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RESUMEN

Se realiz6 la identificacion de 89 aislados bacterianos obtenidos de la Coleccion
de Microorganismos de Importancia Acuatica (CAIM) provenientes de tilapias
(Oreochromis niloticus), dichos aislados fueron obtenidos de higado, cerebro,
rifidn y bazo de tilapias sanas y enfermas provenientes de tres presas del
estado de Sinaloa; presa Adolfo LOpez Mateos en Badiraguato, presa Sanalona
en Culiacan y Dique IV en Mazatlan, durante el periodo comprendido entre el 9
de febrero al 25 de mayo de 2009. El estudio se realizd empleando dos técnicas
de tipificacion molecular: rep-PCR y secuenciacion del gen 16S ARNr, asi como
el empleo de diez perfiles fenotipicos con el objetivo de estudiar la composicion
de la microbiota de la tilapia. Los resultados empleando rep-PCR produjeron un
dendrograma con 15 clados compuestos por 37 cepas y 40 cepas que no
formaron ningun clado, las cepas selecionadas se les secuencidé el gen 16S
ARNIr; se identificaron 27 especies diferentes: Acinetobacter sp. (tres cepas),
Acinetobacter junii (una cepa), Aeromonas hydrophila (cuatro cepas),
Aeromonas jandaei (tres cepas), Aeromonas sp. (tres cepas), Aeromonas
veronni (tres cepas), Bacillus sp. (tres cepas), Brevibacterium casei (una cepa),
Deftia tsuruhatensis (dos cepas), Enterobacter hormaechei (tres cepas),
Edwardsiella tarda (dos cepas), Microbacterium paraoxydans (seis cepas),
Microbacterium esteraromaticum (una cepa), Micrococcus yunnanensis (dos
cepas), Oceanobacillus oncorhynchi (una cepa), Plesiomonas shigelloides (12
cepas), Proteus penneri (dos cepas), Pseudomonas alcaligenes (11 cepas),
Pseudomonas alcaliphila (una cepa), Pseudomonas anguilliseptica (dos cepas),
Pseudomonas mosselii (cuatro cepas) Pseudomonas monteii (una cepa)
Pseudomonas sp. (una cepa), Rheinheimera sp. (una cepa), Soonwooa
buanensis (una cepa), Sphingobacterium sp. (dos cepas) y Klebsiella
pneumoniae (una cepa). Se realizd extraccion de los productos extracelulares
(PEC) de 27 de las cepas identificadas, las bacterias del género Aeromonas
obtuvieron un nivel de actividad proteolitica mas alto, observandose resultados
positivos en todas las muestras para las actividades gelatinolitica, DNAasas y
lipasa. Las cepas de Microbacterium paraoxydans (C2 6m) y Pseudomonas
moselii (C4 1m), presentaron solo actividad en placas con gelatina como
sustrato. En el resto de las muestras analizadas no fue posible correlacionar los
niveles de actividad proteolitica con la hidrolisis de sustratos especificos. Se
probarén 12 de las cepas con mayor actividad enzimatica, inyectandose en
tilapias (O. niloticus) via intraperitoneal. Las cepa C5 10m (Aeromonas
hydrophila) fue la que caus6 una mortalidad del 100% a una densidad de 1.4
x10® UFC/ml de células bacterianas vivas y con sus PEC. Otra de la cepa que
causo mortalidades con sus PEC fue la cepa C4 1m Pseudomonas mosselii,
pero la densidad de 1.5x10°® UFC/ml de células bacterianas vivas no causo
mortalidad.
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l. INTRODUCCION.

La tilapia (Oreochromis niloticus), es un pez del grupo de los teléosteos, orden
Perciformes, perteneciente a la familia Ciclidae, sub familia Tilapiinae y género
Oreochromis. Aunque se conocen mas de 100 especies de tilapia, sélo algunas
son de importancia a nivel de produccion en condiciones controladas de cultivo:

tilapia roja, tilapia nil6tica, tilapia aurea y tilapia Stirling (Chacoén, 2002).

Estos organismos presentan una serie de caracteristicas biolégicas y
ecolégicas especiales como un rapido crecimiento, resistencia a enfermedades
y a condiciones adversas, conversion eficiente del alimento, alta fecundidad,
maduracién temprana, aceptacion de alimentos artificiales, entre otros (Perez,
1998). Su capacidad de producir una alta descendencia a una edad
relativamente temprana la hace ideal para su cultivo. La tilapia madura a una
edad de dos o tres meses y puede tener crias cada tres o seis semanas, en

condiciones 6ptimas (Perez, 1998).

Las tilapias se encuentran entre las especies de mayor importancia en la
acuicultura debido a que tienen una serie de caracteristicas deseables que las
hacen populares entre los acuicultores. Su cultivo es percibido como muy
atractivo por aquellos que dictan las politicas agroalimentarias del pais y por los
inversionistas del sector (Alceste y Jory, 2000). Desde el punto de vista
gubernamental, esta actividad econdmica es significativa para la produccion de

proteinas, la generacién de empleos y la produccion de divisas.

Son producidas en paises en vias de desarrollo con climas tropicales y
subtropicales y responden favorablemente a la aplicacibn de nuevas
tecnologias, tales como el mejoramiento genético y la hibridacion (Alceste y
Jory, 2000). La produccion mundial de tilapia viene prosperando durante la
tltima década, con una produccién duplicandose desde 830 milt en 1990 a 1.6
millones de toneladas en 1999 y mas de 2.5 millones de toneladas en el 2005.
La estimacion del potencial de crecimiento de la produccion de tilapia para el
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afo 2010 era de 2.5 millones de toneladas siendo esta estimacion rebasada en
el 2005 (Lumpur, 2007).

En el afio 2008, la produccién de tilapia en México alcanzo alrededor de las 74,
847 t, con un valor estimado de 977,217 pesos. De este total, Unicamente 3,789
t fueron producidas en sistemas controlados de cultivo y el resto correspondi6 a
pesquerias en cuerpos de aguas continentales. Con respecto a Sinaloa, la
produccion fue de 6,901 t con un valor estimado de 75,884 mil pesos
(CONAPESCA, 2008). En afos recientes se ha impulsado la produccién masiva
de crias 100% machos, a través de diferentes técnicas en las que destaca la
reversion sexual por su amplio uso, que consiste en la aplicacion de hormonas
en etapas tempranas de su desarrollo, aun cuando no se diferencian los tejidos

gonadicos para producir poblaciones masculinizadas (Infopesca, 2005).

En términos de produccidn, las enfermedades infecciosas son la causa principal
de las pérdidas econdmicas en acuicultura debido a la mortalidad de los
animales, los costos de los tratamientos y el descenso de la produccion. La
aparicion y desarrollo de patologias infecciosas son el resultado de la
interaccién entre el microorganismo patdgeno, el hospedero y el ambiente
(Snieszko, 1973).

Igual que en otros cultivos acuicolas, el de tilapias se ve afectado por las
enfermedades (Conroy y Armas, 1997), destacandose entre éstas las de
etiologia bacteriana, que son responsables de elevadas mortalidades en peces
silvestres y cultivados (Paperna, 1996).

Con respecto a la microbiota bacteriana de la tilapia viva, ésta depende de la
flora existente en las aguas de donde proviene y varia de acuerdo con el habitat
de la especie, sobre todo con la temperatura, profundidad, grado de
contaminacion de las aguas y cercania de la costa (Viquez et al.,, 2003). Se
destaca la presencia de psicréfilos Gram negativos incluyendo Pseudomonas,

Shewanella, Moraxella, Acinetobacter, Flavobacterium, Vibrionaceae vy
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Aeromonadaceae. Entre los Gram positivos existe una proporcion variable de
Bacillus, Micrococus, Clostridium, Lactobacillus y Corynebacterium (Gram &
Huss, 1996). Las bacterias patdgenas o indicadoras de contaminacion
raramente son encontradas en el pescado recién capturado, a no ser que
provenga de aguas excesivamente contaminadas con materia fecal (Viquez et
al., 2003).

El papel de estos microorganismos puede variar desde el de un patdégeno
primario hasta el de un invasor oportunista en un hospedero moribundo, por
causa de otra enfermedad (Richards y Roberts, 1978). Muchos de estos
organismos patdgenos son componentes usuales de la flora bacteriana de
ambientes acuaticos, por lo cual es necesario contar con informacién relativa al
tipo y a la diversidad especifica de la microbiota de peces sanos y de su
entorno, pues muchas de estas bacterias constituyen patdégenos potenciales

ante una baja de las defensas organicas de los peces (Alvarez et al., 2000).

El avance de la biologia molecular ha permitido el desarrollo de herramientas
que permiten la caracterizacién e identificacion de aislados bacterianos de
forma mas precisa, aun cuando la caracterizacion mediante pruebas

bioquimicas es utilizada como un complemento.

La secuencia del gen 16S rARN, secuencias de genes constitutivos o
‘housekeeping” son considerados como criterios para la delineacién de
especies procaridticas (Stackerbrandt et al., 2002). Existen otras técnicas de
identificacion como las técnicas de amplificacion de elementos repetitivos,
conocidas genéricamente como rep-PCR, que han sido utilizadas para el
estudio de la diversidad de comunidades microbianas, para diferenciar y
clasificar cepas muy relacionadas, y para estudios medioambientales y

epidemioldgicos (Versalovic et al., 1994).

La amplificacion por reaccion en cadena de la cadena de la polimerasa de
fragmentos palindromicos (rep-PCR) empleando el iniciador (GTGs) ha sido

reconocida como una técnica de alto poder discriminatorio, un bajo costo, un
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alto rendimiento con un gran numero de aislados y ha demostrado ser una
herramienta confiable para la clasificacion e identificacion de aislados
bacterianos procedentes de diversas fuentes (Versalovic et al., 1994; Gevers et
al., 2001; Gomez-Gil et al., 2004)

Bajo este contexto, el objetivo principal de este estudio es caracterizar e
identificar la composicion de la microbiota de tilapias (Oreochromis niloticus)
cultivadas en tres presas en el estado de Sinaloa: Adolfo Lépez Mateos
(Badiraguato), Sanalona (Culiacan) y Dique IV (Mazatlan), asi como la
determinacién de la patogenicidad de algunas de las cepas aisladas mediante
la obtencion de sus productos extracelulares y el empleo de desafios

experimentales.
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. ANTECEDENTES
2.1 Tilapia (Oreochromis niloticus).

2.1.1 Habitat y biologia.

La tilapia (Oreochromis niloticus) es una especie tropical que prefiere vivir en
aguas someras. Temperaturas inferiores a 11-12 °C y superiores a 42 °C son
letales, en tanto que las temperaturas ideales varian entre 31 y 36 °C. Es un
omnivoro, que se alimenta de fitoplancton, perifiton, plantas acuaticas,
pequefios invertebrados, fauna béntica, desechos y capas bacterianas
asociadas al detritus. La tilapia puede filtrar alimentos tales como particulas
suspendidas, incluyendo el fitoplancton y bacterias que atrapa en las mucosas
de la cavidad bucal, si bien la mayor fuente de nutricion la obtiene pastando en
la superficie sobre las capas de perifiton. En estanques, la madurez sexual la
alcanzan a la edad de cinco 6 seis meses. El desove inicia cuando la
temperatura alcanza 24 °C (Lin et al., 1996; FAO, 2010).

2.1.2 Distribucion geografica.

Las tilapias son un grupo de peces de agua salobre, especies originalmente
exclusivas de Africa y de Palestina. Fuera de Africa, también se encuentran
extensamente distribuidas en Centroamérica y Suramérica, Suroeste de India y
Sri Lanka y lago Kinneret en Israel (Philippart y Ruwert, 1982). Estos
organismos se encuentran en diversos sistemas ecoldgicos de agua, incluidos
los rios y sus lagunas de lento movimiento, planicies de inundacion y pantanos,
lagos pequefios, grandes y profundos, aguas termales y aguas salobres
(Philippart y Ruwert, 1982; Lowe-McConnell, 2000).
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2.1.3 Sistemas de produccion.

2.1.3.1 Estanques.

Los estanques para el cultivo de tilapia deben tener un area entre 500 y 1 500
m? para facilitar la recoleccién de alevines y la cosecha. Para asegurar una
produccion alta y constante, es importante monitorear con frecuencia
paradmetros como oxigeno disuelto, pH y solidos disueltos (FAO, 2010).

Los estanques pueden ser exteriores o interiores. Generalmente se emplean
estanques exteriores para las fases de maduracién de reproductores y desove.
Los estanques interiores se utilizan para los procesos de reversion y pre-cria y
son cubiertos con algun tipo de plastico para mantener la temperatura

constante.

En los estanques de reproduccion es necesario tener sistemas antipajaros
como mallas, para evitar la depredacion de camadas y ataques a reproductores
adultos.

2.1.3.2 Jaulas flotantes.

El cultivo de la tilapia (Oreochromis niloticus) en jaulas flotantes a alta densidad,
se practica en grandes lagos y represas de varios paises, incluyendo China,
Indonesia, México, Honduras, Colombia y Brasil. La medida de las mallas tiene
un impacto significativo en la produccion y se recomienda que sea de 1,9 cm o
mayor para permitir la libre circulacion del agua (FAO, 2010).

El cultivo en jaulas ofrece varias ventajas importantes tales como:

e Utilizacion de cuerpos de agua que no pueden ser drenados o en los que
no se pueden utilizar redes de cerco y que de no ser por el cultivo en
jaulas, no serian aptos para la acuicultura.

e Flexibilidad de administracion con multiples unidades de produccion.

e Facilidad y bajo costo de cosecha.
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e Observacion cercana de la respuesta de los peces a la alimentacion y de
su salud.
¢ Inversidn de capital relativamente baja, comparada con otras técnicas de

cultivo.
Sin embargo también tiene diversas desventajas, entre las que se incluyen:

e Riesgo de pérdida derivado de robo o dafio a las jaulas por los
depredadores o por tormentas.

¢ Menor tolerancia de los peces a la mala calidad del agua.

e Dependencia de dietas nutricionalmente balanceadas.

e Mayor riesgo de brotes de enfermedades (FAO, 2010).

2.2  Microbiota de tilapias vivas.

Estudios especificos de la microbiota intestinal de tilapia han sido elaborados
por diferentes investigadores, Sakata et al. (1980) aislaron microorganismos del
contenido intestinal de la trucha arco iris (Salmo gairdneri), del ayu
(Plecogossus altivelis), de la tilapia nil6tica (Oreochromis niloticus), de la carpa
comun (Cyprimus carpio) y de la carpa dorada (Carassius auratus). Observaron
que en la tilapia y el ayu, la cantidad de microorganismos aerobios obligados
resultd ser mayor que el de anaerobios facultativos, mientras que en las demas
especies resultd ser a la inversa. Asi mismo en todas las especies la comunidad

microbiana de anaerobios y aerobios fue igual.

En otro estudio, Sakata et al. (1984) investigaron la microbiota aerdbica
dominante en el intestino de tilapia nilética cultivada en agua salobre,
encontrando que los géneros dominantes fueron Pseudomonas, Aeromonas y
Enterobacterias. Por su parte, Belman (1999) analizé la flora intestinal de
juveniles de tilapia nilética y concluy6 que su flora intestinal estaba constituida
principalmente de bacterias aerdbicas facultativas, con familias predominantes

entre las que figuraban Vibronaceae y Enterobacteraceae.
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Las principales bacterias encontradas en el intestino de tilapias han sido de los
géneros: Pseudomonas, Vibrio, Achromobacter, Flavobacterium y Aeromonas
(Sugita et al., 1990).

Clavijo et al., (2001) obtuvieron aislados de V. alginolyticus y V.
parahaemolyticus a partir del contenido intestinal de ejemplares juveniles de
tetrahibridos de la tilapia roja (Oreochromis mossambicus X O. urolepis
hornorum X O. niloticus X O. aureus) cultivados en estanques de agua salobre

en Venezuela.

Por otro lado Al-Harbi y Naim (2004) en su estudio encontraron que las
densidades de bacterias en la flora intestinal asociada con el intestino de tilapia
hibrida (Oreochromis niloticus) varia de acuerdo a las estaciones del afio siendo
en verano cuando las densidades aumentan. Las bacterias predominantes
fueron las Gram-negativas. Aeromonas hydrophila, Shewanella putrefasciens,
Corynebacterium urealyticum, Escherichia coli y Vibrio cholerae fueron las

especies mas abundantes con un 10% de prevalencia excepto V. cholerae.

Lara-Flores (2003) realizé un estudio con el objetivo de caracterizar el tracto
intestinal de la tilapia (O. niloticus) cultivada en tanques de concreto, de
acuerdo a su abundancia, géneros y especies presentes, encontrando que los
géneros mas abundantes eran Pseudomonas, seguido de Vibrio y Citrobacter.
Adicionalmente Al-Harbi y Uddin (2005), estudiaron la diversidad bacteriana de
la tilapia nil6ética cultivada en agua salobre y encontraron que los géneros
predominantes en el tracto gastrointestinal de esta especie bajo esas

condiciones fueron Vibrio y Streptococcus.

Entre los estudios que se han realizado para saber la diversidad bacteriol6gica

de la tilapia (Oreochromis niloticus) se encuentran los siguientes:
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Al-Harbi (1994) se aislé por primera vez Streptococcus sp (a-hemoliticas), las
muestras fueron tomadas del rifién, bazo, higado, cerebro y ojos de tilapias
(Oreochromis niloticus y Oreochromis aureus).

Jyh-Wei y Yin-Hung (2000) sefalan que al analizar filetes de tilapias
provenientes de supermercados de varias regiones de Taiwéan, el 0.36 % de las
muestras analizadas estaban contaminadas con Aeromonas y Micrococcus y

libres de larvas o parasitos, asi como de vibrios.

Morales et al. (2004) encontraron que los niveles de coliformes en los analisis
microbioldgicos realizados a tilapias fueron inaceptables para el consumo
humano. Aislaron Salmonella spp. y Aeromonas sp. como parte de su flora
normal. Segun los datos obtenidos, no existe diferencia significativa (95% de
confianza) entre el recuentro total aerobio, los niveles de coliformes totales y
coliformes fecales, Enterococcus sp. y Aeromonas sp. a partir de la tilapia
proveniente de los criaderos de las zonas de San Carlos y Cafias, en Costa

Rica.

Al-Harbi y Uddin (2005) analizaron el sedimento, branquias e intestinos de
tilapias (Oreochromis niloticus) saludables, encontrando un total de 19 especies
bacterianas. Las bacterias fueron predominantemente Gram-negativas (87%).
Observaron que las condiciones del agua y sedimento influyeron en la
composicién bacteriana de las branquias y el intestino de la tilapia. Las
especies bacterianas aisladas fueron  predominantemente:  Vibrio
parahaemolyticus, “Vibrio carchariae”, Vibrio alginolyticus, Chryseomonas sp.,
Vibrio vulnificus y Streptococcus sp., dicha identificacion fue realizada mediante

pruebas bioquimicas.

Salah et al. (2008) aislaron e identificaron de tilapias (Oreochromis niloticus)
Aeromonas hydrophila, Citrobacter freundii, Pseudomonas spp. y dos especies

Gram-positivas, Bacillus pumilus y Bacillus firmus.
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2.3. Enfermedades bacterianas.

Las bacterias se encuentran de forma natural en el intestino de la tilapia y
pueden ser patdgenas cuando las condiciones ambientales y de cultivo son

desfavorables.

Al-Harbi y Naim Uddin (2004) aislaron e identificaron del intestino de hibridos de
tilapia (O. niloticus x O. aureus) criados en estanques de tierra en Arabia
Saudita 17 géneros bacterianos. A pesar de que muchas de estas bacterias han
sido reportadas como patdgenas para la tilapia, ninguno de los peces exhibid
sintomas de alguna enfermedad bacteriana o estaba muerto. Sin embargo, en
los ultimos afios se ha puesto mas atencion a las enfermedades en tilapias.
Bacterias Gram-negativas y Gram-positivas han sido asociadas a
enfermedades presentes en tilapias. Las infecciones bacterianas dependen
principalmente de la calidad del agua, carga organica y la intensificacion del
cultivo. Los siguientes grupos bacterianos han sido reportados como patégenos

para tilapias silvestres y de granja.

2.3.1 Aeromonas maoviles (septicemia).

Las bacterias moviles Gram-negativas del género Aeromonas son
probablemente las causantes de las enfermedades bacterianas mas comunes
que afectan a tilapias silvestres y cultivadas. Les causa lesiones en aletas y
piel y pueden provocar grandes mortalidades en tilapias cultivadas (Roberts y
Sommerville, 1982). Los peces infectados usualmente presentan
oscurecimiento de la piel, pérdida del apetito y desarrollo de ulceras e hiperemia
en las bases de las aletas pectorales y pélvicas, asi como exoftalmia (Scott,
1977). Los sintomas internos son higado palido y presencia de necrosis

hemorragicas en el higado, corazén y musculo esquelético.
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Brotes de infecciones causadas por Aeromonas hydrophila han causado
mortalidades de 80-100% en tilapias cultivada en el sur de China (Liu et al.,
1993). Los peces infectados mostraron movimientos lentos, aletas caudales
podridas, nado cerca de la superficie y apetito pobre. Infecciones similares de
tilapias del Nilo con A. hydrophila fueron reportados en estanques en invierno
en algunos distritos de China (Wang y Xu, 1985). Los principales sintomas
observados fueron erosiones circulares o elipticas en la piel y aletas dorsales.
En estadios tempranos de la infeccion, se presentaron hemorragias en la

superficie del cuerpo.

Garcia et al. (1999) aislé A. hydrophila, A. shubertii, y A. sobria de O.
mossambicus e hibridos de tilapia (O. mossambicus y O. niloticus) en
Venezuela. La bacteria fue asilada de rifién, higado y lesiones en la piel de

peces infectados.

Aeromonas salmonicida también ha causado mortalidades en carpas silvestres
y O. mossambicus en la India (Reddy et al., 1994). También se registraron en
México infecciones en tilapia azul (O. aureus) con A. hydrophila (Constantino-
Casas et al., 1997). El estrés y la falta de condiciones adecuadas en los cultivos

son la mayor contribucion al desarrollo de la enfermedad.

Infecciones experimentales en tilapia Mozambica en agua de mar con A.
hydrophila mediante una inyeccion intramuscular provocaron ulceraciones que
conducen a heridas abiertas, necrosis dérmica y degeneracién muscular, con
infiltraciones de células y factores séricos en el sitio de la infeccion (Azad et al.,
2001). Las mayores manifestaciones histopatolégicas fueron necrosis focal,
pérdida de submocosa y pérdida de las vellosidades intestinales. Liu et al.,
(1990) reportaron infecciones experimentales similares por Aeromonas sp. en

Taiwan.
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Cai et al. (2004) estudiaron la resistencia de tilapias O. niloticus, O. aureus y
sus hibridos a Aeromonas sobria. Basados en la dosis letal media (LDsp),
encontraron que los hibridos presentaron una mayor resistencia a la

enfermedad y que O. aureus una menor resistencia.

2.3.2 Pseudomonas.

Se han reportado infecciones en peces ciclidos en diferentes regiones
geograficas. Miyashita (1984) encontr6 que Pseudomonas flourescens causa
mortalidades cronicas en crias de tilapias del Nilo en Japén. Los peces
infectados presentaron finos nodulos blancos en el higado y abscesos en la
vejiga natatoria. Las infecciones ocurrieron principalmente en invierno y
primavera, con las mortalidades mas altas cuando se presentaron bajas
temperaturas (15-20°C). En estanques de crias de tilapias O. niloticus
infectados con Pseudomonas en Japon presentaron exoftalmia, coloracién
oscura en el cuerpo, lesiones nodulares, necrosis focal en el higado, bazo, rifién
y branquias, inflamacién en la vejiga natatoria, abscesos en los ojos, bazo y

vejiga natatoria y formulacion de granulomas.

Abad et al., (1999) sefalan que en Filipinas se han registrado mortalidades en
la tilapia roja (O. mossambicus), tilapia azul (O. aureus) y sus hibridos
cultivados en agua salobre, causando lesiones dérmicas y aumento de

mortalidad en los peces infectados.

2.3.3 Vibriosis.

La vibriosis, enfermedad bacteriana causada por bacterias Gram-negativas del
género Vibrio, pueden afectar peces de agua salada y salobre. Estas bacterias
pueden constituir un peligro para la salud de la tilapia cultivada. Varias
incidencias de infecciones con vibrios se han presentado en tilapia, con

diferentes niveles de dafio. La susceptibilidad de la tilapia a los vibrios depende
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de la especie de la tilapia, especie bacteriana, cepas, las condiciones
ambientales y el sistema de cultivo.

Sakata y Hattori (1988) aislaron diferentes especies de vibrios, incluyendo V.
vulnificus, V. harveyi y V. mimicus de tilapia roja, azul y sus hibridos enfermos,
cultivados en jaulas flotantes en agua salobre en las Filipinas. Los peces
infectados mostraron lesiones en su cuerpo y altas mortalidades, ademas las
infecciones se atribuyeron a una gran fluctuacion de la salinidad del agua (18-
35%,) en los sitios de la jaula, presentando algunos sintomas de la enfermedad
como exoftalmia, descamacion, hemorragia y el aumento de secrecion de

maoco.

