrans-
ferasa

TEQVLLTEAVQ-
QVQR

S. gordonii 

S. cristatus 

ST4 PspA
DLDAA-
DKALEAA-
QAELKAR

S.mitis

ST4 Ig A1 proteasa
GTESEAAKPA-
PKEAGTTAG-
NEVK

S. pneumoniae

ST11 Ig A1 proteasa NNDKYYAIYNLK S. pneumoniae

ST12 C5a peptidasa
YPDKSPAEI-
SELVKALIM-
STAKPHINK

S. anginosus

ST8 Proteina M 
SVAVAVAVL-
GAAFANQTEVK

S. pyogenes

ST9 Proteina M 
AEAVSRSN-
SEQNNLEKR

S. pyogenes

Táboa 20. (Continuación)
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Cepa Función Proteína Péptido 100% homoloxía 
con NCBI

ST9

Evasión 
inmune e 
coloniza-
ción

Proteina M 
IVAVALTVVGAG-
FANQTEVK

S. pyogenes

ST9 Proteina M 
YVEKSYHLLSD-
FIDQISSTYNF-
KIDNK

S. cristatus 

ST10 Proteina Mga KVLLTFFLDKR
 S. 
pseudoporcinus 

ST5 O-acetylasa OafA
IVPPLVMMILLII-
PFTFLVR

S. henryi

ST6
Peptidoglica-
no-N-acetilglucosa-
mina deacetilasa

DAELYQTYFAQK S. oralis

ST14
Superoxido dismu-
tasa

FGSGWAWL-
VVNKDGKLE-
VTSTANQDTPL-
SEGK

S. infantarius

S. equinus

ST14

Produción 
de lantibio-
ticos

Proteina LanM 
RAATKFMINTD-
CPSK

S. pneumoniae

ST14

ATP-proteina de 
unión al ABC trans-
portador de Lantibio-
tico

STIMKIIFGLE-
NADSGAIVFNG-
GKNAGK

S. mitis

ST14
MFS transportador de 
Lantibioticos

DLWCNMIIAAK S. dysgalactiae

ST2

ABC Trans-
portadores

ABC transportador 
de Zinc

AVIARMFASDP-
NIFVLDEPTTGM-
DAGSK

Streptococcus 
spp.

ST5
ABC transportador 
de Zinc

TIYKNFMEIG-
TAILMSTGLAIS-
LIVMSKGK

S. cristatus

Streptococcus sp. 
HMSC062B01

S. gordonii

S. sanguinis

ST1
ABC transportador de 
Cobre

NNLTLYEN-
QYSLPIAFASQ-
SIYNNVK

S. mitis

Táboa 20. (Continuación)
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Cepa Función Proteína Péptido 100% homoloxía 
con NCBI

ST2

ABC Trans-
portadores

ABC transportador de 
Cobre

SMPDAIYLFT-
LLKVACMGLTS-
FYSLR

S. Infantarius

S. equinus

S. lutetiensis

Streptococcus sp. 
KCJ4932

ST4
ABC transportador de 
Metal

DGADYISVMQD-
NLKALEK

S. varani

ST2
ABC transportador de 
Aminoácidos

IVLPQAFRIALP-
NLTTALLNLMR

Streptococcus sp. 
AS14

S. sanguinis

S. cristatus

S. sp. CCH8-C6

ST2
ABC transportador de 
Aminoácidos

TGVPLLTPSGTQ-
DDLTVDAK

S. sp. 449_SSPC

S. salivarius

ST3
ABC transportador de 
Aminoácidos

MVDGKNQVV-
GADIGMAQAIA-
DELGVK

S. oralis

ST12
ABC transportador de 
Aminoácidos

NLLLAPVKVQKR

Streptococcus 
sp. 45

S. equinus

S. lutetiensis

S. infantarius

S. sp. KCJ4932 

ST2
ABC transportador de 
Glutamina

DASLAPMFVA-
GAIYLIMIGLVT-
LISKQVEK

Streptococcus sp. 
DD13

ST2
ABC transportador de 
Glutamina

KDEVIKEAEN-
LLER

S. sanguinis

ST3
ABC transportador de 
Glycina/betaina

YDLQVLEDDK-
QLFPPYQGAPL-
MKEDLLK

S. oralis

S. mitis

ST4
ABC transportador de 
Glycina/betaina

QEITLAY-
VEWDSEVASTN-
VLAEVLKTK

S. infantarius

Táboa 20. (Continuación)
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Cepa Función Proteína Péptido 100% homoloxía 
con NCBI

ST8

ABC Trans-
portadores

ABC transportador de 
Glycina/betaina

AKLRTIVAAFA-
VMVLGLGAS-
YAPSMIPSK

S. infantis

ST3
ABC transportador de 
Oligopeptidos

KNVQMIFQDP-
QASLNAR

S. infantarius

S. lutetiensis

ST12
ABC transportador de 
Bacteriocina

VNKGEFIAIM-
GESGSGK

S. phocae

ST1
BceAB, ABC transpor-
tador de Bacitracina

TVLGFGCFVVQL-
VVIILVAYANGY-
VMK

Streptococcus sp. 
HSISM1

S. parasanguinis

ST14
BceAB, ABC transpor-
tador de Bacitracina 

QNIIALIQENGI-
KKSVLAK

S. sp. SK643
S. 
pseudopneumoniae

Táboa 20. (Continuación)

4.2.1.2.1 Péptidos de toxinas determinados para Streptococcus spp.

Entre o repositorio proteómico das cepas de Streptococcus estuda-
das produtoras de mastite, determináronse 5 péptidos específicos para 
Streptococcus spp. dunha exotoxina piroxénica e de toxinas e antitoxi-
nas dos operóns RelBE e yefM-yoeB (Táboa 20).

•	 Determinouse un péptido pertencente a toxina RelE na cepa ST1 
e un péptido da antitoxina RelB para a cepa ST2. O operón RelBE 
codifica para unha antitoxina e unha toxina, a cal é autoregulada. En 
condicións de privación de nutrientes a antitoxina RelB que actúa 
como un represor transcripcional diminúe os seus niveis, e a toxina 
RelE é 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 súa toxina (YoeB) foi determinado para 
ST2. YefM é a antitoxina do sistema toxina-antitoxina tipo II codifi-
cado polo operón yefM-yoeB. Estudouse como este operón esta im-
plicado na toxicidade de especies como E. coli e Streptococcus spp., 
e na formación de biofilm en S. pneumoniae (Nieto et al., 2007).

•	 Determinouse tamén un péptido da exotoxina piroxénica SpeK. As 
exotoxinas piroxénicas de Streptococcus spp. son superantíxenos que 
contribúen na invasión tisular e na liberación de sustancias proinfla-
matorias como as citoquinas tras a infección (Commons et al., 2008).

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

Entre o repositorio proteómico das cepas de Streptococcus estuda-
das produtoras de mastite, determináronse 6 péptidos específicos para 
Streptococcus spp. de proteínas implicadas na resistencia a antibióticos e 
un péptido dunha proteína implicada na resistencia a telurito (Táboa 20).

•	 Identificáronse 2 péptidos da proteína MarR para as cepas ST3 e 
S14, ambas da especie S. dysgalactiae. Estes péptidos descríbense 
por primeira vez para dita especie neste estudo. As proteínas da fa-
milia MarR actúan na regulación de proteínas que participan na re-
sistencia de múltiples antibióticos (Grove, 2013).

•	 Determináronse tamén 2 péptidos de β-lactamasas tipo serina para as 
cepas ST8 e ST13, implicados na resistencia a antibioticos β-lactá-
micos (Zapun et al., 2008).

•	 Outro péptido foi determinado para a proteína MurM e a peptidasa 
da familia M56, ambas implicadas na resistencia a antibióticos. A 
proteína MurM encargase das modificacións 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 transdución das beta-lactamasas. Esta familia inclúe proteínas 
como BlaR1 encontrados en S. aureus e B. licheniformis e, MecR1 
de S. aureus, todos eles implicados na resistencia a antibióticos be-
ta-lactámicos (López-Pelegrín et al., 2013).

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

4.2.1.2.3 Péptidos determinados de proteínas implicadas na eva-
sión inmune e colonización

Entre o repositorio proteómico das cepas de Streptococcus estuda-
das produtoras de mastite, determináronse 24 péptidos específicos para 
Streptococcus spp. de proteínas implicadas na evasión inmune e na co-
lonización durante a infección bacteriana (Táboa 20).

•	 Un péptido da proteína N-acetylmuramoil-L-alanina amidasa foi 
identificado neste estudo para a cepa ST1. Esta proteína é unha au-
tolisina considerada un factor de virulencia implicada na adherencia 
das bacterias ás células eucariotas (Carrera et al., 2017).

•	 Determináronse 7 péptidos pertencentes a CLp ATPasas das cales 
3 son de tipo CLpX e unha de tipo CLpC. As proteasas Clp están 
formadas por ClpATPasas unidas a peptidasas as cales involúcranse 
na degradación de proteínas que modulan a expresión de factores 
de virulencia. Estudouse como a proteína ClpX regula actividade 
proteolítica de determinadas enzimas e a formación de biofilms en 
S. mutans. Por outro lado ClpC está implicada na autolisis e na vi-
rulencia de S. pneumoniae (Kajfasz et al., 2009; Kwon et al., 2004).

•	 As sialidasas ou neuraminidasas de bacterias son enzimas hidrolíti-
cas que eliminan as modificacións de carbohidratos do ácido siálico 
en glicoproteínas, glucolípidos, gangliosidos e polisacáridos promo-
vendo a colonización por exposición da superficie das células hospe-
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dadoras ás proteínas de adherencia (Manco et al., 2006; Xiao et al., 
2019). Determináronse 2 péptidos pertencentes á Sialidasa A para as 
cepas ST5 e ST7.

•	 Tamén determináronse péptidos de varias proteínas de unión a colina 
(Cbp). Estas proteínas presentan un modulo con función biolóxica e 
outro modulo de unión á residuos de colina da parede celular. Esta fa-
milia de proteínas presenta funcións de factor de virulencia e encon-
trase en pneumococci e bacterias relativas a el, e tamén encontráron-
se en fagos asociados. Un dos péptidos determinados pertencentes 
a Cbp (EGSTWYYLKGSGAMATGWATANGQWSYFEK) (Táboa 
20) presenta unha secuencia dunha N-acetylmuramoyl-L-alanina 
amidasa. Estudouse como as proteinas LytA e LytB que son Cbp 
presentan no seu módulo da función biolóxica unha N-acetylmura-
moyl-L-alanine amidasa involucrada na liberación inflamatoria de 
ácido teicoico e péptidoglicano da parede celular e na separación 
das células fillas na colonización, respectivamente (Galán-Bartual et 
al., 2015). Identificáronse 2 péptidos pertencentes á proteína PspA 
para as cepas ST4, unha Cbp involucrada na unión a lactoferrina 
e inhibidora do complemento de inactivación (Galán-Bartual et al., 
2015). Certas secuencias da PspA son homologas a glucosiltransfe-
rasas como ocorre co péptido TEQVLLTEAVQQVQR.

•	 Determináronse 2 péptidos para as cepas ST4 e ST11 da péptidasa 
IgA1, unha proteína da familia das M26, unha metalopeptidasa que 
únese as IgA de mamíferos (Eckhard et al., 2017).

•	 Determinouse tamén un péptido da peptidasa C5a para a cepa ST12. 
Esta proteína é unha peptidasa unida á sortasa A da parede celular e 
encargase de inactivar o factor de complemento C5a responsable da 
estimulación dos leucocitos que migran ó lugar da infección (Hynes 
& Sloan, 2016).
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•	 Identificáronse 4 péptidos da proteína M característica da parede de 
streptococci para as cepas ST8 (un péptido) e ST9 (3 péptidos). A 
proteína M cando é liberada ó torrente sanguíneo actúa na coagula-
ción durante o proceso de infección 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 proteína Mga 
para a cepa ST10. Mga é unha proteina de unión que activa a expre-
sión de factores de virulencia implicados na evasión inmune e a colo-
nización como a proteína M e a peptidasa C5a (Ribardo et al., 2004).

•	 Determináronse péptidos das enzimas O-acetyltransferase (OatA) 
e Peptidoglycan-N-acetylglucosamine deacetylase para ST5 e ST6, 
respectivamente. Estas enzimas manteñen o peptidoglicano das bac-
terias desacetilado para impedir o seu recoñecemento polas lisozi-
mas das células eucariotas que infectan. Estas proteínas encóntranse 
en bacterias como S. pneumoniae e E. faecalis (Benachour et al., 
2012; Vollmer & Tomasz, 2002).

•	 Tras a infección, os macrófagos e neutrófilos atacan as células exó-
xenas con superoxidos tóxicos para elas. A superóxido dimutasa 
producida por as bacterias, é unha metaloenzima que descompón as 
moléculas de superoxido favorecendo a invasión dos microorganis-
mos patóxenos por evasión 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-
ción de lantibióticos.

Entre o repositorio proteómico das cepas de Streptococcus estu-
dadas produtoras de mastite, determináronse 3 péptidos específicos 
para Streptococcus spp. de proteínas implicadas na produción de lan-
tibioticos (Táboa 20).
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A produción de antibióticos como os lantibióticos en S. pneumoniae foi 
previamente estudada (Cotter et al., 2009). Determináronse péptidos 
con similitude a proteínas implicadas na síntese e transporte de lanti-
bioticos para a cepa ST14 como é a proteína de síntese de lantibiotico 
LanM (Cotter et al., 2009) implicada na modificación post-traducciónal 
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 patóxenas empregan estratexias de privatización de 
nutrientes e liberación de sustancias implicadas no estrés e evasión in-
mune das células hospetadoras. Estudouse como determinados trans-
portadores ABC están implicados nestes procesos de virulencia das 
bacterias xogando un rol importante na propagación dos patóxenos du-
rante a infección (Price et al., 2008; Tanaka et al., 2018).

Entre o repositorio proteómico das cepas de Streptococcus estuda-
das produtoras de mastite, determináronse 18 péptidos específicos para 
Streptococcus spp. de transportadores ABC asociados a factores de vi-
rulencia (Táboa 20) para tódalas cepas excepto ST6, ST7,e ST9. Estre 
estes, encóntranse péptidos de transportadores ABC de metais como 
zinc e cobre, e transportadores ABC de aminoácidos como a glutamina. 
Tamén determináronse péptidos de transportadores ABC implicados 
no transporte de bacteriocinas e na resistencia a antibióticos como a 
bacitracina. Ademais, como xa nomeamos no apartado anterior tamén 
determinouse un péptido de ABC transportador de lantibiótico.

No repositorio proteómico das especies de Streptococcus produtoras 
de mastite analizadas neste estudo, determináronse 58 péptidos espe-
cíficos de Streptococcus de factores de virulencia (Táboa 20). Estes 
péptidos pertencen a proteínas involucradas na evasión inmune e na 
colonización como ClpX, Sialidasa A, PspA e a proteína M específica 
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de Streptococcus. Determináronse tamén péptidos de proteínas impli-
cadas na resistencia a antibióticos (MarR, MurM) e telurito (TelA), 
toxinas (RelE e YoeB) e antitoxinas (RelB e YefM), e proteínas da pro-
dución de lantibioticos como a proteína LamN. Os péptidos de factores 
de virulencia poder ser útiles como biomarcadores para a detección de 
bacterias patóxenas nunha mostra. Un exemplo, é o caso do péptido 
DLWCNMIIAAK xa que é moi especifico da especie S. dysgalactiae. 

4.2.1.3 Caracterización dos péptidos de orixe fáxico para a identi-
ficación 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 
BLASTp (Altschul et al., 1990) para determinar a homoloxía coas pro-
teínas da base de datos NCBI. Realizouse unha primeira análise coa 
ferramenta BLASTp incluíndo Streptococcaceae nos parámetros de 
busca. Para asegurar a exclusividade dos péptidos analizados coas es-
pecies bacterianas de Streptococcus e cos seus bacteriofagos, realizouse 
o BLASTp (Altschul et al., 1990) excluíndo a familia Streptococcaceae 
nos parámetros de busca. Dós 69 péptidos identificados como péptidos 
de fagos, 65 son específicos de Streptococcus e/ou dos seus bacterio-
fagos segundo a busca fronte a base de datos do NCBI. Na Táboa 21 
amosase a lista dos 65 péptidos e as especies de Streptococcus e bac-
teriofagos con 100% de homoloxía fronte a base de datos de proteínas 
do NCBI.

Como pode verse na Táboa 21, certos péptidos asignados a proteí-
nas de bacteriofagos non presentan homoloxía con ningún péptido de 
bacteriofago na base de datos do NCBI. Un exemplo disto é 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 homoloxía 



156

Resultados e Discusión

fronte ningunha bacteria na base de datos do NCBI (so bacteriófagos de 
Streptococcus). Ademais, 64 dos 65 péptidos de orixe fáxico estudados, 
descríbense por primeira vez para as especies analizadas neste traballo 
(Táboa 21). Isto implica que so un péptido foi previamente descrito 
para as especies analizadas. Dito péptido MATNLGQAYVQIMPSAK, 
é moi específico 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, están presentes nun mesmo fago.

Táboa 21. Tódolos péptidos de orixe fáxico determinados para as cepas de Streptococcus 
analizadas. Amósanse os 65 péptidos de fagos, as cepas nas que foron determinados e, as 
bacterias e fagos con 100% de homoloxía fronte a base de datos do NCBI. PrCI, Phage-related 
chromosomal island protein; TMP, tape measure protein.

Cepa Proteína Péptido
Bacterias con 

100% 
homoloxía

Fagos con 100% 
homoloxía

ST1
Proteína 
Gp58

MSSAESAITQNA-
TEISK

S. suis Streptococcus 
fago phi30c

ST1
Proteína 
RecT 

NSSSGNLLSQCT-
DESVYISLLDMVAQ-
GLSPAKK

S. agalactiae Streptococcus 
fago LYGO9

ST1 TMP
LNSTFRLQESQLGS-
NASESEK

S. pyogenes Streptococcus 
fago phi1207.3S. gordonii

ST1
Proteína da 
cáptide

WSGDNYSGRI-
WDNTGELAR

S. anginosus

S. intermedius

ST1
Proteína da 
cáptide

LSMAENGFTMFDII-
PEPKACDICK

S. pyogenes

S. dysgalactiae

ST1
Proteína da 
cola

SNDLGLLLERERSIK

S.pyogenes

S. equi subsp. equi

S. dysgalactiae

ST1

Proteína de 
fago non 
caracteri-
zada

RELVDKEDTQGLAI-
DAQFLYDCK

S. suis
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Cepa Proteína Péptido
Bacterias con 

100% 
homoloxía

Fagos con 100% 
homoloxía

ST1
Proteína da 
cola

RSVMELSYTLYL-
VKPSEEQLLSFLKL-
FLK

S. suis Streptococcus 
fago phi-m46.1

ST1
Endopepti-
dasa / EbhB

ITTGIISAARIGAEAI-
TADKLK

S. suis

Streptococcus 
fago phi-SsUD.1
Streptococcus 
fago phi-m46.1
Streptococcus 
fago 
phiSC070807

ST1

Proteína 
estrutural 
minoritaria 
GP20 

LIDAELTKAGVR-
DAEIFGK

S. mitis

ST1

Proteína de 
fago non 
caracteri-
zada

VKEKIAAIVNDEE-
LLAK

Streptococcus 
fago P4761
Streptococcus 
fago 73
Streptococcus 
fago TP-J34
Streptococcus 
fago P7952

ST1

Proteína de 
fago non 
caracteri-
zada

MEKLIESLDNLI-
MIVK

S. pneumoniae Streptococcus 
fago IPP19

ST2

Proteína de 
fago non 
caracteri-
zada

TLITMTEQIKNLT-
DDVK

S. pyogenes

Streptococcus 
fago 315.2
Streptococcus 
fago 315.6
Streptococcus 
fago 315.1

ST2
Proteína da 
cola

LAFSGAGNAVD-
VLKNVFSLAWMGI-
QDVVKVAK

S. suis

ST2
Proteína da 
cápside

AMDGMYEHINA-
FNYKAEDVIGV-
GKTK

S. suis Streptococcus 
fago phiNJ2

ST2
Proteína 
estrutural 
minoritaria

ISGITLSDTNVVAG-
NLISSSEHFVQML-
SNIK

Streptococcus 
fago P7954
Streptococcus 
fago TP-J34

Táboa 21. (Continuación)
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Cepa Proteína Péptido
Bacterias con 

100% 
homoloxía

Fagos con 100% 
homoloxía

ST2
Proteina de 
replicacíon 
fáxica

TFKGINTNNINTNI-
SINNK

S. canis

ST2 PrCI
TWLDDAVSVDEA-
MALPENK

S. pneumoniae

ST2 PblA 
MATNLGQAYV-
QIMPSAK

S. agalactiae

ST3
Proteína 
conector 
cabeza-cola

TEGGIEVVY-
GENGLSTGLLQRIR-
MHR

S. pneumoniae Streptococcus 
fago IPP69

ST3
Proteína 
maioritaria 
da cola

MLANGITLSYGES-
KETYTKLVGLK

S. pneumoniae

Streptococcus 
fago 
phiARI0831b
Streptococcus 
fago phiARI0004 
Streptococcus 
fago phiARI0746 
Streptococcus 
fago IPP8