Un caso similar fue reportado por Saeed (1993) quien inform6 de un brote de
Vibrio sp. en Oreochromis spilurus criados en tanques de agua de mar en
Kuwait. Los peces infectados sufrieron letargia, coloraciébn oscura, necrosis

cutanea y mortalidad.

Se ha investigado la susceptibilidad de la tilapia O. niloticus a una cepa de V.
vulnificus de la coleccion Esparfiola de cultivos tipo (CECT 4604), las tilapias
fueron inoculadas mediante una inyeccion intraperitoneal de células vivas y
productos extracelulares, los organismos mostraron una notable actividad
contra eritrocitos de la tilapia, que se correlacioné con la producién en vivo de
extensas hemorragias. El estudio concluy6é que dicha bacteria podria constituir
un peligro para la salud de las tilapias (Fouz et al., 2002).

2.3.4 Estreptococosis.

Enfermedad producida por Streptococcus spp.; bacterias Gram-positivas,
inmoviles, son patdgenos oportunistas. Han sido aislados del agua de los
estanques, lodo del fondo, el abono organico utilizado para la fertilizacion del

estanque y peces contaminados (Bunch y Bejerano, 1997).
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Wu (1970) fue el primer investigador a reportar una “nueva” enfermedad, ahora
reconocida como la estreptococosis, en tilapias del Nilo (Oreochromis niloticus)
cultivadas en Taiwan, que fue caracterizada por elevadas mortalidades. Las
tilapias enfermas presentaron signos de anorexia, intestinos distendidos vy
alteraciones muy potentes en el higado. En este caso en particular, se aislé un
estreptococo beta-hemolitico, parecido a Streptococcus pyogenes, a partir de
las tilapias enfermas y se considerd posible que la bacteria pudo haber sido
introducida conjuntamente con el material fecal usado para fertilizar a los

estanques.

Una de las preocupaciones importantes acerca de los estreptococos es que
pueden transmitirse de los peces a los humanos. Getchell (1998) sefiala que
existen infecciones en personas por el manejo de pescado fresco, entero
(principalmente tilapia) de las piscifactorias en Toronto, Canada por
Streptococcus iniae. Dichas infecciones pueden deberse al mal manejo del
producto, al momento de limpiarlo y a que el personal durante su manipulacién
puede estar lesionado, permitiendo el paso de la bacteria a través de las
heridas.

La infeccién de la tilapia por Streptococcus sp. ha sido ampliamente reportada,
pero Streptococcus iniae es uno de los patdbgenos mas graves que afectan a la
industria del cultivo de tilapia. Condiciones de estrés en el cultivo, incluyendo
alta o baja temperatura, alta salinidad y alcalinidad (pH>8), bajo oxigeno
disuelto, alta concentracion de nitritos y alta densidad poblacional, incrementan
la susceptibilidad de la tilapia a infecciones por estreptococos (Chang y Plumb,
1996; Bunch y Bejerano, 1997; Perera et al., 1997; Shoemaker et al., 2000).

Tung et al. (1987) informO de infecciones de tilapias (O. mossambicus)
cultivadas en jaulas en Taiwan, con Streptococcus sp., donde se produjo una
mortalidad que alcanz6 a 50-60% de la poblaciébn en un mes. Los mayores
signos patolégicos de esta enfermedad son hemorragia, exoftalmia, con
corneas opacas, coloracion oscura del cuerpo, con formacion de nddulos o

abscesos.
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Sintomas similares de la enfermedad y mortalidades fueron reportadas en la
misma especie infectada con Streptococcus iniae en estanques de agua salobre
en la India; cuando los peces sanos fueron inyectados con el patégeno (10°
células/ml) se observd un 10% de mortalidad durante siete dias de la infeccion
(Munkni et al., 2001).

La mortalidad de hibridos de tilapias de tipo comercial en granjas de agua dulce
en Colombia se ha asociado a infecciones causadas por Streptococcus sp. y
Enterococcus sp. (Pulido et al., 1999). Por otro lado Berridge et al., (1998)
reportaron brotes de estreptococosis causada por Streptococcus iniae y
Streptococcus difficilis en tilapia hibrida (O. aureus x O. niloticus) en
Texas,USA.

McNulty et al. (2003) estudiaron los cambios hematolégicos en la tilapia del
Nilo, infectados con Streptococcus iniae por inoculacion nasal. Los peces
infectados incrementaron la pigmentacion, mostraron ojos opacos, nado erratico
y letargia. Los autores sugieren que dos factores de estrés pueden tener como
resultado a la infeccién: la baja de oxigeno y un aumento en los niveles de
hierro; este ultimo debido a la degradacion de la hemoglobina en las células de

huesped.

Varios medicamentos han sido probados para el tratamiento de estreptococosis.
El tratamiento con antibioticos es generalmente ineficaz y se tiene la necesidad
de una vacuna adecuada (Klesius et al., 2000). Sin embargo, Darwish y Griffin
(2002) encontraron que la oxitetraciclina fue eficaz en el control de
Streptococcus iniae en tilapia (O. aureus). La oxitetraciclina se incorporé a la
alimentacion a los 0, 25, 50, 75 y 100 mg/Kg de peso corporal. La dosis de 75y

100 mg aumenté significativamente la supervivencia de los peces infectados.
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2.3.5 Estafilococosis.

Se tienen reportes de infecciones en tilapias con Staphylococcus epidermidis.
Streptococcus iniae describieron la epidemiologia y la patogenicidad de
Staphylococcus epidermidis en tilapia (Oreochromis spp.) en Taiwan. Los peces
enfermos mostraron esplenomegalia con la difusion de mdultiples nddulos de
color blanco y lesiones en bazo y rifidn. En las infecciones con Staphylococcus
epidermidis se observaron células apoptoéticas principalmente en los linfocitos y
macrofagos en el bazo, rifidn, ocasionalmente en el cerebro, higado, gbnadas,
mesenterio, estdmago intestino y musculo esquelético (Huang et al., 2000).

Casos esporadicos de granulomatosis en tilapias cultivadas en algunos sitios en
América Central y del Sur mostraron signos clinicos muy parecidos a los
reportados por Huang et al. (1999). Aislados bacterianos identificados como
Staphylococcus haemolyticus fueron obtenidos a partir de esos peces, hecho
que indica que la estafilococosis debe ser agregada a la lista de las
enfermedades bacterianas de potencial importancia para las operaciones de

tilapiacultura en América Latina.

2.3.6 Micobacteriosis.

Es una enfermedad crénica bacteriana ocasionada por Mycobacterium spp. La
enfermedad puede llegar a afectar tanto a peces de agua dulce como peces de
agua salada.

Chen et al. (1998) reportan tres agentes patégenos, Mycobacterium marinum,
Mycobacterium  fortuitum, Mycobacterium chelonae causantes de Ia
enfermedad. Mycobacterium fortuitum ha sido reportado en tilapias
Saratherodon andersonii y Tilapia sparrmanii de los pantanos de Okavangu en
Botswana (Roberts y Matthiessen, 1979). Roberts y Sommerville (1982)
reportan infecciones en crias de tilapias (O. niloticus) en Kenya con
Mycobacterium fortuitum. Por otro lado Wolf y Smith (1999) reportan infeciones

en hibridos (O. niloticus x O. mossambicus x O.aureus) con Mycobacterium
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marinum. Los peces infectados mostraron granulomas focales en el higado,
bazo, rifibn y visceras, una alta proporcion de macrofagos epiteliales y mas
linfocitos periféricos.

Noga et al. (1990) describieron casos de la micobacteriosis en tilapias de
Mozambique (Oreochromis mossambicus). Las tilapias afectadas presentaron
pequefios granulomas focales en el rifién, higado y bazo. Existen casos de la
micobacteriosis que han ocurrido en hibridos de tilapias rojas cultivados en un
centro de produccion en un pais centroamericano y a partir de los cuales se
aislé Mycobacterium fortuitum (Abdel-Fattah, 2006)

En Venezuela, Cabrera y Jiménez (2004) obtuvieron 11 aislados de
micobacterias a partir de muestras de la piel y tejido muscular superficial de 60
ejemplares de O. mossambicus que fueron recolectados en dos diferentes sitios
en el Lago de Valencia. Las tilapias muestreadas estaban dentro del rango de
304-555 g de peso y de 19-34 cm de largo. Los principales signos clinicos
reportados incluian areas de necrosis sobre las aletas, e higados palidos con
focos hemorragicos localizados. Los aislados venezolanos fueron inicialmente

identificados como M. chelonae, M. fortuitum y M. marinum.

Ranzani-Paiva et al. (2004) realizaron un estudio sobre las alteraciones
hematoldgicas inducidas por infecciones experimentales con Mycobacterium
marinum en tilapias del Nilo. Para ese estudio, usaron 100 peces adultos, peso
promedio 54.21 g, longitud promedia 15.27 cm, mantenidos en estanques de
tierra en agua con una temperatura promedio de 23°C. M. marinum fue
inyectado por la via intraperitoneal. Se establecié que la infeccion tenia un
efecto pronunciado sobre los tejidos hematopoyéticos del rifion y bazo y produjo
una discreta anemia hipocromica y microcitica. Al primer dia después de la
inyeccion, hubo una inicial leucocitosis asociada con neutrofilia y una marcada
linfocitosis. Los numeros de monocitos circulantes aumentaron después de dos
semanas y a medida en que la infeccidbn avanzaba, dichas células mostraron
evidencia de una vacuolizacion citoplasmatica. Las alteraciones detectadas a

nivel de los recuentos leucocitarios diferenciales fueron interpretadas como
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indicativas de una aguda reaccion inflamatoria inicial, que luego se transformé

en una condicion cronica infecciosa en las tilapias.

Recientemente, Lara-Flores et al. (2006) han reportado el aislamiento en el
medio Loéwenstein-Jensen de micobacterias a partir de la sangre y del rifién de
O. niloticus procedentes de cuatro granjas en el Estado Campeche, México, asi
como la deteccion de micobacterias en cortes histoldgicos de esas tilapias. De
las tilapias examinadas, 90% de los juveniles y 10% de los adultos resultaron

positivos a micobaterias aisladas in vitro.

Los efectos de los productos extracelulares (PEC) de Mycobacterium spp. sobre
la respuesta inmune no especifica de la tilapia del Nilo han sido examinados por
Chen et al. (1998). Los peces fueron inmunizados mediante una inyeccién en
sus vejigas natatorias con los PEC, asi mismo se les proporcionaron
adyuvantes: el adyuvante completo de Freund (FCA) y el adyuvante incompleto
de Freund y Titremax, obteniendo que las tilapias a las cuales se les habian
inyectado los adyuvantes los productos extracelulares tenian una mejor
respuesta inmune, ya que estos habian proporcionando una buena estimulacién

de la respuesta inmune no especifica.

2.3.7 Edwardsielosis.

Enfermedad causada por Edwardsiella tarda, bacilos cortos, Gram-negativos,
de la familia Enterobacteriaceae. La patogenicidad de Edwardsiella tarda
aumenta bajo condiciones de estrés, especialmente en una temperatura del
agua mayor de 30°C y un alto contenido organico (incluso a bajas
temperaturas).

Diversos autores han reportado infecciones bacterianas por Edwardsiella tarda.
Miyashita (1984) sefalo infecciones cronicas en tilapias del Nilo en algunas
granjas en Japon por Edwardsiella tarda. Muratori et al. (2000) aislaron
Edwardsiella tarda de piel, branquias, aletas, intestino y masculo de tilapias (O.
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niloticus). Signos patoldgicos de esta enfermedad incluyen hemorragia, corneas

opacas y mortalidades cronicas.

Cuando se inyectd una preparacion de proteinas (PS-K) a tilapias del Nilo por
via intraperitoneal, a una dosis de 0.1 mg/g de peso corporal, la maxima
resistencia se desarrolld6 en los peces una semana después de la inyeccién
(Park y Joeng, 1996).

2.3.8 Columnaris.

La columnaris es una enfermedad infecciosa provocada por una mixobacteria,
Flavobacterium columnare, la cual puede afectar peces de aguas frias y aguas
calientes. Columnaris es la enfermedad mixobacterial mas comudn en el cultivo
de tilapia y son usualmente asociadas a estrés debido a las condiciones de
cultivo, especialmente alta o baja temperatura del agua y altas concentraciones
de amonio (Roberts y Sommerville, 1982; Amin et al., 1988). Los sintomas de la
enfermedad incluyen desérdenes respiratorios, perdida de la coloracion,
intensas secreciones mucosas, erosion en aletas y branquias y lesiones en piel
y musculos.

Flavobacterium columnare es susceptible a los antibidticos como oxitetraciclina,
cloranfenicol, eritromicina (Amin et al.,, 1988), la kanamicina, tetraciclina y

amikacinam pero resistentes a las drogas sulfa (Chun y Sohn, 1985).

La prevencion y control de la columnaris en las tilapias implica la aplicaciéon e
implementacion de manera rutinaria de estrictas medidas de higiene en el
criadero o en la granja, incluyendo un cuidadoso monitoreo de los parametros
guimicos del agua, la densidad de la poblacion y temperatura del agua (Conroy
et al., 2008).
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2.3.9 Francisellosis.

La francisellosis es una enfermedad causada por un cocobacilo Gramnegativo,
Francisella sp. es un patdgeno bacteriano que causa enfermedades desde
agudas hasta cronicas en peces cultivados y silvestres en agua caliente y fria
(Soto et al. 2009). Los miembros de este género también se han encontrado en
muestras de suelo y agua (Scoles 2004).

El género Francisella contiene cuatro especies reconocidas: F. tularensis, F.
novicida, F. philomiragia y recientemente F. pscicida, asialado de bacalao
cultivado en Noruega (Ottem et al. 2007). Durante el periodo comprendido entre
agosto y septiembre del afio 2007, se presentaron mirtalidades en tilapias (O.
niloticus) cultivadas en estanques de agua dulce, presentdndose mirtalidades
entre 50-60% del total de la poblacion con mortalidades de hasta 200 peces por
estanque al dia (Soto et al. 2009).

Este grupo de patégenos a causado altas mortalidades importantes en peces
como bacalao (Gadus morhua) en Noruega, hibridos rayados (Morone chrysops
X M. saxatilis) en los USA, salmon del Atlantico (Salmo salar) en Chile y tilapia
(Oreochromis sp.) en America Latina, Taiwan y Costa rica (Kamaishi et al. 2005;
Hsieh et al. 2006; Mikalsen et al. 2007).

Los peces infectados presentan nado erratico, anorexia, anemia, exoftalmia,
oscurecimiento de la piel, aletas ligeramente lesionadas, branquias con parches
blanquecinos con formacién de pequefios nodulos internamente, bazo y rifion
con nédulos irregulares, higado palido, los peces sobrevivientes contintan su

desarrollo sin nuevos episodios (portadores asintomaticos) (Soto et al. 2009).
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2.3.10 Otras enfermedades bacterianas.

Infecciones bacterianas por otras especies de bacterias han sido reportadas en
la tilapia.

Paperna et al. (1996) observaron que hibridos de tilapia (O. aureus x O.
niloticus) presentaron lesiones focales blancas en el higado, organismos
ameboideos dentro y fuera de las células huésped.

Lalitha y Gopakumar (2001) estudiaron la susceptibilidad de tilapias (O.
mossambicus) a toxinas (de tipo A-E) producidas por Clostridium botulinum
(bacilos Gram-positivos, formadores de esporas, anaerdbicos). Las cinco
toxinas resultaron ser toxicas para los peces. Los autores destacaron que la
higiene adecuada debe mantenerse en las granjas de peces para minimizar la

contaminacion bacteriana.

Como se habia mencionado previamente, existe la presencia de “infecciones
mixtas” en las tilapias. Bragg (1988) aislé6 Aeromonas hydrophila y Edwardsiella
tarda de especimenes de Oreochromis mossambicus que presentaban
mortalidades en estanques de tierra en Sudafrica. Van Damme y Vandepitte
(1980) aislaron E. tarda y Plesiomonas shigelloides a partir de tilapias
aparentemente sanas que habian sido capturadas en rios de Zaire y que fueron
destinadas al consumo humano. En el Japén, Miyashita (1984) aislé E. tarda y
Pseudomonas fluorescens de tilapias del Nilo (O. niloticus).

Lightner et al. (1988) reportaron los resultados de tres afios de investigaciones
sobre las bacterias asociadas con las enfermedades de las tilapias cultivadas
en agua dulce y en agua salobre en el Estado de Arizona, USA. Las especies
de tilapias y sus hibridos estudiados eran Oreochromis aureus, O.
mossambicus, O. mossambicus X O. urolepis hornorum y Tilapia zilli. En
tilapias mantenidas en agua dulce, los aislados bacterianos obtenidos fueron
identificados como Aeromonas hydrophila, Edwardsiella tarda, Plesiomonas
shigelloides, Pseudomonas putrefaciens, Pseudomonas sp. y Vibrio sp. En el

caso de las tilapias mantenidas en agua salobre (salinidad entre 20-25%o), los
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correspondientes aislados fueron identificados como Aeromonas hydrophila,

Aeromonas sp. y Vibrio sp.

2.4 ldentificacion y caracterizacion de agentes bacterianos

potencialmente patégenos.

En una década han ocurrido humerosos cambios en el ambito de la taxonomia
de procariotas debido a que han aparecido nuevas metodologias de analisis. Se
estan haciendo avances importantes en el campo de la clasificacion basados en
estas nuevas tecnologias.

La clasificacién taxondmica busca describir y diferenciar la amplia diversidad de
especies bacterianas poniendo nombres y agrupando organismos segun sus
similitudes. Por ello es necesario describir que es una especie. En microbiologia
se concibe especie como aquel grupo monofilético de organismos que muestran
suficiente grado de coherencia gendmica y fenotipica como para identificarse de
forma aislada de sus semejantes (Rossello, 2009). La taxonomia, y en especial
la de procariotas, demanda que el sistema que se genere sea operativo y

predictivo.

El sistema de clasificacién de procariotas requiere de un estudio exhaustivo de
los organismos que configurarian las distintas categorias. Es por ello que se
demanda la obtencion de la mayor cantidad de informacion posible sobre el

taxon a clasificar (Rosselld, 2009).

2.4.1 Técnicas basadas en caracteristicas fenotipicas.

Las técnicas clasicas de identificacion bacteriana se han basado en el estudio
de caracteristicas fenotipicas, entre las que destacan las morfologicas,
fisiolégicas y bioquimicas. En este sentido, el biotipificacién, que se refiere al
patréon que define las caracteristicas bioquimicas que presenta un aislado

bacteriano, es uno de los métodos de tipificacion mas ampliamente utilizado.


http://es.wikipedia.org/wiki/Clasificaci%C3%B3n_cient%C3%ADfica
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La caracterizacion bioquimica supone el empleo de métodos faciles y
econdémicos aunque, a menudo, conlleva la realizacion de procedimientos
largos. Asimismo, la interpretacion de los resultados esta, en ocasiones, sujeta
a un componente subjetivo; como la interpretacion de los resultados. Por ello,
se considera un método de tipificacion de escaso poder discriminatorio y pobre
reproducibilidad. El tiempo necesario para la identificacion de bacterias en base
a caracteristicas bioquimicas puede reducirse considerablemente con el uso de
los sistemas comerciales estandarizados (por ejemplo, las galerias API,
BioMérieux); no obstante, hay que considerar que estas herramientas son
disefiadas para la identificacion de cepas aisladas de humanos, por lo que su
utilizacién para la caracterizacion de bacterias en otras especies puede dar

lugar a resultados erroneos (Santos et al., 1993).

A pesar de los inconvenientes resefiados, el biotipado sigue siendo en la
actualidad una herramienta Util para la caracterizacion e identificacion
presuntiva de microorganismos patégenos de importancia en los sistemas de
produccion de peces (Alavandi et al., 2006; Fouz et al., 2007; Beaz Hidalgo et
al. 2008).

2.4.2 Métodos moleculares.

2.4.2.1 Tecnicas para identificacion. Secuenciacion.

Como se ha expuesto anteriormente, las técnicas microbioldgicas
convencionales tienen algunas limitaciones para la identificacion de un gran
namero de microorganismos. En estas circunstancias, la identificacion basada
en el andlisis de la secuencia del gen ribosomal 16S puede representar una
ventaja en cuanto a la disminucion del tiempo para el diagnéstico y a la
especificidad, llegando asi a sustituir incluso a otras técnicas rapidas y eficaces
(Rodicio y Mendoza, 2004).

Woese (1987) destaco el importante papel del ARNr 16S como crondmetro

molecular en base a las propiedades de esta molécula como unidad universal,
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ya que su estructura y funciébn ha permanecido conservada durante tiempo,
presenta la variabilidad suficiente para diferenciar organismos alejados y
préximos en la escala evolutiva y su tamafio es relativamente grande (1500 pb),
lo que minimiza las fluctuaciones estadisticas. La facilidad para secuenciar el
gen que codifica esta molécula ha favorecido la existencia de bases de datos

amplias que estan en continuo crecimiento.

2.4.2.2 Técnicas de caracterizacion basadas en la PCR.

A lo largo del genoma de una gran cantidad de especies bacterianas existen
diferentes familias de secuencias repetidas de las que no se conoce con
exactitud su funcién, pero se postula que pueden desempefar algun tipo de
papel en la organizacion del genoma (Krawiec, 1985; Krawiec & Riley, 1990), en
la expresion génica, en la estabilidad de ARNm, o en las interacciones proteina-
ADN (Higgins et al., 1988; Yang & Ames, 1988). Independientemente de la
funcién que presenten, estas secuencias repetidas estan situadas en posiciones
caracteristicas en el genoma (Dimri et al., 1992), lo que les confiere una utilidad
para caracterizar la estructura genémica mediante técnicas de “impresion de
huella dactilar” (fingerprinting). Otras caracteristicas de estos elementos
repetitivos es que se localizan en regiones intergénicas y estan altamente
conservados (Hulton et al., 1991; Martin et al., 1992), siendo, por tanto, Utiles
para discriminar entre especies y/o cepas bacterianas (Bruant et al., 2003;
Rodriguez et al., 2006). Las técnicas de amplificacion de elementos repetitivos,
conocidas genéricamente como rep-PCR, han sido utilizadas para el estudio de
la diversidad de comunidades microbianas, para diferenciar y clasificar cepas
muy relacionadas, y para el desarrollo de estudios medioambientales y
epidemioldgicos (Versalovic et al., 1994; Gomez-Gil et al., 2004).

La amplificacion por reaccion en cadena de la polimerasa de secuencias
palindrémicas extragénicas repetitivas empleando el iniciador (GTG)s ha sido
reconocida como una técnica taxonOmica simple que se caracteriza por tener

un alto poder discriminatorio, un bajo costo, un alto rendimiento con una gran
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numero de aislados y ha demostrado ser una herramienta confiable para la
clasificacion e identificacion procedente de diversas fuentes (Alvarez, 2006;
Gomez-Gil et al., 2004).

En este sentido, las técnicas de amplificacion de secuencias palindrémicas
extragénicas repetitivas (REP) y de secuencias consenso intergénicas
repetitivas de enterobacterias (ERIC) estan siendo ampliamente utilizadas
gracias a su rapidez y sencillez de aplicacién (Gillings & Holley, 1997). El uso
de cebadores apropiados, disefiados para detectar estas secuencias repetitivas,
genera multiples productos de amplificacion que reflejan polimorfismos de

distancias entre secuencias de ADN repetitivas adyacentes.

2.5 Factores de virulencia.

El término “factores de virulencia” hace referencia a las propiedades que
confieren a un microorganismo la capacidad de infectar a un hospedero de una
determinada especie, aumentando su potencial para causar enfermedad. Los
factores de virulencia incluyen, entre otros, las moléculas de superficie celular
gue median en la adhesion a las células o tejidos del hospedador, las moléculas
de invasion, los mecanismos de evasion del sistema inmune del hospedero y la
produccion de toxinas bacterianas (Labella, 2010).

Estos factores de virulencia estan codificados por genes de patogenicidad que
pueden encontrarse agrupados en el genoma bacteriano formando islas de
patogenicidad (Labella, 2010). Sin embargo, algunos de los factores de
virulencia pueden estar codificados por genes plasmidicos o de profagos
(Wassenaar & Gaastra, 2001).

La capacidad de una bacteria patdogena para producir enfermedad en un
hospedero susceptible esta determinada por la presencia de mdltiples factores
de virulencia que actdan, ya sea individualmente o interaccionando entre si, en

las diferentes fases de un proceso infeccioso. Los factores de virulencia
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bacterianos pueden clasificarse en distintos grupos en base a sus mecanismos

de actuacion y funcién (Finlay y Falkow, 1997):

Moléculas de superficie que participan en la adhesion y colonizacion de
células y tejidos (adhesinas). Promueven la adherencia a la superficie
celular del hospedero, confieren resistencia a antimicrobianos y facilitan
la comunicacion celular. Algunos ejemplos de estas adhesinas,
incluyendo a las fimbrias tipo I, 1l y Ill, acido lipoteico, glicocalix,
diferentes proteinas de membrana,; la proteina F, pertactina, proteina M y
intimina.