ST3
Chaperona 
de ensam-
blaxe 

LDDEAYDKLLDLD-
NERTQEIAEK

S. salivarius Streptococcus 
virus 7201

ST3
Integrasa 
de fago

TKPVTVYNDNK
S. parauberis

S. agalactiae

ST3
Proteína da 
cápside

DDIKGSVELMLS-
VWGVQKK

S. pyogenes

ST3
Represor 
Cro/CI

QASNLSQKDFFE-
KIVK

S. suis

ST3
HicB antito-
xina

NEDFEMVYDSS-
KSFISMVMVD-
VAKYLGSQEPVK

S. suis

ST4
GDSL-like 
lipasa de 
fago

LSDKPKSYTEILNNI-
INSQK

S. pneumoniae

Streptococcus 
fago IPP24
Streptococcus 
fago IPP26

ST4 DUF1372 
DVVDGHYYVE-
VKPYGKFLVTK

S. suis

Táboa 21. (Continuación)
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Cepa Proteína Péptido
Bacterias con 

100% 
homoloxía

Fagos con 100% 
homoloxía

ST4
Proteína da 
cola

FQLALLNTTTTFA-
QYQCSAYIDFEGQR

S. thermophilus

Streptococcus 
fago vB_SthS_
VA460 
Streptococcus 
fago P7953 
Streptococcus 
fago P7952 
Streptococcus 
fago P7954 
Streptococcus 
fago P7951 
Streptococcus 
virus phiAbc2 
Streptococcus 
fago P7955 
Streptococcus 
fago TP-J34
Streptococcus 
fago P4761

ST4

Proteína de 
fago non 
caracteri-
zada

DNVLIETVKMQ-
GEQAMQLVK

Streptococcus 
fago 20617 
Streptococcus 
fago P7152 
Streptococcus 
fago P7134 
Streptococcus 
virus 9871 
Streptococcus 
fago P0091

ST5
Represor 
Cro/CI 

KERNLTQEEMADK S. suis
Streptococcus 
fago 
phiLP081102

ST5 e 
ST7

PblB DNFAISIKRNR

S. mitis
Streptococcus 
fago SpSL1

S. pseudopneumoniae

S. pneumoniae

ST5

Proteína de 
fago non 
caracteri-
zada

TTTELTTITHTVGDI-
QKEMVRMNDR

S. pneumoniae Streptococcus 
fago IPP16
Streptococcus 
fago K13 
Streptococcus 
fago 34117

Mycobacterium 
tuberculosis

Táboa 21. (Continuación)
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Cepa Proteína Péptido
Bacterias con 

100% 
homoloxía

Fagos con 100% 
homoloxía

ST6

Proteína de 
fago non 
caracteri-
zada

TEQLPFANTNLK S. pyogenes

ST7 
Proteina 
principal da 
cápside

KMVEVGE-
LEENPELGK

S. suis

S. plurextorum

ST7 DnaD 
IEEVKEEKISTSS-
QNSQNIK

S. henryi

ST7 TMP
VEIVQEKSNEVME-
KAIDAMGR

S. lutetiensis

S. equinus

ST7
Integrasa 
de fago

TLAKGEDNKLIFQ-
TPK

S. mitis

S. pseudopneumoniae

S. infantis

S. oralis

S. parasanguinis

ST8 Gp10 
MAIKWQGMEKLVA-
TISNAHPK

S. suis

ST8

Gp348 
proteína 
principal da 
cápside

QLGTKLSYITGASG-
QSVALK

Streptococcus 
fago Sfi11

ST8
Integrasa 
de fago

QLFSELGSNSPRIV-
FSTPTK

S. parauberis

ST8

Proteína de 
fago non 
caracteri-
zada

NKGENQKMALSTR S. suis
Streptococcus 
fago 
phiZJ20091101-2

Táboa 21. (Continuación)
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Cepa Proteína Péptido
Bacterias con 

100% 
homoloxía

Fagos con 100% 
homoloxía

ST8

Proteína de 
fago non 
caracteri-
zada

YPNSFTAYIMDVK-
GCK

S. thermophilus,

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 
P0095
Streptococcus fago 
P0093
Streptococcus fago 
P0091
Streptococcus fago 
P0092
Streptococcus virus 
9874 
Streptococcus virus 
DT1
Streptococcus virus 
7201
Streptococcus virus 
phiAbc2.

ST9 Proteína pi2 
MDDLFDSHSIFFDK-
VETYISTEK

S. oralis

Táboa 21. (Continuación)



162

Resultados e Discusión

A maioría dos fagos de Streptococcus cun 100% de homoloxía fronte 
ós péptidos analizados, pertencen a familia Siphoviridae; sobre todo ós 
xéneros Sfi21 e Sfi11. En menor medida, fagos da familia Podoviridae 
e fagos sen clasificar, determináronse cun 100% de homoloxía fronte a 
péptidos identificados (Táboa 22).

Táboa 22. Liñaxe, autores e números de acceso dos xenomas no NCBI dos fagos determi-
nados con 100% de homoloxía fronte ós péptidos identificados.

Bacteriofago Liñaxe Nº de 
acceso Autores

Streptococcus fago 
phiAbc2

dsDNA virus; 
Caudovirales; 
Siphoviridae; 
Sfi21dt1virus

NC_013645.1
Guglielmotti et 
al., 2005

Streptococcus fago315.1

dsDNA virus; 
Caudovirales; 
Podoviridae; 
non clasificado 
Podoviridae

NC_004584.1  Beres et al., 2002

Streptococcus fago 
34117

bacteriofago non 
clasificado

FR671407.1
Croucher et al., 
2011

Streptococcus fago73

dsDNA virus; 
Caudovirales; 
Siphoviridae; 
non clasificado 
Siphoviridae

 KT717083.1
Achigar et al. 
2017

Streptococcus 
fagoD5842

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

MH000602.1 Hynes, et al., 2018

Streptococcus fago 
IPP26

bacteriofago non 
clasificado

KY065467.1
Brueggemann et 
al., 2017

Streptococcus fago IPP8 bacteriofago non 
clasificado

KY065450.1
Brueggemann et 
al., 2017

Streptococcus fago K13 bacteriofago non 
clasificado

NC_024357.1
Croucher et al., 
2014
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Bacteriofago Liñaxe Nº de 
acceso Autores

Streptococcus fago 
P0091

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

 KY705251.1
McDonnell et al., 
2017

Streptococcus fago 
P0092

dsDNA virus; 
Caudovirales; 
Siphoviridae

KY705252.1
McDonnell et al., 
2017

Streptococcus fago 
P0093

dsDNA virus; 
Caudovirales; 
Siphoviridae

KY705253.1
McDonnell et al., 
2017

Streptococcus fago 
P0095

dsDNA virus; 
Caudovirales; 
Siphoviridae

KY705255.1
McDonnell et al., 
2017

Streptococcus fago 
P4761

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

KY705258.1
McDonnell et al., 
2017

Streptococcus fago 
P5651

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

KY705260.1
McDonnell et al., 
2017

Streptococcus fago 
P5652

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

KY705261.1
McDonnell et al., 
2017

Streptococcus fago 
P7134

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

KY705264.1
McDonnell et al., 
2017

Táboa 22. (Continuación)
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Bacteriofago Liñaxe Nº de 
acceso Autores

Streptococcus fago 
P7151

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

KY705265.1
McDonnell et al., 
2017

Streptococcus fago 
P7152

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

KY705266.1
McDonnell et al., 
2017

Streptococcus fago 
P7154

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

KY705267.1
McDonnell et al., 
2017

Streptococcus fago 
P7951

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

KY705277.1
McDonnell et al., 
2017

Streptococcus fago 
P7952

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

KY705278.1
McDonnell et al., 
2017

Streptococcus fago 
P7953

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

KY705279.1
McDonnell et al., 
2017

Streptococcus fago 
P7954

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

KY705280.1
McDonnell et al., 
2017

Táboa 22. (Continuación)
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Bacteriofago Liñaxe Nº de 
acceso Autores

Streptococcus fago 
P7955

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

KY705281.1
McDonnell et al., 
2017

Streptococcus fago 
P8921

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

KY705282.1
McDonnell et al., 
2017

Streptococcus fago 
P8922

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

KY705283.1
McDonnell et al., 
2017

Streptococcus fago 
P9851

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

KY705284.1
McDonnell et al., 
2017

Streptococcus fago 
P9852

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

KY705285.1
McDonnell et al., 
2017

Streptococcus fago 
P9902

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

KY705289.1
McDonnell et al., 
2017

Streptococcus fago 
phi7917

dsDNA virus; 
Caudovirales; 
Podoviridae; 
non clasificado 
Podoviridae

KC348601.1 Tang et al., 2012

Streptococcus fago 
phiARI0004

bacteriofago non 
clasificado

NC_031920.1
Croucher et al., 
2016

Táboa 22. (Continuación)
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Bacteriofago Liñaxe Nº de 
acceso Autores

Streptococcus fago 
phiARI0746

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_031069.1
McDonnell et al., 
2016

Streptococcus fago 9874

dsDNA virus; 
Caudovirales; 
Siphoviridae; 
non clasificado 
Siphoviridae

NC_031023.1
McDonnell et al., 
2016

Streptococcus virus DT1

dsDNA virus; 
Caudovirales; 
Siphoviridae; 
Sfi21dt1virus

AF085222.2
Tremblay e Moi-
neau, 1999

Táboa 22. (Continuación)
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Bacteriofago Liñaxe Nº de 
acceso Autores

Streptococcus fago 
20617

bacteriofago non 
clasificado

 NC_023503.1 Arioli et al., 2018

Streptococcus fago 
315.2

dsDNA virus; 
Caudovirales; 
Podoviridae; 
non clasificado 
Podoviridae

NC_004585.1 Beres et al., 2002

Streptococcus fago 
315.6

dsDNA virus; 
Caudovirales; 
Podoviridae; 
non clasificado 
Podoviridae

NC_004589.1 Beres et al., 2002

Streptococcus fago 
D1811

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

MH000604.1 Hynes et al., 2018 

Streptococcus fago 
IPP16

bacteriofago non 
clasificado

KY065457.1
Brueggemann et 
al., 2017

Streptococcus fago 
IPP19

dsDNA virus; 
Caudovirales; 
non clasificado 
Caudovirales

Y065460.1
Brueggemann et 
al., 2017

Streptococcus fago 
IPP24

bacteriofago non 
clasificado

KY065465.1
Brueggemann et 
al., 2017

Streptococcus fago 
IPP62

bacteriofago non 
clasificado

KY065498.1
Brueggemann et 
al., 2017

Streptococcus fago 
IPP69

bacteriofago non 
clasificado

KY065505.1
Brueggemann et 
al., 2017

Streptococcus fago 
LYGO9

dsDNA virus; 
Caudovirales; 
Siphoviridae; 
non clasificado 
Siphoviridae

JX409894.1 Bai et al. 2016

Táboa 22. (Continuación)
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Bacteriofago Liñaxe Nº de 
acceso Autores

Streptococcus fago P9

dsDNA virus; 
Caudovirales; 
Siphoviridae; 
non clasificado 
Siphoviridae

NC_009819.1
 Tiwari e Timoney, 
2006

Streptococcus fago 
phi1207.3

dsDNA virus; 
Caudovirales; 
non clasificado 
Caudovirales

AY657002.1
Iannelli et al., 
2014

Streptococcus fago 
phi20c

bacteriofago non 
clasificado

KC348598.1 Tang et al., 2013

Streptococcus fago 
phi30c

dsDNA virus; 
Caudovirales; 
Podoviridae; 
non clasificado 
Podoviridae

KC348599.1 Tang et al., 2013

Streptococcus fago 
phi5218

dsDNA virus; 
Caudovirales; 
Podoviridae; 
non clasificado 
Podoviridae

KC348600.1 Tang et al., 2014

Streptococcus fago 
phiARI0131-1

bacteriofago non 
clasificado

NC_031901.1
Croucher et al., 
2016

Streptococcus fago 
phiARI0831b

bacteriofago non 
clasificado

KT337369.1
Croucher et al., 
2016

Streptococcus fago 
phiLP081102

dsDNA virus, 
;Caudovirales; 
Podoviridae; 
non clasificado 
Podoviridae

KX077890.1 Huang et al., 2016

Streptococcus fago 
phiNJ2

dsDNA virus; 
Caudovirales; 
Siphoviridae; 
non clasificado 
Siphoviridae

NC_019418.1 Tang et al., 2013

Táboa 22. (Continuación)
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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 ningún péptido de 
fagos. Para as cepas ST1 e ST8 determináronse 13 péptidos e 5 péptidos 
de fagos, respectivamente. Mediante a ferramenta BLASTp, 12 fagos di-
ferentes foron asignados por homoloxía ós péptidos da cepa ST1 e 25 ós 
péptidos da cepa ST8 (Táboa 21). Encontrouse homoloxía cun mesmo 
fago P4761, para diferentes péptidos das dúas cepas ST1 e ST8.

Táboa 22. (Continuación)

Bacteriofago Liñaxe Nº de 
acceso Autores

Streptococcus fago phi-
SsUD.1

dsDNA virus, 
Caudovirales; 
non clasificado 
Caudovirales

FN997652.1
Palmieri et al., 
2011

Streptococcus fago 
SpSL1

dsDNA virus; 
Caudovirales; 
Siphoviridae; 
non clasificado 
Siphoviridae

NC_027396.1
Furi,L et al.,
(non publicado)

Streptococcus fago 
vB_SthS_VA460

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

MG708275.1 Duarte et al., 2018

Streptococcus virus 
Sfi11

dsDNA virus; 
Caudovirales; 
Siphoviridae; 
Sfi11virus

NC_002214.1
Lucchini et al., 
1999

Streptococcus fago 
phiZJ20091101-2

bacteriofago non 
clasificado

KX077893.1 Huang et al., 2016
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A maioría dos péptidos determinados para ST1 pertencen a proteínas 
estruturais de fagos como proteínas da cápside e da cola, a proteína es-
trutural minoritaria da familia GP20, a proteína Gp58 e a proteína TMP 
(tape measure protein). A proteína Gp58 foi descrita en bacteriófagos 
virulentos coma o fago Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis LL-H 
(Mikkonen & Alatossava, 1994). A proteína TMP determina a lonxitude 
da cola e facilita a entrada do DNA na célula durante a infección. Al-
gunhas proteínas TMP portan dominios similares a lisozimas e peptida-
sas (Mahony et al., 2016; Rodriguez-Rubio et al., 2012). Un péptido da 
proteína RecT foi identificado para a cepa ST1. Esta proteína está im-
plicada na reparación do DNA promovendo a hibridación das hebras do 
DNA no momento da súa recombinación. Estudouse a presenza destas 
proteínas en bacterias e o seu orixe en bacteriofagos (Iyer et al., 2002; 
Menouni et al., 2015). Tamén foi determinado un péptido da proteína 
EbhB para a cepa ST1. EbhB é una adhesina con múltiples dominios 
considerada a proteína que codifica a secuencia máis longa de S. aureus 
implicada na aglutinación, produción de biofilm, evasión da fagocitosis 
e unión a matriz extracelular que infecta (Walker et al., 2013). Por úl-
timo, identificouse un péptido pertencente a unha endopeptidasa para a 
mesma cepa.

Entre os 5 péptidos de fagos determinados para a cepa ST8, encón-
trase un péptido dunha proteína da familia Gp10 que son compoñentes 
da cola encontrados en Caudovirales; unha integrasa, dous péptidos de 
proteínas non caracterizadas e un péptido da proteína Gp348. Un dos 
péptidos identificados para ST8 foi asignado a unha proteína non ca-
racterizada e presenta 100% homoloxía con péptidos presentes tamén 
en 23 fagos diferentes da base de datos do NCBI. A proteína Gp348 é 
a proteína principal da cápside E (GpE), implicada no mantemento da 
forma condensada do DNA na cápside (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 ST5 determináronse 4 péptidos e 3 péptidos de fagos, 
respectivamente. Mediante a ferramenta BLASTp (Altschul et al., 
1990), 16 fagos diferentes foron asignados por homoloxía ós péptidos 
da cepa ST4 e 5 ós péptidos da cepa ST5 (Táboa 21).

Entre os péptidos de fagos identificados para ST4 encontráronse 
péptidos da proteína da cola, dunha proteína GDSL-like, dunha pro-
teína non caracterizada e, un péptido do dominio DUF1372 de función 
descoñecida. Existe unha gran cantidade de secuencias de proteínas non 
caracterizadas nas bases de datos e máis do 20% de tódolos dominios 
proteicos son anotados como dominios de función descoñecida (DUFs) 
(Bateman et al., 2010; Goodacre et al., 2014). O dominio DUF1372 son 
secuencias de bacteriofagos de Streptococcus e proteínas relacionadas 
con especies de Streptococcus. A proteína da familia GDSL-like lipasa/
acilhidrolasa, son enzimas hidrolíticas con múltiples funciones (Akoh 
et al., 2004).

Os péptidos determinados para a cepa ST5 pertencen a unha proteí-
na de superficie PblB, unha proteína non caracterizada e o represor tipo 
Cro/CI. As proteínas de superficie PblB e PblA, son codificadas en fa-
gos de Streptococcus e son incorporadas ás súas partículas involucrán-
dose no ensamblaxe da cola. Isto suxire que estas proteínas en bacterias 
proveñen no seu orixe de bacteriofagos. Estudouse que S. mitis codi-
fica estas proteínas aumentando a súa habilidade de unión a plaquetas 
(Bensing et al., 2001; Mitchell et al., 2007). PblA encontrouse tamén en 
Streptococcus oralis, S. pyogenes e S. pneumoniae.

O represor Cro/CI do que encontrouse tamén un péptido tras a 
análise da cepa ST5, localizase no modulo de lisoxenia do fago, igual 
que as integrasas e as demais proteínas de regulación. Se o represor CI 
predomina o fago permanecerá en estado lisoxénico. No caso contra-
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rio, onde predomina a expresión de Cro, o fago tornará á fase lítica. 
A proteína XRE (elemento de resposta xenobiótica) é unha proteína 
reguladora moi estendida en bacterias cunha estrutura e lugar de unión 
ó DNA moi parecido a proteína Cro do fago lambda. Encontramos que 
os péptidos asinados ó represor Cro/CI de fagos neste estudo, ó ser ana-
lizados pola ferramenta BLASTp (Altschul et al., 1990) fronte a base 
de datos do NCBI, tamén presentan homoloxía 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 determináronse 7 péptidos e 2 péptidos 
de fagos, respectivamente. Para a cepa ST14 identificáronse 5 péptidos, 
e só para un deles obtívose homoloxía 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-
loxía, respectivamente (Táboa 21).

Dos péptidos determinados para ST3, 4 pertencen a proteínas es-
truturais de fagos como son, a proteína principal da cola, unha proteína 
da cápside, 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 proteína fáxica da familia das antitoxinas HicB foi deter-
minado para esta cepa. Esta proteína provén do loci toxina-antitoxina 
que codifica para unha toxina e unha antitoxina que únese ó DNA e au-
to-regula ó operón. Este operón presenta unha filoxénia moi complexa e 
encóntranse en plásmidos, xenomas bacterianos e fagos debido a HGT 
(Jørgensen et al., 2009) (Táboa 21).
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Os péptidos determinados para a cepa ST9 pertencen a unha proteína 
non caracterizada e unha proteína pi2 dun profago. Para a cepa ST14 
os péptidos determinados pertencen a unha proteína da familia das in-
tegrasas, a un represor tipo Cro/ CI, a un TMP e unha proteína non 
caracterizada (Táboa 21).

4.2.1.3.4 Péptidos de fagos determinados para Streptococcus 
agalactiae.

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

Algúns dos péptidos determinados para ST2 pertencen a proteínas 
estruturais como proteínas da cola, da envoltura e a proteína minoritaria 
estrutural (Táboa 21). O péptido MATNLGQAYVQIMPSAK determi-
nado para a cepa ST2, pertencente á proteína de superficie PblA e é un 
péptido moi especifico de S. agalactiae. Isto non ocorre para as demais 
secuencias peptídicas estudadas, as cales están presentes en proteínas 
de diferentes especies de Streptococcus (Táboa 21). Péptidos de pro-
teínas fáxicas como a proteína de replicación de fagos, a PrCI (phage 
related-chromosomal island protein) e unha proteína non caracterizada, 
tamén foron determinados para ST2. As proteínas PrCIs presentan un 
conxunto de función específicas de fagos implicadas no seu ciclo de 
reprodución e portan xenes de resistencia a antibióticos e a outros fa-
gos, proteínas indutoras de produción de biofilm e máis. Diversos PrCIs 
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 proteína 
principal da cápside, unha TMP, unha integrasa de fagos, unha DnaD 
con dominio asociado a fago (DnaD and phage-associated domain-con-
taining protein) e unha proteína de superficie PbB (Táboa 21). A DnaD 
está involucrada na replicación do DNA e pode unirse ó DNA e formar 
largos complexos de nucleoproteínas. Encontráronse motivos similares 
en proteínas de función descoñecida de fagos e bacterias (Carneiro et 
al., 2006; Huang et al., 2016). O mesmo péptido da proteína de superfi-
cie PblB determinado para a cepa ST7, determinouse para ST5, sendo a 
primeira vez que un péptido de esta proteína é identificado nas especies 
S. agalactiae e S. parauberis.