Moléculas de invasion que propician la penetracion microbiana en células
y tejidos del huésped, asi como su destruccion. Se pueden incluir en este
grupo a proteasas, hidrolasas, activador de plasminégeno, etc.
Mecanismos de evasion de los sistemas de defensa del huésped. Estos
mecanismos pueden ser estructuras como el lipopolisacéarido (LPS) de la
membrana externa de la pared celular bacteriana o la cépsula
bacteriana. Pueden ser consecuencia de la sintesis bacteriana de
moléculas solubles como sideroforos, C5a peptidasa, etc. También se
incluyen en este grupo la variacion de los antigenos somaticos
bacterianos, los mecanismos de reduccion del estallido respiratorio,
resistencia a factores séricos y a acidos nitrosos y la inhibicion de la
fusién fagosoma-lisosoma.

Produccion de toxinas que permiten la degradacion y lisis de células y

tejidos del hospedero.

En el caso de las bacterias patdogenas de peces, diversos autores han

relacionado la virulencia con la produccion de exotoxinas y enzimas

extracelulares, que favorecen la invasion y ocasionan dafos en los tejidos
del hospedero (Allan & Stevenson, 1981; Smith & Merkel, 1982; Kreger,
1984; Fouz et al., 1990; Biosca & Amaro, 1996; Lee et al., 1997; Perez et al.,
1998; Wang et al., 1998; Fernandez et al., 2003; Farto et al., 2006).
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Todar (1998) sefiala que la produccién de enzimas secretadas por bacterias
patdbgenas producen lisis celular, tales como las proteasas, lipasas,
fosfolipasas, lecitinas y hemolisinas. Las bacterias patdgenas requieren
nutrientes especiales a diferencia de su contraparte no patégena, las
caracteristicas nutricionales de las cepas virulentas consisten en una
habilidad especial de los patdgenos para liberar nutrientes del huésped que
permitan un crecimiento continuo y la diseminacién de los microorganismos
invasores (Soto-Rodriguez, 2002). La produccion de enzimas degradativas
COmo mucinasas, elastasas, lectinasas, fosfolipasas, lipasas y proteasas ha
sido largamente asociada con la virulencia de cepas bacterianas especificas
(Soto-Rodriguez, 2002).

Los productos extracelulares (PEC) son producidos por los patégenos
bacterianos para facilitar la obtencion de nutrientes del medio, favoreciendo
su crecimiento y aumentando la eficiencia de colonizacion y supervivencia

dentro del hospedero (Bakopoulos et al., 2003).

La actividad enzimética asociada a los PEC de cepas patdgenas para
organismos marinos se ha investigado principalmente en bacterias del
género Vibrio y Aeromonas (Soto-Rodriguez, 2002). Las exoenzimas
comunmente detectadas en los PEC son las lipasas fosfolipasas, proteasas
(caseinas, gelatinas y colagenasas) y DNAsas. La mayoria de los estudios
se han llevado a cabo en bacterias patégenas aisladas de peces (Amaro,
1992; Alcaide et al., 1999).

Se ha sugerido que las actividades hidroliticas de los PEC de bacterias
aisladas de organismos enfermos juegan un papel crucial en la virulencia

durante la infeccion del huésped (Balebona et al., 1998).
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. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General.

El objetivo del presente trabajo es la identificacion y caracterizacion fenotipica,
molecular y patogénica de los aislados bacterianos de las tilapias cultivadas en

el estado de Sinaloa.

3.2 Objetivos Particulares.

1.- Caracterizacion molecular y fenotipica de las bacterias aisladas de tilapia.
2.- Identificacion de las bacterias caracterizadas.
3.- Evaluar la patogenicidad de trece cepas por medio de desafios

experimentales en tilapias.
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IV. METODOLOGIA.

4.1 Obtencién de los aislados.

Los aislados bacterianos fueron obtenidos de la coleccion de cepas del
laboratorio de bacteriologia del Centro de Investigacién en Alimentacion vy
Desarrollo, Unidad Mazatldn, provenientes de un proyecto financiado por
Fundacion Produce Sinaloa titulado “Bacterias potencialmente patégenas para
tilapias cultivadas en jaulas flotantes en Sinaloa”. Dichos aislados fueron
obtenidos de higado, cerebro, rifion y bazo de tilapias (Oreochromis niloticus)
sanas y enfermas provenientes de tres presas del estado de Sinaloa; presa
Adolfo Lopez Mateos, en Badiraguato, presa Sanalona; en Culiacan y Dique IV
en Mazatlan, durante el periodo comprendido entre 9 de Febrero a 25 Mayo de
20009.

4.2  Purificacién y preservacién de los aislados.

La purificacion de los aislados se llevé a cabo mediante un re-sembrado en
agar TSA incubandose a 30°C durante 24 horas. Posteriormente se analizé la
pureza de las cepas con la ayuda de un microscopio estereoscopio (Stemi Svll,
Zeiss), re-sembrando nuevamente los aislados potencialmente puros en agar
TSA e incubandose a 30°C durante 24 horas, con el objeto de confirmar su
pureza; observando la homogeneidad de las colonias en cuanto a forma y color.
Los aislados se preservaron en tubos Eppendorf con agar TSA y aceite mineral

estéril en la oscuridad.
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4.3 Caracterizacién fenotipica de los aislados bacterianos.

4.3.1 Métodos microbiolégicos convencionales.

Se realizaron pruebas bioquimicas basicas para determinar a nivel género los

aislados indicadas en Holt et al. (1994).

4.3.1.1Tincion Gram.

La tincibn Gram se realiz6 empleando el kit de tincion Gram (HYCEL de
México).

Se realizé un frotis de los aislados con un portaobjetos limpio y se fijo
calentando con la flama, se agregaron unas gotas de cristal violeta y se
mantuvieron las laminillas durante un minuto, posteriormente se enjuagaron con
agua corriente y se drenaron las laminillas, en seguida se agregaron unas gotas
de lugol, se mantuvieron durante un minuto y se decoloraron en etanol al 70%,
en seguida se enjuagaron con agua corriente y se drenaron las laminillas, se
agregaron unas gotas de safranina durante 30 segundos y se enjuagaron con

agua corriente, se drenaron y secaron las laminas.

La visualizacion de la tincién se realiz6 con un microscopio de luz (Carl Zeiss,
Axiolab drd KT) a 100X.

4.3.1.2 Oxidasa.

Se colocaron trozos de papel filtro en una caja de Petri, a cada trozo de papel
se le agreg6 una gota de tetrametil-p-fenilediamina (sin HCI) (Aldrich Chemical
CO., Milwaukee, USA), posteriormente se le afiadi6 un poco de aislado
bacteriano puro con un asa de siembra de platino estéril. La coloracion de color

violeta en el papel indico reaccion positiva.
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4.3.1.3 Catalasa.

Se tomoé el centro de una colonia pura de 18 a 24 h de crecimiento con una
aguja de inoculacién y se coloc6é sobre un portaobjetos de vidrio limpio.
Posteriormente se agregd una gota de peréxido de hidrogeno (H.O,) al 30%
sobre el portaobjetos. Se observé inmediatamente la formacion de burbujas
(liberacion de gas) y se registr6 como resultado positivo.

4.3.1.4 Voges-Proskauer (VP).

Para la realizacion de la prueba caldo VP se prepar6 el medio Clark y Lubs (79
de peptona, 5g de dextrosa, 5g de fosfato de potasio (K;HPO,), 1000 ml de
agua destilada).

Después de disolver los ingredientes se esterilizé el medio en autoclave a 121
°C durante 15 minutos. El medio fue distribuido en tubos de ensaye bajo
condiciones de esterilidad (5 ml por tubo) y se dejé enfriar a temperatura
ambiente. Los tubos se inocularon con crecimiento de las bacterias a ensayar

mediante picadura.

Para la lectura de la prueba VP, se afiadieron 0.6 ml de una solucién de a-naftol
al 5% y 0.2 ml de una solucién de KOH al 40% (o NaOH al 40%). Se agit6 el
tubo para exponer el medio al oxigeno atmosférico a fin de oxidar la acetoina y
obtener la reaccion de color. Se dej6é descansar el tubo por lo menos durante 10

a 15 minutos antes de intentar la interpretacion del color.

La reaccidon VP positiva: color rojo rosado en la superficie del medio (presencia
de acetoina). Reaccion VP negativa: color amarillo en la superficie del medio
(mismo color del medio), puede formarse un color cobrizo, pero aun asi la

reaccion es negativa (esto es debido a la accion de los reactivos al mezclarse).
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4.3.1.5 Tiosulfato-Citrato-Bilis-Sacarosa (TCBS).

Se sembrd una colonia pura de 18 a 24 h de crecimiento en cajas de agar
TCBS, para determinar el crecimiento y coloracion de la misma. En este medio
se esperan colonias amarillas y verdes pertenecientes a las bacterias del
género Vibrio, colonias azules que pudieran ser Pseudomonas, Aeromonas y
otros, 0 bien colonias traslucidas muy pequefias correspondientes a la familia

de enterobacterias.

4.3.1.6 McConkey.

Se sembro6 una colonia pura de 18 a 24 h en cajas de agar McConkey, para
determinar el crecimiento y coloracion de la misma. Las bacterias que hidrolizan
lactosa producen acidos organicos volviéndolas de color rosa-rojo,
considerandose como prueba positiva, las colonias lactosas negativas
permanecen incoloras aun cuando el medio tiende a poner se de color amarillo.
En este medio pueden crecer colonias traslucidas que puede corresponder a
especies del género Salmonella, Shigella y otros, algunas colonias rosas
(Enterobacter,  Klebsiella), colonias muy opacas (Enterococcous,

Staphylococcus y otros).

4.3.1.7 Oxidacion-Fermentacion (O-F).

Para la realizacion de la prueba O-F se preparé el medio Hugh y Leifson
(MacFAddin, 1990) (2g de peptona, 25g de NaCl, 0.3g de fosfato de potasio, 3g
de agar, 0.03-0.08g de Bromotimol, 1 L de agua destilada).

Después de disolver los ingredientes se ajusto el pH a 7.5 y se esterilizd el
medio en autoclave a 110°C durante 15 minutos. Posteriormente, se dej6 enfriar
el medio a 45 — 50 °C y se agrego glucosa estéril por filtracion al 10%. El medio
fue dispensado en tubos de ensaye bajo condiciones de esterilidad (5 ml por

tubo) y se dejaron enfriar a temperatura ambiente. Los tubos fueron inoculados
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por picadura hasta 0.6 mm del fondo del tubo y uno de los tubos se cubri6é con
uno a dos ml de vaselina o parafina fundida estéril para excluir el oxigeno.

Interpretacion de resultados: la oxidacion y fermentacion se observd en los
tubos donde hubo produccion de &cido y se presenté un color amarillo en los
tubos, para los organismos que no son oxidativos ni fermentativos no se

observo ninglin cambio de color en el tubo.

4.3.1.8 Motilidad.

Para la prueba de motilidad se empled el método de gota colgante. Se lavaron
portaobjetos a los cuales se les colocaron unas gotas de parafina derretida,
inmediatamente se colocé una gota de agua estéril inoculada con el aislado
bacteriano en un cubreobjetos (se observé con la ayuda de un microscopio de
luz (Carl Zeiss, Aciolab drd Kt) a 40X).

4.3.2 Sistema miniaturizado API 20E.

Para complementar la caracterizacion bioquimica de los aislados se utilizé el
sistema comercial APl 20E (BioMérieux), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Las galerias unas vez inoculadas se incubaron a 37 °C durante 24-
48 h. Las actividades ensayadas en este sistema fueron: [(-galactosidasa,
arginina dihidrolasa, lisina y ornitina descarboxilasa, citrocromo oxidasa,
triptéfano desamina, ureasa, gelatinasa, utilizacion de citrato, reduccion de
nitrato, produccion de H,S, produccién de acetoina, y fermentacién-oxidacion
de glucosa, manitol, inositol, sorbitol, ramnosa, sacarosa, melibiosa, amigdalina

y arabinosa.
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4.4  Caracterizacién gendmica de los aislados bacterianos.

4.4.1 Caracterizacion por rep-PCR.

4.4.1.1 Extraccion de ADN.

Se resembr6 una colonia pura en agar TSA y se incubé a 30 °C durante 24
horas. Posteriormente se tomd con la ayuda de un asa microbioldgica el
crecimiento bacteriano y se suspendio en 480 ul de EDTA (58 mM) en un tubo
Eppendorf, el cual se centrifugd a 13 000 X g durante 5 minutos a temperatura
ambiente, se desecho el sobrenadante y se agregaron 600 pl de solucién de
lisis (Wizard® Genomic DNA Purification Kit, PROMEGA). El pellet bacteriano
se resuspendio con la ayuda de una pipeta estéril, se calenté un termoblock
(VWR Scientific industries Inc. USA.) a 80°C durante 5 minutos y se dejo enfriar
a temperatura ambiente. Posteriormente, se afiadieron 5 pl de solucion RNasa
(Wizard® Genomic DNA Purification Kit, PROMEGA) a las células bacterianas,
invirtiendo el tubo Eppendorf de dos a cinco veces, se incubaron los tubos
Eppendorf en bafio maria a 37 °C durante 60 minutos y se dejaron enfriar a
temperatura ambiente. Se agregaron 200 pl de soluciébn de precipitacion
protéica (Wizard® Genomic DNA Purification Kit, PROMEGA) a cada tubo
Eppendorf, se agitaron en vortex (VWR Vortex mixer, Scientific industries Inc.
USA.) a maxima velocidad durante 20 segundos y se incubaron en hielo
durante 5 minutos. Posteriormente se centrifugaron a 13 000 x g durante tres
minutos a temperatura ambiente y se transfiri6 el sobrenadante a un tubo
Eppendorf conteniendo 600 ul de isopropanol (Sigma) a temperatura ambiente,
los tubos se agitaron gentiimente hasta que se observo el pellet de ADN.
Después se centrifugaron a 13 000 x g durante tres minutos a temperatura
ambiente, se desecho el sobrenadante y se agregaron 600 ul de etanol al 70%
(Sigma) y se resuspendio el pellet, en seguida se centrifugd a 13 000 x g
durante tres minutos nuevamente a temperatura ambiente y se deseché el

sobrenadante.
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Los tubos se dejaron secar a temperatura ambiente durante 30 minutos y se
agrego a cada tubo 30 pl de solucion de rehidratacion (10 mM Tris.HCI, pH 7.4;
1mM EDTA, pH 8.0), dejando re-hidratar el ADN durante toda la noche a 4 °C.

Se almacend la extraccion de ADN a -20 °C.

El ADN de cada aislado se ajusté a una concentracién de 50 ng pl?, con la
ayuda de un espectrofotbmetro (México, Samrtspec 300, BIORAD), diluyendo
5ul de ADN en 995 pl de agua miliiQ estéril (1:200, usando como blanco 1 ml de
agua 18 8 MQ esteril, las lecturas de absorbancia se realizaron a una densidad
Optica de 260 nm y 280 nm. Una vez conocida la concentracion de ADN en
cada extraccion se ajustd con agua destilada ultra pura de 8 MQ estéril en todas

las extraciones a 50 ng pl™ El ADN se almacené a -20°C.

4.4.1.2 Reaccion en cadena de la polimerasa de elementos palindromicos

repetidos (rep-PCR).

La mezcla de rep-PCR se realiz6 bajo condiciones estériles y en hielo. En un
tubo Eppendorf de 0.2 ml se agregaron las siguientes reactivos: 10.6 ul de
buffer H/C (KCI 50 mM; MgCl, 1.5 mM; Tris HCI pH 8.8 10 mM; Triton X-100 al
1%; Wong y Lin, 2001), 0.1 pl de mezcla de dNTP’s (25 mM c/u), 0.5 ul de
iniciador (GTG)s (0.3 pg pl™, 5-GTG GTG GTG GTG GTG-3"; Versalovic et al.,
1994; Gomez-Gil et al., 2004), 0.2 ul de Taq polimerasa (Promega, 5 U/ul).
Posteriormente se agregé 1 ul de ADN (50 ng plI™), el volumen final de cada
reaccion fue de 12.5 pl.

El protocolo de rep-PCR en el termociclador (MyCycler™Thermalcycler,
BIORAD) fue de 95 °C durante 7 minutos, seguido de 35 ciclos de 90 °C
durante 30 segundos, 45 °C durante 1 minuto y 65 °C durante 3 minutos, con

una temperatura de extension final de 70 °C durante 10 minutos.
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4.4.1.3 Electroforesis.

Los productos de la reaccion de rep-PCR se corrieron en un gel de agarosa al
2.25% (Grado analitico, Promega, USA) en buffer TAE 0.5 X (800 ml de agua
destilada, 96.8 g de Tris-base, 22.8 ml de acido acético glacial, 40 ml , de EDTA
0.5 M, pH 8), cada reaccion de PCR se mezcl6 con 2 pl de buffer de carga (6X,
25 mg de azul de bromofenol; 4 g de sacarosa; se afor6 a 10 ml con agua
destilada estéril). Se agregaron 5 pl de la solucién en cada carril del gel; se
utilizé 3 pl del marcador de peso molecular 1 kb DNA 100 pg mi™ (Promega).

El gel se corri6 en una camara de electroforesis horizontal (E-C maxicell
EC360M, USA) a 4°C durante 260 minutos con una fuente de poder (EPS 301,
Amersham pharmacia biotech, USA) a 70 V. Posteriormente se tifid con
bromuro de etidio (120 pl de solucién madre de 10 mg ml™ en 1 L de TAE 0.5
X) durante 30 minutos a temperatura ambiente, enjuagandose después con
agua destilada a temperatura ambiente durante 15 minutos. El gel se fotografié
en un fotodocumentador de longitud de onda corta (UVP 3.527, USA), con el
software LabWorks, Ver 4.0.0.8 (Media Cybernetics, LP), la imagen se guardd

como archivo TIFF.
Analisis de Patrén de Bandas

Los patrones de banda de cada cepa presentes en las imagenes obtenidas de
la electroforesis de rep-PCR se analizaron con el software GelCompar Il Ver.
4.5 (Applied-Maths).

La similitud entre los patrones de bandas fue calculada empleando el
coeficiente de similitud de Jaccard (Kosman y Leonard, 2005). El dendrograma
fue construido con el algoritmo de Ward (optimizacién 0.35, tolerancia de

comparacion de bandas 1.82%).
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4.4.2 ldentificacién molecular.

Los grupos (clados) obtenidos mediante el analisis numeérico realizado con el
GelCompar fueron identificados mediante de secuenciacion del fragmento 16S

rADN. Se seleccion6 una cepa representativa de cada grupo.

4.4.2.1 Extraccion de ADN.

Se realizé una extraccion de ADN con el Kit InstaGene Matrix (Bio-Rad), la cual
consistio en resuspender la bacteria en 1 ml de agua estéril en un tubo de
microcentrifuga, se centrifugé a 12000 rpm durante un minuto descartando el
sobre nadante, se afiadié 200 ul de IntaGene Matriz al pellet y se incubo a 56°C
durante 30 minutos. Posteriormente se dio un vortex fuerte durante 10
segundos, seguido de una incubacién en bafio maria a 100°C durante 8 min.
Después se dio un segundo vortex de 10 segundos y una centrifugacion de 3
minutos a 12000 rpm. El pellet mas el sobrenadante se guardo a -20°C.

4.4.2.2 Amplificacion del gen 16S.

Para la amplificacién se utilizaron los iniciadores pA y pH. La Mezcla de PCR se
realiz6 sobre una capa de hielo, en un tubo Eppendorf de 0.2 ml se agregaron
los siguientes reactivos: 1 ul del ADN (30-60 ng), una bolita de PCR beads por
cada reaccion, 1 ul del iniciador pA (2uM) (Tabla 1), 1 ul del iniciador pH (2uM)
y 22 pl de agua destilada estéril. El volumen final de la reaccién de la PCR fue
de 25 pl. El procedimiento general de amplificacién consiste en un ciclo inicial a
95 °C durante 2 min, seguido de 30 ciclos de 95 °C durante 1 min, 55°C
durante 1 min y 72°C durante 1 min 30 seg, con una temperatura de extension
final de 72°C por 5min.

Posteriormente se corrio un gel de agarosa al 1.25% durante 30 minutos a
temperatura ambiente aplicando un voltaje de 110 V, con la finalidad de verificar

la amplificacion del gen 16S (una banda de aproximadamente 1400 pb).
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Tablal. Iniciadores empleados.

Iniciador® Posicion® Secuencia 5" - 3
pA (d) 8-27 GAAGAGTTTGATCCTGGCTCAG
pH (r) 1540-1521 AGGAGGTGATCCAGCCGCA
8(r) 539-517 TTACCGCGGCTGCTGGCACG
Anti k8(d) 517-537 CGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
3(r) 1109-1090 GTTGCGCTCGTTGCGGGACT

Anti 3 (r) 1398-1382 CGGTGTGTACAAGGCCC

3(1); iniciador reverso, (d) iniciador directo, °; numeracion de la
posicién corresponde con la estabecida para el gen 16S de E.
coli.

NOTA: Para algunos de los aislados identificados, la amplificacion del gen rRNA
16S se realiz6é con los iniciadores 27F (5'AGA GTT AGA GTT TGA TCM TGG
CTC AG 3") y 1492R (5" TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACT T 3'), donde M=
AIC, Y=CIT.

4.4.2.3 Purificacién del producto de PCR.

La purificacion se llevd a cabo con el kit de purificacion QlAquick PCR
Purification Kit (Qiagen), para la eliminacion de residuos de productos de la
amplificacion.

Se afadieron 125 pl de tampdn SpinBind a 25 pl de producto de PCR, se
mezcl6 por pipeteo y se transfirié a un tubo con filtro spin y se centrifug6 por un
min a 13000 rpm. Posteriormente se removio el filtro spin y se descarto el
liguido por decantacién colocando de nuevo el filtro, para agregar 300 pl de
buffer SpinClean al filtro y centrifugar por 30 seg a 13000 rpm. Se removio el
filtro spin una vez mas para descartar el liquido y se coloc6 de nuevo en el
mismo tubo para centrifugarse por 60 seg a 1300 rpm. Se coloco el filtro spin en
un tubo limpio y se agregaron 30 ul de agua 18 Q estéril y se centrifugo a 60
seg a 13000 rpm.

Posteriormente se cuantificd la concentracidbn en nanogramos del producto de
PCR, para la reaccion de secuenciacion de utilizé con una concentracion entre
30-60 ng de ADN.



51

4.4.2.4 Reaccidn de secuenciacion.

Se realizé la reaccion con el kit de secuenciacion de Beckman.

La mezcla de PCR se realiz bajo una capa de hielo, en tubos Eppendorf de 0.2
ml se agregaron los siguientes reactivos (por cada tubo de reaccion): 4 ul de
Master Mix, 1 pl de sequencing reaction buffer kit, 2 yl de cada iniciador (2
pmol/ul) (Tabla 1) y 13 pl entre el ADN y agua. Las condiciones de
secuenciacion fueron 30 ciclos de 96°C durante 20 seg (desnaturalizacion),

50°C durante 20 seg (union del cebador) y 60°C por 4 min (elongacion).

Precipitacion de los productos de PCR con etanol.

Se prepar6 una solucién stop (para cada reaccion de secuenciacion): 2 ul de
acetato soédico 3M (pH 5.2), 2 ul Na,-EDTA 100 mM (pH 8.0) y 1 ul de
glucogeno 20 mg/ml (kit). En tubos de Eppendorf se afiadieron 5 pl de la
mezcla por tubo, se afiadi®é 60 ul de etanol 95 % (v/v-H,0), se centrifugd
inmediatamente a 14000 rpm por 15 min a 4°C. Posteriormente se elimind
cuidadosamente el sobrenadante con la ayuda de una micropipeta y se lavo el
pellet 2 veces con 200 ul de etanol al 70%, en cada lavado se centrifugd a
14000 rpm por 10 min a 4°C. Después del ultimo lavado se elimin6é el
sobrenadante y se dejo secar al vacio por 10 minutos, para luego ser
resuspendidos en 40 ul de Sample loading solution (kit). Las muestras se
dejaron por 24 horas a temperatura ambiente y posteriormente fueron

almacenadas a -20°C.

Los productos de PCR generados se secuenciaron utilizando el producto
“Bigdye® Terminator v3.1” (Applied Biosystems) y un secuenciador modelo 377
DNA de la misma casa comercial. Las secuencias obtenidas se analizaron
utilizando los programas “Sequencing Analysis v3.4.1” (Applied Biosystems) y
“‘Segman v5.53” (DNASTAR). Finalmente, se utilizé el programa BLAST
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), asi como el programa EzTaxon server
2.1 (http://147.47.212.35:8080/2_identify.jsp), para seleccionar entre las
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secuencias de ADNr 16S existentes en la base de datos GenBank, aquellas que

mostraron una mayor identidad con las secuencias obtenidas para los aislados.

4.5 Estudio de potenciales factores de virulencia extracelulares.

4.5.1 Obtencion de los productos extracelulares (PEC).

Para la obtencion de productos extracelulares (PEC) de los distintos cultivos
bacterianos se utilizé la técnica de extraccion en medio solido descrita por Liu
(1957). Para ello se prepararon in6culos de 3 ml de las cepas a ensayar en el
medio TSA. Estos in6culos se sembraron empleando un rastrillo de vidrio estéril
en placas de 24 x 24 cm que contenia 250 ml del medio, sobre el que
previamente se habia depositado una membrana de celofan estéril, algunos de
los PEC fueron inoculados en cajas petri aumentando a 10 cajas por cepa. Tras
el periodo de incubacion (24 h a 25°C), se procedi6 al lavado de las membranas
con 15 ml de tampodn fosfato salino estéril (PBS), pH 7.2. Las suspensiones
recogidas se centrifugaron a 10,000 rpm durante 30 min a 4°C. Los
sobrenadantes obtenidos se filtraron a través de membranas estériles de
celulosa de 0.22 pym de diametro de poro (Millipore). Todos los productos
filtrados se sometieron a una prueba de esterilidad, sembrando 5-6 ul en una
placa de TSA, procediendo a un nuevo paso de filtracion en caso de registrar
crecimiento bacteriano tras el periodo de incubacion. Los PEC extraidos se
conservaron a -20°C hasta su uso.