4.2.1.3.5 Péptidos de fagos determinados para Streptococcus canis

A cepa ST10 pertence á especie S. canis, para esta cepa determi-
náronse 5 péptidos de orixe fáxico. As proteínas ás que pertencen estes 
péptidos foron o represor tipo Cro/CI, unha integrasa, unha proteína 
non caracterizada de fagos e unha proteína principal da cola de fagos. 
Encontrouse que dous dos péptidos determinados para ST10 presentan 
homoloxía con 3 fagos descritos na base de datos do NCBI (Táboa 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 determináronse 4 péptidos de fagos e, no caso da cepa 
ST13, 6 péptidos foron identificados. Na análise de ST12, encontrouse 
que os péptidos determinados presentan homoloxía con 2 fagos descri-
tos do NCBI, do mesmo xeito que para ST13 (Táboa 21).

Os péptidos identificados para a cepa ST12 pertencen a unha endopep-
tidasa de fagos, unha proteína non caracterizada do fago phiARI0131-1 e 
unha proteína da familia PBSX de fagos. Tamén determinouse unha se-
cuencia peptídica dunha citosina metil transferasa (Táboa 21). Esta pro-
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teína é unha DNA metiltransferasa de tipo II C5-metilcitosina (clase III), 
asociada a una endonucleasa de restrición, involucrada na protección da 
bacteria fronte a invasión de DNA exóxeno. Foron encontradas tanto en 
bacterias como en xenomas de bacteriófagos nos que confírelle a habili-
dade de protección fronte Reasas (cognate restriction endonuclease) das 
bacterias que infectan (Murphy et al., 2013). No caso das proteínas da 
familia PBSX en fagos están involucrados na entrada do DNA no interior 
da cápside durante o seu empaquetado (Gual et al., 2000).

Entre os péptidos de fagos determinados para ST13 encóntranse 
péptidos do conector cabeza-cola, un péptido dunha TMP, un péptido 
dunha endopeptidasa de fagos, dous péptidos de proteínas non caracteri-
zadas e un péptido dunha proteína da familia PBSX de fagos (Táboa 21).

4.2.1.3.7 Estudo filoxenómico dos fagos de Streptococcus  
determinados.

Para levar a cabo o estudo filoxenómico dos fagos de Streptococcus 
que presentan 100% de similitude (Táboa 22) fronte os péptidos de-
terminados, tomáronse as súas secuencias xenómicas da base de da-
tos GenBank e construíuse a árbore filoxenómica mediante o progra-
ma bioinformático VICTOR (Virus Classification and Tree Building 
Online Resource) (Meier-Kolthoff & Göker, 2017) (Figura 35).

Xenomas de bacteriofagos ben coñecidos 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-
trución da árbore filoxenómica con fines comparativos.
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Figura 35. Arbore filoxenómica dos fagos de Streptococcus determinados con 100% homo-
loxía fronte os péptidos identificados e os fagos Lambda (NC_001416.1), T4 (NC_000866.4) 
e T7 (NC_001604.1). A árbore filoxenética construíuse mediante o servicio web VICTOR o 
cal basease no calculo das distancias interxenómicas coa ferramenta GBDP (Genome BLAST 
Distance Phylogeny). Para a construción das ramificacións calculouse o pseudo-bootstrap in-
cluíndo 100 replicas. Os códigos de acceso ó GenBank dos xenomas dos fagos determinados 
amósanse na Táboa 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 o momento, a primeira árbore filoxenó-
mica construida dos fagos implicados na infección de Streptococcus 
spp. produtoras de mastite, ou polo menos dunha parte deles. A análi-
se da árbore permitiunos establecer 5 Clusters ben definidos. As dúas 
ramas principais separan o Cluster A, B e C do E. Os Clusters A e B 
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localízanse na mesma rama secundaría e, o mesmo ocorre cos Clusters 
C e D. O Cluster A está formado por virus da familia Siphoviridae de 
Streptococcus, a maioría clasificados como virus do xénero Sfi21 dt1. 
O Cluster B está formado por fagos de Streptococcus non clasificados 
e dous fagos da familia Siphoviridae. Cluster C está formado por fagos 
de Streptococcus non clasificados. O Cluster D, o cal está moi próximo 
ó Cluster C, está formado polo fago lambda, T4, T7 e polo bacteriófago 
de Streptococcus phi1207.3 non clasificado, illado orixinariamente de 
S. pyogenes (Iannelli et al., 2014). Finalmente, o Cluster E fórmao virus 
de Streptococcus da familia Podoviridae e fagos de Streptococcus non 
clasificados.

Tras a análise da árbore filoxenómica, observouse como os mesmos 
péptidos encóntranse en distintos fagos moi próximos na árbore. Na 
Táboa 23 amósanse os potenciais péptidos biomarcadores encontrados 
en bacteriofagos do mesmo Cluster na árbore filoxenómica.

Ademais, estudouse a relación 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 relació-
nanse con determinadas ramas dos Clusters. Por exemplo, cepas de 
S. thermophilus comparten secuencias peptídicas especificamente con 
fagos do Cluster A, e a especie S. pneumoniae comparte secuencias 
peptídicas especificamente con fagos do Cluster B. Por outro lado, 
S. suis comparte secuencias peptídicas 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 peptídicas 
con fagos de tódolos Clusters. Estes resultados xunto coa arbore filoxe-
nómica (Figura 35), amosan que a relación filoxenómica entre fagos vai 
asociado coas bacterias que infectan e/ ou viceversa.
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Táboa 23. Potenciais péptidos biomarcadores de Streptococcus de orixe faxico e a rel-
ación de estes péptidos cos Clusters xerados na árbore filoxenómica.

Proteína Péptido Bacteriofagos Cluster

Proteína 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 P0095

Streptococcus fago P0093

Streptococcus fago P0091

Streptococcus fago P0092

Streptococcus fago 9874

Streptococcus fago phiAbc2.

Cluster A

Proteína de 
fago non 
caracteri-
zada

VKEKIAAIVNDEELLAK

Streptococcus fago P4761

Streptococcus fago 73

Streptococcus fago TP-J34

Streptococcus fago P7952

Cluster A

Proteína 
estructural 
minoritaria

ISGITLSDTNVVAGN-
LISSSEHFVQMLSNIK

Streptococcus fago P7954

Streptococcus fago TP-J34
Cluster A
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Proteína Péptido Bacteriofagos Cluster

Proteína da 
cola

FQLALLNTTTTFAQY-
QCSAYIDFEGQR

Streptococcus fago vB_SthS_
VA460

Streptococcus fago P7953

Streptococcus fago P7952

Streptococcus fago P7954

Streptococcus fago P7951

Streptococcus virus phiAbc2

Streptococcus fago P7955

Streptococcus fago TP-J34

Streptococcus fago P4761

Cluster A

Proteína de 
fago non 
caracteri-
zada

DNVLIETVKMQ-
GEQAMQLVK

Streptococcus fago 20617

Streptococcus fago P7152

Streptococcus fago P7134

Streptococcus virus 9871

Streptococcus fago P0091 

Cluster A

Proteína de 
fago non 
caracteri-
zada

TTTELTTITHTVGDI-
QKEMVRMNDR

Streptococcus fago IPP16

Streptococcus fago K13 

Streptococcus fago 34117

Cluster B

Proteína 
principal da 
cola

MLANGITLSYGESKE-
TYTKLVGLK

Streptococcus fago phiARI0831b

Streptococcus fago phiARI0004

Streptococcus fago phiARI0746

Streptococcus fago IPP8

ClusterB

Proteína 
de fago 
GDSL-like 

LSDKPKSYTEILNNI-
INSQK

Streptococcus fago IPP24 

Streptococcus fago IPP26
Cluster B

Endopepti-
dasa/EbhB

ITTGIISAARIGAEAITA-
DKLK

Streptococcus fago phi-SsUD.1 

Streptococcus fago phi-m46.1 

Streptococcus fago phiSC070807

Cluster D

Proteína 
Gp58-like 

HAQGDVGWNINSV-
TQRIVPANINAESEI-
WSK

Streptococcus fago phi20c 

Streptococcus fago phi7917
Cluster E

Proteína de 
fago non 
caracteri-
zada

TLITMTEQIKNLTDDVK

Streptococcus fago 315.2

Streptococcus fago 315.6

Streptococcus fago 315.1

Cluster E

Táboa 23. (Continuación)
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4.2.1.3.8 Estudo filoxenético do xene holin dos fagos de 
Streptococcus determinados

Co obxectivo de comparar a árbore filoxenomica cunha árbore fi-
loxenetica, seleccionouse o xene holin para a construción de dita árbo-
re. A proteína holina é esencial para a lise das células do hospedador 
bacteriano e constitúe unha das proteínas máis diversas no xenoma dos 
fagos. A holina foi empregada tamén en estudos previos na análise fi-
loxenética de diversos fagos (Wang et al., 2000; Goerke et al., 2009). 
Para a comparación do xene holin xerouse a árbore filoxenética coas 
secuencias dos fagos determinados da base de datos GenBank con 
100% de homoloxía fronte os péptidos identificados e, do fago T7 (NC 
001604.1) e o fago lambda (NC 001416.1). As secuencias da proteína 
tomáronse das holinas anotadas no xenoma dos fagos e os números de 
acceso dos fagos determinados encóntranse na Táboa 22. Construíuse a 
árbore mediante o programa MEGA 7 (Kumar et al., 2016) baseándose 
nos modelos de análises Maximum-Likelihood (ML) (Rogers & Swo-
fford, 1998) (Figura 36).

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

No repositorio proteómico das especies de Streptococcus produtoras de 
mastite analizadas neste estudo, determináronse 65 péptidos específicos 
de Streptococcus de orixe fáxico, pertencentes a proteínas como RecT, o 
represor Cro/CI, a proteína de superficie PblB e PblA, a antitoxina HicB, 
a DnaD e os PrCIs. Os péptidos de fagos poder ser útiles como biomar-
cadores para a detección de bacterias patóxenas e/ou dos seus fagos 
indistintamente nunha mostra. Un bo exemplo, é o péptido MATNLG-
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QAYVQIMPSAK da proteina PblA, xa que é moi especifico da especie 
S. agalactiae. Por outro lado, o estudo e análise da arbore filoxenómica 
(Figura 35) e dos péptidos determinados, amosa que a relación filoxenó-
mica entre fagos vai asociado coas bacterias que infectan e/ ou viceversa. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 36. Árbore filoxenética das 
secuencias do xene holin dos bacte-
riofagos determinados, baseada no 
modelo Maximum-Likelihood (ML) 
(Rogers & Swofford, 1998) co pará-
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 substitucións por 100 nt. 
Os códigos de acceso ó GenBank dos 
xenomas dos fagos determinados coas 
proteínas anotadas amósanse na Táboa 
22. Os fagos dos diferentes Clusters 
definidos para a árbore filoxenómica 
(Figura 35) represéntanse polas cores 
das súas 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 árbore.
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4.2.2 Caracterización dos péptidos para a identificación de 
Staphylococcus aureus mediante LC-ESI-MS/MS.