La concentracion de proteina presente en los PEC se determind por el método
de Bradford (1976), utilizando concentraciones crecientes (de 5 a 100 pg/ml) de
seroalbumina bovina (Sigma) para la elaboracién de la curva patréon. A 100 ul
de cada concentracion de albumina, asi como de las muestras a estudiar y de
agua destilada (tubo control) se afadieron 5 ml del reactivo de Bradford
(Biorad). Una vez homogenizadas las muestras (entre 2 min y 1 h), se midi6 la
absorbancia a 595 nm (Asgs). La concentracion de proteinas de cada muestra

se ajusto a 0.5 -1 mg/ml por dilucidon en agua estéril.
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4.5.2 Determinacion de las actividades enziméaticas presentes en los PEC.

4.5.2.1 Sistema de determinacién en placa.

Las diferentes actividades enzimaticas presentes en los PEC fueron estudiadas

mediante la utilizacion de placas que contenian un medio de cultivo vy el

sustrato a ensayar. Cada uno de estos medio se inoculé con 15 ul de cada

muestra de PEC y las placas se incubaron durante 48 horas a 25 °C. Las

actividades estudiadas fueron:

Gelatinolitica: su deteccion se llevdo a cabo en medio TSA
suplementado con 1% (p/v) de gelatina, utilizando MgCl, como
reactivo de revelado. Se determiné como positiva cuando se observo
un halo transparente en el medio indicando la presencia de proteasas,

de lo contrario se considero negativa.

Amilolitica: se determiné en placas de TSA suplementado con un 0.4
% (p/v) de almidon, utilizando lugol como reactivo de revelado.
Después de incubar se inundaron las placas con lugol que al unirse
con el almidén intacto forma un complejo purpura. La prueba se
consideré positiva en aquellos casos donde se observdé un halo
amarillo (degradacion del almidon de la placa).

Lipolitica: su deteccion se realizé en medio TSA suplementado con un
0.01% (p/v) de Cl,Ca 'y 1% (v/v) de Tween 20 o Tween 80 (Panreac).
Se consideré actividad lipolitica cuando se presentdé un halo

transparente en el medio.

DNAsa: esta prueba se realizé en placas que contenian el medio DNA
agar (Biolife). Como reactivo de revelado se utilizé HCI 0.1 N. Algunas
bacterias excretan nucleasas que despolimerizan el DNA, zonas
claras alrededor de los PEC se consideran como positivas indicando

la presencia de DNasas.
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- Esculina: se determindé en placas de TSA suplementando con 0.1 %
(p/v) de esculina y 0.05 % de citrato férrico como indicador. El
producto aromatico de la hidrolisis de la esculina reacciona con el

hierro y se produce un color negruzco, siendo asi la prueba positiva.

4.5.2.2 Valoracién de la actividad proteolitica sobre el sustrato azocoll.

La actividad proteolitica presente en las muestras de PEC se determind
mediante ensayo colorimétrico, utilizando el sustrato azocoll (Sigma). Para ello,
a 2.5 ml de tampoén Tris-HCI 0.1 M (pH7.2) mas 0.02 g de azocoll, se afiadié un
volumen de 100 pl de PEC y la reaccién se incubd a 37 °C durante 30 min. La
reaccion se par6 afadiendo 2.5 ml de una solucibn acuosa de acido
tricloroacético 10% (p/v). A continuacion las muestras se centrifugaron a 1000 x
g durante 15 minutos a 4 °C y se determiné la absorbancia del sobrenadante a
520 nm. Una unidad de actividad proteolitica equivale a una absorbancia de 1.0
a 520 nm.

4.5.2.3 Ensayo de citotoxicidad.

Los ensayos de citotoxidad de los PEC se realizaron sobre células HelLa las
cuales constituyen una linea de células epiteliales humanas procedentes de un
carcinoma cervical, siguiendo la metodologia descrita por Toranzo et al. (1983).
Las células se cultivaron en placas de 48 pocillos a 22 °C hasta conseguir una
monocapa confluente, usando medio Dulbecco’s MEM (HyClone) suplementado
con L-glutamina (Gibco) y 10 % (v/v) de suero de bovino inactivado (Cambrex).
Tras este periodo, se retird el medio de crecimiento, se lavaron las células con
PBS estéril y se afiadieron 0.9 ml por pocillo de medio L-15. A cada uno de los
pocillos se afiadio 0.1 ml de los PEC y medio de enriquecimiento con suero de
bovino al 2% y se volvieron a incubar a 25 °C. El ensayo se realizG6 por

duplicado, utilizando PBS y caldo de TSA como controles negativos. Los
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cultivos se observaron a las 12, 24 y 48 h post-adicion y se consideré como
actividad citotoxica la destruccion total o parcial del tapiz celular.

4.5.2.4 Actividad hemolitica de los PEC.

La actividad hemolitica fue medida en agar sangre, complementado con
5% de eritrocitos de ovejas. Las placas fueron inoculadas con cinco pl de
cada muestra de PEC y se incubaron a 37 °C por 24-48 horas. La presencia
de una zona descolorida clara que rodeaba a las colonias indicé la
actividad hemolitica (Gerhardt et al., 1981).

4.6 Patogenicidad y factores de virulencia.

4.6.1. Preliminares.

4.6.1.1. Infecciones experimentales con PEC.

Se seleccionaron 45 lenguados (Solea vulgaris) con un peso promedio de 5-
10g, se distribuyeron en acuarios que contenian 60 litros de agua a una
densidad de 5 peces por acuario (Figura 1). Los lenguados fueron inyectados
en la region intraperitoneal (Figura 2) con 100 ul de los productos extracelulares
de ocho cepas diferentes (Tabla 2), las cuales presentaron una actividad
proteolitica mas alta con respecto al resto, se establecié un grupo control que
fue inoculado con 100 pl de PBS estéril. Se hicieron observaciones por cinco

dias, registrandose la tasa de mortalidad.
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Tabla 2. Cepas a ensayar en los lenguados (Solea

vulgaris).
Numero Cepa
Grupo de peces. Bacteria
1 5 C41lm Pseudomonas mosselii
C43m Aeromonas veronii

Clb4m Aeromonas hydrophila
C7b4m Soonwooa buanensis
C26m Microbacterium paraoxydans
C510m Aeromonas hydrophila
Cllim Aeromonas veronii
C412m Aeromonas jandaei

- PBS
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Figura 1. Acuarios experimentales de
lenguados (Solea vulgaris).

Figura 2. Inyeccion intraperitoneal de
lenguados.
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4.6.2 Infeccion experimental en tilapias (O. niloticus) y PEC de cepas

potencialmente patdgenas.

Se hizo una seleccion aleatoria de 300 tilapias (O. niloticus) aparentemente
sanas (peso promedio de 5-10 g). Para cada cepa a estudiar se distribuyeron
en acuarios que contenian 56 L de agua a una densidad de cinco peces por
acuario con una replica. Fueron aclimatadas en los acuarios durante una
semana y alimentados con la dieta comercial (Purina) dos veces al dia, con un
contenido del 33% de proteinas. Los peces fueron divididos en 15 grupos

iguales (cada uno con una repeticion).

Las tilapias fueron inyectadas en la region intraperitoneal con las 13 cepas
aisladas e identificadas previamente (Tabla 3), mas una cepa de E. coli (CAIM
21); obtenida de la Coleccion de Microorganismos de Importancia Acuatica
(CAIM), asi como sus productos extracelulares. La suspension de las bacterias
fue preparada tal como se describe en el apartado 4.5.1.2. Con una dosis de
aproximadamente 1 x 10® UFC/ml. Como control se tuvieron tilapias inoculadas

con PBS a lo largo de cada experimento.

Se hicieron observaciones durante siete dias, registrando la tasa de mortalidad,
considerandose la mortalidad consecuencia de la dosis bacteriana inoculada
s6lo cuando se pudo aislar el agente bacteriano en cultivo puro a partir de los
organos internos del pez (cerebro, corazon, bazo, higado o rifidn) mediante un
analisis bacterioldgico. Los érganos se resembrarén directamente en agar TSA
y se incubaron 24 horas. Para comprobar la identidad de las cepas aisladas, se
realizd una caracterizacion por rep-PCR (metodologia descrita en el apartado
4.4.1), usando como control la cepa inyectada.
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Tabla 3. Disefio experimental para la evaluacion de cepas
potencialmente patégenas y sus PEC en tilapias O.

niloticus.
Numerode Cepa
Grupo peces. Especie
1 10 Clb4m  Aeromonas hydrophila
2 10 C510m  Aeromonas hydrophila
3 10 C412m  Aeromonas jandaei
4 10 C411lm  Aeromonas sp.
5 10 C43m Aeromonas veronii
6 10 C111lm  Aeromonas veronii
7 10 C25m Edwardsiella tarda
8 10 CAIM 21 Escherichia coli
9 10 C26m Microbacterium paraoxydans
10 10 C27m Pseudomonas anguilliseptica
11 10 C41m Pseudomonas mosselii
12 10 C7bdm  Soonwooa buanensis
13 10 C2b4m  Soonwooa buanensis

4.6.3 Infecciones experimentales con células bacterianas y PEC de la cepa
C510m (Aeromonas hydrophila).

Se realizé una seleccién de 60 tilapias (Oreochromis niloticus) aparentemente
sanas con un peso promedio de 5-10g, se dividieron en dos grupos de 10

organismos con tres réplicas respectivamente.

Un lote de tilapias fueron inyectadas en la region intraperitoneal con una
suspensién de las células bacterianas vivas y otro con los productos
extracelulares de la cepa Aeromonas hydrophila y otro lote con PBS las cuales
fueron tomadas como el grupo control. La suspension bacteriana fue preparada
mediante un cultivo puro de A. hydrophila en agar TSA durante 24 horas.
Posteriormente se suspendieron en una solucion de suero fisiologico 0.85% y
se ajusto a una densidad 6ptica de (1078 cel/ml) 1.00 en un espectrofotometro a
una absorbancia de 610 nm. El inéculo final fue de 7.8 x 108 UFC/m, se inyect6
40 pl por cada 10 g de peso de tilapia equivalente a una dosis de 3.1x10°
UFC/g.
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V. RESULTADOS.

5.1 Caracterizacion e identificacion de los aislados.

5.1.1 Caracterizacion fenotipica.

Se analizaron 89 aislados bacterianos procedentes de tilapias (Oreochromis
niloticus) cultivadas en tres presas del estado de Sinaloa.

Tras un periodo de incubacion de los aislados bacterianos, se seleccionaron
colonias aisladas, con el fin de obtener cultivos puros de los distintos aislados.
Estos aislados se analizaron con diez perfiles morfolégicos y bioquimicos. La
mayoria (86%) de los aislados bacterianos fueron Gram negativos y moviles,
el 80% fue oxidasa y catalasa positiva, fermentadores de glucosa y con
capacidad de crecimiento en agar TCBS y McConkey, con respecto a la prueba
de Voges-Proskauer sélo el 20% de los aislados bacterianos fueron
fermentadores de glucosa a butanodiol. EI 22% de los aislados fueron
productores de &cidos organicos. Del total de los aislados sélo el 14% fueron

Gram positivos. Los perfiles fenotipicos observados, se muestran en Anexo 1.

Los perfiles analizados utilizando el sistema APl 20E (BioMérieux), se
presentan en el anexo 2. El 70% presentd motilidad asi como actividad cuando
el sustrato fue L-arginina. 50% de los asilados presentaron actividad cuando el
sustrato fue 2-nitrofenil-BD-galactopiranisida, L-lisina, L-glucosa y presentaron
actividad gelatinolitica y de oxidacion, no detectdndose las actividades D-

sorbitol, L-ramnosa y L-arabinosa en ninguno de los aislados.
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5.1.2 Identificacién fenotipica.

Mediante la caracterizacion fenotipica realizada a los aislados bacterianos con
los diez perfiles morfolégicos y la aplicacion del sistema miniaturizado API 20E,
se identificaron 15 especies.

Las cepas identificadas fenotipicamente fueron Alcaligenes fecalis, Aeromonas
hydrophila, Corynebacterium spp., Enterobacter aglomerans, Flavobacterium
spp. Flavobacterium spiritivorum, Listeria monocytogenes, Micrococcus sp.,
Plesiomonas shigelloides, Proteous vulgaris, Pseudomonas aeruginosa,

Pseudomonas stutzeri, Salmonella spp., Streptococcus sp. y Staphylococcus

sp.

Las especies con los mayores indices de prevalencia fueron Plesiomonas
shigelloides (18.6%) (Tabla 4), Pseudomonas aeruginosa (14.3%) y Aeromonas
hydrophila (10.2%).

Tabla 4. Porcentaje de prevalencia de los
géneros y especies bacterianas identificadas.

% Porcentaje de

Especie prevalencia
Plesiomonas shigelloides 18.6
Pseudomonas aeruginosa 14.3
Aeromonas hydrophila 10.2
Alcaligenes fecalis 5.9
Corynebacterium spp. 5.9
Enterobacter aglomerans 5.9
Flavobacterium spiritivorum 5.9
Flavobacterium spp 5.9
Micrococcus sp. 4.6
Proteus vulgaris 3.9
Listeria monocytogenes 2.5
Pseudomonas stutzeri 2.5
Salmonella spp 2.5
Staphylociccus sp. 2.5

Streptococcus sp. 2.5
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5.1.3 Caracterizacién genémica.

La caracterizacion gendmica de los aislados mediante el analisis rep-PCR con
el iniciador (GTG)s produjo un dendrograma con 15 clados compuesto por 37
cepas (Figura 4, 1-15) y 40 cepas que no formaron ningun clado. Se considero
un clado cuando la similitud entre las unidades taxondmicas operacionales
(OTU) fue superior al 42% calculando con una tolerancia del 60% en la posicién
de las bandas. Los aislados fueron considerados clones cuando el porcentaje
de similitud fue superior a 90%, hubo casos en los que se obtuvo un porcentaje
del 100%.

5.1.3.1 Andlisis filogenético.

Se seleccionaron 50 cepas a las cuales se les secuencio un tercio o casi el gen
ARNr 16S completo (Anexo 3).

El andlisis filogenético de estas secuencias permiti6 observar tres grupos
(Figura 3), el primer grupo esta compuesto por bacterias Gram negativas de las
familias Enterobacteriaceae, Aeromonadaceae, Pseudomonadaceae y una
cepa perteneciente a la familia Neisseriaceae, todas pertenecientes a la gama
Y- proteobacterias (Figura 3a).

El segundo grupo esta formado por bacterias del tipo Gram positivas, de la
familia Micrococcaceae y Bacillaceae (Figura 3b). Dentro de la familia
Micrococcaceae se agruparon especies de Microbacterium paraoxydans y
Microbacterium esteraromaticum asi como Micrococcus yunnanensis. En la
familia Bacillaceae se tienen las especies de Oceanobacillus oncorhynchi y

Bacillus sp.

Y un tercer grupo (Figura 3c) compuesto por bacterias Gram negativas, las
cuales no se agruparon con el primer grupo ya que para estas se uso solo una
parte del gen al momento de secuenciar, siendo estas las diferencias entre las

mismas especies que si se agruparon en el primer y segundo grupo.
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Figura 3. Arbol filogenético basado en el método del vecino mas
cercano (neighbor-joining) usando las secuencias del anexo 3. La distancia
fue obtenida empleando el modelo de Jukes y Cantor. El arbol filogenético se
realiz6 empleando el software Molecular Evolutionary Genetics Analysis
(MEGA) Ver. 4.1, a) Y-protobacterias, b) Gram postivass y ¢) Gram negativas.
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5.1.3.2 Identificacion.

La identificacion de clados y cepas aisladas obtenidas mediante el
dendrograma (Figura 4) se realizé empleando las secuencuas del gen 16S
ARNIr.

Una vez identificadas por este meétodo las cepas representativas de los
diferentes clados, se pudo asignar una identidad al resto de las cepas del clado.
Este analisis permitio la identificacion de 27 especies diferentes: Acinetobacter
sp. (tres cepas), Acinetobacter junii (una cepa), Aeromonas hydrophila (cuatro
cepas), Aeromonas jandaei (tres cepas), Aeromonas sp. (tres cepas),
Aeromonas veronii (tres cepas), Bacillus sp. (tres cepas), Brevibacterium casei
(una cepa), Deftia tsuruhatensis (dos cepas), Enterobacter hormaechei (tres
cepas), Edwardsiella tarda (dos cepas), Microbacterium paraoxydans (seis
cepas), Microbacterium esteraromaticum (una cepa), Micrococcus yunnanensis
(dos cepas), Oceanobacillus oncorhynchi (una cepa), Plesiomonas shigelloides
(12 cepas), Proteus penneri (dos cepas), Pseudomonas alcaligenes (11 cepas),
Pseudomonas alcaliphila (una cepa), Pseudomonas anguilliseptica (dos cepas),
Pseudomonas mosselii (cuatro cepas) Pseudomonas monteii (una cepa)
Pseudomonas sp. (una cepa), Rheinheimera sp. (una cepa), Soonwooa
buanensis (una cepa), Sphingobacterium sp. (dos cepas) y Klebsiella

pneumoniae (una cepa).

En la Tabla 5 se muestran las identificaciones de las cepas realizadas con
métodos genotipicos y método fenotipicos, donde solo el 48% de las
identificaciones fenotipicas coinciden con las genotipicas a nivel de género y
sélo el 20% a nivel de especies, estas especies fueron Aeromonas hydrophila, y
Plesiomonas shigelloides. Especies como A. hydrophila fueron asiladas e
identificadas de tilapias sanas (higado) y enfermas (cerebro, higado, rifidn), las
cuales presentaban signos de enfermedad tales como descamacion,
oscurecimiento de la piel, exfoltalmia. Por otro lado especies como Plesiomonas
shigelloides, Aeromonas veronii, Vogesella perlucida, Microbacterium

paraoxydans y especies del género Pseudomonas fueron asiladas de tilapias
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sanas y enfermas con signos aparentes de enfermedad, como descamacion,

perdida de un ojo, ocurecimiento de la piel, exfoltalmia y ojos opacos, tal como

se muestran en la tabla 5.

Tabla 5. Comparacion de la Identificacion fenotipica contra la identificacion genotipica.

Cepa identificacion fenotipica Identificacion genotipica organo Signo de enfermedad
Clb4m Aeromonas hydrophila Aeromonas hydrophila Rifidn Descamacion, perdida de un ojo
C510m Aeromonas hydrophila Aeromonas hydrophila Lesion en ojo Descamacion, oscurecimiento
C4 12m Aeromonas hydrophila Aeromonas jandaei Higado Exfoltalmia

C4 11m Aeromonas hydrophila Aeromonas sp. Rifion Ojos rojos

Cl11m Aeromonas hydrophila Aeromonas veronii Cerebro Descamacioén

C43m  Aeromonas hydrophila Aeromonas veronii Rifdn Normal

C28m  Alcaligenes spp. Bacillus sp. Higado Normal

C2b 9m Corynebacterium spp. Brevibacterium casei Cerebro Normal

C3a8m Salmonella spp. Delftia tsuruhatensis Lesion en ojo Descamacion

C75m  Salmonella spp. Edwardsiella tarda Rifdn Oscurecimiento de la piel
C7a1lm Micrococos sp. Enterobacter hormaechei Rifidn Normal

C26m  Plesiomonas shigelloides Microbacterium paraoxydans Higado Ojos opacos

C3a9m Flavobacterium spp. Microbacterium paraoxydans Cerebro Normal

Clb 6m Plesiomonas shigelloides Plesiomonas shigelloides Cerebro Ojos opacos

Clb 7m ek Plesiomonas shigelloides Lesion en ojo Descamacion

C25m  Plesiomonas shigelloides Plesiomonas shigelloides Rifién Descamacién

C9a3m Plesiomonas shigelloides Plesiomonas shigelloides Bazo Normal

C22m  Pseudomonas aeruginosa Pseudomonas alcaligenes Rifién Normal

C27m  Pseudomonas aeruginosa Pseudomonas anguilliseptica Cerebro Descamacioén

C4 1m Pseudomonas aeruginosa Pseudomonas mosselii Rifién Normal

C2b 4m Flavobacterium spp. Soonwooa buanensis Higado Descamacion, perdida de un ojo
C7b 4m Enterobacter aglomerans Soonwooa buanensis Rifién Exfoltalmia

C2 10m Flavobacterium spiritivorum  Sphingobacterium sp. Cerebro Ojos opacos

C104m Pseudomonas stutzeri Vogesella perlucida Rifién Exfoltalmia

C6 11M Streptococcus sp. Vogesella perlucida Rif6Nn Normal

*** - No se realizo la identificacion.
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Figura 4. Dendograma a partir de repPCR de los aislados de
tilapias (O. niloticus). La similitud entre los patrones de bandas fue
calculada empleando el coeficiente de similitud de Jaccard. El
dendrograma fue construido con el algoritmo de Ward (optimizacion
0.35, 1.82%). El niumero indica la asignacion que se le dio al cluster
(valido <42% de similitud). * indica las cepas identificadas mediante la
secuenciacion del gen 16S RNAr.
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De las especies identificadas genotipicamente, la que tuvo mayor porcentaje
de prevalencia fue Plesiomonas shigelloides con un 16% con respecto al
namero total de cepas identificadas. Las especies con menor porcenaje de
prevalencia fueron Acinetobacter junii, Brevibacterium casei, Microbacterium
esteraromaticum, Oceanobacillus oncorhynchi, Pseudomonas alcaliphila,
Pseudomonas monteii, Pseudomonas sp., Rheinheimera sp., Soonwooa

buanensis y Klebsiella pneumoniae con 1.3% cada una (Tabla 6).

Tabla 6. Porcentaje de prevalencia de las
cepas identificadas.

Especie % de prevalencia
Plesiomonas shigelloides 15.6
Pseudomonas alcaligenes 14.3
Microbacterium paraoxydans 7.8
Aeromonas hydrophila 5.2
Pseudomonas mosselii 5.2
Acinetobacter sp. 3.9
Aeromonas jandaei 3.9
Aeromonas sp. 3.9
Aeromonas veronii 3.9
Bacillus sp. 3.9
Enterobacter hormaechei 3.9
Delftia tsuruhatensis 2.6
Edwardsiella tarda 2.6
Micrococcus yunnanensis 2.6
Proteus penneri 2.6
Pseudomonas anguilliseptica 2.6
Acinetobacter junii 1.3
Brevibacterium casei 13
Microbacterium esteraromaticum 1.3
Oceanobacillus oncorhynchi 1.3
Pseudomonas alcaliphila 1.3
Pseudomonas monteilii 13
Pseudomonas sp. 1.3
Rheinheimera sp. 1.3
Soonwooa buanensis 1.3
Sphingobacterium sp. 1.3

Klebsiella pneumoniae 1.3
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Con respecto a la microbiota encontrada en las tres presas estudiadas, las
tilapias de la presa Adolfo Lopez Mateos ubicada en Badiraguato presento la
mayor diversidad de especies bacterianas y las de la presa con mayor

namero de cepas identificadas fue la presa Sanalona en Culiacan (Tabla 7).

Tabla 7. Porcentaje de prevalencia de las cepas identificadas por
presa estudiada.

Especie % Porcentaje de prevalencia
Sanalona  Adolfo Lopez M. Dique IV
Acinetobacter sp. 7.1 4.5 -
Acinetobacter junii 3.5 - -
Aeromonas hydrophila 7.1 9.1 -
Aeromonas jandaei - - 111
Aeromonas sp. - 4.5 7.4
Aeromonas veronni 3.5 4.5 3.7
Bacillus sp. 3.5 9.1 -
Brevibacterium casei - - 3.7
Delftia tsuruhatensis - 4.5 3.7
Enterobacter hormaechei 10.7 - -
Edwardsiella tarda 3.5 4.5 -
Microbacterium paraoxydans - 9.1 14.8
Microbacterium esteraromaticum 3.5 - -
Micrococcus yunnanensis - 9.1 -
Oceanobacillus oncorhynchi - 4.5 -
Plesiomonas shigelloides 14.3 4.5 25.9
Proteus penneri 7.1 - -
Pseudomonas alcaligenes 10.7 13.6 18.5
Pseudomonas alcaliphila - 4.5 -
Pseudomonas anguilliseptica 7.1 - -
Pseudomonas mosselii 7.1 4.5 3.7
Pseudomonas monteilii - - 3.7
Pseudomonas sp. - - 3.7
Rheinheimera sp. - 45 -
Soonwooa buanensis 3.5 - -
Sphingobacterium sp. 7.1 - -
Klebsiella pneumoniae - 4.5 -

(-) Ausente.
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Los géneros encontrados en las tilapias de las tres presas estudiadas fueron

Aeromonas, Plesiomonas y Pseudomonas; los géneros Proteus, Soonwooa y

Sphingobacterium (Figura 5) solo fueron identificados en las de la presa

Sanalona. En la presa Adolfo Lopez M. solo fueron identificaron los géneros

Oceanobacillus,

Rheinheimera y Klebsiella,

Brevibacterium solo fue identificado en la presa Dique V.
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Figura 5. Porcentajes de prevalencia de los géneros identificados con
respecto a las presas estudiadas.
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El estudio de los potenciales factores de virulencia extracelulares se realiz6 a

25 cepas (Tabla 8), de las cuales siete fueron aislados de dérganos internos

de tilapias aparentemente sanas y el resto fueron aislados de oOrganos y

lesiones de tilapias con signos aparentes de enfermedad.