4.2.2.1 Repositorio proteómico de S. aureus produtoras de mastite

Tras a análise mediante LC-ESI-MS/MS das cepas de S. aureus, 
1135 péptidos non redundantes correspondentes a 644 proteínas foron 
identificados por Carrera et al. (2017). Carrera et al. (2017) tamén rea-
lizou análises bioinformáticas para o estudo dos péptidos das 20 cepas 
de S. aureus analizadas e a selección de potenciais péptidos biomarca-
dores específicos de especie centrándose especialmente nos factores de 
virulencia.

4.2.2.2 Caracterización dos péptidos de orixe fáxico para a identi-
ficación 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 homoloxía coas proteínas da base de 
datos NCBI. Realizouse unha primeira análise coa ferramenta BLASTp 
incluíndo e excluíndo Staphylococcus nos parámetros de busca. Para 
determinar a especificidade dos péptidos analizados con S. aureus e cos 
seus bacteriofagos, realizouse o BLASTp excluíndo S. aureus nos pará-
metros de busca. Dos 12 péptidos de fagos identificados, 5 son específi-
cos de S. aureus e tódolos péptidos determinados presentan homoloxía 
con bacteriofagos de Staphylococcus fronte a base de datos do NCBI. 
Na Táboa 24 amosase a lista dos 12 péptidos e, as especies bacterianas 
e bacteriofagos con 100% de homoloxía fronte a base de datos de pro-
teínas do NCBI.

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

Táboa 24. Tódolos péptidos de orixe fáxico determinados para as cepas de S. aureus 
analizadas. Amósanse os 12 péptidos de fagos, as cepas nas que foron determinados e as 
bacterias e fagos con 100% de homoloxía fronte a base de datos de proteínas do NCBI.

Cepa Proteína Péptido
Bacterias con 

100% 
homoloxía

Fagos con 100% 
homoloxía

S9
Proteína 
principal da 
cápside

IYDRNSDTLD-
GLPVVNLK

S. aureus

S. argenteus

Staphylococcus virus 
85
Staphylococcus fago 
SP5
Staphylococcus virus 
phiETA2
Staphylococcus fago 
phiNM
Staphylococcus virus 
SAP26

S4

Proteína de 
fago non 
caracteri-
zada

IRLPYYDVK S. aureus Staphylococcus fago 
StauST398-2

S4

Proteína de 
fago non 
caracteri-
zada

AVAELLKEINR

S. argenteus

S. simiae

S. aureus

Staphylococcus virus 
71
Staphylococcus virus 
55
Staphylococcus virus 
88



184

Resultados e Discusión

Cepa Proteína Péptido
Bacterias con 

100% 
homoloxía

Fagos con 100% 
homoloxía

S4
Proteína 
principal da 
cápside

LLHALPTG-
NDSGGDK-
LLPK

S. aureus

S. xylosus

S. muscae

S. haemolyticus

S. argenteus

Streptococcus 
pneumoniae

Staphylococcus fago 
phiSa2wa_st72
Staphylococcus fago 
phiSa2wa_st121mssa
Staphylococcus fago 
vB_SauS_phi2
Staphylococcus fago 
StauST398-2
Staphylococcus fago 
LH1 
Staphylococcus fago 
phiSa2wa_st30
Staphylococcus virus 
phi12
Staphylococcus virus 
3a
Staphylococcus virus 
phiSLT
Staphylococcus fago 
tp310-2.

S7
Proteína 
principal da 
cola

LYVGVFNPEA-
TK

S. aureus

Staphylococcus fago 
SH-St 15644
Staphylococcus virus 
phi12
Staphylococcus fago 
vB_SauS_phi2
Staphylococcus virus 
3a
Staphylococcus virus 
phiSLT
Staphylococcus fago 
P240

Táboa 24. (Continuación)
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Táboa 24. (Continuación)

Cepa Proteína Péptido
Bacterias con 

100% 
homoloxía

Fagos con 100% 
homoloxía

S8
Proteína 
principal da 
cola

AYINITGLGFAK

S. aureus

S. argenteus

Pararheinheimera 
mesophila

Staphylococcus fago 
phiNM3
Staphylococcus 
fago StauST398-4 
Staphylococcus fago 
phiN315
Staphylococcus fago 
phi7247PVL
Staphylococcus fago 
phiSa2wa_st22
Staphylococcus virus 
77
Staphylococcus fago 
P954

S11 e 
S20

Represor 
tipo Cro/CI 

ELAEAIGVSQP-
TVSNWIQQTK

S. aureus

S. argenteus

S. sciuri

Staphylococcus virus 
IPLA35 
Staphylococcus fago 
SMSAP5
Staphylococcus fago 
vB_SauS_phi2

S11 e 
S20

Represor 
tipo Cro/CI 

IQQLADYFN-
VPK

S. aureus

S. sciuri

S. pseudintermedius

S. devriesei

S. warneri

S. capitis

S. argenteus

Staphylococcus fago 
SMSAP
Staphylococcus fago 
vB_SauS_phi2
Staphylococcus virus 
IPLA35

S12
Comple-
mento 
inhibidor

IYNEIDEALKS-
K.Y

S. aureus

Staphylococcus fago 
13
Staphylococcus fago 
phiNM3
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Determináronse 30 fagos de Staphylococcus cun 100% de homo-
loxía fronte ós péptidos analizados, pertencentes todos eles á familia 
Siphoviridae. Dos 30 bacteriofagos, 8 pertencen o xénero Phietavirus, 
6 a Biseptimavirus, 14 ó xénero Triavirus e os demais non foron clasi-
ficados dentro de xénero. Na Táboa 25 expóñese a liñaxe de cada fago 
determinado e o número de acceso no NCBI.

Cepa Proteína Péptido
Bacterias con 

100% 
homoloxía

Fagos con 100% 
homoloxía

S20
Proteína 
principal da 
cápside

VSYTLDDDD-
FITDVETAK

S. aureus,

S. haemolyticus

S. saprophyticus

S. warneri

S. argenteus

Streptococcus 
pneumoniae

S. sciuri

Staphylococcus fago 
phiSa2wa_st72
Staphylococcus fago 
tp310-2
Staphylococcus fago 
phiSa2wa_st121mssa
Staphylococcus fago 
vB_SauS_phi2
Staphylococcus fago 
StauST398-2
Staphylococcus virus 
3a
Staphylococcus fago 
LH1
Staphylococcus fago 
phiSa2wa_st30
Staphylococcus virus 
phi12
Staphylococcus virus 
phiSLT

S20 DUF2479
SIINGKLDS-
QWTVPNEHK

S. aureus

Staphylococcus fago 
DW2
Staphylococcus virus 
IPLA88

S8

Proteína de 
fago non 
caracteri-
zada

MNDSNQGL-
QANPQYTI-
HYLSQEITR

S. aureus Staphylococcus fago 
phiN315

Táboa 24. (Continuación)
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Táboa 25. Liñaxe, autores e números de acceso dos xenomas no NCBI dos fagos determi-
nados con 100% de homoloxía. Nº, número.

Nome Liñaxe Nº Acceso Autores

Staphylococcus 
virus 85

dsDNA virus; Caudovirales; 
Siphoviridae; Phietavirus NC_007050.1 Kwan et al., 2005. 

Staphylococcus 
fago phiSa2wa_
st72

dsDNA virus; Caudovirales; 
Siphoviridae; Triavirus; non 
clasificado Triavirus

MG029513.1
O'Brien et al. 
(non publicado)

Staphylococcus 
fago phiNM3

dsDNA virus; Caudovirales; 
Siphoviridae; Biseptimavirus; 
non clasificado 
Biseptimavirus

NC_008617.1 Bae et al., 2006.

Staphylococcus 
fago SH-St 
15644

dsDNA virus; Caudovirales; 
Siphoviridae; Triavirus; non 
clasificado Triavirus

MG770897.1
Ji, et al. (non 
publicado)

Staphylococcus 
fago phiN315,

dsDNA virus; Caudovirales; 
Siphoviridae; non clasificado 
Siphoviridae

NC_004740.1
Kuroda et al., 
2001. 

Staphylococcus 
fago DW2

dsDNA virus; Caudovirales; 
Siphoviridae; Phietavirus; non 
clasificado Phietalikevirus

NC_024391.1 Keary et al., 2014. 

Staphylococcus 
fago 
StauST398-2

dsDNA virus; Caudovirales; 
Siphoviridae; Triavirus; non 
clasificado Triavirus

NC_021323.1

Van Der 
Mee-Marquet et 
al. (non publi-
cado)

Staphylococcus 
virus 71

dsDNA virus; Caudovirales; 
Siphoviridae; Phietavirus NC_007059.1

Kwan et al. 
(2005). 

Staphylococcus 
virus IPLA35

dsDNA virus; Caudovirales; 
Siphoviridae; Triavirus NC_011612.1

García et al. 
(2009).

Staphylococcus 
fago SMSAP5

dsDNA virus; Caudovirales; 
Siphoviridae; Triavirus; non 
clasificado Triavirus

NC_019513.1
Lee, et al. (non 
publicado)

Staphylococcus 
virus phiETA2

dsDNA virus; Caudovirales; 
Siphoviridae; Phietavirus NC_008798.1

 Sawada, et al. 
(non publicado)

Staphylococcus 
fago phiSa2wa_
st121mssa

dsDNA virus; Caudovirales; 
Siphoviridae; Triavirus; non 
clasificado Triavirus

MG029518.1
O'Brien, et al. 
(non publicado)

Staphylococcus 
fago vB_SauS_
phi2

dsDNA virus; Caudovirales; 
Siphoviridae; Triavirus; non 
clasificado Triavirus

NC_028862.1
El Haddad et al. 
(non publicado)
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Nome Liñaxe Nº Acceso Autores

Staphylococcus 
virus 88

dsDNA virus; Caudovirales; 
Siphoviridae; Phietavirus NC_007063.1 Kwan et al., 2005. 

Staphylococcus 
fago SP5

dsDNA virus; Caudovirales; 
Siphoviridae; Phietavirus; non 
clasificado Phietalikevirus

JX274646.1 Yoon et al., 2013.

Staphylococcus 
fago tp310-2

dsDNA virus; Caudovirales; 
Siphoviridae; Triavirus; non 
clasificado Triavirus

NC_009762.3
Reichholf, et al. 
(non publicado)

Staphylococcus 
fago 
StauST398-4

dsDNA virus; Caudovirales; 
Siphoviridae; Biseptimavirus; 
non clasificado 
Biseptimavirus

NC_023499.1
Van Der 
Mee-Marquet et 
al., 2013. 

 Staphylococcus 
virus phi12

dsDNA virus; Caudovirales; 
Siphoviridae; Triavirus NC_004616.1

Iandolo et al., 
2002. 

Staphylococcus 
virus IPLA88

dsDNA virus; Caudovirales; 
Siphoviridae; Phietavirus NC_011614.1

García et al., 
2009.

Staphylococcus 
virus 55

dsDNA virus; Caudovirales; 
Siphoviridae; Phietavirus NC_007060.1 Kwan et al., 2005. 