Tabla 8. Especies estudiadas y su fuente de aislamiento.

Cepa Especie Organo Signo de enfermedad Presa
Clb 4m Aeromonas hydrophila Rifidn Descamacion, perdida de un ojo  Sanalona
C5 10m Aeromonas hydrophila Lesion en ojo Descamacion, oscurecimiento Sanalona
C412m Aeromonas jandaei Higado Exfoltalmia Dique IV
C4 11m Aeromonas sp. Rifi6n Ojos rojos ALM*
Cl1lim Aeromonas veronii Cerebro Descamacién ALM
C4 3m Aeromonas veronii Rifi6n Normal Dique IV
C28m Bacillus sp. Higado Normal ALM
C2b 9m Brevibacterium casei Cerebro Normal Dique IV
C3a 8m Delftia tsuruhatensis Lesion en ojo Descamacion ALM
C7 5m Edwardsiella tarda Rifi6n Oscurecimiento de la piel ALM
C7a1lm Enterobacter hormaechei Rifién Normal Sanalona
C2 6m Microbacterium paraoxydans Higado Ojos opacos Dique IV
C3a9m Microbacterium paraoxydans Cerebro Normal Dique IV
Clb 6m Plesiomonas shigelloides Cerebro Ojos opacos Dique IV
Clb 7m Plesiomonas shigelloides Lesion en ojo Descamacion Sanalona
C25m Plesiomonas shigelloides Rifidon Descamacioén Sanalona
C9a 3m Plesiomonas shigelloides Bazo Normal Dique IV
C22m Pseudomonas alcaligenes Rifidon Normal ALM
C27m Pseudomonas anguilliseptica Cerebro Descamacién Sanalona

C4 1m Pseudomonas mosselii Rifidn Normal Sanalona
C2b 4m Soonwooa buanensis Higado Descamacion, perdida de un ojo  Sanalona
C7b 4m Soonwooa buanensis Rifion Exfoltalmia Sanalona
C2 10m Sphingobacterium sp. Cerebro Ojos opacos Sanalona
C104m Vogesella perlucida Rifion Exfoltalmia Sanalona
C6 11M Vogesella perlucida Rifion Normal ALM

*ALM: Adolfo L. Mateos.
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5.2.1 Cuantificacién de proteinas y determinacion de la actividad
proteolitica presente en los PEC.

Para la determinacion de la concentracion de proteinas como la actividad
proteolitica presentes en las muestras de PEC analizadas se utilizaron
métodos colorimétricos. La concentracion de proteina total estimada para las
distintas muestras de PEC fue muy variable (240.87 — 12634.08 pg/ml)
(Tabla 9).

En cuanto a la actividad proteolitica, Los PEC extraidos de los aislados del
género Aeromonas presentaron los valores mas altos de actividad
proteolitica (0.45 - 1.23 U/ml) (Tabla 4), la cepa A. veronii (C1 11m) presento
la mayor actividad proteolitica con 1.23 U/ml. La mayoria de los aislados se
encontraron en un nivel por debajo de 1 U/ml (0 — 0.90 U/ml).

No hubo una correlacion significativa entre la concentracion de proteinas y la

actividad proteolitica (r= -0.210, p= 0.315, n= 25). Tal y como se muestra en

la figura 6.
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Figura 6. Correlacion entre la concentracién de proteinas y la actividad proteolitica.



Tabla 9. Cuantificacion de proteinay actividad proteolitica en los
PEC obtenidos.

Cepa Especie . ACtiVi(!«’:_l.d
Proteina Proteolitica
Total (ug/ml) (U/ml)

Clb4m Aeromonas hydrophila 944.76 0.9
C510m Aeromonas hydrophila 3604.95 0.58
C4 12m Aeromonas jandaei 1964.17 0.86
C4 11m Aeromonas sp. 828.25 0.45
Cl11im Aeromonas veronii 750.58 1.23
C4 3m Aeromonas veronii 1672.91 0.67
C28m Bacillus sp. 12634.08 0
C2b 9m Brevibacterium casei 1736.02 0
C3a 8m Delftia tsuruhatensis 3027.28 0.01
C7 5m Edwardsiella tarda 1090.39 0
C7alm Enterobacter hormaechei 240.87 0.01
C26m Microbacterium paraoxydans 2124.37 0.83
C3a9m Microbacterium paraoxydans 478.74 0.1
Clb 6m Plesiomonas shigelloides 1978.74 0
Clb 7m Plesiomonas shigelloides 2905.92 0
C25m Plesiomonas shigelloides 3604.95 0.01
C9a 3m Plesiomonas shigelloides 1202.04 0
C22m Pseudomonas alcaligenes 469.03 0.01
C27m Pseudomonas anguilliseptica 342.82 0
C4 1m Pseudomonas mosselii 2318.54 0.25
C2b 4m Soonwooa buanensis 2323.4 0.23
C7b 4m Soonwooa buanensis 1944.76 0.18
C2 10m Sphingobacterium sp. 2119.51 0.01
C104m Vogesella perlucida 7478.74 0
C6 11M Vogesella perlucida 2658.35 0.34

U: unidad de actividad proteolitica equivale a una absorbancia de 1.0 a 520 nm
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5.2.2 Actividades enziméticas de los PEC.

5.2.2.1 Sistema de determinacion de actividades enziméticas en placa.

Los PEC de los aislados del género Aeromonas presentaron actividad
lipolitica cuando el sustrato utilizado fue el Tween 20 (Tabla 10), lo mismo
ocurrié con la actividad gelatinolitica, amilolitica y actividad DNAasas. La
actividad esculinolitica s6lo se presentd en la especie Sphingobacterium sp.
(C2 10m).

De los aislados estudiados, el 20% presenté actividad amilolitica siendo
estos la mayoria del género Aeromonas y Soonwooa buanensis (cepas C2b
4m y C2b 7m). El 33.33% present6 actividad DNAasas, principalmente de la
especie Aeromonas veronii (cepas C4 3my C1 11m), Aeromonas hydrophila
(cepas Clb 4m y C5 10m), Plesiomonas shigelloides (cepas C9a 3m y Clb
7m y Soonwooa buanensis (C7b 4m). El 53.33% de los aislados presentaron

actividad gelatinolitica y el 36.67% actividad lipolitica.
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Tabla 10. Actividades enzimaticas detectadas en los PEC de los
diferentes aislados. Ensayo en placa

Cepa Especie Actividades Enzimaticas
AMI°  DNAasa ESC GEL LIPT20

Clb4m Aeromonas hydrophila + -

C510m Aeromonas hydrophila - + - + +
C4 12m Aeromonas jandaei + + - + +
C4 11m Aeromonas sp. + + - + +
C4 3m Aeromonas veronii + + - + +
Cl1im Aeromonas veronii + + - + +
C28m Bacillus sp. - - - - +
C2b 9m Brevibacterium casei - - - + -
C3a 8m Delftia tsuruhatensis - - - -
C7 5m Edwardsiella tarda - - - - -
C7a1lm Enterobacter hormaechei - - - + +
C26m Microbacterium paraoxydans - - - + -
C3a9m Microbacterium paraoxydans - - - + -
C9a 3m Plesiomonas shigelloides - + - - -
C25m Plesiomonas shigelloides - - - - -
Clb 6m Plesiomonas shigelloides - - - - -
Clb 7m Plesiomonas shigelloides - + - - -
C22m Pseudomonas alcaligenes - - - + -
C27m Pseudomonas anguilliseptica - - - - -
C4 1m Pseudomonas mosselii - - - + -
C2b 4m Soonwooa buanensis - - - + -
C7b 4m Soonwooa buanensis + + - + +
C2 10m Sphingobacterium sp. - - + - -
C104m Vogesella perlucida - - - - +
C6 11M Vogesella perlucida - + - + +

& AMI: hidrélisis gelatina; ESC: hidrolisis esculina; GEL: hidrolisis gelatinasa; LIP T20:

hidrélisis del Tween 20 (lipasa); +: Actividad positiva; -: Actividad negativa
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5.2.2.2 Ensayo de citotoxicidad.

La citotoxicidad de los PEC se ensayé con células HelLa las cuales
constituyen una linea de células epiteliales humanas procedentes de un
carcinoma cervical (Toranzo et al. 1983). El 100% de los PEC probados
mostraron actividad citotéxica sobre estas células (Tabla 11). Los efectos
citotoxicos observados consistieron en la destruccion parcial o total de las
monocapas celulares. Las cepas Aeromonas hydrophila (C1lb 4m y C5 10m),
Aeromonas veronii (C4 3m y C1 11m), Aeromonas jandaei (C4 12m),
Soonwooa buanensis (C2b 4m y C7b 4m), Microbacterium paraoxydans (C2
6m) y Vogesella perlucida (C6 11m) presentaron destruccion total del tapiz
celular durante las primeras doce horas post-infeccion, el resto de los
aislados presentaron sélo destruccion parcial del tapiz celular durante las
primeras doce horas y durante el desarrollo del andlisis y algunos casos
durante las primeras doce horas no se observaron cambios sobre la

monocapa celular (Figura 7).

A B

Figura 7. Ensayo de citotoxicidad de células HeLa. A) Control negativo
(Células HeLa+PBS), B) Destruccién total del tapiz celular por
Pseudomonas mosselii (C4 1m).


http://es.wikipedia.org/wiki/Epitelio
http://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A1ncer_cervical

Tabla 11. Actividad citotoxica de los PEC de los diferentes

aislados sobre la linea células Hela.

Cepa Especie Actividad citotoxica.

12h 24h 48 h

Clb4m  Aeromonas hydrophila DT DT DT
C510m  Aeromonas hydrophila DT DT DT
C412m Aeromonas jandaei DT DT DT
C411m Aeromonas sp. DP DP DP
C4 3m Aeromonas veronii DT DT DT
Cl1lim Aeromonas veronii DT DT DT
C2 8m Bacillus sp. DP DP DP
C2b 9m Brevibacterium casei DP DP DP
C3a 8m Delftia tsuruhatensis DP DP DP
C7 5m Edwardsiella tarda DP DP DP
C7a1lm Enterobacter hormaechei SD DP DP
C2 6m Microbacterium paraoxydans DT DT DT
C3a 9m Microbacterium paraoxydans DP DP DP
C9a 3m Plesiomonas shigelloides SD DP DP
C25m Plesiomonas shigelloides DP DP DP
Clb 6m Plesiomonas shigelloides DP DP DP
Clb 7m Plesiomonas shigelloides DP DP DP
C22m Pseudomonas alcaligenes DP DP DP
C27m Pseudomonas anguilliseptica DP DP DP
C4 1m Pseudomonas mosselii DT DT DT
C2b 4m Soonwooa buanensis DT DT DT
C7b 4m Soonwooa buanensis DT DT DT
C210m Sphingobacterium sp. DP DP DP
C104m  Vogesella perlucida SD DP DP
C6 11M Vogesella perlucida DT DT DT

DT: destruccion total del tapiz celular; DP: destruccion parcial del tapiz
celular; SD : sin destruccidn del tapiz celular.
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5.2.2.3 Actividad hemolitica de los PEC.

La actividad hemolitica de los productos extracelulares fue positiva desde las
24 horas para las cepas Aeromonas hydrophila (Clb 4m y C5 10m),
Aeromonas veronii (C4 3m y C1 11m), Aeromonas jandaei (C4 12m),
Pseudomonas alcaligenes (C2 2m), Pseudomonas mosseli (C4 1m) y
Vogesella perlucida (C6 11m) (tabla 12). ElI 52% de los productos
extracelulares estudiados presentaron actividad hemolitica en agar sangre
suplementado con 5% de eritrocitos de oveja.
Tabla 12. Actividad hemolitica de los PEC estudiados.

Cepa Especie Actividad citotoxica
12 h 24 h

Clb 4m Aeromonas hydrophila +

C510m Aeromonas hydrophila +

C412m Aeromonas jandaei +

C4 11m Aeromonas sp. - -
C4 3m Aeromonas veronii + +
Cl1im Aeromonas veronii + +
C28m Bacillus sp. - +
C2b 9m Brevibacterium casei - -
C3a8m Delftia tsuruhatensis -

C75m Edwardsiella tarda - -
C7alm Enterobacter hormaechei -

C26m Microbacterium paraoxydans -
C3a9m Microbacterium paraoxydans - -
C9a 3m Plesiomonas shigelloides - -
C25m Plesiomonas shigelloides - -
Clb 6m Plesiomonas shigelloides - -
Clb 7m Plesiomonas shigelloides - -
C22m Pseudomonas alcaligenes + +
C27m Pseudomonas anguilliseptica - -
C41m Pseudomonas mosselii + +
C2b 4m Soonwooa buanensis - -
C7b 4m Soonwooa buanensis - +

C2 10m Sphingobacterium sp. - -
C104m Vogesella perlucida -
C6 11M Vogesella perlucida + +
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5.3 Patogenicidad y factores de virulencia.

5.3.1 Ensayos preliminares.

5.3.1.1 Infecciones experimentales con PEC en lenguados (Solea

vulgaris).

De las ocho cepas ensayadas solo tres presentaron mortalidades del 80%
con Pseudomonas mosselii (C4 1m), 60% con Aeromonas hydrophila y 40%
con Microbacterium paraoxydans (C2 6m). El resto de las cepas no causaron
mortalidades. Los lenguados presentaban nado erratico y oscurecimiento de
la piel antes de morir.

Las mortalidades con la cepa Aeromonas hydrophila (C5 10) se presentaron
durante las primeras 24 horas post inyeccién y respecto a las otras dos

cepas las mortalidades fueron durante las primeras 48 horas.

5.3.2 Infeccién experimental en tilapias (O. niloticus) y PEC de cepas

potencialmente patégenas.

Solo dos de las doce cepas ensayadas con las tilapias causardon porcentajes
de mortalidad del 100%, los PEC de Aeromonas hydrophila (C5 10m)
causarén una mortalidad del 100% durante las primeras 12 horas. Las
infecciones con células bacterianas de la misma cepa causaron también una
mortalidad del 100% entre las 12 y 18 horas post-infecciéon cuando el inéculo
inyectado fue 1.4 x10® UFC/ml (dosis de 5.6 x 10° UFC/g; Figura 8). Tanto
los organismos infectados con células y los inyectados con los PEC
presentaron nado erratico y letargia, oscurecimiento de la piel, inflamacién
del estbmago y presencia de liquido sanguinolento al momento de abrirlas

para hacerles el analisis bacteriologico.
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Figura 8. Promedio de mortalidad en tilapia (O. niloticus) con células y
PEC de Aeromonas hydrophila (C5 10m).

La otra cepa que caus6é mortalidades del 100% fue Pseudomonas mosselii
(C4 1m), dichas mortalidades so6lo se observaron cuando los organismos
fueron inyectados con los PEC. Durante las primeras seis horas post-
inyeccion, se tenia ya una mortalidad del 100%. Las infecciones con las
células bacterianas no produjeron mortalidad con un inéculo de 1.5x10°
UFC/ml (dosis de 6 x10° UFC/g). Las tilapias inyectadas con los PEC

presentaron oscurecimiento de la piel y nado erratico.

Las demas cepas ensayadas no produjeron mortalidad ni signos de
enfermedad durante los siete dias del experimento tanto inyectados con PEC

como células bacterianas vivas.

Se realizdé una infeccion con la cepa Escherichia coli (CAIM 21) con la
finalidad de descartar que las tilapias hayan muerto por choque téxico

bacteriano, durante esta infeccion no se presentdé mortalidad con un inéculo
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de 2 x 10® UFC/mI, ni con células bacterianas vivas ni sus los productos
extracelulares.

5.3.3 Infecciones experimentales con células y PEC de la cepa
Aeromonas hydrophila (C5 10m) en tilapias (O. niloticus).
Se obtuvo un mortalidad del 80% de los organismos infectados con células a
una densidad de 7.8 x 10® UFC/ml, una dosis de 3.1 x 10° UFC/g, a las 48
horas post-infeccion. Se obtuvo un 100% de mortalidad durante las primeras
doce horas post-infeccién con los productos extracelulares (Figura 9). En los
organismos inyectados con PBS, los cuales se tomaron como control, no
hubo mortalidades.

Los organismos infectados con los productos extracelulares presentaron
oscurecimiento de la piel, nado erratico e inflamacion del estomago. La
misma sintomatologia fue detectada para los organismos inyectados con
células bacterianas vivas solo que se observaban de forma mas tardia que
con los PEC.
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Figura 9. Mortalidad de tilapia (O. niloticus) inyectadas con células y
PEC de Aeromonas hydrophila (C5 10m).
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VI. DISCUSION.

6.1 Identificacidn de los aislados bacterianos.

Este estudio constituye la primera descripcién taxondémica de la microbiota de
tilapia viva (O. niloticus) obtenida a partir de 6rganos internos y algunas
lesiones, donde la caracterizacion se realizé en base a perfiles fenotipicos y
genotipicos.

Muchas de las especies bacterianas analizadas en este estudio han sido
reportadas y objeto de numerosas revisiones (Farmer y Hickman-Brenner,
1992; Ruimy et al.,, 1994), consecuencia de una gran variabilidad a nivel
fenotipico, lo que convierte la identificacién en una tarea dificil. La aplicacién
de métodos moleculares como la secuenciacion del 16S rARN facilita la
interpretacion de los perfiles fenotipicos y permite realizar identificaciones
mas precisas de estos microorganismos (Montez et al., 2003). Este gen es
una molécula que contiene regiones altamente conservadas que pueden
elucidar relaciones entre clases o filos. Sin embargo también tiene regiones
variables que pueden discriminar entre especies y géneros (Stackebrandt y
Rainey, 1995; Thompson et al., 2004).

En el presente trabajo, la caracterizacion de los aislados bacterianos se ha
basado tanto en las propiedades fenotipicas, genotipicas (rep-PCR), asi
como en al analisis de la secuencia de un fragmento del ADNr 16S, lo que

permitié realizar de forma acertada su adscripcidon taxonémica.

En este trabajo se mostré que la carga bacteriana presenta una gran
variedad taxonémica en los diferentes 6rganos analizados de las tilapias (O.

niloticus) tanto aparentemente sanas como enfermas.

La microbiota de las tilapias analizadas fue dominada principalmente por
bacterias Gram-negativas. Se identificaron 27 especies bacterianas de las
cuales los géneros dominantes fueron Plesiomonas, Microbacterium,

Aeromonas y Pseudomonas. Respecto a las preses estudiadas la presa
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Adolfo Lépez Mateos fue la que presento una gran variedad de las espcies
identificadas, por el contrario donde se identificacion menor variedad es en la
presa Dique VI. Especies como Pseudomonas anguilliseptica, Enterobacter
hormaechei, Soonwooa buanensis, Acinetobacter junii, Sphingobacterium sp.
y Reinheimera sp. solo fueron identificadas en la presa Sanalona. Con
respecto a la presa Adolfo Lopez Mateos se identificaron las especies
Oceanobacillus oncorhynchi, Brevibacterium casei y Microbacterium
esteraromaticum. En Dique VI se indentifico Klebsiella pneumoniae la cual no

se identifico en ninguna de las dos presas.

Los resultados del presente estudio coinciden parcialmente con los
realizados por Sakata et al. (1984) donde los bacterias predominantes en el
intestino en las tilapias son las del género Vibrio, Aeromonas vy
Pseudomonas. Sugita et al. (1982) demostré que el intestino de tilapias
contiene una gran variedad de especies bacterianas, los géneros
predominantes fueron Pseudomonas, Aeromonas y miembros de la familia
Enterobacteriaceae. En otros estudios realizados por Al-Harbi y Uddin (2005)
encontraron que los géneros dominantes en la microbiota de la tilapias viva
fueron Vibrio, Aeromonas, Pseudomonas y Streptococcus. Cabe sefalar que
en el presente estudio no se encontraron especies del género Vibrio ya que
los aislados bacterianos provienen de presas de agua dulce y la mayoria de
los estudios anteriores son en especias cultivadas en sistemas de agua
salobres. Probablemente las diferencias encontradas entre los diferentes
estudios con respecto a este trabajo, debido a que en estos sélo se

realizaron identificaciones fenotipicas.

Los resultados obtenidos difieren con los sefalados por Chowdhury et al.
(1989), donde Micrococcus sp. fue la especie bacteriana predominante en la
tilapia, encontrando también una alta prevalencia las especies Aeromonas
hydrophila, Shewanella putrefaciens, Corynebacterium urealyticum,
Escherichia coli y Vibrio cholera en el intestino de tilapias. Ruane et al.

(1977) observaron la presencia significativa de coliformes, incluyendo
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Escherichia coli en estanques de cultivo a 24-29 °C, coincidiendo con los

resultados obtenidos por Morales et al. (2004).

En este estudio existen diferencias importantes respecto a la identificacion de
los aislados caracterizados mediante las pruebas fenotipicas (pruebas
bioguimicas y aplicacion del sistema miniaturizado APl 20E) y la

identificacion genotipica.

Mediante la identificacion fenotipica los géneros Plesiomonas, Pseudomonas
y Aeromonas fueron los que presentaron los porcentajes de prevalencia mas
altos, coincidiendo parcialmente con los obtenidos mediante la identificacion
genotipica, solo que en este Ultimo se identific6 ademéas el género
Microbacterium. Mediante la identificacion fenotipica fueron identificados 14
géneros bacterianos y mediante la identificacion genémica se identificaron 21
géneros. Estos datos ponen en relieve las discrepancias entre los métodos
bioquimicos y los moleculares. Por ello, se considera un método de
caracterizacion de escaso poder discriminatorio y pobre reproducibilidad
(Janda et al., 1996; Borrell et al., 1997). En cambio los de identificacién
genotipica son métodos mas precisos (Borrel et al., 1997, 1998; Figueras et
al., 2000; Castro-Escarpulli et al., 2003).

6.2 Analisis de potenciales factores de virulencia extracelulares.

Varios autores han descrito el papel de los productos extracelulares de
bacterias patégenas como importantes factores de virulencia (Fouz et al.,
1990; Magarifios et al., 1992; Fouz et al., 1993; Biosca y Amaro, 1996;
Belabona et al., 1998; Perez et al., 1998; Wang et al., 1998; Farto et al.,
2006).

La actividad proteolitica de los PEC se determin6 mediante un ensayo

colorimétrico utilizando el sustrato azocoll, asi como ensayos en medios de
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cultivo con gelatina como sustrato. En el caso de los aislados del género
Aeromonas, donde el nivel de actividad proteolitica fue elevado, se
observaron resultados positivos en todas las muestras de PEC para las
actividades de gelatinolitica, DNAasas y lipasa (Tabla 9). Las cepas de
Microbacterium paraoxydans (C2 6m) y Pseudomonas moselii (C4 1m),
presentaron solo actividad en placas con gelatina como sustrato. En el resto
de las muestras analizadas no fue posible correlacionar los niveles de
actividad proteolitica con la hidrdlisis de sustratos especificos. Esto pone de
manifiesto la presencia en estos PEC de diferentes actividades proteoliticas

y por ello la imposibilidad de detectarlas con el empleo de un solo sustrato.

Como se ha mencionado anteriormente, los mayores niveles de actividad
proteolitica, asi como la actividad de proteasas mas amplia, se encontraron
en las muestras de PEC procedentes de los aislados del género Aeromonas;
especies de este género se ha encontrado que poseen factores de virulencia
gue podrian estar involucrados en los mecanismos de infeccion (Pemberton
et al., 1997). En este estudio principalmente las especies Aeromonas veronii
(C1 11m), Aeromonas jandaei (C4 12m) y Aeromonas hydrophila (C5 10m)
presentaron los niveles mas altos de actividad proteolitica. Diversos autores
han correlacionado dicha actividad con su capacidad de inducir patologias en
peces, asociando dicha patogenicidad con sus productos extracelulares
(Austin y Adams, 1996; Gonzélez et al., 2001).

Los productos extracelulares pueden contener diferentes factores de
virulencia (proteasas, DNAsas, elastasas, lectinasas, amilasas, gelatinasas
hemolisinas, lipasas) los cuales pueden alterar la membrana plasmatica del
huésped y juegan un papel importante en el desarrollo de enfermedades, ya
sea en humano o en peces (Howard et al., 1996; Pemberton et al., 1997;
Santos et al., 1999; Murray et al., 1999; Soler et al., 2002).
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Por lo tanto se puede considerar a las cepas del género Aeromonas aqui
analizadas como productoras de una gran cantidad de enzimas
extracelulares, las cuales degradan activamente complejos protéicos,
polisacaridos, mucopolisacaridos y moléculas que contienen lipidos. Estas
enzimas son utiles en la identificacion de la bacteria, en sus funciones
fisiolégicas y son considerados frecuentemente factores asociados a la

virulencia, en éste y en otros géneros bacterianos (Pemberton et al., 1997).

En el presente estudio, se observé que el 83.3% de los aislados del género
Aeromonas analizados presentaban citotoxicidad sobre la linea celular
HelLa (Tabla 10). La capacidad citotoxica de los miembros de este género ya
se ha descrito previamente (Santos et al.,, 1988; Namdari y Bottone, 1990;
Pemberton et al.,, 1997; Khalil y Mansour, 1997). Algunas cepas de este
género presentan citotoxinas que les permiten degradar las células del
hospedero facilitando la proliferacion de células patégenas. De acuerdo a la
relacion filogenética existente entre especies del género Vibrio y Aeromonas,
los resultados podrian ser comparables con los obtenidos por Toranzo y
Barja (1993) quienes sefialan que algunas especies del género Vibrio
presentan exoenzimas, tales como hemolisinas y exotoxinas, siendo estas
citotoxicas en lineas celulares humanas y altamente letales para los peces y
algunas especies de animales. La funcién de estas exotoxinas en especies
de ambos géneros parece estar relacionada con la produccién de dafios en
las células epiteliales del hospedero, lo que supone una puerta de entrada
del patégeno, posibilitando la produccion de una infeccion sistémica. En otro
estudio Wang et al. (1998) seialan que los PEC de Photobacterium
damselae causa cambios citotoxicos en las lineas celulares epiteliales de

peces.

Los aislados del género Aeromonas también presentaron actividad
hemolitica, Namdari y Bottone (1990) en su estudio consideran la produccion

de toxinas hemoliticas como una fuerte evidencia del potencial patdgeno en
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las bacterias de género Aeromonas, sin embargo en Aeromonas no

hemoliticas han sido implicados como patdgenos.

Respecto a los demas aislados analizados, dos cepas, Microbacterium
paraoxydans (C2 6m) y Pseudomonas mosselii (C4 1m) presentaron
actividad proteolitica elevada, sélo se observaron resultados positivos en las
muestras de sus PEC para la actividad gelatinolitica. Existen estudios en
donde se ha demostrado que bacterias del género Pseudomonas producen
una serie de proteinas extracelulares in vitro (La Peyre et al., 1995; Faisal et
al., 1999), incluyendo proteasas las cuales favorecen a la propagacién dentro

del huésped y facilitan la proliferacién de patdgenos (La Peyre et al. 1996).

De las demas especies bacterianas, analizadas tales como Brevibacterium
casei, Delftia tsuruhatensis, Enterobacter hormaechei, Soonwooa buanensis,
Sphingobacterium sp. y Vogesella perlucida no se tienen aun reportes en la
literatura sobre la patogenicidad de sus productos extracelulares, pero con
los resultados obtenidos en este trabajo se pude decir que estas cepas
pudieran ser patégenas para las tilapias cuando existen las condiciones
favorables para su proliferacion y los peces se encuentren bajo un sistema
inmunologico deprimido consecuencia del estrés por las altas densidades de
organismos en los cultivos, factores fisicoquimicos del agua (temperatura,
pH, falta de oxigeno, etc.), las cuales pueden actuar de forma similar, debido
a que hay pruebas claras de que la proteasa esta presente en los PEC de
diferentes cepas bacterianas y que es independiente del origen vy la especie
estudiada (Farto et al. 2006).
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6.3 Infeccion experimental en tilapias (O. niloticus) y PEC de
cepas potencialmente patégenas.

Las cepas ensayadas fueron escogidas en base a su alta actividad
proteolitica y las que presentaron diferentes actividades enzimaticas como
DNAasas, esculinasas, lipasas, amilasas y gelatinasas. Ademas de presentar
actividad citotoxica sobre la linea celular HeLa a las doce horas post-
infeccion. Debido a que en la literatura se seflala que la produccion
cuantitativa y cualitativa de proteasas es importante para el establecimiento
de la virulencia de una cepa en particular (Thune et al., 1986; Santos et al.,
1988, Toranzo y Barja et al., 1993).

De las doce cepas ensayadas en el presente estudio, sélo dos causaron
mortalidades del 100%, estas fueron las cepa C5 10m de Aeromonas
hydrophila y la C4 1m Pseudomonas mosselii. Los resultados obtenidos en
este trabajo concuerdan parcialmente con lo sefalado por Rey et al. (2009),
quienes  obtuvieron mortalidades del 100% cuando inyectaron
intraperitonealmente una densidad de 5.8 x10" UFC/ml de una cepa de
Aeromonas hydrophila (kj99) a organismos de un peso corporal de 35gy a
otros del mismo peso 100 pl de sus PEC. Las tilapias infectadas en este
trabajo con células bacterianas vivas de Aeromonas hydrophila a una
densidad de 7.8 x 102 UFC/m| comenzaron a morir siete horas post-infeccién
y dichas mortalidades cesaron a las 12 horas post-infeccién; los organismos
infectados con PEC de estas cepas murieron después de la primera hora
post-infeccion y las mortalidades culminaron a las 12 horas post-infeccion.
Posiblemente las diferencias en cuanto a las horas de mortalidad son por el
contacto directo de la concentracidén de proteinas a las cuales se sometieron
los peces principalmente a las proteasas existentes en los mismos. La
sintomatologia observada fue, tanto en los organismos infectados con celulas
como en los inyectados con los PEC, nado erratico y letargia, oscurecimiento

de la piel, inflamacién del estbmago y presencia de liquido sanguinolento, asi
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como hemorragias en a piel, dichos resultados concuerdan con los
observados por Scott (1977) y Liu et al. (1993).

Los sintomas fueron similares a los descritos en la trucha arco iris infectadas
de forma natural con Aeromonas hydrophila (Aydin et al., 1997) y también en
el bagre infectados experimentalmente con otra cepa de A. hydrophila
(Gaines 1972). Hemorragias similares y liquido sanguinolento ha sido
observado en varias especies de peces infectados con A. hydrophila
(Gaines, 1972; Roberts, 1993: Aydin et al., 1997).

Los cambios producidos por los PEC tales como nado erratico y letargia,
oscurecimiento de la piel, inflamacion del estdmago y presencia de liquido
sanguinolento, asi como hemorragias en la piel fueron similares a los
observados con los productos extracelulares de Vibrio anguillarum en la
trucha arcoiris (Lamas et al., 1994). Por su parte, Fouz et al. (1995)
observaron signos clinicos graves y lesiones histologicas con los productos
extracelulares de Photobacterium damselae en lenguados (Scophthalmus
maximus). La gravedad de las lesiones de tejidos inducidos en este estudio
puede deberse principalmente a la actividad de proteasas. Wang et al.,
(2003) sugirié que la causa de la citotoxicidad de las especies de Aeromonas
y sus productos extracelulares puede ser multifactorial y que los productos
(a-y B-hemolisinas, DNAasas, enterotoxinas proteasas, y RNasas) actlan
solos o en conjunto. Sin embargo, la composicion de los productos
extracelulares de cepas de A. hydrophila podria ser diferente y las
condiciones del medio de cultivo y la temperatura también podria afectar a su
composicion (Khalil y Mansour, 1997). Una amplia gama de funciones
biolégicas relacionadas con la B-hemolisina de A. hydrophila se ha descrito,
incluidas las actividades hemoliticas y proteoliticas letales para los peces
(Khalil y Mansour 1997, Nelson et al., 1997).

Algunos de los productos extracelulares liberados durante la infeccibn con

cepas de Aeromonas hydrophila puede desempefiar un papel importante en
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la patogénesis de dicha cepa, probablemente induce la degeneraciéon y
necrosis (Khalil y Mansour, 1997). La actividad hemolitica encontrada en las
células vivas de Aeromonas hydrophila se ha correlacionado con la
produccion en vivo de areas hemorragicas en los desafios experimentales
(Rey et al., 2009).

Respecto a la cepa C4 1m de Pseudomonas mosselii que produjo
mortalidades en las tilapias, no se tiene informaciéon sobre estudios de
infecciones experimentales, pero se cree que su forma de actuacién sobre
los organismos es de forma similar a las bacterias de género Aeromonas. Se
tienen reportes de mortalidades en peces causadas por bacterias de este
género, por ejemplo Miyashita (1984) encontr6 que Pseudomonas
flourescens causa mortalidades crénicas en crias de tilapias (O. niloticus) en
Japoén. Las crias de tilapias presentaron exoftalmia, coloracién oscura en el
cuerpo, lesiones nodulares, necrosis focal en el higado, bazo, rifion y
branquias, inflamacion en la vejiga natatoria, abscesos en los ojos, bazo vy
vejiga natatoria y formulacién de granulomas. Cabe sefialar que en este
estudio no se observaron dichos signos, pero si se observé mortalidad en los

organismos.

De las demas cepas ensayadas aun no se tienen estudios en donde hayan
sido aisladas de tilapias (O. niloticus), pero algunas de estas especies han
sido reportadas como patégenos para peces y humanos, asi como otros

mamiferos.

Rahman et al., (2002) aisl6 Aeromonas veronni de peces tales como; Clarias
gariepinus, Puntius gonionotus, Labeo rohita, Catla catla y Channa striatus
de diferentes granjas de Bangladesh. Dichos peces presentaban signos de
enfermedad como profundas ulceras hemorragicas en la mitad del cuerpo y
regiones de la cola. En este estudio la cepas C4 3m y C1 11m de Aeromonas

veronii ensayadas no causaron mortalidad ni signos de enfermedad en las
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tilapias. Estas diferencias se pueden dar debido a que son bacterias de la
misma especie pero diferentes cepas.

Respecto a Pseudomonas anguilliseptica se ha reportado como patdgeno
para peces (Daly, 1999) y se aislo por primera vez de Anguilla japonica en
Japén (Wakabayashi y Egusa, 1972). Kou y Kou (1978) describio la
enfermedad en cria de Anguilla anguila y A. japonica, siendo A. japonica la
mas suseptible a la infecciébn por Pseudomonas anguilliseptica (Muroga et
al., 1975). Desde entonces, la “enfermedad de las manchas de color rojo” ha
sido reportada en la anguila europea en Dinamarca (Mellergaard y
Dalsgaard, 1987), también se tienen reportes de infecciones en peces;
salmon Atlantico (Salmo salar), trucha de mar (Salmo trutta), trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) y pez blanco (Coregonus sp.) (Wiklund y Dalsgaard,
1987; Wiklund y Bylund, 1990; Wiklund y Lénnstrom, 1994).

Otra cepa que en el presente trabajo no causd mortalidad, sin embargo se
tienen reportes de ser patégena es Edawardsiella tarda, la cual es causante
de Edwardsielosis, provocando mortalidades a especies de peces de vida
silvestre y en granjas (Kusuda y Salati, 1993; Thune et al., 1993; Rashid et
al., 1994). Hay poca informacion disponible sobre la virulencia y estructura
genética de este patdgeno. Factores de virulencia como la adhesién y la
invasion de las células epiteliales (Strauss et al, 1997; Ling et al, 2000.), la
produccion de hemolisina y otras toxinas (Janda et al., 1991a; Suprapto et al,
1996), y la resistencia al suero (Janda et al, 1991b) han sido implicados en la
patogénesis de Edwardsiella tarda. Otros genes de virulencia siguen siendo

desconocidos.

Por otro lado, Microbacterium paraoxydans fue aislado por primera vez de
sangre de humano (Laffineur et al., 2003; Gneiding et al., 2008) y de higado
de ratones de laboratorio (Buczolits et al., 2008), hasta la fecha no se tienen
reportados casos de infecciones en peces, tal y como ocurrid6 en este

estudio.
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La especies Soonwooa buanensis y Vogesella perlucida son especies
Gramnegativas. Soonwooa buanensis fue aislada del agua del mar amarillo
en Korea, perteneciente a la familia Flavobacteriaceae (Young et al., 2009).
De Vogesella perlucida se reporté un aislado en agua de manantial en el
distrito de Tainan, Taiwan (Chou et al., 2008) no se cuenta con informacion

en donde hayan sido patdégenas para peces.

En resumen, se identificaron 27 géneros bacterianos de los cuales
Plesiomonas, Microbacterium, Aeromonas y Pseudomonas fueron los que
presentaron los mayores porcentajes de prevalencia. La cepas C5 10m de
Aeromonas hydrophila y C4 1m de Pseudomonas mosselii son patégenas
para la tilapia (O. niloticus) al presentar en sus productos extracelulares
enzimas tales como proteasas, DNAsas, amilasas, gelatinasas, Yy lipasas, las
cuales alteran la membrana plasmatica del huésped permitiendo la
proliferacion de las células patdgenas y el desarrollo de enfermedades. Aun
asi no se descarta la patogenicidad de las demas cepas estudiadas debido a
que hay pruebas claras de que las proteasas estan presentes en los PEC y

gue sus funciones son independientes del origen y la especie estudiada.
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VII.  CONCLUSIONES.

A partir de los resultados obtenidos en el presente trabajo se puede deducir
las siguientes conclusiones:

1.- Las técnicas de identificacion revelaron 27 especies diferentes
demostrando que la microbiota de tilapia (O. niloticus) presenta un alta
variedad taxonémica.

2.- Las especies identificadas con mayor frecuencia fueron:
Plesiomonas shigelloides, Pseudomonas alcaligenes, Microbacterium

paraoxydans, Aeromonas hydrophila y Pseudomonas mosselii.

3.- Los métodos moleculares son mas precisos y permiten una

identificacion correcta a diferencia de los métodos fenotipicos.

4.- Los productos extracelulares (PEC) de las cepas patdégenas
estudiadas son importantes factores de virulencia en base a su elevada

toxicidad in vivo e in vitro y a su contenido en exoenzimas.

5.- La cepa C5 10m de Aeromonas hydrophila es patdégena para las
tilapias (O. niloticus) a una dosis de 5.6 x 10° UFC/g, al igual que sus

productos extracelulares.

6.- La cepa C4 1m de Pseudomonas mosselii causé mortalidad con

sus productos extracelulares a tilapias (O. niloticus).

7.- Por el contrario las cepas Clb 4m de Aeromonas hydrophila, C4
12m de Aeromonas jandaei, C4 11m de Aeromonas sp., C4 3my C1 11m de
Aeromonas veronii, C2 5m de Edwardsiella tarda, C2 6m Microbaterium
paraoxydans, C2 7m de Pseudomonas anguilliseptica y C7b 4m y C2b 4m de

Soonwooa buanensis; no son patégenas para la tilapia (O. niloticus).
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VIill. RECOMENDACIONES.

Para estudios posteriores de los potenciales factores extracelulares de
virulencia se recomienda aplicarles el sistema miniaturizado APl ZYM, con la
finalidad de hacer una caracterizacion mas amplia de las actividades
enzimaticas.

Realizar la deteccién de genes de virulencia de los posibles patégenos
mediante la reaccion de la cadena de la polimerasa (PCR) y utilizando los
cebadores y condiciones publicados, para aerolisinas/hemolisinas, lipasas
extracelulares (lip, lipH3, pla, plc y GCAT); Proteasas y DNAsas (Soler et al.,
2002)

Se recomienda establecer una dosis letal 50 (DLsp) con las cepas que
resultaron patégenas en este estudio, estableciendo 20 organismos (Labella,
2010); para cada dosis a ensayar entre 10° y 10® UFC/ml mediante una
inyeccion intraperitoneal y establecer un grupo control. Durante 7 dias
recolectar los peces muertos, considerandose la mortalidad consecuencia de
la dosis bacteriana inoculada so6lo cuando se asile el agente bacteriano en

cultivo puro apartir de los 6rganos internos de pez.

Realizar un bioensayo con la DLsy de la cepa C5 10m de Aeromonas
hydrophila en donde se inyecten células vivas y sus productos extracelulares
a la par, realizar muestreos cada 1, 2, 3, 4, 5, 6, 12, 24, 48, 72 y 96 horas
de los érganos internos de los peces para obtener una descripcion detallada

de la distribucion en los tejidos y los cambios morfologicos inducidos.
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ANEXOS
Anexo 1.
Perfiles fenotipicos obtenidos en el presente estudio.

Muestreo 1. Muestro 2 Muestreo 3

Sanalona Adolfo Lépez M. Dique IV
E &€ &€ € &£ £ &€ E E &€ £ E£E E£E £ E E E E E E E £ E E E £ £ £ E
i — i i — i i i i i (gl o o o o o o o (@] o (2] (ep] (ep] (0] (ep] (ep] o™ (ep] (9]
3 32 83 88 ELELEBBUT OUIBEB8E&8IY &8 38§ 8§
o © O O O O O O O v g O O O U
Tinciédn Gram - - - - - -+ o+ - e S - -+
Oxidasa + + o+ + + o+ - - - + 0+ o+ 4+ o+ 4+ + + + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+
Catalasa + + + + + + + o+ + + + + + + + + + + + o+ o+ o+ o+ o+ o+ + + o+
Motilidad - + 0+ o+ + 4+ - 4+ 4+ 4+ o+ o+ o+ 4+ o+ - - - - 4+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ -
Voges-Proskauer - - - - S e T R - -
Rojo de metilo + - + + + -+ - - - - - - - - - - - - + - + - - + O+ + - -
O/F° O/F O/F O/F O/F O/F - - - O/FO/fF - OF - - - O- - - - OF - OF - O/F - OJF O/F O/F -

Crecimiento en TCBS 33 3a 3a 1a 3a 33 0 3b 3c 3c 1a 3e 1a 1la 1a 1a l1la 1la 1a 3a 1a 3a 1la 3e 1a 3a 3a 3a 1a
Crecimiento en
McConkey 3* 1 3 2 3 1 0 3 3 3 3f 3f 3f 3f 3f 3f 3f 3f 3f 3e 3e 3e 3d 3e 3e 3e 3e 3d 3b

%0/F: Oxidacion/Fermentacion; 1: poco crecimiento; 2: crecimiento moderado; 3: crecimiento abundante; 4: crecimiento escaso; 0: no hubo
crecimiento; a: verde; b: amarillo; c: amarillo verdoso; d: rosa; e: amarillo con bordes verdes; f: color del medio.



122

(Continuacién-Perfiles fenotipicos obtenidos en el presente estudio)

Muestreo 4 Muestreo 5 Muestreo 6
Sanalona Adolfo Lépez M. Dique IV
E E E E E E E E E E E E ¢ € E E E E E E E E E E E E E
S ¥§ § § § § § &§ &§ &§ § & 5§ v 4 A A A A A 6 6 6 6 © U ©
i 0 [ 0 m O o) @ 0 Yo 0 o © o) ™ Yo M~ [§) O 0 @© 0 [ 0 (3] Q0 ©
© — N N O T < LN n O N -1 N O O O a o — N N < S N
@) (@] O o O (@] O (&) (@) (®)] 8) (@] (@) O (@] (@) (@] (@] (@] O (@] (@]
Tincién Gram - - - - - - - -+ o+ - - - - N - - - e .
Oxidasa + + -+ o+ o+ + 0+ o+ 4+ o+ - -+ -+ -+ -+ o+ - -+ o+ o+
Catalasa + + o+ o+ o+ 4 + 0+ + 4+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+
Motilidad + + A T + o+ o+ 4+ + - + + o+ o+ 4+ + o+ 0+
Voges-Proskauer + + e T S S - S . T N S
Rojo de metilo - -+ - - - - T S N S S R T
O/F O/F O/F O/F - - - - O/FO/F - - O/F - O/F O/F O/F O/F - O/F - - O/F - O/F - OfF -

Crecimientoen TCBS 3b  3b 0 0 O 1a 0 3a 3a 1la 1a O 4a 4a 4a 1a 1a 3a 1la 4a 4a 4a 1c 0 4a 4a 4a

Crecimiento en
McConkey 3f  3f 3f 0O 0 3f 3f 3f 3f 3f o 2f 1f 3f 3f 3f 3f 4f 3f 0 3f 4f 3f 4f 3f 3f 3f

%0/F: Oxidacion/Fermentacion; 1: poco crecimiento; 2: crecimiento moderado; 3: crecimiento abundante; 4: crecimiento escaso; 0: no hubo
crecimiento; a: verde; b: amarillo; c: amarillo verdoso; d: rosa; e: amarillo con bordes verdes; f: color del medio.
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(Continuacién-Perfiles fenotipicos obtenidos en el presente estudio)

Muestreo 7 Muestreo 8 Muestreo 9
Sanalona Adolfo Lopez M. Dique IV
E E E € € E€E € € € E E E E E E E E £ E
~ M~ M~ M~ M~ M~ M~ [e¢] 0 [o¢] o0 o0 [e0] [¢¢] (e)] (e))] (o)] (o)) (o))
© 0 (o] < n @ o) (o] [§) 0 < [Tp] © 0 i 0 O 5] o]
— =€ O O O LV OV U M m O U VvV O O N N ™ m
O o O o O o O o o O O o
Tincidn Gram - - - - . -
Oxidasa + + -+ + + + + + + + + + - - + o+
Catalasa + 4+ 4+ + o+ o+ o+ o+ o+ o+ - o+ -+ + -+ ¢
Motilidad + -+ + 0+ + 4+ o+ + o+ o+ o+ o+ + o+ o+
Voges-Proskauer e S SN S
Rojo de metilo I T T
O/F - - - OfF - - - - - - - - - .- e e
Crecimiento en TCBS 0 O 4a 0 1c 4a 0 2a 1a 1a 1la 3b 1la o 1la 3g 1la 1a
Crecimiento en
McConkey 1f 1f 3f 2f 3f 3f 3e 2f 3f 3f 3f 3f 2f 1d 2d 2d 2f 2d
Muestreo 10 Muestreo 11 Muestreo 12
Sanalona Adolfo Lopez M. Dique IV
E E E E£E E € € E € € E E £ £ E & E
o o o o o o o — i i — i [qV] (@] (@] [gV] (@]
i i i — i — i i —i —i i —i i — i i i
i (o] (28] n o) ™~ [e0] i (o] o™ < Yo © 0 [$%] o) <
O U U U 0O U O VU VL U U O H =@ o @|m U
O U U O
Tincion Gram - - - - - - - - - - - + - - - - -
Oxidasa + + + + + + + + + o+ - - - - + o+ o+
Catalasa + + + + + + - + o+ o+ 4+ -+ o+ o+ o+ o+
Motilidad + + o+ 4+ o+ - -+ o+ o+ + o+ o+ o+ 4+ -
Voges-Proskauer S T T L S T A S R S
Rojo de metilo e N R R
O/F - - 0o/ 0/ - 0O/ - O/F O/F - O/F - Of/F O/F O/F O/F OfF

Crecimiento en TCBS la 1a 3e 2b 1a 1le 1a 1a 1la 1a 1b 0 1a 1b 2e 1b 1a
Crecimiento en

McConkey 1d 1d 3d 3f 1d 3f 2d 3f 3f 3f 3f 0 3f 3f 3f 3f 3f

%0/F: Oxidacion/Fermentacién; 1: poco crecimiento; 2: crecimiento moderado; 3: crecimiento
abundante; 4: crecimiento escaso; 0: no hubo crecimiento; a: verde; b: amarillo; c: amatrillo
verdoso; d: rosa; e: amatrillo con bordes verdes; f: color del medio.



Anexo 2.

Perfil de actividades de aislados bacterianos estudiados. Sistema API 20E

Aislados Actividad®

bacterianos 1 2 3 4 56 78 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27
C41m -+ - -+ - - -+ o+ - - - - - - - - - + - - + + o+ -
C7alm - - - -+ - - - - 4 - - - - - - - - - - - - - - - - -
C22m -+ - -+ - - - -+ - - - - - - - - - + - + + o+ - -
C43m + + + -+ - - 4+ + o+ + + - - - + - - - + + ND + + + o+
C9a3m + 4+ + + ++ - - - - - + - + - - - + - - + + ND + + + 4+
Clb4m + + + -+ - - -+ +  + o+ o+ - - - + - - - + + ND + + + 4+
C2b4m R T - - - - - - - - - + - - - - - -
C7b 4m + - - - - - - 4+ - 4+ o+ - - - - - - - - - - - + - - - -
C104m S - - - - - - - - - - + - + + o+ o+ -
C25m -+ 4+ - - - - -+ o+ - + - - - - - - - - - - + + + + o+
C75m -+ + + - -+ - - + - - - - - - - - - ND + + + o+
Clb 6m + + + + - -+ - - + - + - - + - - - + ND + + + +
C26m + - - -+ - - - -+  + 4+ - - - - + - + - - - + - + - -
Clb 7m + + + - - - - - - - + - + - - + - - - + ND + - -
C27m -+ - -+ - - - -+ - + - - - - - - - - - + + o+ 4+
C28m R - - - - - - - - - - - - - - - - -
C3a8m -+ + + + -+ - -+ + - - - - - - - - - + + - + + - -
C2b 9m -+ - -+ - - -+ o+ o+ - - - - - - - - - - - + + 4+ - -
C3a9m + - - -+ - - - -+ + O+ - - - - + - + - + - - + O+ - -
C2 10m + - - - - - - -+ - - - - - - - - - - + - - + 4+ - -
C5 10m + 4+ + -+ + 4+ -+ + + o+ 4 - - - + - + - + 4+ - + o+ o+ -
Cl1llm + + + - + - - 4+ - 4+ + o+ + - - - - - + - + + - + o+ +
C411m + 4+ + ++ - - -+ + + o+ 4+ - - - + o+ o+ - - + ND + + +

C6 11m T A - - - - - - - - - - - - - - - - -
C412m + + + -+ - - -+ o+ + O+ + - - - + - - - + + ND + + + o+

%1, 2-nitrofenil-BD-galactopiranisida; 2, L-arginina; 3, L-lisina; 4, L-ornitina; 5, Citrato trisodico; 6, tiosulfato sodico; 7, urea; 8, L-triptofano; 9, D-
triptéfano; 10, piruvato sddico; 11, gelatina; 12, D-glucosa; 13, D-manitol; 14, Inositol; 15, D-sorbitol; 16, L-ramnosa; 17, D-sacarosa; 18, D-
melibiosa; 19, amigdalina; 20, L-arabinosa; 21, oxidasa; 22 y 23, NO,; 24, matilidad; 25, Mc conkey; 26, oxidacién; 27, fermentacion.
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Anexo 3.
Secuencias.
Cluster 1.