Staphylococcus 
fago phiNM

dsDNA virus; Caudovirales; 
Siphoviridae; non clasificado 
Siphoviridae

Staphylococcus 
fago 
phi7247PVL

dsDNA virus; Caudovirales; 
Siphoviridae; Biseptimavirus; 
non clasificado 
Biseptimavirus

AP011956.1
Zhang et al., 
2011.

Staphylococcus 
virus 3a

dsDNA virus; Caudovirales; 
Siphoviridae; Triavirus NC_007053.1 Kwan et al.,2005. 

Staphylococcus 
virus SAP26.

dsDNA virus; Caudovirales; 
Siphoviridae; Phietavirus NC_014460.1

 Rahman, et al. 
(non publicado)

Staphylococcus 
fago LH1

dsDNA virus; Caudovirales; 
Siphoviridae; Triavirus; non 
clasificado Triavirus

JX174275.1
El Haddad et al., 
2013. 

Staphylococcus 
fago phiSa2wa_
st22

dsDNA virus; Caudovirales; 
Siphoviridae; Biseptimavirus; 
non clasificado 
Biseptimavirus

MG029510.1
O'Brien, et al. 
(non publicado)

Staphylococcus 
virus 77

dsDNA virus; Caudovirales; 
Siphoviridae; Biseptimavirus NC_005356.1 Liu et al., 2004.

Táboa 25. (Continuación)
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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 proteínas estruturais dos fagos como a proteína principal da cápside 
e da cola. Determináronse tamén 2 péptidos pertencentes ó regulador tipo 
Cro/CI de fagos, 3 péptidos de proteínas non caracterizadas de fagos, un 
péptido dun dominio de función descoñecida (DUF2479) que encontrase 
en fagos e bacterias; e un péptido do complemento inhibidor de fagos. O 
complemento inhibidor de Staphylococcus está involucrado na evasión 
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.

Nome Liñaxe Nº Acceso Autores

Staphylococcus 
fago P240.

sDNA virus, ;Caudovirales; 
Siphoviridae; Triavirus; non 
clasificado Triavirus

KY056620.1
Kraushaar et al., 
2017. 

Staphylococcus 
virus phiSLT

dsDNA virus; Caudovirales; 
Siphoviridae; Triavirus NC_002661.2

Narita et al., 
2001. 

Staphylococcus 
fago phiSa2wa_
st30

dsDNA virus; Caudovirales; 
Siphoviridae; Triavirus; non 
clasificado Triavirus

MG029511.1
O'Brien, et al. 
(non publicado)

Staphylococcus 
fago P954

dsDNA virus; Caudovirales; 
Siphoviridae; Biseptimavirus; 
non clasificado 
Biseptimavirus

NC_013195.1
Young e Sum-
mers (non publi-
cado)

Táboa 25. (Continuación)
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4.2.2.2.2 Estudo filoxenómico dos fagos de S. aureus determinados

Para levar a cabo o estudo filoxenómico, tomáronse as secuencias 
xenómicas da base de datos GenBank dos fagos de S. aureus que pre-
sentan 100% de similitude (Táboa 25) fronte ós péptidos determinados, 
e construíuse a árbore filoxenómica mediante o programa bioinformáti-
co VICTOR (Virus Classification and Tree Building Online Resource) 
(Meier-Kolthoff & Göker, 2017) (Figura 37).

Xenomas de bacteriofagos ben coñecidos 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-
trución da árbore filoxenómica con fines comparativos.

A figura 37 representa a árbore filoxenómica dos fagos implicados na 
infección de S. aureus produtoras de mastite, ou dunha parte deles. A análi-
se da árbore permitiunos establecer 3 Clusters ben definidos que dividen a 
árbore en 3 xéneros de fagos. As dúas ramas principais separan o Cluster A 
e B do Cluster C. Os Clusters A e B localízanse na mesma rama secundaría 
e, están formados por fagos de Staphylococccus dos xéneros Triavirus e 
Biseptamivirus a excepción dun fago non caracterizado, respectivamente. 
O Cluster C está composto de virus de Staphylococcus do xénero Phieta-
virus. Finalmente o Cluster D está formado polos fagos de enterobacterias, 
o fago Lambda, T7 e T4.
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Tras a análise da árbore filoxenómica, observouse como os mesmos pép-
tidos encóntranse en distintos fagos moi próximos na árbore filoxenómi-
ca, como ocorre para os fagos de Streptococcus estudados previamente. 
Na Táboa 26 amósanse os potenciais péptidos biomarcadores encontra-
dos en bacteriofagos do mesmo Cluster na árbore filoxenómica.

Táboa 26. Potenciais péptidos biomarcadores de S. aureus de orixe fáxico e a relación de 
estes péptidos cos Clusters xerados na árbore filoxenómica.

Proteína Péptido Fagos Cluster

Proteína 
principal da 
cápside

VSYTLDDDDFITDVE-
TAK

Staphylococcus fago phiSa2wa_
st72

Staphylococcus fago tp310-2

Staphylococcus fago phiSa2wa_
st121mssa

Staphylococcus fago vB_SauS_
phi2

Staphylococcus fago StauST398-2 

Staphylococcus virus 3a

Staphylococcus fago LH1

Staphylococcus fago phiSa2wa_
st30

Staphylococcus virus phi12

Staphylococcus virus phiSLT

Cluster A
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Proteína Péptido Fagos Cluster

Proteína 
principal da 
cápside

LLHALPTGNDSGGDK-
LLPK

Staphylococcus fago phiSa2wa_
st72 

Staphylococcus fago phiSa2wa_
st121mssa

Staphylococcus fago vB_SauS_
phi2

Staphylococcus fago StauST398-2

Staphylococcus fago LH1

Staphylococcus fago phiSa2wa_
st30

Staphylococcus virus phi12

Staphylococcus virus 3a

Staphylococcus virus phiSLT

Staphylococcus fago tp310-2

Cluster A

Proteína 
principal da 
cola

LYVGVFNPEATK

Staphylococcus fago SH-St 15644

Staphylococcus virus phi12

Staphylococcus fago vB_SauS_
phi2

Staphylococcus virus 3a

Staphylococcus virus phiSLT

Staphylococcus fago P240.

Cluster A

Represor 
tipo Cro/CI 

ELAEAIGVSQPTVS-
NWIQQTK 

Staphylococcus virus IPLA35

Staphylococcus fago SMSAP5

Staphylococcus fago vB_SauS_
phi2

Cluster A

Represor 
tipo Cro/CI

 IQQLADYFNVPK 

Staphylococcus virus IPLA35, 
Staphylococcus fago SMSAP5, 
Staphylococcus fago vB_SauS_
phi2

Cluster A

Táboa 26. (Continuación)
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Proteína Péptido Fagos Cluster

Proteína 
principal da 
cola

AYINITGLGFAK

Staphylococcus fago phiNM3

Staphylococcus fago StauST398-4

Staphylococcus fago phiN315

Staphylococcus fago phi7247PVL

Staphylococcus fago phiSa2wa_
st22

Staphylococcus virus 77

Staphylococcus fago P954

Cluster B

Proteína 
principal da 
cápside

IYDRNSDTLDGLP-
VVNLK

Staphylococcus virus 85

Staphylococcus fago SP5

Staphylococcus virus phiETA2

Staphylococcus fago phiNM

Staphylococcus virus SAP26

Cluster C.1

Proteína de 
fago non 
caracteri-
zada

AVAELLKEINR

Staphylococcus virus 71

Staphylococcus virus 55

Staphylococcus virus 88

Cluster C.2

Táboa 26. (Continuación)

Coma no caso de Streptococcus, tamén, estudouse a relación 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 relaciónanse con determinadas ramas dos 
Clusters. Aínda que tódolos fagos comparten secuencias peptídicas con 
S. aureus, a maioría tamén comparte péptidos con outras especies de 
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Staphylococcus fronte a base de datos de proteínas do NCBI. Por exem-
plo, Staphylococcus argenteus comparte secuencias peptídicas con fa-
gos de tódolos Clusters. Sen embargo, Staphylococcus simiae só com-
parte secuencias peptídicas 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 os 
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 publicacións que establecen que o xene da 
enterotoxina A está 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 filoxenómica (Figura 37), amosan que a relación fi-
loxenómica 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 árbore filoxenomica cunha árbore fi-
loxenetica, seleccionouse o xene holin para a construción de dita árbore 
de igual modo que para o estudo dos fagos de Streptococcus. Para a 
comparación do xene holin xerouse a árbore filoxenética coas secuen-
cias dos fagos determinados da base de datos GenBank con 100% de 
homoloxía fronte os péptidos identificados e, do fago T7 (NC 001604.1) 
e o fago Lambda (NC 001416.1) con fines comparativos. As secuencias 
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tomáronse da proteína holina, anotadas no xenoma dos fagos e os có-
digos de acceso encóntranse na Táboa 25. Neste caso 20 fagos dos 30 
fagos determinados presentan a proteína holina anotada no seu xeno-
ma. Construíuse a árbore mediante o programa MEGA 7 (Kumar et al., 
2016) baseándose nos modelos de análises Maximum-Likelihood (ML) 
(Figura 38).

Na árbore filoxenética pode apreciarse como estas especies non for-
man os mesmos Clusters que os da arbore filoxenómica (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.

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 parámetro 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-
cións por 100 nt. Os fagos dos diferentes Clusters definidos para a arbore filoxenomica (figura 
37) represéntanse polas cores das súas ramas: azul claro, Cluster A; laranxa, Cluster B; verde 
claro, Cluster C; vermello, Cluster D.

Staphylococcus fago phiSa2wa st30

Staphylococcus fago phiSa2wa st121mssa

Staphylococcus fago LH1

Staphylococcus fago P240

Staphylococcus fago phiSLT
Staphylococcus fago phiETA2

Staphylococcus fago SP5

Staphylococcus fago DW2

Staphylococcus fago phi7247PVL
10099 Staphylococcus fago phiSa2wa st22

Staphylococcus fago phiSauS-IPLA35

Staphylococcus fago tp310-2

Staphylococcus fago phiSa2wa st72

93 Staphylococcus fago vB SauS phi2

Staphylococcus fago P954

Staphylococcus profago phiN315
100 Staphylococcus fago phiNM3

64 Staphylococcus fago SAP-26

Enterobacteria fago T7

Enterobacteria fago lambda

Staphylococcus fago SMSAP5

Staphylococcus profago phi 12

100

61

31

63

68

77

100

84

74

72

87

0.20
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No repositorio proteómico das cepas de S. aureus produtoras de masti-
te analizadas neste estudo, determináronse 12 péptidos de orixe fáxico 
específicos de Staphylococcus dos cales 5 son específicos de S. aureus. 
Estes péptidos pertencen a proteínas como as proteínas estruturais 
maioritarias da cápside e da cola, o represor Cro/CI e o complemento 
inhibidor. Os péptidos de fagos específicos de Staphylococcus poden 
ser útiles como biomarcadores para a deteción de bacterias patóxe-
nas e/ou dos seus fagos indistintamente nunha mostra. Este é o caso 
dos péptidos IRLPYYDVK, LYVGVFNPEATK, IYNEIDEALKSK, 
SIINGKLDSQWTVPNEHK, e MNDSNQGLQANPQYTIHYLS-
QEITR, os cales son moi específicos de S. aureus. Por outro lado, o 
estudo e análise da arbore filoxenómica (Figura 37) e dos péptidos 
determinados, amosa que a relación filoxenómica 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 proteínas de orixe fáxico como os factores de virulencia 
son proteínas involucradas en funcións moi específicas. Moitas veces 
estes factores de virulencia teñen o seu orixe en fagos, e se as compara-
mos con proteínas implicadas no metabolismo basal da célula bacteria-
na, en xeral, presentan homoloxías máis restrinxidas a especies e cepas 
específicas (Calo-Mata et al., 2016).