C6 1m

>Co6lm-Enterobacter hormaecchei
GCcTtACACATGCAAGTCGAACGGtAaCaGGAAGCAGCTTGCTGCTTCGCTGACGAGTGGCGGACGGG
TGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCAT
AACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCGGATGTGCCCAGATGGGATTAG
CTAGTAGGtGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCAC
ACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGLCGC
AAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGA
GGAAGGCcGaTgAGGTTAATAACCTtGtCgATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCG
TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGC
AGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAG
GCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAA
TACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAAC
AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGT
GGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATG
AATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAAC

Cluster 2.
C23m

>C23m-Plesiomonas shigelloides
GGCTAACCATGCAAGTCGAGCGGTAACACAGAGGAGCTTGCTCCTTGGGTGACGAGCGGCGGACGGG
TGAGTAATGCCTGGGGATCTGCCCGATAGAGGGGGATAACTACGGGAAACTGTAGCTAATACCGCAT
AATGTCTACGGACCAAAGTGGGGGCTCTTCGGACCTCATGCTATCGGATGAACCCAGGTGGGATTAG
CTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCTCTAACTGGTTTGAGAGAATGACCAGTCAC
ACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGC
AAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGGGGA
GGAAGGGYYACTAGTTAATACCTAGTGGCATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCG
TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGC
AGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGAGCTCAACTTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAA
GCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAA
TACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAAC
AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGT
GGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATG
AATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTAC
CTAC
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Cluster 3.

C3a 9m

>C3a9m-Microbacterium paraoxydans
CACGCGGCGTGCTAACACAGTGCGAGTCGAGCGGGTGAACACGGAGCTTGCTCTGTGGGATCAGTGG
CGAACGGGTGAGTAACACGGTGAGCAACCTGCCCCTGACTCTGGGATAAGCGCTGGAAACGGCGTCT
AATACTGGATATGTGACGTGACCGCATGGTCTGCGTTTGGAAAGATTTTTCGGTTGGGGATGGGCTC
GCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGTCGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGG
GTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATGC
ACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCAACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCT
TTTAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAAAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAG
CCGCGGTAATACGTAGGACGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTT
GTCGCGTCTGCTGTGAAATCCCGAGGCTCAACCTCGGGCCTGCAGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTG
CGGTAGGGGAGATTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGACCACCGATGG
CGAAGGCAGATCTCTGGGCCGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGGGTGGGGAGCAAACAGGCTTAGA
TACCCTGGTAGTCCACCCCGTAAACGTTGGGAACTAGTTGTGGGGTCCATTCCACGGATTCCGTGAC
GCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGAC
GGGGACCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCT
TGACATATACGAGAACGGGCCAGAAATGGTCAACTCTTTGGACACTCGTAAACAGGTGAGTGCATGG
TTGTCGTCTGCTCGTG

Cluster 4.
C28m

>C28m-Bacillus sp.
TGAGGGAGCTTGCTCCCAAAGATTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAG
ACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAATATCTATTTATACATATAATTAGATGG
AGAAGATGGTTCTGCTATCACTTACAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGC
TCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACALCGGCC
CAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCC
GCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTATCGGAGTAAC
TGCCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA
CGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGCGGTTCCTTAAGTCTAGA
TGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAA
AGTGGAATTCCAAGTGTAGCGGTGAAATGCGTA

Cluster 5.
C2 10m

>C210m-Sphingobacterium sp.

GCTATACATGCAGTCGAACGGGATCCAAGTGTTGTTAGCTTGCTAACgATCTGGTGAGAGTGGCGCA
CGGGTGCGTAACGCGTGAGCAACCTACCCATATCAGGGGGATAGCCCGAAGAAATTCGGATTAACAC
CGCATAAGACTACGAGATGGCATCATCAAGTAGTTAAATATTTATAGGATATGGATGGGCTCGCGTG
ACATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGTCTAGGGGCTCTGAGAGGAGAAT
CCCCCACACTGGTACTGAGACACGGACCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAAGGAATATTGGTCAA
TGGACGGAAGTCTGAACCAGCCATGCCGCGTGCAGGATGACTGCCCTATGGGTTGTAAACTGCTTTT
GTCGAGGAATAAACCTATCTACGTGTAGATAGCTGAATGTACTCGAAGAATAAGGATCGGCTAACTC
CGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATCCGAGCGTTATCCGGATTTATTGGGTTTAAAGGGTGC
GTAGGCGGCACTTTAAGTCAGGGGTGAAAGACGGCAGCTTAACTGTCGCAGTGCCTTTGATACTGAA
GTGCTTGAATGCGGTTGAAGACGGCGGAATGAGACAAGTAGCGGTGAAATGCATAGATATGTCTCAG
AACACCGATTGCGAAGGCAGCTGTCTAAGCCGTTATTGACGCTGATGCACGAAAGCGTGGGGATCGA
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ACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGATAACTCGATGTTTGCGATATACCGTA
AGCGTCCAAGCGAAAGCGTTAAGTTATCCACCTGGGGAGTACGCCCGCAAGGGTGAAACTCAAAGGA
ATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGAGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGATACGCGAGGAACCTTACC
C

Cluster 6.
C8 1m

>C81lm-Proteus penneri

GCCTACCATGCAGTCGGGCGGTaACAGGAGAAAGCTTGCTTTCTTGCTGACGAGCGGCGGACGGGTG
AGTAATGTATGGGGATCTGCCCGATAGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTGGCTAATACCGCATGA
CGTCTACGGACCAAAGCAGGGGCTCTTCGGACCTTGCGCTATCGGATGAACCCATATGGGATTAGCT
AGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACAC
TGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAA
GCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGG
AAGGTGATAAGGTTAATACCCTTATCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTG
CCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAG
GCGGTCAATTAAGTCAGATGTGAAAGCCCCGAGCTTAACTTGGGAATTGCATCTGAAACTGGTTGGC
TAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATA
CCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCARACAG
GATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGATTTAGAGGTTGTGGTCTTGAACCGTGG
CTTCTGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAATGAAT
TGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCACGCGAAGAACCTTACCTA

Cluster 7.
C3a 9m

>C3a9m-Microbacterium paraoxydans
CACGCGGCGTGCTAACACAGTGCGAGTCGAGCGGGTGAACACGGAGCTTGCTCTGTGGGATCAGTGG
CGAACGGGTGAGTAACACGGTGAGCAACCTGCCCCTGACTCTGGGATAAGCGCTGGAAACGGCGTCT
AATACTGGATATGTGACGTGACCGCATGGTCTGCGTTTGGAAAGATTTTTCGGTTGGGGATGGGCTC
GCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGTCGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGG
GTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATGC
ACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCAACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCT
TTTAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAAAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAG
CCGCGGTAATACGTAGGACGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTT
GTCGCGTCTGCTGTGAAATCCCGAGGCTCAACCTCGGGCCTGCAGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTG
CGGTAGGGGAGATTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGACCACCGATGG
CGAAGGCAGATCTCTGGGCCGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGGGTGGGGAGCAAACAGGCTTAGA
TACCCTGGTAGTCCACCCCGTAAACGTTGGGAACTAGTTGTGGGGTCCATTCCACGGATTCCGTGAC
GCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAARAACTCARAAGGAATTGAC
GGGGACCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCT
TGACATATACGAGAACGGGCCAGAAATGGTCAACTCTTTGGACACTCGTAAACAGGTGAGTGCATGG
TTGTCGTCTGCTCGTG
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Cluster 8.

Cl4m

>C41m-Pseudomonas mosselii
GCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGTATGACGGGAGCTTGCTCCTTGATTCAGCGGCGGACG
GGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGACAACGTTATCGAAAGGAACGCTAATACCG
CATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGAT
TAGCTAGTAGGTGAGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGT
CACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGG
CGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTG
GGAGGAAGGGTTGTACGCTAATACCGTGCAATTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACT
CTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTGAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCG
CGTAGGTGGTTCGTTAAGTTGGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGG
CCGAGCTAGAGTATGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAA
GGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGC
AAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAATCCTTGAG
ATTTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCA
AATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACC
TTACCAGGCCTTGACATGCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGACACAG
GTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCC
TTGTCCTTAGTTACCAGCACGTTATAGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGA
AGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGG
TACAGAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCTCACAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGT
CTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCAAATCAGAATGTTGCGGTGAATACGT
TCCCGGGCCTTGTACACTCCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGCTAGTCTAA
CCTTCGGGAGGACGGTTACCACGGTGTGATTCAATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTA
GGGGAACCTGCGGCTGGATCACCTCCTTA

Cluster 9.
C4b 4m

>C4b4dm-Pseudomonas alcaligenes
GCTANCATGCAGTCGAGCGGATGAGTGGAGCTTGCTCCATGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATG
CCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGACAACGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCTAC
GGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTAGGT
GAGGTAALGGCTCACCTAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACT
GAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGAT
CCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGaGC Ca
GTAAGTTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAG
CCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTC
AGCAAGTTGGAGGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCCTCCAAAACTACTGAGCTAGAGTA
CGGTAGAGGGTAGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGG
CGAAGGCGACTACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGA
TACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTAGCCGTTGGGATCCTTGAGATCTTAGTGGCGC
AGCTAACGCATTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGG
GGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTT
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Cluster 10.
C4 8m

>C48m-Micrococcus yunnanensis
GGGGGTGCTTAcCCATGCAGTCGAACGATGAAGCCCAGCTTGCTGGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTG
AGTAACACGTGAGTAACCTGCCCTTAACTCTGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATA
GGAGCGCcCcACCGCATGGTGGGTGTTGGAAAGATTTATCGGTTTTGGATGGACTCGCGGCCTATCAG
CTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACL
ACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGa
AAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGTAGGGA
AGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA
CGTAGGGTGCGAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGT
CGTGAAAGTCCGGGGCTTAACCCCGGATCTGCGGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGCAGTAGGGGAG
ACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGGT
CTCTGGGCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAG
TCCATGCCGTAAACGTTGGGCACTAGGTGTGGGGACCATTCCACGGTTTCCGCGCCGCAGCTAACGC
ATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCA
CAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATGTTCT
CGA

Cluster 11.

Cd4a 4m

>C4adm-Pseudomonas alcaligenes
GGGCCTACCATGCAGTCGAGCGGATGAGTGGAGCTTGCTCCATGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTA

ATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGACAACGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCC
TACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTA
GGTGAGGTAAtLGGCTCACCTAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGA
ACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCT
GATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGa
GCaGTAAGTTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAG
CAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGG
TTCAGCAAGTTGGAGGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCCTCCAAAACTACTGAGCTAGA
GTACGGTAGAGGGTAGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAG
TGGCGAAGGCGACTACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATT
AGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTAGCCGTTGGGATCCTTGAGATCTTAGTGG
CGCAGCTAACGCATTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGA
CGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGC
CTT

Cluster 12.

C22m

>C22M-Pseudomonas alcaligenes

GATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATAGCAAGTCGAGCGGATGAGTGGAGC
TTGCTCCATGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGACAAC
GTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTGLCGC
TATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTA
ACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGC
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AGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGGTGAAGAAGGTCTTCG
GATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCG
ACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAAGCGTTAAT
CGGAATTACTGGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCAGCAAGTTGGATGTGAAAGCCCCGGGCTCA
ACCTGGGAACTGCATCCAAAACTAGCGTCGAGCTAGAGTACGGTCAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGT
GTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACT
GACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACG
ATGTCGACTAGCCGTTGGGATCCTTGAGATCTTAGTGGCGAAGCTAACGCGATAAGTCGACCGCCTG
GGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGT
GGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGCTGAGAACTTTCCAGAGATGG
ATTGGTGCCTTCGGGAACTCAGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT
GGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTTATGGTGGGCACTCTAA
GGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCA
GGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAAAGGGTTGCCAAACCGCGAGGTGGAGCTAATCCCAA
AAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAATCTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCG
TGAATCAGAATGTCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGT
GGGTTGCTCCAGAAGTAGCTAGTCTAACCGCAAGGGGGACGGTTACCACGGAGTGATCATGACTGGG
GTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGGAACCTGCGGCTGGATCAC

Cluster 13.

C7a6bm

C7abm-Aeromonas sp.
CAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTGGATANGTTAGATGTGAAAGC

CCCGGGCTCAACCTGGGAATTGCATTTAAAACTGTCCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATT
CCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACA
AAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCG
TAAACGATGTCGATTTGGAGGCTGTGTCCTTGAGACGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGAC
CGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGA
GCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGTCTGGAATCCTGTCA
GAGATAGCGGGAGTGCCTTCGGGAATCAGAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGT
GAGATGTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTGTCTTGTGCCAGCACGTAATGGTT

Cluster 14.

C35m

>C35m-Pseudomonas alcaligenes
TAcCCATGCAGTCGAGCGGATGAGTGGAGCTTGCTCCATGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCC

TAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGACAACGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCTACGG
GAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTAGGTGA
GGTAAtGGCTCACCTAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGA
GACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCC
AGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGaGCaGT
AAGTTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCC
GCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCAG
CAAGTTGGAGGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCCTCCAAAACTACTGAGCTAGAGTACG
GTAGAGGGTAGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCG
AAGGCGACTACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATA
CCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTAGCCGTTGGGATCCTTGAGATCTTAGTGGCGCAG
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CTAACGCATTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGG
GCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGCCTT

Cluster 15.

C6b 3m

>C6b3m-Plesiomonas shigelloides
GGCAGCTACCATGCAGTCGAGCGGTAACACAGAGGAGCTTGCTCCTTGGGTGACGAGCGGCGGACGG

GTGAGTAATGCCTGGGGATCTGCCCGATAGAGGGGGATAACTACGGGAAACTGTAGCTAATACCGCA
TAAtGTCTACGGACCAAAGTGGGGGCTCTTCGGACCTCATGCTATCGGATGAACCCAGGTGGGATTA
GCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCTCTAACTGGTTTGAGAGAATGACCAGTCA
CACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCG
CAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGGGG
AGGAAGGGtcACTAGTTAATACCTAGTGGCATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCC
GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACG
CAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGAGCTCAACTTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCA
AGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGA
ATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAA
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCG
TGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAAT
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTA
CCT

Grupo A.
C27m

>C27m-Pseudomonas anguilliseptica
TGATGTTTGATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAGA
GAGGAGCTTGCTTCTCTTGAGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTAGTGGTGGG
GGATAACGTTCGGAAACGGACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGARAAGCGGGGGATCTTCGGA
CCTCGCGCCATTAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGAC
GATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGG
GAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGA
AGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGTAGTAACCTAATACGATTGCTACTTT
GACGTTACCGACAGATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAG
CGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCAGTAAGTTGGAAGTGAAATCCCCG
GGCTCAACCTGGGAACTGCTTTCAAAACTGCTGAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCT
GTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATA
CTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAA
CGATGTCAACTAGCCGTTGGAATCCTTGAGATTTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCC
TGGGAGTACGGCCGCAAGGTTARAAACTCARAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATG
TGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGCTGAGAACTTTCCAGAGATG
GATTGGTGCCTTCGGGAACTCAGACACAGGTAGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTCTCGTGA
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C3b 8m

>C3b8m-Deftia tsuruhatensis
GCTTACCATGCAGTCGAACGGTAACAGGTCTTCGGACGCTGACGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATAC

ATCGGAACGTGCCCAGTCGTGGGGGATAACTACTCGAAAGAGTAGCTAATACCGCATACGATCTGAG
GATGAAAGCGGGGGACCTTCGGGCCTCGCGCGATTGGAGCGGCCGATGGCAGATTAGGTAGTTGGTG
GGATAAAAGCTTACCAAGCCGACGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTG
AGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATC
CAGCAATGCCGCGTGCAGGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAACTGCTTTTGTACGGAACGAAAAAGCT
CCTTCTAATACAGGGGGCCCATGACGGTACCGTAAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGC
CGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTAT
GTAAGACAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTGTGACTGCATGGCTAGAGTAC
GGTAGAGGGGGATGGAATTCCGCGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGATATGCGGAGGAACACCGATGGC
GAAGGCAATCCCCCTGGACCTGTACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGA
TACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTGGTTGTTGGGAATTAGTTTTCTCAGTAACGAA
GCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTGAAACTCAAGGAATTGACGGGG
ACCCGCACAAGCGGTGGATGATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAAACCTTACCCACCTTTGACA

Grupo B.
Clb 1m

>Clblm-Plesiomonas shigelloides
GCTAcCCATGCAGTCGAGCGGTaACACAGAGGAGCTTGCTCCTTGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGA
GTAATGCCTGGGGATCTGCCCGATAGAGGGGGATAACTACGGGAAACTGTAGCTAATACCGCATAAT
GTCTACGGACCAAAGTGGGGGCTCTTCGGACCTCATGCTATCGGATGAACCCAGGTGGGATTAGCTA
GTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCTCTAACTGGTTTGAGAGAATGACCAGTCACACT
GGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAG
CCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGGGGAGGA
AGGGTCACTAGTTAATACCTAGTGGCATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGC
CAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGG
CGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGAGCTCAACTTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAAGCT
AGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATAC
CGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGG
ATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGC
TTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAAT
TGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTA

C1lb 6m

>clbom- Plesiomonas siguelloides
CTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAACACAGAGGAGCTTGCTCCTTGGGTGACGAGCGGCGGACGGGT

GAGTAATGCCTGGGGATCTGCCCGATAGAGGGGGATAACTACGGGAAACTGTAGCTAATACCGCATA
ATGTCTACGGACCAAAGTGGGGGCTCTTCGGACCTCATGCTATCGGATGAACCCAGGTGGGATTAGC
TAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCTCTAACTGGTTTGAGAGAATGACCAGTCACA
CTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCA
AGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGGGGAG
GAAGGGCCACTAGTTAATACCTAGTGGCATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCA
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GGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGAGCTCAACTTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAAG
CTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAAT
ACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA
GGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTG
GCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGA
ATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGC

Grupo C.
Cla5m

>Clabm-Acinetobacter Sp.
AGCTTANCATGCAGTCGAGCGGGCGAGGTTGCTTCGGTAACTGAGCTAGCGGCGGACGGGTGAGTAA
AGCTTAGGAATCTGCCTATTAGTGGGGGACAACATTCCGAAAGGAATGCTAATACCGCATACGTCCT
ACGGGAGAAAGCAGGGGATCTTCGGACCTTGCGCTAATAGATGAGCCTAAGTCAGATTAGCTAGTTG
GTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCTGTAGCGGGTCTGAGAGGATGATCCGCCACACTGGGA
CTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGRAAGCCTG
ATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTTTGGTTGTAAAGCACTTTAAGCGAGGAGGAGGCT
ACCTgGATTAATACTCTgGGATAGTGGACGTTACTCGCAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAG
CAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGATTTACTGGGCGTAAAGCGTGCGTAGGCGG
CTTTTTAAGTCGGATGTGAAATCCCTGAGCTTAACTTAGGAATTGCATTCGATACTGGGAAGCTAGA
GTATGGGAGAGGATGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGA
TGGCGAAGGCAGCCATCTGGCCTAATACTGACGCTGAGGTACGAAAGCATGGGGAGCAAACAGGATT
AGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGTCTACTAGCCGTTGGGGCCTTTGAGGCTTTAGTGG
CGCAGCTAACGCGATAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTAAAACTCAAATGAATTGA
CGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGT

C3 11m

>C311lm-Pseudomonas alcaliphila
GGCAGGCCTACATGCAAGTCGAGCGGATGAGAGGAGCTTGCTCCTTGATTTAGCGGCGGACGGGTGA

GTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGATAACGTTCCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACG
TCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTA
GTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACT
GGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAG
CCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGA
AGGGCATTAACCTAATACGTTAGTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGC
CAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGG
TGGTTCGTTAAGTTGGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCGAGCT
AGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACAC
CAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGG
ATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGGTTCCTTGAGAACTTAG
TGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATT
GACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTGG
C
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Grupo D.
C5 8m

>C58m-Oceanobacillus oncorhynchi
CCTATACGCAGTCGAGCGCGGGAAGCGAACGGAACTCTTCGGAGGGAAGTTCGTGGAACGAGCGGLCG

GACGGGTGAGTAACACGTAGGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCGCGGAAACGCGAGCTAAT
ACCGGATAACACTTTCTATCACCTGATGGAAAGTTGAAAGGCGGCTTTTGCTGTCACTTACAGATGG
GCCTGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGA
GAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAAT
CTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAA
ACTCTGTTGTCAGGGAAGAACAAGTACGATAGTAACTGATCGTACCTTGACGGTACCTGACCAGAAA
GCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTG
GGCGTAAAGCGCTCGCAGGCGGTTCTTTAAGTCTGATGTGAAATCTTGCGGCTCAACCGCAAACGTG
CATTGGAAACTGGAGGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCG
TAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAA
AGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTT
AGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCA
AGGCTGAAACTCAAAAGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGC
A

C7b 4m

>C7b4dm-Soonwooa buanensis
GCTACACATGCAGCTGAGCGGTAGATTTTCTTCGGAAGATTGAGAGCGGCGTACGGGTGCGTAACAC

GTGTGCAACCTGCCCTTATCAAGAGGATAGCCCGGAGAAATTCGGATTAATACTCTATAATATATTG
ACTGGCATCGGTTAATATTGAAAGATTTATCGGATAAGGATGGGCACGCGCAAGATTAGGTAGTTGG
TAGGGTAACGGCCTACCAAGCCGATGATCTTTAGGGGGCCTGAGAGGGTGATCCCCCACACTGGTAC
TGAGACACGGACCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGAGGAATATTGGACAATGGGTTAACGCCTGA
TCCAGCCATCCCGCGTGAAGGACGACGGTTCTATGGATTGTAAACTTCTTTTATATAGGGATAAACC
TACTCTCGTGAGAGTAGCTGAAGGTACTATATGAATAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGC
GGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGTTTAAAGGGTCCGTAGGCGGGCTTGTA
AGTCAGTGGTGAAATCCGGCAGCTCAACTGTCGAACTGCCATTGATACTGCAAGTCTTGAGTAAATT
AGAAGTGGCTGGAATAAGTAGTGTAGCGGTGAAATGCATAGATATTACTTAGAACACCAATTGCGAA
GGCAGGTCACTATGTTTTAACTGACGCTGATGGACGAAAGCGTGGGTAGCGAACAGGATTAGATACC
CTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGATTACTCGTTTTTGGGCTATATAGTTCAGAGACTAAGCGAAA
GTGATAAGTAATCCACCTGGGGAGTACGTTCGCAAGAATGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCG
CACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGATACGCGAGGAACCTTACCAAGGCTTAAATGGGA
A

Grupo E.
C7 5m

>C75m-Edwardsiella tarda.

GCTACCATGCAGTCGAGCGGTAGCGGGAGAAGCTTGCTTTCTCCGCTGACGAGCGGCGGGACGGGTG
AgTaGTGTCTGGGGATCTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGACACGGTaCTaATACCGCATAAC
GTCgCaAGACCAAaGTGGGGGACCTTCGGGCCTCgTGCCCcTCALtATGAaCCCALtATGGgATTALC CTa
gTatGTGAGGTAATGGCTCCCCTACGAgACtATCCCTALtCTGGTCTGAGAGGATGACCacCCACGCT
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GGAACTGACACaCGGtCCACACTCCTACGGGAGGCACOGTGGGGAATATTGCACAGTGGGCGCaaGl
CTGATGCacCCgTGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCagTAGGGAAGAA
GGTGTGCGTGTTAATAGCACGTGCaATTGACgTTaCCTACAGAAgAAgCaCCGGCTAACTCCGTGCC
agCagCCGCGGTAATACaAGAGGGTGCAAGCGTTaATCagAATTACTGGGCGTAAAGCgCACgCggGL
GGTTTGTTAALtTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTTAaCCTGGgAACTGCcTCCaAgACTGGCcaAGCTA
GAgTCTCgTAGAGGGAGGTAgAATTCCggGTGTAGCGGtGAAATGCgTAGAgGATCTGGAAGAATACC
GGTGGCcGAGGCgGCTCCTGGACaAaAACACTGACECTCaTGTGCaAAAGCGTGGAGAGCAACaGATTAL
ATACCCTGGTAgTCCACtCTGTAACtATGTCATTTGGAGTGTGCCCTTGACGCGTGTcTTCCAALCT
ACGCgTTAATCACCGCCTGGGAGtACgCCgCGtTAAACTCAaTGaTgACGGGGCCCCACGCGGGTGG
TTTTTtTcatGCCGCAAG

C2b 5m

>C2bbm-Plesiomonas shigelloides
GTTTGATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGACCTATACACATGCAAGTCGAGCGGTAACAC
AGAGGTAGTCTTGACTCCTTGGGTGACGAGCGTGCGGACGGGTGAGTATATTGCCTGGGGATCTGCC
GCTCGATAGAGGGGGATAACTACCGGGAATACTAGTAGCTAATAACCGCATAATATCTACGGACCAA
AGTGGGGGCTCTTCGGACCTCATGCTATCGGATGAACCCAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAA
TGGCTCACCAAGGCGACGATCTCTAACTGGTTTGAGAGAATGAACAGTCACACTGGAACTGAGACAC
GGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCA
TGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGGGGAGGAAGGGTCACTAGTT
AATACCTAGTGGCATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGTGCTAACATCTCGCTGCCAGCACGCC
GCGGTAAATAGCGTGAGTGGTGCACAGCCGTTTATAGTCAAGAAATTTACTGTGGGCAGTAAACAGC
CCGCAGGCGGTTCGACAGTCAGGTGTGARAATCCCCGAGCTCAACTTGGGAACTGCATTTGAAACTGG
CAAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAG
GAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACARAGACTGACGCTCAGGTGCGARAAGCGTGGGGAGCA
AACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGG
CGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAA
ATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCT
TACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTCTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTGTGAGACAG
GTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCC
TTATCCTTTGTTGCCAGCGATTCGGTCGGGAACTCAAAGGAGACTGCTCGGTGATAAACCGGAGGAA
GGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCATAT
ACAAAGGGCGGCAAGCTAGCGATAGTGAGCGAATCCCATAAAGTATGTCGTAGTCCGGATTGGAGTC
TGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGAATGCCGCGGTGAATACGTT
CCCGGGCCTGTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTACTTAAC
CTTCGGGAGGGCGCTTACCACTTTGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAACCGTAGG
GGAACCTGCGGCTGGATCACCTCC

Grupo F.
Cl1llm

>Clllm-Aeromonas veronni

TGTTTGATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGCAGCGGG
AAAGTAGCTTGCTACTTTTGCCGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTGGGGATCTGCCCAGTC
GAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATACGCCCTACGGGGGAAAGCAGGGGACCT
TCGGGCCTTGCGCGATTGGATGAACCCAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAG
GCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCC
TACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGACACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCCATGCCGCGATGT
GTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAAGGTTGGTAGCTAATAACTGCC
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AGCAGTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGG
GTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTGGATAAGTTAGATGTGAA
AGCCCCGGGCTCAACCTGGGAATTGCATTTAAAACTGTCCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGA
ATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGG
ACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACG
CCGTAAACGATGTCGATTTGGAGGCTGTGTCCTTGAGACGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATC
GACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT
GGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGTCTGGAATCCTG
TAGAGATACGGGAGTGCCTTCGGGAATCAGAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCG
TGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTGTCCTTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGG
GTACTCAAGGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGATGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCC
TTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCGTACAGAGGGCTGCAAGCTAGCGATAGTGAGC
GAATCCCAAAAAGCGCGTCGTAGTCCGGATCGGAGTCATGCAACTCGACTCCGTGAAGTCGGAATCG
CTAGTAATCGCAAATCAGAATGTTGCGGATGAATACGTTCCCGGGCCTGTGTACACACCGCCCGTCA
CACCATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGATAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGTTTACCACGGTGTG
ATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAACCCTAGGGGAACCTGCGGCTGGATCACCTCCA

C8 10m

>C81l0m-Acinetobacter junii
GCTTANCATGCAGTCGAGCGGAGATGAGGTGCTTGCACCTTATCTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAAT

GCTTAGGAATCTGCCTATTAGTGGGGGACAACATTCCGAAAGGAATGCTAATACCGCATACGTCCTA
CGGGAGAAAGCAGGGGATCTTCGGACCTTGCGCTAATAGATGAGCCTAAGTCGGATTAGCTAGTTGG
TGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCTGTAGCGGGTCTGAGAGGATGATCCGCCACACTGGGAC
TGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGGAACCCTGA
TCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTATGGTTGTAAAGCACTTTAAGCGAGGAGGAGGCTA
CTGAGACTAATACTCTTGGATAGTGGACGTTACTCGCAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGC
AGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGATTTACTGGGCGTAAAGCGTGCGTAGGCGGC
TTTTTAAGTCGGATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAATTGCATTCGATACTGGGAAGCTAGAG
TATGGGAGAGGATGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGAT
GGCGAAGGCAGCCATCTGGCCTAATACTGACGCTGAGGTACGAAAGCATGGGGAGCAAACAGGATTA
GATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGTCTACTAGCCGTTGGGGCCTTTGAGGCTTTAGTGGC
GCAGCTAACGCGATAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTAAAACTCAAATGAATTGAC
GGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGC

Grupo G.
Clb 7m

>Clb7m-Plesiomonas shigelloides
GACGTTACTGGCGGAAGGAGGCACGGCTAACTCGTGCCAGCAGCGGCGGTAATACGGAGGGGCAGGC

GTTATCGGAATTACTGGGCGTAAGGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGAG
CTCAACTTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGT
GTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACT
GACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACG
ATGTCGATTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTG
GGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGT
GGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCACAGAAGCCTGCAGAGATGC
GGGTGTGCCTTCGGGAACTGTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTT
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GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGATTCGGTCGGGAACTCAAAG
GAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAG
GGCTACACACGTGCTACAATGGCATATACAAAGGGCGGCAAGCTAGCGATAGTGAGCGAATCCCATA
AAGTATGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGC
GGATCAGAATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTG
GGTTGCAAAAAAGTAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTTACCACTTTGTGAATCATGACTGGGG
T

C3 10m

>C310m-Enterobacter hormaechi
CGGCTACACATGCAGTCGAACGGTAACAGGAAGCAGCTTGCTGCTTcCTGACGAGTGGCGGACGGGT

GAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATA
ACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCGGATGTGCCCAGATGGGATTAGC
TAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACA
CTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCA
AGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAG
GAAGGGCcTgAGGTTAATAACCTtGTCgATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTG
CCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAG
GCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGC
TAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATA
CCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAG
GATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGG
CTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAA
TTGACGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAGAACCTTACCTAC
T

C5 10m

>C510m-Aeromonas hydrophila
GTTTGATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGCAGCGGGA
AAGTAGCTTGCTACTTTTGCCGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTGGGAAATTGCCCAGTCG
AGGGGGATAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGCATACGCCCTACGGGGGAAAGCAGGGGACCTT
CGGGCCTTGCGCGATTGGATATGCCCAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGG
CGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCT
ACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTG
AAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAAGGTCAGTAGCTAATATCTGCTGAC
AGTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTG
CAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTGGATANGTTAGATGTGAAAGC
CCCGGGCTCAACCTGGGAATTGCATTTAAAACTGTCCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATT
CCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACA
AAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCG
TAAACGATGTCGATTTGGAGGCTGTGTCCTTGAGACGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGAC
CGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGA
GCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGTCTGGAATCCTGTCA
GAGATAGCGGGAGTGCCTTCGGGAATCAGAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGT
GAGATGTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTGTCTTGTGCCAGCACGTAATGGTT
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Grupo I.
C34m

>C34m-Rheinheimera sp.
GCAGCCTACACATGCAGTCGAGCGGGGTTTTCGGACCTAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCGTAGGA
AGCTGCCCGATAGAGGGGGATACCAGTTGGAAACGACTGTTAATACCGCATAATGTCTACGGACCAA
AGTGTGGGACCTTCGGGCCACATGCTATCGGATGCGCCTACGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAA
TGGCTCACCAAGGCGACGATCTCTAGCTGGTTTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACAC
GGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCA
TGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAGGGTGGTGTGTT
AATAGCACATCATTTTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGLCGGT
AATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGTTTTTTAAGT
CAGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAATTGCATTTGAAACTGGGgAACTAGAGTGTGTGAGA
GGGGGGTAGAATTCCAAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTTGGAGGAATACCAGTGGCGAAGGC
GGCCCCCTGGCACAACACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTG
GTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTAGCTGTTCGTGTCCTTGTGATGTGAGTAGCGCAGCTAAC
GCACTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCG
CACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCTA
CG

C4 11m

>C411lm-Aeromonas sSp.
CCGTGGTAAACGCCCTCCCGAATGTTAAGCTATCTACTTCTGGTCCCACTCCCATGGTGTGACGGGC

GGTGTGTACAAGCCCGGGAACGTATTCACCGCAACATTCTGATTTGCGATTACTAGCGATTCCGACT
TCACGGAGTCGAGTTGCAGACTCCGATCCGGACTACGACGCGCTTTTTGGGATTCGCTCACTATCGC
TAGCTTGCAGCCCTCTGTACGCGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTGGCCGTAAGGGCCATGATGA
CTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTATCACCGGCAGTCTCCCTTGAGTTCCCACCATTACGT
GCTGGCAACAAAGGACAGGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTG
ACGACAGCCATGCAGCACCTGTGTTCTGATTCCCGAAGGCACTCCCCAATCTCTTAGGGATNCCCAG
ACATGTCAAGGCCAGGTAAGGTTCTTCGCGTNGCATCGAATTANACCACATGCTCCACCGCTTGTGC
NGGCNCCCGTCAATTCATNTGAGTTTAACCTGCGGCGTACTCCCCAGCGTCGATTACCGCGTANCTC
GAAGCACGTTCAAGACCAGCCTCCATCAATTTACGCTGACTACCAGTTTATCTGTTGCTCCCCTCCC
CTACTAGTTGTAGGCGCTCCCGATCCATACCC

C7 10m

>C710m-Aeromonas veronni
GCTAACACATGCAAGTCGAGCGGCAGCGGGAAAGTAGCTTGCTACTTTTGCCGGCGAGCGGCGGACG

GGTGAGTAATGCCTGGGGATCTGCCCAGTCGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGC
ATACGCCCTACGGGGGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCGATTGGATGAACCCAGGTGGGATT
AGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCC
ACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGG
GAAACCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAG
GAGGAAAGGTTGGTAGCTAATAACTGCCAGCTGTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTC
CGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCAC
GCAGGCGGTTGGATAAGTTAGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAATTGCATTTAAAACTGTC
CAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGG
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AATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAA
ACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGATTTGGAGGCTGTGTCCTTGAGAC
GTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAA
TGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCT

Grupo J.
Cla1l2m

>Clal2m-Klebsiella pneumoniae
GAGAACATGCAGTCGAGCGGTAGCACAGAGAGCTTGCTCTCGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGT

AATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATNATGT
CGCAAGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGT
AGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGG
AACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCC
TGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGGGGAGGAAG
GCGATAAGGTTAATAACCTTGTNGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCA
GCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCG
GTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAG
AGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCG
GTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGAT
TAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTT
CCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTG
ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCT

C7alm

>C7alm- Enterobacter hormaechei
GCTACACATGCAGTCGAACGGTAACAGGAAGCAGCTTGCTGCTTCGCTGACGAGTGGCGGACGGGETG

AGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAA
CGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCGGATGTGCCCAGATGGGATTAGCT
AGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACAC
TGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAA
GCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGG
AAGGCGATGAGGTTAATAACCTTGTCGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTG
CCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAG
GCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGC
TAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATA
CCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAG
GATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGG
CTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAA
TTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACC
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Grupo K.
C4 12m

>C412m-Aeromonas jandaei
AGCACTTTCAGCGAGGAGGAAAGGTCAGTAGTAATATCTGCTGGCTGTGACGTTACTCGCAGAAGAA
GCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTG
GGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTGGATAAGTTAGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAATTG
CATTTAAAACTGTCCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCG
TAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGaA
AAGCGTGGGAGCARAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTARAACGATGTCGATTTGGAGGC
TGTGTCCTTGAGACGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAA
GGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCA
ACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGTCTGGAATCCTGCAGAGATGCGGGAGTGCCTTCGGGA
ATCAGAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA
CGAGCGCAACCCCTGTCCTTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCAAGGGAGACTGCCGGTGAT
AAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCT
ACAATGGCGCGTACAGAGGGCTGCAAGCTAGCGATAGTGAGCGAATCCCAAAAAGCGCGTCGTAGTC
CGATCGGAGTCTGCAACTCGACTCCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCAAATCAGAATGTTGCG
GTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTA
GATAGCTTAACATTCGGGAGGGCGTTTACCACGGCCGTGATTC

Grupo L.
C2a4m

>C2adm-Edwardsiella tarda
AGGCCTACACATGCAGCTGAGCGGTAGATTTTCTTCGGAAGATTGAGAGCGGCGTACGGGTGCGTAA

CACGTGTGCAACCTGCCCTTATCAAGAGGATAGCCCGGAGAAATTCGGATTAATACTCTATAATATA
TTGACTGGCATCGGTTAATATTGAAAGATTTATCGGATAAGGATGGGCACGCGCAAGATTAGGTAGT
TGGTAGGGTAACGGCCTACCAAGCCGATGATCTTTAGGGGGCCTGAGAGGGTGATCCCCCACACTGG
TACTGAGACACGGACCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGAGGAATATTGGACAATGGGTKAAMGCC
TGATCCAGCCATCCCGCGTGAAGGACGACGGTTCTATGGATTGTAAACTTCTTTTATATAGGGATAA
ACCTACTCTCGTGAGAGTAGCTGAAGGTACTATATGAATAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGC
CGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGTTTAAAGGGTCCGTAGGCGGGCTT
GTAAGTCAGTGGTGAAATCCGGCAGCTCAACTGTCGAACTGCCATTGATACTGCAAGTCTTGAGTAA
ATTAGAAGTGGCTGGAATAAGTAGTGTAGCGGTGAAATGCATAGATATTACTTAGAACACCAATTGC
GAAGGCAGGTCACTATGTTTTTAACTGACGCTGATGGACGAAAGCGTGGGTAGCGAACAGGATTAGA
TACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGATTACTCGTTTTTGGGCTTTATAGTTCAGAGACTAAGC
GAAAGTGATAAGTAATCCACCTGGGGAGTACGTTCGCAAGAATGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGG
CCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGATACGCGAGGAACCTTACCAAGGCTTAAAT
G

C2b 6m

>C2bom-Plesiomonas shigelloides
GGGGGCTAACATGCAAGTCGAGCGGTAACACAGAGGAGCTTGCTCCTTGGGTGACGAGCGGCGGACG

GGTGAGTAATGCCTGGGGATCTGCCCGATAGAGGGGGATAACTACGGGAAACTGTAGCTAATACCGC
ATAAtTCTACGGACCAAAGTGGGGGCTCTTCGGACCTCATGCTATCGGATGAACCCAGGTGGGATTA
GCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCTCTAACTGGTTTGAGAGAATGACCAGTCA
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CACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCG
CAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGGGG
AGGAAGGGtACTAGTTAATACCTAGTGGCATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCG
TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGC
AGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGAGCTCAACTTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAA
GCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAA
TACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAgTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA
GGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTG
GCTTCcGAGCTAACGCGTTaATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAAT
TGaGGGGGCCCGCACAGCGGTGGAGCATGTGGGTTAATTCGATGCAACGCGAAGATCTTTA

Grupo M.
C33m

>C33m-Delftia tsuruhatensis
GCTTACATGCAAGTCGAACGGTAACAGGTCTTCGGACGCTGACGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATAC

ATCGGAACGTGCCCAGTCGTGGGGGATAACTACTCGAAAGAGTAGCTAATACCGCATACGATCTGAG
GATGAAAGCGGGGGACCTTCGGGCCTCGCGCGATTGGAGCGGCCGATGGCAGATTAGGTAGTTGGTG
GGATAAAAGCTTACCAAGCCGACGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTG
AGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATC
CAGCAATGCCGCGTGCAGGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAACTGCTTTTGTACGGAACGAAAAAGCT
CCTTCTAATACAGGGGGCCCATGACGGTACCGTAAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGC
CGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTAT
GTAAGACAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTGTGACTGCATGGCTAGAGTAC
GGTAGAGGGGGATGGAATTCCGCGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGATATGCGGAGGAACACCGATGGC
GAAGGCAATCCCCTGGACCTGTACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGAT
ACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTGGTTGTTGGGAATTAGTTTTCTCAGTAACGAAG
CTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGG
ACCCGCACAAGCGGTGGATGATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCCACCTT

C6b 7m

>Cobb7m-Pseudomonas anguilliseptica
GGCTAcCCATGCAGTCGAGCGGTAGAGAGgAGCTTGCTTCTCTTGAGAGCGGCGGACGGGTGAGTAAT

GCCTAGGAATCTGCCTAGTGGTGGGGGATAACGTTCGGAAACGGACGCTAATACCGCATACGTCCTA
CGGGAGAAAGCGGGGGATCTTCGGACCTCGCGCCATTAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGG
TGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAAC
TGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGA
TCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGT
AGTAACCTAATACGTTGCTACTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCA
GCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTT
CAGTAAGTTGGAAGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCTTTCAAAACTGCTGAGCTAGAGT
ACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTG
GCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAG
ATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAATCCTTGAGATTTTAGTGGCG
CAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACG
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GGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTT
G

C2b 9m

>C2b9m-Brevibacterium caseil
GTCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGTAGCTCGTAGGTGGTTGGTCACGTCTGCTGTGGA

AACGCAACGCTTAACGTTGCGCGTGCAGTGGGTACGGGCTGACTAGAGTGCAGTAGGGGAGTCTGGA
ATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGACTCTGG
GCTGTAACTGACACTGAGGAGCGAAAGCATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATG
CCGTAAACGTTGGGCACTAGGTGTGGGGGGCATTCCACGTTCTCCGCGCCGTAGCTAACGCATTAAG
TGCCCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCG
GCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACGGACCGT
CCTGGAAACAGGTCCTCTTCTTTGAAGCTGGTGTACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTC
GTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCTACTGTTGCCAGCATGTGATGGT
GGGAACTCATAGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCC
TTTATGTCTTGGGCTTCACGCATGCTACAATGGCTGGTACAGAGAGAGGCGAACCCGTGAGGGCAAG
CGAATCCCTTAAAGCCAGTCTCAGTTCGGATCGTAGTCTGCAATTCGACTACGTGAAGTCGGAGTCG
CTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAA
GTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCTAACCCGTAGATGGAAGGGGCCGTCTAAGGTG
GGACATGGTGATTGGGACTAAGTTGTAACCAGGNKATACCGTACCCGAAAG

Grupo O.
C2a 6m

>C2a6om-Microbacterium paraoxidans
GGGGGGTGCTTACCATGCAGTCGAACGGTGAACACGGAGCTTGCTCTGTGGGATCAGTGGCGAALCGG

GTGAGTAACACGTGAGCAACCTGCCCCTGACTCTGGGATAAGCGCTGGAAACGGCGTCTAATACTGG
ATATGTGACGTGACCGCATGGTCTGCGTTTGGAAAGATTTTTCGGTTGGGGATGGGCTCGCGGCCTA
TCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGTCGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGG
CCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGG
GCGAAAGCCTGATGCAGCAACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTTAGCA
GGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAAAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGT
AATACGTAGGaCGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGT
CTGCTGTGAAATCCCGAGGCTCAACCTCGGGCCTGCAGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGCGGTAGG
GGAGATTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGC
AGATCTCTGGGCCGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGGGTGGGGAGCAAACAGGCTTAGATACCCTG
GTAGTCCACCCCGTAAACGTTGGGAACTAGTTGTGGGGTCCATTCCACGGATTCCGTGACGCAGCTA
ACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACC
CGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATA
TACG
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C9a 5m

>C9abm-Microbacterium estearomaticum
AgCTTACCATGCAGTCGACGATGAAGCCCAGCTTGCTGGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAAC

ACGTGAGCAACCTGCCCCTGACTCTGGGATAAGCGCTGGAAACGGCGTCTAATACTGGATATGTCCC
GTCACCGCATGGTGTGCGGGTGGAAAGATTTTTCGGTTGGGGATGGGCTCGCGGCCTATCAGCTTGT
TGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGTCGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGG
GACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGGAAGCC
TGATGCAGCAACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTTAGCAGGGAAGAAG
CGAGAGTGACGGTACCTGCAGAAAAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAG
GGTGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTCTGTCGCGTCTGCTGTGA
AATCCCGAGGCTCAACCTCGGGCTTGCAGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGCGGTAGGGGAGATTGG
AATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGATCTCTG
GGCCGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGGGTGGGGAGCAAACAGGCTTAGATACCCTGGTAGTCCAC
CCCGTAAACGTTGGGAACTAGTTGTGGGGTCCTTTCCACGGATTCCGTGACGCAGCTAACGCATTAA
GTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGC
GGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACGAGAAC

C6 4m

>C64m-Microbacterium sp.
GCTAcCCATGCAGTCGAGCGGATGAGTGGAGCTTGCTCCATGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATG

CCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGACAACGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCTAC
GGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGT
GAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACT
GAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGAT
CCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCA
GTAAGTTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAG
CCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTC
AGCAAGTTGGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTACTGAGCTAGAGTA
CGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGG
CGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGA
TACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTAGCCGTTGGGATCCTTGAGATCTTAGTGGCGA
AGCTAACGCGATAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGG
GGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTG

Grupo P.
C4 3m

>C43m-Aeromonas veronni
GTTTGATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGCAGCGGGA

AAGTAGCTTGCTACTTTTGCCGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTGGGGATCTGCCCAGTCG
AGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATACGCCCTACGGGGGAAAGCAGGGGACCTT
CGGGCCTTGCGCGATTGGATGAACCCAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGG
CGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCT
ACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTG
AAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAAGGTTGGTAGCTAATAACTGCCAGC
TGTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTG
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CAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTGGATAAGTTAGATGTGAAAGC
CCCGGGCTCAACCTGGGAATTGCATTTAAAACTGTCCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATT
CCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACA
AAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCG
TAAACGATGTCGATTTGGAGGCTGTGTCCTTGAGACGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGAC
CGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGA
GCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGTCTGGAATCCTGTAG
AGATACGGGAGTGCCTTCGGGAATCAGAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGA
GATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTGTCCTTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGTA
ACTCAAGGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGTGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCT
TACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCGTACAGAGGGCTGCAAGCTAGCGATAGTGAGCG
AATCCCAAAAAGCGCGTCGTAGTCCGGATCGGAGTCTGCAACTCGACTCTGTGAAGTCAGTGCATCG
CCTAGTAATCGCAAATCAGAATGTTGCGGTGTAATACGTTCCCGGGCATTGTACACACCGCCACGTT
ACACCATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGATAGCTTAACCTTTCGGGAGGGCGTTTACCACGGTG
TGATTCATGATCTGGGGTGAA

C57m

>C57m-Microbacterium paraoxydans
GGGGGCTTACATGCAGTCGACGGTGAACACGGAGCTTGCTCTGTGGGATCAGTGGCGAACGGGTGAG

TAACACGTGAGCAACCTGCCCCTGACTCTGGGATAAGCGCTGGAAACGGCGTCTAATACTGGATATG
TGACGTGACCGCATGGTCTGCGTTTGGAAAGATTTTTCGGTTGGGGATGGGCTCGCGGCCTATCAGC
TTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGTCGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACA
CTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAA
AGCCTGATGCAGCAACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTTAGCAGGGAA
GAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAAAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC
GTAGGNCGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGCT
GTGAAATCCCGAGGCTCAACCTCGGGCCTGCAGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGCGGTAGGGGAGA
TTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGATC
TCTGGGCCGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGGGTGGGGAGCAAACAGGCTTAGATACCCTGGTAGT
CCACCCCGTAAACGTTGGGAACTAGTTGTGGGGTCCATTCCACGGATTCCGTGACGCAGCTAACGCA
TTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCAC
AAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATATACGA
GAAC

Grupo Q.
C5b 4m

>C5b4m-Pseudomonas shigelloides
GCTACCATGCAGTCGAGCGGTAACACAGAGGAGCTTGCTCCTTGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGA

GTAATGCCTGGGGATCTGCCCGaTAGAGGGGGATAACTACGGGAAACTGTAGCTAATACCGCATAAC
GTCTACGGACCAAAGTGGGGGCTCTTCGGACCTCATGCTATCGGATGAACCCAGGTGGGATTAGCTA
GTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCTCTAACTGGTTTGAGAGAATGACCAGTCACACT
GGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAG
CCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGGGGAGGA
AGGGTCACTaGTTAATACCTAGTGGCATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGC
CAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGG
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CGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGAGCTCAACTTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAAGCT
AGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATAC
CGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGG
ATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGC
TTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAAT
TGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCT

C10 3m

>C103m Pseudomonas monteilii
GGGGCCAATGCAAGTCGAGCGGATGACGGGAGCTTGCTCCTTGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAA

TGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGACAACGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCT
ACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTG
GTGGGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAA
CTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTG
ATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGG
CAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGC
AGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGT
TCGTTAAGTTGGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCGAGCTAGAG
TATGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGT
GGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTA
GATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAATCCTTGAGATTTTAGTGGC
GCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGAC
GGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCC
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