No repositorio proteómico das especies de Streptococcus produtoras 
de mastite analizadas neste estudo, determináronse 58 péptidos de 
factores de virulencia (Táboa 20) e 65 péptidos de orixe fáxico (Tá-
boa 21), todos eles específicos de Streptococcus. Por outro lado, tras a 
análise das cepas de S. aureus determináronse 12 péptidos específicos 
de Staphylococcus de orixe fáxico, 5 de eles específicos de S. aureus 
(Táboa 24). Os péptidos dos factores de virulencia para S. aureus es-
tudáronse previamente por Carrera et al. (2017).
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A especificidade dos fagos no recoñecemento de determinadas bacterias 
e a especificidade nas funcións dos factores de virulencia, fan que pépti-
dos de estás proteínas sexan potenciais biomarcadores para a detección e 
caracterización de cepas e especies. Neste estudo seleccionamos 6 pép-
tidos de orixe fáxico como potenciais biomarcadores específicos de es-
pecies produtoras de mastite. O péptido MATNLGQAYVQIMPSAK é 
moi especifico para a especie S. agalactiae e os péptidos IRLPYYDVK, 
LYVGVFNPEATK, IYNEIDEALKSK, SIINGKLDSQWTVPNEHK, 
e MNDSNQGLQANPQYTIHYLSQEITR son moi específicos 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 identificación de péptidos de factores de virulencia permítenos de-
tectar bacterias patóxenas en alimentos capaces de producir enfermi-
dades trala súa inxesta e poden ser de gran utilidade no desenrolo de 
novos tratamentos terapéuticos fronte a mastite (Carrera et al., 2017). 

Moitas das proteínas de fagos (RecT, o represor Cro/CI, PblB e PblA, 
HicB, DnaD, o complemento inhibidor e os PrCIs) asinadas ós 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-Rodríguez et al., 2016; Jør-
gensen et al., 2009; Carneiro et al., 2006; Huang et al., 2016; Richard 
et al., 2012). A identificación dos péptidos determinados de orixe fáxi-
co permite detectar patóxenos moi específicos con secuencias faxícas 
estables no seu xenoma e, no mesmo caso a deteción dos seus fagos.

Por outro lado, a análise das árbores filoxenómicas amosan como 
os péptidos biomarcadores encóntranse en diferentes bacteriofa-
gos próximos filoxeneticamente (Figura 35 e Figura 37). Tamén 
observouse como os bacteriofagos que presentan os mesmos pépti-
dos que especies específicas de Streptococcus e, tamén no caso de 
Staphylococcus, localízanse próximos na árbore filoxenómica. Estes 
resultados suxiren que existe unha relación entre a filoxenia dos fagos 
e os fagos que poden infectar unha mesma especie bacteriana.
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Construíuse unha árbore filoxenómica con tódolos fagos estudados para 
Streptococcus e Staphylococcus (Figura 39), que corrobora a afirmación 
sobre a relación entre os fagos filoxenomicamente próximos e as bacte-
rias que infectan. A árbore foi xerada a partir das secuencias xenómicas 
da base de datos GenBank dos fagos de Streptococcus e Staphylococcus 
que presentan 100% de similitude (Táboas 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 árbore filoxenó-
mica construíuse mediante o programa bioinformático VICTOR (Vi-
rus Classification and Tree Building Online Resource) (Meier-Koltho-
ff & Göker, 2017). Dita árbore separa claramente os bacteriofagos de 
Streptococcus e enterobacterias, dos fagos de Staphylococcus polas 
ramas principais. Na primeira rama os fagos de enterobacterias encón-
transe distanciados dós de Streptococcus.

Coñecese que as interaccións entre fagos e bacterias poden ser mutua-
mente beneficiosas, e manteñen a diversidade xenética e fenotípica de 
ambos mediante HGT (Koskella & Brockhurst, 2014). Tamén é ben 
coñecido que as bacterias presentan profagos e/ou elementos fáxicos 
no seu xenoma, sen embargo, poucas interaccións foron estudadas ata 
o momento. Isto indica que gran parte da bioloxía dos bacteriófagos 
aínda non foi descuberta.

Por outro lado, os ordes e familias de bacteriofagos son asinados se-
gundo a súa morfoloxía, a composición de DNA ou RNA, a orienta-
ción do xenoma (sentido +ou) a segmentación, o estudo dun set de 
xenes e as estratexias de replicación (Simmonds, 2015). Sen embar-
go, o contido xenómico dos fagos aínda no está moi estudado, e por 
ese motivo refírese ós fagos, empregando un símil de física, como a 
“materia escura” da biosfera (Argov et al., 2017). Deste xeito, existe 
a necesidade da xeración dunha base de datos con información das 
secuencias xenómicas dos bacteriofagos que infectan as principais 
bacterias patóxenas (Brüssow & Desiere, 2001).
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Figura 39. Árbore filoxenómica dos fagos determinados para as cepas de S.aureus e 
Streptococcus spp. con 100% homoloxía fronte os péptidos identificados e os fagos Lambda 
(NC_001416.1), T4 (NC_000866.4) e T7 (NC_001604.1). A árbore filoxenética construíu-
se mediante o servicio web VICTOR o cal basease no calculo das distancias interxenómicas 
coa ferramenta GBDP (Genome BLAST Distance Phylogeny). Para a construción das ramifica-
cións calculouse o pseudo-bootstrap incluíndo 100 replicas. Os codigos de acceso ó GenBank 
dos xenomas dos fagos determinados amósanse nas Táboas 22 e 25. Cores: morado, fagos de 
Streptococcus ; vermello, fagos de enterobacterias ; verde,fagos de Staphylococcus.
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5. CONCLUSIONS

•	 From the condensed milk sample, we have isolated one yeast strain 
(BC03) and 3 bacterial strains (BC05, BC08 and BC09).

•	 BC03 yeast strain was identified as Zygosaccharomyces rouxii by the 
ITS and HIS3 genes sequencing with 100% homology for both genes.

•	 BC05 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.

•	 BC08 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 BC09T 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-36bT, was created.

•	 The analysis of Bacillus strains by MALDI-TOF MS determined that 
peak 6096 Da is characteristic of B. altitudinis and BC09T strain.

•	 MALDI-TOF MS analysis determined that the major difference 
between BC09T and B. safensis FO-36bT, 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, IYNEIDEALKSK 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.



5. CONCLUSIÓNS

•	 Dende un sobre de leite condensado contaminado, illáronse 3 cepas 
bacterianas (BC05, BC08 e BC09) e unha cepa de levaduras (BC03).

•	 A cepa de levaduras BC03 foi identificada como Zygosaccharomyces 
rouxii mediante a secuenciación dos xenes ITS e HIS3 cunhas 
homoloxías de 100% para ambos xenes.

•	 A cepa bacteriana BC05 foi identificada como Paenibacillus 
polymyxa. Dita identificación levouse a cabo mediante a 
secuenciación do 16S rRNA obtendo un 99.9 % de homoloxía, e 
mediante a secuenciación do xene gyrB onde dita secuenciación 
resultou na amplificación dunha secuencia da proteína da familia 
GNAT cun 100% de homoloxía fronte á cepa illada.

•	 A cepa bacteriana BC08 foi identificada como unha cepa moi 
próxima filoxeneticamente a Bacillus paralicheniformis mediante a 
secuenciación dos xenes 16S rRNA, gyrB e tuf cun 100%, 96.6% e 
100% de homoloxía, respectivamente.

•	 Os resultados obtidos amosan que a cepa BC09T encontrase no 
límite 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-36bT foi creada.
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•	 A análise mediante MALDI-TOF MS das cepas de Bacillus, 
determinou que o pico de 6096 Da é característico da especie  
B. altitudinis e da cepa BC09T.

•	 A análise mediante MALDI-TOF MS determinou que a principal 
diferencia entre as cepas BC09T e B. safensis FO-36bT, comparado 
coas especies máis próximas de Bacillus é a ausencia do pico de 
2679 Da nestas dous cepas.

•	 No repositorio proteómico das cepas analizadas produtoras de 
mastite de Streptococcus, identificáronse 92 péptidos de factores 
de virulencia. Entre estes péptidos, 58 determináronse como 
péptidos específicos de Streptococcus. O péptido DLWCNMIIAAK 
determinado por LC-ESI MS/MS pertence a un transportador de 
lantibióticos e é específico da especie S. dysgalactiae, sendo un 
péptido diagnostico útil como biomarcador. 

•	 No repositorio proteómico das cepas analizadas produtoras de 
mastite de Streptococcus, identificáronse 69 péptidos de proteínas 
de bacteriofagos. Entre estes péptidos, 65 determináronse como 
péptidos específicos de Streptococcus e dos seus fagos. O péptido 
MATNLGQAYVQIMPSAK determinado por LC-ESI MS/
MS pertence á proteína de fagos PblA e é específico da especie  
S. agalactiae, sendo un péptido diagnostico útil como biomarcador. 

•	 No repositorio proteómico das cepas analizadas produtoras de 
mastite de S. aureus, identificáronse 12 péptidos de proteínas de 
bacteriofagos. Entre estes péptidos, 5 determináronse como péptidos 
específicos de S. aureus e dos seus fagos. Os péptidos IRLPYYDVK, 
LYVGVFNPEATK, MNDSNQGLQANPQYTIHYLSQEITR, 
IYNEIDEALKSK e SIINGKLDSQWTVPNEHK son específicos 
de S. aureus, sendo péptidos diagnostico útiles como biomarcadores. 
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Conclusions

•	 Os resultados obtidos amosan como péptidos específicos están 
presentes en bacteriofagos próximos filoxeneticamente. Ademais, 
os fagos que presentan os mesmos péptidos que determinadas 
especies de bacterias, encóntranse localizados moi próximos na 
árbore filoxenómica. Isto suxire que existe unha ligazón entre a 
filoxenia dos fagos e as especies bacterianas que infectan.
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